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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

ヒ ト 唾 液 腺 由 来 の 細 胞 混 合 物 か ら 、 C D 9、 C D 13、 C D 29( i n t e g r i n β 1)、 C D 44 ( hya l u rona t e

 receptor )、 C D 49f( in tegr in α 6)、 C D 90(Thy-1) , C D 104( in tegr in β 4)、 C D 105(endogr i

n)、 C D 106( V C A M -1)、 C D 165、 C D 166( A L C A M )、 C D 147(neurothe l in)、 lo w aff in i ty N G F- R p

75
N G F R

 、 β 2 - m ic rog l obu l i nの 全 て の 発 現 を 指 標 と し て 、 ヒ ト 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分

化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

C D 34、  C D 38、 C D 45、 C D 133、 C D 11b/18、 C D 26、 C D 68、 C D 135、 LIF-R、 及 び G -C SF Rが 発 現 が

陰 性 で あ る こ と を さ ら な る 指 標 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細 胞 を 分 離 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

C D 9、 C D 13、 C D 29( in tegr in β 1)、 C D 44 (hyaluronate receptor )、 C D 49f( in tegr in α 6)

、 C D 90(Thy-1) , C D 104( in tegr in β 4)、 C D 105(endogr in)、 C D 106( V C A M -1)、 C D 165、 C D 166

( A L C A M )、 C D 147( neu r o the l i n ) 、 lo w a f f i n i t y N G F - R p75
N G F R

 、 及 び β 2- m i c rog l obu l i n

に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ か ら ３ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ５ 】

マ ウ ス 唾 液 腺 由 来 の 細 胞 混 合 物 か ら 、 C D 29、 C D 44、 C D 47、 C D 49c、 C D 49f、 C D 104、 S c a - 1及

び N et r i nの 全 て の 発 現 を 指 標 と し て 、 マ ウ ス 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分
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離 す る 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細 胞 を 分 離 す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

CD29、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1及 び Netrinに 対 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項

５ 又 は ６ に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ヒ ト 成 体 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 に 特 有 な 表 面 抗 原 を 利 用 し

た 細 胞 の 分 離 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 再 生 医 療 に 有 用 な ポ テ ン シ ャ ル を 有 す る 幹 細 胞 に つ い て の 研 究 が 盛 ん に な さ れ て い る 。

今 日 ま で に 報 告 さ れ た 代 表 的 な 幹 細 胞 と し て 、 間 葉 系 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、

並 び に 膵 幹 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 間 葉 系 幹 細 胞 は ヒ ト 成 体 骨 髄 液 よ り 分 離 さ れ た （ Pittenger, M.F. et al. , Science 28

4, 143 (1999))。 こ の 細 胞 は 、 脂 肪 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 骨 細 胞 へ の in vitroに お け る 分 化 誘

導 が 可 能 で あ る 。 神 経 幹 細 胞 （ Gage, P.H., Science 287, 1433-1438 (2000))に つ い て は

1992年 に 成 体 の 中 枢 神 経 系 か ら の 最 初 の 分 離 の 報 告 が な さ れ て お り 、 2001年 に は 成 体 の 皮

膚 真 皮 か ら 神 経 細 胞 に 分 化 可 能 な 幹 細 胞 の 分 離 （ Toma, J.G. et al. , Nature Cell Biolo

gy, 3, 778-784 (2001))が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 造 血 幹 細 胞 は 既 に 多 く の 研 究 が な さ れ て い る が 、 そ の 分 化 機 能 に つ い て 報 告 さ れ た の は

比 較 的 新 し い 。 1999年 に 骨 髄 細 胞 が 肝 細 胞 に 分 化 す る こ と が Patersenら に よ っ て 明 ら か に

さ れ （ Petersen B.E. et al. , Science 284, 1168 (1999))、 翌 年 に は マ ウ ス 造 血 幹 細 胞

を c-kit
t i l
、 Thr-1

l o w
、 Lin

n e g
、 Sca-1

+
に て sortingし た 細 胞 分 画 が 、 幹 細 胞 に 分 化 転 換

す る こ と が 示 さ れ て い る （ Lagasse, E. et al. , Nature Medicine 6, 1229-1234 (2000))

。 こ の 他 に も 造 血 幹 細 胞 に は 分 化 転 換 能 が あ る と 考 え ら れ て お り 、 心 筋 （ Orlic, D. et a

l. , Nature 410, 701-705 (2001))や 、 さ ら に は 肺 胞 上 皮 、 腸 管 上 皮 、 皮 膚 （ Orlic, D. e

t al. ,上 掲 ） へ の 分 化 も 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 以 上 の よ う に 、 間 葉 系 も し く は 外 胚 葉 系 の 細 胞 に つ い て の 幹 細 胞 研 究 は 進 ん で い る が 、

