
(57)【要約】

　本発明は、移植に好適な幹細胞およびその製造方法に

関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
多 量 の 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 を 有 す る 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 の 集 団 を 製 造 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 幹 細 胞 を 回 収 し 、 そ の 細 胞 内 に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
細 胞 の 集 団 が 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 の 改 善 を 示 す 請 求
項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
細 胞 の 集 団 が 、 高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 の 改 善 を 示 す 請 求
項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
幹 細 胞 が 、 造 血 幹 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
造 血 幹 細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + 濃 縮 さ れ て い る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 系 統 の も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
幹 細 胞 を 回 収 す る こ と が 、 幹 細 胞 の 移 行 手 法 を 誘 導 し た 後 に 実 行 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 手
術 手 法 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
所 定 の 閾 値 以 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ レ ベ ル を 有 す る 幹 細 胞 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り 単 離 す る こ と を さ ら
に 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
幹 細 胞 が 、 脊 髄 お よ び 赤 血 球 系 統 へ 分 化 可 能 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 系 統 の 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 の 量 が 、 集 団 の 約 １ ～ ５ ％ で あ る 請
求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 系 統 の 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 が 、 集 団 の 約 ３ ％ 以 上 の 量 で あ る 請
求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 約 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 以 下 で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
改 善 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 が 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に よ っ て 仲 介 さ れ る 細 胞 遊 走 の 増 強 と し
て 現 れ る 請 求 項 ２ ま た は １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
改 善 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 が 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に よ っ て 仲 介 さ れ る 細 胞 増 殖 の 増 強 と し
て 現 れ る 請 求 項 ２ ま た は １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ ｌ 以 上 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
改 善 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 が 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に よ る 脱 感 作 の 減 少 に よ っ て 現 れ る 請 求 項 ３ ま た
は １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
幹 細 胞 内 に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ 、 多 量 の
未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 を 発 現 し 、 低 濃 度 お よ び ／ ま た は 高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て 改 善
さ れ た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 能 力 を 示 す 幹 細 胞 を 含 む 集 団 。
【 請 求 項 １ ８ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-511219 A 2007.5.10



幹 細 胞 が 、 造 血 幹 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 幹 細 胞 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ９ 】
脊 髄 お よ び 赤 血 球 系 統 へ 分 化 可 能 で あ る 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ 記 載 の 細 胞 の 集 団 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
造 血 幹 細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + 造 血 幹 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 細 胞 の 集 団 。
【 請 求 項 ２ １ 】
未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 系 統 の も の で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 細
胞 の 集 団 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
多 量 の Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w が 、 集 団 の 約 １ ～ ５ ％ で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 細 胞 の 集
団 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
多 量 の Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w が 、 集 団 の 約 ３ ％ 以 上 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 細 胞 の 集
団 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 約 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 以 下 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 細 胞 の 集 団 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ ｌ 以 上 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 細 胞 の 集
団 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
必 要 と す る 対 象 の 標 的 組 織 に 対 す る 幹 細 胞 の ホ ー ミ ン グ を 増 加 さ せ る た め の 医 薬 の 製 造 に
お け る 請 求 項 １ ７ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
必 要 と す る 対 象 の 標 的 組 織 の 再 増 殖 を 増 加 さ せ る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ７ ～
２ ５ の い ず れ か 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 標 的 組 織 が 、 骨 髄 、 血 管 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 腎 臓 、 神 経 系 、 皮 膚 、 骨 お よ び 骨
格 筋 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ６ ま た は ２ ７ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
移 植 を 促 進 す る た め の 請 求 項 ２ ６ ま た は ２ ７ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
移 植 が 化 学 治 療 プ ロ ト コ ー ル に し た が う 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
移 植 が 自 家 移 植 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
移 植 が 、 自 系 細 胞 の 移 行 を 伴 う 請 求 項 ３ １ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
移 植 が 異 種 移 植 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
移 植 が 移 行 幹 細 胞 で 実 施 さ れ る 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 細 胞 の 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
細 胞 ま た は 組 織 置 換 が 必 要 な 対 象 に お け る 疾 患 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 対
象 に 、 治 療 的 に 有 効 量 の 請 求 項 １ ７ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 細 胞 の 集 団 を 提 供 す る こ と を
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
イ ン タ ク ト な ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 含 む Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 発 現 し て い る 幹 細 胞 を 含 む 、 細 胞 の 集
団 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 幹 細 胞 を 回 収 す る こ と 、 お よ び 細 胞 に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含
む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 、 イ ン タ ク ト な Ｃ
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Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 含 む 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 の 集 団 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
必 要 と す る 対 象 に お け る 移 植 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 細 胞 の 集 団 の
使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
細 胞 ま た は 組 織 置 換 を 必 要 と す る 疾 病 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に
、 治 療 的 に 有 効 量 の 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 細 胞 の 集 団 を 提 供 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る イ ン タ ク ト
な Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 示 し て い る 幹 細 胞 を 含 む 幹 細 胞 の 集 団 を 含 む 医 薬 組 成
物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 移 植 に 好 適 な 幹 細 胞 、 お よ び そ れ ら の 調 製 の た め の 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 臨 床 的 、 お よ び 実 験 的 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ） 移 植 手 法 は 、 生 涯 を 通 じ て 、 後 期 胚 発 達 お
よ び 成 人 に お け る 安 定 状 態 造 血 の あ い だ に 起 こ る 循 環 か ら 骨 髄 （ Ｂ Ｍ ） へ の Ｈ Ｓ Ｃ 遊 走 の
生 理 学 的 過 程 を 模 倣 し て い る 1 - 3 。 ヒ ト Ｈ Ｓ Ｃ へ の 遺 伝 子 伝 達 が 、 広 い 範 囲 の 造 血 お よ び
遺 伝 子 病 の 矯 正 に お け る 、 見 込 み の あ る ツ ー ル と し て 役 に 立 ち う る 。 Ｈ Ｓ Ｃ 移 植 は 、 こ れ
ら の 遺 伝 的 に 改 変 し た 細 胞 を 、 Ｂ Ｍ に 永 続 的 に 伝 達 す る の に 使 用 可 能 で あ り 、 言 い 換 え れ
ば 、 生 涯 を 通 じ て 、 循 環 内 へ 、 訂 正 さ れ た 遺 伝 子 を 有 す る 成 熟 細 胞 を 放 出 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 幹 細 胞 生 着 の 効 率 の 増 強 は 、 臨 床 的 な 移 植 、 な ら び に 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 成 果 を
改 善 し 、 幹 細 胞 の 、 レ シ ピ エ ン ト Ｂ Ｍ へ 戻 す お よ び 再 増 殖 （ repopulate） さ せ る 能 力 を 改
変 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 こ の 目 的 の た め に 、 こ れ ら の 過 程 を 調 節 す る 機 序 の よ
り よ い 理 解 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｌ １ ２ と も 呼 ば れ る ケ モ カ イ ン 　 ス ト ロ マ 細 胞 由 来 因 子 － １ （ Ｓ Ｄ Ｆ － １ ） と 、
そ の レ セ プ タ ー Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ と の 間 の 相 互 作 用 が 、 マ ウ ス 胚 発 達 中 に Ｂ Ｍ の 幹 細 胞 播 種 に お
い て 重 要 な 役 割 を は た す 1 0 、 1 1 。 先 に 、 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 欠 損 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス
を レ シ ピ エ ン ト と し て 用 い て 、 短 期 間 の イ ン ビ ボ 遊 走 （ ホ ー ミ ン グ ） と 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ +

濃 縮 細 胞 に よ る 、 マ ウ ス 骨 髄 の 、 高 レ ベ ル の 多 系 統 （ multilineage） 再 増 殖 と の 両 方 が 、
Ｓ Ｄ Ｆ － １ ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 相 互 作 用 に 依 存 し て い る こ と を 示 す こ と が で き た 1 2 ‾ 1 5 。 こ れ ら
の デ ー タ の 裏 付 け と し て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 上 の 高 レ ベ ル の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 、 ま た は イ
ン ビ ト ロ で の 高 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 誘 導 指 向 性 運 動 性 の い ず れ か が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 陽 性 選 別 で
の 、 同 種 異 系 お よ び 自 己 臨 床 移 植 療 法 に お け る よ り 早 い 回 復 と 相 関 関 係 が あ る こ と が 示 さ
れ た 1 6 、 1 7 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 は 動 的 な 過 程 で あ り 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 ス ト ロ マ 細 胞 、 接 着
分 子 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 な ど の 環 境 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 1 8 。 ヒ ト 起 源 の 造 血 幹
細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 に お い て 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ は 、 短 時 間 （ ～ ４ ０ 時 間 ） の イ ン ビ ト ロ サ イ ト
カ イ ン 培 養 1 3 、 1 9 、 ま た は Ｍ Ｍ Ｐ － ２ お よ び Ｍ Ｍ Ｐ － ９ な ど の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る
臍 帯 血 （ Ｃ Ｂ ） Ｃ Ｄ ３ ４ + の 刺 激 2 0 に よ っ て 、 細 胞 内 プ ー ル か ら ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ
う る 。 こ れ は 続 い て 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 勾 配 に 向 か う そ れ ら の イ ン ビ ト ロ 遊 走 1 3 、 な ら び に 移 植
Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ お よ び 連 続 的 に 移 植 し た β ２ ｍ ｎ ｕ ｌ ｌ 　 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に お
け る そ の イ ン ビ ボ 　 ホ ー ミ ン グ お よ び 再 増 殖 能 を 増 強 し 、 幹 細 胞 自 身 の 更 新 （ renewal）
と 運 動 性 を 伴 う 発 達 と を 連 結 す る 。 最 近 の 報 告 で は 、 サ イ ト カ イ ン カ ク テ ル で の よ り 長 い
培 養 期 間 が 、 ヒ ト Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 濃 縮 細 胞 上 で の 、 細 胞 表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 の 減 少 を も
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た ら す こ と が 実 証 さ れ 2 2 、 さ ら に 、 よ り 長 期 間 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し た ヒ ト 前 駆 細 胞 に お け
る 再 増 殖 の 減 少 が 証 明 さ れ た 2 3 。 近 年 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ - ソ
ー ト 細 胞 が 、 低 レ ベ ル の 細 胞 内 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 有 し 、 イ ン ビ ト ロ で の 短 期 間 サ イ ト カ イ ン 刺
激 に つ づ い て 、 迅 速 に 、 細 胞 表 面 上 で 機 能 的 に 発 現 さ れ 、 移 植 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス の
Ｓ Ｄ Ｆ － １ 依 存 ホ ー ミ ン グ お よ び 再 増 殖 を 仲 介 可 能 で あ る こ と を 示 し た 1 5 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス 幹 細 胞 の 指 向 性 遊 走 を 仲 介 す る こ と に お け る 、 そ れ ら の 中 心 的 な 役 割
2 4 に 加 え て 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 相 互 作 用 は ま た 、 他 の 幹 細 胞 機 能 に も 関 与 す る 。 重
要 な こ と に 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 相 互 作 用 は ま た 、 Ｂ Ｍ に お け る 、 幹 細 胞 お よ び 前 駆
細 胞 の 保 持 に 関 与 す る 1 0 、 3 2 、 3 3 。 こ の 仮 説 は ま た 、 マ ウ ス Ｂ Ｍ 空 洞 内 に 直 接 注 入 し た ヒ
ト Ｈ Ｓ Ｃ の 固 定 に 対 す る Ｓ Ｄ Ｆ － １ ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 相 互 作 用 の 関 与 を 示 し た 他 の 研 究 に よ っ
て 確 認 さ れ て き た 3 4 、 3 5 。 こ れ ら の 相 互 作 用 の 干 渉 に よ っ て 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 前 駆 細 胞
の 両 方 の 、 Ｂ Ｍ か ら 循 環 へ の 放 出 ／ 移 行 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ の Ｃ Ｄ ４ + 　 Ｔ 細 胞 上 で 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は 、 そ の Ｂ Ｍ に て こ れ ら の 細 胞 の レ ベ ル が 増 加 し 、 循 環 中 で は 、 非 常
に 低 い レ ベ ル で あ る 4 2 。 し た が っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 前 駆 細 胞 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現
が 、 そ れ ら の ホ ー ミ ン グ お よ び 再 増 殖 の 潜 在 能 力 を 促 進 し う る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 非 分 割 細 胞 を 形 質 導 入 す る そ れ ら の 固 有 の 能 力 の た め に 、
Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ 再 増 殖 細 胞 （ Ｓ Ｒ Ｃ ｓ ） 内 に ト ラ ン ス ジ ー ン を 誘 導 す る た め に 利 用 さ れ て き た 4 3

‾ 4 6 。 さ ら に 、 遺 伝 子 治 療 に お け る 有 意 な 臨 床 で の ブ レ イ ク ス ル ー が 、 ヒ ト 重 度 複 合 免 疫
欠 損 （ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） － Ｘ １ を 患 う 患 者 で 起 こ り 、 遺 伝 子 治 療 が 実 効 を あ げ る と い う 条 件 で 、
疾 患 表 現 型 の 完 全 な る 修 正 を 結 果 と し て も た ら し た 4 8 、 4 9 。 し か し な が ら 、 新 た な 証 拠 が
、 レ ト ロ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の ホ ー ミ ン グ の 低 下 8 お よ び 低 い 生 着
9 に 関 し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 他 の 早 期 に 働 く サ イ ト カ イ ン と の 相 乗 効 果 に よ り 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３
４ + 細 胞 な ら び に マ ウ ス 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 増 強 し 、 前 駆 細 胞 生 存 に お け る こ
の ケ モ カ イ ン の 役 割 を 示 唆 し て お り 2 5 ‾ 2 9 、 一 方 、 高 レ ベ ル の Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 移 植 Ｎ Ｏ Ｄ
／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス の 連 続 的 に 再 増 殖 で き る 、 ヒ ト 長 期 間 培 養 開 始 細 胞 （ Ｌ Ｔ Ｃ Ｉ Ｃ ） お よ
び 始 原 ヒ ト 胎 児 肝 Ｃ Ｄ ３ ４ + 幹 細 胞 の 増 殖 の 停 止 を 誘 導 す る こ と が 十 分 に 立 証 さ れ て い る 3

