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(57)【要約】
　本発明は、羊水培地（ＡＦＭ）のような適切な培地を用いたヒト皮膚線維芽細胞サンプ
ルから多分化能幹細胞を増殖させる方法、および、それに続く該細胞の３種の胚葉のいず
れかの細胞へ分化させる方法を提供する。本発明はまた、インビトロで分化することがで
き、さらに得られた細胞がインビボでの遺伝子および／または自己細胞治療の供給源とし
て有用な、皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞からの様々な組織の分化および製造
方法を提供する。また、本明細書において開示された方法により得られた多分化能幹細胞
単離物、多分化能幹細胞培養物、および、多分化能幹細胞培養物から誘導された分化した
細胞もが提供される。このようにして提供された方法、細胞、培養物、培地、バンク、バ
ッチおよびコレクションは、様々な医療、研究、診断および治療用途に用いることができ
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能幹細胞を増殖させる方法であって、ここで該方
法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；および、
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程、
を含む、上記方法。
【請求項２】
　前記培養物中のＣＤ１１７＋多分化能幹細胞の数を、各継代を行った後に決定すること
ができる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ヒト皮膚線維芽細胞培養物が、ＣＤ１１７＋幹細胞の数が多く増えるまでＡＦＭ中
で継代を続けることによって維持される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞が、ＡＦＭ中で少なくとも３、４、５、６、７または８回の継代を受ける、請
求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記増殖させた多分化能幹細胞が、さらに３種の胚葉のいずれかの細胞に分化する、請
求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞が、脂肪組織、肝臓組織、筋肉組織および神経組織に
分化する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、ＣＤ１１７＋細胞の数が少なくとも約
８５％に達したら分化を受ける、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物から得られた単離された多分化能幹細胞であって、ここで該
培養物は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；および、
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程、
を含む方法によって増殖させる、上記細胞。
【請求項９】
　前記培養物中のＣＤ１１７＋多分化能幹細胞の数は、各継代を行った後に決定すること
ができる、請求項８に記載の単離された多分化能幹細胞。
【請求項１０】
　前記ヒト皮膚線維芽細胞培養物が、ＣＤ１１７＋幹細胞の数が多く増えるまでＡＦＭ中
で継代を続けることによって維持される、請求項８に記載の単離された多分化能幹細胞。
【請求項１１】
　前記増殖させた多分化能幹細胞はさらに、３種の胚葉のいずれかの細胞に分化する、請
求項８に記載の単離された多分化能幹細胞。
【請求項１２】
　前記多分化能幹細胞が、脂肪組織、肝臓組織、筋肉組織および神経組織に分化する、請
求項１１に記載の単離された多分化能幹細胞。
【請求項１３】
　前記ヒト皮膚線維芽細胞サンプル由来の細胞が、ＡＦＭ中で少なくとも３、４、５、６
、７または８回の継代を受ける、請求項８に記載の単離された多分化能幹細胞。
【請求項１４】
　前記増殖させた多分化能幹細胞が、ＣＤ１１７＋細胞の数が少なくとも約８５％に達し
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たら分化を受ける、請求項８に記載の単離された多分化能幹細胞。
【請求項１５】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物から多分化能性細胞を胚葉に分化させる方法であって、ここ
で該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に適切な条件下で分化させる
工程、
を含む、上記方法。
【請求項１６】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から脂肪細胞を作製する方法であって、
ここで該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含み、ここで該方法により適切な条件下で脂肪細胞が提供される、上記方法。
【請求項１７】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から肝細胞を作製する方法であって、こ
こで該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含み、ここで該方法により適切な条件下で肝細胞が提供される、上記方法。
【請求項１８】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から筋肉細胞を作製する方法であって、
ここで該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含み、ここで該方法により適切な条件下で筋肉細胞が提供される、上記方法。
【請求項１９】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から神経組織を作製する方法であって、
ここで該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含み、ここで該方法により適切な条件下で神経組織が提供される、上記方法。
【請求項２０】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物から得られた多分化能幹細胞培養物であって、ここで該培養
物は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；および、
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程、
を含む方法によって増殖させる、上記培養物。
【請求項２１】
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　ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細胞培養物から誘導された分化した細胞の
コレクションであって、ここで該分化した細胞は：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞をいずれかの胚葉の細胞に適切な条件下で
分化させること、
により得られる、上記コレクション。
【請求項２２】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から移植片のための自己幹細胞を作製す
る方法であって、ここで該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させた多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させること；
を含み、ここで該方法により適切な条件下で移植片が提供される、上記方法。
【請求項２３】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から移植片を自己再生させる方法であっ
て、ここで該方法は、以下の工程：
　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；
　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　ｃ）増殖させた多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させること；
を含み、ここで該方法により適切な条件下で移植片が提供される、上記方法。
【請求項２４】
　前記移植片が、心臓、膵臓、肝臓、肺、腎臓、皮膚またはその他の体の部分から選択さ
れる臓器の移植である、請求項２２または２３に記載の方法。
【請求項２５】
　必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を用いて肝臓を再建する方法であ
って、ここで該方法は、
　（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって肝組織を作製すること、
ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：
　　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞
を増殖させる工程；
　　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含む方法によって生産され、ここで該方法により適切な条件下で肝組織が提供され；お
よび、
　（ＩＩ）（Ｉ）から得られた肝組織で患者を治療すること、
を含む、上記方法。
【請求項２６】
　必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を用いて肺を再建する方法であっ
て、ここで該方法は、
　（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって肺組織を作製すること、
ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：
　　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞
を増殖させる工程；
　　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含む方法によって生産され、ここで該方法により適切な条件下で肺組織が提供され；お
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よび、
　（ＩＩ）（Ｉ）から得られた肺組織で患者を治療すること、
を含む、上記方法。
【請求項２７】
　必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を用いて腎臓を再建する方法であ
って、ここで該方法は、
　（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって腎臓組織を作製すること
、ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：
　　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞
を増殖させる工程；
　　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含む方法によって生産され、ここで該方法により適切な条件下で腎臓組織が提供され；
および、
　（ＩＩ）（Ｉ）から得られた腎臓組織で患者を治療すること、
を含む、上記方法。
【請求項２８】
　必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を用いて膵臓を再建する方法であ
って、ここで該方法は、
　（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって膵臓組織を作製すること
、ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：
　　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞
を増殖させる工程；
　　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含む方法によって生産され、ここで該方法により適切な条件下で膵臓組織が提供され；
および、
　（ＩＩ）（Ｉ）から得られた膵臓組織で患者を治療すること、
を含む、上記方法。
【請求項２９】
　必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を用いて心臓を再建する方法であ
って、ここで該方法は、
　（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって心臓組織を作製すること
、ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：
　　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞
を増殖させる工程；
　　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
　　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含む方法によって生産され、ここで該方法により適切な条件下で心臓組織が提供され；
および、
　（ＩＩ）（Ｉ）から得られた心臓組織で患者を治療すること、
を含む、上記方法。
【請求項３０】
　必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を用いて皮膚を再建または交換す
る方法であって、ここで該方法は、
　（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって皮膚組織を作製すること
、ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：
　　ａ）羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞
を増殖させる工程；
　　ｂ）ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、
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　　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程；
を含む方法によって生産され、ここで該方法により適切な条件下で皮膚組織が提供され；
および、
　（ＩＩ）（Ｉ）から得られた皮膚組織で患者を治療すること、
を含む、上記方法。
【請求項３１】
　前記ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞が、患者にとって自己由来である、請求項２５～３０
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記ヒト皮膚線維芽細胞サンプルが、再建または交換から１年以内に患者から採取した
ものである、請求項２５～３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　工程（ｂ）における細胞が、工程（ｃ）の前に凍結保存される、請求項２５～３０のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　多分化能幹細胞のコレクションであって、該細胞は、以下の工程：
　ａ）容器中で、羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプ
ルの接種材料の細胞を増殖させる工程；
　ｂ）適切な条件下で、ＡＦＭ中で複数回継代させることによって該細胞を増殖させる工
程；および、
　ｃ）増殖させた適切な密度を有する多分化能幹細胞を収集する工程、
を含む方法によって得られ、それにより該多分化能幹細胞は、インビトロで脂肪細胞、肝
細胞、筋肉細胞または神経細胞に分化することができる、上記コレクション。