内 胚 葉 系 幹 細 胞 の 報 告 は 未 だ 少 な い 。 ヒ ト 肝 幹 細 胞 に つ い て は そ の 存 在 が 確 実 視 さ れ て い

る が 、 未 だ 確 定 的 な 幹 細 胞 の 報 告 は な い 。 膵 臓 に つ い て は Corneliusら の グ ル ー プ が 成 体

マ ウ ス 膵 臓 よ り 膵 島 産 生 幹 細 胞 (islet producing stem cells (IPSCs)） の 分 離 を 行 っ て

お り 、 さ ら に IPSCsよ り in vitroに て 作 製 し た 膵 島 の 移 植 実 験 を 報 告 し て い る （ Ramiya, V

.K. et al. , Nature Medicine 6, 278-282 (2000))。 こ の 細 胞 に つ い て も 、 ａ 、 ｂ 、 ｄ 細

胞 へ の 分 化 は 確 認 さ れ て い る が 、 そ の 他 の 細 胞 へ の 分 化 能 は 確 認 さ れ て い な い 。 膵 島 よ り

ネ ス チ ン (nestin） 陽 性 に て 分 離 し た 幹 細 胞 が 膵 臓 の 内 、 外 分 泌 お よ び 肝 臓 の 表 現 型 へ と

分 化 し た と の 報 告 は あ る が （ Zulewski, H. et al. , Diabetes 50, 521-533 (2001))、 分

化 マ ー カ ー の 免 疫 組 織 学 的 検 索 は 示 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Pittenger, M.F. et al. , Science 284, 143 (1999)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Gage, P.H., Science 287, 1433-1438 (2000)

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Toma, J.G. et al. , Nature Cell Biology, 3, 778-784 (2001)

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Petersen B.E. et al. , Science 284, 1168 (1999)

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Lagasse, E. et al. , Nature Medicine 6, 1229-1234 (2000)

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Orlic, D. et al. , Nature 410, 701-705 (2001)
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【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ramiya, V.K. et al. , Nature Medicine 6, 278-282 (2000)

【 非 特 許 文 献 ８ 】 Zulewski, H. et al. , Diabetes 50, 521-533 (2001)

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は マ ウ ス 成 体 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 に 特 有 な 表 面 抗

原 を 同 定 し 、 こ の 表 面 抗 原 を 用 い た 、 内 胚 葉 系 幹 細 胞 の 簡 便 か つ 効 率 的 な 分 離 法 を 提 供 す

る こ と を 解 決 す べ き 課 題 と し た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 を 行 い 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス の 成 体 唾 液 腺

由 来 の 内 胚 葉 系 幹 細 胞 の 表 面 抗 原 に つ い て 研 究 を 行 っ た 結 果 、 ヒ ト 膵 臓 細 胞 に 分 化 可 能 な

細 胞 の 特 徴 的 な 表 面 抗 原 は CD9、 CD13、 CD29(integrin β 1)、 CD44 (hyaluronate recepto

r)、 CD49f(integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integrin β 4)、 CD105(endogrin)、 CD10

6(VCA M-1)、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin)、 low affinity N GF-R p75
N G F R

、 β 2-microglobulinで あ る こ と を 同 定 し 、 ま た マ ウ ス 膵 臓 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 の 特 徴

的 な 表 面 抗 原 は CD29、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1及 び Netrinで あ る こ と を

同 定 す る こ と に 成 功 し た 。 本 発 明 で 同 定 さ れ た こ れ ら の 抗 原 の 発 現 を 指 標 と す る こ と に よ

り 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 簡 便 か つ 効 率 的 に 分 離 す る こ と が 可 能 に な っ た 。

本 発 明 は こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 CD9、 CD13、 CD29(integrin β 1)、 CD44 (hyaluronate recepto

r)、 CD49f(integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integrin β 4)、 CD105(endogrin)、 CD10

6(VCA M-1)、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin)、 low affinity N GF-R p75
N G F R

、 β 2-microglobulinか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 表 面 抗 原 の 発 現 を 指

標 と し て 、 ヒ ト 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 好 ま し く は 、 CD9、 CD13、 CD29(integrin β 1)、 CD44 (hyaluronate receptor)、 CD49f(

integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integrin β 4)、 CD105(endogrin)、 CD106(VCA M-1)

、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin)、 low affinity N GF-R p75
N G F R

 、 β 2-micr

oglobulinの 全 て の 発 現 を 指 標 と す る こ と が で き る 。

　 好 ま し く は 、 CD34、 CD38、 CD45、 CD133、 CD11b/18、 CD26、 CD68、 CD135、 LIF-R、 及 び

G-CSFRが 発 現 が 陰 性 で あ る こ と を さ ら な る 指 標 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 好 ま し く は 、 ヒ ト 唾 液 腺 由 来 の 細 胞 混 合 物 か ら 、 上 記 表 面 抗 原 の 発 現 の 有 無 を 指 標 と し

て 、 ヒ ト 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。

　 好 ま し く は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 CD9、 CD13、 CD29(integrin β 1)、 CD44 (hyaluronate rec

eptor)、 CD49f(integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integrin β 4)、 CD105(endogrin)、

CD106(VCA M-1)、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin)、 low affinity N GF-R p75
N G

F R
 、 及 び β 2-microglobulinに 対 す る 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の

抗 体 を 含 む 、 上 記 し た ヒ ト 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 を 行 う

た め の 試 薬 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 CD29、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1及

び Netrinか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 表 面 抗 原 の 発 現 を 指 標 と し て 、 マ

ウ ス 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 好 ま し く は 、 Sca-1の 発 現 を 指 標 と す る こ と が で き る 。
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　 好 ま し く は 、 マ ウ ス 唾 液 腺 由 来 の 細 胞 混 合 物 か ら 、 上 記 表 面 抗 原 の 発 現 の 有 無 を 指 標 と

し て 、 マ ウ ス 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。

　 好 ま し く は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 CD29、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1及

び Netrinに 対 す る 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 抗 体 を 含 む 、 上 記 し

た マ ウ ス 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト

が 提 供 さ れ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 に よ り 、 ヒ ト 又 は マ ウ ス 成 体 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 に 特 有 な 表

