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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 単 離 さ れ る 、 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な

多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 で あ っ て 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ

ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 有 突 起 浮 遊 細 胞 で あ る 上 記 細

胞 。

【 請 求 項 ２ 】

哺 乳 動 物 が ブ タ ま た は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 細 胞 。

【 請 求 項 ３ 】

内 胚 葉 系 細 胞 で あ る 膵 臓 内 分 泌 細 胞 及 び ／ 又 は 肝 臓 細 胞 へ 分 化 す る 能 力 と 、 外 胚 葉 系 細 胞

で あ る 神 経 系 細 胞 へ 分 化 す る 能 力 と を 有 し て い る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 細 胞 。

【 請 求 項 ４ 】

哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し 、 該 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー

ト に 1x10
6
 ～ 3x10

6
ce l l s /  100 m m d i s h の 細 胞 密 度 で 播 種 し て 培 養 を 行 い 、 10～ 14日 目 以

降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら ３ の 何 れ

か に 記 載 の 細 胞 。

【 請 求 項 ５ 】

哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し 、 該 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー

ト に 1x10
6
 ～ 3x10

6
ce l l s /  100 m m d i s h の 細 胞 密 度 で 播 種 し て 培 養 を 行 い 、 10～ 14日 目 以

降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の
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細 胞 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

請 求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の 細 胞 を 、 内 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る こ

と を 含 む 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細 胞 に 由 来 す る 組 織 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

内 胚 葉 系 細 胞 が 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 又 は 肝 臓 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

内 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 が 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー

ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 し た 細 胞 を Ｕ 字 型 の 底 面 を 有 す る 容 器 に て 培 養 を 行

う こ と を 含 む 、 請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

イ ン ス リ ン の 発 現 及 び ／ 又 は 膵 臓 特 異 的 転 写 調 節 因 子 の 発 現 の 有 無 を 指 標 と し て 膵 臓 内 分

泌 細 胞 に 分 化 し た 細 胞 を 取 得 す る 、 請 求 項 ６ か ら ８ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

ア ル ブ ミ ン の 発 現 の 有 無 を 指 標 と し て 肝 臓 細 胞 に 分 化 し た 細 胞 を 取 得 す る 、 請 求 項 ６ か ら

８ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

請 求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の 細 胞 を 、 外 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る こ

と を 含 む 、 外 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細 胞 に 由 来 す る 組 織 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

外 胚 葉 系 細 胞 が 神 経 系 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

外 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 が 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー

ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 し た 細 胞 を ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア （ neurosphere） 法 で

培 養 し 、 形 成 し た 細 胞 球 状 塊 を laminin / poly-D lysineコ ー ド デ ィ ッ シ ュ に 播 種 す る こ

と を 含 む 、 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

Tuj-I及 び ／ 又 は GFAPの 発 現 の 有 無 を 指 標 と し て 神 経 系 細 胞 に 分 化 し た 細 胞 を 取 得 す る 、

請 求 項 １ １ か ら １ ３ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

請 求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の 細 胞 に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、 誘 導 さ れ た 細 胞 の 機 能 を 評

価 す る こ と を 含 む 、 細 胞 の 分 化 に 影 響 を 与 え る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

所 望 の 細 胞 に 特 異 的 な 蛋 白 質 の 発 現 を 指 標 と し て 、 誘 導 さ れ た 細 胞 の 機 能 を 評 価 す る 、 請

求 項 １ ５ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 唾 液 腺 由 来 の 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 未 分 化 な

多 分 化 能 を 有 す る 新 規 細 胞 お よ び そ の 細 胞 の 調 製 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
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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 臓 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

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

 et 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 。 ま た 、 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細

胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な よ り 未 分 化 な 多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 に つ い て の 報 告 は こ れ ま で の 所

な 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)

【 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 、 細 胞 移 植 治 療 に 使 用 で き る 、 種 々 の 組 織 に 分 化 可 能 な よ り 未 熟 で 多 分 化 能 を

有 す る 体 性 幹 細 胞 、 お よ び 上 記 体 性 幹 細 胞 の 調 製 方 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 検 討 し た 結 果 、 唾 液 腺 細 胞 の 新 し い 培 養 を

開 発 す る こ と に よ り 上 清 中 で 増 殖 す る 浮 遊 系 細 胞 を 見 出 し た 。 こ の 細 胞 を 観 察 し た と こ ろ

、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い た 幹 細 胞 よ り も 更 に 未 分 化 な 新 規 の 細 胞 で あ っ た 。 本 発 明 者 ら