【請求項３５】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細胞培養物から誘導された分化した細胞の
コレクションであって、ここで該分化した細胞は：
　ａ）容器（フラスコ）中で、羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維
芽細胞サンプルの接種材料の細胞を増殖させること；
　ｂ）適切な条件下で、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞をＡＦＭ中で複数回継代させること
によって増殖させること；
　ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞をいずれかの胚葉の細胞に適切な条件下で
分化させること；および、
　ｄ）増殖させた適切な密度を有する分化した細胞を収集すること
により得られ、該細胞は、脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞または神経細胞に分化する。
【請求項３６】
　適切な細胞密度を有する多分化能幹細胞のコレクションであって、ここで該多分化能幹
細胞は、羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で適切なサイズにしたヒト皮膚線維芽細
胞サンプルの接種材料を増殖させることによって得られ、ここで該多分化能幹細胞は、イ
ンビトロで脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞または神経細胞に分化することができる、上記コ
レクション。
【請求項３７】
　ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細胞培養物から誘導された適切な細胞密度
を有する分化した細胞のコレクションであって、ここで該分化した細胞は、羊水増殖培地
（ＡＦＭ）を含む培養物中で適切なサイズにしたヒト皮膚線維芽細胞サンプルの接種材料
を増殖させること、および、増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞をいずれかの胚葉の
細胞に分化させることによって得られ、ここで該細胞は、脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞ま
たは神経細胞に分化する、上記コレクション。
【請求項３８】
　前記適切なサイズの接種材料が、約３，０００～５，０００細胞／ｃｍ２の細胞密度を
有し、さらに、増殖させた多分化能幹細胞または分化した細胞の適切密度が、約５０，０
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００～１０，０００，０００細胞／ｃｍ２である、請求項３４～３７のいずれか一項に記
載の多分化能幹細胞または分化した細胞のコレクション。
【請求項３９】
　前記適切なサイズの接種材料が、約３，０００～５，０００細胞／ｃｍ２の細胞密度を
有し、さらに、増殖させた多分化能幹細胞または分化した細胞の適切密度が、約７５，０
００～１２５，０００細胞／ｃｍ２である、請求項３４～３７のいずれか一項に記載の多
分化能幹細胞または分化した細胞のコレクション。
【請求項４０】
　前記適切なサイズの接種材料が、約３，０００～５，０００細胞／ｃｍ２の細胞密度を
有し、増殖させた多分化能幹細胞または分化した細胞の適切密度が、約６００，０００～
１，０００，０００細胞／ｃｍ２である、請求項３４～３７のいずれか一項に記載の多分
化能幹細胞または分化した細胞のコレクション。
【請求項４１】
　前記羊水増殖培地（ＡＦＭ）が、様々な増殖因子を含む、請求項１～４０のいずれか一
項に記載の方法またはコレクション。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００８年５月１２日付けで出願された米国仮出願第６１／０５２，４７８号
、および、２００８年年５月１２日付けで出願された米国仮出願第６１／０７１，６８２
号（これらの全体は、参照により本発明に包含させる）の優先権を主張する。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、適切な培養培地、例えば羊水培地のような培養培地を用いてヒト皮膚線維芽
細胞サンプルから多分化能幹細胞を増殖させ、それにより得られた多分化能幹細胞を３種
の胚葉のいずれかに分化させる方法に関し、加えて、要求に応じて、多分化能幹細胞培養
物およびバンク、多分化能幹細胞、および、上記のもの全ての使用に関し、それらを提供
するものである。
【背景技術】
【０００３】
　近年、ヒト皮膚線維芽細胞は、４種のウイルス遺伝子の形質導入によって誘導多能性幹
（ｉＰＳ）細胞への再プログラムが可能であることが研究により示されている（Ｔａｋａ
ｈａｓｈｉ，ｅｔ　ａｌ．（２００７）．Ｃｅｌｌ．１３１：８６１－８７２；Ｙｕ，ｅ
ｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ．３１８（５８５８）：１９１７－１９２０；Ｐａｒｋ，ｅｔ
　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ．４５１：１４１－１４６）。これらのｉＰＳ細胞は幹細胞の特徴
を有しており、３種全ての胚葉由来の細胞に分化することができるが、このような特性は
多分化能として知られている。しかしながら、多分化能の概念は、これらの細胞の能力と
可能性の程度に関して疑問が持たれていた。従って、レトロウイルス導入による遺伝子変
化を調査しなければならないため、患者に特異的なｉＰＳ細胞の治療的な使用は注意を要
するものと予想される。
【０００４】
　近年、ＭｅｄＰａｇｅ　Ｔｏｄａｙで、成体マウス細胞から遺伝子移入を行わないで多
分化能性幹細胞が作製されたことが報告されている（Ｊｏｈｎ　Ｇｅｖｅｒ編，出版：２
００９年４月２４日。http://www.medpagetoday.com/PublicHealthPolicy/StemCellResea
rch/13892を参照）。Ｚｈｏｕ　Ｈ等の調査に基づく報告によれば、成体マウス細胞は、
遺伝子の代わりに組換え転写因子タンパク質を用いて多分化能性幹細胞に再プログラムで
きることが実証されている（Ｚｈｏｕ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．“Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ”　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　２００９；
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｔｅｍ．２００９．０４．００５を参照）。このような
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形質転換細胞は胚様体を形成することができ、３つの一次胚葉：内胚葉、中胚葉および外
胚葉に特徴的な細胞に分化することができた。
【０００５】
　Ｄｅ　Ｃｏｐｐｉ等（Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２５（１）：１００－１０６（
２００７））による研究では、マウスにおいて、羊水の培養物が非腫瘍形成性の多分化能
幹細胞の棲家となることを示している。またこの研究者は、羊水の培養物は、初期におい
て幹細胞マーカーである多分化能性細胞（ＣＤ１１７＋細胞）を低いレベル（１％）で示
すことも見出している。このような細胞をマイクロビーズで単離した後、それらを３種の
胚葉のいずれかの細胞に分化させることが可能になった。
【０００６】
　Ｄｅ　Ｃｏｐｐｉ等は、ヒト羊水穿刺標本から磁気マイクロスフェアを用いて免疫選択
を行うことによって、幹細胞マーカーを発現するヒトおよびげっ歯類の羊水由来幹（ＡＦ
Ｓ）細胞を単離した。ＡＦＳ細胞を、１５％ＥＳ－ＦＢＳ、１％グルタミン、および、１
％ペニシリン／ストレプトマイシン（ギブコ（Ｇｉｂｃｏ））を含み、１８％のチャング
（Chang）Ｂおよび２％のチャングＣ培地（アーバイン・サイエンティフィック（Ｉｒｖ
ｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ））を補充したα－最小必須培地（α－ＭＥＭ）中で３７
℃で５％ＣＯ２を添加しながら成長させた。ＡＦＳ細胞培養中に補充されたようなチャン
グ培地は、羊水の細胞培養中における血清への要求が少ないことで知られている。Ｃｈａ
ｎｇおよびＪｏｎｅｓは、１０種の増殖促進因子を添加することによって、培地における
血清への要求が少なくなり、さらに、補充された培地は細胞を保存したことを報告した（
Ｐｒｅｎａｔ　Ｄｉａｇｎ．１９８５　Ｓｅｐ－Ｏｃｔ；５（５）：３０５－１２）。し
かしながら、補充された増殖因子が、何世代にもわたり細胞を保存したかどうかは不明で
ある。
【０００７】
　初期の出版物でも、Ｃｈａｎｇ等（Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，
１９８２　Ａｕｇ；７９（１５）：４７９５－９）は、ホルモン添加培地中で成長させた
ヒト羊水細胞の安定性を報告している。Ｃｈａｎｇ等は、ヒト羊水細胞増殖を改善し、外
部から添加された血清に対する依存性を減少させるための新しい添加培地の開発について
述べている。チャング培地は、Ｈｅｐｅｓ、抗生物質および１０種の成長促進因子が補充
されたハム（Ｈａｍ）Ｆ１２培地とダルベッコ改変イーグル培地との混合物（４％ウシ胎
児血清）を含む（Ｃｈａｎｇ等，表１を参照）。チャング培地の組成（チャング培地（Ｃ
ＨＡＮＧ　ＭＥＤＩＵＭ（Ｒ））、アーバイン・サイエンティフィック）には、チャング
Ｃ培地の処方が示されており、所定量のステロイドホルモンが含まれている。しかしなが
ら、チャング培地（Ｒ）中の増殖因子は、羊水培地中での多分化能性細胞の増殖において
何らかの役割を果たしているのかどうかは不明である。
【０００８】
　Ｋｉｍ等（Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆ．４０：７５－９０（２００７））は、ヒト羊水（
ＨＡＦ）からの線維芽細胞型の細胞の単離、加えて、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、０．１
ｍｇ／ｍｌストレプトマイシン（ギブコ）、３．７ｍｇ／ｍｌ炭酸水素ナトリウム、１０
ｎｇ／ｍｌ上皮増殖因子（ＥＧＦ）（ペプロテック（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ），ニュージャ
ージー州プリンストン）、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）（ギブコ）が添加されたダルベ
ッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）（ギブコ，ニューヨーク州グランドアイランド）を含
む培地での継代培養を報告している。培養開始から７日後に、培地を新しい培地で交換し
、その後は２回／週で交換した。８回継代したＨＡＦ由来線維芽細胞型の細胞には幹細胞
が含まれており、これを分化実験に用いた。
【０００９】
　Ｃｒｉｇｌｅｒ等（ＦＡＳＥＢ　Ｊ．２１（９）：２０５０－２０６３（２００７））
は、マウス真皮に少数の多分化能性細胞（ＣＤ１１７＋細胞）が存在することを示し、さ
らにこれらの細胞は、新生児マウスの真皮から分画遠心分離でのシークエンスによって繰
り返し単離することができ、表皮への分化に利用することができることを示唆した。
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【００１０】
　近年、Ｍｏｔｏｈａｓｈｉ等は、マウスの皮膚から単離したメラニン芽細胞は多分化能
と自己再生能力を有していることを報告している。マウスの皮膚から単離したメラニン芽
細胞は、ニューロン、グリア細胞、平滑筋細胞およびメラニン細胞に分化した。このよう
な細胞の分化は、アンタゴニストＡＣＫ２によって阻害された（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ．
Ａｐｒｉｌ　２００９，２７（４）：８８８－９７）。
【００１１】
　女性の骨髄から収集された幹細胞は、ドナーから得た気管から剥ぎ取った断片を女性の
体に住み着かせ、うまく女性の体に移植させるために用いられてきた（Ａｎｄｙ　Ｃｏｇ
ｈｌａｎ，ＮｅｗＳｃｉｅｎｔｉｓｔ，“Ｗｏｍａｎ　ｒｅｃｅｉｖｅｓ　ｗｉｎｄｐｉ
ｐｅ　ｂｕｉｌｔ　ｆｒｏｍ　ｈｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ”，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　１
９，２００８を参照、また、以下のリンクも参照：http://www.newscientist.com/articl
e/dn16072-woman-receives-windpipe-built-from-her-stem-cells.html）。
【００１２】
　ヒトの月経血から誘導された幹細胞は、マウスにおいて血流が制限された手足の衰えを
防ぐことが報告されている（Ａｌｉｓｏｎ　Ｍｏｔｌｕｋ，ＮｅｗＳｃｉｅｎｔｉｓｔ，
“Ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　ｍｅｎｓｔｒｕａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｓａｖｅ　ｌｉ
ｍｂｓ”，Ａｕｇｕｓｔ　１９，２００８を参照、また、以下のリンクも参照：http://w
ww.newscientist.com/article/dn14559-stem-cells-from-menstrual-blood-save-limbs.h
tml）。また研究者等は、月経血から得られた細胞は再生能があるとも考えている（Ｍｕ
ｒｐｈｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ，６：４５，Ａｕｇｕｓｔ　１９，２００８を参照）。
【００１３】
　Ｓｔｅｖｅｎｓ等（Ｓｔｅｖｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｌａｂ　Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｃ；８
４（１２）：１６０３－９，２００４を参照）は、妊娠中に発達した胎児細胞は母親の血
液および組織中で数十年生存し続けることが可能であることを報告している。血中を循環
する幹細胞は、ドナー由来の肝細胞と共に肝再生を起こすことができることが研究により
見出された。より具体的に言えば、雄の乳児を有する母親の肝臓中に雄の細胞が見出され
、これらの細胞は、肝細胞の抗原を発現した。この研究によって、幹細胞からの臓器再生
に関する自然状態での基準が示された。しかしながら、Ｓｔｅｖｅｎｓ等は、ヒト皮膚線
維芽細胞サンプル中の多分化能幹細胞を増殖させ、分化させることが可能かどうか、およ
び、望ましい臓器の再生に利用可能かどうかについては検討していない。どちらかといえ
ば、Ｓｔｅｖｅｎｓはただ自然現象を立証したに過ぎない。
【００１４】
　臍帯血は幹細胞を含むことがわかっており、臍帯血バンクが開設されている。
【００１５】
　しかしながら、自己移植による治療を可能にするために、組換え遺伝子またはタンパク
質転移を必要とすることなく男女両方の幹細胞を得るためのアプローチを提供する必要が
未だある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Takahashi,et al.(2007).Cell.131: 861-872; Yu,et al.Science.318(5
858): 1917-1920; Park,et al.Nature.451: 141-146
【非特許文献２】MedPage Today(John Gever編, 出版：２００９年４月２４日)
【非特許文献３】Zhou H, et al. “Generation of induced pluripotent stem cells us
ing recombinant proteins” Cell Stem Cell 2009; DOI: 10.1016/j.stem.2009.04.005