面 抗 原 が 同 定 さ れ た 。 本 発 明 で 同 定 さ れ た 表 面 抗 原 を 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト 又 は マ ウ ス

成 体 の 唾 液 腺 並 び に そ の 他 の 臓 器 か ら 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 簡 便 か つ 効 率

的 に 分 離 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ れ に よ り 、 移 植 を 受 け る 患 者 自 身 又 は 提 供 者 か ら 容 易

に こ の 幹 細 胞 （ 即 ち 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 ） を 調 製 す る 方 法 が 確 立 さ れ る こ

と に な る 。 本 発 明 に よ る ヒ ト 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 は 、

膵 臓 再 生 な ど の 再 生 医 療 に 大 い に 貢 献 す る も の で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。

　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 （ １ ） ヒ ト 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 含 む 細

胞 混 合 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 唾 液 腺 由 来 の 細 胞 混 合 物 な ど ） と 、 CD9、 CD13、 CD29(integrin

β 1)、 CD44 (hyaluronate receptor)、 CD49f(integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integ

rin β 4)、 CD105(endogrin)、 CD106(VCA M-1)、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin

)、 low affinity N GF-R p75
N G F R

 、 及 び β 2-microglobulinか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少

な く と も １ 以 上 （ 好 ま し く は 少 な く と も ２ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ３ 以 上 、 よ り 好 ま し く は

４ 以 上 で あ り 、 抗 原 の 種 類 は １ 種 か ら １ ４ 種 の 任 意 の 数 と す る こ と が で き る ） の 表 面 抗 原

に 対 す る 抗 体 と を 、 前 記 細 胞 上 の 前 記 表 面 抗 原 と 前 記 抗 体 と が 反 応 で き る 条 件 下 で 接 触 さ

せ る 工 程 ； 及 び （ ２ ） 前 記 抗 体 に 結 合 し た 前 記 細 胞 を 前 記 細 胞 混 合 物 か ら 分 離 す る 工 程 、

に よ り 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 別 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 （ １ ） マ ウ ス 由 来 の 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分

化 可 能 な 細 胞 を 含 む 細 胞 混 合 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 唾 液 腺 由 来 の 細 胞 混 合 物 な ど ） と 、 CD29

、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1及 び Netrinか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く

と も １ 以 上 （ 好 ま し く は 少 な く と も ２ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ３ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ４ 以

上 で あ り 、 抗 原 の 種 類 は １ 種 か ら ８ 種 の 任 意 の 数 と す る こ と が で き る ） の 表 面 抗 原 に 対 す

る 抗 体 と を 、 前 記 細 胞 上 の 前 記 表 面 抗 原 と 前 記 抗 体 と が 反 応 で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工

程 ； 及 び （ ２ ） 前 記 抗 体 に 結 合 し た 前 記 細 胞 を 前 記 細 胞 混 合 物 か ら 分 離 す る 工 程 、 に よ り

行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 以 下 、 本 発 明 で マ ー カ ー と し て 使 用 す る 各 種 抗 原 に つ い て 説 明 す る 。

CD9: CD9は 24kDaの type IV膜 貫 通 型 タ ン パ ク で あ り 、 血 小 板 、 プ レ B細 胞 、 単 球 、 内 皮 細

胞 、 上 皮 細 胞 に 発 現 し て い る 。 CD9分 子 は integrinな ど の 他 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク と も 結 合

し 、 細 胞 接 着 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 細 胞 運 動 な ど に 関 与 し て い る 。

CD13: CD13(aminopeptidase N)は 150kDaの type II 膜 貫 通 型 タ ン パ ク で あ り 、 myeloid系

の 殆 ど の 細 胞 に 発 現 し て い る 。 CD13は T及 び Bリ ン パ 球 、 赤 血 球 、 血 小 板 に は 発 現 し て い な

い 。 CD13は 一 部 の 上 皮 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 に 発 現 し て い る 。 CD13は 正 常 骨 髄 に 於

い て は 、 CFU-G M(granulocyte-monocyte colony forming units)に 発 現 し て い る 。

CD29: CD29(integrinβ 1)は 130kDaの type I 膜 貫 通 型 タ ン パ ク で あ り 、 CD49a, b, c, d,

e, fと 結 合 し て VLA-1～ 6ま で の heterodimer を 形 成 す る 。 イ ン テ グ リ ン α 鎖 の 種 類 に よ り
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、 発 現 の 見 ら れ る 細 胞 は 異 な っ て い る 。 こ れ ら heterodimerを 形 成 し て い る β １ イ ン テ グ

リ ン フ ァ ミ リ ー は 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ラ ミ ニ ン 等 の 細 胞 外 マ ト リ ク ス と 結 合 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

CD44(hyaluronate receptor): CD44は 80～ 95kDaの type I 膜 貫 通 型 タ ン パ ク で あ り 、 ヒ ア

ル ロ ン 酸 の 受 容 体 で あ る phagocyte glycoprotein-1(Pgp-1)と し て 知 ら れ て い る 。 CD44は

赤 血 球 、 白 血 球 、 上 皮 細 胞 に 発 現 し て い る 。 ま た III型 細 胞 外 マ ト リ ク ス 受 容 体 で あ り 、

細 胞 遊 走 や リ ン パ 球 の ホ ー ミ ン グ に 機 能 的 な 役 割 を 果 た し て い る 。

CD49f(integrin α 6)： CD49fは integrin α 6と も 称 さ れ 、 CD29と 二 量 体 を 形 成 す る 膜 タ ン

パ ク 質 で あ る 。 CD29と 二 量 体 を 形 成 し た CD49fは 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス で あ る ラ ミ ニ ン の