は こ の 細 胞 が 膵 臓 内 分 泌 細 胞 又 は 肝 臓 細 胞 な ど の 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 神 経 系 細 胞 な ど の 外

胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 で あ る こ と を 確 認 し 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 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 単 離 さ れ る 、 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉

系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 が 提 供 さ れ る 。
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　 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ブ タ ま た は ヒ ト で あ る 。

　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ

ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 有 突 起 浮 遊 細 胞 で あ る 。

　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 内 胚 葉 系 細 胞 で あ る 膵 臓 内 分 泌 細 胞 及 び ／ 又 は 肝 臓 細 胞

へ 分 化 す る 能 力 と 、 外 胚 葉 系 細 胞 で あ る 神 経 系 細 胞 へ 分 化 す る 能 力 と を 有 し て い る 。

　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し 、 該 細 胞 浮 遊

液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 1x10
6
 ～ 3x10

6
cells/ 100m m dish の 細 胞 密 度 で 播

種 し て 培 養 を 行 い 、 10～ 14日 目 以 降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と に よ り 製

造 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し 、 該 細 胞 浮 遊 液

を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 5x10
5
 ～ 1x10

6
cells/ 100m m dish の 細 胞 密 度 で 播 種

し て 培 養 を 行 い 、 10～ 14日 目 以 降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と を 含 む 、 上

記 し た 本 発 明 の 細 胞 の 製 造 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 細 胞 を 、 内 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ

る 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 む 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細 胞 に 由 来 す る 組 織 の 製 造 方 法 が 提

供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 好 ま し く は 、 内 胚 葉 系 細 胞 は 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 又 は 肝 臓 細 胞 で あ る 。

　 好 ま し く は 、 内 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊

液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 し た 細 胞 を Ｕ 字 型 の 底 面 を 有 す る 容

器 に て 培 養 を 行 う こ と を 含 む 。

　 好 ま し く は 、 イ ン ス リ ン の 発 現 及 び ／ 又 は 膵 臓 特 異 的 転 写 調 節 因 子 の 発 現 の 有 無 を 指 標

と し て 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 分 化 し た 細 胞 を 取 得 す る こ と が で き る 、

　 好 ま し く は 、 ア ル ブ ミ ン の 発 現 の 有 無 を 指 標 と し て 肝 臓 細 胞 に 分 化 し た 細 胞 を 取 得 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 該

細 胞 に 由 来 す る 組 織 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 細 胞 を 、 外 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ

る 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 む 、 外 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細 胞 に 由 来 す る 組 織 の 製 造 方 法 が 提

供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 好 ま し く は 、 外 胚 葉 系 細 胞 は 神 経 系 細 胞 で あ る 。

　 好 ま し く は 、 外 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊

液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 し た 細 胞 を ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア （ neur

osphere） 法 で 培 養 し 、 形 成 し た 細 胞 球 状 塊 を laminin / poly-D lysineコ ー ド デ ィ ッ シ ュ

に 播 種 す る こ と を 含 む 。

　 好 ま し く は 、 Tuj-I及 び ／ 又 は GFAPの 発 現 の 有 無 を 指 標 と し て 神 経 系 細 胞 に 分 化 し た 細

胞 を 取 得 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 外 胚 葉 系 細 胞 又 は 該

細 胞 に 由 来 す る 組 織 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 細 胞 に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、 誘 導

さ れ た 細 胞 の 機 能 を 評 価 す る こ と を 含 む 、 細 胞 の 分 化 に 影 響 を 与 え る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン

グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。

　 好 ま し く は 、 所 望 の 細 胞 に 特 異 的 な 蛋 白 質 の 発 現 を 指 標 と し て 、 誘 導 さ れ た 細 胞 の 機 能
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を 評 価 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 選 抜 さ れ た 物 質

が 提 供 さ れ る 。

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 細 胞 を 、 上 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ

方 法 に よ り 選 抜 さ れ た 物 質 の 存 在 下 で 培 養 す る こ と を 含 む 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 外 胚 葉 系 細

胞 又 は 該 細 胞 に 由 来 す る 組 織 を 製 造 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 又 は 肝 臓 細 胞 な ど の 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 神 経 系 細 胞 な

ど の 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 未 分 化 な 多 分 化 能 を 有 す る 新 規 細 胞 、 お よ び そ の 細

胞 の 調 製 方 法 が 提 供 さ れ る 。 再 生 医 療 は 、 人 体 の 細 胞 （ た と え ば 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 （ 組 織