【非特許文献４】De Coppi et al.Nat Biotechnol. 25(1):100-106 (2007)
【非特許文献５】Prenat Diagn. 1985 Sep-Oct;5(5):305-12
【非特許文献６】Chang et al.Proc Natl Acad Sci USA, 1982 Aug;79(15):4795-9
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【非特許文献７】Kim et al.Cell Prolif. 40: 75-90 (2007)
【非特許文献８】Crigler et al.FASEB J. 21(9): 2050-2063 (2007)
【非特許文献９】Stem Cells. April 2009, 27(4):888-97
【非特許文献１０】Andy Coghlan,NewScientist, “Woman receives windpipe built fro
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【発明の概要】
【００１７】
　本発明は、適切な培地、例えば羊水培地（ＡＦＭ）およびその他の培地、および、本明
細書において開示された様々な増殖因子、および、それに続く３種の胚葉のいずれかの細
胞への分化を用いて、最初の単離を必要とすることなく、あらゆる人種（例えば、アフリ
カ系アメリカ人およびコーカソイドの、女性および男性のソース）の男女両方のヒト皮膚
線維芽細胞サンプルから多分化能幹細胞を増殖させる最初の方法を提供する。多分化能性
細胞のような希少な細胞型を、最初に単離することなく成長させることができたことは驚
くべきことであり、かつ予想外であったが、これはなぜなら、培養中に、特に複数回継代
させる際に能力を有さない線維芽細胞などの他の細胞型がこのような希少な細胞型を壊滅
させてしまう可能性があると考えられていたためである。また本明細書において開示され
た方法は、細胞への遺伝子またはウイルス形質導入を必要としない、このような多分化能
幹細胞生産の強化も可能にする。開示された方法の効率のために、各個体由来の幹細胞を
得て増殖させることができ、それにより、組織および臓器の移植と補充、組織および臓器
の再生、ならびに、組織および臓器の交換などを含む、自己の幹細胞またはそれ以外の型
の適合した幹細胞による治療を可能にする。本発明より以前は、治療現場において、一般
の人々にとってこのようなものは決して実用的なものではなかった。本発明はまた、イン
ビトロでの遺伝子経路と、細胞分化における、およびその最中のそれらの影響とを評価す
るためのモデル系も提供する。
【００１８】
　本発明は、一般的に、適切な培地を用いて、例えば様々な増殖因子を含む羊水培地（Ａ
ＦＭ）およびその他の培地を用いてヒト皮膚線維芽細胞サンプルから多分化能幹細胞を増
殖させる方法に関し、多分化能幹細胞の３種の胚葉のいずれかの細胞への分化を可能にす
る。
【００１９】
　本発明はまた、本明細書において開示された方法により得られた多分化能幹細胞単離物
、多分化能幹細胞培養物、および、多分化能幹細胞培養物から誘導された分化した細胞を
提供する。
【００２０】
　一実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能幹細胞を増殖
させる方法を提供するものであり、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培地（例え
ば羊水培地（ＡＦＭ））を用いてヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；
ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによ
って該細胞を増殖させる工程；ｃ）培養物中のＣＤ１１７＋幹細胞の数を決定する工程；
および、ｄ）ＣＤ１１７＋幹細胞の数が多く増えるまでＡＦＭ中で継代を続けることによ
って、ヒト皮膚線維芽細胞培養物を維持する工程を含む。
【００２１】
　その他の実施態様において、本発明は、上記で説明した方法を提供するものであり、こ
こで該方法は、増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を３種の胚葉のいずれかの細胞に
分化させることをさらに含む。このようなＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、要求に応じて
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、脂肪組織、肝臓組織、筋肉組織および神経組織に分化させることができる。
【００２２】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルから得られた多分
化能幹細胞単離物を提供するものであり、ここで該培養物は、以下の工程を含む方法によ
って増殖させる：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維
芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好まし
くは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；ｃ）培養物中の
ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞の数を決定する工程；および、ｄ）ＣＤ１１７＋多分化能幹
細胞が多く増えるまでＡＦＭ中で継代を続けることによって、ヒト皮膚線維芽細胞培養物
を維持する工程。
【００２３】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞サンプル中の多分化能幹細
胞を増殖させる方法を提供するものであり、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培
地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖さ
せる工程；および、ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）
継代させることによって該細胞を増殖させる工程を含む。培養物中のＣＤ１１７＋多分化
能幹細胞の数は、各継代を行った後に決定することができる。その他の実施態様において
、ヒト皮膚線維芽細胞培養物は、ＣＤ１１７＋幹細胞の数が多く増えるまでＡＦＭ中で継
代を続けることによって維持される。
【００２４】
　その他の実施態様において、増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、３種の胚葉の
いずれかの細胞に分化させることができる。このようなＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、
例えば脂肪組織、肝臓組織、筋肉組織および神経組織に分化させることができる。
【００２５】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物から得た多分化能幹
細胞単離物を提供するものであり、ここで該培養物は、以下の工程を含む方法によって増
殖させる：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞
サンプルの細胞を増殖させる工程；および、ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ま
しくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程。培養物中のＣ
Ｄ１１７＋多分化能幹細胞の数は、必要に応じて、各継代を行った後に決定することがで
きる。ヒト皮膚線維芽細胞培養物は、ＣＤ１１７＋幹細胞の数が多く増えるまでＡＦＭ中
で継代を続けることによって維持することができる。
【００２６】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物から得られた多分化
能幹細胞単離物を提供するものであり、ここで該培養物は、以下の工程を含む方法によっ
て増殖させる：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽
細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；および、ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、
好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程。このよう
な増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、３種の胚葉のいずれかの細胞に分化させる
ことができる。このようなＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、脂肪組織、肝臓組織、筋肉組
織および神経組織に分化させることができ、それにより自己移植、再生および交換が可能
になる。
【００２７】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物から多分化能性細胞
を胚葉の細胞に分化させる方法を提供し、自己移植、再生および交換を可能にするもので
あり、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））
中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１
回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工
程；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を望ましい胚葉の細胞に適切な
条件下で分化させる工程を含む。
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【００２８】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞
から脂肪組識を作製する方法を提供し、自己移植、再生および交換を可能にするものであ
り、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中
で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回
より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程
；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を所定胚葉の細胞に分化させる工
程；を含み、ここで該方法により適切な条件下で脂肪組識が提供される。
【００２９】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞
から肝組織を作製する方法を提供し、自己移植、再生および交換を可能にするものであり
、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で
、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回よ
り多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；
および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を所定胚葉の細胞に分化させる工程
；を含み、ここで該方法により適切な条件下で肝組織が提供される。
【００３０】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞
から筋肉組織を作製する方法を提供し、自己移植、再生および交換を可能にするものであ
り、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中
で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回
より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程
；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を所定胚葉の細胞に分化させる工
程；を含み、ここで該方法により適切な条件下で筋肉組織が提供される。
【００３１】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞
から神経組織を作製する方法を提供し、自己移植、再生および交換を可能にするものであ
り、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中
で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回
より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程
；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を所定胚葉の細胞に分化させる工
程；を含み、ここで該方法により適切な条件下で神経組織が提供される。
【００３２】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物から得られた多分化
能幹細胞培養物を提供するものであり、ここで該培養物は、以下の工程を含む方法によっ
て増殖させる：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽
細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；および、ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、
好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程。
【００３３】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化した細胞の収集物（collection、コレクション）を提供し、
自己移植、再生および交換を可能にするものであり、ここで該分化した細胞は、ａ）適切
な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増
殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代
させることによって該細胞を増殖させる工程；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分
化能幹細胞を望ましい胚葉の細胞に適切な条件下で分化させる工程により得られる。
【００３４】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化した脂肪細胞の収集物を提供し、自己移植、再生および交換
を可能にするものであり、ここでこの分化した細胞は、ａ）適切な培地（例えば羊水増殖
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培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させること；ｂ）ＡＦ
Ｍ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細
胞を増殖させること；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を脂肪細胞に
適切な条件下で分化させることにより得られる。
【００３５】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化肝細胞の収集物を提供し、自己移植、再生および交換を可能
にするものであり、ここでこの分化した細胞は、ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（
ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させること；ｂ）ＡＦＭ中で
複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増
殖させること；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を肝細胞に適切な条
件下で分化させることにより得られる。
【００３６】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化した筋肉細胞の収集物を提供し、自己移植、再生および交換
を可能にするものであり、ここでこの分化した細胞は、ａ）適切な培地（例えば羊水増殖
培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させること；ｂ）ＡＦ
Ｍ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細
胞を増殖させること；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を筋肉細胞に
適切な条件下で分化させることにより得られる。
【００３７】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化した神経組織の収集物を提供し、自己移植、再生および交換
を可能にするものであり、ここでこの分化した細胞は、ａ）適切な培地（例えば羊水増殖
培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させること；ｂ）ＡＦ
Ｍ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細
胞を増殖させること；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を神経組織に
適切な条件下で分化させることにより得られる。
【００３８】
　その他の実施態様において、本発明は、必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能
幹細胞を用いて肝臓を再建する方法を提供するものであり、ここで該方法は：（Ｉ）ＣＤ
１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって肝組織を作製すること、ここで該ＣＤ
１１７＋細胞は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、
ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より
多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；お
よび、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程を含む
方法によって生産され；ここで該方法により適切な条件下で肝組織が提供され；および、
（ＩＩ）（Ｉ）から得られた肝組織で患者を治療すること、を含む。その他の実施態様に
よれば、工程（ｂ）における細胞は、工程（ｃ）の前に凍結保存される。
【００３９】
　その他の実施態様において、本発明は、必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能
幹細胞を用いて肺を再建する方法を提供するものであり、ここで該方法は：（Ｉ）ＣＤ１
１７＋多分化能性細胞を分化させることによって肺組織を作製すること、ここで該ＣＤ１
１７＋細胞は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒ
ト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多
く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；およ
び、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程を含む方
法によって生産され；ここで該方法により適切な条件下で肺組織が提供され；および、（
ＩＩ）（Ｉ）から得られた肺組織で患者を治療すること、を含む。その他の実施態様によ
れば、工程（ｂ）における細胞は、工程（ｃ）の前に凍結保存される。
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【００４０】
　その他の実施態様において、本発明は、必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能
幹細胞を用いて腎臓を再建する方法を提供するものであり、ここで該方法は：（Ｉ）ＣＤ
１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって腎臓組織を作製すること、ここで該Ｃ
Ｄ１１７＋細胞は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で
、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回よ
り多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；
および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程を含
む方法によって生産され；ここで該方法により適切な条件下で腎臓組織が提供され；およ
び、（ＩＩ）（Ｉ）から得られた腎臓組織で患者を治療すること、を含む。その他の実施
態様によれば、工程（ｂ）における細胞は、工程（ｃ）の前に凍結保存される。
【００４１】
　その他の実施態様において、本発明は、必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能
幹細胞を用いて膵臓を再建する方法を提供するものであり、ここで該方法は：（Ｉ）ＣＤ
１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって膵臓組織を作製すること、ここで該Ｃ
Ｄ１１７＋細胞は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で
、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回よ
り多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；
および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程を含
む方法によって生産され；ここで該方法により適切な条件下で膵臓組織が提供され；およ
び、（ＩＩ）（Ｉ）から得られた膵臓組織で患者を治療すること、を含む。その他の実施
態様によれば、工程（ｂ）における細胞は、工程（ｃ）の前に凍結保存される。
【００４２】
　その他の実施態様において、本発明は、必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能
幹細胞を用いて心臓を再建する方法を提供するものであり、ここで該方法は：（Ｉ）ＣＤ
１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって心臓組織を作製すること、ここで該Ｃ
Ｄ１１７＋細胞は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で
、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回よ
り多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；
および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させる工程を含
む方法によって生産され；ここで該方法により適切な条件下で心臓組織が提供され；およ
び、（ＩＩ）（Ｉ）から得られた心臓組織で患者を治療すること、を含む。その他の実施
態様によれば、工程（ｂ）における細胞は、工程（ｃ）の前に凍結保存される。
【００４３】
　その他の実施態様において、本発明は、必要としている患者に、ＣＤ１１７＋多分化能
幹細胞を用いて皮膚を再建または交換する方法を提供するものであり、ここで該方法は：
（Ｉ）ＣＤ１１７＋多分化能性細胞を分化させることによって皮膚組織を作製すること、
ここで該ＣＤ１１７＋細胞は、以下の工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦ
Ｍ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数
回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継代させることによって該細胞を増殖さ
せる工程；および、ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させ
る工程を含む方法によって生産され；ここで該方法により適切な条件下で皮膚組織が提供
され；および、（ＩＩ）（Ｉ）から得られた皮膚組織で患者を治療すること、を含む。そ
の他の実施態様によれば、工程（ｂ）における細胞は、工程（ｃ）の前に凍結保存される
。
【００４４】
　その他の実施態様において、本発明は、以下の工程：ａ）容器中で、羊水増殖培地（Ａ
ＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの接種材料の細胞を増殖させる工
程；ｂ）ＡＦＭ中で適切な条件下で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）
継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、ｃ）増殖させた適切な密度を
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有する多分化能幹細胞を収集する工程を含む方法によって得られた多分化能幹細胞の収集
物を提供するものであり、それにより該多分化能幹細胞は、インビトロで脂肪細胞、肝細
胞、筋肉細胞または神経細胞に分化することができる。
【００４５】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化した細胞の収集物を提供するものであり、ここで該分化した
細胞は：ａ）容器（フラスコ）中で、羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で、ヒト皮
膚線維芽細胞サンプルの接種材料の細胞を増殖させる工程；ｂ）ＣＤ１１７＋多分化能幹
細胞を、ＡＦＭ中で、適切な条件下で、複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３
回）継代させることによって増殖させること；ｃ）増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細
胞をいずれかの胚葉の細胞に適切な条件下で分化させること；および、ｄ）増殖させた適
切な密度を有する分化した細胞を収集することにより得られ、ここで該細胞は、脂肪細胞
、肝細胞、筋肉細胞または神経細胞に分化する。
【００４６】
　その他の実施態様において、本発明は、羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で適切
なサイズにしたヒト皮膚線維芽細胞サンプルの接種材料を増殖させることによって得られ
た適切な細胞密度を有する多分化能幹細胞の収集物を提供するものであり、ここで該多分
化能幹細胞は、インビトロで脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞または神経細胞に分化すること
ができる。
【００４７】
　その他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細
胞培養物から誘導された分化した細胞の適切な細胞密度を有する収集物を提供するもので
あり、ここで該分化した細胞は、羊水増殖培地（ＡＦＭ）を含む培養物中で適切なサイズ
にしたヒト皮膚線維芽細胞サンプルの接種材料を増殖させること、および、増殖させたＣ
Ｄ１１７＋多分化能幹細胞をいずれかの胚葉の細胞に分化させることによって得られ、こ
こで該細胞は、脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞または神経細胞に分化する。
【００４８】
　本発明の一形態によれば、適切なサイズの接種材料は、約３，０００～約５，０００細
胞／ｃｍ２の細胞密度を有し、さらに、増殖させた多分化能幹細胞または分化した細胞の
適切な密度または最終的な密度は、約５０，０００～１０，０００，０００細胞／ｃｍ２

個であるか、またはそれより大きい。
【００４９】
　本発明のその他の形態によれば、適切なサイズの接種材料は、約３，５００、４，００
０、または、４，５００細胞／ｃｍ２の細胞密度を有し、さらに、増殖させた多分化能幹
細胞または分化した細胞の適切な密度または最終的な密度は、約７５，０００～約１００
，０００、約１２５，０００、約１５０，０００、約２００，０００、約３００，０００
、約４００，０００、約５００，０００、約６，００，０００、約７００，０００、約８
００，０００、約９００，０００、約１，０００，０００、約２，０００，０００、約３
，０００，０００、約４，０００，０００、約５，０００，０００、約６，０００，００
０、約７，０００，０００、約８，０００，０００、約９，０００，０００、または、約
１０，０００，０００細胞／ｃｍ２個であるか、またはそれより大きい。
【００５０】
　その他の実施態様によれば、羊水細胞は、ＡＦＭ中で約２ヶ月またはそれより長く継代
される。
【００５１】
　その他の実施態様によれば、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞は、ＡＦＭ中で複数回
の継代を受け、例えば少なくとも３、４、５、６、７、８回またはそれより多くの継代を
受ける。
【００５２】
　その他の実施態様によれば、ＣＤ１１７＋細胞の数が望ましい数に達したら、例えば少
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なくとも約８５％に達したら、増殖させたＣＤ１１７＋多分化能幹細胞を分化させる。
【００５３】
　その他の実施態様によれば、上記移植は、心臓、膵臓、肝臓、肺、腎臓、皮膚またはそ
の他の体の部分から選択される臓器の移植である。
【００５４】
　その他の実施態様によれば、ＣＤ１１７＋多分化能幹細胞は、患者にとって自己由来で
ある。
【００５５】
　その他の実施態様によれば、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルは、再建または交換から１年
以内に患者から採取したものである。
【００５６】
　その他の実施態様によれば、羊水増殖培地（ＡＦＭ）は、様々な増殖因子を含む。
【００５７】
　このようにして提供された方法、細胞、培地、培養物、バッチ、バンク、収集物および
様々な増殖因子は、様々な医療、研究、診断および治療用途に用いることができる。
【００５８】
　また本発明に係る方法は、細胞分化における、および、その最中のインビトロでの遺伝
子経路およびそれらの影響を評価するためのモデル系としても使用できる。
【００５９】
　特に他の定義がない限り、本明細書において文法上様々な形態で用いられる全ての専門
用語や科学用語は、本発明が属する分野の当業者によって一般的に理解されている意味と
同様の意味を有する。本発明の実施または試験において、本明細書において説明された方
法および材料と同様の方法および材料を用いることができるが、以下で好ましい方法およ
び材料を説明する。対立が生じた場合、本発明の明細事項（定義を含む）を優先すること
とする。加えて、これらの材料、方法および実施例は単に説明のためであって、限定する
ものではない。
【００６０】
　本発明のさらなる特徴、目的、利点および形態は、以下に記載された請求項および詳細
な説明で容易に確認できる。しかし当然のことながら、詳細な説明および特定の実施例は
