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(57)【要約】
【課題】幹細胞から誘導される分化細胞において、未分
化な幹細胞の混入のない分化細胞を調製するための技術
の提供。【解決手段】分化コントロール化合物としてLi
arozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいずれ
か又は複数を含む、幹細胞由来の培地を提供する。分化
コントロール化合物は、未分化な幹細胞に特異的な生存
抑制活性を有し、分化細胞の細胞死を誘発することなく
、未分化幹細胞の生存を抑制する。したがって、本発明
に係る培地によれば、未分化幹細胞の混入がない分化細
胞を得ることができる。【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
分化コントロール化合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいず
れか又は複数を含み、下記(a)から(c)のいずれかにおいて、培養または／および保存のた
めに用いられる培地。(a)　幹細胞(b)　(a)と幹細胞由来分化細胞(c)　(b)と幹細胞由来
分化細胞から作製された臓器
【請求項２】
前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である請求項1記載の培地。
【請求項３】
前記分化細胞が心筋細胞である請求項１又は２に記載の培地。
【請求項４】
前記幹細胞がヒト由来である請求項１～３のいずれか一項に記載の培地。
【請求項５】
分化コントロール化合物を濃度１０～５００μMで含む請求項１～４のいずれか一項に記
載の培地。
【請求項６】
前記培地が無血清培地である、請求項１～５のいずれか一項に記載の培地。
【請求項７】
前記請求項１から６のいずれか一項に記載の培地を作製するための培地作製用組成物。
【請求項８】
前記請求項１から６のいずれか一項に記載の培地を用いて作製した分化細胞。
【請求項９】
前記分化細胞が、心筋細胞である請求項８記載の分化細胞。
【請求項１０】
分化コントロール化合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいず
れか又は複数を有効成分とする幹細胞生存抑制剤。
【請求項１１】
前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である請求項１０記載の幹細胞生存抑制剤。
【請求項１２】
前記幹細胞がヒト由来である請求項１０又は１１に記載の幹細胞生存抑制剤。
【請求項１３】
幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医薬組成物の生体内での腫瘍化を抑制するための医薬組
成物であり、請求
項１２記載の幹細胞生存抑制剤を含む医薬組成物。
【請求項１４】
幹細胞から分化細胞を製造する方法であって、分化誘導後の細胞を分化コントロール化合
物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいずれか又は複数により処
理する工程を含む方法。
【請求項１５】
前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
前記分化細胞が心筋細胞である請求項１４又は１５記載の方法。
【請求項１７】
前記幹細胞がヒト由来である請求項１４～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
幹細胞を培養する工程と、幹細胞を分化誘導する工程と、をさらに含む請求項１４～１７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医薬組成物を製造する方法であって、前記幹細胞を分化
誘導する工程と、分化誘導後の細胞を分化コントロール化合物として、Liarozole、Piogl
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itazone、Silibinin、Chrysinのいずれか又は複数により処理する工程と、を含む方法。
【請求項２０】
前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
前記分化細胞が心筋細胞である請求項１９又は２０記載の方法。
【請求項２２】
前記幹細胞がヒト由来である請求項１９～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
幹細胞を培養する工程と、をさらに含む請求項１９～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
幹細胞及び分化細胞を含む細胞混合物から分化細胞のみを分離する方法であって、前記細
胞混合物を分化コントロール化合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chry
sinのいずれか又は複数により処理する手順を含む方法。
【請求項２５】
前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
前記分化細胞が心筋細胞である請求項２４又は２５記載の方法。
【請求項２７】
前記幹細胞及び前記分化細胞がヒト由来である請求項２４～２６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項２８】
幹細胞を培養する工程と、幹細胞を分化誘導する工程と、をさらに含む請求項２４～２７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
請求項１記載の培地、請求項７記載の培地作製用組成物、請求項１０記載の幹細胞生存抑
制剤、請求項１３記載の医薬組成物の製造のための分化コントロール化合物としてのLiar
ozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinの単体もしくは組み合わせでの使用。
【請求項３０】
幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医薬組成物の製造のための分化コントロール化合物とし
てのLiarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinの使用。
【請求項３１】
幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医薬組成物の生体内での腫瘍化を抑制するための分化コ
ントロール化合物としてのLiarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinの使用。 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、幹細胞由来の分化細胞用培地、幹細胞からの分化細胞の製造及び該分化細胞を
含む細胞医薬組成物の製造のための方法に関する。より詳しくは、特に心筋細胞に好適に
用いられる分化コントロール化合物（Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysin）
によって幹細胞の生存を抑制して目的とする分化細胞のみを選択的に培養可能な培地等に
関する。
【背景技術】
【０００２】
人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）等の多分化能幹細胞を用いる
再生医療技術の課題のひとつは、多分化能幹細胞を所望のタイプの細胞に分化させた後に
患者の体内に移植する際に、多分化能幹細胞が未分化状態のまま残存し、分化した細胞と
ともに患者の体内に移植され、患者の体内で腫瘍及び癌化する危険を如何に防止するかで
ある（非特許文献１参照）。
【０００３】
造腫瘍性をもつおそれのある未分化ｉＰＳ細胞等の混入を評価する試験系としては、未分
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化多能性細胞特異的なマーカーや分化能の高い細胞に特異的なマーカー（非特許文献２参
照）の発現を指標にしたフローサイトメトリー解析や定量的ＲＴ-ＰＣＲ（ｑＲＴ-ＰＣＲ
）法が挙げられる。しかし、いずれも一定の頻度以下の未分化多能性幹細胞の混入は検出
できない。そのため、最終製品の安全性評価には、未分化多能性幹細胞を培養条件に戻し
て培養してｉＰＳ細胞等のコロニーが出現しないことの確認などが必要である。
【０００４】
化学分子データベースPubChem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)から、Liarozoleの試
薬名や化学式は提示可能である。Liarozole(6-[(3-chlorophenyl)-imidazol-1-ylmethyl]
-1～{H}-benzimidazole、化１参照)は、シトクロムP450RAI（retinoic acid inducible＝
レチノイン酸誘導性）酵素阻害薬の一種である。
【０００５】
【化１】

【０００６】
シトクロムP450RAI阻害剤は、現在、ケトコナゾール（Ketoconazole）、リアロゾール（L
iarozole）およびＲ１１６０１０、さらに、シクロプロピルアリール、シクロプロピルヘ
テロアリール、シクロプロピルアミノアリール、または（１-イミダゾリル）メチルアリ
ール構造を持つ酵素シトクロムP450RAIに対して阻害作用を持ついくつかの化合物が知ら
れている（特許文献１参照）。先行技術では、ヒトを含む哺乳動物にある種のシトクロム
P450RAI阻害剤を投与すると内因性ＲＡレベルの有意な増加が起こること、そしてシトク
ロムP450RAI阻害剤、例えばリアロゾールによる処置は、レチノイドによる処置と類似す
る効果、例えば乾癬の改善をもたらすことが指摘されている（非特許文献３参照）。
【０００７】
本発明に関連して、特許文献1には、レチノイドは、胚発生の期間中遺伝子発現を調節す
ること、および、例示的なレチノイド反応性障害（disorders than can be treated）と
しては、挫創等の皮膚障害、自己免疫性障害、炎症性障害、増殖性障害、神経障害、視覚
障害および肺障害が挙げられており、レチノイド反応性障害を有するヒトを処置するため
の方法としてシトクロムP450RAI阻害剤の使用が単独かもしくはレチノイド処置と組み合
わせて、個体中のレチノイドのレベルを有益に維持するかもしくは増大させる技術が開示
されている。当該文献の実施例には、ハムスター腹側部器官における皮脂腺の分化につい
ての実験において、シトクロムP450RAI阻害剤の経口強制栄養法により、皮脂腺の分化を
ブロックすることが記載されている。特許文献2には、シトクロムP450RAI阻害剤として作
用する可能性のあるいくつかの化合物が示されている。しかし、培地添加物としてのシト
クロムP450RAI阻害剤の具体的な利用方法は検討されておらず、またｉＰＳ細胞の心筋細
胞への分化誘導に関する具体的な事例は開示されていない。
【０００８】
化学分子データベースPubChem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)から、Pioglitazone
の試薬名や化学式は提示可能である。　Pioglitazone(5-[[4-[2-(5-ethylpyridin-2-yl)e
thoxy]phenyl]methyl]-1,3-thiazolidine-2,4-dione、化２参照）は、チアゾリジン（Thi
azolidinedione）誘導体の一種である。
【０００９】
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【化２】

【００１０】
チアゾリジン誘導体とはチアゾリジンから合成される一群の化合物であり、例えば、〔〔
ω-（ヘテロシクリルアミノ）アルコキシル〕ベンジル〕-２、４-チアゾリジンジオン、
（±）-５-〔〔２-（２-ナフタレニルメチル）-５-ベンゾキサゾイル〕メチル〕-２、４-
チアゾリジンジオン等が例示される。具体的に、インスリン抵抗性改善薬として利用され
るロシグリタゾン（Rosiglitazone：グラクソ・スミスクライン）、ピオグリタゾン（Pio
glitazone：武田薬品工業）、ロべグリタゾン（Lobeglitazone：Ｃｈｏｎｇ　Ｋｕｎ　Ｄ
ａｎｇ）、トログリタゾン（Troglitazone：第一三共）、リボグリタゾン（Rivoglitazon
e：第一三共）、または、シグリタゾン（Ciglitazone：武田薬品工業）等が挙げられる。
チアゾリジン誘導体は、ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲ）γ作動薬で
あり、脂肪組織や肝臓・骨格筋のインスリン感受性を増加させ、慢性的な高血糖を改善す
る。先行技術では、インスリン、トランスフェリン、デキサメタゾン、ビオチン、アスコ
ルビン酸、グルコース、上皮成長因子若しくは繊維芽細胞成長因子、ならびに亜セレン酸
若しくはその塩を含有し、かつインドメタシン、プロスタグランジン、長鎖脂肪酸および
チアゾリジン誘導体よりなる群から選ばれた少なくとも１種の化合物を加えた栄養培地を
使用することにより、無血清あるいは低血清状態で初代前駆脂肪細胞を分化誘導すること
ができることが指摘されている（特許文献３参照）。
【００１１】
本発明に関連して、特許文献４には、非ステロイド性抗炎症剤またはチアゾリジン誘導体
が骨・軟部に発生する巨細胞性腫瘍または軟骨肉腫のＰＰＡＲγの発現を誘導し、それに