） 幹 細 胞 な ど ） を 最 大 限 に 利 用 す る こ と に よ っ て 、 新 た な 組 織 や 器 官 を 細 胞 か ら 作 製 し た

り 、 損 傷 し た も し く は 機 能 の 落 ち た 組 織 や 器 官 を 修 復 し よ う と す る 医 学 的 な 試 み で あ る 。

再 生 医 療 に よ っ て 、 こ れ ま で 治 療 が 難 し か っ た 疾 患 に 対 し て の 治 療 が 可 能 に な る の で は な

い か と 大 き な 期 待 が 寄 せ ら れ て お り 、 現 在 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 肝 硬 変 、 腎 不 全 、 血 管 性

病 変 、 白 血 病 、 関 節 炎 、 熱 傷 な ど 多 岐 に わ た り 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 本 発 明 の 細 胞 を 利

用 す る こ と に よ り 体 性 幹 細 胞 を 用 い た 種 々 の 組 織 再 生 が 可 能 に な る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

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

　 ブ タ 唾 液 腺 由 来 の 初 代 培 養 細 胞 を 、 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 を 用 い て 従 来 法 と 比 べ

て 高 密 度 培 養 す る こ と で 、 １ ０ 日 目 以 降 か ら 運 動 性 を 有 す る 有 突 起 浮 遊 細 胞 が 出 現 す る 。

　 こ の 有 突 起 浮 遊 細 胞 は 、 浮 遊 状 態 の ま ま 新 し い 培 地 に 移 す と 増 殖 能 を 失 い 死 滅 す る が 、

conditioned mediumを ３ ０ ％ 含 ん だ 維 持 培 地 を 用 い て Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 に 移 す

と 付 着 し て 増 殖 し 、 継 代 培 養 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 に 付 着 増 殖 し た 細 胞 は 、 細 胞 内 ラ ミ ニ ン 陽 性 、 表 面 抗 原 CD

49f、 CD90、 c-kit及 び CD44陽 性 で あ る が 、 ア ル ブ ミ ン お よ び イ ン ス リ ン に つ い て 、 免 疫 染

色 が 陰 性 お よ び そ れ ら の mRN Aが 未 検 出 で あ る こ と か ら 肝 臓 細 胞 お よ び 膵 臓 に は 分 化 し て い

な い 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 に 付 着 培 養 さ せ た 細 胞 を 、 Ｕ 字 型 底 面 容 器 で 培 養 す る と 中

央 部 に 集 合 し ス フ ェ ロ イ ド 体 を 形 成 す る 。 こ の ス フ ェ ロ イ ド 体 の 最 外 層 は イ ン ス リ ン 陽 性

の 膵 内 分 泌 細 胞 に 分 化 し 、 そ の 中 央 部 は ア ル ブ ミ ン 陽 性 の 肝 臓 細 胞 に 分 化 す る 。 さ ら に 、

本 発 明 の 細 胞 は 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 法 に よ る 培 養 で 神 経 細 胞 に 分 化 す る 。

　 即 ち 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 内 胚 葉 系 細 胞 及 び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 未 分 化 な 多

分 化 能 を 有 す る 有 突 起 浮 遊 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 幹 細 胞 と は 、 自 己 複 製 能 と 多 分 化 能 （ 異 な っ た 細 胞 を 作 り 出 す 能 力 ） を も っ た 未 分 化 な

細 胞 の こ と を 言 う 。 幹 細 胞 に は 、 体 を つ く る あ ら ゆ る 細 胞 に 変 化 す る 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細

胞 ） と 、 す で に 完 成 し た 体 の 各 器 官 で 増 殖 及 び 分 化 す る 体 性 幹 細 胞 が あ る 。 本 発 明 の 幹 細

胞 は 、 体 性 幹 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 単 離 さ れ る 、 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞

の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 単 離 さ れ る 。 哺 乳 動 物 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ

ト 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 サ ル 等 の 実 験 動 物 、 又 は ヒ ト が 挙 げ ら れ 、 特 に 好 ま し く は ブ タ 又 は ヒ ト

で あ り 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。 哺 乳 動 物 と し て は 成 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 移
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植 医 療 を 行 う 場 合 は 、 他 人 の 組 織 で は な く 、 自 分 自 身 の 組 織 を 用 い る こ と が 拒 絶 反 応 を 回

避 す る 上 で 好 ま し い 。 自 分 自 身 の 組 織 の 損 傷 や 機 能 不 全 を 自 ら の 組 織 で 修 復 す る 目 的 で 、

成 体 由 来 の 唾 液 腺 を 用 い て 、 本 発 明 の 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能

な 多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 を 製 造 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ

ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 す る こ と に よ り 取 得 す る こ と が で き る 有 突 起 浮 遊 細 胞 で あ る 。 さ ら