本発明の好ましい形態を示しているが、単に一例として示されただけであり、本発明の本
質および範囲内の様々な変更および改変は、当業者であればこの詳細な説明から明らかに
なると予想される。
【図面の簡単な説明】
【００６１】
【図１】図１は、バックアップ用羊水サンプルの脂肪生成および神経の分化の結果を示す
代表的な図である。ａ：４８０倍における代表的な脂肪細胞の位相コントラストを示す図
；ｂ：４８０倍におけるネスチンで染色したピラミッド型の神経細胞の代表的な図；ｃ：
４８０倍におけるネスチンで染色した双極神経細胞の代表的な図；ｃ：４８０倍における
ネスチンで染色した多極神経細胞の代表的な図である。
【図２】図２は、初期の線維芽細胞培養物の特徴を示す図である。ａ，ｂ：分化試験直前
のＣＤ１１７＋細胞の位相コントラストおよび蛍光を示す代表的な図（１０００倍）；（
全てのＣＤ１１７＋細胞を示す）ｃ，ｄ：これも分化試験直前の、ＮＡＮＯＧで核染色し
た場合の代表的な蛍光を示す図である（ｃ：２００倍、ｄ：４００倍）。
【図３】図３は、羊水由来の分化した細胞、および、様々な年齢群に属する個体から得ら
れた皮膚線維芽細胞である。４００倍で撮影された代表的なＤＩＣ図である。
【図４】図４は、９６歳のヒトの皮膚線維芽細胞サンプル由来の分化した細胞である。ａ
：オイルレッド（Ｏｉｌ　ｒｅｄ）Ｏで染色した脂肪細胞の代表的な図（２００倍）；ｂ
，ｃ：ＦＩＴＣ結合レプチンで染色した脂肪細胞のＤＩＣおよび蛍光を示す図（４００倍
）；ｄ：ヘマトキシリン＆エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した肝組織（４８０倍）の代表的な
図；ｅ，ｆ：ＦＩＴＣ結合ＣＫ１８で染色した肝細胞の位相コントラストおよび蛍光を示
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す図（２００倍）；ｇ：Ｈ＆Ｅで染色した筋肉組織の代表的な図（４８０倍）；ｈ，ｉ：
ＦＩＴＣ結合デスミンで染色した筋肉細胞の位相コントラストおよび蛍光を示す図（２０
０倍）；ｊ，ｋ：ＦＩＴＣ結合ＮＦＭで染色した神経細胞の位相コントラストおよび蛍光
を示す図（２００倍）；ｌ，ｍ：ＦＩＴＣ結合ネスチンで染色した神経細胞の位相コント
ラストおよび蛍光を示す図である（２００倍）。
【図５】図５は、ＡＦＭ中で成長させた未分化した細胞（５ａ）、または、ＢＨＡ、Ｎ２
、ＥＳ－ＦＣＳ－Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、Ｌ－グルタミン、ＮＧＦおよびｂＦＧＦを補充し
たニューロジェニック培地（Ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ－Ｍｅｄｉｕｍ）２ＤＭＥＭ／Ｆ－１
２中で成長させた分化した細胞（５ｂおよび５ｃ）、または、ＢＨＡを含まないニューロ
ジェニック培地２中で成長させた分化した細胞（５ｄ）を示す。全ての顕微鏡写真機によ
る写真は、１０倍の位相コントラストで撮影された。
【発明を実施するための形態】
【００６２】
　本発明は、ここで、単離、ウイルス形質導入、組換え遺伝子またはタンパク質転移を行
う必要のない、洗練されかつ効率的な、多分化能幹細胞を得る方法を提供する。この方法
では、細胞培養および／または組織サンプルからの幹細胞を得て、それらを増殖させるた
めの培養条件が用いられる。様々な年齢群からの線維芽細胞サンプルの公共的に利用可能
なサンプルを、コーリエル・セル・レポジトリー（Ｃｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏ
ｓｉｔｏｒｙ，ニュージャージー州キャムデン）から得た。本明細書において開示された
適切な培養条件下で、これら全ての凍結サンプルから、３種の生殖細胞系のいずれか、具
体的には脂肪生成細胞、肝細胞、筋原細胞および神経細胞いずれかに由来する細胞の形態
学的な外観を有する細胞に分化することが可能な膨大な数の多分化能性細胞が得られた。
本発明はまた、インビトロで分化することができる皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性
細胞からの様々な組織への分化および製造方法、本明細書において開示された方法により
得られた多分化能幹細胞単離物、多分化能幹細胞培養物、および、多分化能幹細胞培養物
から誘導された分化した細胞を提供する。
【００６３】
　本発明はまた、あらゆる人種の男女両方のヒト皮膚線維芽細胞サンプル中の多分化能幹
細胞を提供し、ここでこのような多分化能幹細胞は、増殖させ、分化させることができ、
さらに、望ましい組織および臓器の再生、再発生（ｒｅｃｒｅａｔｉｏｎ）、再増殖およ
び／または再構築に使用することができる。例えば、一実施態様において、本発明は、組
織／臓器の移植、交換または補充として使用するための、組織再生のために増殖させた多
分化能幹細胞に基づく自己移植による治療を提供する。
【００６４】
　その他の実施態様において、本発明は、自己免疫疾患において、組織再生に関する障害
の治療において、および、宿主に長期にわたる免疫抑制作用を与えて宿主の免疫系による
移植片拒絶反応を防ぐために、移植片として使用するための自己幹細胞を作製する方法お
よびそれらの治療用途を提供する。
【００６５】
　その他の実施態様は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能性細胞から移植のための
自己幹細胞を作製する方法を提供するものであり、ここで該方法は、以下の工程：ａ）適
切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルの細胞を
増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なくとも３回）継
代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、ｃ）増殖させた多分化能幹細胞
を胚葉の細胞に分化させること；を含み、ここで該方法により適切な条件下で移植片が提
供される。
【００６６】
　さらにその他の実施態様において、本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞培養物中の多分化能
性細胞から移植片を自己再生させる方法を提供するものであり、ここで該方法は、以下の
工程：ａ）適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で、ヒト皮膚線維芽細胞サン
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プルの細胞を増殖させる工程；ｂ）ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ましくは少なく
とも３回）継代させることによって該細胞を増殖させる工程；および、ｃ）増殖させた多
分化能幹細胞を胚葉の細胞に分化させること；を含み、ここで該方法により適切な条件下
で移植片が提供される。このような移植片は、心臓、膵臓、肝臓、肺、腎臓、皮膚または
その他の体の部分から選択される臓器の移植片の細胞であってもよい。また移植は、中枢
神経および末梢神経を含む神経系の再生にも使用できる。
【００６７】
　一実施態様によれば、３人の患者サンプルから得られた２ヶ月より長い期間継代させた
羊水細胞から、多数のＣＤ１１７＋細胞が得られた。これらの細胞は、神経および脂肪組
識に分化することができた。さらに、適切な培地（例えば羊水増殖培地（ＡＦＭ））中で
のヒト皮膚線維芽細胞の培養の長期培養もまた、多数のＣＤ１１７＋細胞が得られた。そ
の他の適切な培地も本明細書に記載された教示に従って使用できる可能性がある。その他
の培地の例としては、イーグル最小必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変イーグル培地（
ＤＭＥＭ）、ＲＰＭＩ１６４０、Ｆ－１２、ＩＭＤＭ、アルファ培地、および、マッコイ
培地が挙げられ、これらは、本明細書に記載の教示に従って当業者によって改変すること
ができる。
【００６８】
　羊水由来のヒト幹細胞は、３種の胚葉のいずれかの細胞に分化する。結果がすぐわかる
試験で、様々な年齢群の凍結ヒト皮膚線維芽細胞中の細胞を含む多分化能性細胞を用い、
これを、適切な培養条件（例えば本明細書において説明されているような条件）下で成長
させた。羊水（７回継代）、出生前の細胞（１０回継代）、３日齢（９回継代）、１１歳
（９回継代）、３７歳（１０回継代）および９６歳（８回継代）のヒトから採取した正常
な細胞を、市販の供給源（例えば、コーリエル・セル・レポジトリー、ニュージャージー
州キャムデン）から得た。増殖させたこれらの細胞系は、少なくとも１回の継代培養の後
に線維芽細胞様の形態を示した。線維芽細胞系は、生検から得られた未分化の外胚葉細胞
を生長させることによって確立してもよいし、または、提出者が線維芽細胞系と同定して
もよい。線維芽細胞系の細胞形態学的特長は、培養条件や培養物の年齢または細胞系の年
齢によってある程度異なると予想されるが、一般的には、線維芽細胞の形態学的特長は、
紡錘状（双極）または星状（多極）であり；通常は、接触が制限された培養物中において
、密集した状態で平行に並んで配置されている。これらの細胞は移動性を有しており、核
の直径の３倍を超える、またはそれより長く進むことができる。
【００６９】
　初期の実験によれば、８回またはそれより多く継代させた羊水細胞は造血幹細胞マーカ
ーＣＤ１１７に対して高い陽性を示し、神経および脂肪に分化することが示されたことか
ら、羊水中での線維芽細胞培養物の継代の回数を上記で示したように選択した。貯蔵用培
養物を１５％ＦＢＳを含むイーグル最小必須培地（ＭＥＭ）中に受け取り、それを、α－
ＭＥＭ、チャングＢおよびＣ、ならびに１５％ＥＳ－ＦＢＳを含む羊水増殖培地（ＡＦＭ
）に移した（Ｄｅ　Ｃｏｐｐｉ等（２００７）を参照）。初期のＣＤ１１７＋数は、以下
の通りであった：羊水（８１％）、出生前の細胞（７９％）、３日齢（４６％）、１１歳
（４７％）、３７歳（２３％）、および、９６歳（０．５％）。ＡＦＭ中で３回継代した
後、全ての培養物は８５％を超えるＣＤ１１７＋を含んでいた。続いて全ての培養物が、
脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞および神経細胞の形態および染色の特徴を有する細胞に分化
した。また貯蔵所からの未分化した細胞も、核の幹細胞マーカーＮＡＮＯＧに対して８５
％を超える陽性を示した。上記のデータから、線維芽細胞培養物には、インビトロで分化
可能な多数の細胞が含まれていることが示される。従って、これらの多分化能性細胞は、
インビボでの遺伝子および／または自己由来細胞を用いた治療の供給源として有用であり
、さらに、細胞分化を研究するためのモデル系にも使用でき、例えば、本発明（本明細書
において開示されたような方法、培地、細胞、培養物、バッチ、バンク、収集物および様
々な増殖因子を含む）は、細胞分化における、および、その最中のインビトロでの遺伝子
経路およびそれらの影響を評価するためのモデル系として使用できる。
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【００７０】
　本発明は、例えば分化のプロセス、分化した細胞の分子レベルの特徴付け、分化中の分
子レベルの変化、多分化能性細胞の増殖を強化する培地／因子、線維芽細胞サンプルの細
胞の多分化能の程度、および、移植または移植における分化した細胞の挙動などの幹細胞
実験において、ツールおよび／または材料として用いることができる、多分化能幹細胞に
関する方法およびバンクを提供する。本発明はまた、インビトロでの分化した線維芽細胞
の培養を研究するためのモデル系におけるツールおよび／または材料として用いることが
できる多分化能幹細胞の方法およびバンク、ならびに、免疫学的に適合する多分化能性細
胞としてのそれらの治療のための使用を提供する。しかしながらこのような調査および研
究は、本発明の実施に必須ではない。
【００７１】
　定義およびその他の実施態様：
　用語「幹細胞」は、一般的に、インビボまたはエクスビボのいずれかで大規模な増殖が
可能なあり、さらにその他の細胞型に分化することができる未分化した細胞を意味する。
【００７２】
　哺乳動物の胚以外の源から単離した幹細胞である非胚性幹細胞が単離されており、これ
らの細胞うちいくつかが多分化能を有することが見出されている。非胚細胞は、例えば骨
髄、臍帯血（乳児が生まれたときにその臍帯から誘導された）および羊水中で見出されて
いる。様々な報告において、非胚細胞は「成人」の幹細胞として言及されることが多いが
、そのうちいくつかの報告は、出生後の幹細胞のなかでも、子供から誘導された細胞と、
発生上より成熟した成人から誘導された細胞との間に差がある可能性があることを示唆し
ている。例えば、２～５ミリリットルの羊水に、１ミリリットルあたりおよそ１～２×１
０４個の生きた細胞が含まれることが報告されている。
【００７３】
　本明細書で述べられている「線維芽細胞サンプル」は、線維芽細胞およびその他の細胞
型を含み、このようなものとしては、幹細胞およびその他の細胞、および／または、多分
化能を有する、または、多分化能を有するようになるそれらの後代が挙げられる。サンプ
ルは、例えば中空の針を用いることによって得ることができる。
【００７４】
　「多分化能」細胞は、一般的に、内胚葉、外胚葉または中胚葉由来の細胞型のうち少な
くとも１種が形成されるように分化できる細胞である。用語「多能性細胞」は、一般的に
、実質的に全ての細胞型に分化できる細胞を意味する。
【００７５】
　本明細書で用いられる用語「多分化能幹細胞」は、それ自身が最後まで分化していない
（すなわち、分化経路の最後まで分化していない；無制限に、または、少なくとも細胞の
寿命中に分裂することができる）細胞を意味し、このような細胞が分裂すると、それぞれ
の娘細胞はそのまま多分化能幹細胞として存在する可能性もあるし、または、３種の胚葉
のいずれかの細胞への最終的な分化に不可逆的に導く経路に進む可能性もある。本明細書
で用いられる「多分化能幹細胞」は胚性幹細胞を意味するのではなく、本明細書で考察さ
れるような非胚性幹細胞を意味する。
【００７６】
　用語「収集物（コレクション）」は、一つにグループ化された、または全体で一つとみ
なされる複数のものを意味する。本明細書で述べられる細胞の収集物は、当業界で認識さ
れている通り、培養物、細胞の懸濁液、分化した細胞、多分化能幹細胞、多能性細胞、上
記胚葉のいずれかの細胞の収集物、分化した細胞単離物または未分化した細胞収集物など
を意味する。
【００７７】
　本発明の実施態様によれば、ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の多分化能幹細胞は、羊水
増殖培地（ＡＦＭ）中で、またはその他のあらゆる適切な培養培地中で繰り返し継代する
間に、適切な条件下での増殖が可能である。ヒト皮膚線維芽細胞培養物由来の増殖させた
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多分化能幹細胞は、望ましい胚葉の様々な細胞に分化できる。
【００７８】
　本明細書で用いられる用語「継代」は、細胞培養に関して、１つの培養物から複数の細
胞を分取し別の容器に入れ、新しい細胞培養を始めることを意味する。典型的には、継代
は、例えば、所定数の細胞を、１つの容器中の１つの培養物から分取し別の容器中の新し
い培地に入れることを含む。また用語「継代」は、１つの培養物の容器から他方への細胞
の移動または継代培養も意味する。ただし一般的に、この用語は、細胞系の増殖が可能な
細胞群を量産したものをさらに分割するという意味を含むとは限らない。従って、「継代
数」は、培養物を継代培養した回数である。細胞培養の「継代」は、適切なサイズの培養
容器および植え付け密度を選択することによってその実験室の都合に合わせることができ
、例えば、当分野でよく知られているように１回／週または２回／週であってもよい。特
定の細胞系が受けた操作数のトラックを維持するために、継代数は、継代培養が行われる
ごとに１つ増える。継代数を増やすことにおいて、一般的に、集団中に存在する具体的な
細胞数は考慮されない。このような状況において、例えばヒト皮膚線維芽細胞培養物は、
ＣＤ１１７＋細胞を増殖させるために羊水増殖培地（ＡＦＭ）中で繰り返して継代される
。
【００７９】