よってアポトーシスまたは脂肪細胞分化を誘導することで骨・軟部に発生する巨細胞性腫
瘍または軟骨肉腫の予防または治療剤として利用可能とするためのスクリーニング方法が
記載されている。しかし、特許文献４には、培地添加物としてのPioglitazoneの具体的な
利用方法は検討されておらず、またｉＰＳ細胞の心筋細胞への分化誘導に関する具体的な
事例は開示されていない。
【００１２】
化学分子データベースPubChem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)から、Silibinin(Sil
ybin)の試薬名や化学式は提示可能である。　Silibinin(Silybin)（(2～{R},3～{R})-3,5
,7-trihydroxy-2-[(2～{R},3～{R})-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(hydroxymethyl)
-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl]-2,3-dihydrochromen-4-one、化３参照）は、マリ
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アアザミ（Silybum marianum）種子の標準化された抽出物であるシリマリン（Silymarin
）の主要な活性成分である。
【００１３】
【化３】

【００１４】
シリマリンには、シリビニン（silibinin）、シリジアニン（silydianin）、イソシリビ
ン（isosilybin）、シリクリスチン（silychristin）などがある。シリマリンには、グル
コ-スの取り込みの阻害作用、低酸素誘導因子（HIF）活性の阻害作用、PI3/Akt/mTORシグ
ナル伝達系の阻害作用など、複数の機序で癌細胞のワールブルグ効果を阻害する作用が報
告されている（非特許文献４参照）。
【００１５】
本発明に関連して、特許文献５には、シリマリンは、哺乳類の眼の角膜及び／又は強膜を
通じた眼科用の浸透促進剤、浸透増進剤、吸収増進剤の機能成分として用いられ、角膜上
皮細胞の再生に対しても使用例が上げられている。特許文献６には、シリマリンは、加齢
及び免疫老化に関係する病気の治療目的として造血幹細胞の機能低下、及び、抗癌効果を
目的とした栄養補助食品としての利用例が上げられている。しかし、培地添加物としての
シリマリンの具体的な利用方法は検討されておらず、またｉＰＳ細胞の心筋細胞への分化
誘導に関する具体的な事例は開示されていない。
【００１６】
化学分子データベースPubChem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)から、Chrysinの試薬
名や化学式は提示可能である。　Chrysin（5,7-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one、化４
参照）は、果実の果皮、トケイソウやプロポリスなどに含まれるフラボノイドの一つであ
る。また、プロポリスの主要な活性成分として知られる。
【００１７】

【化４】

【００１８】
クリシンには、COX-2遺伝子やプロスタグランジンE2の阻害作用など抗炎症作用（非特許
文献５参照）、低酸素誘導因子（HIF）活性の阻害作用（非特許文献６参照）が報告され
ている。
【００１９】
本発明に関連して、非特許文献７において、クリシンは、ヒト癌細胞に対する増殖抑制作
用を有し、特に白血病に関連した癌細胞株には他のフラボノイドと比較して特に強いアポ
トーシスの誘導効果があることが開示されている。また、同効果の作用機序にAktシグナ
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ル伝達の阻害が関与することが報告されている（非特許文献７参照）。しかし、培地添加
物としてのクリシンの具体的な利用方法は検討されておらず、またｉＰＳ細胞の心筋細胞
への分化誘導に関する具体的な事例は開示されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２０】
【特許文献１】特開２００７－５１５４３３号公報
【特許文献２】特開２００４－５０７５３１号公報
【特許文献３】特開２０００－１５７２６０号公報
【特許文献４】国際公開第２０１３／１４６４３５号パンフレット
【特許文献５】特開２０１５－５２１１８２号公報
【特許文献６】特開２０１３－５３７０３６号公報
【非特許文献】
【００２１】
【非特許文献１】J Cell Sci,2010.123.643-651
【非特許文献２】PNAS,2013.110.51.20569-20574
【非特許文献３】British Journal of Dermatology,1998.139.380-389
【非特許文献４】Oncogene,2009.28.313-324
【非特許文献５】FEBS Letters,2005.579.705-711
【非特許文献６】Molecular Cancer Therapeutics,2007.6.220-226
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
本発明は、幹細胞から誘導される分化細胞において、未分化な幹細胞の混入のない分化細
胞を調製するための技術を提供することを主な目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
［１］分化コントロール化合物（未分化幹細胞の混入がない成熟細胞や臓器を得る工程で
用いる化合物を称す）として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいずれ
か又は複数を含み、下記(a)から(c)のいずれかにおいて、培養または／および保存のため
に用いられる培地。(a)　幹細胞(b)　(a)と幹細胞由来分化細胞(c)　(b)と幹細胞由来分
化細胞から作製された臓器［２］前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である［１］の培地。
［３］前記分化細胞が心筋細胞である［１］又は［２］の培地。［４］前記幹細胞がヒト
由来である［１］から［３］の培地。［５］分化コントロール化合物を濃度１０～５００
μMで含む［１］から［４］の培地。［６］前記培地が無血清培地である、［１］から［
５］の培地。［７］［１］から［６］の培地を作製するための培地作製用組成物。［８］
［１］から［６］の培地を用いて作製した分化細胞。［９］前記分化細胞が、心筋細胞で
ある［８］の分化細胞。
【００２４】
［１０］分化コントロール化合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysi
nのいずれか又は複数を有効成分とする幹細胞生存抑制剤。［１１］前記幹細胞が誘導性
多能性幹細胞である［１０］の幹細胞生存抑制剤。［１２］前記幹細胞がヒト由来である
［１０］又は［１１］の幹細胞生存抑制剤。［１３］幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医
薬組成物の生体内での腫瘍化を抑制するための医薬組成物であり、［１２］の幹細胞生存
抑制剤を含む医薬組成物。
【００２５】
［１４］幹細胞から分化細胞を製造する方法であって、分化誘導後の細胞を分化コントロ
ール化合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrys
inのいずれか又は複数により処理する工程を含む方法。［１５］前記幹細胞が誘導性多能
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性幹細胞である［１４］の方法。［１６］前記分化細胞が心筋細胞である［１４］又は［
１５］の方法。［１７］前記幹細胞がヒト由来である［１４］から［１６］の方法。［１
８］幹細胞を培養する工程と、幹細胞を分化誘導する工程と、をさらに含む［１４］から
［１７］の方法。
【００２６】
［１９］幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医薬組成物を製造する方法であって、前記幹細
胞を分化誘導する工程と、分化誘導後の細胞を分化コントロール化合物として、Liarozol
e、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいずれか又は複数により処理する工程と、を含
む方法。［２０］前記幹細胞が誘導性多能性幹細胞である［１９］の方法。［２１］前記
分化細胞が心筋細胞である［１９］又は［２０］の方法。［２２］前記幹細胞がヒト由来
である［１９］から［２１］の方法。［２３］幹細胞を培養する工程と、をさらに含む［
１９］から［２２］の方法。
【００２７】
［２４］幹細胞及び分化細胞を含む細胞混合物から分化細胞のみを分離する方法であって
、前記細胞混合物を分化コントロール化合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibin
in、Chrysinのいずれか又は複数により処理する手順を含む方法。［２５］前記幹細胞が
誘導性多能性幹細胞である［２４］の方法。［２６］前記分化細胞が心筋細胞である［２
４］又は［２５］の方法。［２７］前記幹細胞及び前記分化細胞がヒト由来である［２４
］から［２６］の方法。［２８］幹細胞を培養する工程と、幹細胞を分化誘導する工程と
、をさらに含む［２４］から［２７］の方法。
【００２８】
［２９］［１］の培地、［７］の培地作製用組成物、［１０］の幹細胞生存抑制剤、［１
３］の医薬組成物の製造のための分化コントロール化合物としてのLiarozole、Pioglitaz
one、Silibinin、Chrysinの単体もしくは組み合わせでの使用。［３０］幹細胞由来の分
化細胞を含む細胞医薬組成物の製造のための分化コントロール化合物としてのLiarozole
、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinの使用。［３１］幹細胞由来の分化細胞を含む細胞
医薬組成物の生体内での腫瘍化を抑制するための分化コントロール化合物としてのLiaroz
ole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinの使用。
【発明の効果】
【００２９】
本発明により、幹細胞から誘導される分化細胞において、未分化な幹細胞の混入のない分
化細胞を調製するための技術が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するLiarozoleの生存抑制活性を評価した結果を示すグ
ラフである（実施例１）。
【図２】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するLiarozoleの生細胞活性を評価した結果を示すグラ
フである（実施例１）。
【図３】培養心筋細胞に対するLiarozoleの生存抑制活性（細胞死誘導活性）を評価した
結果を示すグラフである（実施例２）。
【図４】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するPioglitazoneの生存抑制活性を評価した結果を示す
グラフである（実施例３）。
【図５】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するPioglitazoneの生細胞活性を評価した結果を示すグ
ラフである（実施例３）。
【図６】培養心筋細胞に対するPioglitazoneの生存抑制活性（細胞死誘導活性）を評価し
た結果を示すグラフである（実施例４）。
【図７】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するSilibinin(Silybin)の生存抑制活性を評価した結果
を示すグラフである（実施例５）。
【図８】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するSilibinin(Silybin)の生細胞活性を評価した結果を
示すグラフである（実施例５）。
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【図９】培養心筋細胞に対するSilibinin(Silybin)の生存抑制活性（細胞死誘導活性）を
評価した結果を示すグラフである（実施例６）。
【図１０】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するChrysinの生存抑制活性を評価した結果を示すグ
ラフである（実施例７）。
【図１１】培養ヒトｉＰＳ細胞に対するChrysinの生細胞活性を評価した結果を示すグラ
フである（実施例７）。
【図１２】培養心筋細胞に対するChrysinの生存抑制活性（細胞死誘導活性）を評価した
結果を示すグラフである（実施例８）。
【図１３】分化コントロール化合物（Liarozole, Pioglitazone, Silibinin, Chrysin）
の細胞障害性を評価した結果を示すグラフである（実施例９）。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
以下、本発明を実施するための好適な形態について図面を参照しながら説明する。なお、
以下に説明する実施形態は、本発明の代表的な実施形態の一例を示したものであり、これ
により本発明の範囲が狭く解釈されることはない。
【００３２】
１．培地（細胞保存液や臓器保存液を含む）　本発明に係る培地は、分化コントロール化