0 、 3 1 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｂ Ｍ 移 植 の 不 都 合 の １ つ は 、 健 康 な 個 体 と 比 較 し て 、 移 植 患 者 の Ｂ Ｍ で は 、 長 期 間 培 養
開 始 細 胞 （ Ｌ Ｔ Ｃ Ｉ Ｃ ） の よ う な 未 熟 な 前 駆 細 胞 の レ ベ ル が 長 期 間 に わ た り 減 少 （ １ ｌ ｏ
ｇ 減 少 ） す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 長 期 間 培 養 開 始 細 胞 （ Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ ） は 、 骨 髄 （ Ｂ Ｍ ） ス ト ロ マ 上 の ５ ～ ８ 週 間 （ ３ ５
～ ６ ０ 日 間 ） の 培 養 の 後 、 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 細 胞 （ Ｃ Ｆ Ｕ ） を 産 生 し 、 イ ン ビ ト ロ で 容 易
に 検 出 可 能 な 前 駆 細 胞 を 意 味 す る 造 血 前 駆 細 胞 で あ る 。 ヒ ト Ｂ Ｍ ま た は 臍 帯 血 由 来 の Ｃ Ｄ
３ ４ ＋ Ｃ Ｄ ３ ８ － 細 胞 で 開 始 し た 長 期 間 の 培 養 は 、 少 な く と も １ ０ ０ 日 間 、 す な わ ち 、 標
準 Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ 期 間 を 超 え て 、 Ｃ Ｆ Ｕ を 産 出 し 続 け る こ と が 可 能 で あ る こ と が 報 告 さ れ て
き た 。 臍 帯 血 由 来 の 単 細 胞 培 養 物 を 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｃ Ｄ ３ ８ － 細 胞 の 亜 集 団 が 、 ６ ０ 日 を 超
え て Ｃ Ｆ Ｕ を 産 出 可 能 で あ る か ど う か を 研 究 す る た め に 使 用 し た （ 「 超 長 期 間 培 養 開 始 細
胞 」 ま た は Ｅ Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ ） 。 Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ 臍 帯 血 と 対 照 的 に 、 Ｅ Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ は 培 養 後
半 に 増 殖 し 、 よ り 静 止 し た 前 駆 細 胞 集 団 で あ る 。 Ｅ Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ は 、 Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ よ り も
、 三 倍 ～ 四 倍 よ り 多 い 前 駆 細 胞 を 産 出 す る （ Ｐ ＜ ． ０ ０ ２ ） 。 こ れ は 、 長 期 間 培 養 中 の 前
駆 細 胞 の 機 能 的 ヒ エ ラ ル キ ー で あ り 、 そ れ ら の 静 止 レ ベ ル と 比 例 す る （ Blood. 1996 Nov 
1;88(9):3306-13 Crooks GM et al.） 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 幹 細 胞 治 療 の 利 用 が ま す ま す 拡 大 し て い る こ と を 考 慮 す る と 、 細 胞 置 換 治 療 の 効 率 お よ
び 成 功 率 を 改 善 す る た め に 、 幹 細 胞 の 集 団 に お け る Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ３ ８ － 細 胞 の レ ベ ル を 増 強
す る こ と が 非 常 に 望 ま し い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 多 量 の 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 を 有 す る 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 の 集 団 を 製 造 す る た め
の 方 法 に 関 し 、 前 記 方 法 は 、 幹 細 胞 を 回 収 し 、 そ の 細 胞 内 に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 の 集 団 は 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て 改 善
さ れ た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 の 集 団 は 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て 改 善 さ
れ た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 幹 細 胞 は 、 造 血 幹 細 胞 、 と り わ け Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 濃 縮
幹 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ －
／ ｌ ｏ ｗ 系 統 の も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 幹 細 胞 の 回 収 は 、 幹 細 胞 移 行 手 法 の 後 、 お よ び ／
ま た は 手 術 手 法 の 後 に 実 行 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 回 収 の 後 、 所 定 の 閾 値 よ り 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ レ ベ ル
を 有 す る 幹 細 胞 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ っ て 単 離 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 幹 細 胞 は 、 脊 髄 お よ び 赤 血 球 系 統 へ 分 化
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 系 統 の 未 熟 な 初
期 前 駆 細 胞 は 集 団 の お よ そ １ ～ ５ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 系 統 の 未 熟 な 初
期 前 駆 細 胞 は 幹 細 胞 の 約 ３ ％ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ は 約 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 以 下 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 改 善 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 は 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １
に よ っ て 仲 介 さ れ た 細 胞 遊 走 の 増 強 に よ っ て 現 れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ は 、 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ
ｌ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 改 善 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 は 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に よ る 脱
感 作 の 減 少 に よ っ て 現 れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 多 量 の 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 を 含 む 幹 細 胞 を 含 み 、 Ｃ Ｘ
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Ｃ Ｒ ４ 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 幹 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 、 低 濃 度 お よ び
／ ま た は 高 濃 度 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て 改 善 さ れ た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 能 力 を 示 す 細 胞
の 集 団 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 幹 細 胞 は 造 血 幹 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 の 集 団 は 脊 髄 お よ び 赤 血 球 系 統 へ 分 化 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 造 血 幹 細 胞 は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 濃 縮 幹 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ －
／ ｌ ｏ ｗ 系 統 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ の 量 は 、 集 団 の
約 １ ～ ５ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ の 量 は 、 集
団 の お よ そ ３ ％ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ は 、 約 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 以 下 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ は 、 約 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ
ｌ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 必 要 と す る 対 象 に お い て 標 的 組 織 へ の 幹 細 胞 の ホ ー ミ ン
グ を 増 加 さ せ る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 本 発 明 の 細 胞 集 団 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 必 要 と す る 対 象 に お い て 標 的 組 織 へ の 細 胞 の 再 増 殖 を 増 強 す る た め の
医 薬 の 製 造 に お け る 本 発 明 の 細 胞 集 団 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 標 的 組 織 は 、 骨 髄 、 血 管 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、
腎 臓 、 神 経 系 、 皮 膚 、 骨 お よ び 骨 格 筋 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 細 胞 集 団 は 移 植 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 移 植 は 化 学 治 療 プ ロ ト コ ー ル に し た が う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 他 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 移 植 は 自 家 移 植 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 移 植 に は 自 己 細 胞 の 移 行 を 伴 う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 移 植 は 移 行 し た 幹 細 胞 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 細 胞 ま た は 組 織 置 換 を 必 要 と す る 疾 病 の 治 療 方 法 を 提
供 し 、 前 記 方 法 は 、 必 要 と し て い る 対 象 に 、 治 療 的 に 有 効 量 の 本 発 明 に よ る 細 胞 集 団 を 投
与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 ま た 、 本 発 明 は 、 イ ン タ ク ト な ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 有 す る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 発 現 し て い る 幹
細 胞 を 含 む 細 胞 の 集 団 を 製 造 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 本 方 法 は 、 幹 細 胞 を 回 収 す る こ と
、 お よ び 幹 細 胞 に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る
こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 、 イ ン タ ク ト な Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 含 む 幹 細 胞 を 含
む 細 胞 集 団 、 お よ び 必 要 と す る 対 象 に お け る 移 植 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る そ の 細 胞 の
集 団 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 細 胞 ま た は 組 織 置 換 を 必 要 と す る 疾 病 を 治 療 す る た め の 方 法
に 関 し 、 前 記 方 法 は 、 必 要 と す る 対 象 に 、 治 療 的 に 有 効 量 の 本 発 明 に よ る 細 胞 集 団 を 提 供
す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 導 入 す る こ と に よ っ て
製 造 さ れ る 、 イ ン タ ク ト な Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 発 現 し て い る 幹 細 胞 を 含 む 細
胞 集 団 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 を 強 化 し た 幹 細 胞 で あ っ て 、 低 濃 度 お よ び 高 濃 度 の Ｓ Ｄ
Ｆ － １ に 応 答 し て 改 善 さ れ た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 を 示 す 幹 細 胞 、 な ら び に そ の 製 造 方
法 お よ び 使 用 方 法 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応
答 可 能 で あ り 、 高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に よ っ て 脱 感 作 さ れ に く い 。 と り わ け 、 本 発 明 に よ っ
て 、 細 胞 ま た は 組 織 置 換 を 必 要 と す る 疾 病 の 治 療 が 可 能 に な る 。 本 発 明 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を
過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 幹 細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 細 胞 集
団 の レ ベ ル の 増 強 を 示 し 、 お よ び ／ ま た は 、 低 濃 度 お よ び 高 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 応 答 し て
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 能 力 の 改 善 を 示 し 、 か つ イ ン タ ク ト な Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ６ Ｈ ８ エ ピ ト
ー プ を 示 す と い う こ と を 明 示 す る 結 果 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 原 理 お よ び 操 作 は 、 図 面 お よ び 付 随 す る 記 述 を 参 照 し て 、 よ く 理 解 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の 実 施 態 様 を 詳 細 に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 が 、 そ の 適 用 に お い
て 、 以 下 の 記 述 で 列 記 さ れ 、 実 施 例 に よ り 実 証 さ れ た 詳 細 に 限 定 さ れ な い こ と が 理 解 さ れ
る べ き で あ る 。 本 発 明 は 、 他 の 実 施 態 様 、 ま た は 種 々 の 方 法 で 、 実 施 ま た は 達 成 さ れ う る
。 ま た 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 表 現 お よ び 語 句 は 、 説 明 の 目 的 の た め で あ り 、 制 限 と し て
見 な さ れ る べ き で は な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 細 胞 治 療 の 利 用 が 急 速 に 広 が っ て お り 、 徐 々 に 種 々 の 疾 病 の 治 療 に お け る 重 要 な 治 療 手
法 に な り つ つ あ る 。 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ） （ た と え ば 、 脊 髄 、 臍 帯 血 ま た は 移 行 末 梢 血 由
来 ） 移 植 は 、 日 常 的 に 実 施 さ れ る 保 険 補 償 細 胞 治 療 の １ つ の 例 で あ る 。 し か し な が ら 、 が
ん お よ び 感 染 疾 患 の た め の 免 疫 治 療 、 軟 骨 欠 損 の た め の コ ン ド ロ サ イ ト 治 療 、 神 経 変 性 疾
患 の た め の 神 経 細 胞 治 療 、 お よ び 多 数 の 適 用 の た め の 幹 細 胞 治 療 を 含 む 多 く の 他 の 細 胞 治
療 が 同 様 に 発 展 い る ［ Forbes(2002) Clinical Science 103:355-369］ 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 幹 細 胞 治 療 に 関 す る 問 題 の １ つ は 、 標 的 組 織 に お い て 、 細 胞 の 長 期 に わ た る 生 着 の 成 功
を 達 成 す る こ と の 難 し さ で あ る 。 現 在 、 首 尾 良 く 移 植 さ れ た 患 者 は 、 所 望 の 表 現 型 を 有 す
る 細 胞 を 産 生 す る 幹 細 胞 と 未 熟 前 駆 細 胞 の 非 常 に 低 い レ ベ ル を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 前 駆 細 胞 の 、 Ｈ Ｇ Ｆ お よ び Ｍ Ｍ Ｐ ｓ な ど の サ イ ト カ イ ン で の 処 理 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ
Ｒ ４ の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト し 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 し て よ り よ い 応 答 を 示 す こ と が 先 に
示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ の 濃 度 が 増 加 し て い る と き 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ は 内 在
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化 し 、 細 胞 は Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 す る 応 答 が 低 く な る 。 ま た 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ レ ベ ル の 増 加 は 、 移
植 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス の 連 続 再 増 殖 を 可 能 と す る 、 ヒ ト 長 期 間 培 養 開 始 細 胞 （ Ｌ Ｔ Ｃ
Ｉ Ｃ ） お よ び 初 期 ヒ ト 胎 児 肝 Ｃ Ｄ ３ ４ + 幹 細 胞 の 増 殖 の 脱 感 作 お よ び 静 止 を 誘 導 す る 3 0 、 3