受 容 体 （ VLA-6） と し て 知 ら れ て い る 。 T細 胞 、 血 小 板 、 単 球 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 胎 盤

の ト ロ ホ ブ ラ ス ト 、 胎 児 期 の 唾 液 腺 原 基 を 構 成 す る 未 分 化 上 皮 細 胞 、 胎 児 肝 細 胞 な ど で 発

現 し て い る 。

CD90(Thy-1):　 CD90は 18kDaの 細 胞 表 面 糖 タ ン パ ク で あ る 。 骨 髄 の CD34陽 性 を 示 す 造 血 幹

細 胞 に 発 現 し て い る 。 ま た 神 経 細 胞 の 一 部 、 肝 臓 の 前 駆 細 胞 に も 発 現 が 見 ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

CD104(integrinβ 4):　 CD104は 205kDaの 膜 タ ン パ ク で あ り 、 CD49f(integrinα 6)と 結 合 し

て 、 CD49f/CD104複 合 体 を 形 成 す る 。 CD104は 上 皮 細 胞 、 シ ュ ワ ン 細 胞 に 発 現 し て い る 。 ま

た CD49f/CD104複 合 体 は 上 皮 の ヘ ミ ス モ ゾ ー ム に 発 現 し て お り 、 表 皮 と 基 底 膜 の 結 合 に 関

与 し て い る 。

CD105(endogrin): CD105は 95kDaの サ ブ ユ ニ ッ ト の homodimerに よ り 形 成 さ れ る 膜 タ ン パ ク

で あ り 、 血 管 内 皮 細 胞 や 胎 盤 の syncytiotrophoblastsに 発 現 し て い る 。 ま た CD105は ヒ ト

臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 で は TGF-β 受 容 体 シ ス テ ム の 構 成 要 素 の 一 つ で も あ り 、 高 い 親 和 性 に て

TGF-β １ 及 び β ３ と 結 合 す る 。 CD105の 発 現 は 腫 瘍 も し く は 創 傷 治 癒 部 等 の 血 管 形 成 部 位

に 於 け る 組 織 の 活 性 化 内 皮 細 胞 に て 発 現 が 上 昇 し て い る 。

CD106(VCA M-1):　 CD106は 100-110kDaの type I 糖 タ ン パ ク で あ る 。 サ イ ト カ イ ン で 刺 激 を

受 け た 活 性 化 内 皮 細 胞 の 表 面 に 高 レ ベ ル で 発 現 し て お り 、 VCA M-1(vascular cell adhesio

n molecule)と し て 知 ら れ て い る 。 VCA M-1は イ ン テ グ リ ン α ４ β １ (VLA-4)と 結 合 す る 。 骨

髄 ス ト ロ マ 細 胞 、 濾 胞 樹 状 細 胞 （ 脾 臓 ） に も 発 現 し て い る 。 リ ン パ 球 の 浸 潤 、 B細 胞 の 分

化 に 関 与 し て い る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

CD165:　 CD165は 37～ 42kDaの 膜 タ ン パ ク で あ り 、 末 梢 血 の リ ン パ 球 、 単 球 、 未 熟 胸 腺 細 胞

、 血 小 板 、 膵 臓 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 細 胞 、 腎 臓 ボ ー マ ン 嚢 細 胞 、 神 経 細 胞 に 発 現 し て い る 。

ま た 胸 腺 上 皮 細 胞 に 発 現 し て い る 。 胸 腺 細 胞 と 胸 腺 上 皮 細 胞 の 接 着 に 関 与 し て い る 。

CD166(ALCA M): CD166(activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCA M))は 100-105

kDaの 膜 タ ン パ ク で あ り 、 CD６ の リ ガ ン ド で あ る 。 ALCA Mは 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ

リ ー に 属 し て お り 、 神 経 細 胞 、 活 性 化 T細 胞 、 活 性 化 単 球 、 上 皮 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 に 発 現

し て い る 。 CD166は 胸 腺 上 皮 細 胞 と CD6陽 性 細 胞 の 相 互 接 着 に 重 要 で あ る 。

CD147(neurothelin):　 CD147は 30-50kDaの 膜 タ ン パ ク で あ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ

ァ ミ リ ー に 属 し て い る 。 Neurothelinは 血 液 － 脳 関 門 (Blood brain barrier)に 特 異 的 な 分

子 で あ る 。 ま た CD147は 胎 児 の 血 液 － 脳 関 門 の 発 達 に も 関 与 し て い る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

low affinity N GF-R (p75
N G F R

): nerve growth factor receptor (N GFR) p75は 75kDaの タ

ン パ ク で あ り 、 神 経 細 胞 軸 索 、 シ ュ ワ ン 細 胞 、 末 梢 神 経 の 傍 神 経 細 胞 に 発 現 が 見 ら れ る 。

ま た 一 部 の 上 皮 、 間 葉 細 胞 、 リ ン パ 組 織 で 発 現 し て い る 。 脾 臓 、 リ ン パ 節 の リ ン パ 系 細 胞

、 濾 胞 樹 状 細 胞 に も p75の 発 現 が 見 ら れ る 。

β 2-microglobulin: β 2-microglobulinは 12kDaの β 鎖 で あ り 、 44kDaの α 鎖 と 結 合 し て HL

A class I 複 合 体 を 形 成 す る 。

CD47: CD47は 47-52kDaの 接 着 分 子 で あ り 、 CD47抗 原 は イ ン テ グ リ ン 関 連 タ ン パ ク (IAP)と

し て 知 ら れ て い る 。 造 血 細 胞 、 白 血 球 、 血 小 板 、 赤 血 球 に 発 現 し て い る 。 カ チ オ ン の 細 胞

内 流 入 を 調 節 す る 事 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】

CD49c:　 CD49cは 150kDaの type I 膜 タ ン パ ク で あ り 、 CD29(integrin β 1)と 結 合 し て VLA-

3(integrin α ３ β １ )を 形 成 す る 。 イ ン テ グ リ ン α ３ β １ の リ ガ ン ド と し て ラ ミ ニ ン ５ 、

１ 型 、 ４ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン が あ る 。 多 く の 上 皮 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 活 性 化