合物として、Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Chrysinのいずれか又は複数を含み
、下記(a)から(c)のいずれかにおいて、培養または／および保存のために用いられること
を特徴とする　(a)　幹細胞　(b)　(a)と幹細胞由来分化細胞　(c)　(b)と幹細胞由来分
化細胞から作製された臓器　本発明において、分化コントロール化合物は、未分化な幹細
胞に特異的な生存抑制活性を有し、分化細胞の細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞
の生存を抑制することが明らかとなり、特に心筋細胞に好適に用いることができる。　こ
れより、本発明に係る培地は、幹細胞から分化細胞への分化誘導の際に最も好適に用いる
ことができる。　これに加え、幹細胞由来分化細胞やこれから作製された臓器に対し、本
発明に係る培地を、培養液ないし保存液として用いることにより、未分化な幹細胞が混入
していたとしてもこれの生存・増殖を抑制することができ、より適切な分化細胞や目的臓
器の作製が可能となる。　すなわち、本発明に係る培地は、幹細胞の培養のための培地、
幹細胞の分化誘導のための分化誘導用培地、幹細胞や幹細胞由来分化細胞のための細胞保
存液、幹細胞由来分化細胞から作製された臓器のための臓器保存液、これらの用途として
用いられるものである。
【００３３】
本発明に用いられる分化コントロール化合物（Liarozole、Pioglitazone、Silibinin、Ch
rysin）は、分子コントロール化合物そのもののみならず、本発明の趣旨に鑑み、化学修
飾などをして用いることができる。　すなわち、培地や細胞保存液、臓器保存液への溶解
性や生体への吸収性を高めるなどを目的として、培地や細胞保存液、臓器保存液における
使用に最適化するための、薬剤の標的化（DDS:ドラッグ　デリバリー　システム）、水溶
性を高めるプロドラッグ（pro-drug）化、輸送担体の工夫など、である。
【００３４】
本発明に係る培地において、分化コントロール化合物の濃度は、未分化幹細胞に対して生
存抑制活性を示し、かつ分化細胞の細胞死を誘発することがない濃度である限りにおいて
、特に限定されない。このような濃度は、実施例記載の方法及び従来公知の方法を用いて
当業者が適宜設定することができる。分化コントロール化合物の濃度は、例えば０．０１
～２０００μM、好ましくは０．１～１０００μM、より好ましくは１０～５００μMとさ
れる。
【００３５】
本発明に係る培地は、幹細胞の培養や幹細胞からの分化細胞の誘導のために従来から用い
られている培地（基礎培地）に、分化コントロール化合物を上記濃度で単体もしくは組み
合わせで添加することにより調製可能である。このような培地としては、例えば、以下を
挙げることができる。
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【００３６】
［基礎培地］　ＲＰＭＩ-１６４０培地、ＥａｇｌｅのＭＥＭ培地、ダルベッコ改変ＭＥ
Ｍ培地、Ｇｌａｓｇｏｗ’ｓ　ＭＥＭ培地、α-ＭＥＭ培地、１９９培地、ＩＭＤＭ培地
、ＤＭＥＭ培地、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｓｅｒｕｍ　ｆｒｅｅ培地、Ｃｈｅｍｉｃａｌｌ
ｙ　Ｄｅｆｉｎｅｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｓｅｒｕｍ　Ｆｒｅｅ培地、Ｈａｍ’ｓ　Ｍ
ｅｄｉｕｍ　Ｆ-１２、Ｈａｍ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｆ-１０、Ｈａｍ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ
　Ｆ１２Ｋ、ＡＴＣＣ-ＣＲＣＭ３０、ＤＭ-１６０、ＤＭ-２０１、ＢＭＥ、Ｆｉｓｃｈ
ｅｒ、ＭｃＣｏｙ’ｓ　５Ａ、Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓ　Ｌ-１５、ＲＩＴＣ８０-７、Ｍ
ＣＤＢ１０５、ＭＣＤＢ１０７、ＭＣＤＢ１３１、ＭＣＤＢ１５３、ＭＣＤＢ２０１、Ｎ
ＣＴＣ１０９、ＮＣＴＣ１３５、Ｗａｙｍｏｕｔｈ’ｓ　ＭＢ７５２／１、ＣＭＲＬ-１
０６６、Ｗｉｌｌｉａｍｓ’　ｍｅｄｉｕｍ　Ｅ、Ｂｒｉｎｓｔｅｒ’ｓ　ＢＭＯＣ-３
　Ｍｅｄｉｕｍ、Ｅ８　Ｍｅｄｉｕｍ（以上サーモフィッシャーサイエンティフィック社
）、ＲｅｐｒｏＦＦ２、Ｐｒｉｍａｔｅ　ＥＳ　Ｃｅｌｌ　Ｍｅｄｉｕｍ、ＲｅｐｒｏＳ
ｔｅｍ（以上リプロセル株式会社）、ＰｒｏｃｕｌＡＤ（ロート製薬株式会社）、ＭＳＣ
ＢＭ－ＣＤ、ＭＳＣＧＭ－ＣＤ（以上Ｌｏｎｚａ社）、ＥＸ-ＣＥＬＬ３０２培地（ＳＡ
ＦＣ社）またはＥＸ-ＣＥＬＬ-ＣＤ-ＣＨＯ（ＳＡＦＣ社）、ＲｅｐｒｏＭｅｄＴＭ　ｉ
ＰＳＣ　Ｍｅｄｉｕｍ（リプロセル株式会社）、Ｃｅｌｌａｒｔｉｓ　ＭＳＣ　Ｘｅｎｏ
－Ｆｒｅｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（タカラバイオ株式会社）、ＴｅＳＲ－Ｅ８
　(株式会社べリタス)、ＳｔｅｍＦｉｔ（登録商標）ＡＫ０２Ｎ、ＡＫ０３Ｎ（味の素株
式会社）及びこれらの混合物。［細胞保存液や臓器保存液］　臨床で汎用されてきた細胞
保存液や臓器保存液としては、University of Wisconsin臓器保存液(UW液)、HBSS (Hank'
s Balanced Salt Solution)、histidine-tryptophan-ketogluta- rate(HTK)液、Euro-Col
lins液、Celsior液、ET-Kyoto液、IGL-1液、EP-TU液などが挙げられる。
【００３７】
本発明に係る培地は、これらの培地に分化コントロール化合物を予め添加されていてもよ
く、あるいは細胞培養中に添加することによって調製できる。
【００３８】
また、培地には、必要に応じて細胞の生存又は増殖に必要な生理活性物質及び栄養因子な
どを添加できる。これらの添加物は、培地に予め添加されていてもよく、細胞培養中に添
加されてもよい。培養中に添加する方法は、１溶液または２種以上の混合溶液などいかな
る形態によってでもよく、連続的または断続的な添加であってもよい。
【００３９】
生理活性物質としては、インシュリン、ＩＧＦ-１、トランスフェリン、アルブミンまた
は補酵素Ｑ１０などが挙げられる。　栄養因子としては、糖、アミノ酸、ビタミン、加水
分解物または脂質などが挙げられる。　糖としては、グルコース、マンノースまたはフル
クトースなどが挙げられ、１種または２種以上を組み合わせて用いられる。　アミノ酸と
しては、Ｌ-アラニン、Ｌ-アルギニン、Ｌ-アスパラギン、Ｌ-アスパラギン酸、Ｌ-シス
テイン、Ｌ-グルタミン酸、Ｌ-グルタミン、グリシン、Ｌ-ヒスチジン、Ｌ-イソロイシン
、Ｌ-ロイシン、Ｌ-リジン、Ｌ-メチオニン、Ｌ-フェニルアラニン、Ｌ-プロリン、Ｌ-セ
リン、Ｌ-スレオニン、Ｌ-トリプトファン、Ｌ-チロシンまたはＬ-バリンなどが挙げられ
、１種または２種以上を組み合わせて用いられる。　ビタミンとしては、ｄ-ビオチン、
Ｄ-パントテン酸、コリン、葉酸、ｍｙｏ-イノシトール、ナイアシンアミド、ピロドキサ
ール、リボフラビン、チアミン、シアノコバラミンまたはＤＬ-α―トコフェロールなど
が挙げられ、１種または２種以上を組み合わせて用いられる。　加水分解物としては、大
豆、小麦、米、えんどう豆、とうもろこし、綿実、酵母抽出物などを加水分解したものが
挙げられる。　脂質としては、コレステロール、リノール酸またはリノレイン酸などが挙
げられる。
【００４０】
さらに、培地には、カナマイシン、ストレプトマイシン、ペニシリンまたはハイグロマイ
シンなどの抗生物質を必要に応じて添加してもよい。シアル酸等の酸性物質を培地に添加
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する場合には、培地のｐＨを細胞の成育に適した中性域であるｐＨ５～９、好ましくはｐ
Ｈ６～８に調整することが望ましい。
【００４１】
本発明に係る培地は、血清含培地であっても無血清培地であってもよい。異種動物由来成
分の混入防止の観点からは血清を含有しないか、培養される幹細胞と同種動物由来の血清
が用いられることが好ましい。ここで、無血清培地とは、無調整又は未精製の血清を含ま
ない培地を意味する。無血清培地は、精製された血液由来成分や動物組織由来成分（例え
ば、増殖因子）を含有していてもよい。
【００４２】
本発明に係る培地は、血清と同様に、血清代替物についてもこれを含んでいても含んでい
なくともよ
い。血清代替物としては、例えば、アルブミン、脂質リッチアルブミン及び組換えアルブ
ミン等のアルブミン代替物、植物デンプン、デキストラン、タンパク質加水分解物、トラ
ンスフェリン又は他の鉄輸送体、脂肪酸、インスリン、コラーゲン前駆体、微量元素、２
-メルカプトエタノール、３’-チオグリセロールあるいはこれらの均等物などが挙げられ
得る。血清代替物の具体例として、例えば、国際公開第９８／３０６７９号記載の方法に
より調製されるものや、市販のｋｎｏｃｋｏｕｔ　Ｓｅｒｕｍ　Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
［ＫＳＲ］（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）、Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ－ｄｅｆ
ｉｎｅｄ　Ｌｉｐｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ社）及びＧｌｕｔａｍａｘ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）などが挙げられ
る。また、生体由来因子としては、多血小板血漿(PRP)、ヒト間葉系幹細胞の培養上清成
分が挙げられる。
【００４３】
本発明の培地は、分化コントロール化合物を必須の成分として、培地作製用組成物とする
ことができる。　すなわち、本発明の培地における成分の全部ないし一部を組成成分とし
て、これを固形化ないし濃縮溶液とし、溶解や希釈、既存培地に添加するための組成物（
培地サプリメント）、液体培地と固形成分のセットなど種々の態様で、本発明における培
地を最終的に作製するための組成物とすることができる。
【００４４】
［幹細胞］　本発明が対象とする「幹細胞」は、自己複成能及び分化増殖能を有する未熟
な細胞をいい、分化能力に応じて、多能性幹細胞（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　
ｃｅｌｌ）、複能性幹細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）、単能性幹
細胞（ｕｎｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）等が含まれる。「幹細胞」は、一般に
、未分化状態を保持したまま増殖できる「自己再生能」と、三胚葉系列すべてに分化でき
る「分化多能性」とを有する未分化細胞と定義されている。　多能性幹細胞とは、生体を
構成する全ての組織や細胞へ分化し得る能力を有する細胞を意味する。　複能性幹細胞と
は、全ての種類ではないが、複数種の組織や細胞へ分化し得る能力を有する細胞を意味す
る。　単能性幹細胞とは、特定の組織や細胞へ分化し得る能力を有する細胞を意味する。
【００４５】
幹細胞の由来種も特に限定されず、例えば、ラット、マウス、ハムスター、モルモット等
のげっ歯類、ウサギ等のウサギ目、ブタ、ウシ、ヤギ、ヒツジ等の有蹄目、イヌ、ネコ等
のネコ目、ヒト、サル、アカゲザル、マーモセット、オランウータン、チンパンジーなど
の霊長類などの細胞であってよい。
【００４６】
幹細胞の具体例としては、筋芽細胞、血管内皮細胞、骨芽細胞、脂肪細胞、筋細胞、心筋
細胞、軟骨細胞等へ分化する間葉系幹細胞、ニューロンやグリア細胞へ分化する神経幹細
胞、白血球、赤血球、血小板、肥満細胞、樹状細胞等へ分化する造血幹細胞又は骨髄幹細
胞、スフェロイド状態から胚様体（ＥＢ体）と呼ばれる擬似的な胚の形成を経て様々な組
織への分化・誘導のステップに進むことが知られている胚性幹細胞（Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ：ＥＳ細胞）や誘導性多能性幹細胞（ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｌｕｒｉ
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ｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ：ｉＰＳ細胞）、始原生殖細胞に由来する胚性生殖（
ＥＧ）細胞、精巣組織からのＧＳ細胞の樹立培養過程で単離されるｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎ
ｔ　ｇｅｒｍｌｉｎｅ　ｓｔｅｍ（ｍＧＳ）細胞、骨髄から単離されるｍｕｌｔｉｐｏｔ
ｅｎｔ　ａｄｕｌｔ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌ（ＭＡＰＣ）等の多能性幹細胞な
どが挙げられる。
【００４７】
多能性幹細胞としては、特に、上述のＥＳ細胞またはｉＰＳ細胞を挙げることができる。
体細胞の核を核移植することによって作製された初期胚を培養することによって樹立した
幹細胞も、多能性幹細胞としてまた好ましい（Nature,1997.385.810-813、Science,1998.