に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 か ら 細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し 、 該 細 胞 浮 遊

液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 1x10
6
 ～ 3x10

6
cells/ 100m m dish の 細 胞 密 度 で 播

種 し て 培 養 を 行 い 、 10～ 14日 目 以 降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と に よ り 製

造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 で は 、 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 5x10
4
 cells/ 100m m dish

 の 細 胞 密 度 で 播 種 し 初 代 培 養 を 開 始 す る と い う 従 来 の 方 法 に 改 良 を 加 え 、 更 に 高 密 度 で

培 養 す る こ と で 浮 遊 系 細 胞 が 出 現 す る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち 、 分 散 唾 液 腺 細 胞 を Ｉ 型

コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 1x10
6
 ～ 3x10

6
cells/ 100m m dishの 細 胞 密 度 で 播 種 し 、 初

代 培 養 を 開 始 す る と 、 主 に 2種 類 の 浮 遊 細 胞 が 出 現 す る こ と を 見 い だ し た 。 浮 遊 細 胞 の 出

現 時 期 と 経 過 は 図 １ に 示 し た 。 一 つ 目 は 、 初 代 培 養 開 始 後 、 3～ 7日 目 に 出 現 す る 大 型 顆 粒

細 胞 で あ り 、 二 つ 目 は 10～ 14日 目 以 降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る Toge細 胞 で あ る 。 大 型 顆 粒

細 胞 は 、 7日 目 以 降 は 出 現 せ ず 、 増 殖 も し な い こ と が わ か っ た 。 Toge 細 胞 は 、 14日 目 以 降

か ら 約 20日 間 上 清 中 に 存 在 し 、 こ の 浮 遊 細 胞 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 播 種 す る

と 、 付 着 細 胞 と し て 増 殖 し 、 か つ 継 代 で き る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 上 記 の よ う に し て 、 本 発 明 に よ る 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な

多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る 本 発 明 の 内 胚 葉 系

細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 は 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は

外 胚 葉 系 細 胞 に 特 異 的 な 物 質 の 発 現 の 有 無 を 指 標 に し て 確 認 す る こ と が で き る

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 内 胚 葉 系 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 、 肝 臓 細 胞 、 口 腔 、 食 道 、 気 管 、 胃 、

腸 な ど が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 、 膵 臓 内 分 泌 細 胞 及 び 肝 臓 細 胞 で あ る 。

　 外 胚 葉 系 細 胞 と し て は 、 神 経 系 細 胞 、 感 覚 器 細 胞 （ 水 晶 体 、 網 膜 、 内 耳 な ど ） 、 皮 膚 表

皮 細 胞 、 毛 包 な ど が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 神 経 系 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 膵 臓 内 分 泌 細 胞 に 特 異 的 な 物 質 と し て は 、 グ ル カ ゴ ン 、 イ ン ス リ ン 、 膵 臓 特 異 的 転 写 調

節 因 子 （ 例 え ば 、 PD X-1,Pax4,Neurogenninな ど ） 、 な ど が 挙 げ ら れ る 。 肝 臓 細 胞 に 特 異 的

な 物 質 と し て は 、 ア ル ブ ミ ン 、 肝 臓 特 異 的 転 写 調 節 因 子 （ 例 え ば 、 H NF-1α ,H NF-1β ,H NF-

4α ,RXRα な ど ） 、 LD H、 transferinな ど が 挙 げ ら れ る 。 神 経 系 細 胞 に 特 異 的 な 物 質 と し て

は 、 nestin、 Tuji-1、 O2a、 O4、 GFAP、 S-100、 p75な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 に よ る 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有 す る 細

胞 は 、 内 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ っ て 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細

胞 に 由 来 す る 組 織 を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 内 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮

遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 し た 細 胞 を Ｕ 字 型 の 底 面 を 有 す る

容 器 に て 培 養 を 行 う こ と な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ れ 以 外 の 条 件 と し て は 、 H GF、 EGF、 GLP-1

、 betacellurinな ど の 増 殖 因 子 を 培 地 に 添 加 す る こ と に よ り 、 分 化 効 率 を 上 げ る こ と が 可

能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 に よ る 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有 す る 細
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胞 は 、 外 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ っ て 、 外 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細

胞 に 由 来 す る 組 織 を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 外 胚 葉 系 細 胞 に 分 化 さ せ る 条 件 と し て は 、 哺 乳 動 物 の 唾 液 腺 に 由 来 す る 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ

型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ て 培 養 し た 細 胞 を ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア （ neurospher

e） 法 で 培 養 し 、 形 成 し た 細 胞 球 状 塊 を laminin / poly-D lysineコ ー ド デ ィ ッ シ ュ に 播 種

す る こ と な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ れ 以 外 の 条 件 と し て は 、 BD NF、 CNTF、 NT-3、 な ど を 分 化 誘

導 培 地 に 加 え る こ と に よ り 、 神 経 細 胞 、 神 経 膠 細 胞 の 各 誘 導 効 率 を 上 げ る こ と が 可 能 で あ

る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 上 記 し た よ う に 、 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 は 、 本 発 明 の 細 胞 を 用 い て 目 的 と す

る 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 外 胚 葉 系 細 胞 に 特 異 的 な 物 質 の 発 現 の 有 無 を 指 標 と し て 取 得 す る こ と

が で き る の で 、 こ れ ら の 指 標 を 用 い れ ば 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 外 胚 葉 系 細 胞 へ の 分 化 に 影 響

を 与 え る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 の 内 胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有

す る 細 胞 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 誘 導 さ れ た 細 胞 の 機 能 を 上 記 し た 指 標 を 用 い て 評 価 す る こ

と に よ り 、 該 被 検 物 質 が 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 外 胚 葉 系 細 胞 へ の 分 化 に 与 え る 影 響 を 検 出 す る

こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 選 抜 さ れ た 物 質 は 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 外 胚 葉 系 細 胞 へ の 分

化 に 影 響 を 与 え る 物 質 で あ っ て 、 再 生 医 療 を 行 う 際 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 供 さ れ る 被 験 物 質 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば

、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 低 分 子 化 合 物 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出

液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 、 血 漿 な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら 化 合 物 は 新 規 な 化 合 物 で

あ っ て も よ い し 、 公 知 の 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 ま た ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー や 化 合 物 ラ イ

ブ ラ リ ー な ど 、 多 数 の 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 被 験 物 質 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 選 抜 さ れ た 物 質 の 存 在 下 に お い て 、 本 発 明 に よ る 内

胚 葉 系 細 胞 お よ び 外 胚 葉 系 細 胞 の 双 方 に 分 化 可 能 な 多 分 化 能 を 有 す る 細 胞 を 培 養 す る こ と

に よ っ て 、 内 胚 葉 系 細 胞 又 は 外 胚 葉 系 細 胞 又 は 該 細 胞 に 由 来 す る 組 織 を 製 造 す る こ と が で

き 、 こ れ ら の 細 胞 又 は 組 織 は 、 患 者 に 移 植 し て 再 生 医 療 の た め に 使 用 す る こ と が 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 ９ 】

実 施 例 １ ： ブ タ 唾 液 腺 細 胞 の 調 製 方 法

　 離 乳 後 約 ２ 週 間 目 の ブ タ （ L W D（ ラ ン ド レ ス ・ デ ュ ロ ッ ク 種 ） ブ タ 、 生 後 4～ 5 週 の 雄 、

7-10 kg） を 、 硫 酸 ア ト ロ ピ ン 、 ス ト レ ス ニ ル 、 ケ タ ラ ー ル 麻 酔 下 に 大 腿 動 脈 を 切 断 し て

脱 血 し 、 仰 臥 位 に 固 定 し た 。 下 顎 か ら 頚 部 を 正 中 切 開 し 、 顎 下 腺 を 摘 出 し た 。 採 取 し た 顎

下 腺 は 氷 冷 し た Williams' E培 養 液 （ FCS無 添 加 ） へ 保 存 し 、 培 養 フ ー ド に て 直 径 約 1.5 cm

、 約 2-4gの 大 き さ に 細 切 し た 。 滅 菌 は さ み で 唾 液 腺 を 1～ 2 m m大 に 細 切 し た 。 50 ml遠 心 管

に 入 れ た EGTA buffer 20mlに 懸 濁 し て 、 37℃ で 20分 間 、 10回 ／ 分 の 速 度 で 回 転 震 盪 し た 。

組 織 細 片 液 は 遠 心 (100 xg、 ５ 分 、 室 温 )し 、 上 清 は 捨 て た 。 ペ レ ッ ト を collagenase/hya

luronidase bufferに 懸 濁 し 、 37℃ で 40分 間 、 回 転 震 盪 し た 。 100 xg、 ５ 分 、 室 温 に て 遠

心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を dispase solutionに 懸 濁 し 、 37℃ 、 60分 間 、 回 転 震 盪 し た 。 懸 濁 液

を 細 胞 濾 過 器 に か け 、 遠 心 分 離 (100 xg、 ５ 分 、 室 温 )し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を Williams' E

medium (serum free) に 懸 濁 し 、 同 培 養 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。