　その他のアプローチは集団倍加レベル（ＰＤＬ）であり、これは、特定の細胞系の培養
物の年齢を示す固有の尺度である。培養物中の非形質転換細胞系の寿命は限りがあり、こ
の寿命は、達成可能な累積集団倍加数で示される。集団倍加レベルは、インビトロで細胞
を最初に単離してから、集団中で細胞が倍加する回数の合計を意味する。ＰＤＬの計算式
は、ＰＤＬ＝３．３２（ｌｏｇ（収集時の生存可能な細胞数の合計／植え付け時の生存可
能な細胞数の合計））である。細胞系の「寿命」は、培養中の時間に対する累積ＰＤＬと
してプロットされる。継代培養は、細胞系が老化するまで行われる：すなわち、１回の継
代培養から次の継代培養に移行する際にＰＤＬの変化はない。
【００８０】
　本明細書で用いられる用語「可塑性」は、３種の異なる胚葉のいずれかの成熟細胞に分
化できる前駆細胞として行動する多分化能幹細胞の能力を示す特徴を意味する。例えば、
皮膚線維芽細胞サンプルにおける多分化能性細胞の「可塑性」は、増殖させて望ましいタ
イプの胚葉の細胞に分化する能力、例えば脂肪組織、肝臓組織、筋肉組織または神経組織
に分化する細胞の能力を意味する。
【００８１】
　本明細書で用いられる用語「移植片」は、体の一部、臓器、組織または細胞を意味する
。臓器としては、肝臓、腎臓、膵臓、心臓、皮膚および肺が挙げられる。また、その他の
体の部分、例えば骨または骨格のマトリックス、組織、例えば皮膚、腸および内分泌腺も
挙げられる。様々なタイプの先駆的な多分化能幹細胞または幹細胞前駆体は、全て移植に
使用可能な細胞の例である。細胞および移植片は組織および臓器の再生、再構築、再増殖
および交換に用いることができ、さらに、レシピエントにとって自己由来であってもよい
し、または、レシピエントに適合する型のものであってもよい。
【００８２】
　例えば、生涯にわたり血液系全ての生産をまかなう造血幹細胞の能力は、幹細胞の可塑
性、すなわち特定の血液系を生成する関連する先駆細胞の生産と、未分化状態での幹細胞
の複製（自己再生）とのバランスをとることによって達成される。インビボで細胞の可塑
性とそれらの自己再生とを調節するメカニズムを明らかにすることは困難であった。しか
しながら、主な要因の一つは、細胞固有の作用と環境の作用との組み合わせである（Ｍｏ
ｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９２：
１０３０２－１０３０６（１９９５））。
【００８３】
　数値および範囲に関する用語「約」または「およそ」は、本発明が目的通りに実施でき
る、例えば望ましいＣＤ１１７＋細胞数もしくはパーセンテージ、または、ＡＦＭ中で許
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容される持続時間もしくは継代数が達成されるように実施できるような、列挙された値ま
たは範囲に類似した、または近い値または範囲を意味し、これは当業者であれば本明細書
に記載された教示から明白である。これは、少なくとも部分的には、培養条件が変動する
こと、および、生物系が変化しやすいことによるものである。従って、これらの用語は、
系統的誤差から生じた値から逸脱した値を包含する。これらの用語は、包含されている値
を明確に示すものである。
【００８４】
　本明細書において本発明の要約および説明中に記載された全ての範囲は、その範囲の数
値の周辺またはそれらの間の全ての数または値を含む。本発明の範囲は、明確に単位名が
付く数値であり、範囲に含まれる全ての整数、小数および分数の値を明確に示すものであ
る。用語「約」は、範囲を説明するために用いることができる。
【００８５】
　上記で説明した各組成物とそれに付随する形態、および、各方法とそれに付随する形態
は、本明細書に記載された教示と一致するように他のものと組み合わせることができる。
本発明の実施態様によれば、各方法における全ての方法および工程は、どのような順番で
適用してもよく、本明細書に記載された教示と一致するように何度も繰り返してもよい。
【００８６】
　以下の実施例で本発明をさらに説明するが、これは、どのような形でも本発明を限定す
るものではない。
【実施例】
【００８７】
　バックアップ用培養物での羊水の試験：３人の患者からのバックアップ用羊水培養物を
、ＵＭＤＮＪ－ニュージャージー・メディカルスクール（Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ　Ｍｅｄ
ｉａｌ　Ｓｃｈｏｏｌ）から入手した。３人の患者は全て、正常なＧバンド核型を有する
胎児を有していた。これらのサンプルを、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、１５％ＦＢＳおよび
チャング培地（Ｒ）ＡおよびＢ（アーバイン・サイエンティフィック）を含むα－ＭＥＭ
中に受け入れた。受け入れた後、細胞を、１８％チャング培地（Ｒ）Ｂ（アーバイン・サ
イエンティフィック）、および、２％チャング培地（Ｒ）Ｃ（アーバイン・サイエンティ
フィック）が補充された、α－ＭＥＭ（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））、
１５％ＥＳ－ＦＢＳ（インビトロジェン）、１％Ｌ－グルタミン、および、１％Ｐｅｎ／
Ｓｔｒｅｐを含む羊水増殖培地（ＡＦＭ）中に入れた（Ｄｅ　Ｃｏｐｐｉ等（２００７）
で説明された通り）。培養物を、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気下で維持した。細胞が半密集
状態に達したら、それらを毎週少なくとも１回継代した。合計で７５日間培養した後、Ｃ
Ｄ１１７＋細胞のパーセンテージを、ＣＤ１１７に対するフィコエリトリン（ＰＥ）標識
モノクローナル抗体（ミルテニーバイオテク（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ），カリ
フォルニア州オーバーン）を用いて試験した。幹細胞を標的の細胞型に分化させるための
様々な技術および培地は、当業界でよく知られている（例えば、Ｄｅ　Ｃｏｐｐｉ　ｅｔ
　ａｌ．（２００７）；Ｃｒｉｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（ＦＡＳＥＢ　Ｊ．２１（９）：
２０５０-２０６３（２００７）；Ｃｈｅｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．１２
０：２８７５－２８８３，（２００７）；および、Ｌｙｓｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｅｐａｔｏ
ｌｏｇｙ．４６（５）：１５７４－１５８５，（２００７）を参照）。続いてこれらのＣ
Ｄ１１７＋細胞を、以下で説明する方法に従って脂肪生成および神経組織に分化させた：
　皮膚由来の線維芽細胞の試験：様々な年齢群の羊水および皮膚から誘導されたヒト線維
芽細胞の培養を、コーリエル・セル・レポジトリー（ニュージャージー州キャムデン）か
ら得た。皮膚由来線維芽細胞培養物を、最初にイーグルＢＳＳおよび１５～２０％ＦＢＳ
を含むイーグルＭＥＭ中で成長させた。入手時に、各サンプル中のＣＤ１１７＋細胞のパ
ーセンテージを記録した。続いて全てのサンプルをＡＦＭに移した。各サンプルでＣＤ１
１７＋数が＞８５％を超えたら、それらを以下の分化のための培養条件下に置いた。表１
に、入手時および分化開始時の年齢群および継代数を示す。
【００８８】
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【表１】

【００８９】
　脂肪生成細胞：細胞を、チャンバースライド（ヌンク（Ｎｕｎｃ））上に３，０００細
胞／ｃｍ２の密度で植え付けた。これらを、１０％ＦＢＳ（インビトロジェン）、１％Ｐ
ｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、および、以下の脂肪生成補充物質：１μＭデキサメタゾン（シグマ－
アルドリッチ）、１ｍＭの３－イソブチル－１－メチルキサンチン（シグマ－アルドリッ
チ）、１０μｇ／ｍｌインスリン（シグマ・アルドリッチ）、および、６０μＭインドメ
タシン（シグマ－アルドリッチ）を含むＤＭＥＭ低グルコース培地（シグマ－アルドリッ
チ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ））中で培養した。細胞を、脂肪生成分化培地中で２０
日間まで維持した。
【００９０】
　肝細胞：細胞を、マトリゲル（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）（シグマ－アルドリッチ）で被覆し
たチャンバースライド上に５，０００細胞／ｃｍ２の密度で植え付けた。まず細胞をＡＦ
Ｍ中で３日間増殖させ、続いて１５％ＦＢＳ、３００μＭモノチオグリセロール（シグマ
－アルドリッチ）、２０ｎｇ／ｍｌ肝細胞増殖因子（シグマ－アルドリッチ）、１０ｎｇ
／ｍｌオンコスタチンＭ（シグマ－アルドリッチ）、１０－７Ｍデキサメタゾン（シグマ
－アルドリッチ）、１００ｎｇ／ｍｌＦＧＦ４（ペプロテック）、１×ＩＴＳ（インビト
ロジェン）、および、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐを含むＤＭＥＭ低グルコース培地を含む肝
細胞分化培地中に置いた。細胞をこの分化培地中で１７日維持し、その間培地を３日毎に
交換した。
【００９１】
　筋原細胞：細胞を、マトリゲルで被覆したチャンバースライド上に３，０００細胞／ｃ
ｍ２の密度で植え付け、１０％ウマ血清（インビトロジェン）、０．５％ニワトリ胚抽出
物、および、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐを含むＤＭＥＭ低グルコース培地中で成長させた。
植え付けてから１２時間後、３μＭ５－アザ－２’－デオキシシトジン（５－アザＣ；シ
グマ－アルドリッチ）を培地に添加して２４時間経過させた。５－アザＣを含まない完全
培地中でインキュベートを続け、その間、培地を３日毎に交換した。細胞を、筋原細胞の
分化培地中で２０日間まで維持した。
【００９２】
　神経細胞－方法１：チャンバースライド上に３，０００細胞／ｃｍ２の濃度で細胞を植
え付け、２％ＤＭＳＯ、２００μＭＢＨＡ（シグマ－アルドリッチ）、２５ｎｇ／ｍｌＮ
ＧＦ（インビトロジェン）、および、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐを含むＤＭＥＭ低グルコー
ス培地中で培養した。２日後に、ＤＭＳＯおよびＢＨＡを含まないが、ＮＧＦを含むＡＦ
Ｍに細胞を戻した。２日毎に新しいＮＧＦを添加して、６日間で最終培地濃度を２５ｎｇ
／ｍｌにした。続いて細胞をトリプシン処理し、１μｇ／ｍｌフィブロネクチンで被覆し
たチャンバースライドに移し、２５ｎｇ／ｍｌＮＧＦを含むＡＦＭ中で一晩成長させた。
一晩インキュベートした後、培地をＮ２（インビトロジェン）、および、１０ｎｇ／ｍｌ
ｂのＦＧＦ（インビトロジェン）が補充されたＤＭＥＭ／Ｆ１２（インビトロジェン）に
８日間変更した。一日おきに新しいｂＦＧＦを添加した。
【００９３】
　神経細胞－方法２：チャンバースライドまたはマイクロアレイ試験用のヌンク製６ウェ
ルペトリ皿のいずれかの上に３，０００細胞／ｃｍ２の濃度で細胞を植え付けた。これら
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の細胞を、２００μＭのＢＨＡ（シグマ－アルドリッチ）、Ｎ２（インビトロジェン）、
２５ｎｇ／ｍｌＮＧＦ（インビトロジェン）、１０ｎｇ／ｍｌｂのＦＧＦ（インビトロジ
ェン）１５％ＥＳ－ＦＢＳ、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、および、１％Ｌ－グルタミンが補
充されたＤＭＥＭ／Ｆ１２培地（インビトロジェン）中で培養した。培養物に、追加の２
５ｎｇ／ｍｌのＮＧＦ、および、１０ｎｇ／ｍｌのｂＦＧＦを２日毎に添加した。６また
は７日後、培養物を試験し、神経の形態に関して撮影するか、または、マイクロアレイ解
析のために収集した。この神経細胞－方法２で用いられた培地を神経細胞－２と称するが
、これはＤＭＳＯを含まない。実験の第二群を上記の培地（ただしＢＨＡを含まない）を
用いて構築した。
【００９４】
　ＣＤ１１７免疫蛍光染色：単層培養から培地を除去し、細胞をＨＢＳＳで洗浄した。続
いて細胞をトリプシン処理し、血球計算器を用いて数えた。１０７個以下の細胞を含むア
リコートを採取し、ミルテニーバイオテク（カリフォルニア州オーバーン）から提供され
たキットを用いたＣＤ１１７染色に使用した。製造元によって提供されたプロトコールに
従って免疫蛍光染色を行った。簡単に言えば、１０７個の細胞を、提供された緩衝液（Ｐ
ＢＳ、０．５％ＢＳＡおよび２ｍＭのＥＤＴＡ）８０μｌに再懸濁した。２０μｌのＦｃ
Ｒブロック試薬を添加し、続いて１０μｌのフィコエリトリン（ＰＥ）結合ＣＤ１１７ｍ
Ａｂを添加し、４℃、暗所で１０分間インキュベートした。続いて細胞を１ｍｌの緩衝液
で洗浄し、３００×ｇで１０分間遠心分離した。細胞ペレットを１ｍｌ緩衝液に再懸濁し
、続いて細胞の計数を、位相差および蛍光顕微鏡（励起フィルター４５０～４９０ｎｍ、
ＦＴ５１０二色鏡、バリアフィルターＬＰ５３０）が備えられたツァイス（Ｚｅｉｓｓ）
製の顕微鏡を用いて行った。まず４０倍の対物レンズを用いて位相コントラスト下に細胞
を置き、フィールド内の細胞を計数し、続いて蛍光顕微鏡切り換えて蛍光を発したフィー
ルド内の番号を記録することによって細胞の計数を行った。各継代ごとに少なくとも１サ
ンプルあたり２００個の細胞について記録し、低い強度と高い強度両方の蛍光細胞を陽性
として記録した。同様に、１サンプルあたり４００個またはそれより多くの細胞を計数す
ることによって核の幹細胞マーカーＮＡＮＯＧをスコア付けした。
【００９５】
　組織染色：細胞をＰＢＳ中の４％パラホルムアルデヒド中で固定した。脂肪生成細胞は
、オイルレッドＯ（シグマ－アルドリッチ）で染色し、筋肉細胞および肝細胞は、ヘマト
キシリン＆エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した。
【００９６】
　免疫蛍光法：細胞をＰＢＳ中の４％パラホルムアルデヒド中で固定した、ＰＢＳ中の０
．２５％トリトン（Ｔｒｉｔｏｎ）Ｘ－１００（ＰＢＳＴ）で１０分間処理して浸透性に
し、ＰＢＳＴ中の１％ＢＳＡで４℃で３０分間ブロックした。続いて細胞を、ＰＢＳＴの
１％ＢＳＡ溶液で希釈した一次抗体（１μｇ／ｍｌ）で４℃で一晩インキュベートし、洗
浄し、続いて相補的な二次抗体（１０μｇ／ｍｌ）と共に室温で１時間インキュベートし
た。続いて細胞を洗浄し、ベクタシールド（Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ）（ベクター・ラボ
ラトリーズ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ））を用いてマウントした。抗ヒ
トレプチンをペプロテックから得て、ネスチン、ニューロフィラメント－Ｍ（ＮＦＭ）、
ＣＫ１８、デスミンおよびＮＡＮＯＧを、アブカム（Ａｂｃａｍ）から得た。ベクター・
ラボラトリーズとアブカムから、いずれも抗ＩｇＧＦＩＴＣ結合型の二次抗体を得た。
【００９７】
　バックアップ用羊水培養物：バックアップ用羊水培養物由来のＣＤ１１７＋細胞のパー
センテージは、ＡＦＭ中で２ヶ月にわたり継代した後に大幅に増加した。脂肪細胞および
神経細胞へ分化する際に、ＣＤ１１７＋細胞のパーセンテージは５０％より大きかく、患
者Ａは９０％を超えるＣＤ１１７＋細胞を有していた。注目すべきことに、３人の患者由
来の細胞全てが、脂肪組織または神経組織のいずれかに分化することができた。３人の患
者サンプルから分化した脂肪細胞では形態学的な差は観察されなかったが（図１，ａを参
照）、成熟神経細胞型ではいくつかの異なる形態が記録された（図１，ｂ～ｄを参照）。
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患者ＡおよびＣは、多くのピラミッド型、単極、双極および多極の細胞を示したが、一方
で、患者Ｂは、双極および単極の成熟細胞を低い割合でしか生じず、ネスチン陽性だが成
熟した神経細胞様の形態を示さない細胞の大集団を生じた（表２を参照）。
【００９８】
【表２】

【００９９】
　ヒト皮膚由来の線維芽細胞の分化した細胞培養到着の１日後、各サンプルからのアリコ