280.1253-1256、Nature Biotechnology,1999.17.456-461、Nature.1998.394.369-374、Na
ture Genetics.1999.22.127-128、Proc Natl Acad Sci USA.1999.96.14984-14989、Natur
e Genetics,2000.24.372-376）。
【００４８】
ヒトＥＳ細胞株は、例えばＷＡ０１（Ｈ１）およびＷＡ０９（Ｈ９）は、ＷｉＣｅｌｌ　
Ｒｅｓｅｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅから、ＫｈＥＳ-１、ＫｈＥＳ-２及びＫｈＥＳ-３
は、京都大学再生医科学研究所（京都、日本）から入手可能である。また、臨床研究用ヒ
トES細胞株ＫｔｈＥＳ１１は、京都大学のウイルス・再生医科学研究所から入手可能であ
る。
【００４９】
ｉＰＳ細胞としては、例えば、皮膚細胞等の体細胞に複数の遺伝子（初期化因子）を導入
して得られる、ＥＳ細胞同様の多分化能を獲得した細胞が挙げられる。例えばＯｃｔ３／
４遺伝子、Ｋｌｆ４遺伝子、Ｃ-Ｍｙｃ遺伝子及びＳｏｘ２遺伝子を導入することによっ
て得られるｉＰＳ細胞や、Ｏｃｔ３／４遺伝子、Ｋｌｆ４遺伝子及びＳｏｘ２遺伝子を導
入することによって得られるｉＰＳ細胞（Nature Biotechnology,2008.26.101-106）等が
挙げられる。初期化因子に含まれる遺伝子として、例えば、Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｓ
ｏｘ１、Ｓｏｘ３、Ｓｏｘ１５、Ｓｏｘ１７、Ｋｌｆ４、Ｋｌｆ２、ｃ-Ｍｙｃ、Ｎ-Ｍｙ
ｃ、Ｌ-Ｍｙｃ、Ｎａｎｏｇ、Ｌｉｎ２８、Ｆｂｘ１５、ＥＲａｓ、ＥＣＡＴ１５-２、Ｔ
ｃｌ１、ｂｅｔａ-ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｉｎ２８ｂ、Ｓａｌｌ１、Ｓａｌｌ４、Ｅｓｒｒ
ｂ、Ｎｒ５ａ２、Ｔｂｘ３またはＧｌｉｓ１等が例示され、これらの初期化因子は、単独
で用いても良く、組み合わせて用いても良い。初期化因子の組み合わせとしては、WO2007
/069666、WO2008/118820、WO2009/007852、WO2009/032194、WO2009/058413、WO2009/0578
31、WO2009/075119、WO2009/079007、WO2009/091659、WO2009/101084、WO2009/101407、W
O2009/102983、WO2009/114949、WO2009/117439、WO2009/126250、WO2009/126251、WO2009
/126655、WO2009/157593、WO2010/009015、WO2010/033906、WO2010/033920、WO2010/0428
00、WO2010/050626、WO2010/056831、WO2010/068955、WO2010/098419、WO2010/102267、W
O2010/111409、WO2010/111422、WO2010/115050、WO2010/124290、WO2010/147395、WO2010
/147612、Nat Biotechnol,2008.26.795-797、Cell Stem Cell,2008.2.525-528、Stem Cel
ls,2008.26.2467-2474、Nat Biotechnol,2008.26.1269-1275、Cell Stem Cell,2008.3.56
8-574、Cell Stem Cell,2008.3.475-479、Cell Stem Cell,2008.3.132-135、Nat Cell Bi
ol,2009.11.197-203、Nat Biotechnol,2009.27.459-461、Proc Natl Acad Sci USA,2009.
106.8912-8917、Nature,2009.461.643-649、Cell Stem Cell,2009.5.491-503、Cell Stem
 Cell,2010.6.167-74、Nature,2010.463.1096-1100、Stem Cells,2010.28.713-720、Natu
re,2011.474.225-229に記載の組み合わせが例示される。　ｉＰＳ細胞は、所定の機関（
理研バイオリソースセンター、京都大学）より入手可能である。また、臨床グレードのｉ
ＰＳ細胞の準備も日本（京都大学病院、京都大学ｉＰＳ細胞研究所　ｈｔｔｐｓ：／／ｗ
ｗｗ．ｃｉｒａ．ｋｙｏｔｏ－ｕ．ａｃ．ｊｐ／ｊ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｓｔｏｃｋ．ｈ
ｔｍｌ）、および米国（ＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌｓ．ｇｏｖ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ
：ＮＣＴ０３４３４８０８、ＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌｓ．ｇｏｖ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉ
ｅｒ：ＮＣＴ０２０５６６１３）や、富士フィルム株式会社の米国子会社FUJIFILM Cellu
lar Dynamics, Inc.（FCDI社）にて進められており、本発明の技術も使われ得る。
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【００５０】
複能性幹細胞としては、特に、間葉系幹細胞、造血系幹細胞、神経系幹細胞、骨髄幹細胞
及び生殖幹細胞等の体性幹細胞等が挙げられる。複能性幹細胞は、好ましくは間葉系幹細
胞、より好ましくは骨髄間葉系幹細胞である。なお、間葉系幹細胞とは、骨芽細胞、軟骨
芽細胞及び脂肪芽細胞等の間葉系の細胞の全て、または、いくつかへの分化が可能な幹細
胞、または、その前駆細胞の集団を広義に意味する。
【００５１】
本発明に係る培地は、いずれの幹細胞の培養にも好適に使用することができるが、好まし
くは間葉系幹細胞、ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞の培養に、より好ましくはｉＰＳ細胞の培養
に、特に好ましくはヒトｉＰＳ細胞の培養に使用することができる。ヒトｉＰＳ細胞とし
てより具体的には２５３Ｇ１株（理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ０００２）、２０１Ｂ７株
（理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ００６３）、４０９Ｂ２株（理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ
００７６）、４５４Ｅ２株（理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ００７７）、ＨｉＰＳ-ＲＩＫ
ＥＮ-１Ａ株（理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ０００３）、ＨｉＰＳ-ＲＩＫＥＮ-２Ａ株（
理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ０００９）、ＨｉＰＳ-ＲＩＫＥＮ-１２Ａ株（理研セルバン
クＮｏ．ＨＰＳ００２９）、Ｎｉｐｓ-Ｂ２株（理研セルバンクＮｏ．ＨＰＳ０２２３）
、および、臨床用ｉＰＳ細胞、医療用ｉＰＳ細胞、再生医療用ｉＰＳ細胞などを挙げるこ
とができる。
【００５２】
［幹細胞生存抑制剤等］　上述の通り、分化コントロール化合物は、未分化な幹細胞に特
異的な生存抑制活性を有し、分化細胞（特に心筋細胞）の細胞死を誘発することなく、未
分化幹細胞の生存を抑制する。このため、分化コントロール化合物は、単体もしくは組み
合わせでの使用により、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの細胞培養において幹細胞生存抑制剤として
利用でき、さらにｉｎ　ｖｉｖｏにおいても幹細胞生存抑制剤として、幹細胞由来の分化
細胞を含む細胞医薬組成物の生体内での腫瘍化を抑制するために利用し得る。
【００５３】
２．分化細胞の製造方法　本発明に係る分化細胞の製造方法は、分化誘導後の細胞を分化
コントロール化合物により処理する工程を含むことを特徴とする。より具体的には、本発
明に係る分化細胞の製造方法は、上述の本発明に係る分化細胞用培地中で分化誘導後の細
胞を培養する手順を含むことを特徴とする。ただし、本発明に係る分化細胞の製造方法は
、分化誘導前の幹細胞が分化コントロール化合物により処理されることを排除する趣旨で
はない。すなわち、本発明に係る分化細胞の製造方法では、少なくとも分化誘導後の細胞
（分化細胞に加えて未分化状態を維持した幹細胞を含み得る）が分化コントロール化合物
により処理されるものであり、加えて分化誘導前の幹細胞もが分化コントロール化合物に
より処理されてもよい。
【００５４】
分化コントロール化合物は、未分化な幹細胞に特異的な生存抑制活性を有し、分化細胞の
細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞の生存を抑制する。このため、本発明に係る分
化細胞の製造方法によれば、未分化幹細胞の混入がない（あるいは極めて少ない）分化細
胞を得ることができる。
【００５５】
また、本発明に係る分化細胞の製造方法と同様の分化コントロール化合物による処理工程
に、幹細胞及び分化細胞を含む細胞混合物を供すれば、分化細胞の細胞死を誘発すること
なく、未分化幹細胞の生存を抑制することができるので、細胞混合物から未分化幹細胞の
混入がない（あるいは極めて少ない）分化細胞のみを分離することもできる（分化細胞の
分離方法）。分化細胞の処理には、分化コントロール化合物を含む培地のみならず、臓器
保存液や細胞保存液も用いられ得る。
【００５６】
本発明の分化誘導方法が適用できる分化細胞としては、特に制限されず、例えば、骨芽細
胞、神経細胞、肝細胞、平滑筋細胞、脂肪細胞、心筋細胞、上皮細胞、網膜色素上皮細胞
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、樹状細胞等の免疫細胞等が挙げられる。本発明に係る分化細胞の製造方法は、特に幹細
胞から心筋細胞を製造するために好適に用いられる。その一方で、13-Cis-Retinoic Acid
等のレチノイン酸製剤においても、未分化な幹細胞に特異的な生存抑制活性を有し、分化
細胞の細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞の生存を抑制する効果を持つことを本研
究ではすでに明らかとしている。しかし、過去の文献から、13-Cis-Retinoic Acidを多量
に投与することで妊娠下のラット胎児に心奇形が生じる副作用も報告されており（東京女
子医科大学雑誌，59（1）:81-89,1989）、より高い安全性を追求した結果、分化細胞の製
造方法では、分化コントロール化合物による処理工程を行うことが幹細胞から心筋細胞を
安全に製造する好適な手段とな
り得る。
【００５７】
本発明に係る分化細胞の製造方法は、上記の分化コントロール化合物による処理工程に加
えて、幹細胞を培養する工程と、幹細胞を分化誘導する工程と、をさらに含んでいてもよ
い。これらの工程において、細胞の培養及び幹細胞の分化誘導は、従来公知の手法に従っ
て行えばよく、分化コントロール化合物の存在下又は非存在下で行うことができる。また
、例えば、移植角膜上皮細胞や、移植皮膚上皮細胞など、移植後の細胞が外界に接する場
合には、点眼薬、もしくは塗布薬の成分として分化コントロール化合物は含まれていても
良い。
【００５８】
細胞培養に用いられる培養器は、特に限定されないが、フラスコ、ディッシュ、シャーレ
、マイクロウェルプレート、マイクロスライド、チャンバースライド、チューブ、トレイ
、培養バック又はタンクなどの培養槽などが挙げられ得る。これらの培養器の基材も、特
に限定されず、ガラスや、ポリプロピレン及びポリスチレンなどの各種プラスチック、ス
テンレスなどの金属又はそれらの組み合わせが挙げられる。
【００５９】
培養器は、細胞接着性であっても細胞非接着性であってもよく、目的に応じて適宜選ばれ
る。細胞接着性の培養器は、培養器の表面と細胞との接着性を向上させる目的で、細胞外
マトリックス（ＥＣＭ）等の任意の細胞支持用基質でコーティングされたものであり得る
。細胞支持用基質は、幹細胞又はフィーダー細胞（用いられる場合）の接着を目的とする
任意の物質であり得る。このような細胞支持用基質としては、コラーゲン、ゼラチン、ポ
リ-Ｌ-リジン、ポリ-Ｄ-リジン、ラミニン（または、ラミニンの一部構造体）、及びフィ
ブロネクチン並びにそれらの混合物、例えばマトリゲル、並びに溶解細胞膜調製物が挙げ
られる（Lancet,2005.365.9471.1636-1641参照）。
【００６０】
培養される幹細胞は、分散細胞又は非分散細胞であり得る。分散細胞とは、細胞分散を促
進するために処理された細胞をいう。分散細胞としては、数個（典型的に２～５０、２～
２０、又は２～１０個）の細胞からなる小さな細胞塊を形成している細胞が挙げられる。
分散細胞は、浮遊（懸濁）細胞、又は接着細胞であり得る。
【００６１】
細胞の培養密度は、細胞の生存及び増殖を促進する効果を達成し得るような密度である限
り特に限定されない。好ましくは１．０×１０１～１．０×１０７細胞／ｍｌ、より好ま
しくは１．０×１０２～１．０×１０７細胞／ｍｌ、さらにより好ましくは１．０×１０
３～１．０×１０７細胞／ｍｌ、最も好ましくは３．０×１０４～１．０×１０７細胞／
ｍｌである。
【００６２】
温度、溶存ＣＯ２濃度、溶存酸素濃度及びｐＨなどの培養条件は、動物組織に由来する細
胞の培養に従来用いられている技術に基づいて適宜設定できる。例えば、培養温度は、特
に限定されるものではないが３０～４０℃、好ましくは３７℃であり得る。臓器保存液や
細胞保存液を用いる温度は０℃～室温、好ましくは０℃～４℃であり得る。溶存ＣＯ２濃
度は、１～１０％、好ましくは２～５％であり得る。酸素分圧は、１～１０％であり得る
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。
【００６３】
幹細胞の接着培養を行う場合、フィーダー細胞の存在下で培養してもよい。フィーダー細
胞には、胎児線維芽細胞等のストローマ細胞を用いることができる（例えば、Manipulati