1 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｂ Ｍ 移 植 の 問 題 の １ つ は 、 健 康 な 個 体 と 比 較 し て 、 移 植 患 者 の Ｂ Ｍ で は 長 期 維 持 未 熟 前
駆 細 胞 の レ ベ ル が 減 少 （ １ ｌ ｏ ｇ 減 少 ） す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 造 血 幹 細 胞 が 、 予 想
し な か っ た 高 レ ベ ル の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 細 胞 集 団 を 示 す こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 得 ら れ た 結 果 は 、 Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｂ Ｐ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 濃 縮 細 胞 な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 幹
細 胞 が 、 高 レ ベ ル の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 し て い る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で
首 尾 良 く 形 質 導 入 さ れ る こ と を 示 す 。 た と え ば 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 形 質 導 入 細 胞 は 細 胞
表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 に 関 し て ８ ７ ± ２ ． ７ ％ （ Ｃ Ｂ ） お よ び ８ ０ ± ４ ％ （ Ｍ Ｐ Ｂ ） が 陽 性
で あ り 、 一 方 で Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー 感 染 し た Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 両 方 は た っ
た ２ ８ ± ３ ． １ ％ が 内 因 性 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 発 現 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 は 、 脊 髄 お よ び 赤 血 球 系 統 へ 分
化 す る そ の 能 力 に 影 響 を 受 け な い こ と が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 形 質 導 入 し た Ｃ
Ｄ ３ ４ + 細 胞 （ 対 照 お よ び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 両 方 ） を 、 １ ４ 日 目 に 位 相 差 顕 微 鏡 に よ り 記 録 し
、 バ ー ス ト 形 成 赤 血 球 （ Ｂ Ｆ Ｕ － Ｅ ） お よ び コ ロ ニ ー 形 成 単 位 顆 粒 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ （
Ｃ Ｆ Ｕ － Ｇ Ｍ ） の よ う な 、 Ｇ Ｆ Ｐ + 　 Ｃ Ｆ Ｃ コ ロ ニ ー へ の 多 系 統 分 化 を 表 し た こ と が 示 さ
れ る （ 図 ３ Ａ ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 予 期 し な か っ た こ と に 、 Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 細 胞 は 、 対 照 細 胞 に
お け る ０ ． ５ ％ と 比 較 し て 、 よ り 高 い 割 合 （ ２ ． ９ ％ ） の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ
ｗ 集 団 を 示 し た 。 こ の 効 果 は 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 で は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ３ Ｃ ） 。
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 は し た が っ て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 初 期 集 団 の 増 殖 お よ
び ／ ま た は 維 持 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ も 予 期 し な か っ た こ と に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 幹 細 胞 は 、 幹 細 胞 の 表 面 に お い て よ
り イ ン タ ク ト な Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 は 、 対 照 ベ ク タ ー － 形 質 導 入 細
胞 と 比 較 す る と 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 仲 介 走 化 性 に お い て Ｃ Ｂ で は １ ． ５ ± ０ ． ０ ４ （ ｐ ＜ ０ ． ０
０ １ ） 倍 、 Ｍ Ｐ Ｂ で は ２ ． ３ ± ０ ． ３ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ） 倍 と い う 、 有 意 に 増 加 し た 応 答 を
示 す （ 図 ４ Ｂ ） 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 は さ ら に 、 ア ク
チ ン 重 合 化 の 増 加 お よ び ／ ま た は Ｓ Ｄ Ｆ － １ に よ っ て 仲 介 さ れ た 細 胞 運 動 性 の 増 加 を 示 す
。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 は 、 未 刺 激 細 胞 と 比 較
し た 場 合 、 ア ク チ ン 重 合 化 に お い て ３ ± ０ ． １ １ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 倍 の 増 加 を 示 し 、 そ
れ に 対 し 対 照 細 胞 で は １ ． ５ ± ０ ． ０ ７ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ２ ） 倍 の 増 加 を 示 す （ 図 ４ Ａ ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 し た が っ て 、 ヒ ト 前 駆 細 胞 で の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現 が Ｓ Ｄ Ｆ － １ 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 を
増 強 さ せ 、 細 胞 運 動 性 お よ び ア ク チ ン 重 合 化 の 増 加 を 導 く 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 ７ 日 間 に わ た る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 の 増 殖 の 評 価 で 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導
入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 が ほ と ん ど そ の 播 種 し た 数 の 二 倍 に な り 、 一 方 対 照 細 胞 数 は 、 播
種 し た 本 来 の 量 以 下 に 減 少 し た こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 で は ４ ± ０
． ０ ７ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ） ま で の 生 着 の 増 加 を 示 し た （ 図 ６ Ａ ） 。 さ ら に 、 Ｃ Ｄ １ ９ お よ
び Ｃ Ｄ ３ ３ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 代 表 的 な Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 染 色 に よ っ て 、 骨 髄 お よ び 赤 血
球 集 団 へ の 多 分 化 造 血 が 、 そ れ ぞ れ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス に お い て
、 Ｂ － 細 胞 リ ン パ 球 産 出 の 傾 向 を よ り 強 め て （ 図 ６ Ｃ ） 、 形 質 導 入 細 胞 で 維 持 さ れ た （ 図
６ Ｂ ） こ と が 示 さ れ 、 こ れ は お そ ら く 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ が ま た 、 Ｐ ｒ ｅ 　 Ｂ 細 胞 増 殖 因 子 で も
あ る か ら で あ る 。 さ ら に 、 平 均 ３ ６ ％ ± １ ９ ％ （ 幅 ７ ． ５ ％ ～ ７ ７ ％ ） の Ｃ Ｄ ４ ５ + 細 胞
が Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 し て い る こ と が わ か っ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 も ま た 、 脊 髄 お
よ び リ ン パ 集 団 の 両 方 に お い て 検 出 さ れ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｆ ４ 過 剰 発 現 細 胞 を 形 質 導
入 し た マ ウ ス は 、 対 照 ベ ク タ ー － 形 質 導 入 細 胞 を 注 射 し た マ ウ ス と 比 較 し て 、 Ｂ Ｍ に お け
る 初 期 Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 細 胞 集 団 が ４ 倍 の 増 加 を 示 し （ 図 ６ Ｄ ） 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ －
過 剰 発 現 細 胞 生 着 レ ベ ル の 高 ま り が 、 よ り 初 期 の 細 胞 集 団 の 再 増 殖 の 増 加 に よ る こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 移 植 後 ２ 時 間 （ Ｃ Ｂ ） ま た は １ ６ ｈ （ Ｍ Ｐ Ｂ ） で 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 は 、 そ れ
ら の 対 照 同 等 物 と 比 較 し て 、 脾 臓 に 対 す る ホ ー ミ ン グ に お い て ２ 倍 以 上 の 増 加 を 示 し た こ
と が 観 察 さ れ た （ 図 ６ Ｅ ） 。 し か し な が ら 、 Ｂ Ｍ へ の ホ ー ミ ン グ 能 力 に 関 す る こ れ ら の 違
い は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導
入 細 胞 が 、 先 に 示 唆 さ れ た よ う に （ Papayannopoulou T. Curr Opin Hematol. 2003;10:21
4-219、 Ref 18: Kollet O, Blood. 2001, 97:3283-3291） Ｂ Ｍ を 再 増 殖 す る 前 （ 移 植 後 ５
週 間 ） に 、 ま ず 短 期 間 脾 臓 に ホ ー ム し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 見 は 、 標 的 組 織 に 対 し て 効 果 的 に 補 充 さ れ 、 そ れ を 再 増 殖 さ せ 得 る 幹 細 胞 の 産 出 を
可 能 に し 、 そ の よ う に し て 、 肝 障 害 の 回 復 お よ び 肝 臓 ま た は 骨 髄 移 植 な ど の 、 多 数 の 臨 床
適 用 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の １ つ の 観 点 に よ る と 、 「 延 長 長 期 培 養 開 始 細 胞 （ extended long-
term culture-initiating cells） 」 す な わ ち Ｅ Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ を 得 る た め の 、 ま た は 初 期
Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 細 胞 集 団 を 増 加 さ せ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 に
し た が っ て 、 増 加 し た Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 暴 露 し た と き で さ え 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 し て 応 答 可
能 な Ｅ Ｌ Ｔ Ｃ － Ｉ Ｃ 細 胞 を 得 る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 語 句 「 幹 細 胞 」 は 、 と り わ け 特 定 の 機 能 を 有 す る 他 の 細 胞
型 （ た と え ば 「 完 全 に 分 化 し た 」 細 胞 ） に 分 化 可 能 な 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 」 は 、 形 質 導 入 し た 遺 伝 子 ま た
は 断 片 を 有 す る 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 観 点 に よ り 使 用 可 能 で あ る 幹 細 胞 の 非 限 定 例 は 、 任 意 の 年 齢 の 個 体 の 骨 髄
組 織 か ら 、 ま た は 新 生 児 個 体 の 臍 帯 血 か ら 得 ら れ た 、 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ｓ ） お よ び 間 葉
幹 細 胞 （ Ｍ Ｓ Ｃ ｓ ） 、 妊 娠 期 間 後 形 成 さ れ る 胚 性 組 織 （ た と え ば 胚 盤 胞 ） か ら 得 た 胚 幹 （
Ｅ Ｓ ） 細 胞 、 ま た は 妊 娠 中 の 任 意 の 時 期 、 好 ま し く は 妊 娠 の １ ０ 週 よ り 前 の 胎 児 の 生 殖 器
組 織 か ら 得 た 胎 児 胚 （ Ｅ Ｇ ） 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の こ の 観 点 に よ り 使 用 可 能 な 幹 細 胞 の さ
ら な る 記 述 を 以 下 に 要 約 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｈ Ｓ Ｃ ｓ － 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ｓ ） は 、 赤 血 球 、 リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 巨 核
芽 球 な ど の 造 血 ま た は 血 液 細 胞 の 任 意 の 特 定 の 種 類 へ 分 化 可 能 な 、 胎 児 肝 臓 、 臍 帯 血 、 骨
髄 お よ び 末 梢 血 中 で 見 ら れ る 、 発 達 多 能 性 ブ ラ ス ト 細 胞 で あ る 。 Ｈ Ｓ Ｃ ｓ は 、 典 型 的 に は
骨 髄 内 で 、 器 官 の 寿 命 が 続 く 限 り そ の 能 力 を 維 持 し 、 成 熟 し た 前 駆 細 胞 の 適 切 に バ ラ ン ス
の と れ た ア ウ ト プ ッ ト を 産 出 す る た め に 、 全 て の 必 要 な 因 子 お よ び 接 着 特 性 を 支 え る 隙 間
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内 に 存 在 す る ［ Whetton (1999) Trends Cell Biol 9:233-238; Weissman (2000) Cell 10
0:157-168; Jankowska-Wieczorek (2001) Stem Cells 19:99-107; Chan (2001) Br. J. H
aematol. 112:541-557］ 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 観 点 に よ る と 、 Ｈ Ｓ Ｃ ｓ は 、 好 ま し く は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 で あ り 、 よ り 好 ま
し く は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 細 胞 で あ り 、 こ れ ら は 、 よ り 初 期 の 幹 細 胞 の 集 団
で あ り 、 そ れ ゆ え 系 統 制 限 が 少 な く 、 主 要 な 長 期 Ｂ Ｍ 再 増 殖 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｍ Ｓ Ｃ ｓ － 間 葉 幹 細 胞 は 、 サ イ ト カ イ ン の よ う な 、 生 物 活 性 因 子 か ら の 種 々 の 影 響 に 依
存 し て 、 間 葉 性 ま た は 結 合 組 織 の １ つ の 特 定 の 型 （ す な わ ち 、 脂 肪 、 骨 性 、 間 質 、 軟 骨 性
、 弾 性 お よ び 線 維 性 結 合 組 織 の よ う な 、 特 殊 化 し た 要 素 を 支 持 す る 体 の 組 織 ） へ 分 化 可 能
な 骨 髄 、 血 液 、 皮 膚 お よ び 骨 膜 中 で み ら れ る 発 達 多 能 性 ブ ラ ス ト 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 可 塑 物 に 接 着 し て い る ヒ ト 骨 髄 穿 刺 液 細 胞 の お よ そ ３ ０ ％ が 、 Ｍ Ｓ Ｃ ｓ と 考 え ら れ る 。
こ れ ら の 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で 展 開 で き 、 そ の 後 分 化 を 誘 導 で き る 。 成 人 Ｍ Ｓ Ｃ ｓ は イ ン
ビ ト ロ で 展 開 可 能 で あ り 、 骨 、 軟 骨 、 腱 、 筋 肉 ま た は 脂 肪 細 胞 を 形 成 す る よ う に 刺 激 で き
る と い う 事 実 か ら 、 こ れ ら は 組 織 エ ン ジ ニ ア リ ン グ お よ び 遺 伝 子 治 療 戦 略 に と っ て 魅 力 的
な も の で あ る 。 Ｍ Ｓ Ｃ 機 能 を ア ッ セ イ す る た め に 、 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ が 発 達 し て き た 。 循
環 系 に 注 射 し た Ｍ Ｓ Ｃ ｓ は 上 述 の 多 数 の 組 織 に な る こ と が で き る 。 と り わ け 、 骨 格 筋 お よ
び 心 筋 は 、 ５ － ア ザ シ チ ジ ン に 暴 露 す る こ と に よ っ て 誘 導 可 能 で あ り 、 培 養 中 の ラ ッ ト お
よ び ヒ ト Ｍ Ｓ Ｃ ｓ の 神 経 へ の 分 化 は 、 β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ま た は ブ チ ル
化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル に 暴 露 す る こ と に よ っ て 誘 導 可 能 で あ る ［ Tomita (1999) 100:11
247-11256; Woodbury (2000) J.　 Neurosci.　 Res.　 61:364-370］ 。 さ ら に 、 Ｍ Ｓ Ｃ － 由
来 細 胞 は 、 末 梢 へ の 注 射 後 な ら び に ラ ッ ト 脳 内 へ の ヒ ト Ｍ Ｓ Ｃ ｓ の 直 接 の 注 入 後 、 脳 内 に
、 深 く 統 合 さ れ る よ う に み ら れ 、 こ れ ら は 、 発 達 上 で 、 神 経 性 幹 細 胞 の 遊 走 中 に 使 用 さ れ
る 経 路 に そ っ て 遊 走 し 、 広 く 分 散 す る よ う に な り 、 Ｈ Ｓ Ｃ 特 殊 化 し た マ ー カ ー を 失 い 始 め
る ［ Azizi (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:3908-3913］ 。 間 葉 幹 細 胞 お よ び 系 統
特 異 的 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 方 法 が 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ４ ８ ， ５ ８ ７ 号 で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ８ ６ ， ３ ５ ９ 号 に て 記 述 さ れ た Ｓ Ｈ ２ 、 Ｓ Ｈ ３ お よ び Ｓ Ｈ ４ な ど の ヒ
ト 間 葉 幹 細 胞 （ ｈ Ｍ Ｓ Ｃ ｓ ） の 表 面 上 の エ ピ ト ー プ は 、 た と え ば 骨 髄 中 に 存 在 す る よ う な
外 来 細 胞 集 団 か ら 間 葉 幹 細 胞 集 団 を 選 別 し て 捕 獲 す る た め の 試 薬 と し て 利 用 可 能 で あ る 。
本 発 明 の 本 観 点 に よ れ ば 、 種 々 の 間 葉 性 系 統 に 分 化 可 能 で あ る た め 、 Ｃ Ｄ ４ ５ に 対 し て 陽
性 で あ る 前 駆 間 葉 幹 細 胞 が 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 本 観 点 に よ れ ば 、 好 ま し い 幹 細 胞 は ヒ ト 幹 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 以 下 の 表 １ は 、 本 発 明 の 本 観 点 に よ り 、 成 体 幹 細 胞 の 例 を 提 供 し て お り 、 対 象 の 標 的 組
織 中 で 示 さ れ た 表 現 型 を 得 る た め に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 上 で 言 及 し た よ う に 、 本 発 明 の 本 観 点 に よ る 幹 細 胞 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ト ラ ン ス ジ ー ン を
高 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 、 首 尾 良 く 形 質 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 中 の 語 句 「 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 」 は 互 換 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 上 記 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 の ム テ イ ン に も 関 し 、 ム テ イ ン は 本
質 的 に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 天 然 に 存 在 す る 配 列 の み を 有 す る 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 と 同 一 の 生
物 学 的 活 性 を 維 持 し て い る 。 そ の よ う な 「 ム テ イ ン 」 は 、 こ の 種 の 変 異 が 、 本 質 的 に タ ン
パ ク 質 そ れ 自 身 に 関 し て タ ン パ ク 質 変 異 の 生 物 学 的 活 性 を 変 化 さ せ な い よ う に 、 そ れ ぞ れ
、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 中 、 約 ２ ０ ま で 、 好 ま し く は 、 １ ０ 以 内 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 損 、
付 加 ま た は 他 で 置 換 さ れ う る も の で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ れ ら の ム テ イ ン は 、 公 知 の 合 成 に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は 部 位 特 異 的 変 異 導 入 技 術 に
よ っ て 、 ま た そ の 他 の 好 適 な 任 意 に 公 知 の 技 術 に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 任 意 の そ の よ う な 突 然 変 異 導 入 タ ン パ ク 質 は 好 ま し く は 、 本 質 的 に そ れ と 同 様 の 活 性 を
有 す る よ う に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 基 礎 の も の の 、 本 質 的 に 複 製 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
そ こ で 、 そ の よ う な ム テ イ ン を 以 下 の 実 施 例 で 列 記 し た 生 物 ア ッ セ イ 試 験 に か け る こ と を
含 む 所 定 の 実 験 方 法 に よ っ て 、 任 意 の 該 ム テ イ ン が 、 本 質 的 に 本 発 明 の 基 礎 タ ン パ ク 質 と
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同 一 の 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 使 用 可 能 で あ る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の ム テ イ ン 、 ま た は そ れ を コ ー ド し て い る 核 酸
に は 、 本 明 細 書 で 示 し た 技 術 お よ び ガ イ ダ ン ス に 基 づ い て 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当
業 者 に よ っ て 日 常 的 に え ら れ る 代 用 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 本 質 的 に Ｃ
Ｘ Ｃ Ｒ ４ 相 当 配 列 の 有 限 の 組 が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 の 化 学 お よ び 構 造 の 詳 細 な 記 述 の 代
わ り に 、 本 明 細 書 に 参 考 文 献 に よ っ て 組 み 込 ま れ て い る 、 Schulz,G.E.et al., Principle
s of Protein Structure, Springer-Verlag,New York,1978、 お よ び Creighton,T.E. Prot
eins:Structure and Molecular Properties, W.H.Freeman & Co.,San Francisco,1983を
参 照 の こ と 。 コ ド ン 選 択 の よ う な 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 置 換 の 表 示 の 代 わ り に 、 た と え ば 、
Ausubel et al.,Current Protocols in Molecular Biology,Greene Publications and Wi
ley Interscience,New York,NY,1987-1995、 Sambrook et al.,Molecular Cloning:A Labo
ratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory,Cold Spring Harbor,NY,1989を 参 照 の こ
と 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に よ る ム テ イ ン と し て 好 ま し い 変 化 は 、 「 保 存 的 （ conserative） 」 置 換 と し て
知 ら れ る も の で あ る 。 本 質 的 に 天 然 に 存 在 す る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 中 の 、
こ れ ら の 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 群 の メ ン バ ー 間 の 置 換 が 分 子 の 生 物 学 的 機 能 を 保 存 す る こ
と と な る よ う な 、 十 分 に 類 似 し た 物 理 化 学 的 特 性 を 有 す る 、 群 内 で の 同 義 ア ミ ノ 酸 を 含 み
う る 。 Grantham,Science,Vol.185,pp.862-864(1974)を 参 照 の こ と 。 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 お よ
び 欠 損 は ま た 、 そ の 機 能 を 変 更 す る こ と な く 上 で 定 義 し た 配 列 内 で 、 と り わ け 挿 入 ま た は
欠 損 が 数 個 の ア ミ ノ 酸 、 た と え ば ５ ０ 以 下 、 好 ま し く は ２ ０ 以 下 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の み を 含 み
、 さ ら に た と え ば シ ス テ イ ン 残 基 の よ う な 、 機 能 的 な 配 座 に 重 要 で あ る ア ミ ノ 酸 を 除 去 ま
た は 置 換 し な い 場 合 に 作 成 し う る こ と が 明 ら か で あ る 。 Anfinsen, Principles That Gove
rn The Folding of Protein Chains, Science,Vol.181,pp.223-230(1973)参 照 の こ と 。 そ
の よ う な 欠 損 お よ び ／ ま た は 挿 入 に よ っ て 生 じ る ム テ イ ン は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る 。 好
ま し く は 、 同 義 の ア ミ ノ 酸 群 は 、 表 Ａ で 定 義 さ れ た も の で あ る 。 よ り 好 ま し い 同 義 の ア ミ
ノ 酸 群 は 、 表 Ｂ で 定 義 さ れ た も の で あ り 、 も っ と も 好 ま し い 同 義 の ア ミ ノ 酸 群 は 、 表 Ｃ で
定 義 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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【 表 Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 表 Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
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【 表 Ｃ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る タ ン パ ク 質 の ム テ イ ン を 得 る た め に 利 用 で き る タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ
酸 置 換 の 産 出 の 例 に は 、 Mark et alに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 Ｒ Ｅ ３ ３ ， ６ ５ ３ 号 、 第 ４ ，
９ ５ ９ ， ３ １ ４ 号 、 第 ４ ， ５ ８ ８ ， ５ ８ ５ 号 お よ び 第 ４ ， ７ ３ ７ ， ４ ６ ２ 号 、 Ｋ ｏ ｔ ｈ ｓ
　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． に 付 与 さ れ た 第 ５ ， １ １ ６ ， ９ ４ ３ 号 、 Namen et alに 付 与 さ れ た 第 ４ ，
９ ６ ５ ， １ ９ ５ 号 、 Chong et alに 付 与 さ れ た 第 ４ ， ８ ７ ９ ， １ １ １ 号 、 お よ び Lee et al
に 付 与 さ れ た 第 ５ ， ０ １ ７ ， ６ ９ １ 号 で 示 さ れ た よ う な 任 意 の 公 知 の 方 法 工 程 、 お よ び 米
国 特 許 第 ４ ， ９ ０ ４ ， ５ ８ ４ 号 （ Straw et al） で 示 さ れ た リ ジ ン 置 換 タ ン パ ク 質 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 で 使 用 す る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 の 任
意 の ム テ イ ン は 、 本 発 明 の 上 記 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 と 、 本 質 的 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 。 語 句 「 本 質 的 に 相 当 す る （ essentially corresponding to） 」 は 、 特 に Ｃ Ｘ
Ｃ Ｒ ４ に 対 す る そ の 能 力 を 考 え る 限 り で は 、 そ の 基 本 的 特 性 に 影 響 を 与 え な い 基 礎 タ ン パ
ク 質 の 配 列 に 対 す る 軽 微 な 変 化 を 有 す る ム テ イ ン を 含 む こ と を 意 図 す る 。 「 本 質 的 に 相 当
す る 」 語 句 内 に 含 ま れ る と 一 般 的 に 考 え ら れ る 変 化 の 種 類 は 、 結 果 と し て 、 ２ 、 ３ の 軽 微
な 改 変 と な る 、 本 発 明 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ の 従 来 の 変 異 導 入
技 術 、 お よ び た と え ば 化 学 誘 引 物 質 に 対 す る 幹 細 胞 の 感 受 性 を 増 加 さ せ る た め の 、 所 望 の
活 性 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 変 異 体 も 含 有 す る 。 好 ま し い Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 変 異 体 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ
４ ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る も の で あ り 、 よ り 好