リ ン パ 球 に て 発 現 し て い る 。

Sca-1:　 Sca-1(Ly6-A/E)は 、 18kDaの phosphatidylinositol-anchoredタ ン パ ク で あ り 、 マ

ウ ス 骨 髄 の 造 血 幹 細 胞 に 発 現 し て い る 。 Ly-6A/Eは 骨 髄 及 び 末 梢 血 の Bリ ン パ 球 、 胸 腺 及 び

末 梢 血 の Tリ ン パ 球 の 一 部 に 発 現 し て い る 。

Netrin:　 Netrinは ラ ミ ニ ン 関 連 分 泌 タ ン パ ク の フ ァ ミ リ ー の 一 つ で あ り 、 発 生 期 に 於 け

る 細 胞 遊 走 や 軸 索 伸 長 の ガ イ ダ ン ス に 必 要 で あ る 。 Netrin-1の 発 現 は 、 発 生 期 に 於 け る 神

経 系 及 び 間 葉 系 の 組 織 に 於 い て 広 範 に 見 ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 上 記 し た 各 種 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の

何 れ で も よ く 、 当 業 者 で あ れ ば 常 法 に よ り 容 易 に 取 得 可 能 で あ り 、 ま た 各 種 の 市 販 品 の 抗

体 を 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 好 ま し く は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 行 う こ と が で き る 。 フ ロ ー サ イ ト

メ ト リ ー は 、 細 胞 を 浮 遊 液 に し 、 高 速 で フ ロ ー セ ル 中 を 通 過 さ せ 、 光 学 的 な 手 法 に よ っ て

細 胞 の 計 測 を 行 う 方 法 で あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で は 、 蛍 光 色 素 に よ っ て 細 胞 を 染 色

す る こ と が 必 要 で あ り 、 試 料 が 微 細 管 を 通 過 す る 過 程 で 発 す る 蛍 光 を 高 感 度 検 出 器 に よ っ

て 測 定 す る 。 即 ち 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で は 、 通 常 、 数 十 μ ｍ ～ 数 百 μ ｍ 内 径 程 度 の

微 細 な 管 状 の フ ロ ー セ ル に 被 検 液 を 流 し な が ら こ れ に 励 起 光 を 照 射 し 、 流 動 す る 被 検 液 中

で 発 せ ら れ る 蛍 光 を 受 光 し 検 出 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 細 胞 の 蛍 光 発 光 を 検 出 ・ 測 定 す る 場 合 、 上 記 し た 各 種 抗 体 は 、

蛍 光 標 識 物 質 で 標 識 し た 標 識 抗 体 と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 で 用 い る 蛍 光 標

識 物 質 の 種 類 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 検 出 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例

え ば 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ が 挙 げ ら れ る が 、 こ の 他 に も 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド

、 プ ロ ピ ジ ウ ム ア イ オ ダ イ ド 、 ヘ キ ス ト 33258/33342、 D API、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 、 ク ロ

モ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 オ リ ボ マ イ シ ン 、 パ イ ロ ニ ン Y 、 チ ア ゾ ー ル オ レ ン ジ 、 ロ

ー ダ ミ ン 101 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 BCECF 、 BCECF-A M、 C.SN ARF-1 、 C.SN ARF-1-A M A 、 エ

ク オ リ ン 、 Indo-1、 Indo-1-A M 、 Fluo-3、 Fluo-3-A M 、 Fura-2、 Fura-2-A M 、 オ キ ソ ノ ー

ル 、 ロ ー ダ ミ ン 123 、 10-N-ノ ニ － ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ

ン ジ ア セ テ ー ト 、 カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン (CF)、 カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー

ト (CFD A)、 カ ル ボ キ シ ジ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン (CDCF)、 カ ル ボ キ シ ジ ク ロ ロ フ ル オ レ セ

イ ン ジ ア セ テ ー ト (CDCFD A)な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 検 出 す る 時 に 用 い る 蛍 光 標 識 抗 体 は 、 抗 体 に 直 接 上 記 蛍 光 物

質 を 結 合 さ せ て も よ い し 、 抗 体 に は ビ オ チ ン を 標 識 し て お き 、 蛍 光 物 質 に は ア ビ ジ ン を 結

合 さ せ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ る こ と が で き る 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 は 、 例 え

ば 、 再 生 医 療 の た め に 患 者 に 移 植 す る こ と が で き る 。 再 生 医 療 の た め に 細 胞 を 患 者 に 移 植

す る 場 合 、 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 を 防 止 す る 観 点 か ら 、 患 者 自 身 の 細 胞 を 移 植 す る こ と が 最