ng the Mouse Embryo A Laboratory Manual,Fourth Edition(Cold Spring Harbor Labora
tory Press,2014)、Gene Targeting: A Practical Approach(Oxford University Press,1
993)、Proc Natl Acad Sci USA,1981.78.12.7634-7638、 Nature,1981.292.5819.154-156
、J.Virol,1969.4.5.549-553、Science,1996.272.5262.722-724、J Cell Physiol,1982.1
12.1.89-95、国際公開ＷＯ／２００１／０８８１００号、国際公開ＷＯ／２００５／０８
０５５４号参照）。
【００６４】
幹細胞の浮遊培養の態様としては、担体上での浮遊培養（J Biotechnol,2007.132.2.227-
236)又はメチルセルロースなどの高分子ポリマーを用いた浮遊培養(Stem Cell Reports,2
014.2.5.734-745）などが挙げられる。幹細胞の浮遊培養との用語は、培地中において、
培養器又はフィーダー細胞（用いられる場合）に対して非接着性の条件下で幹細胞を培養
することをいう。幹細胞の浮遊培養としては、幹細胞の分散培養及び幹細胞の凝集浮遊培
養が挙げられる。幹細胞の分散培養との用語は、懸濁された幹細胞を培養することをいい
、数個（例、２～２０個）の幹細胞からなる小さな細胞塊の分散培養が挙げられる。分散
培養を継続した場合、培養された分散細胞がより大きな幹細胞塊を形成し、その後凝集浮
遊培養が実行され得る。このような凝集浮遊培養としては、胚様体培養法（Curr Opin Ce
ll Biol,1995.7.6.862-869参照）、ＳＦＥＢ法（Nature Neuroscience,2005.8.3.288-296
、国際公開ＷＯ／２００５／１２３９０２号）、メッシュフィルターを用いて機械的処理
により細胞株を継代させるスフェア培養法（Stem Cell Reports,2014.2.5.734-745)が挙
げられる。
【００６５】
幹細胞の分化誘導は、例えば心筋細胞の分化誘導プロセスでは、培地（例えば、ＳＴＥＭ
ｄｉｆｆ　ＡＰＥＬ　Ｍｅｄｉｕｍ、ＳＴＥＭＣＥＬＬ社）に０．５ｎｇ／ｍｌ　ＢＭＰ
-４を添加し、１日後、培地を１０ｎｇ／ｍｌ　ＢＭＰ-４、１０ｎｇ／ｍｌ　Ａｃｔｉｖ
ｉｎ　Ａ、５ｎｇ／ｍｌ　ｂＦＧＦを添加した物に交換し、４日目後、培地を１０ｎｇ／
ｍｌ　ＶＥＧＦ、１５０ｎｇ／ｍｌ　Ｄｋｋ１を添加した物に交換し、８日目後、培地を
１０ｎｇ／ｍｌ　ＶＥＧＦ、１５０ｎｇ／ｍｌ　Ｄｋｋ１、１０ｎｇ／ｍｌ　ｂＦＧＦを
添加した物に交換することで自律的な拍動を伴う心筋細胞を確認できる。臨床試験の例で
は、ヒトES細胞由来の心筋前駆細胞（（ＣＤ１５＋、Ｉｓｌ－１＋）ｐｒｏｇｅｎｉｔｏ
ｒｓ）をフィブリンバッチへ封入したシートなどが報告されている(ＣｌｉｎｉｃａｌＴ
ｒｉａｌｓ．ｇｏｖ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ：ＮＣＴ０２０５７９００）。また、大阪大
学の澤芳樹教授らのグループは、ｉＰＳ細胞由来心筋細胞をシート状に培養し心不全患者
の心臓に貼って機能の再生を促す「心筋シート」の開発および臨床応用を進めており（ｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ２．ｍｅｄ．ｏｓａｋａ－ｕ．ａｃ．ｊｐ／ｓｕｒｇ１／ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ／ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ－ｍｅｄｉｃｉｎｅ／）、同手法に対して本発明
の技術も使われ得る。さらに、病態の解明を目的とした活動としては、患者由来の心疾患
モデルｉＰＳ細胞（ＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌｓ．ｇｏｖ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ：Ｎ
ＣＴ０２４１３４５０）を用いた心疾患のリスク評価（ＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌｓ．
ｇｏｖ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ：ＮＣＴ０１５１７４２５、ＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌ
ｓ．ｇｏｖ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ：ＮＣＴ０１８６５９８１）などの例も報告されてお
り、同方法に対して本発明の技術も使われ得る。
【００６６】
また、例えば、軟骨細胞の分化誘導プロセスでは、培地（９０％αＭＥＭ培地、１０％牛
胎児血清（ＦＢＳ）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン、０．１μMのデキサメタゾン）中で、間葉
系幹細胞を培養することによって行うことができる。さらに、例えばレチノイン酸などの
分化誘導剤を培地に添加することにより、幹細胞を神経系細胞などに分化させることが可
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能となる。分化誘導剤には、ＢＭＰ阻害剤、Ｗｎｔ阻害剤、Ｎｏｄａｌ阻害剤、レチノイ
ン酸なども用いることができる。血小板分化誘導プロセスの過程で必要となる巨核球の形
成には、血清含有培地（２０％ＦＣＳ）において誘導された胚葉体を経て、トロンボポエ
チン（ＴＰＯ）、インターロイキン３（ＩＬ３）、インターロイキン６（ＩＬ６）及び幹
細胞因子（ＳＣＦ）等の因子が使用され得る。
【００６７】
３．細胞医薬組成物の製造方法　本発明に係る、幹細胞由来の分化細胞を含む細胞医薬組
成物の製造方法は、幹細胞を分化誘導する工程と、分化誘導後の細胞を分化コントロール
化合物により処理する工程と、を含むことを特徴とする。この製造方法は、さらに、幹細
胞を培養、保存する工程を含むことができる。
【００６８】
分化誘導工程及び分化コントロール化合物による処理工程は、上記の分化細胞の製造方法
と同様の手順によって行うことができる。本発明に係る細胞医薬組成物の製造方法におい
ても、分化誘導前の幹細胞が分化コントロール化合物により処理されることは排除されな
いものとする。
【００６９】
分化コントロール化合物は、未分化な幹細胞に特異的な生存抑制活性を有し、分化細胞の
細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞の生存を抑制する。このため、本発明に係る細
胞医薬組成物の製造方法によれば、分化細胞を含み、未分化幹細胞の混入がない（あるい
は極めて少ない）細胞医薬組成物を得ることができる。
【００７０】
細胞医薬組成物は、分散された分化細胞、所定形状の細胞塊を形成した分化細胞集団、あ
るいは組織構造や小器官を形成した分化細胞集団（バイオ3Dプリンターを用いた組織構築
など）であり得る。細胞医薬組成物は、再生医療用の細胞ソースのために利用され得る。
本発明に係る製造方法により得られる細胞医薬組成物は、未分化幹細胞の混入がない（あ
るいは極めて少ない）ため、移植後に生体内で腫瘍化又は癌化するおそれがなく、優れた
安全性が期待できる。例えば、本発明に係る細胞医薬組成物により得られる心筋細胞を含
む細胞医薬組成物は、シート状やチューブ状に形成されて、心疾患の治療のため好適に心
臓へ移植され得るものである。
【実施例】
【００７１】
［実施例１：ヒトｉＰＳ細胞維持培養におけるLiarozole hydrochlorideによる細胞生存
抑制］　培養ヒトｉＰＳ細胞に対するLiarozole hydrochlorideの生存抑制活性を評価し
た。
【００７２】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞は、京都大学ｉＰＳ細胞研究所山中伸弥教授が樹立したヒト人
工多能性幹細胞（２０１Ｂ７）を、理化学研究所セルバンク（Ｎｏ．ＨＰＳ００６３）よ
り入手し使用した。ヒト多能性幹細胞培養の実践プロトコール（第２版）（理化学研究所
　発生・再生科学総合研究センター　幹細胞研究支援・開発室作成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗ
ｗ．ｃｄｂ．ｒｉｋｅｎ．ｊｐ／ｈｓｃｔ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、細胞
のフィーダー層としてマウス胎児線維芽細胞（マイトマイシン処理で不活化、ＭＥＦ）を
蒔いたプラスチック培養皿の上で未分化ヒトｉＰＳ細胞を培養した。
【００７３】
培養液（維持培地）には、Ｄ-ＭＥＭＦ１２（Ｓｉｇｍａ　Ｄ６４２１）に最終濃度２０
％　ＫＳＲ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、最終濃度１％　ＮＯＮ-ＥＳＳＥ
ＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤ（×１００）（非必須アミノ酸；ＳＩＧＭＡ　Ｄ７１
４５）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン酸及び、８０μM　２-メルカプトエタノールを添加した
ものを用いた。培養は、３７℃、５％　ＣＯ２条件下で行った。３～４日毎に継代を行っ
た。解離液（リン酸バッファー緩衝生理学的食塩水に０．２５％トリプシン、１ｍｇ／ｍ
ｌコラゲナーゼＩＶ液、１ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したもの；全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
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ｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて、ｉＰＳ細胞をフィーダー層から解離し、ピペッティングで小
細胞塊（細胞数が約５０-１００個程度の細胞集団）に分散した後、前日にＭＥＦを播種
し形成させたフィーダー層の上に蒔いた。
【００７４】
上記のように培養したヒトｉＰＳ細胞を、フィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さ
らに混入するフィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼ
ラチンコート）の底に吸着させ、培養液（アッセイ培地）で３７℃、１時間培養した（ｉ
ＰＳ細胞塊はプレートに吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰ
Ｓ細胞塊をピペッティング操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレー
トを用いて、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（
ＢＤ）上に、１×１０５個／０．７５ｃｍ２／培地液量１．０ｍｌで播種した。Liarozol
e hydrochlorideを含むアッセイ培地で数日間培養後に、アルカリフォスファターゼ染色
陽性（ＡＬＰ＋）の未分化細胞
コロニー面積を計測し、Liarozole hydrochlorideを含まないコントロール群と比較した
。アッセイ培地はＥｓｓｅｎｔｉａｌ８（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ａ１５
１７００１）を用いた。　また、臓器保存液(ＨＢＳＳ)を用いた実験では、２４ウェル培
養プレートを用いて、前日にＭＥＦを播種し形成させたフィーダー層の上に、１×１０５

個／１．９０ｃｍ２／ＨＢＳＳ１．０ｍｌでｉＰＳ細胞塊を播種した。Liarozole hydroc
hlorideを含む、または含まないＨＢＳＳを用い、３７℃または４℃で１６時間保存後に
、アルカリフォスファターゼ染色陽性（ＡＬＰ＋）の未分化細胞コロニー面積を計測して
実験群とコントロール群と比較した。
【００７５】
（結果１）　Liarozole hydrochlorideを３０、又は３００μM含むアッセイ培地で４８時
間培養後、コロニー（ＡＬＰ＋）面積を測定した。Liarozole hydrochloride３０、又は
３００μM添加群は、溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を同量添加されたコ
ントロール群に比べて、染色陽性のコロニー面積は有意に低下し、未分化細胞のディッシ
ュ上への残存は目視にて確認出来なかった。縦軸はPBSを同量添加されたコントロール群
の値を１とした相対値を示す（図１）。また、Oil Red O染色法を用いた脂肪細胞の分化
判別試験において、Liarozole hydrochloride３０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後
に染色陽性細胞は確認されなかった。また、臓器保存液(ＨＢＳＳ)を用いた実験では、Li
arozole hydrochlorideを５０μM含むＨＢＳＳを用い、１６時間保存後に、コロニー（Ａ
ＬＰ＋）面積を測定した。Liarozole hydrochlorideを５０μM添加し、４℃で１６時間保
存した実験群は、Liarozole hydrochlorideを添加せず３７℃で１６時間保存されたコン
トロール群に比べて、染色陽性のコロニー面積は１／４へ有意に減少した。
【００７６】
（結果２）　Liarozole hydrochlorideを３０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後、生
細胞活性をＣｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｋｉｔ-８（同仁化学研究所）を用いて測定し
た。Liarozole hydrochloride３０μM添加群では、生細胞活性は溶媒としてジメチルスル
ホキシド（ＤＭＳＯ）を同量添加されたコントロール群に比べ有意に低下した。縦軸はPB
Sを同量添加されたコントロール群の値を１とした相対値を示す（図２）。
【００７７】
［実施例２：分化心筋細胞に対するLiarozole hydrochlorideの細胞生存への影響］　ｉ