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-511219 A 2007.5.10



ま し く は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 変 異 体 は 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る も の で あ り 、 も っ と も
好 ま し い 変 異 体 は 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と こ ろ の 語 句 「 配 列 同 一 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ
Ｗ 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム （ Thompson et al.,1994） 用 の ウ イ ン ド ウ ズ イ ン タ
ー フ ェ イ ス で あ る 、 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ － Ｘ プ ロ グ ラ ム を 用 い た 低 相 同 性 領 域 の 微 調 整 に よ り
、 Hanks and Quinn(1991)に し た が っ た ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て 比 較 さ れ る こ と を 意 味
す る 。 Ｃ ｌ uｓ ｔ ａ ｌ － Ｘ プ ロ グ ラ ム は 、 ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/clustalx/
に て イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 入 手 可 能 で あ る 。 も ち ろ ん 、 こ の リ ン ク が 働 か な く な っ て も 、 当
業 者 は 過 度 の 試 行 を す る こ と な く 、 標 準 的 な イ ン タ ー ネ ッ ト 検 索 技 術 を 用 い て 他 の リ ン ク
に よ り 本 プ ロ グ ラ ム の バ ー ジ ョ ン を 見 つ け う る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 特 に 言 及 し
な い 限 り 、 本 願 の 有 効 出 願 日 の 時 点 で 本 明 細 書 で 引 用 さ れ た 任 意 の プ ロ グ ラ ム の も っ と も
最 近 の バ ー ジ ョ ン が 、 本 発 明 を 実 施 す る た め に 利 用 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 配 列 同 一 性 」 を 決 定 す る 他 の 方 法 を 以 下 に 示 す 。 配 列 は 、 （ 最 初 の ギ ャ ッ プ ゼ ロ に 対
し て ） － １ ２ の ギ ャ ッ プ オ ー プ ン ペ ナ ル テ ィ ー 、 お よ び （ ギ ャ ッ プ 内 の 各 さ ら な る 連 続 ゼ
ロ あ た り ） － ４ の ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ ー で 、 デ フ ォ ル ト （ Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ ） マ ト リ
ッ ク ス （ 値 － ４ ～ ＋ １ １ ） を 用 い て 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｕ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 Ｇ ｒ ｏ ｕ ｐ
’ ｓ 　 Ｇ Ｄ Ａ Ｐ （ グ ロ ー バ ル ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ） の バ ー ジ ョ ン ９ を 使 用 し ア ラ イ
ン メ ン ト す る 。 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 、 請 求 項 に 記 載 し た ア ミ ノ 酸 の 数 の 割 合 と し て 、 割 合
同 一 性 を 、 適 合 す る 数 を 表 示 す る こ と に よ っ て 計 算 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 に お け る ム テ イ ン に は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を コ ー ド す る 自 然 発 生 配 列 、 お よ び 遺 伝 的 コ
ー ド の 縮 重 に 基 づ く 天 然 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 異 な る 配 列 を 本 質 的 に 全 て 含 み 、 ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 そ し て 本 発 明 に よ
る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ な ど の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
た も の が 含 ま れ る 、 す な わ ち 、 い く ら か 異 な る 核 酸 配 列 は 、 そ の 縮 重 に よ り 、 同 一 の ア ミ
ノ 酸 配 列 を ま だ コ ー ド し う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 語 句 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 核 酸 の 鎖 を 塩 基 対 合 を
介 し て 相 補 的 な 鎖 と 結 合 す る 任 意 の 工 程 を 含 む べ き で あ る （ Coombs J, 1994, Dictionary
 of Biotechnology, stokton Press, New York NY） 。 「 増 幅 」 は 、 核 酸 配 列 の さ ら な る
コ ピ ー の 産 出 と し て 定 義 さ れ 、 一 般 的 に は 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る ポ リ メ ラ ー ゼ 連
鎖 反 応 技 術 を 用 い て 実 施 さ れ る （ Dieffenbach and Dveksler, 1995, PCR Primer, a Labo
ratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview NY） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 、 典 型 的 に は 約 Ｔ ｍ － ５ ℃ （ プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 よ り ５ ℃ 低
い ） ～ Ｔ ｍ よ り 約 ２ ０ ℃ ～ ２ ５ ℃ 低 い 範 囲 で お こ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 語 句 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び そ れ に 続 く 洗 浄 条
件 を 意 味 し 、 当 業 者 が 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 」 と し て 従 来 言 及 す る も の で あ る 。 Ausubel et
 al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and Wiley Inte
rscience, New York,NY,1987-1995, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laborator
y Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989を 参 照 の こ
と 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で
使 用 し た 温 度 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の 一 価 の カ チ オ ン の モ ル 濃 度 お よ び ホ ル ム
ア ミ ド の 割 合 の 関 数 で あ る 。 任 意 の 所 定 の 組 の 条 件 に 関 す る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 程 度 を
決 定 す る た め に 、 ま ず 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 Ｔ ｍ と し て 表 し た 、 １ ０
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０ ％ 同 一 性 の ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 を 決 定 す る た め の Meinkoth et al.(1984)の 等 式 を 利
用 す る 。
Ｔ ｍ ＝ ８ １ ． ５ Ｃ ＋ １ ６ ． ６ （ Ｌ ｏ ｇ Ｍ ） ＋ ０ ． ４ １ （ ％ Ｇ Ｃ ） － ０ ． ６ １ （ ％ ｆ ｏ ｒ ｍ
） － ５ ０ ０ ／ Ｌ
式 中 、 Ｍ は 一 価 の カ チ オ ン の モ ル 濃 度 で あ り 、 ％ Ｇ Ｃ は Ｄ Ｎ Ａ 中 の Ｇ お よ び Ｃ ヌ ク レ オ チ
ド の パ ー セ ン テ ー ジ で あ り 、 ％ ｆ ｏ ｒ ｍ は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド
の 割 合 で あ り 、 Ｌ は 塩 基 対 の ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ で あ る 。 １ ０ ０ ％ 同 一 ハ イ ブ リ ッ ド に 対
し て 計 算 し た も の よ り Ｔ ｍ が 減 少 さ れ た 各 １ Ｃ に つ い て 、 許 容 さ れ る ミ ス マ ッ チ の 量 は 、
約 １ ％ ま で 増 加 す る 。 し た が っ て 、 特 定 の 塩 お よ び ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 で の 、 任 意 の 所 定 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に 対 し て 使 用 し た Ｔ ｍ が 、 Ｍ ｅ ｉ ｎ ｋ ｏ ｔ ｈ の 等 式 に し た が
っ て 、 １ ０ ０ ％ ハ イ ブ リ ッ ド に つ い て 計 算 し た Ｔ ｍ よ り も １ ０ Ｃ 低 い 場 合 、 約 １ ０ ％ ま で
の ミ ス マ ッ チ が 存 在 す る 場 合 で さ え も 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 「 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 （ highly stringent con
ditions） 」 は 、 上 記 式 に よ っ て 計 算 さ れ た か 、 ま た は 実 際 測 定 し た か の い ず れ か で 、 標
的 配 列 を 有 す る 完 全 な 二 本 鎖 に 対 し て 存 在 す る Ｔ ｍ よ り も １ ０ Ｃ 以 上 低 く は な い Ｔ ｍ を 供
す る も の で あ る 。 「 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 上 記 式 に よ っ て 計 算 さ れ た か
、 ま た は 実 際 測 定 し た か い ず れ か で 、 標 的 配 列 を 有 す る 完 全 な 二 本 鎖 に 対 し て 存 在 す る Ｔ
ｍ よ り も ２ ０ Ｃ 以 上 低 く は な い Ｔ ｍ を 供 す る も の で あ る 。 限 定 は し な い が 、 高 度 に ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 （ ハ イ ブ リ ッ ド の 計 算 さ れ た 、 ま た は 測 定 さ れ た Ｔ ｍ よ り も ５ ～ １ ０ Ｃ
低 い ） お よ び 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 （ ハ イ ブ リ ッ ド の 計 算 さ れ た 、 ま た は 測 定
さ れ た Ｔ ｍ よ り １ ５ ～ ２ ０ Ｃ 低 い ） の 例 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 計 算 さ れ た Ｔ ｍ よ り 低 い 適
切 な 温 度 で 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ （ 標 準 ク エ ン 酸 食 塩 水 ） お よ び ０ ． ５ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ （ 硫 酸 ド デ シ ル
ナ ト リ ウ ム ） の 洗 浄 溶 液 を 使 用 す る 。 該 条 件 の 究 極 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 主 に 洗 浄 条 件
に よ る も の で あ り 、 と り わ け 、 使 用 し た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 は 、 安 定 性 の 低 い ハ イ ブ リ
ッ ド を 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド に し た が っ て 形 成 さ せ る も の で あ る 。 つ い で 、 よ り 高 度 に ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 に よ っ て 、 安 定 性 の 低 い ハ イ ブ リ ッ ド を 取 り 除 く 。 上 述 し た 高 度
な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー か ら 中 程 度 の 洗 浄 条 件 ま で 使 用 可 能 な 一 般 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 は 、 Ｔ ｍ よ り も お よ そ ２ ０ ～ ２ ５ Ｃ 低 い 温 度 で の 、 ６ ×  Ｓ Ｓ Ｃ （ ま た は ６ × 　
Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ 標 準 リ ン 酸 食 塩 水 － Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 、 ５ × Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ’ ｓ 試 薬 、 ０ ． ５ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 、 １ ０ ０ ＆ マ イ ク ロ ； ｇ ／ ｍ ｌ 変 性 し 、 断 片 化 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ の 溶 液 中 で の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 混 合 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 場 合 、 Ｓ Ｓ Ｃ の 代 わ り に 塩 酸 テ ト ラ メ チ
ル ア ン モ ニ ウ ム （ Ｔ Ｍ Ａ Ｃ ） を 利 用 す る こ と が 好 ま し い （ Ausubel,1987,1999） 。 成 体 幹
細 胞 は 、 骨 髄 吸 引 の よ う な 外 科 的 手 法 を 用 い て 入 手 可 能 で あ る か 、 ま た は Ｎ ｅ ｘ ｅ ｌ ｌ 　
Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 Ｉ ｎ ｃ ． Ｉ ｒ ｖ ｉ ｎ ｅ ， Ｃ Ａ ， Ｕ Ｓ Ａ よ り 入 手 で き る も の の
よ う な 市 販 シ ス テ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 本 発 明 で 利 用 す る 幹 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 幹 細 胞
移 行 手 法 を 用 い て 回 収 （ す な わ ち 収 穫 ） し 、 こ の 方 法 で は Ｈ Ｓ Ｃ ｓ を 対 象 の 循 環 系 へ 放 出
す る た め に 、 化 学 治 療 ま た は サ イ ト カ イ ン 刺 激 を 用 い る 。 移 行 が 、 脊 髄 手 術 よ り も 、 よ り
多 く の Ｈ Ｓ Ｃ ｓ お よ び 前 駆 細 胞 を 産 出 す る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 幹 細 胞 は 好 ま し く は
こ の 手 法 を 用 い て 回 収 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 幹 細 胞 移 行 は 、 多 数 の 分 子 に よ っ て 誘 導 可 能 で あ る 。 実 施 例 に は 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー － 刺
激 因 子 （ Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー － 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、
イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ ） － ７ 、 Ｉ Ｌ － ３ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 幹 細 胞 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｆ ） お よ び ｆ
ｌ ｔ － ３ リ ガ ン ド の よ う な サ イ ト カ イ ン 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｍ ｉ ｐ － １ α 、 Ｇ ｒ ｏ β 、 ま た は Ｓ
Ｄ Ｆ － １ の よ う な ケ モ カ イ ン 、 化 学 治 療 薬 剤 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ Ｃ ｙ ） お よ び パ ク リ タ
キ セ ル が 含 ま れ る が 、 限 定 さ れ る も の で は な い 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 分 子 は 、 速 度 論
お よ び 効 果 が 異 な る こ と が 認 め ら れ る が 、 し か し な が ら 、 現 在 公 知 の 実 施 態 様 に し た が っ
て 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ が 単 独 で ま た は シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド と の よ う な 組 み 合 わ せ で 、 幹 細 胞 を 移
行 す る た め に 、 好 ま し く 使 用 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ は ５ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ の 用
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量 で ５ ～ １ ０ 日 間 、 毎 日 投 与 す る 。 幹 細 胞 を 移 行 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ４ ４ ７ ， ７
６ ６ 号 お よ び 第 ６ ， １ ６ ２ ， ４ ２ ７ 号 で 開 示 さ れ て い る 。 ヒ ト 胚 幹 細 胞 は ヒ ト 胚 盤 胞 よ り
単 離 可 能 で あ る 。 ヒ ト 胚 盤 胞 は 典 型 的 に は 、 ヒ ト の イ ン ビ ボ で の 未 着 床 胚 か ら 、 ま た は イ
ン ビ ト ロ で の 受 精 （ Ｉ Ｖ Ｆ ） 胚 か ら 得 る 。 あ る い は 、 単 一 細 胞 ヒ ト 胚 を 胚 盤 胞 期 に 広 げ る
こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト Ｅ Ｓ 細 胞 の 単 離 の た め に 、 透 明 帯 を 胚 盤 胞 か ら 取 り 除 き 、 内 部 細
胞 塊 （ Ｉ Ｃ Ｍ ） を 免 疫 手 術 に よ っ て 単 離 し 、 そ こ で は 、 栄 養 外 胚 葉 細 胞 を 溶 解 し 、 穏 や か
に ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 無 損 傷 の Ｉ Ｃ Ｍ よ り 除 去 す る 。 つ い で Ｉ Ｃ Ｍ を 、 そ の
増 殖 を 可 能 に す る 適 切 な 培 養 を 含 む 組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 に プ レ ー ト す る 。 ９ ～ １ ５ 日 後 、
機 械 的 分 解 に よ っ て 、 ま た は 酵 素 的 分 解 に よ っ て の い ず れ か で 、 増 殖 を 誘 導 し た Ｉ Ｃ Ｍ を
ク ラ ン プ 内 に 分 離 さ せ 、 つ い で 細 胞 を 、 新 し い 組 織 培 地 上 に 再 プ レ ー ト す る 。 未 分 化 形 態
を 示 し て い る コ ロ ニ ー を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト に よ っ て 個 々 に 選 別 し 、 ク ラ ン プ 内 に 機 械 的 に
分 離 し 、 再 プ レ ー ト す る 。 つ い で 、 得 ら れ た Ｅ Ｓ 細 胞 を １ ～ ２ 週 間 ご と 定 期 的 に 分 割 す る
。 ヒ ト Ｅ Ｓ 細 胞 の 製 造 方 法 に お け る 、 さ ら な る 詳 細 に 関 し て は 、 Thomson et al.,［ 米 国
特 許 第 ５ ， ８ ４ ３ ， ７ ８ ０ 号 、 Science 282:1145,1998;Curr.Top.Dev.Biol.38:133,1998;
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 92:7844,1995]、 Bongso et al.,[Hum Reprod 4:706,1989]、 Gar
dner et al.,[Fertil.Steril.69:84,1998]を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 市 販 さ れ て 入 手 可 能 な 幹 細 胞 は ま た 、 本 発 明 の 本 観 点 に し た が っ て 使 用 可 能 で あ る こ と
が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 ヒ ト Ｅ Ｓ 細 胞 を 、 Ｎ Ｉ Ｈ ヒ ト 胚 幹 細 胞 登 録 （ ＜ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｅ
ｓ ｃ ｒ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇ ｏ ｖ ＞ ） よ り 購 入 可 能 で あ る 。 市 販 さ れ て 可 能 な 幹 細 胞 系 統 の 非 限 定
例 は 、 Ｂ Ｇ ０ １ 、 Ｂ Ｇ ０ ２ 、 Ｂ Ｇ ０ ３ 、 Ｂ Ｇ ０ ４ 、 Ｃ Ｙ １ ２ 、 Ｃ Ｙ ３ ０ 、 Ｃ Ｙ ９ ２ 、 Ｃ Ｙ
１ ０ 、 Ｔ Ｅ ０ ３ お よ び Ｔ Ｅ ３ ２ で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ヒ ト Ｅ Ｇ 細 胞 は 、 当 業 者 に 公 知 の 研 究 技 術 を 用 い て 妊 娠 の 約 ８ ～ １ １ 週 の ヒ ト 胎 児 よ り
得 た 始 原 生 殖 細 胞 よ り 回 収 可 能 で あ る 。 生 殖 堤 を 分 離 し 、 小 さ な 塊 に 切 断 し 、 そ の 後 、 機
械 的 分 離 に よ っ て 、 細 胞 を バ ラ バ ラ に す る 。 つ い で 、 Ｅ Ｇ 細 胞 を 、 適 切 な 培 地 で 、 細 胞 培
養 フ ラ ス コ 中 で 増 殖 さ せ る 。 細 胞 を 、 Ｅ Ｇ 細 胞 と 一 致 し た 細 胞 形 態 が 観 察 さ れ る ま で 、 典
型 的 に は 、 ７ ～ ３ ０ 日 後 、 ま た は １ ～ ４ 継 代 、 毎 日 培 養 液 を 交 換 し て 培 養 す る 。 Ｅ Ｇ 細 胞
を 調 製 す る 方 法 に お け る 、 さ ら な る 詳 細 に 関 し て 、 Shamblott et al.,［ Proc.Natl.Acad.
Sci.USA 95:13726,1998］ お よ び 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ９ ０ ， ６ ２ ２ 号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 多 分 化 能 を 示 し て い る 幹 細 胞 集 団 の 濃 縮 が 、 好 ま し く 実 施 さ れ う る こ と が 理 解 さ れ る で
あ ろ う 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 本 明 細 書 以 上 で 概 略 し た よ う に 、 本 明 細 書 以 下 で さ ら に
記 述 す る よ う に 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 幹 細 胞 は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ま た は Ｆ Ａ Ｃ Ｓ を 用 い て 濃 縮
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 幹 細 胞 数 が 、 治 療 に 利 用 す る た め に 少 な す ぎ る 場 合 に 、 増 殖 条 件 下 で 幹 細 胞 の 培 養 も ま
た 達 成 さ れ う る 。 幹 細 胞 の 培 養 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ５ １ １ ， ９ ５ ８ 号 、 第 ６ ， ４ ３ ６ ， ７
０ ４ 号 、 第 ６ ， ２ ８ ０ ， ７ １ ８ 号 、 第 ６ ， ２ ５ ８ ， ５ ９ ７ 号 、 第 ６ ， １ ８ ４ ， ０ ３ ５ 号 、
第 ６ ， １ ３ ２ ７ ０ ８ 号 お よ び 第 ５ ， ８ ３ ７ ， ５ ７ ３ ９ 号 で 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 旦 幹 細 胞 を 得 た な ら ば 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を コ ー ド し て い る 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は そ の
活 性 部 分 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 「 形 質 導 入 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 」 細 胞 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 可 能 に す る 、 好 適 な 条 件 下 で
培 養 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 幹 細 胞 に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え 体 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 プ
ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ま た は コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 形 質 導 入 可 能 で あ り 、 レ ン チ ウ イ ル
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ス 系 が 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ま た は そ の 活 性 部 分 を 発 現 す る た め に 好 ま し く 使 用 さ れ る 。 ど の 場 合
で も 、 形 質 導 入 細 胞 を Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 発 現 を 可 能 に す る 効 果 的 な 条 件 下 で 培 養 す る 。 効 果 的
な 培 養 条 件 に は 、 限 定 は し な い が 、 タ ン パ ク 質 産 出 を 許 容 す る 効 果 的 培 地 、 バ イ オ リ ア ク
タ ー 、 温 度 、 ｐ Ｈ お よ び 酸 素 条 件 が 含 ま れ る 。 効 果 的 な 培 地 と は 、 本 発 明 の 組 換 え 体 改 変
ポ リ ペ プ チ ド を 産 出 す る た め に 細 胞 を 培 養 す る 任 意 の 培 地 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 培 地 に
は 、 典 型 的 に 、 同 化 炭 素 、 窒 素 お よ び リ ン 酸 供 給 源 を 有 す る 水 溶 液 、 お よ び ビ タ ミ ン の よ
う な 、 適 切 な 塩 、 ミ ネ ラ ル 、 金 属 お よ び 他 の 栄 養 源 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 細 胞 は 、 従 来 の
発 酵 バ イ オ リ ア ク タ ー 、 振 と う フ ラ ス コ 、 試 験 管 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 、 お よ び
ペ ト リ 皿 内 で 培 養 可 能 で あ る 。 培 養 は 、 組 換 え 体 細 胞 に 好 適 な 温 度 、 ｐ Ｈ お よ び 酸 素 含 量
で 実 施 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 培 養 条 件 は 当 業 者 の 技 能 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 そ の よ う な 場 合 、 発 現 構 成 体 に は 、 誘 導 可 能 で 増 殖 特 異 的 ま た は 組 織 特 異 的 条 件 で あ り
う る 、 哺 乳 動 物 細 胞 （ 上 記 の 例 ） に お い て 活 性 で あ る シ ス － 活 性 調 節 要 素 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 細 胞 特 異 的 お よ び ／ ま た は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 肝 臓 特 異 的 で あ る ア ル ブ
ミ ン ［ Pinkert et al.,(1987)Genes Dev.1:268-277］ 、 リ ン パ 球 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー ［ Ca
lame et al.,(1988)Adv.Immunol.43:235-275］ 、 と り わ け 、 Ｔ － 細 胞 レ セ プ タ ー の プ ロ モ
ー タ ー ［ Winoto et al.,(1989)EMBO J.8:729-733］ お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン ［ Banerji et a
l.(1983)Cell 33729-740］ 、 神 経 フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー の よ う な ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー ［ Byrne et al.(1989)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86:5473-5477］ 、 膵 臓 － 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー ［ Edlunch et al.(1985)Science 230:912-916］ ま た は 乳 漿 プ ロ モ ー タ ー