も 好 ま し い 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 ヒ ト 成 体 か ら 細 胞 を 取 得 す る こ と が で き る の で 、 移 植 を

受 け る 患 者 自 身 か ら 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 単 離 す る こ と が で き 、 移 植 す る

の に 非 常 に 有 利 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ る こ と が で き る 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 は 、 膵 臓

に 分 化 す る こ と が で き る の で 、 該 細 胞 を 移 植 し て 膵 臓 の 再 生 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 本
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発 明 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ る こ と が で き る 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 の 移 植 は 、 該

細 胞 の 浮 遊 液 を 患 者 に 注 入 す る こ と に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 注 入 は 、 膵 臓 又 は そ

の 近 傍 、 又 は 静 脈 内 等 に 対 し て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 注 入 す る 細 胞 の 数 は 特 に 限 定 さ

れ ず 、 症 状 や 患 者 の 体 重 、 投 与 方 法 等 に 応 じ て 適 宜 設 定 す る こ と が で き る が 、 通 常 は １ ０
2
か ら １ ０

1 0
個 程 度 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 は 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 分 離 す る 方 法 で 使 用 す る た め の キ ッ ト に

も 関 す る 。 該 キ ッ ト は 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 可 能 な 細 胞 を 直 接 分 離 す る た め に 使 用 す る

こ と が で き る 抗 体 を 含 む 。 即 ち 、 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 CD9、 CD13、 CD29(integrin β 1)

、 CD44 (hyaluronate receptor)、 CD49f(integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integrin

β 4)、 CD105(endogrin)、 CD106(VCA M-1)、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin)、 l

ow affinity N GF-R p75
N G F R

 、 及 び β 2-microglobulinに 対 す る 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択

さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 抗 体 、 又 は CD29、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1及

び Netrinに 対 す る 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 抗 体 を 含 む 。 抗 体 は

適 当 な 担 体 な ど に 固 定 化 さ れ た 固 定 化 抗 体 で も よ い し 、 適 当 な 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 標 識

抗 体 で も よ い 。 ま た 、 キ ッ ト に は 、 本 発 明 に よ り 分 離 方 法 を 実 施 す る の に 必 要 な 補 助 試 薬

（ 例 え ば 、 二 次 抗 体 、 検 出 試 薬 、 緩 衝 液 な ど ） を 含 め る こ と も で き る 。

　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に よ っ て 限 定

さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ２ 】

実 施 例 １ ：

（ １ ） ヒ ト 唾 液 腺 由 来 前 駆 細 胞 の FACS法 に よ る 分 離 と 初 代 培 養

　 材 料 と し て 頚 部 手 術 時 に 廃 棄 さ れ る 患 者 検 体 を 使 用 し た 。 患 者 に は informed consent

を 行 い 、 同 意 の 得 ら れ た 患 者 か ら の み 検 体 を 採 取 し た 。 唾 液 腺 は 顎 下 腺 も し く は 耳 下 腺 を

使 用 し た 。 HBV, HCV, HIV, ATLA全 て 陰 性 で あ り 、 頚 部 へ の 放 射 線 照 射 歴 の な い 患 者 の 検

体 を 細 胞 分 離 に 用 い た 。 唾 液 腺 は 剪 刀 に て 細 切 し 、 collagenase／ hyaluronidase／ dispas

e 消 化 後 に 細 胞 分 散 液 を 得 た 。 ほ ぼ 単 一 に 分 散 さ れ た 細 胞 は FITC-conjugated 抗 ヒ ト CD4

9f 抗 体 (BD Biosciences PharMingen, San Diego, CA) で 4℃ 、 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ

ョ ン し た 。 3回 染 色 用 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後 、 APC-conjugated抗 ヒ ト CD90 抗 体 (BD P

harMingen) で 4℃ 、 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 は 再 度 3回 染 色 用 バ ッ フ ァ ー で

洗 浄 し 、 染 色 用 bufferに 懸 濁 し た 。 ラ ベ ル し た 細 胞 は 、 FACS Vantage SE (BD Bioscienc

es, Franklin Lakes, NJ)を 使 用 し て 細 胞 分 離 を 行 っ た 。 FACS解 析 時 に は 、 唾 液 腺 細 胞 分

散 液 は 、 前 方 散 乱 光 と 側 方 散 乱 光 に よ り ゲ ー ト を か け 、 小 型 で 顆 粒 の 少 な い 細 胞 を 選 択 し

た 。 さ ら に CD49fと CD90の 染 色 パ タ ー ン に よ り 4つ の 分 画 に 分 け た 。 即 ち CD49f-/CD90- (4

3.12± 3.81%)、 CD49f+/CD90- (50.48± 3.19%)、 CD49f-/CD90+ (4.37± 0.36%)、 CD49f+/CD

90+ (2.03± 0.77%) の 4分 画 で あ る 。 こ の 内 、 CD49f+/CD90+ 分 画 の 細 胞 の み を セ ル ソ ー タ

ー に て 分 離 し た 。 分 離 さ れ た 細 胞 は 、 タ イ プ １ コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 に 播 い て 初 代 培 養

を 開 始 し た 。 初 代 培 養 開 始 時 の 細 胞 密 度 は 、 0.5 1.0x106cells/100m m dishで あ る 。 初 代

培 養 に は 以 下 の 組 成 の 培 地 を 使 用 し た 。 即 ち 、 イ ス コ ヴ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 (Iscove's mo

dified Dulbecco's Medium (Invitrogen)) に 20ng/ml 組 み 換 え ヒ ト 表 皮 成 長 因 子 (recomb

inant human epidermal growth factor (Sigma Chemical Co., St. Louis, M O))、 20ng/m

l 組 み 換 え ヒ ト 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (recombinant human fibroblast growth facto

r basic (R& D Systems, Inc. Minneapolis, M N))、 10ng/ml 組 み 換 え ヒ ト 血 小 板 由 来 成

長 因 子 (recombinant human platelet derived growth factor-A A (R& D))、 1% N-2 添 加 物