EGTA buffer

NaCl 36.9m M, KCl 5.4m M, NaH 2 PO 4 0.7m M, Na 2 HPO 4 1.1m M, HEPES 10m M, EGTA 0.5m M, Na

HCO 3 0.035%, glucose 0.1%, phenol red 0.006%
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Collagenase / hyaluronidase buffer

D M EN/F12 (GIBCO) 40ml, Collagenase(GIBCO) 40mg, Hyaluronidase (Nakarai) 40mg

Dispase buffer

D M EN/F12 (GIBCO) 40ml, Dispase (GIBCO) 40mg

維 持 培 養 液

Williams' E medium (GIBCO) supplmented with 10%FBS (GIBCO), insulin (GIBCO) 1x10
- 6
 M, dexamethasone 1x10

- 5
 M (Sigma), penicill ine-streptmycin-fungizone 1x (GIBC

O), recombinant human EGF (Sigma) 20ng/ml

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 上 記 の 細 胞 ペ レ ッ ト を 維 持 培 養 液 に 懸 濁 し 細 胞 数 を 計 測 し た 。 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー

ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト (IW A KI)に 5x10
5
 ～ 1x10

6
cells/ 100m m dish の 細 胞 密 度 で 播 種 し 、

初 代 培 養 を 開 始 し た 。 培 養 液 交 換 は 初 回 を 36時 間 目 に 行 い 、 以 降 は ３ 日 毎 に 半 培 地 交 換 に

て お こ な っ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

実 施 例 ２ ： ブ タ 唾 液 腺 か ら の 浮 遊 系 多 分 化 能 細 胞 の 分 離

　 本 発 明 で は 、 細 胞 浮 遊 液 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト (IW A KI)に 5x10
4
 cells/ 100

m m dish の 細 胞 密 度 で 播 種 し 初 代 培 養 を 開 始 す る 、 と い う 従 来 の 方 法 に 改 良 を 加 え 、 更 に

高 密 度 で 培 養 す る こ と で 浮 遊 系 細 胞 が 出 現 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 す な わ ち 、 分 散 唾 液 腺

細 胞 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト (IW A KI)に 1x10
6
 ～ 3x10

6
cells/ 100m m dishの 細 胞

密 度 で 播 種 し 、 初 代 培 養 を 開 始 す る と 、 主 に 2種 類 の 浮 遊 細 胞 が 出 現 す る 。 浮 遊 細 胞 の 出

現 時 期 と 経 過 を 図 １ に 示 す 。 一 つ 目 は 、 初 代 培 養 開 始 後 、 3～ 7日 目 に 出 現 す る 大 型 顆 粒 細

胞 で あ り 、 二 つ 目 は 10～ 14日 目 以 降 に 出 現 す る 突 起 を 有 す る Toge細 胞 で あ る 。 大 型 顆 粒 細

胞 は 、 7日 目 以 降 は 出 現 せ ず 、 増 殖 も し な い こ と が わ か っ た 。 Toge 細 胞 は 、 14日 目 以 降 か

ら 約 20日 間 上 清 中 に 存 在 し 、 こ の 浮 遊 細 胞 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 播 種 す る と

、 付 着 細 胞 と し て 増 殖 し 、 か つ 継 代 で き る こ と が 判 明 し た 。 こ の 付 着 細 胞 を 以 下 の 分 化 誘

導 に 使 用 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

実 施 例 ３ ： ブ タ 唾 液 腺 由 来 細 胞 の 分 化 誘 導

（ １ ） 方 法

　 実 施 例 １ 及 び ２ と 同 様 に 、 浮 遊 細 胞 を 採 取 し 、 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 播 種 し

継 代 培 養 を 行 っ た 。 継 代 培 養 ３ 代 目 以 降 の 細 胞 を 用 い て 、 以 下 の 分 化 誘 導 を 行 っ た 。 ５ x1

0
5
の 浮 遊 細 胞 由 来 細 胞 を 分 化 誘 導 培 養 液 （ Williams' E medium supplimented with 10%FC

S(GIBCO), insulin(GIBCO) 1x10
- 6
 M, Dexamethasone (Sigma) 1x10

- 5  
M, penicill ine-s

treptmycin-fungizone 1x (GIBCO), recombinant humanEGF(Sigma)20ng/ml, GLP-1 (Sigm

a) 20ng/ml） に 懸 濁 し 、 96 well U-plate（ 住 友 ベ ー ク ラ イ ト ） に 5x10
2
 ～ 2x10

3
個 / wel

lず つ 分 注 し た 。 こ の 細 胞 は 5% CO 2 存 在 下 、 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 各 wellの 培 養 液 交