の よ う な 哺 乳 動 物 腺 － 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ７ ３ ， ３ １ ６ 号 お よ び 欧 州
特 許 第 ２ ６ ４ ， １ ６ ６ 号 ） の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 は さ ら
に 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 隣 接 可 能 で あ る か 、 ま た は 遠 位 で あ り う る 、 そ し て 、 そ れ か ら の
転 写 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る よ う に 機 能 可 能 な エ ン ハ ン サ ー を 含 み う る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 好 ま し く は 、 誘 導 可 能 な シ ス － 活 性 調 節 要 素 は 、 ホ ー ミ ン グ － 移 植 工 程 の あ い だ の 幹 細
胞 の 環 境 の 変 化 に よ っ て 調 節 さ れ う る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 構 成 は 、 さ ら に Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ 要 素 、 好 ま し く は Ｅ Ｍ Ｃ Ｖ 　 Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ を 含 み 得 、
こ れ は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 遺 伝 子 と マ ー カ ー ま た は 選 別 遺 伝 子 配 列 間 に 存 在 し 得 、 マ ー カ ー ま た は
選 別 遺 伝 子 の 翻 訳 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る 際 に 機 能 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 一 旦 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ま た は そ の 活 性 部 分 が 過 剰 発 現 し た な ら ば 、 幹 細 胞 は Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 す
る 応 答 の 増 加 を 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 本 観 点 に よ る と 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る そ の よ う な 細 胞 の 同 定 お よ び
単 離 は 、 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 多 数 の 細 胞 学 的 、 生 化 学 的 お よ び 分 子 的 方 法 を 用
い て 達 成 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 レ セ プ タ ー レ ベ ル の 解 析 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 達 成 可 能 で あ る 。 こ の ア プ
ロ ー チ は 、 培 養 液 中 の 励 起 供 給 源 を 通 っ て 流 れ る 単 一 細 胞 を ス キ ャ ン す る 器 具 を 使 用 す る
。 こ の 技 術 は 、 可 視 お よ び 蛍 光 発 光 の 測 定 に 基 づ く 、 単 一 の 生 （ ま た は 死 ） 細 胞 の 、 迅 速
で 、 定 量 的 、 多 パ ラ メ ー タ 解 析 を 提 供 可 能 で あ る 。 こ の 基 礎 プ ロ ト コ ー ル は 、 特 異 的 な 細
胞 結 合 分 子 に 結 合 す る 蛍 光 － 標 識 抗 体 お よ び リ ガ ン ド に よ っ て 産 出 さ れ る 蛍 光 強 度 を 測 定
す る こ と に 焦 点 を 当 て て い る 。 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー タ ー を 用 い て 細 胞 群 を 単 離 す る た め に
、 本 発 明 の 幹 細 胞 を 、 Ｒ ＆ Ｄ ， ６ １ ４ 　 Ｍ ｃ Ｋ ｉ ｎ ｌ ｅ ｙ 　 Ｐ ｌ ａ ｃ ｅ 　 Ｎ Ｅ 　 Ｍ ｉ ｎ ｎ
ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ ， Ｍ Ｎ か ら 市 販 さ れ て 入 手 可 能 な 抗 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ と 接 触 さ せ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 走 化 性 レ セ プ タ ー 発 現 の レ ベ ル を 定 量 的 に 評 価 す る た め の 他 の 細 胞 学 的 ま た は 生 化 学 的
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方 法 に は 、 限 定 は し な い が 、 標 識 化 （ た と え ば 放 射 活 性 標 識 化 ） ケ モ カ イ ン を 用 い る 結 合
解 析 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 細 胞 － 表 面 ビ オ チ ン 化 お よ び 免 疫 蛍 光 染 色 が 含 ま れ る 。
レ セ プ タ ー 発 現 レ ベ ル は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に よ っ て 決 定 す る こ と も 可 能 で あ る こ と が 理 解
さ れ る で あ ろ う 。 た と え ば 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 特 異 的 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 細 胞 内 で 検 出 し う る 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 典 型 的 に は 、 イ
ン ビ ト ロ で の 転 写 に よ っ て 作 製 す る ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 断 片 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 通
常 固 相 合 成 に よ っ て 生 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で あ り う る 。 特 定 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 の た め に 好 適 な プ ロ ー ブ を 生 成 し 、 利 用 す る た め の 方 法 は 、 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ
て お り 、 使 用 さ れ て い る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 定 量 は ま た 、 対 象 の 走 化 性 レ セ プ タ ー の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る プ ラ イ マ ー を 用 い る 増 幅 反 応 ［ た と え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、
［ PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications, Academic Press, San Diego,
 CA(1990)］ を 用 い て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 検 出 ア ッ セ イ に お け る 精 度 を 改 善 す る た め に 、 多 様 な 対 照 を 有 効 に 利 用 し う る
。 た と え ば 、 試 料 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 　 Ａ で 処 理 し て 不 適 切 な プ
ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 誤 り の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 評 価 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 機 能 ア ッ セ イ も ま た 、 走 化 性 レ セ プ タ ー 発 現 を 決 定 す る た め に 利 用 可 能 で あ る 。 た と え
ば 、 走 化 性 試 薬 （ た と え ば Ｓ Ｄ Ｆ － １ ） の 勾 配 を 用 い 、 走 化 性 試 薬 に 向 か っ て 膜 を 通 る 幹
細 胞 遊 走 を 追 う 走 化 性 ア ッ セ イ は 、 走 化 性 の 増 加 を 示 し て い る 幹 細 胞 を 同 定 し 、 単 離 す る
た め に 利 用 可 能 で あ る 。 細 胞 が 十 分 な レ ベ ル の 走 化 性 レ セ プ タ ー （ た と え ば Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ）
を 発 現 し な い 場 合 、 細 胞 の 大 部 分 が 膜 上 に 残 る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 化 学 誘 引 物 質 レ
セ プ タ ー の 発 現 の 増 加 に 際 し 、 細 胞 が 膜 を 通 っ て 遊 走 し 、 走 化 性 プ レ ー ト の ウ ェ ル の 底 に
定 着 す る （ 実 施 例 項 の 実 施 例 ３ を 参 照 の こ と ） 。 機 能 的 ホ ー ミ ン グ ア ッ セ イ も ま た 、 本 発
明 の 方 法 に よ っ て 利 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 Ko
llet (2001) Blood 97:3283-3291で 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 低 ま た は 高 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 対 す る 応 答 に お け る 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ シ グ ナ ル 伝 達 能 力 の 改 善
を 示 し て い る 幹 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 集 団 の よ う な 、 未
熟 な 初 期 前 駆 細 胞 の レ ベ ル の 増 加 を 示 し て い る 幹 細 胞 を 、 広 範 囲 の 臨 床 適 用 で 使 用 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 他 の 観 点 に よ る と 、 細 胞 ま た は 組 織 の 置 換 を 必 要 と す る 疾 病 を 治
療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 、 治 療 的 に 有 効 量 の Ｃ Ｘ Ｃ
Ｒ ４ ま た は そ の 活 性 断 片 を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 幹 細 胞 を 投 与 す る こ と 、
そ れ に よ っ て Ｓ Ｄ Ｆ － １ の 濃 度 が 増 加 す る 環 境 中 で さ え 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 す る よ り よ い 応
答 を す る Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 集 団 の よ う な 高 レ ベ ル の 未 熟 な 初 期 前 駆 細 胞 を
提 供 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ 、 そ れ に よ っ て 対 象 の 細 胞 ま た は 組 織 の 置 換 を 必 要 と す る
疾 病 を 治 療 す る 。 細 胞 ま た は 組 織 の 置 換 を 必 要 と す る 疾 病 に は 、 限 定 は し な い が 、 リ ウ マ
チ 様 関 節 炎 の よ う に 、 Ｔ お よ び ／ ま た は Ｂ － リ ン パ 球 の よ う な 種 々 の 免 疫 不 全 ま た は 免 疫
疾 病 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 免 疫 不 全 は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ Ｉ 、 Ｈ Ｔ Ｌ VＩ Ｉ 、 Ｈ
Ｔ Ｌ VＩ Ｉ Ｉ 、 放 射 線 へ の 重 度 の 暴 露 、 癌 治 療 の 結 果 、 ま た は 他 の 医 薬 治 療 の 結 果 で あ り
う る 。 血 液 学 的 不 全 に は 、 限 定 は し な い が 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 （ Ａ Ｌ Ｌ ） 、 急 性 非
リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 （ Ａ Ｎ Ｌ Ｌ ） 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） ま た は 慢 性 骨 髄 性 白 血 病
（ Ｃ Ｍ Ｌ ） の よ う な 、 白 血 病 が 含 ま れ る 。 他 の そ の よ う な 血 液 学 的 不 全 は 、 限 定 は し な い
が 、 ［ た と え ば ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ （ Ａ Ｄ Ａ ） 欠 損 お よ び Ｘ － 結 合 Ｓ CＩ Ｄ （ Ｘ Ｓ Ｃ
Ｉ Ｄ ） の よ う な ］ 重 度 混 合 免 疫 不 全 （ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） 症 候 群 、 大 理 石 骨 病 、 再 生 不 良 性 貧 血 、
ゴ ー シ ュ 病 、 地 中 海 性 貧 血 お よ び 他 の 先 天 性 ま た は 遺 伝 的 に 決 定 さ れ た 造 血 異 常 で あ り え
、 細 胞 ま た は 組 織 の 置 換 を 必 要 と す る 他 の 疾 病 に は 、 肝 不 全 、 膵 臓 不 全 、 神 経 学 的 疾 病 に
関 連 す る も の や 、 変 形 性 関 節 症 、 骨 粗 鬆 症 、 骨 欠 損 、 結 合 組 織 欠 損 、 骨 格 欠 損 ま た は 軟 骨
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欠 損 の よ う な 任 意 の 結 合 組 織 が 関 与 す る 外 傷 性 ま た は 病 的 状 態 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 に し た が っ た 好 ま し い 個 々 の 対 象 は 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ウ シ 、
お よ び 好 ま し く は ヒ ト の よ う な 哺 乳 動 物 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 本 観 点 に し た が っ た 幹 細 胞 は 、 治 療 す べ き 対 象 か ら 得 る こ と が 好 ま し い 。 し か
し な が ら 、 幹 細 胞 は ま た 、 同 系 、 同 種 異 系 、 そ し て あ ま り 好 ま し く は な い が 、 異 種 ド ナ ー
か ら 得 て 良 い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 同 種 異 系 ま た は 異 種 幹 細 胞 を 利 用 す る 場 合 、 レ シ ピ エ ン ト 対 象 お よ び ／ ま た は 細 胞 を 、
好 ま し く は 、 移 植 片 対 宿 主 、 お よ び 宿 主 対 移 植 片 拒 絶 を 防 止 す る た め に 処 置 す る こ と が 理
解 さ れ る で あ ろ う 。 免 疫 抑 制 プ ロ ト コ ー ル は 、 本 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 い く つ か は 米 国
特 許 第 ６ ， ４ ４ ７ ， ７ ６ ５ 号 で 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 幹 細 胞 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ２ ８ ， ６ ３ ８ 号 で さ ら に 記 述 さ れ て い る 肝 炎 に 対
す る 抗 ウ イ ル ス 薬 の よ う な 、 任 意 の 治 療 的 遺 伝 子 を 発 現 す る た め に 、 遺 伝 的 に 改 変 可 能 で
あ る 。 幹 細 胞 を 、 レ シ ピ エ ン ト 対 象 に 移 植 す る 。 こ れ は 一 般 的 に 、 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら
れ た 方 法 を 用 い て 実 施 さ れ 、 通 常 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 臨 床 ツ ー ル を 用 い て 、 対 象 内
に 処 理 し た 幹 細 胞 を 注 射 ま た は 導 入 す る こ と が 含 ま れ る （ 米 国 特 許 第 ６ ， ４ ４ ７ ， ７ ６ ５
号 、 第 ６ ， ３ ８ ３ ， ４ ８ １ 号 、 第 ６ ， １ ４ ３ ， ２ ９ ２ 号 お よ び 第 ６ ， ３ ２ ６ ， １ ９ ８ 号 ）
。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の 幹 細 胞 の 導 入 は 、 静 脈 内 ま た は 動 脈 内 投 与 の よ う な 血 管 内 投 与 、 腹
腔 内 投 与 な ど を 介 し て 、 局 所 ま た は 全 身 で 実 施 可 能 で あ る 。 細 胞 は 、 無 菌 シ リ ン ジ ま た は
他 の 無 菌 伝 達 機 構 を 用 い て 、 ５ ０ ｍ oｌ 　 Ｆ ｅ ｎ ｗ ａ ｌ ｌ 注 入 バ ッ グ に 注 射 可 能 で あ る 。
つ い で 細 胞 を す ぐ に 、 １ ５ 分 間 程 度 の 時 間 以 上 で に わ た り 、 Ｉ Ｖ 投 与 を 介 し て 、 患 者 内 の
フ リ ー フ ロ ー Ｉ Ｖ ラ イ ン 内 に 注 入 可 能 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 緩 衝 液 ま た
は 塩 の よ う な さ ら な る 試 薬 も 同 様 に 加 え て 良 い 。 投 与 す る 組 成 物 は 、 適 切 な 無 菌 性 お よ び
安 定 性 を 達 成 す る 標 準 の 方 法 に し た が っ て 、 処 方 、 生 成 お よ び 保 存 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 幹 細 胞 投 与 量 は 、 指 示 さ れ た 利 用 に し た が っ て 決 定 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 、 非 経 口 投 与
の 場 合 、 レ シ ピ エ ン ト の 体 重 １ キ ロ グ ラ ム あ た り 、 約 ０ ． ０ １ ～ 約 ５ 百 万 細 胞 を 投 与 す る
こ と が 通 例 で あ る 。 使 用 し た 細 胞 の 数 は レ シ ピ エ ン ト の 体 重 お よ び 状 態 に 依 存 し 、 投 与 の
回 数 ま た は 頻 度 お よ び 他 の 変 数 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 系 の さ ら な る 拡 大 は 、 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ー ル に 続 く 、 損 な わ れ た
ホ ー ミ ン グ お よ び 生 着 を 改 善 す る た め に 効 果 的 な ツ ー ル と し て 働 き 得 る 8 、 9 。 さ ら に 、 ヒ
ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 は 、 両 方 と も が 低 い 細 胞 収 率 に よ っ て 限 定 さ れ 得
る 化 学 治 療 処 置 に 続 く 臨 床 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 移 植 の 改 善 、 な ら び に 自 己 移 行 Ｐ Ｂ Ｌ 　 Ｃ Ｄ
３ ４ + 移 植 を 促 進 し う る 6 。 さ ら に 、 間 葉 性 幹 細 胞 の よ う な 他 の 細 胞 型 は 、 種 々 の 器 官 へ 遊
走 す る 能 力 を 有 す る が 、 し か し な が ら 、 そ れ ら の 生 着 の レ ベ ル は 特 に 低 い 。 し た が っ て 、
標 的 器 官 内 で の Ｓ Ｄ Ｆ － １ の 発 現 ま た は 投 与 の 誘 導 と と も に 、 細 胞 表 面 の 構 造 性 ま た は 一
過 性 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 を 促 進 す る 系 の 発 展 が 、 イ ン ビ ボ で の 指 向 性 遊 走 な ら び に 器 官 回 復 の
一 部 と し て 患 者 の 対 象 の 器 官 の 種 々 の 細 胞 型 の 長 期 再 増 殖 お よ び 発 達 の た め に 有 益 で あ り
得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 多 く の 臨 床 プ ロ ト コ ー ル の 結 果 を 改 善 で き る 幹 細 胞 の
機 能 お よ び 発 達 を 調 節 す る た め の 普 遍 的 な 系 と し て 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現 を 提 案 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 対 象 へ 細 胞 を 投 与 し た 後 、 も し 望 む な ら 、 本 技 術 分 野 で 公 知 の よ う に 治 療 の 効 果 を 評 価
し 得 る 。 治 療 を 必 要 で あ っ た り ま た は 必 要 と さ れ る よ う に 繰 り 返 し て 良 い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
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　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 、 利 点 お よ び 新 規 の 特 徴 が 、 限 定 す る 意 図 は な い が 、 以 下 の 実 施
例 を 試 み る こ と で 当 業 者 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。 さ ら に 、 本 明 細 書 の 以 上 で 記 述 し た よ
う な 、 そ し て 以 下 の 請 求 項 の 項 目 で 請 求 し た よ う な 、 各 種 々 の 実 施 態 様 お よ び 観 点 は 以 下
の 実 施 例 に お い て 実 験 的 支 持 を 見 い だ す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例
　 こ こ で 前 記 記 述 と と も に 、 非 限 定 様 式 に て 本 発 明 を 例 示 す る 以 下 の 実 施 例 に 対 し 、 参 考
文 献 を 作 製 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 一 般 的 に 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 お よ び 本 発 見 で 利 用 さ れ る 実 験 手 法 に は 、 分 子 学
的 、 生 化 学 的 、 微 生 物 学 的 お よ び 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ 技 術 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 文
献 に て 、 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 た と え ば 、 「 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ ： 研 究 室 マ ニ ュ
ア ル （ Molecular Cloning:A laboratory Manual） 」 Sambrook et al.,(1989)； 「 分 子 生
物 学 の カ レ ン ト プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」 Volumes I-
III Ausubel,R.M.,ed.(1994);Ausubel et al.,「 分 子 生 物 学 の カ レ ン ト プ ロ ト コ ー ル （ Cu
rrent Protocols in Molecular Biology） 」 、 John Wiley and Sons,Baltimore,Maryland
(1989);Perbal,「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ に 対 す る 実 施 ガ イ ド （ A Practical Guide to Molecul
ar Cloning） 」 ,John Wiley &Sons,New York(1988);Watson et al.,「 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ （ R
ecombinant DNA） 」 ， Scientific American Books,New York;Birren et al.(eds)「 ゲ ノ
ム 解 析 ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル シ リ ー ズ （ Genome Analysis:A Laboratory Manual Series） 」
,Vols.1-4,Cold Spring Harbor Laboratory Press,New York(1998)； 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ６
６ ， ８ ２ ８ 号 、 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 、 第 ４ ， ８ ０ １ ， ５ ３ １ 号 、 第 ５ ， １ ９ ２ ， ６ ５
９ 号 お よ び 第 ５ ， ２ ７ ２ ， ０ ５ ７ 号 で 列 記 さ れ た よ う な 方 法 論 ； 「 細 胞 生 物 学 ： 研 究 室 ハ
ン ド ブ ッ ク （ Cell Biology:A Laboratory Handbook） 」 Volumes Ｉ -III Cellis J.E.,ed.
(1994),"Current Protocols in Immunology" Volumes I-III Coligan J.E.,ed(1994);Sti
tes et al.(eds),「 基 礎 お よ び 臨 床 免 疫 学 （ Basic and Clinical Immunology） 」 (8th Ed
ition)、 Appleton & Lange,Norwalk,CT(1994);Mishell and Shiigi(eds),「 細 胞 免 疫 学 に
お け る 選 別 方 法 （ Selected Methods in Cellular Immunology） 」 ,W.H.Freeman and Co.,
New York(1980)を 参 照 の こ と 。 利 用 可 能 な 免 疫 ア ッ セ イ は 、 特 許 お よ び 科 学 的 文 献 に て 広
く 記 述 さ れ 、 た と え ば 、 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ９ １ ， ９ ３ ２ 号 、 第 ３ ， ８ ３ ９ ， １ ５ ３ 号 、 第
３ ， ８ ５ ０ ， ７ ５ ２ 号 、 第 ３ ， ８ ５ ０ ， ５ ７ ８ 号 、 第 ３ ， ８ ５ ３ ， ９ ８ ７ 号 、 第 ３ ， ８ ６
７ ， ５ １ ７ 号 、 第 ３ ， ８ ７ ９ ， ２ ６ ２ 号 、 第 ３ ， ９ ０ １ ， ６ ５ ４ 号 、 第 ３ ， ９ ３ ５ ， ０ ７
４ 号 、 第 ３ ， ９ ８ ４ ， ５ ３ ３ 号 、 第 ３ ， ９ ９ ６ ， ３ ４ ５ 号 、 第 ４ ， ０ ３ ４ ， ０ ７ ４ 号 、 第
４ ， ０ ９ ８ ， ８ ７ ６ 号 、 第 ４ ， ８ ７ ９ ， ２ １ ９ 号 、 第 ５ ， ０ １ １ ， ７ ７ １ 号 お よ び 第 ５ ，
２ ８ １ ， ５ ２ １ 号 ； 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 （ Oligonucleotide Synthesis） 」 Gait,M.
J.,ed.(1984)； 「 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 （ Nucleic Acid Hybridization） 」 Hames,B.D.,a
nd Higgins S.J.,eds.(1985)； 「 転 写 お よ び 翻 訳 （ Transcription and Translation） 」 H
ames,B.D.,and Higgins S.J.,Eds.(1984)； 「 動 物 細 胞 培 養 （ Animal Cell Culture） 」 Fr
eshney,R.I.,ed.(1986)； 「 固 定 化 細 胞 お よ び 酵 素 （ Immobilized Cells and Enzymes） 」
IRL Press,(1986)； 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ へ の 実 施 ガ イ ド （ A Practical Guide to Molecul
ar Cloning） 」 Perbal,B.,(1984)お よ び 「 酵 素 学 に お け る 方 法 論 （ Methods in Enzymolog
y） 」 Vol.1-317,Academic Press； 「 Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ー ル ： 方 法 お よ び 適 用 へ の ガ イ ド （ P
CR Protocols:A Guide To Methods And Applications） 」 ,Academic Press,San Diego,CA
(1990);Marshak et al.,「 タ ン パ ク 質 精 製 お よ び 特 性 化 に 関 す る 戦 略 － 研 究 室 コ ー ス マ ニ
ュ ア ル （ Strategies for Protein Purification and Characterization-A Laboratory Co
urse Manual） 」 CSHL Press(1996)を 参 照 の こ と 。 技 術 の 全 て は 、 本 明 細 書 で 完 全 に 列 記
し た よ う な 参 考 文 献 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。 他 の 一 般 的 な 参 考 文 献 が 、 本 文 書 を 通 し て 提
供 さ れ る 。 本 明 細 書 内 の 手 法 は 、 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る と 信 じ ら れ 、 読 者 の 利 便
性 の た め に 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 に 含 ま れ る 全 て の 情 報 が 、 参 考 文 献 に よ っ て 、 本 明 細 書
に 組 み 込 ま れ て い る 。