ートを免疫蛍光顕微鏡法用に加工して、ＣＤ１１７＋細胞数を記録した（図２ａ，ｂを参
照）。初期のＣＤ１１７＋細胞の計数は以下の通りである：羊水（８１％）、出生前の細
胞（７９％）、３日齢（４６％）、１１歳（４７％）、３７歳（２３％）、および、９６
歳（０．５％）。ＡＦＭ中で３回継代した後、全てのサンプルにおいてＣＤ１１７＋細胞
は増加して８５％を超えた。また初期の線維芽細胞も核の幹細胞マーカーＮＡＮＯＧで染
色したところ（図２ｃ，ｄを参照）、このマーカーに関して各サンプルからの細胞の８５
％より多くが陽性であった。この時点で、脂肪組織、肝臓組織、筋肉組織および神経組織
への分化を試験した。
【０１００】
　図３は、これらの患者の細胞の分化に関する評価項目を説明しており、各患者からの微
分干渉コントラスト（ＤＩＣ）の図、ならびに分化した脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞およ
び神経細胞の外観を示す。各年齢サンプルから得られた各組織型の分化した細胞がかなり
均一であることが観察された。全ての脂肪のサンプルで顆粒状の小胞の外観が記録された
。肝細胞は多角形であり、さらに各細胞内に多数の顆粒状の小胞も含んでいた。分化した
筋肉細胞は線維状の構造を含んでおり、多核細胞の外観も記録された。
【０１０１】
　図４は、９６歳のコーカソイド男性由来の細胞に行われた様々な染色方法を用いた結果
を示す。この年齢サンプルで見られる染色パターンは実質的にその他の年齢群で見られる
パターンと同じであった。神経細胞は、ネスチンおよびＮＦＭに関して陽性であった。脂
肪細胞は、オイルレッドＯを用いたところ脂質の蓄積を示し、レプチンに関して顆粒状の
構造が陽性であった。肝細胞は、ヘマトキシリン＆エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色を用いたとこ
ろ典型的な形態を示し、肝臓のマーカーＣＫ１８に関しても陽性であった。また筋肉細胞
も典型的なＨ＆Ｅ染色の外観を有しており、筋肉マーカーのデスミンに関しても陽性であ
った。
【０１０２】
　図５は、神経様の細胞形態を有する細胞に分化している線維芽細胞に神経細胞－方法２
を用いた結果を示す。この方法において、ＤＭＳＯは体内の細胞骨格成分を崩壊させるこ
とから、神経細胞様の形態を有する細胞の形成に関与しているために、ＤＭＳＯは用いな
かった。この図において、同じ患者サンプル由来の線維芽細胞を同じ細胞密度で６ウェル
ペトリ皿に植え付け、培養６日後に観察した。１つのウェルで、細胞をＡＦＭ中で成長さ
せ、隣接するウェルで、これらを神経細胞－方法２で配合された、ＢＨＡ、Ｎ２、ＥＳ－
ＦＣＳ－Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ、Ｌ－グルタミン、ＮＧＦおよびｂＦＧＦが補充されたＤＭ
ＥＭ／Ｆ－１２培地を含む培地中で成長させた。その他の隣接するウェルで、細胞を、こ
の神経細胞－２培地（ただしＢＨＡを含まない）中で成長させた。図５で見られるように
、ＡＭＦ中で成長させた細胞は６日後に最大の密集度に達し、全く増殖因子が添加されて
いない未分化線維芽細胞培養物に予想されていた通りの様相を呈した（図５ａ）。上記全
ての補充物質を含む神経細胞－２培地中で成長させた細胞は、培養６日後に異なる形態を
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示し、すなわち神経細胞様の外観を有していた（図５ｂ、および、５ｃ）。これらの培養
物は、細胞質内の伸長部分が極めて長い細胞を示し、そのうちいくつかにおいてその長さ
が数百マイクロメーターにも達しており、これは、軸索および神経の樹状突起の伸長で観
察されるような形態学的な構造である。ＢＨＡを含まない神経細胞－２培地中で成長させ
た細胞は、６日目で極めて異なる形態を示し、すなわち星状細胞と類似した細胞、すなわ
ちその他の神経様の細胞型（ただしニューロンではない）が見られた。
【０１０３】
　星状細胞（また、まとめてアストログリア細胞としても知られている）は、脳および脊
髄に特徴的な星形のグリア細胞である。これらは、例えば血液－脳関門を形成する内皮細
胞の生化学的な支持体、神経組織への栄養素の供給などの多くの機能、加えて、外傷性の
傷害後の脳および脊髄における再建および瘢痕化プロセスでの主要な役割を果たす。星状
細胞は、刺激に応答して長い距離にわたる細胞間Ｃａ２＋波を伝播させる細胞と現在広く
認識されており、ニューロンと同様に、Ｃａ２＋に依存して伝達物質（グリア伝達物質と
呼ばれる）を放出する。
【０１０４】
　マイクロアレイ試験および遺伝子発現プロファイリング：
　遺伝子発現プロファイリングを、アフィメトリックス（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）製のジ
ーンチップ（ＧＥＮＥＣＨＩＰ（Ｒ））（アフィメトリックス・ジーンチップ（Ａｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ　ＧＥＮＥＣＨＩＰ（Ｒ））マイクロアレイテクノロジー）・ヒューマンジ
ーン１．０ＳＴアレイ（Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ１．０ＳＴ　Ａｒｒａｙ）を用いて行った
。このアレイは、７６４，８８５種の別個のプローブで２８，８６９ウェルのアノテーシ
ョンが付けられた転写物を調査する。キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）製のＲＮイージー（ＲＮ
ｅａｓｙ）ミニキットを用いて３回の独立した実験からＲＮＡを単離した。アフィメトリ
ックスの発現解析用全転写物（ＷＴ）のセンス鎖標的の標識付けプロトコール（Ａｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｗｈｏｌｅ　Ｔｒａｎｓｃｒ
ｉｐｔ（ＷＴ）Ｓｅｎｓｅ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ）を行
った後に、ＲＮＡをｃＤＮＡに変換した。簡単に言えば、トータルＲＮＡ（３００ｎｇ）
を用いて第一鎖および第二鎖のｃＤＮＡ合成を行った。インビトロでの転写反応によりｃ
ＲＮＡを得て、続いてこれを第一鎖ｃＤＮＡを生成するためのテンプレートとして用いた
。ｃＤＮＡを断片化し、末端をビオチンで標識した。ジーンチップ（Ｒ）ハイブリダイゼ
ーションオーブン６４０を用いて、ビオチンで標識されたｃＤＮＡをヒューマンジーン１
．０ＳＴアレイに対して４５℃で１６時間ハイブリダイズした。洗浄およびストレプトア
ビジン－フィコエリトリンでの染色を、ジーンチップ（Ｒ）フルイディクスステーション
（Ｆｌｕｉｄｉｃｓ　Ｓｔａｔｉｏｎ）４５０を用いて行った。アフィメトリックス・ス
キャナー３０００７Ｇプラス（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｓｃａｎｎｅｒ　３０００　７Ｇ
　Ｐｌｕｓ）を用いて画像を得た。
【０１０５】
　パーテック・ゲノミック・スイート（Ｐａｒｔｅｋ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｕｉｔｅ）ソ
フトウェア（パーテック社（Ｐａｒｔｅｋ　Ｉｎｃ．），ミズーリ州セントルイス）を用
いてアレイデータを解析した。このソフトウェアは、マイクロアレイデータの正規化およ
び解析に関して最も一般的に使用される方法をサポートするものである。このソフトウェ
アは、高度に最適化された統計的手法、および、インタラクティブな２次元および３次元
グラフィックスを提供し、さらに、広範囲のパラメトリックおよびノンパラメトリックな
統計的手法、同様に、分類および予想のためのデータマイニングアルゴリズムを提供する
。重要なことに、全ての結果のアノテーションは、例えばＵＣＳＣゲノム・ブラウザ（Ｕ
ＣＳＣ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｒｏｗｓｅｒ）、ジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ（Ｒ））、Ｎ
ＣＢＩ　ＧＥＯ、および、ＮｅｔＡｆｆｘＴＭのような公共のゲノムリソースへのリンク
を用いれば可能である。
【０１０６】
　まず、これらのデータを、遺伝子レベルの強度のためのＲＭＡアルゴリズム（２５，２
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６ｌ）を用いた分位数による正規化を用いて正規化した。明白なチップの異常値があるか
どうかを決定するために、主要な要素の解析を行い実験の整合性をチェックした。サンプ
ルと類似の発現パターンを有する遺伝子をグループ分けするために、サポートツリー（ｓ
ｕｐｐｏｒｔ　ｔｒｅｅ）、階層的クラスタ分析、および、転写物のＫ平均によるサポー
トクラスター形成を行った。各タイムポイントで、それらの初期の開始時のプロファイル
と比較してアップまたはダウンレギュレーションされた有意な遺伝子を見出すために、対
応のあるｔ検定を行った。そのデータを、適切な場合、ベンジャミニ－ホックバーグ（Ｂ
ｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ）の方法を用いて、複数回の試験および誤りの発見
率に関して補正した。ファンクショナルアノテーション、経路および相互作用を、インジ
ェヌイティー・パスウェイ・アナリシス（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ａｎａ
ｌｙｓｉｓ）（ＩＰＡ）を用いて試験した。インジェヌイティー・パスウェイ・ナレッジ
・ベース（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙｓ　Ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ　Ｂａｓｅ）を
利用することによって、ファンクショナルアノテーション、キュレートしたパスウェイお
よび相互作用を試験することができ、同様に、文献からの関連を同定し、パスウェイモデ
ルを構築して分化をもたらす現象の順序を試験することができる。
【０１０７】
　マイクロアレイの結果：
　脂肪細胞（表３）、筋肉細胞（表３）、肝細胞（表４）および神経細胞（表４）に関す
るマイクロアレイ実験の結果を表形式で示す。基本的には、これらの表はそれぞれ、ある
種の２７，０００種の遺伝子に関するマイクロアレイを用いて解析された組織中でアップ
またはダウンレギュレーションのいずれかがなされた遺伝子を含むスプレッドシートを示
す。表示されたデータは、未分化のコントロール細胞とは異なる遺伝子群だけを示す（表
３および４を参照）。少なくとも２倍のアップまたはダウンレギュレーション（２倍の差
）の応答を示した遺伝子を同定した。これらの結果を３種の組織に関して示す：
　１）異なる遺伝子が、異なる形態学的なタイプでアップまたはダウンレギュレーション
されることが見出されている。これらの遺伝子セットはそれぞれはっきり識別することが
でき、未分化した細胞とは異なっている。
【０１０８】
　２）各年齢群からの細胞は、分化する際に、サンプル供給源、胎芽由来かまたは年配の
ヒト由来かどうかに関係なく同じような挙動を示し、さらに、これらが分化経路に進んだ
際に、これらは同じように反応し、同じ遺伝子の発現をオンまたはオフしたようであった
。細胞を本明細書において説明した条件下で成長させた。細胞を成長させるのに用いた条
件および工程は、医薬開発および／または将来的な分化研究のためのこれらの様々な遺伝
子経路の研究に有用なモデル系として用いることができる。
【０１０９】
　３）表３および４に記録したような、各遺伝子が何に関与しているかについての各遺伝
子に関する情報は、表の最後に表示された公共のドメインデータベースを参照することに
より得ることができる。
【０１１０】
　４）生物学的に言えば、構造と機能とは関連している。遺伝子発現の変化により形態学
的な変化が生じることが観察されている。組織型の官能性を得ることにおいて重要なその
他の遺伝子経路が存在する可能性があり、恐らくそのようなものが存在すると思われる。
【０１１１】
　５）神経細胞分化のためのＤＭＳＯを含むＤｉＣｏｐｉ培地（神経細胞－１）を用いた
ところ、顕微鏡観察では神経様の細胞を示したが、マイクロアレイ解析では、未分化した
細胞と分化した細胞との比較において遺伝子発現の差を大して示さなかった。しかしなが
ら、ＤＭＳＯを含まず、フィブロネクチンで被覆したスライドを用いない神経細胞－２培
地を使用したところ、神経細胞の形態を有する細胞への分化を示し（図５ｂおよび５ｃを
参照）、同様に、相当数のアップおよびダウンレギュレーションされた遺伝子を示し、そ
の発現レベルは、分化した細胞と未分化した細胞とを比較して２倍またはそれ以上異なっ
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ていた（表４を参照）。
【０１１２】
　多分化能幹細胞バンク：
本発明は、ヒト皮膚線維芽細胞サンプルを用いた培養物を提供するものであり、このよう
な培養物は、数回継代させるのに適した培地中で、例えば羊水培地（ＡＦＭ）中で多分化
能幹細胞を増殖させることによって増殖させると、大量のＣＤ１１７＋細胞を生じる。こ
れらの細胞はさらに３種の胚葉のいずれかの細胞に分化することができ、例えばこの細胞
は、脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞および神経細胞型に分化した細胞であり得る。このよう
な分化した細胞は、望ましい組織および臓器の再生に用いることができる。例えば、細胞
は、組織再生のため、さらには組織／臓器の移植、交換または補充として使用するために
、増殖させた多分化能幹細胞に基づく自己細胞による治療に用いることができる。望まし
い組織または臓器への再生に多分化能幹細胞を利用しやすくするために、ヒト皮膚線維芽
細胞サンプルから誘導された多分化能幹細胞から多分化能幹細胞バンクを作製することが
できる。細胞バンクのためのヒト皮膚線維芽細胞サンプル由来の多分化能幹細胞は、ヒト
皮膚組織生検から線維芽細胞サンプルを収集する様々な方法により得ることができる。
【０１１３】
　皮膚組織生検サンプルは、あらゆるヒトの皮膚層から得ることができ、例えば内胚葉、
外胚葉または中胚葉から得ることができる。例えば、皮膚サンプルは、皮膚層に中空の軸
状のものを通すことによってヒト皮膚のより深い層から収集することができ、それにより
所定量の皮膚線維芽細胞およびその他の細胞を含むサンプルを得ることができる（例えば
、左上腕の中央の面の３ｍｍのパンチ生検から得られた線維芽細胞サンプル、米国特許公
報第２００４００７１７４９号を参照）。
【０１１４】
　組織の生検サンプルを収集した後、組織生検中に存在する組織特異的な先駆的な多分化
能幹細胞の単離、増殖および／または選択的な増殖における初期の工程は、組織生検を培
養することを含む。このような組織生検は、組織サンプル中の細胞の層を解離させること
ができる物理的および／または化学的な解離手段で処理することができる。組織内の細胞
の層を解離させる方法は当分野においてよく知られている。例えば、解離手段は、物理的
に壊す手段、および／または、化学的に壊す手段のいずれかであり得る。物理的な解離手
段は、例えば、メスで組織生検を剥がすこと、組織を細かく切り刻むこと、層を物理的に
切り離すこと、または、組織を酵素で覆うことを含んでいてもよい。化学的な解離手段は
、例えば、トリプシン、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、トリプシン－ＥＤＴＡ、サーモリ
シン、プロナーゼ、ヒアルロニダーゼ、エラスターゼ、パパイン、および、パンクレアチ
ンのような酵素で消化することを含んでいてもよい。また、組織を解離させるための酵素
を含まない溶液を用いてもよい。
【０１１５】
　組織生検の解離は、組織生検中で細胞の層を解離させるのに十分な量のトリプシンを含
む予め温めた酵素溶液中に組織生検を置くことによって達成できる。この方法で用いられ
る酵素溶液は、好ましくは、カルシウムおよびマグネシウムを含まないものである。ヒト
皮膚（上皮および皮膚細胞を含む）から誘導された組織生検は、一般的に、トリプシンを
溶液の体積当たり好ましくは約５～０．１％の量で含む溶液で５～６０分間処理される。