ＰＳ細胞から分化させた分化心筋細胞に対するLiarozole hydrochlorideの生存抑制活性
（細胞死誘導活性）を評価した。
【００７８】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞をフィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さらに混入する
フィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼラチンコート
）の底に吸着させ、アッセイ培地で３７℃、１時間培養した（ｉＰＳ細胞塊はプレートに
吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰＳ細胞塊をピペッティン
グ操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレートを用いて、Ｇｒｏｗｔ
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ｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ）上に、高密度（１
×１０６個／０．７５ｃｍ２／培地容量０．５ｍｌ）で播種した。
【００７９】
心筋への分化誘導は、ＰＳｄｉｆ-Ｃａｒｄｉｏ　Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ　Ｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｓｔｅｍ　ＲＤ）を用い、キット付属のプロトコー
ルに従った。細胞死誘導活性の評価は、Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔａｉｎｉｎ
ｇ　Ｋｉｔ　ＩＩ（ＰｒｏｍｏＫｉｎｅ）を用い、キット付属のプロトコールに従った。
分化誘導培地（ＰＳｄｉｆ-Ｃａｒｄｉｏ（登録商標）Ａ、及びＢ、及びＣ）中で６日間
培養後に、心筋培養培地（ＣａｒｄｉｏＧｒｏ（登録商標））へ培地を交換した。分化誘
導された心筋細胞の拍動を顕微鏡下に確認し、溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳ
Ｏ）を同量添加されたコントロール群、及び実験群（Liarozole hydrochloride６０μMを
心筋培養培地へ添加）とし、４８時間後に死細胞の割合をＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ　Ｅｎ
Ｓｐｉｒｅ　２３００　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌ　Ｒｅａｄｅｒを用いて測定した。コント
ロール群の値を１とした相対値を示す。
【００８０】
（結果）　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心筋細胞に対して、Liarozole hydrochloride６
０μMは細胞死を誘発せず、４８時間後、死細胞の割合はコントロール群と同程度であっ
た（図３）。
【００８１】
以上の結果より、Liarozoleは、分化細胞の細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞の
生存のみを著しく抑制することが明らかとなった。これらの結果は、Liarozoleが、未分
化幹細胞に特異的な生存抑制活性を有することを示す。
【００８２】
［実施例３：ヒトｉＰＳ細胞維持培養におけるPioglitazone hydrochlorideによる細胞生
存抑制］　培養ヒトｉＰＳ細胞に対するPioglitazone hydrochlorideの生存抑制活性を評
価した。
【００８３】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞は、京都大学ｉＰＳ細胞研究所山中伸弥教授が樹立したヒト人
工多能性幹細胞（２０１Ｂ７）を、理化学研究所セルバンク（Ｎｏ．ＨＰＳ００６３）よ
り入手し使用した。ヒト多能性幹細胞培養の実践プロトコール（第２版）（理化学研究所
　発生・再生科学総合研究センター　幹細胞研究支援・開発室作成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗ
ｗ．ｃｄｂ．ｒｉｋｅｎ．ｊｐ／ｈｓｃｔ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、細胞
のフィーダー層としてマウス胎児線維芽細胞（マイトマイシン処理で不活化、ＭＥＦ）を
蒔いたプラスチック培養皿の上で未分化ヒトｉＰＳ細胞を培養した。
【００８４】
培養液（維持培地）には、Ｄ-ＭＥＭＦ１２（Ｓｉｇｍａ　Ｄ６４２１）に最終濃度２０
％　ＫＳＲ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、最終濃度１％　ＮＯＮ-ＥＳＳＥ
ＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤ（×１００）（非必須アミノ酸；ＳＩＧＭＡ　Ｄ７１
４５）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン酸及び、８０μM　２-メルカプトエタノールを添加した
ものを用いた。培養は、３７℃、５％　ＣＯ２条件下で行った。３～４日毎に継代を行っ
た。解離液（リン酸バッファー緩衝生理学的食塩水に０．２５％トリプシン、１ｍｇ／ｍ
ｌコラゲナーゼＩＶ液、１ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したもの；全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて、ｉＰＳ細胞をフィーダー層から解離し、ピペッティングで小
細胞塊（細胞数が約５０-１００個程度の細胞集団）に分散した後、前日にＭＥＦを播種
し形成させたフィーダー層の上に蒔いた。
【００８５】
上記のように培養したヒトｉＰＳ細胞を、フィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さ
らに混入するフィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼ
ラチンコート）の底に吸着させ、培養液（アッセイ培地）で３７℃、１時間培養した（ｉ
ＰＳ細胞塊はプレートに吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰ
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Ｓ細胞塊をピペッティング操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレー
トを用いて、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（
ＢＤ）上に、１×１０５個／０．７５ｃｍ２／培地液量１．０ｍｌで播種した。Pioglita
zone hydrochlorideを含むアッセイ培地で数日間培養後に、アルカリフォスファターゼ染
色陽性（ＡＬＰ＋）の未分化細胞コロニー面積を計測し、Pioglitazone hydrochlorideを
含まないコントロール群と比較した。アッセイ培地はＥｓｓｅｎｔｉａｌ８（Ｌｉｆｅ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ａ１５１７００１）を用いた。
【００８６】
（結果１）　Pioglitazone hydrochlorideを２５μM含むアッセイ培地で４８時間培養後
、コロニー（ＡＬＰ＋）面積を測定した。Pioglitazone hydrochloride２５μM添加群は
、溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を同量添加されたコントロール群に比べ
て、染色陽性のコロニー面積は有意に低下し、未分化細胞のディッシュ上への残存は目視
にて確認出来なかった。縦軸はPBSを同量添加されたコントロール群の値を１とした相対
値を示す（図４）。また、Oil Red O染色法を用いた脂肪細胞の分化判別試験において、P
ioglitazone hydrochloride２５０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後に染色陽性細胞
は確認されなかった。
【００８７】
（結果２）　Pioglitazone hydrochlorideを２５、５０、又は２５０μM含むアッセイ培
地で４８時間培養後、生細胞活性をＣｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｋｉｔ-８（同仁化学
研究所）を用いて測定した。Pioglitazone hydrochloride２５、５０、又は２５０μM添
加群では、生細胞活性は溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を同量添加された
コントロール群に比べ有意に低下し、未分化幹細胞の生細胞活性に抑制が認められた。縦
軸はPBSを同量添加されたコントロール群の値を１とした相対値を示す（図５）。
【００８８】
［実施例４：分化心筋細胞に対するPioglitazone hydrochlorideの細胞生存への影響］　
ｉＰＳ細胞から分化させた分化心筋細胞に対するPioglitazone hydrochlorideの生存抑制
活性（細胞死誘導活性）を評価した。
【００８９】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞をフィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さらに混入する
フィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼラチンコート
）の底に吸着させ、アッセイ培地で３７℃、１時間培養した（ｉＰＳ細胞塊はプレートに
吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰＳ細胞塊をピペッティン
グ操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレートを用いて、Ｇｒｏｗｔ
ｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ）上に、高密度（１
×１０６個／０．７５ｃｍ２／培地容量０．５ｍｌ）で播種した。
【００９０】
心筋への分化誘導は、ＰＳｄｉｆ-Ｃａｒｄｉｏ　Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ　Ｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｓｔｅｍ　ＲＤ）を用い、キット付属のプロトコー
ルに従った。細胞死誘導活性の評価は、Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔａｉｎｉｎ
ｇ　Ｋｉｔ　ＩＩ（ＰｒｏｍｏＫｉｎｅ）を用い、キット付属のプロトコールに従った。
分化誘導培地（ＰＳｄｉｆ-Ｃａｒｄｉｏ（登録商標）Ａ、及びＢ、及びＣ）中で６日間
培養後に、心筋培養培地（ＣａｒｄｉｏＧｒｏ（登録商標））へ培地を交換した。分化誘
導された心筋細胞の拍動を顕微鏡下に確認し、溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳ
Ｏ）を同量添加されたコントロール群、及び実験群（Pioglitazone hydrochloride ５０
μMを心筋培養培地へ添加）とし、４８時間後に死細胞の割合をＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
　ＥｎＳｐｉｒｅ　２３００　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌ　Ｒｅａｄｅｒを用いて測定した。
コントロール群の値を１とした相対値を示す。
【００９１】
（結果）　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心筋細胞に対して、Pioglitazone hydrochloride
 ５０μMは細胞死を誘発せず、４８時間後、死細胞の割合はコントロール群と同程度であ
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った（図６）。
【００９２】
以上の結果より、Pioglitazoneは、分化細胞の細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞
の生存のみを著しく抑制することが明らかとなった。これらの結果は、Pioglitazoneが、
未分化幹細胞に特異的な生存抑制活性を有することを示す。
【００９３】
［実施例５：ヒトｉＰＳ細胞維持培養におけるSilibininによる細胞生存抑制］　培養ヒ
トｉＰＳ細胞に対するSilibininの生存抑制活性を評価した。
【００９４】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞は、京都大学ｉＰＳ細胞研究所山中伸弥教授が樹立したヒト人
工多能性幹細胞（２０１Ｂ７）を、理化学研究所セルバンク（Ｎｏ．ＨＰＳ００６３）よ
り入手し使用した。ヒト多能性幹細胞培養の実践プロトコール（第２版）（理化学研究所
　発生・再生科学総合研究センター　幹細胞研究支援・開発室作成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗ
ｗ．ｃｄｂ．ｒｉｋｅｎ．ｊｐ／ｈｓｃｔ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、細胞
のフィーダー層としてマウス胎児線維芽細胞（マイトマイシン処理で不活化、ＭＥＦ）を
蒔いたプラスチック培養皿の上で未分化ヒトｉＰＳ細胞を培養した。
【００９５】
培養
液（維持培地）には、Ｄ-ＭＥＭＦ１２（Ｓｉｇｍａ　Ｄ６４２１）に最終濃度２０％　
ＫＳＲ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、最終濃度１％　ＮＯＮ-ＥＳＳＥＮＴ
ＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤ（×１００）（非必須アミノ酸；ＳＩＧＭＡ　Ｄ７１４５
）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン酸及び、８０μM　２-メルカプトエタノールを添加したもの