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-511219 A 2007.5.10



【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ３ １ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 は 、 表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 を 増 加 さ せ た
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 、 Ｈ Ｉ Ｖ － 由 来 レ ン チ ウ イ ル ス 遺 伝 子 伝 達 系 を 用 い て 、 ヒ ト Ｃ Ｂ お よ び Ｍ
Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 濃 縮 細 胞 上 で 過 剰 発 現 さ せ た 。 形 質 導 入 細 胞 を 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 表 面 発 現 に
関 し て 解 析 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
材 料 お よ び 実 験 手 法
　 ヒ ト 細 胞 － 臍 帯 血 （ Ｃ Ｂ ） 細 胞 お よ び 成 人 移 行 末 梢 血 （ Ｍ Ｐ Ｂ ） 細 胞 を 、 イ ン フ ォ ー ム
ド コ ン セ ン ト の 後 に 得 た 。 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 濃 縮 を 、 先 に 記 述 さ れ た ［ Kollet(2001)Blood 9
7:3283-3291］ よ う に 、 磁 気 ビ ー ズ 分 離 を 用 い て 実 施 し た 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 を 、 精 製 し た
抗 ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ （ ク ロ ー ン １ ２ Ｇ ５ 、 Ｒ ＆ Ｄ 、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 Ｍ Ｎ ） お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ
ス Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ の 二 次 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 （ ジ ャ ク ソ ン （ Jackson） 、 ウ エ ス ト グ ロ
ー ブ 、 Ｐ Ａ ） を 用 い た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 促 進 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 構 築 お よ び 生 産 － ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 遺 伝 子 レ ン チ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー
を 、 ヒ ト Ｃ Ｂ 細 胞 か ら １ ． ２ ｋ ｂ 　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 そ れ を 、 内 部 リ ボ ソ
ー ム エ ン ト リ ー 部 位 （ Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ ） を 介 し て 、 増 強 グ リ ー ン フ ル オ レ セ ン ト タ ン パ ク 質 （ Ｇ
Ｆ Ｐ ） に 連 結 す る こ と に よ っ て 構 築 し た 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ を 含 む 断 片 を 、
Ｅ Ｆ － １ α プ ロ モ ー タ ー と ラ イ ゲ ー ト し 、 Ｅ Ｆ － １ α － Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ バ
イ シ ス ト ロ ン 性 カ セ ッ ト を 含 む 断 片 を 、 親 切 に も Ｄ ｒ ． Ｄ ｉ ｄ ｉ ｅ ｒ 　 Ｔ ｒ ｏ ｎ ｏ ， Ｇ ｅ
ｎ ｅ ｖ ａ ， Ｓ ｗ ｉ ｔ ｚ ｅ ｒ ｌ ａ ｎ ｄ に よ っ て 提 供 さ れ た 、 ｐ Ｈ Ｒ ’ － Ｓ Ｉ Ｎ ベ ク タ ー 骨 格
内 に 挿 入 さ れ た （ Woods et al.Blood.2000 Dec 1;96(12):3725-33.） 、 自 己 － 不 活 性 化 （
Ｓ Ｉ Ｎ ） ベ ク タ ー を 生 成 し た 。 対 照 ベ ク タ ー は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 遺 伝 子 を 欠 き 、 Ｇ Ｆ Ｐ の み を
発 現 す る （ 図 １ ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 複 製 － 欠 損 、 自 己 － 不 活 性 化 Ｈ Ｉ Ｖ － 由 来 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 、 ３ プ ラ ス ミ ド 系
： 運 搬 ベ ク タ ー 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 に 対 し て ｐ Ｈ Ｒ ’ － Ｅ Ｆ １ ａ － Ｇ Ｆ Ｐ － Ｓ Ｉ Ｎ （ 対 照 ベ
ク タ ー ） ま た は ｐ Ｈ Ｒ ’ － Ｅ Ｆ １ ａ － Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ － Ｓ Ｉ Ｎ 、 ｈ Ｍ Ｓ Ｃ
ｓ に 対 し て ｐ Ｈ Ｒ ’ － Ｃ Ｍ Ｖ － Ｇ Ｆ Ｐ （ 対 照 ベ ク タ ー ） ま た は ｐ Ｈ Ｒ ’ － Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｘ Ｃ
Ｒ ４ － Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ （ 実 験 ベ ク タ ー ） 、 エ ン ベ ロ ー プ コ ー ド プ ラ ス ミ ド ｐ Ｍ Ｄ ． Ｇ お
よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ 構 築 物 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ Ｒ ８ ． ９ １ （ Zufferey R,Nat.Biotechnol.1997;15:87
1-875, Naldini L,Science.1996;272:263-267） を 用 い て 、 Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ 　 ６ ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 試 薬 （ ロ ッ シ ュ 　 ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス （ Roche Diagnostics） 、 ミ ュ ン ヘ
ン 　 ド イ ツ ） の 方 法 に よ り 、 ２ ９ ３ Ｔ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン に て 産 出 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 に 、 ウ イ ル ス 上 清 を 、 ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ （ シ
グ マ （ Sigma） 、 セ ン ト ル イ ス 、 Ｍ Ｏ 、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 イ ン ス リ ン （ バ イ オ
ロ ジ カ ル 　 イ ン ダ ス ト リ ー ズ （ Biological Industries） 、 Ｂ ｅ ｉ ｔ 　 Ｈ ａ ｅ ｍ ｅ ｋ 、 イ
ス ラ エ ル ） 、 ２ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ シ グ マ ） 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 ２ － メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン （ バ イ オ ロ ジ カ ル 　 イ ン ダ ス ト リ ー ズ ） 、 １ ０
０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ バ イ オ ロ ジ カ ル 　 イ ン ダ ス ト リ ー ズ ） 、 お よ び １ ０
ｍ Ｍ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ （ バ イ オ ロ ジ カ ル 　 イ ン ダ ス ト リ ー ズ ） を 含 む 血 清 不 含 培 地 で 置 換 し た
。 ２ ４ 時 間 後 、 ウ イ ル ス 上 清 を 回 収 し 、 濾 過 し （ ０ ． ４ ５ μ Ｍ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｓ ａ ｒ ｔ フ ィ ル
タ ー 、 サ ル ト リ ウ ス （ Sartorius） 、 Ａ Ｇ 、 ド イ ツ ） 、 標 的 細 胞 の 形 質 導 入 の た め に 利 用
し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 形 質 導 入 － Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 形 質 導 入 を 、 Ｈ Ｓ Ｃ 中 の 二 重 形 質 導 入 プ ロ
ト コ ー ル 5 0 を 用 い て 実 施 し た 。 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 （ ウ ェ ル あ た り ４ × １ ０ 5 ま で ） を 、 １ ２ －
ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で ２ ４ 時 間 、 ４ ０ ０ μ ｌ の 血 清 不 含 培 地 中 、 Ｓ Ｃ Ｆ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ）
で 前 刺 激 し た 。 Ｓ Ｃ Ｆ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び Ｆ Ｌ Ｔ － ３ Ｌ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） （ と も
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に Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 Ｍ Ｎ か ら ） 、 Ｉ Ｌ － ６ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； イ ン タ ー
フ ァ ー ム 　 ラ ボ ラ ト リ ー ズ （ Interpharm Laboratories） 、 ア レ ス － セ ロ ノ グ ル ー プ （ Are
s-Serono Group） 、 Ｎ ｅ ｓ ｓ 　 Ｚ ｉ ｏ ｎ ａ 、 イ ス ラ エ ル ） を 補 足 し た ウ イ ル ス 上 清 （ １ ．
６ ｍ ｌ ／ ３ ５ ｍ ｍ ウ ェ ル ） を 、 ２ × １ ０ 7 Ｔ Ｕ ／ ｍ ｌ 程 の ウ イ ル ス 負 荷 で 、 細 胞 に 加 え た
（ 一 次 感 染 ） 。 形 質 導 入 を ２ ４ 時 間 後 に 繰 り 返 し た （ 二 次 感 染 ） 。 感 染 効 率 を 、 形 質 導 入
７ ２ 時 間 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 （ Kollet 2002 Blood vol100、 ２ ７ ７ ８ ペ ー ジ ）
（ FACSCａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ 、 ベ ク ト ン 　 デ ィ ッ キ ン ソ ン （ Becton Dickinson） （ Ｂ Ｄ ） 、 サ ン
ジ ョ ゼ 、 Ｃ Ａ ） に よ っ て 、 特 異 的 抗 ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － Ｐ Ｅ （ １ ２ Ｇ ５ 、 Ｂ Ｄ 　 フ ァ ー ミ ン
ゲ ン （ Pharmingen） 、 サ ン デ ィ エ ゴ ， Ｃ Ａ ） お よ び Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｆ Ｌ １ チ ャ ン ネ ル ） を 用 い て
、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 細 胞 発 現 に よ り 決 定 し た 。 モ ッ ク 細 胞 を 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー へ の 暴
露 な し に 、 形 質 導 入 細 胞 と 同 様 の 条 件 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 両 方 が 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 記 録 し た と
こ ろ 、 高 い 形 質 導 入 効 果 を 示 し 、 Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー （ 対 照 ） 形 質 導 入 細 胞 で は ７ ０ ％ 　 Ｇ Ｆ
Ｐ 陽 性 細 胞 に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 で は ５ ０ ％ に 達 し た （ 図 ２ Ａ － 上 パ ネ ル ） 。 さ
ら に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 感 染 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 は 、 細 胞 表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 に 関 し て 、 ８ ７ ± ２
． ７ ％ （ Ｃ Ｂ ） お よ び ８ ０ ± ４ ％ （ Ｍ Ｐ Ｂ ） 陽 性 で あ り 、 一 方 で 、 Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー に 感 染
し た Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 両 方 で は ２ ８ ± ３ ． １ ％ の み が 内 因 性 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４
を 発 現 し て お り 、 非 形 質 導 入 細 胞 （ モ ッ ク 細 胞 ） の レ ベ ル に 類 似 し て い た （ 図 ２ Ａ － 下 パ
ネ ル （ そ れ ぞ れ ） お よ び Ｂ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 細 胞 は 、 Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク
タ ー 形 質 導 入 細 胞 の １ ０ ． ２ と 比 較 し て 、 ８ ９ ． ４ の よ り 高 い 平 均 蛍 光 強 度 （ Ｍ Ｆ Ｉ ） を
示 し た （ 図 ２ Ｃ ） 。 し か し な が ら 、 そ れ ら の 細 胞 内 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 は 、 そ れ ら の 対 照 （ Ｇ
Ｆ Ｐ ） 対 応 物 よ り 低 か っ た （ 図 ２ Ｃ ） 。 と り わ け 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た 細
胞 は 、 Ｇ Ｆ Ｐ + 細 胞 が 少 な く 、 Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ か ら 下 流 に 位 置 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 減 少 を
示 し て い る 、 先 の 報 告 5 1 と 一 致 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 両 方 が 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ト ラ ン ス ジ
ー ン を 高 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 、 首 尾 良 く 形 質 導 入 で き る こ と を 示 し
て い る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ３ ８ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 過 剰 発 現 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で の 分 化 可 能 性 お よ び ト ラ ン ス
ジ ー ン 発 現 を 維 持 す る
　 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 は 、 適 切 な サ イ ト カ イ ン カ ク テ ル を 供 し た 場 合 に 、 骨 髄 お よ び 赤
血 球 系 統 に イ ン ビ ト ロ で 多 系 統 分 化 が 可 能 で あ る （ ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ １ ９
７ ７ 　 ｖ ｏ ｌ ６ １ 　 ペ ー ジ １ で の Ｍ ｅ ｔ ｃ ａ ｌ ｆ 　 ｄ の 最 近 の 結 果 ） 。 し た が っ て 、 本 発
明 者 ら は 、 分 化 し た 系 統 に お け る 、 形 質 導 入 細 胞 の 、 イ ン ビ ト ロ で の 分 化 す る 能 力 に 対 す
る 、 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 の 効 果 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 験 手 法
　 Ｃ Ｆ Ｕ ア ッ セ イ － エ ク ソ ビ ボ 培 養 中 の 形 質 導 入 後 の 、 ヒ ト 前 駆 細 胞 の レ ベ ル な ら び に ト
ラ ン ス ジ ー ン 発 現 の 維 持 を 検 出 す る た め に 、 半 固 体 培 養 を 、 先 に 記 述 さ れ た 5 2 よ う に 実 施
し た 。 簡 単 に 記 す と 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 形 質 導 入 細 胞 （ ３ × １ ０ 3 細 胞 ／ ｍ ｌ ） を 、 ０ ． ９
％ 　 メ チ ル セ ル ロ ー ス （ シ グ マ ） 、 ３ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 ５ × １ ０ - 5 Ｍ 　 ２ Ｍ Ｅ 、 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ
ｌ 　 Ｓ Ｃ Ｆ 、 ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｉ Ｌ － ３ 、 ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ （ Ｒ ＆ Ｄ ） 、 お よ び
２ ｕ ／ ｍ ｌ 　 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ オ ル ソ 　 バ イ オ 　 テ ッ ク （ Ｏ ｒ ｔ ｏ 　 Ｂ ｉ ｏ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ
） 、 Ｄ ｏ ｎ 　 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｓ ， Ｃ ａ ｎ ａ ｄ ａ ） 中 に プ レ ー ト し た 。 培 養 物 を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 を 含
む 加 湿 雰 囲 気 中 、 ３ ７ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ ４ 日 後 、 Ｇ Ｆ Ｐ + に 関 し て は 、 位 相 差
顕 微 鏡 を 用 い て 、 な ら び に 形 態 基 準 を 用 い て 、 骨 髄 ま た は 赤 血 球 コ ロ ニ ー を 記 録 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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　 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 が 、 細 胞 の 、 骨 髄 お よ び 赤 血 球 系 統 へ の 分 化 能 力 に 影 響 を 与 え な い
こ と が わ か っ た 。 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 （ 対 照 お よ び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 両 方 ） は 、 １ ４ 日 目 に
位 相 差 顕 微 鏡 に よ っ て 記 録 し 、 バ ー ス ト － 形 成 ユ ニ ッ ト － 赤 血 球 （ Ｂ Ｆ Ｕ － Ｅ ） お よ び コ
ロ ニ ー － 形 成 ユ ニ ッ ト － 顆 粒 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｃ Ｆ Ｕ － Ｇ Ｍ ） の よ う な Ｇ Ｆ Ｐ + 　 Ｃ
Ｆ Ｃ コ ロ ニ ー へ の 多 分 化 能 分 化 を 示 し た （ 図 ３ Ａ ） 。 対 照 ベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た Ｇ Ｆ Ｐ
+ 　 Ｃ Ｆ Ｃ コ ロ ニ ー の 数 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た Ｇ Ｆ Ｐ + 　 Ｃ Ｆ Ｃ コ ロ ニ ー
よ り ２ 倍 多 く 、 本 ベ ク タ ー で の 形 質 導 入 の 後 の Ｇ Ｆ Ｐ + 細 胞 の よ り 低 い 割 合 と 一 致 す る （
図 ３ Ｂ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 対 照 な ら び に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 両 方 が 、 同 数 の Ｃ Ｆ
Ｕ － Ｇ Ｍ コ ロ ニ ー を 産 出 す る 一 方 で 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 よ り 産 出 さ れ る Ｂ Ｆ Ｕ －
Ｅ コ ロ ニ ー が 、 ２ ５ ％ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ４ ） 減 少 し （ 図 ３ Ｂ ） 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 相
互 作 用 が 、 赤 血 球 系 統 分 化 を 抑 制 す る こ と を 示 し た Ｇ ｉ ｂ ｅ ｌ ｌ ｉ ｎ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ の 先
の 発 見 5 3 を 証 明 し て い る 。 さ ら に 、 Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 細 胞 は 、 対
照 細 胞 で の ０ ． ５ ％ と 比 較 し て 、 よ り 高 い 割 合 （ ２ ． ９ ％ ） の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／
ｌ ｏ ｗ 集 団 を 示 し た 。 こ の 効 果 は 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 で は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ３ Ｃ
） 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 は し た が っ て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ 始 原 集 団 を よ り
保 存 お よ び ／ ま た は 拡 大 し う る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ４ １ 】
形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 で 発 現 し た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ は 機 能 的 で あ る
　 ケ モ カ イ ン は 、 細 胞 骨 格 配 置 、 と り わ け ア ク チ ン 重 合 化 を 導 く 細 胞 内 事 象 の カ ス ケ ー ド
を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 運 動 性 を 誘 導 す る 5 4 。 挿 入 し た レ セ プ タ ー の 機 能 性 を 決
定 す る た め の 方 法 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 運 動 性 機 構 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ 誘 導 活 性 化 に 対 す る Ｃ
Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 の 効 果 を 試 験 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 験 手 法
　 ア ク チ ン 重 合 化 ア ッ セ イ － 形 質 導 入 細 胞 を 、 示 し た 時 間 、 ３ ７ ℃ に て 、 血 清 － 不 含 Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ 中 で 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ α （ ３ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ペ プ ロ テ ッ ク （ Ｐ ｅ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ） 、 Ｒ
ｏ ｃ ｋ ｙ 　 Ｈ ｉ ｌ ｌ 、 Ｎ Ｊ ） で 刺 激 し た 。 反 応 を 、 Ｒ Ｔ に て １ ０ 分 間 、 ３ 容 量 の ３ ． ７ ％
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 加 え る こ と に よ っ て 停 止 さ せ 、 続 い て 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ０ ． １
％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ － Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ３ ０ ０ ｍ Ｍ サ ッ カ ロ ー ス 、 ５ ０
ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ ． １ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ ） で 、 ２ 分 間 、 氷 上 に て
透 過 化 処 理 を し た 。 つ い で 細 胞 を 、 Ｒ Ｔ に て ３ ０ 分 間 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － Ｐ ｈ ａ ｌ ｌ ｏ ｉ ｄ ｉ ｎ
（ ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 シ グ マ ） で 染 色 し 、 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 遊 走 ア ッ セ イ － １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ α を 含 む 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
（ ６ ０ ０ μ ｌ ） を 、 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｒ 　 ２ ４ － ウ ェ ル ト ラ ン ス ウ ェ ル （ コ ー ニ ン グ （ Ｃ ｏ ｒ ｎ
ｉ ｎ ｇ ） （ ポ ア サ イ ズ ５ μ ｍ ） 、 Ｎ Ｙ ） の 下 部 チ ャ ン バ ー に 加 え た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 培 地 中
の １ × １ ０ 5 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 上 部 チ ャ ン バ ー に の せ 、 ３ ７ ℃ に て ４ 時 間 遊 走 を
さ せ た 。 遊 走 し て い る 細 胞 を 、 下 部 チ ャ ン バ ー よ り 回 収 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ を 用
い て 、 ３ ０ 秒 間 計 数 し た 。 対 照 自 発 遊 走 は 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ α な し で 、 下 部 チ ャ ン バ ー で 実 施
し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 が 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ で の ３ ０ 秒 の 刺 激 後 に 、 ア ク チ ン
重 合 化 の ピ ー ク を 示 し た こ と を 発 見 し た （ 図 ４ Ａ ） 。 こ の 時 点 で 、 刺 激 し て い な い 細 胞 と
比 較 し た 場 合 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 は ア ク チ ン 重 合 化 に お い て 、 ３ ± ０ ． １ １ （ ｐ ＜
０ ． ０ ０ １ ） 倍 増 加 、 対 し て 対 照 細 胞 に お い て 、 １ ． ５ ± ０ ． ０ ７ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ２ ） 倍
増 加 を 示 し た （ 図 ４ Ａ ） 。 こ れ ら の 結 果 を 踏 ま え 、 本 発 明 者 ら は 、 ト ラ ン ス ウ ェ ル 遊 走 ア
ッ セ イ に て 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ （ １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 勾 配 に 対 す る 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｃ
Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 遊 走 潜 在 能 力 を 調 査 し た 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て
い る 細 胞 は 、 対 照 ベ ク タ ー － 形 質 導 入 細 胞 と 比 較 し た 場 合 、 Ｃ Ｂ に つ い て １ ． ５ ± ０ ． ０
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４ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 倍 、 お よ び Ｍ Ｐ Ｂ に つ い て ２ ． ３ ± ０ ． ３ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ） 倍 の 、
Ｓ Ｄ Ｆ － １ 仲 介 走 化 へ の 応 答 の 有 意 な 増 加 を 示 し た （ 図 ４ Ｂ ） 。 全 て こ れ ら の デ ー タ は 、
ヒ ト 濃 縮 Ｃ Ｄ ３ ４ + 前 駆 細 胞 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現 が 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達
の 増 強 を 示 し 、 細 胞 運 動 性 の 増 加 を 導 く こ と を 示 唆 し て い る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ４ ５ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 は 、 低 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 対 し て 、 よ り 応 答 し や す い
　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現 が 、 低 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 対 し て 、 そ れ ら を よ
り 応 答 し や す く し う る こ と が 仮 定 さ れ た 。 こ れ を 検 証 す る た め に 、 形 質 導 入 細 胞 の イ ン ビ
ト ロ 遊 走 を 、 異 な る Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 対 し て 実 施 し た 。 さ ら に 、 サ イ ト カ イ ン と の 相 乗 効
果 で の 低 濃 度 の ケ モ カ イ ン Ｓ Ｄ Ｆ － １ が 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 増 殖 、 な ら び に ヒ ト お よ
び マ ウ ス 両 方 の 前 駆 細 胞 の 生 存 を 増 強 す る こ と が 示 さ れ た 2 5 - 2 8 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ
４ 過 剰 発 現 細 胞 の 増 殖 に お け る 、 低 濃 度 で の Ｓ Ｄ Ｆ － １ の 効 果 を モ ニ タ し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 験 手 法
　 遊 走 ア ッ セ イ － 先 に 記 述 し た の と 同 様 （ １ ２ ） 。 簡 単 に 記 す と 、 １ ０ ng/mlま た は １ ２
５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の い ず れ か の Ｓ Ｄ Ｆ － １ α を 含 む 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ （ ６ ０ ０ μ
ｌ ） を 、 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｒ 　 ２ ４ － ウ ェ ル ト ラ ン ス ウ ェ ル （ コ ー ニ ン グ （ ポ ア サ イ ズ ５ μ ｍ ）
、 Ｎ Ｙ ） の 下 部 チ ャ ン バ ー に 加 え た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 培 地 中 の １ × １ ０ 5 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ +

細 胞 を 上 部 チ ャ ン バ ー に の せ 、 ３ ７ ℃ に て ４ 時 間 遊 走 を さ せ た 。 遊 走 し て い る 細 胞 を 下 部
チ ャ ン バ ー よ り 回 収 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ を 用 い て 、 ３ ０ 秒 間 計 数 し た 。 対 照 自 発
遊 走 は 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ α な し で 下 部 チ ャ ン バ ー で 実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 増 殖 ア ッ セ イ － ９ ６ 時 間 の 形 質 導 入 プ ロ ト コ ー ル の 後 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 Ｓ Ｄ
Ｆ － １ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 存 在 下 、 ま た は 非 存 在 下 で 、 Ｓ Ｃ Ｆ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Ｆ Ｌ Ｔ
－ ３ Ｌ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び Ｉ Ｌ － ６ 　 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 む 血 清 不 含 培 地 中 で 、 二 重
に 、 ７ 日 間 培 養 し た 。 細 胞 を 毎 日 計 数 し 、 生 存 を 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 に よ っ て 評 価 し た
。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 す で に 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） に て 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細
胞 の 遊 走 は 、 高 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 （ １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で の こ れ ら の 細 胞 の 遊 走 と 同 様 に 、
２ ５ ％ の ピ ー ク レ ベ ル に 達 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 図 ４ Ｂ で 示 す よ う に 、 低 濃 度 の Ｓ Ｄ Ｆ
－ １ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 、 ヒ ト Ｃ Ｂ か ら 単 離 し た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 感 染 細 胞 が 、 そ れ ら の 対
照 ベ ク タ ー － 形 質 導 入 同 等 物 に 比 べ て 、 遊 走 に お い て ２ ． ５ 倍 （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） ま で の 増
加 を 示 し 、 一 方 で 高 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 （ １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で は こ の 増 加 は 有 意 性 が 低 か っ
た （ １ ． ５ 倍 ） 。 同 様 に 、 遊 走 細 胞 の 割 合 が Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 に 関 し て よ り も 非 常 に
低 か っ た に も 関 わ ら ず 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 は 、 １ ２ ５ ｎ ｇ ／
ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 す る ２ 倍 増 加 と 比 較 し て 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ に 対 し て 、
遊 走 に 関 し て 、 ２ ． ６ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ） 倍 の 増 加 を 示 し た （ 図 ４ Ｂ ） 。 さ ら に 、 ７ 日 に わ
た り Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 の 増 殖 を 評 価 し た と こ ろ 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ
３ ４ + 細 胞 が 、 播 種 後 ４ ８ 時 間 で す で に 、 そ の 播 種 し た 量 の ほ と ん ど 二 倍 に な る こ と が 観
察 さ れ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 、 こ の 効 果 は 培 養 中 ７ 日 ま で の 間 見 ら れ う る （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ）
。 し か し な が ら 、 対 照 細 胞 は ５ 日 目 に １ ． ２ ± ０ ． ０ ５ 倍 ま で そ の 細 胞 数 が 増 加 し た だ け
で 、 ７ 日 ま で に 、 播 種 し た 本 来 の 量 以 下 に そ の 数 が 減 少 し た （ 図 ５ Ａ ） 。 特 に 、 こ の Ｃ Ｘ
Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 の 増 殖 効 果 の 増 強 は 、 よ り 高 い （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度
で は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 長 期 の 培 養 が 細 胞 分 化 を 導 き 、 レ ン チ
ウ イ ル ス 形 質 導 入 に 続 く 細 胞 形 質 転 換 の 可 能 性 を 除 外 す る 。 総 合 す る と 、 本 発 明 者 ら の 結
果 は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 に 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現 が 、 低 Ｓ Ｄ
Ｆ － １ 濃 度 に 対 す る そ れ ら の 応 答 を 増 強 し 、 そ れ ら の 運 動 性 お よ び 増 殖 ／ 生 存 の 両 方 を 増
加 さ せ 、 高 濃 度 に は あ ま り 応 答 し な い こ と を 示 し て い る 。
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【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ４ ９ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 は 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 誘 導 脱 感 作 に 対 す る 応 答 性 は 低 い
　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ は 高 濃 度 （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び そ れ 以 上 ） で 最 終 的 に 細 胞 表 面 へ 再 循 環 さ れ
う る 細 胞 表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 分 子 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 介 し た 脱 感 作 お よ び 内 部 化 を 誘 導 す
る こ と が 記 述 さ れ て き た 5 5 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 過 剰 発 現 し て い る
細 胞 に お け る 高 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 の 効 果 を 試 験 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 験 手 法
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 細 胞 表 面 発 現 － Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 １ μ ｇ ／ ｍ
ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ と と も に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 を 、 細 胞 を 抗
ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － Ｐ Ｅ （ １ ２ Ｇ ５ 、 Ｂ Ｄ 　 フ ァ ー ミ ン ゲ ン 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 Ｃ Ａ ） で 標 識
す る こ と に よ り 特 定 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ 、 ベ ク ト ン 　 デ
ィ ッ キ ン ソ ン （ Ｂ Ｄ ） 、 サ ン ジ ョ ゼ 、 Ｃ Ａ ） に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 遊 走 ア ッ セ イ － １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ α を 含 む 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
（ ６ ０ ０ μ ｌ ） を 、 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｒ 　 ２ ４ － ウ ェ ル ト ラ ン ス ウ ェ ル （ コ ー ニ ン グ （ ポ ア サ イ
ズ ５ μ ｍ ） 、 Ｎ Ｙ ） の 下 部 チ ャ ン バ ー に 加 え た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 培 地 中 の １ × １ ０ 5 形 質 導
入 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 上 部 チ ャ ン バ ー に の せ 、 ３ ７ ℃ に て ４ 時 間 遊 走 を さ せ た 。 遊 走 し て
い る 細 胞 を 、 下 部 チ ャ ン バ ー よ り 回 収 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ を 用 い て 、 ３ ０ 秒 間 計
数 し た 。 対 照 自 発 遊 走 は Ｓ Ｄ Ｆ － １ α な し で 下 部 チ ャ ン バ ー で 実 施 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ を 加 え て 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 細 胞 表 面 発 現 に 関 し て 解 析 し た 。 予 想 外 に も 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ
４ 過 剰 発 現 細 胞 で は 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 発 現 が ４ ０ ％ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 減 少 し た だ け で
、 一 方 対 照 細 胞 で は 、 ９ ０ ％ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） ま で レ セ プ タ ー が 内 部 化 し た （ 図 ５ Ｂ ｉ ）
。 こ の 脱 感 作 に つ づ き 、 細 胞 を Ｓ Ｄ Ｆ － １ （ １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） 勾 配 に 向 か う 指 向 性 遊 走
に 関 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 同 様 に ア ッ セ イ し た 。 対 照 細 胞 は Ｓ Ｄ Ｆ － １ 仲 介 遊 走 の 有 意 な （
ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 減 少 を 示 し 、 一 方 で Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 の 遊 走 は ほ と ん ど 影 響 を 受
け な か っ た （ 図 ５ Ｂ ii） 。 こ の こ と は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 内 部 化 が 、 継 続 し て 機 能 的 で あ る レ
セ プ タ ー の 持 続 的 過 剰 発 現 に よ っ て 補 償 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ５ ３ 】
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 は 、 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス の Ｓ Ｒ Ｃ 生 着 を 改 善 す る
　 ヒ ト Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の Ｓ Ｄ Ｆ － １ ／ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 依 存 生 着 に お け る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過
剰 発 現 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 形 質 導 入 前 駆 細 胞 を Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に 移 植 し た
。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 験 手 法
　 マ ウ ス 　 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｌ ｔ Ｓ ｚ － Ｐ ｒ ｋ ｄ ｃ ｓ ｃ ｉ ｄ （ Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） マ ウ ス を 、 先 に
１ ８ に 記 述 し た よ う に 、 交 配 し 、 維 持 し た 。 す べ て の 実 験 は ワ イ ズ マ ン 　 イ ン ス テ ィ チ ュ
ー ト （ Weizmann Institute） の 動 物 ケ ア 委 員 会 に よ っ て 許 可 さ れ た 。 ８ ～ １ ０ 週 齢 の マ ウ
ス に 亜 致 死 的 放 射 を し （ ３ ７ ５ ｃ Ｇ ｙ 、 ６ ０ Ｃ ｏ 供 給 源 よ り ） 、 放 射 ２ ４ 時 間 後 に 、 示 し
た ［ ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ マ ウ ス （ 生 着 ） お よ び ５ × １ ０ 5 細 胞 ／ マ ウ ス （ ホ ー ミ ン グ ） ］ よ う
に 、 ヒ ト 細 胞 を 移 植 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ヒ ト 細 胞 生 着 お よ び ホ ー ミ ン グ － マ ウ ス を 、 移 植 後 ５ 週 間 後 あ た り で 犠 牲 死 さ せ 、 骨 髄
お よ び 脾 臓 細 胞 を 回 収 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 に 再 懸 濁 さ せ た 。 ヒ ト 細 胞 生 着 を 、 特 異 的 抗 ヒ
ト Ｃ Ｄ ４ ５ － Ａ Ｐ Ｃ 　 ｍ Ａ ｂ （ Ｂ Ｄ 　 フ ァ ー ミ ン ゲ ン ） を 用 い て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
（ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ 、 Ｂ Ｄ ） に よ っ て ア ッ セ イ し た 。 系 統 解 析 は 抗 － Ｃ Ｄ １ ９ － Ｐ
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Ｅ （ Ｂ Ｄ 　 フ ァ ー ミ ン ゲ ン ） ま た は 抗 － Ｃ Ｄ ３ ３ － Ｐ Ｅ （ Ｂ Ｄ ） で 染 色 す る こ と に よ っ て
実 施 し た 。 よ り 前 駆 的 な 細 胞 集 団 を 、 抗 － Ｃ Ｄ ３ ８ － Ｐ Ｅ （ Ｂ Ｄ ） と 一 緒 に Ｃ Ｄ ３ ４ － Ａ
Ｐ Ｃ 　 ｍ Ａ ｂ （ Ｂ Ｄ 　 フ ァ ー ミ ン ゲ ン ） を 用 い て 解 析 し た 。 ヒ ト 細 胞 も ま た 、 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現
（ Ｆ Ｌ １ チ ャ ネ ル ） に 関 し て 解 析 し た 。 ヒ ト 血 漿 お よ び マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 使 用 し て 、 Ｆ ｃ レ
セ プ タ ー を ブ ロ ッ ク し た 。 ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 、 お よ び 移 植 を 受 け な か っ た マ ウ ス か ら
得 た 細 胞 を 、 陰 性 対 照 と し て 使 用 し 、 ヒ ト Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 陽 性 対 照 と し て 使 用 し
た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し た 場 合 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 が 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３
４ + 細 胞 に 関 し て 、 ４ ± ０ ． ７ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ） 倍 ま で の マ ウ ス Ｂ Ｍ に お け る ヒ ト 細 胞
の 生 着 の 増 加 を 示 し た こ と を 発 見 し た （ 図 ６ Ａ ｉ ） 。 同 様 に 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞
は 、 脾 臓 の 再 増 殖 を ２ ． ７ ± ０ ． ８ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ） 倍 増 加 す る こ と を 示 し た （ 図 ６ Ａ ii
） 。 興 味 深 い こ と に 、 対 照 ま た は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス に お い て 、
循 環 ヒ ト 細 胞 の 数 に 有 意 差 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ６ Ａ iii） 。 さ ら に 、 Ｃ Ｄ １ ９ お よ び
Ｃ Ｄ ３ ３ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 代 表 的 な Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 染 色 に よ り 、 そ れ ぞ れ リ ン パ 球 お よ び
骨 髄 集 団 へ の 多 系 統 造 血 が 、 も っ と も お そ ら く 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ は Ｐ ｒ ｅ Ｂ 細 胞 増 殖 因 子 で も
あ る の で 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス で 、 よ り Ｂ － 細 胞 リ ン パ 造 血 の 傾
向 を 有 し て （ 図 ６ Ｃ ） 、 マ ウ ス Ｂ Ｍ 中 で 維 持 さ れ る （ 図 ６ Ｂ ） こ と を 示 し て い る 。 さ ら に
、 Ｃ Ｄ ４ ５ + 細 胞 の 平 均 ３ ６ ％ ± １ ９ ％ （ 範 囲 ７ ． ５ ％ ～ ７ ７ ％ ） が Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 す る こ
と が わ か っ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 も ま た 、 骨 髄 お よ び リ ン パ 集 団 の 両 方 で 検
出 さ れ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス は 、 対 照 ベ ク タ ー － 形 質
導 入 細 胞 を 注 射 し た マ ウ ス と 比 較 し て 、 前 駆 Ｃ Ｄ ３ ４ + ／ Ｃ Ｄ ３ ８ - / l o w 細 胞 集 団 の ４ 倍 の
増 加 を 示 し （ 図 ６ Ｄ ） 、 こ れ は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 過 剰 発 現 細 胞 の よ り 高 い 生 着 レ ベ ル が よ り 前
駆 的 な 細 胞 集 団 の 再 増 殖 の 増 加 に よ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 未 熟 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｃ Ｄ ３ ８ － ／ ｌ ｏ ｗ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ＋ 細 胞 の 、 マ ウ ス Ｂ Ｍ お よ び 脾 臓 へ
の ホ ー ミ ン グ は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ／ Ｓ Ｄ Ｆ － １ 相 互 作 用 に 依 存 す る こ と が 先 に 示 さ れ た 1 8 。 し
た が っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 上 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 過 剰 発 現 が 、 亜 致 死 的 放 射 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ
Ｉ Ｄ マ ウ ス の 、 Ｂ Ｍ お よ び 脾 臓 へ の そ れ ら の ホ ー ミ ン グ を 改 善 で き る か ど う か を さ ら に 試
験 し た 。 移 植 ２ 時 間 （ Ｃ Ｂ ） お よ び １ ６ ｈ （ Ｍ Ｐ Ｂ ） 後 の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 が 、
そ れ ら の 対 照 同 等 物 と 比 較 し て 、 脾 臓 へ の ホ ー ミ ン グ に お い て ２ 倍 以 上 の 増 加 を 示 し た （
図 ６ Ｅ ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 差 は 、 Ｂ Ｍ へ の そ れ ら の ホ ー ミ ン グ 能 力 で は 検 出 さ れ
な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 先 に 示 唆 さ れ た よ う に 1 8 、 Ｃ Ｘ Ｃ
Ｒ ４ － 形 質 導 入 細 胞 が Ｂ Ｍ の 再 増 殖 前 に 短 期 間 で 脾 臓 に ホ ー ミ ン グ す る こ と を 示 唆 し て い
る （ 移 植 後 ５ 週 間 ） 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ５ ８ 】
過 剰 発 現 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 抗 原 決 定 基
　 最 初 の 一 組 の 実 験 で 、 本 発 明 者 ら は 、 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ 形 質 導 入 臍 帯 血 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 、 ま た
は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 Ｃ Ｄ ４ ３ ＋ 細 胞 の い ず れ か に 対 し て 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 最 初 の Ｎ － 末 端
細 胞 外 ド メ イ ン 内 に 局 在 す る （ 図 ７ ） 、 ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － ａ 位 の 残 基 ２ ２ ～ ２ ５ に 特 異 的
な ｍ Ａ ｂ 　 ６ Ｈ ８ の 結 合 を 解 析 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 内 因 性 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の み を 発 現 し て い
る Ｇ Ｆ Ｐ （ 対 照 ） 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 が 、 ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 第 二 細 胞 外 ド メ イ
ン に 結 合 す る ｍ Ａ ｂ 　 １ ２ Ｇ ５ に 結 合 す る （ デ ー タ は 示 し て い な い ） に も か か わ ら ず 、 ｍ