(N-2 supplement (Invitrogen))、 10m M ニ コ チ ン 酸 ア ミ ド (nicotinamide (Sigma))を 添

加 し た 培 地 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

（ ２ ） ヒ ト 唾 液 腺 由 来 前 駆 細 胞 の 表 面 抗 原 の 検 索

　 培 養 細 胞 は ト リ プ シ ン -EDTA (Invitrogen) 処 理 し て 培 養 皿 よ り 回 収 し た 。 細 胞 は 、 染
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色 用 バ ッ フ ァ ー に て ３ 回 洗 浄 し 、 各 種 の １ 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 使 用

し た １ 次 抗 体 は 以 下 の 通 り で あ る 。 マ ウ ス IgG1 ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 、 CD9、 CD11

b/18、 CD13、 CD26、 CD29-Phycoerythrin、 CD38、 CD44s、 CD45、 CD49f、 CD68、 CD90-APC

、 CD104、 CD105、 CD106、 CD117、 CD147、 CD166、 β 2-microglobulin-Phycoerythrin (BD

PharMingen)、 CD130、 N GFR(p75)、 LIF-R、 G-CSFR、 CD133 (Miltenyi Biotec G mbH, Bergi

sch-Gladbach Germany)、 ABCG2/BCRP1 (eBioscience, San Diego, CA)、 CD34-FITC (San

taCruz Biotechnology, Inc., SantaCruz, CA)で あ る 。 二 次 抗 体 と し て ア レ ク サ 488-conj

ugated 抗 マ ウ ス IgG、 も し く は 抗 ラ ッ ト IgGを 使 用 し た 。 細 胞 は 洗 浄 用 バ ッ フ ァ ー で ３ 回

洗 浄 し 、 FACS caliber (BD Biosciences)を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 VIA-PROBE (BD PharMin

gen) は 死 細 胞 除 去 の た め に 使 用 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

（ ３ ） 表 面 抗 原 検 索 結 果

　 単 層 培 養 に 於 け る ヒ ト -SGP細 胞 に つ い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 索 を 行 っ た 。 前 方 散 乱

光 及 び 、 側 方 散 乱 光 の パ タ ー ン か ら 、 ヒ ト -SGP細 胞 は ほ ぼ 均 一 な 細 胞 集 団 で あ る と 考 え ら

れ た 。 細 胞 は 、 CD9、 CD13、 CD29(integrin β 1)、 CD44 (hyaluronate receptor)、 CD49f(

integrin α 6)、 CD90(Thy-1), CD104(integrin β 4)、 CD105(endogrin)、 CD106(VCA M-1)

、 CD165、 CD166(ALCA M)、 CD147(neurothelin)、 low affinity N GF-R p75
N G F R

 、 β 2-micr

oglobulin陽 性 で あ っ た 。 CD49f及 び CD90 の 発 現 は 特 に 強 度 で あ っ た 。 CD130 (gp130) は

弱 陽 性 で あ っ た 。 造 血 系 の マ ー カ ー で あ る CD34、 CD38、 CD45と 、 神 経 幹 細 胞 の マ ー カ ー で

あ る CD133は 陰 性 で あ っ た 。 ま た CD11b/18、 CD26、 CD68、 CD135、 LIF-R、 G-CSFR陰 性 で あ

っ た 。 1%未 満 の 細 胞 は CD117 (c-kit) 及 び ABCG2 (ATP-Binding cassette G2)に 陽 性 を 示

し た 。 ヒ ト SGP細 胞 の 表 面 抗 原 検 索 の 結 果 を 図 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

実 施 例 ２ ：

（ １ ） マ ウ ス 唾 液 腺 由 来 前 駆 細 胞 の FACS法 に よ る 分 離 と 初 代 培 養

　 マ ウ ス は C57Black6背 景 の 週 令 ５ ～ ６ 週 の オ ス を 用 い た 。 用 い る 唾 液 腺 は 総 排 出 管 結 紮

６ 日 後 の 顎 下 腺 と し た 。 ジ エ チ ル エ ー テ ル を 用 い 吸 入 麻 酔 し た 後 に 、 頸 部 を 正 中 切 開 し 、

両 側 顎 下 腺 を 剥 離 し 、 顎 下 腺 総 排 泄 管 を 二 重 結 紮 し た 。 導 管 結 紮 ６ 日 後 に 顎 下 腺 を 摘 出 し

た 。 顎 下 線 は 剪 刀 に て 細 切 し 、 collagenase／ hyaluronidase／ dispase 消 化 後 に 細 胞 分 散

液 を 得 た 。 ほ ぼ 単 一 に 分 散 さ れ た 細 胞 は 抗 マ ウ ス Sca-1抗 体 (BD Biosciences PharMingen

, San Diego, CA)、 RPE-conjugated抗 マ ウ ス CD117/c-Kit 抗 体 (BD PharMingen) を 用 い

 4℃ 、 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ３ 回 染 色 用 バ ッ フ ァ ー を 用 い 洗 浄 後 、 FITC-conjuga

ted抗 ラ ッ ト IgG抗 体 （ BD Pharmingen） を 用 い ４ ℃ 、 ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。