を用いた。培養は、３７℃、５％　ＣＯ２条件下で行った。３～４日毎に継代を行った。
解離液（リン酸バッファー緩衝生理学的食塩水に０．２５％トリプシン、１ｍｇ／ｍｌコ
ラゲナーゼＩＶ液、１ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したもの；全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ）を用いて、ｉＰＳ細胞をフィーダー層から解離し、ピペッティングで小細胞
塊（細胞数が約５０-１００個程度の細胞集団）に分散した後、前日にＭＥＦを播種し形
成させたフィーダー層の上に蒔いた。
【００９６】
上記のように培養したヒトｉＰＳ細胞を、フィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さ
らに混入するフィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼ
ラチンコート）の底に吸着させ、培養液（アッセイ培地）で３７℃、１時間培養した（ｉ
ＰＳ細胞塊はプレートに吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰ
Ｓ細胞塊をピペッティング操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレー
トを用いて、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（
ＢＤ）上に、１×１０５個／０．７５ｃｍ２／培地液量１．０ｍｌで播種した。Silibini
nを含むアッセイ培地で数日間培養後に、アルカリフォスファターゼ染色陽性（ＡＬＰ＋
）の未分化細胞コロニー面積を計測し、Silibininを含まないコントロール群と比較した
。アッセイ培地はＥｓｓｅｎｔｉａｌ８（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ａ１５
１７００１）を用いた。
【００９７】
（結果１）　Silibininを２０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後、コロニー（ＡＬＰ
＋）面積を測定した。Silibinin２０μM添加群は、溶媒としてジメチルスルホキシド（Ｄ
ＭＳＯ）を同量添加されたコントロール群に比べて、染色陽性のコロニー面積は有意に低
下し、未分化細胞のディッシュ上への残存は目視にて確認出来なかった。縦軸はPBSを同
量添加されたコントロール群の値を１とした相対値を示す（図７）。また、Oil Red O染
色法を用いた脂肪細胞の分化判別試験において、Silibinin２００μM含むアッセイ培地で
４８時間培養後に染色陽性細胞は確認されなかった。
【００９８】
（結果２）　Silibininを２０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後、生細胞活性をＣｅ



(21) JP WO2019/187918 A1 2019.10.3

10

20

30

40

50

ｌｌ　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｋｉｔ-８（同仁化学研究所）を用いて測定した。Silibinin２
０μM添加群の生細胞活性は溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を同量添加さ
れたコントロール群に比べ有意に低下し、未分化幹細胞の生細胞活性の抑制が認められた
。縦軸はPBSを同量添加されたコントロール群の値を１とした相対値を示す（図８）。
【００９９】
［実施例６：分化心筋細胞に対するSilibininの細胞生存への影響］　ｉＰＳ細胞から分
化させた分化心筋細胞に対するSilibininの生存抑制活性（細胞死誘導活性）を評価した
。
【０１００】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞をフィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さらに混入する
フィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼラチンコート
）の底に吸着させ、アッセイ培地で３７℃、１時間培養した（ｉＰＳ細胞塊はプレートに
吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰＳ細胞塊をピペッティン
グ操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレートを用いて、Ｇｒｏｗｔ
ｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ）上に、高密度（１
×１０６個／０．７５ｃｍ２／培地容量０．５ｍｌ）で播種した。
【０１０１】
心筋への分化誘導は、ＰＳｄｉｆ-Ｃａｒｄｉｏ　Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ　Ｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｓｔｅｍ　ＲＤ）を用い、キット付属のプロトコー
ルに従った。細胞死誘導活性の評価は、Ｌｉｖｅ／Ｄｅａｄ　Ｃｅｌｌ　Ｓｔａｉｎｉｎ
ｇ　Ｋｉｔ　ＩＩ（ＰｒｏｍｏＫｉｎｅ）を用い、キット付属のプロトコールに従った。
分化誘導培地（ＰＳｄｉｆ-Ｃａｒｄｉｏ（登録商標）Ａ、及びＢ、及びＣ）中で６日間
培養後に、心筋培養培地（ＣａｒｄｉｏＧｒｏ（登録商標））へ培地を交換した。分化誘
導された心筋細胞の拍動を顕微鏡下に確認し、溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳ
Ｏ）を同量添加されたコントロール群、及び実験群（Silibinin４０μMを心筋培養培地へ
添加）とし、４８時間後に死細胞の割合をＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ　ＥｎＳｐｉｒｅ　２
３００　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌ　Ｒｅａｄｅｒを用いて測定した。コントロール群の値を
１とした相対値を示す。
【０１０２】
（結果）　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心筋細胞に対して、Silibinin４０μMは細胞死を
誘発せず、４８時間後、死細胞の割合はコントロール群と同程度であった（図９）。
【０１０３】
以上の結果より、Silibininは、分化細胞の細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞の
生存のみを著しく抑制することが明らかとなった。これらの結果は、Silibininが、未分
化幹細胞に特異的な生存抑制活性を有することを示す。
【０１０４】
［実施例７：ヒトｉＰＳ細胞維持培養におけるChrysinによる細胞生存抑制］　培養ヒト
ｉＰＳ細胞に対するChrysinの生存抑制活性を評価した。
【０１０５】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞は、京都大学ｉＰＳ細胞研究所山中伸弥教授が樹立したヒト人
工多能性幹細胞（２０１Ｂ７）を、理化学研究所セルバンク（Ｎｏ．ＨＰＳ００６３）よ
り入手し使用した。ヒト多能性幹細胞培養の実践プロトコール（第２版）（理化学研究所
　発生・再生科学総合研究センター　幹細胞研究支援・開発室作成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗ
ｗ．ｃｄｂ．ｒｉｋｅｎ．ｊｐ／ｈｓｃｔ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、細胞
のフィーダー層としてマウス胎児線維芽細胞（マイトマイシン処理で不活化、ＭＥＦ）を
蒔いたプラスチック培養皿の上で未分化ヒトｉＰＳ細胞を培養した。
【０１０６】
培養液（維持培地）には、Ｄ-ＭＥＭＦ１２（Ｓｉｇｍａ　Ｄ６４２１）に最終濃度２０
％　ＫＳＲ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、最終濃度１％　ＮＯＮ-ＥＳＳＥ
ＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤ（×１００）（非必須アミノ酸；ＳＩＧＭＡ　Ｄ７１
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４５）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン酸及び、８０μM　２-メルカプトエタノールを添加した
ものを用いた。培養は、３７℃、５％　ＣＯ２条件下で行った。３～４日毎に継代を行っ
た。解離液（リン酸バッファー緩衝生理学的食塩水に０．２５％トリプシン、１ｍｇ／ｍ
ｌコラゲナーゼＩＶ液、１ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したもの；全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて、ｉＰＳ細胞をフィーダー層から解離し、ピペッティングで小
細胞塊（細胞数が約５０-１００個程度の細胞集団）に分散した後、前日にＭＥＦを播種
し形成させたフィーダー層の上に蒔いた。
【０１０７】
上記のように培養したヒトｉＰＳ細胞を、フィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さ
らに混入するフィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼ
ラチンコート）の底に吸着させ、培養液（アッセイ培地）で３７℃、１時間培養した（ｉ
ＰＳ細胞塊はプレートに吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰ
Ｓ細胞塊をピペッティング操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレー
トを用いて、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（
ＢＤ）上に、１×１０５個／０．７５ｃｍ２／培地液量１．０ｍｌで播種した。Chrysin
を含むアッセイ培地で数日間培養後に、アルカリフォスファターゼ染色陽性（ＡＬＰ＋）
の未分化細胞コロニー面積を計測し、Chrysinを含まないコントロール群と比較した。ア
ッセイ培地はＥｓｓｅｎｔｉａｌ８（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ａ１５１７
００１）を用いた。
【０１０８】
（結果１）　Chrysinを４０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後、コロニー（ＡＬＰ＋
）面積を測定した。Chrysin４０μM添加群は、溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳ
Ｏ）を同量添加されたコントロール群に比べて、染色陽性のコロニー面積は有意に低下し
、未分化細胞のディッシュ上への残存は目視にて確認出来なかった。縦軸はPBSを同量添
加されたコントロール群の値を１とした相対値を示す（図１０）。また、Oil Red O染色
法を用いた脂肪細胞の分化判別試験において、Chrysin４００μM含むアッセイ培地で４８
時間培養後に染色陽性細胞は確認されなかった。
【０１０９】
（結果２）　Chrysinを２０μM含むアッセイ培地で４８時間培養後、生細胞活性をＭＴＴ
細胞数測定キット（ナカライテスク）を用いて測定した。Chrysin２０μM、４０μM添加
群では、生細胞活性は溶媒としてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を添加されたコント
ロール群に比べ有意に低下した。縦軸はPBSを同量添加されたコントロール群の値を１と
した相対値を示す（図１１）。
【０１１０】
［実施例８：分化心筋細胞に対するChrysinの細胞生存への影響］　ｉＰＳ細胞から分化
させた分化心筋細胞に対するChrysinの細胞生存抑制活性（細胞死誘導活性）を評価した
。
【０１１１】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞をフィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さらに混入する
フィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼラチンコート
）の底に吸着させ、アッセイ培地で３７℃、１時間培養した（ｉＰＳ細胞塊はプレートに
吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰＳ細胞塊をピペッティン
グ操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、４８ウェル培養プレートを用いて、Ｇｒｏｗｔ
ｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ）上に、高密度（１
×１０６個／０．７５ｃｍ２／培地容量０．５ｍｌ）で播種した。
【０１１２】
心筋への分化誘導は、ＰＳＣ　Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔ
ｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ）を用い、キット
付属のプロトコールに従った。死細胞活性の評価は、Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ＬＤＨ
　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ－ＷＳＴ（ＤＯＪＩＮＤＯ）を用い、キット付属のプロトコールに
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従った。分化誘導された心筋細胞の拍動を顕微鏡下に確認し、溶媒としてジメチルスルホ
キシド（ＤＭＳＯ）を同量添加されたコントロール群、及び実験群（Chrysin８０μMを心
筋培養培地へ添加）とし、４８時間後に死細胞の割合をｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００　Ｐ