Ａ ｂ 　 ６ Ｈ ８ に 結 合 せ ず 、 一 方 で Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 は 、 抗 体 １ ２
Ｇ ５ お よ び ６ Ｈ ８ の 両 方 で 陽 性 に 染 色 さ れ た こ と を 発 見 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｃ Ｘ Ｃ
Ｒ ４ の 過 剰 発 現 が 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 走 化 性 機 能 に お い て 部 分 的 に 役 割 を 果 た す こ と が 示 さ れ た
６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ の 変 質 ま た は 開 裂 を 妨 げ る こ と を 示 唆 し て い る （ Brelot et al, J Biol
.Chem.275:23736-23744） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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　 第 二 組 の 実 験 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 対 照 ま た は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細
胞 い ず れ か を 移 植 し た Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス の Ｂ Ｍ か ら 単 離 し た ヒ ト 細 胞 へ の ６ Ｈ ８ お
よ び １ ２ Ｇ ５ 　 ｍ Ａ ｂ ｓ の 結 合 を 追 っ た （ 図 ８ ） 。 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発
現 細 胞 を 有 す る キ メ ラ マ ウ ス Ｂ Ｍ か ら 単 離 し た ヒ ト 細 胞 が 、 ヒ ト 対 照 細 胞 を 有 す る キ メ ラ
マ ウ ス Ｂ Ｍ に お い て よ り も 、 ６ Ｈ ８ お よ び １ ２ Ｇ ５ の 両 方 に 関 し て よ り 高 い 割 合 の 陽 性 細
胞 を 示 し た こ と を 発 見 し た 。 さ ら に 、 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ を 有 す る 細 胞 が ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ の 明 ら
か な 変 質 を 示 し た 一 方 で 、 Ｇ Ｆ Ｐ を 有 す る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細 胞 に お い て 変 質 は 見 ら れ
ず 、 こ れ は 過 剰 発 現 細 胞 中 の ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ の イ ン ビ ボ に お け る 変 質 も 少 な い こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 は そ の 特 定 の 実 施 態 様 に 関 連 し て 記 述 さ れ て き て い る が 、 多 く の 変 更 、 改 変 お よ
び 変 化 が 当 業 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う こ と が 明 ら か で あ る 。 し た が っ て 、 付 随 す る 請 求 項
の 精 神 お よ び 広 い 目 的 の 範 囲 内 で あ る 、 す べ て の こ れ ら の 変 更 、 改 変 お よ び 変 化 が 包 含 さ
れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 本 明 細 書 内 で 言 及 さ れ た す べ て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出
願 は 、 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 ま た は 特 許 出 願 が 、 参 考 文 献 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 込 ま れ て い
る と 具 体 的 に お よ び 個 々 に 示 唆 さ れ た の と 同 様 の 程 度 で 、 本 明 細 書 内 の 参 考 文 献 に よ っ て
、 そ の す べ て が こ こ に 組 込 ま れ て い る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 内 の 任 意 の 参 考 文 献 の 引 用 ま た
は 同 定 は 、 そ の よ う な 参 考 文 献 が 本 発 明 の 先 行 技 術 と し て 利 用 可 能 で あ る こ と を 承 認 し た
と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 を 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し な が ら 、 例 示 の た め の み で 本 明 細 書 に お い て 記 載 す る 。
図 面 に 対 す る 詳 細 な 以 下 の 具 体 的 な 言 及 に よ り 、 示 さ れ る 特 定 の 内 容 は 、 例 示 の た め 、 お
よ び 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 実 例 の 検 討 を 目 的 と す る に す ぎ ず 、 本 発 明 の 原 理 お よ び
概 念 的 態 様 の 最 も 有 用 か つ 容 易 に 理 解 さ れ る 記 載 と 考 え ら れ る も の を 提 供 す る 過 程 に お い
て 示 さ れ た こ と を 強 調 す る 。 こ れ に 関 連 し 、 本 発 明 の 構 造 的 詳 細 を 、 本 発 明 の 基 本 的 な 理
解 に 必 要 と さ れ る 以 上 に 詳 細 に 示 す 試 み は し て お ら ず 、 本 記 載 内 容 は 、 図 面 と 合 わ せ る と
、 本 発 明 の い く つ か の 形 態 が ど の よ う に し て 実 際 に 具 現 化 さ れ 得 る か が 当 業 者 に 自 明 と な
る 。
【 図 １ 】 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 構 築 物 の 略 図 的 表 示 を 示 す 。 統 合 プ ロ ウ イ ル ス の 相 当 す
る 部 分 の み を 描 写 し て い る 。 Ｅ Ｆ １ － α プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し て 、 対 照 ベ ク タ ー に お け る
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 上 パ ネ ル ） ま た は 実 験 ベ ク タ ー の Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ －
Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ － Ｇ Ｆ Ｐ バ イ シ ス ト ロ ン 性 カ セ ッ ト （ 下 パ ネ ル ） の い ず れ か の 発 現 を 駆 動 す る 。
Ｓ Ｄ ＝ ス プ ラ イ ス 　 ド ナ ー 、 Ｓ Ａ ＝ ス プ ラ イ ス 　 ア ク セ プ タ ー 、 ｐ Ａ ＝ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ
グ ナ ル 、 Ｓ Ｉ Ｎ ＝ 自 己 － 不 活 性 化 ベ ク タ ー 。
【 図 ２ 】 レ ン チ ウ イ ル ス － 形 質 導 入 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 に お け る 、 細 胞 表 面 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発
現 を 示 す 。 モ ッ ク － ま た は レ ン チ ウ イ ル ス 感 染 に 続 い て 、 臍 帯 血 （ Ｃ Ｂ ） お よ び 移 行 末 梢
血 （ Ｍ Ｐ Ｂ ） Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 の み 、 ま た は 抗 － ｈ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － Ｐ Ｅ 抗 体 を
用 い た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 に 付 随 す る Ｇ Ｆ Ｐ の い ず れ か に 関 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ
っ て 解 析 し た 。 Ａ ． デ ー タ は 、 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 代 表 的 な Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 解 析 を 示 す 。 数
字 は 総 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 の 割 合 を 示 す 。 フ ォ ワ ー ド 　 ス カ ッ タ ー ド （ Ｆ Ｓ Ｃ ） は 細 胞 サ イ ズ
の 指 標 で あ る 。 Ｂ ． 結 果 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ を 発 現 し て い る Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細
胞 の 割 合 を 示 し 、 ７ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 示 し て い る 。 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ － 感 染 細
胞 と 比 較 し て 、 ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ １ 。 Ｃ ． Ｇ Ｆ Ｐ 形 質 導 入 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 （
Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ ） ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 照 細 胞 の 細 胞 表 面 （ 上 パ ネ ル ） お よ び 細 胞 内 （ 下 パ ネ
ル ） Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 の 免 疫 蛍 光 検 出 。
【 図 ３ 】 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の コ ロ ニ ー 形 成 前 駆 細 胞 含 量 を 示 す 。 レ ン チ ウ イ
ル ス 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 半 固 体 メ チ ル セ ル ロ ー ス 培 地 中 に 播 種 し た 。 Ａ ．
Ｇ Ｆ Ｐ + コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ Ｃ Ｆ Ｃ ） コ ロ ニ ー を 、 １ ４ 日 目 に 位 相 差 顕 微 鏡 に よ っ て 解 析
し た 。 上 パ ネ ル は 対 照 ベ ク タ ー 形 質 導 入 細 胞 か ら 得 た Ｂ Ｆ Ｕ － Ｅ （ ａ ） お よ び Ｃ Ｆ Ｕ － Ｇ
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Ｍ （ ｂ ） を 示 す 。 下 パ ネ ル は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 形 質 導 入 細 胞 か ら 得 た Ｂ Ｆ Ｕ － Ｅ （ ｃ ） お よ び Ｃ
Ｆ Ｕ － Ｇ Ｍ （ ｄ ） を 示 す 。 代 表 的 な 実 験 を 示 す 。 Ｂ ． デ ー タ は 、 Ｃ Ｆ Ｕ － Ｇ Ｍ お よ び Ｂ Ｆ
Ｕ － Ｅ コ ロ ニ ー の 総 数 を 示 す 。 棒 の 上 の 数 字 は 、 総 コ ロ ニ ー に 対 す る Ｇ Ｆ Ｐ + コ ロ ニ ー の
割 合 を 示 す 。 棒 は 、 ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 示 す 。 Ｇ Ｆ Ｐ － 形 質 導 入 細 胞 の
Ｂ Ｆ Ｕ － Ｅ コ ロ ニ ー と 比 較 し て ＊ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ４ 。 Ｃ ． Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細
胞 を 、 ヒ ト 抗 － Ｃ Ｄ ３ ４ お よ び 抗 － Ｃ Ｄ ３ ８ 　 ｍ Ａ ｂ に よ っ て 標 識 化 し た 。 数 字 は 、 全 集
団 か ら 得 た 陽 性 細 胞 の 割 合 を 示 す 。 ３ 回 の う ち 、 代 表 的 な 実 験 を 示 す 。
【 図 ４ 】 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 に お い て 発 現 し た Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 機 能 を 示 す 。 Ａ ． Ｃ Ｘ Ｃ
Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 示 し た 時 間 Ｓ Ｄ Ｆ － １ （ ３ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で
刺 激 し 、 細 胞 内 Ｆ － ア ク チ ン 含 量 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ っ て 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 未 刺 激 細 胞 と
比 較 し て 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ で の 刺 激 後 に Ｆ － ア ク チ ン 含 量 が 倍 増 加 し た こ と を 示 唆 し て い る 。
デ ー タ は 、 ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 表 す 。 Ｂ ． 示 し た よ う に Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形
質 導 入 Ｃ Ｂ お よ び Ｍ Ｐ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 異 な る Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 向 か う そ れ ら の 遊 走
に 関 し て 、 ト ラ ン ス ウ ェ ル 遊 走 ア ッ セ イ に て 試 験 し た 。 デ ー タ は Ｓ Ｄ Ｆ － １ へ の 遊 走 細 胞
の 割 合 を 示 す 。 棒 は ５ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 表 す 。 １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ
Ｆ － １ で の 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ － 形 質 導 入 細 胞 と 比 較 し て 、 ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ ４ （ Ｃ Ｂ ） 、 ＊ ｐ ＝ ０ ．
０ ３ （ Ｍ Ｐ Ｂ ） 。 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ － １ で の 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ － 形 質 導 入 細 胞 と 比 較 し て
、 ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ （ Ｃ Ｂ ） 、 ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ （ Ｍ Ｐ Ｂ ） 。
【 図 ５ 】 異 な る Ｓ Ｄ Ｆ － １ 濃 度 に 対 す る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 過 剰 発 現 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 応
答 を 示 す 。 Ａ ． レ ン チ ウ イ ル ス 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 Ｓ Ｃ Ｆ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ
ｌ ） 、 Ｆ Ｌ Ｔ － ３ Ｌ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び Ｉ Ｌ － ６ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と の 組 み 合 わ
せ で 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 む 血 清 不 含 条 件 中 で ７ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 結 果 は 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ の 存 在 し な い 状 態 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 と 比 較 し て 、 生 細 胞 の
数 の 倍 増 加 と し て 表 し て い る 。 結 果 は 、 二 重 で 実 施 し た ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ
Ｅ を 表 す 。 Ｂ ． レ ン チ ウ イ ル ス 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｓ Ｄ Ｆ
－ １ と と も に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 （ ｉ ） 免 疫 染 色 に よ っ て Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 発 現 を 、 お よ び
（ ii） ト ラ ン ス ウ ェ ル 遊 走 系 を 用 い て Ｓ Ｄ Ｆ － １ （ １ ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） 誘 導 イ ン ビ ト ロ 中
の 遊 走 を 試 験 し た 。 棒 は 、 二 重 で 実 施 し た ２ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 表 す 。 未
処 理 細 胞 と 比 較 し て ＊ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ （ 黒 棒 ） 。
【 図 ６ 】 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ 再 生 細 胞 （ Ｓ Ｒ Ｃ ） の イ ン ビ ボ で の 多 系 統 分 化 再 構
築 お よ び Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 を 示 す 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ － 形 質 導 入 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 、 亜 致 死 的 放
射 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に 注 射 し た 。 移 植 の ５ 週 間 後 の マ ウ ス を 、 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ － 形 質 導
入 細 胞 と 比 較 し て 、 ヒ ト 再 増 殖 細 胞 の 存 在 に 関 し て 試 験 し た 。 Ａ ． マ ウ ス Ｂ Ｍ （ ｉ ） 、 脾
臓 （ ii） お よ び 末 梢 血 （ Ｐ Ｂ ） （ iii） を 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ 細 胞 の ％ を 検 出 す る Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
解 析 に よ っ て 、 ヒ ト 細 胞 生 着 に 関 し て 解 析 し た 。 棒 は 、 二 重 ま た は 三 重 で 実 施 し た ９ 回 の
独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 表 す 。 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ － 形 質 導 入 細 胞 と 比 較 し て ＊ ｐ ＜ ０ ． ０
０ ５ 。 Ｂ ． 代 表 的 な Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ 移 植 レ シ ピ エ ン ト に お け る ヒ ト Ｓ Ｒ Ｃ の リ ン パ お よ
び 骨 髄 分 化 を 、 そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ １ ９ お よ び Ｃ Ｄ ３ ３ 抗 体 染 色 に よ っ て 示 す 。 数 字 は 、 総 生 集
団 に 対 す る 陽 性 細 胞 の 割 合 を 表 す 。 Ｃ ． Ｂ Ｍ 細 胞 を 、 ヒ ト 特 異 的 パ ン 白 血 球 マ ー カ ー Ｃ Ｄ
４ ５ お よ び Ｂ 細 胞 系 統 分 化 マ ー カ ー Ｃ Ｄ １ ９ で 染 色 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ っ て 解 析 し た 。 数 字
は 、 総 Ｃ Ｄ ４ ５ 集 団 か ら 計 算 し た Ｃ Ｄ １ ９ 細 胞 の 割 合 を 示 す 。 デ ー タ は 代 表 的 な 実 験 を 示
す 。 Ｄ ／ 生 着 マ ウ ス Ｂ Ｍ 細 胞 を ヒ ト 特 異 的 抗 － Ｃ Ｄ ３ ４ お よ び 抗 － Ｃ Ｄ ３ ８ 　 ｍ Ａ ｂ ｓ で
染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 解 析 し た 。 数 字 は 、 始 原 、 未 分 化 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ／ ３
８ － ／ ｌ ｏ ｗ 細 胞 の 割 合 を 示 す 。 デ ー タ は 代 表 的 な 実 験 を 示 す 。 Ｅ ． 濃 縮 、 未 熟 Ｃ Ｄ ３ ４
＋ 細 胞 の 、 脾 臓 へ の ホ ー ミ ン グ を 、 ヒ ト 特 異 的 抗 － Ｃ Ｄ ３ ４ お よ び 抗 － Ｃ Ｄ ３ ８ 　 ｍ Ａ ｂ
ｓ で の 染 色 に よ っ て 、 移 植 １ ６ 時 間 （ Ｍ Ｐ Ｃ ） 後 ま た は ２ 時 間 （ Ｃ Ｂ ） 後 に 決 定 し た 。 棒
は 二 重 で 実 施 し た ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ Ｅ を 表 す 。 対 照 細 胞 と 比 較 し て ＊ ｐ ＜
０ ． ０ ５ 。
【 図 ７ 】 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ の 略 図 的 実 例 を 示 す 。
【 図 ８ 】 Ｃ Ｂ 　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 に お け る Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 が イ ン ビ ボ で ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー

10

20

30

40

50

(31) JP 2007-511219 A 2007.5.10



プ の 変 質 を 防 止 す る こ と を 示 す 。 Ａ ． 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 亜 致 死 的 （ ３ ７ ５ Ｒ ） 放
射 Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に 移 植 し た 。 移 植 の ５ 週 間 後 、 マ ウ ス Ｂ Ｍ を 回 収 し 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ
４ の １ ２ Ｇ ５ ま た は ６ Ｈ ８ エ ピ ト ー プ に 対 し て 陽 性 に 染 色 さ れ た ヒ ト 細 胞 の 存 在 を 解 析 し
た 。 数 字 は 平 均 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 蛍 光 を 表 す 。 Ｂ ． Ｇ Ｆ Ｐ （ 対 照 ） お よ び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 過 剰 発 現 細
胞 の １ ２ Ｇ ５ お よ び ６ Ｈ ８ 　 ｍ Ａ ｂ ｓ で の 染 色 に 続 く 、 Ａ の よ う な 平 均 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ４ 蛍 光 の
代 表 的 な ヒ ス ト グ ラ ム Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 解 析 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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