より好ましくは、溶液のトリプシン濃度は、１５～２０分間の場合は約２．５～０．２５
％である。
【０１１６】
　組織をトリプシン溶液に適度な時間浸漬した後、解離した細胞を取り出し、適切な培地
に懸濁した。動物由来の組織を培養するためにある培養培地が多数ある。培地の例として
は、イーグル最小必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、ＲＰ
ＭＩ１６４０、Ｆ－１２、ＩＭＤＭ、アルファ培地、および、マッコイ培地が挙げられる
。例えば、サンプルを初代培養用に処理するためには、サンプルは、コラゲナーゼで処理
される。線維芽細胞サンプルを含むコラゲナーゼ処理サンプルはさらに、遠心分離機で３
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００ｇで１５分間精製され、得られたペレットをイーグル最小必須培地（ＭＥＭ）で少な
くとも２回洗浄し、血液と死細胞片を除去する。
【０１１７】
　細胞を、３７℃で、５％ＣＯ２／９５％空気の環境で、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）
、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、および、１００ｍｇ／ｍｌストレプトマイシンが補充され
たイーグルＭＥＭ中で成長させた。密集状態に達した後、細胞を、Ｃａ２＋またはＭｇ２

＋が添加されていないＭＥＭ中の０．２５％トリプシンと共に二次培養した。
【０１１８】
　単離した線維芽細胞の培養を、１８％チャング培地（Ｒ）Ｂ（アーバイン・サイエンテ
ィフィック）、および、２％チャング培地（Ｒ）Ｃ（アーバイン・サイエンティフィック
）が補充されたα－ＭＥＭ（インビトロジェン）、１５％ＥＳ－ＦＢＳ（インビトロジェ
ン）、１％Ｌ－グルタミン、および、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐを含むヒト羊水培地（ＡＦ
Ｍ）中で成長させた。培養物を、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気下で維持した。細胞が半密集
状態に達したら、それらを毎週少なくとも１回継代した。合計で７５日間培養した後、Ｃ
Ｄ１１７＋細胞のパーセンテージを、ＣＤ１１７に対するＰＥ標識モノクローナル抗体（
ミルテニーバイオテク，カリフォルニア州オーバーン）を用いて試験した。この段階で、
ヒト多分化能幹細胞の形態学的に均一な集団を得ることができた。これらの多分化能幹細
胞を、加湿した雰囲気中で、インキュベーター中で、５％ＣＯ２下、３７℃で維持し、そ
の後これをヒト多分化能幹細胞のバンク中で保存し、適切な条件下で、例えば凍結保存で
保存した。
【０１１９】
　これらのバンクからのＣＤ１１７＋ヒト多分化能幹細胞は、本明細書において開示され
た培地および技術に従って、または、幹細胞を標的の細胞型に分化させるための当業界で
よく知られている方法のいずれかによって、さらに望ましい細胞型のいずれかの細胞に分
化させることができる。従って、本発明によって、自己移植および型が適合した移植、再
生、ならびに再増殖が広範囲で可能になる。
【０１２０】
　多くの報告によれば、成熟した動物の哺乳動物の皮膚は、様々な成熟した細胞型に分化
する能力を有する細胞を少数しか含まないことが示されている。これらの多分化能性細胞
は、毛包および／または皮膚の真皮中に存在している可能性が高い。その他の報告によれ
ば、羊水は、多分化能幹細胞源であることが示されているが、一方でさらにその他の報告
によれば、レトロウイルスを用いて線維芽細胞に特異的な遺伝子を導入することによって
、このような細胞を多分化能性幹細胞に再プログラムできることが示されている。本発明
は、幹細胞を単離するための用途が異なる選択手法を提供し、さらに本発明は、細胞を再
プログラムすることことなく分化を可能にするために、様々な方法でそれらを操作する方
法を提供する。例えば、ＤｅＣｏｐｐｉ等（２００７）では、バックアップ用羊水培養物
からＣＤ１１７＋細胞を単離するために抗ＣＤ１１７で被覆したマイクロビーズが用いら
れており、さらに、分化試験のためにこのような細胞が用いられている。
【０１２１】
　本発明の一実施態様によれば、バックアップ用羊水穿刺サンプルからＣＤ１１７＋細胞
を選択するためにマイクロビーズを直に用いる代わりに、細胞を、長期間、好ましくは２
ヶ月より長く培養した。この期間の最後に、本発明に従って、各患者サンプル中のＣＤ１
１７＋細胞の数は大きく増加した。本発明によれば、適切な分化培地中に置かれた場合、
継代した羊水細胞は、神経および脂肪組識に分化できることが見出された。
【０１２２】
　開示された様々な実施態様において、数回継代するための培養においてヒト線維芽細胞
培養物が適切に補充がなされた増殖培地中に留まることができる場合、このようなヒト線
維芽細胞培養物は、幹細胞関連の表面マーカーおよび核マーカー（それぞれＣＤ１１７お
よびＮＡＮＯＧ）を有する細胞を膨大な数で含むことが示される。これらの細胞はさらに
、このような分化した細胞型に形態学的に類似した脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞および神



(29) JP 2011-519580 A 2011.7.14

10

20

30

40

50

経細胞に分化することができる。
【０１２３】
　本発明によれば、免疫学的なマイクロビーズまたはフローサイトメトリー方法を用いた
初期の選択は必須ではないため、これらの細胞は、どのようなレトロウイルスにも晒され
ることはない。
【０１２４】
　また本発明の方法には、これらの細胞を外因性遺伝子またはウイルス（例えば、レトロ
ウイルス、ヒト遺伝子または同種のものを含むレトロウイルスのコンストラクト）を用い
て再プログラムすることも含まれず、その代わりに、本方法は、一般的に、２工程を含む
。そのうち第一の工程は、培養物中のＣＤ１１７＋細胞の数を増やす工程であり、第二の
工程は、適切な培養条件下で様々な細胞型に分化することができる細胞を選択する工程で
ある。
【０１２５】
　一実施態様によれば、観察された多末端形の細胞は、成長のための特殊な供給層をまっ
たく必要としなかった。このような細胞は単分子層として成長したため、分化試験に用い
られる標準培地に簡単に移すことができた。多分化能性細胞は、様々な年齢に由来する凍
結線維芽細胞培養物から容易に得られた。異なる年齢サンプル間でいくつかの細胞の異な
る形態が観察されたが、分化した細胞は、形態学的な外観、ならびに脂肪組織、肝臓組織
、筋肉組織および神経組織の染色特徴に一致する４種の明確に異なる細胞型を示した。
【０１２６】
　これまで、試験時に記録された継代数で線維芽細胞サンプル中にＣＤ１１７＋細胞が存
在することは観察されなかったことである。ＭｉｅｔｔｉｎｅｎおよびＬａｓｏｔａ（Ａ
ｐｐｌ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｍｏｌ　Ｍｏｒｐｈｏｌ．１３（３）：２０
５－２２０，２００５を参照）によれば、線維芽細胞サンプルは、ＣＤ１１７染色法のた
めの優れたネガティブコントロールであることが報告されている。また、特にポリクロー
ナル抗血清を用いた場合に広く一般的に認識されている問題は、染色の変化しやすさと低
い再現性であるが、それにより有意なデータの不均質性がもたらされることも報告されて
いる。本発明によれば、ＣＤ１１７の染色および計数の手順は、同じＰＥ標識モノクロー
ナルＣＤ１１７抗体、同じ希釈剤、および同じ蛍光顕微鏡を用いた場合と一致することが
確認された。全ての初期の培養物中の多様な陽性ＣＤ１１７細胞において、より高い年齢
のサンプルで観察されるＣＤ１１７よりも、羊水および出生前の細胞の培養中のＣＤ１１
７＋がかなり多いことが観察された。また、ＡＦＭ中で複数回（１回より多く、好ましく
は少なくとも３回）継代させた後、全ての年齢のサンプルは、８５％を超えるＣＤ１１７
陽性細胞を有していたことも観察された。この発見は、ＭｉｅｔｔｅｎおよびＬａｓｏｔ
ａ（２００５）によって述べられた要因に加えて、その他の要因、例えば試料の年齢、培
養物の継代数、細胞を成長させる培養条件、さらに場合によっては最初に患者から得て凍
結させたアンプルの細胞の構成でさえも、線維芽細胞の培養で観察されたＣＤ１１７＋細
胞の数に影響を与える可能性があるとの結論を裏付けるものであった。
【０１２７】
　注目すべきことに、この試験で用いられた蛍光顕微鏡は、励起に関して広い範囲（４５
０～４９０ｎｍ）を有し、５３０ｎｍまたはそれより大きい波長の放出を落射蛍光として
観察することが可能である。これらのパラメーターにより、ＰＥ結合ＣＤ１１７＋細胞の
測定値（典型的な４８８ｎｍでのピーク励起、および、５７５ｎｍでの発光）を得ること
ができるが、一方で、ＣＤ１１７の作用によって引き起こされる細胞の活性化のために、
または、密集度のような、線維芽細胞の培養中に自発的に蛍光する可能性があるその他の
要因のために、自ら蛍光を発する可能性があるＰＥで染色されていない分子を非特異的に
励起させる可能性もある。
【０１２８】
　７回目の継代で、貯蔵所から入手した羊水サンプル中に８１％のＣＤ１１７＋細胞が存
在するという発見により、この継代数で羊水培養物中に多数のＣＤ１１７＋細胞を見出す
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ことができるという本発明の発見がさらに確認された。
【０１２９】
　また、全ての時間経過したサンプルに関して、８５％を超えるＣＤ１１７陽性細胞を得
るのに、貯蔵所から到着した後にＡＦＭ中でほんの数回の継代しか要しなかったことも特
に興味深い。この迅速な変化のために、ＣＤ１１７＋細胞の大幅な増加が観察される第一
の工程は、ＣＤ１１７表面マーカーに関する遺伝子が活性化される工程のように見える。
ＣＤ１１７遺伝子をアップレギュレートしてＣＤ１１７マーカーの表面発現を増加させる
ように作用し、それらの増殖および分化能力を高めるＡＦＭ中のある因子または複数の因
子が存在するものと考えられる。
【０１３０】
　線維芽細胞は、ＣＤ１１７のリガンドである幹細胞因子（ＳＣＦ）を生産することがわ
かっている。ＣＤ１１７は、膜透過性ＩＩＩ受容体チロシンキナーゼである。ＳＣＦがＣ
Ｄ１１７受容体と結合したら、リン酸化カスケードが活性化され、それから順に異なる細
胞で、アポトーシス、細胞分化、増殖、走化性および細胞接着などの細胞活性を調節する
（Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ，Ｍ．，Ｌａｓｏｔａ，Ｊ．（２００５））。従って、進行中の培
養物の継代、または、ＡＦＭの使用、または、これら２種のある種の組み合わせにより、
ＣＤ１１７遺伝子の遺伝学的な活性化をもたらすことが可能であり、それによりＣＤ１１
７タンパク質受容体を生産することができる。線維芽細胞がＳＣＦを生産したら、続いて
、培養物中で、細胞が、適切な培地中に置いた場合に異なる細胞型に分化する能力をもた
らすリン酸化カスケードを開始させるような条件を構築する。
【０１３１】
　３種の異なる胚葉の成熟細胞への「分化転換」が可能な前駆細胞として作用する成熟幹
細胞の能力は、活発な調査がなされており、造血幹細胞（ＨＳＣ）の研究は注目すべきも
のである。いくつかの報告では、ＨＳＣは、インビボでの適切な再構築条件下で、血液細
胞だけでなく、筋肉細胞（骨格筋細胞と心筋細胞との両方）、脳細胞、肝細胞、皮膚細胞
、肺細胞、腎細胞、腸細胞、および、膵臓細胞にも転換させることが可能であると主張さ
れている（Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．保健社会福祉省（Ｄｅｐａｒ
ｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ）．２００６
年８月．http://stemcells.nih.gov/info/scireport/2006reportを参照）。上記の研究に
ついて論争がないわけではないが、彼等は、成熟幹細胞で可能と思われる様々な細胞に対
する広い「可塑性」があり、さらに、成熟幹細胞が置かれている条件および／または環境
的な場が、観察される分化にとって重要であるという概念を支持している。しかしながら
、本発明の調査より以前は、線維芽細胞由来の多分化能性細胞の「可塑性」は扱われてい
ないか、または、評価されていなかった。
【０１３２】
　本発明の調査から、培養した線維芽細胞サンプル由来の多分化能性細胞も、大きな「可
塑性」を有している可能性があるという興味深い可能性が見出された。本発明の実験で用
いられる継代数で存在する（および様々な年齢のドナー由来の）細胞は、適切な培養環境
に置かれた場合、種々の細胞に分化することができる。これは、細胞が成長する環境条件
、および、可能性のある分化した細胞が運命の変更に応じて有する可能性がある環境条件
の重要性を説明している。
【０１３３】
　この調査から得られた結果は、基本的には形態学的な結果であり、このような結果は、
組織培養中に見られる細胞の変化、および、分化した細胞の染色特徴の顕微鏡観察に基づ
いている。４種の明らかに異なる細胞型が、様々な培養手順を行った後に観察される。し
かしながら、これらの培養細胞は、脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞および神経細胞に関して
インビボで観察される分子プロファイルと正確に同じ分子プロファイルを有さない可能性
がある。
【０１３４】
　本明細書において説明される方法は、一般的に細胞分化中に改変される様々な遺伝子経
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方法は、正常細胞と異常細胞との両方における多くの遺伝子経路に対する様々な物質の作
用を試験する方法を提供することができる。デュシェンヌ型筋ジストロフィーに関するＸ
連鎖遺伝子を有する患者および患者の母親（キャリアー）由来の線維芽細胞を用いた実験
から、これらの個体由来の線維芽細胞は、分化手順を用いると筋肉様の外観を示す可能性
があることが示される。
【０１３５】
　本発明の実施態様は、ヒト皮膚線維芽細胞サンプル、および、ヒトから得られた組織生
検由来の多分化能幹細胞を作製する方法に関する実施例を提供する。しかしながら本発明
はヒトでの用途に限定されない。生検組織サンプルは、ヒトを含むあらゆる動物から得る
ことができる。好ましくは、このような動物は、哺乳類目のうちのいずれか１種に属する
哺乳動物である。哺乳類目としては、単孔類、後獣類、オポッサム目、パウキツベルクラ
ータ目、ミクロビオテリウム目、フクロネコ目、バンディクート目、フクロモグラ目、カ
ンガルー目、食虫目、ハネジネズミ目、ツパイ目、皮翼目、翼手目、霊長類、異節亜目、
有鱗目、ウサギ目、げっ歯目、クジラ目、食肉目、管歯目、長鼻目、イワダヌキ目、カイ
ギュウ目、蹄目、および、偶蹄目が挙げられる。ヒト以外の哺乳動物としては、イヌ、ネ
コ、ウシ、ウマ、ヒツジ、および、ヒト以外の霊長類が挙げられる。
【０１３６】
　一実施態様において、組織生検は、様々な組織または臓器から得ることができ、例えば
、皮膚、肺、膵臓、肝臓、胃、腸、心臓、生殖器、膀胱、腎臓、尿道およびその他の泌尿
器などが挙げられる。
【０１３７】
　その他の実施態様において、異なる動物および／または臓器から増殖させた多分化能幹
細胞は、さらに、例えば骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、線維芽細胞、骨髄間質、骨格筋
、平滑筋、心筋、目、内皮、上皮、肝臓、膵臓、造血細胞、グリア、ニューロンまたは希
突起膠細胞の細胞型などの様々な細胞型に最後まで分化する能力を有する。
【０１３８】
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【表４－１０】

【０１５５】
　当然のことながら、説明、具体的な実施例およびデータは典型的な実施態様を示してい
るが、例証として示されたものであり、本発明を限定することは目的としない。当業者で
あれば、本発明の範囲内の様々な変化および改変は本明細書に記載された考察、開示およ
びデータから明白であると予想され、従ってそれらは本発明の一部とみなされる。
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