ＲＯ（ＴＥＣＡＮ）を用いて測定した。縦軸はＤＭＳＯを同量添加されたコントロール群
の値を１とした相対値を示す。
【０１１３】
（結果）　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心筋細胞に対して、Chrysin８０μMは細胞死を誘
発せず、４８時間後、死細胞の割合はＤＭＳＯを同量添加されたコントロール群と同程度
であった（図１２）。
【０１１４】
以上の結果より、Chrysinは、分化細胞の細胞死を誘発することなく、未分化幹細胞の生
存のみを著しく抑制することが明らかとなった。これらの結果は、Chrysinが、未分化幹
細胞に特異的な生存抑制活性を有することを示す。　したがって、Chrysinは、未分化幹
細胞の生存抑制活性を有する。
【０１１５】
［実施例９］分化コントロール化合物（Liarozole, Pioglitazone, Silibinin, Chrysin
）の細胞安全性を評価するために、正常ヒト皮膚３次元モデルに対する細胞障害性につい
てMTTアッセイ法を用いて評価した。正常ヒト皮膚３次元モデル（OCL-200EIT: MatTek)は
、各種薬剤の細胞毒性（安全性）を評価するために、眼刺激性試験や化粧品、化学薬品の
安全性開発試験に一般的に利用されている動物安全性試験代替モデルである(https://www
.mattek.com/wp-content/uploads/EpiOcular-Eye-Irritation-Test-EIT.pdf)。
【０１１６】
（方法）　細胞障害性（安全性）の評価は、正常ヒト皮膚３次元モデル（OCL-200E
IT: MatTek)を用い、キット付属のプロトコールに従った。溶媒としてジメチルスルホキ
シド（ＤＭＳＯ）を同量添加されたコントロール群（DMSO）、超純水を同量添加されたネ
ガティブコントロール（NC）群、細胞障害性を有するMethyl Acetate (Sigma-Aldrich)を
添加されたポジティブコントロール（PC）群、及び実験群（Liarozole hydrochloride　
１６０μM, Pioglitazone hydrochloride　１６０μM, Silibinin　１６０μM, Chrysin
　１６０μM)を、正常ヒト皮膚３次元モデルの細胞層上へ添加した。各種の試薬を添加し
た３０分後に生細胞の割合についてMTTアッセイ法を用いて評価した。縦軸は超純水を同
量添加されたネガティブコントロール（NC）群の値を1とした相対値を示す。
【０１１７】
（結果）　正常ヒト皮膚３次元モデルに対して、分化コントロール化合物（Liarozole hy
drochloride　１６０μM（a）, Pioglitazone hydrochloride　１６０μM（b）, Silibin
in　１６０μM（c）, Chrysin　１６０μM（d）群）では各種の試薬を添加した３０分後
に生細胞の割合は超純水を同量添加されたネガティブコントロール（NC）群と同程度であ
った（図１３）。
【０１１８】
以上の結果より、分化コントロール化合物（Liarozole, Pioglitazone, Silibinin, Chry
sin）は、未分化幹細胞の生存のみを著しく抑制する薬剤濃度の範囲内において、正常ヒ
ト皮膚３次元モデルの細胞死を誘発しないことが明らかとなった。これらの結果は、分化
コントロール化合物（Liarozole, Pioglitazone, Silibinin, Chrysin）に細胞安全性が
有ることを示す。
【０１１９】
［実施例１０］　分化コントロール化合物（Pioglitazone, Silibininなど(代表例を示す
)）含有培地を用いて培養したヒトｉＰＳ細胞を用いて、マウス奇形腫(テラトーマ)形成
を評価した。奇形腫(テラトーマ)は、３胚葉成分を有する最も高分化な胚細胞性腫瘍であ
る。ｉＰＳ細胞に代表される多能性幹細胞を免疫不全マウスへ注入することにより形成さ
れる。幹細胞の多能性評価の指標とされる実験である。分化コントロール化合物（Piogli
tazone, Silibininなど(代表例を示す)）含有培地で培養したヒトｉＰＳ細胞の遺伝毒性
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（化学物質が細胞DNAの構造・機能に影響を与え、その結果、DNA損傷やDNA修復、突然変
異や染色体異常を引き起こす性質）を評価した。
【０１２０】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞は、京都大学ｉＰＳ細胞研究所山中伸弥教授が樹立したヒト人
工多能性幹細胞（２０１Ｂ７）を、理化学研究所セルバンク（Ｎｏ．ＨＰＳ００６３）よ
り入手し使用した。ヒト多能性幹細胞培養の実践プロトコール（第２版）（理化学研究所
　発生・再生科学総合研究センター　幹細胞研究支援・開発室作成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗ
ｗ．ｃｄｂ．ｒｉｋｅｎ．ｊｐ／ｈｓｃｔ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、細胞
のフィーダー層としてマウス胎児線維芽細胞（マイトマイシン処理で不活化、ＭＥＦ）を
蒔いたプラスチック培養皿の上で未分化ヒトｉＰＳ細胞を培養した。
【０１２１】
培養液（維持培地）には、Ｄ-ＭＥＭＦ１２（Ｓｉｇｍａ　Ｄ６４２１）に最終濃度２０
％　ＫＳＲ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、最終濃度１％　ＮＯＮ-ＥＳＳＥ
ＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤ（×１００）（非必須アミノ酸；ＳＩＧＭＡ　Ｄ７１
４５）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン酸及び、８０μM　２-メルカプトエタノールを添加した
ものを用いた。培養は、３７℃、５％　ＣＯ２条件下で行った。３～４日毎に継代を行っ
た。解離液（リン酸バッファー緩衝生理学的食塩水に０．２５％トリプシン、１ｍｇ／ｍ
ｌコラゲナーゼＩＶ液、１ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したもの；全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて、ｉＰＳ細胞をフィーダー層から解離し、ピペッティングで小
細胞塊（細胞数が約５０-１００個程度の細胞集団）に分散した後、前日にＭＥＦを播種
し形成させたフィーダー層の上に蒔いた。
【０１２２】
上記のように培養したヒトｉＰＳ細胞を、フィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さ
らに混入するフィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼ
ラチンコート）の底に吸着させ、培養液（アッセイ培地）で３７℃、１時間培養した（ｉ
ＰＳ細胞塊はプレートに吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰ
Ｓ細胞塊をピペッティング操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、T２５培養フラスコを
用いて、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ　（Ｂ
Ｄ）上に、ヒトｉＰＳ細胞をコロニー状態で播種した。ヒトｉＰＳ細胞（実験群1:コント
ロール、実験群２:Pioglitazone hydrochloride　２５μM、実験群３:Silibinin　２０μ
Mを含むアッセイ培地で４８間処理済み）を、マウス[(C.B-17/ICR SCID Jcl)、オス、６
週齢]の皮下（左右、各）へヒトｉＰＳ細胞[1×10６細胞]を注入し、１０週間後に奇形腫
の形成を評価した（n=５）。左右の両方、もしくはどちらか一方にでも奇形腫が形成され
た場合に陽性、左右の両方に奇形腫が形成されなかった場合に陰性と判断した。アッセイ
培地はＥｓｓｅｎｔｉａｌ８（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ａ１５１７００１
）を用いた。
【０１２３】
（結果）　実験群１では細胞を皮下へ注入した１０週間後に、マウスに奇形腫が形成され
た（陽性２匹[奇形腫の重量は１．０ｇ、０．６ｇの計２つであった]/５匹）。実験群２
及び、実験群３では奇形腫の形成は見られなかった（両群共に、陽性０匹/５匹）。この
結果は、分化コントロール化合物（Pioglitazone, Silibininなど(代表例を示す)）を用
いたin vitroでの細胞処理が未分化幹細胞に対する強い生存抑制活性を持つ事を示す。ま
た、生体外で未分化幹細胞の生存のみを著しく抑制する分化コントロール化合物（Piogli
tazone, Silibininなど(代表例を示す)）の投薬量の範囲内では、遺伝毒性に関連する腫
瘍の形成は無く安全性が高いことを証明した。
【０１２４】
［実施例１１］　ヒトｉＰＳ細胞を注入したマウスへ、分化コントロール化合物（Piogli
tazone, Silibininなど(代表例を示す)）を腹腔内投与し、マウス奇形腫(テラトーマ)形
成を評価した。奇形腫(テラトーマ)は、３胚葉成分を有する最も高分化な胚細胞性腫瘍で
ある。ｉＰＳ細胞に代表される多能性幹細胞を免疫不全マウスへ注入することにより形成
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される。幹細胞の多能性評価の指標とされる実験である。ヒトｉＰＳ細胞を注入したマウ
スへ、分化コントロール化合物（Pioglitazone, Silibininなど(代表例を示す)）を腹腔
内投与した。注入されたヒトｉＰＳ細胞や薬剤に暴露した生体内の細胞に対する分化コン
トロール化合物（Pioglitazone, Silibininなど(代表例を示す)）に由来する遺伝毒性（
化学物質が細胞DNAの構造・機能に影響を与え、その結果、DNA損傷やDNA修復、突然変異
や染色体異常を引き起こす性質）を評価した。
【０１２５】
（方法）　ヒトｉＰＳ細胞は、京都大学ｉＰＳ細胞研究所山中伸弥教授が樹立したヒト人
工多能性幹細胞（２０１Ｂ７）を、理化学研究所セルバンク（Ｎｏ．ＨＰＳ００６３）よ
り入手し使用した。ヒト多能性幹細胞培養の実践プロトコール（第２版）（理化学研究所
　発生・再生科学総合研究センター　幹細胞研究支援・開発室作成　ｈｔｔｐ：／／ｗｗ
ｗ．ｃｄｂ．ｒｉｋｅｎ．ｊｐ／ｈｓｃｔ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ）に従い、細胞
のフィーダー層としてマウス胎児線維芽細胞（マイトマイシン処理で不活化、ＭＥＦ）を
蒔いたプラスチック培養皿の上で未分化ヒトｉＰＳ細胞を培養した。
【０１２６】
培養液（維持培地）には、Ｄ-ＭＥＭＦ１２（Ｓｉｇｍａ　Ｄ６４２１）に最終濃度２０
％　ＫＳＲ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、最終濃度１％　ＮＯＮ-ＥＳＳＥ
ＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤ（×１００）（非必須アミノ酸；ＳＩＧＭＡ　Ｄ７１
４５）、２ｍＭ　Ｌ-グルタミン酸及び、８０μM　２-メルカプトエタノールを添加した
ものを用いた。培養は、３７℃、５％　ＣＯ２条件下で行った。３～４日毎に継代を行っ
た。解離液（リン酸バッファー緩衝生理学的食塩水に０．２５％トリプシン、１ｍｇ／ｍ
ｌコラゲナーゼＩＶ液、１ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したもの；全てＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて、ｉＰＳ細胞をフィーダー層から解離し、ピペッティングで小
細胞塊（細胞数が約５０-１００個程度の細胞集団）に分散した後、前日にＭＥＦを播種
し形成させたフィーダー層の上に蒔いた。
【０１２７】
上記のように培養したヒトｉＰＳ細胞を、フィーダー細胞から小細胞塊として解離し、さ
らに混入するフィーダー細胞を除去するために細胞接着性の培養プレート（０．１％　ゼ
ラチンコート）の底に吸着させ、培養液（アッセイ培地）で３７℃、１時間培養した（ｉ
ＰＳ細胞塊はプレートに吸着しないが、混入するフィーダー細胞は強く吸着する）。ｉＰ
Ｓ細胞塊をピペッティング操作により小細胞塊へ細かく砕いた後、T２５培養フラスコを
用いて、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ
）上に、ヒトｉＰＳ細胞をコロニー状態で播種した。ヒトｉＰＳ細胞をマウス[(C.B-17/I
CR SCID Jcl)、オス、６週齢]の皮下（左右、各）へヒトｉＰＳ細胞[1×10６細胞]を注入
した。その後、分化コントロール化合物（Pioglitazone, Silibininなど(代表例を示す)
）の腹腔内投与を行った（投与量は、投与溶液１００μｌ/１回。投与回数・期間は、１
日目[１回/日]、２日目[１回/日]、３日目[０回/日]の日程をｉＰＳ細胞を投与した翌日
から連続して３クール）。投与溶液を以下の濃度で準備した（実験群1:コントロール[Ｐ
ＢＳ]、実験群２:Pioglitazone hydrochloride　２.５mＭ、実験群３:Silibinin　２.０m
Ｍを含む）。ｉＰＳ細胞を投与した１０週間後に奇形腫の形成を評価した（n=５）。左右
の両方、もしくはどちらか一方にでも奇形腫が形成された場合に陽性、左右の両方に奇形
腫が形成されなかった場合に陰性と判断した。
【０１２８】
（結果）　実験群１ではマウスに奇形腫が形成された（陽性１匹[奇形腫の重量は５．０
ｇの計１つであった]/５匹）。実験群２及び、実験群３では奇形腫の形成は見られなかっ
た（両群共に、陽性０匹/５匹）。この結果は、分化コントロール化合物（Pioglitazone,
 Silibininなど(代表例を示す)）の腹腔内への投与が未分化幹細胞に対する強い生存抑制
活性を持つ事を示す。また、生体内で未分化幹細胞の生存のみを著しく抑制する分化コン
トロール化合物（Pioglitazone, Silibininなど(代表例を示す)）の投薬量の範囲内では
、遺伝毒性に関連する腫瘍の形成は無く安全性が高いことを証明した。    
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