換 は ３ 日 毎 に 行 っ た 。 こ の 状 態 で 7-14日 間 培 養 し 、 こ の 間 の 細 胞 の 分 化 に つ い て 、 免 疫 蛍

光 染 色 、 RT-PCRを 用 い て 検 討 し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 免 疫 蛍 光 染 色 法 は 以 下 の 通 り 行 っ た 。 96 well U-plate へ 分 注 後 8～ 14日 目 に 各 ウ ェ ル

の 培 養 液 を イ ン ス リ ン 非 添 加 、 無 血 清 Williams' E培 養 液 に 交 換 し 、 4時 間 培 養 す る こ と

に よ り 、 免 疫 染 色 時 の 培 養 液 中 の ア ル ブ ミ ン 、 イ ン ス リ ン に よ る 染 色 へ の 非 特 異 性 を 除 去

し た 。 そ の 後 、 各 ウ ェ ル か ら 細 胞 を 取 り 出 し 、 12個 /200μ l　 に な る よ う に 無 血 清 Willia

ms' E培 養 液 に 分 け た 。 Cytospin（ Hettich） の 1穴 に 12個 /200μ l　 に な る よ う に 入 れ た 。

1500 ｒ ｐ ｍ に て 5分 間 遠 心 し 、 over night の 風 乾 を 行 っ た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を ド ー セ に

い れ て 、 PBSに て 1分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 4％ PFAを 用 い て 4℃ に て 20分 間 固 定 し 、 PBS

に て 5分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 0.2％ TritonX100/PBSに 10分 間 、 室 温 に て 浸 漬 し 、 TBS (Tris　

buffered　 saline)に て 5分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 非 特 異 反 応 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 （ D A K O） を 組 織

に 滴 下 し 、 室 温 に ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 Rabbit　 anti-human albumin (D A K O) 1

： 100、 Guinia pig anti-porcine insuline;ready to use (D A K O)、 Rabbit anti-human g
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lucagons(D A K O)を 滴 下 し 、 室 温 に て 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 TBSに て 5分 間 ３ 回 洗

浄 し 、 Goat anti -Rabbit IgG (santacruze) Alexa488, 1： 100、 anti-guinia pig IgG F

ITC594(santacruse)を 滴 下 し 、 室 温 に て 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 TBSに て 5分 間 ３

回 洗 浄 し 、 Fluorosent mounting 試 薬 （ D A K O） を 用 い て 封 入 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

（ ２ ） 結 果

　 浮 遊 細 胞 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ 培 養 し た 細 胞 を U字 型 の 底 面 を 有

す る 容 器 （ 96 well 96U-plate） に て 培 養 し た 場 合 、 細 胞 は 底 辺 の 中 央 部 に 集 合 す る 。 更

に 、 そ の 細 胞 は 球 状 細 胞 塊 （ spheroid body） を 形 成 し た 。 500～ 2000cells/wellに て 播 き

込 み を 行 い 、 形 成 さ れ た spheroid bodyに は 、 最 外 層 （ mantle zone） に 於 い て は グ ル カ ゴ

ン 陽 性 細 胞 が 存 在 し た 。 グ ル カ ゴ ン 陽 性 細 胞 は 球 状 細 胞 塊 の 最 外 層 の １ ～ ２ 細 胞 層 に の み

存 在 し て い た 。 ま た 中 央 部 分 に 於 い て は イ ン ス リ ン 陽 性 細 胞 が 存 在 し た 。 ま た 同 様 の 条 件

に て 誘 導 さ れ た 球 状 細 胞 塊 に 於 い て は 、 イ ン ス リ ン 陽 性 細 胞 の 細 胞 核 に 一 致 し て 膵 臓 特 異

的 転 写 調 節 因 子 pdx-1に 対 す る 抗 体 染 色 に お い て 陽 性 反 応 が 認 め ら れ た 。 す な わ ち こ れ ら

の 細 胞 は 膵 臓 内 分 泌 細 胞 へ 分 化 し た こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 な お 浮 遊 細 胞 を Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト で 培 養 し た 場 合 の み 、 albumin陽 性 細 胞

、 Insulin陽 性 細 胞 、 双 方 向 へ の 誘 導 が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 96 well U-plateへ 分 注 12時 間 後 に は 、 全 て の well に て 球 状 細 胞 塊 の 形 成 が 認 め ら れ た