細 胞 は 再 度 3回 染 色 用 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 染 色 用 bufferに 懸 濁 し た 。 ラ ベ ル し た 細 胞 は

、 FACS Vantage SE (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)を 使 用 し て 細 胞 分 離 を 行 っ た

。 FACS解 析 時 に は 、 唾 液 腺 細 胞 分 散 液 は 、 前 方 散 乱 光 と 側 方 散 乱 光 に よ り ゲ ー ト を か け

、 小 型 で 顆 粒 の 少 な い 細 胞 を 選 択 し た 。 さ ら に Sca-1と c-Kitの 染 色 パ タ ー ン に よ り 4つ の

分 画 に 分 け た 。 即 ち Sca-1-/c-Kit-、 Sca-1+/c-Kit-、 Sca-1-/c-Kit+、 Sca-1+/c-Kit+の 4

分 画 で あ る 。 こ の 内 、 Sca-1+/c-Kit+ 分 画 （ 0.68 +/- 0.07 %） の 細 胞 の み を セ ル ソ ー タ

ー に て 分 離 し た 。 分 離 さ れ た 細 胞 は 、 タ イ プ １ コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 に 播 い て 初 代 培 養

を 開 始 し た 。 初 代 培 養 開 始 時 の 細 胞 密 度 は 、 1.0x106cells/100m m dishで あ る 。 初 代 培 養

に は 以 下 の 組 成 の 培 地 を 使 用 し た 。 即 ち 、 ウ イ リ ア ム ズ Ｅ 培 地 (Williams' Medium E (Inv

itrogen)) に 20ng/ml マ ウ ス 表 皮 成 長 因 子 (mouse epidermal growth factor (Sigma Chem

ical Co., St. Louis, M O))、 10m M ニ コ チ ン 酸 ア ミ ド (nicotinamide (Sigma))、 1x Non

Essential A mino Acid Solution (Invitrogen)、 1x Insulin-Transferrin-Selenium-X（

Invitrogen） を 添 加 し た 培 地 で あ る 。 ３ 日 に 一 度 、 メ デ ィ ウ ム 交 換 を 行 っ た 。 得 ら れ た

細 胞 の ほ と ん ど は polygonalな 形 態 の 上 皮 様 細 胞 で あ り 、 限 界 希 釈 法 を 用 い て 単 一 細 胞 か

ら 再 増 殖 し て き た マ ウ ス 顎 下 腺 由 来 細 胞 を ６ 系 列 樹 立 し た 。 そ の ６ つ の 細 胞 群 は 形 態 、 増

殖 能 、 ア ル ブ ミ ン 産 生 細 胞 ・ イ ン ス リ ン 産 生 細 胞 へ の 分 化 能 が 等 し く 、 以 後 そ の う ち の 一

つ を マ ウ ス 唾 液 腺 由 来 前 駆 細 胞 -1（ mSGP-1） と し て 、 実 験 を 進 め た 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】

（ ２ ） マ ウ ス 唾 液 腺 由 来 前 駆 細 胞 の 表 面 抗 原

　 培 養 細 胞 は ト リ プ シ ン -EDTA (Invitrogen) 処 理 し て 培 養 皿 よ り 回 収 し た 。 細 胞 は 、 染

色 用 バ ッ フ ァ ー に て ３ 回 洗 浄 し 、 各 種 の １ 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 使 用

し た １ 次 抗 体 は 以 下 の 通 り で あ る 。 ラ ッ ト IgG1ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 、 CD11b、 CD29

、 CD34-FITC、 CD44s、 CD45、 CD47、 CD49c、 CD49d、 CD49e、 CD49f、 CD51、 CD61、 CD90.1、

CD104、 CD117、 CD140a、 Flk-1、 Sca-1 (BD PharMingen)、 E-cadherin、 P-cadherin、 N-ca

dherin、 DCC、 Neogenin、 Adenosine A2b receptor、 Netrin、 Mdr-1、 Met、 Epac（ Santa C

ruz Biotechnology） で あ る 。 二 次 抗 体 と し て ア レ ク サ 488-conjugated 抗 ラ ビ ッ ト IgG、

抗 ヤ ギ IgGも し く は 抗 ラ ッ ト IgGを 使 用 し た 。 細 胞 は 洗 浄 用 バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し 、 FACS

 caliber (BD Biosciences)を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 VIA-PROBE (BD PharMingen) は 死 細

胞 除 去 の 為 に 使 用 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

（ ３ ） 表 面 抗 原 検 索 結 果

　 単 層 培 養 に 於 け る mSGP細 胞 に つ い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 索 を 行 っ た 。 前 方 散 乱 光 及

び 、 側 方 散 乱 光 の パ タ ー ン か ら 、 mSGP細 胞 は ほ ぼ 均 一 な 細 胞 集 団 で あ る と 考 え ら れ た 。

細 胞 は CD29、 CD44、 CD47、 CD49c、 CD49f、 CD104、 Sca-1、 Netrinが 陽 性 で あ っ た 。 Sca-1

の 発 現 は 特 に 強 度 で あ っ た 。 マ ウ ス SGP細 胞 の 表 面 抗 原 検 索 の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ３ ８ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト SGP細 胞 の 表 面 抗 原 検 索 の 結 果 を 示 す 。

【 図 ２ 】 図 ２ は 、 マ ウ ス SGP細 胞 の 表 面 抗 原 検 索 の 結 果 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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