。 ８ -１ ０ 日 間 の 培 養 で は 、 ス フ ェ ア 径 の 変 化 は ほ と ん ど 認 め ら れ ず 、 球 状 細 胞 塊 の 形 成

後 の 細 胞 の 増 殖 は ほ と ん ど な い も の と 考 え ら れ た 。 こ こ で 形 成 さ れ た 球 状 細 胞 塊 を 調 べ て

み る と 、 １ 個 の 球 状 細 胞 塊 の あ た り 、 500～ 2000個 の 細 胞 が 存 在 し て い た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 96 well U-plateへ 分 注 す る 前 の 浮 遊 細 胞 由 来 細 胞 は 、 ア ル ブ ミ ン 及 び イ ン ス リ ン 免 疫

染 色 は 陰 性 で あ っ た 。 ま た ア ル ブ ミ ン お よ び イ ン ス リ ン 遺 伝 子 の 発 現 に つ い て 調 べ る 目 的

で mRN Aを 分 離 し RT-PCR法 で ア ル ブ ミ ン お よ び イ ン ス リ ン mRN Aの 検 出 を 試 み た が 検 出 さ れ な

か っ た 。 す な わ ち 、 浮 遊 細 胞 は Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ 培 養 し た 状 態 で

は 肝 臓 お よ び 膵 臓 細 胞 へ の 分 化 を 示 し て い な い こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 96 well U-plateで 形 成 さ せ た 球 状 細 胞 塊 を 免 疫 染 色 し た と こ ろ 、 ア ル ブ ミ ン 陽 性 細 胞

及 び イ ン ス リ ン 陽 性 細 胞 と も に 存 在 し 、 イ ン ス リ ン 陽 性 細 胞 が 最 外 層 に 数 層 存 在 し 、 ア ル

ブ ミ ン 陽 性 細 胞 が そ の 内 側 に 存 在 し て い た 。 球 状 細 胞 塊 を 構 成 す る 細 胞 の 10～ 30％ が ア ル

ブ ミ ン 陽 性 、 5～ 10％ が イ ン ス リ ン 陽 性 細 胞 で あ っ た 。 す な わ ち 、 浮 遊 細 胞 は ほ ぼ 均 一 な

細 胞 の 集 団 で あ り 、 か つ 内 胚 葉 系 細 胞 で あ る 膵 臓 内 分 泌 細 胞 、 肝 臓 細 胞 へ の 分 化 す る 能 力

を 有 す る 細 胞 で あ る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 こ の 浮 遊 細 胞 に 由 来 し Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 し て 増 殖 す る 細 胞 の 分 化 能

を さ ら に 観 察 す る 目 的 で ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア （ neurosphere） 法 で 培 養 し 神 経 細 胞 へ の 分 化

能 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 neurosphere法 に よ る 培 養 で 培 養 に 用 い た 細 胞 の ほ と

ん ど が 集 合 し 、 7日 後 に 細 胞 球 状 塊 を 形 成 し た 。 細 胞 球 状 塊 は 、 D M EN/F12(FBS 5%,N2 1%)

培 地 で laminin / poly-D lysine dishに 播 種 す る こ と で Tuj-I陽 性 細 胞 、 GFAP（ glial fib

ril lary acidic protein ） 陽 性 細 胞 へ 分 化 し た 。 す な わ ち こ の 浮 遊 細 胞 は 神 経 系 （ 外 胚

葉 系 ） へ の 分 化 能 も 有 し て い る 細 胞 で あ る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 以 上 を ま と め る と 、 ブ タ 唾 液 腺 初 代 培 養 プ レ ー ト か ら 浮 遊 し て く る 細 胞 を い っ た ん Ｉ 型

コ ラ ー ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト に 付 着 さ せ た 細 胞 は 内 胚 葉 系 及 び 外 肺 葉 系 へ の 多 分 化 能 を 示 し

た 。 す な わ ち 浮 遊 細 胞 は ほ ぼ 均 一 な 細 胞 の 集 団 で あ り 、 か つ 内 胚 葉 系 細 胞 で あ る 膵 臓 内 分

泌 細 胞 、 肝 臓 細 胞 へ の 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 で あ っ た 。 ま た こ れ ま で に 分 離 さ れ た 幹

細 胞 よ り も さ ら に 未 熟 な 段 階 に あ る 細 胞 で あ る こ と が 判 明 し た 。 つ ま り 上 記 の 方 法 で 分 離
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し た 細 胞 は 未 分 化 な 幹 細 胞 で 内 胚 葉 系 及 び 外 肺 葉 系 へ の 多 分 化 能 を 有 す る 新 規 の 細 胞 で あ

る と い え る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ５ １ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 培 養 液 中 の 浮 遊 系 細 胞 と そ の 経 過 を 示 す 。

【 図 １ 】
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