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(57)【要約】

【課題】接着性動物細胞を浮遊状態で正常に培養増殖させ、この培養増殖させた接着性動

物細胞を所望の場所に再び定着させる方法を提供する。

【解決手段】本発明に係る細胞定着液は細胞培養液中にグリコサミノグリカンを含むもの

である。ここで、該細胞培養液は血清を５～２０％の濃度範囲で含むものであり、グリコ

サミノグリカンとしては、例えばヘパリン又はコンドロイチン硫酸を挙げることができる

。この細胞定着液は、別途特許出願している細胞定着法に使用することができる。この細

胞定着法は、定着予定部に浮遊状態の接着性動物細胞を含む細胞液を入れ、その後該定着

予定部の細胞液にこの細胞定着液を加えて該接着性動物細胞の浮遊効果を失効させ、該定

着予定部に該接着性動物細胞を定着させるものである。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン を 含 む 細 胞 培 養 液 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 細 胞 定 着 液 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン が ヘ パ リ ン 又 は コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る

請 求 項 １ に 記 載 の 細 胞 定 着 液 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 細 胞 培 養 液 は 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ の 濃 度 範 囲 で 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２

に 記 載 の 細 胞 定 着 液 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 培 養 液 中 で 浮 遊 培 養 し た 細 胞 を 所 定 の 場 所 に 集 合 定 着 さ せ る た め の 細 胞 定 着

液 に 関 す る も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 最 近 の 医 療 技 術 や 検 査 技 術 の 進 歩 は 著 し く 、 新 た な 医 療 技 術 や 新 た な 検 査 技 術 が 次 々 と

開 発 さ れ て き て い る 。 新 た な 医 療 技 術 や 新 た な 検 査 技 術 の 開 発 で は 、 細 胞 を 用 い た 種 々 の

実 験 ・ 研 究 が 行 わ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 細 胞 を 用 い た 種 々 の 実 験 ・ 研 究 で は 、 そ の 目 的 に 応 じ て 必 要 な 細 胞 数 や 培 養 皿 枚 数 を 用

意 す る 必 要 が あ る の で 、 無 処 置 の 細 胞 （ マ ス タ ー 細 胞 ） を 絶 え ず 継 代 的 に 培 養 し 続 け な け

れ ば な ら な い 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 継 代 的 に 培 養 し 続 け た マ ス タ ー 細 胞 は 、 必 要 に 応 じ て 、 培 養 皿 か ら 剥 離 後 懸 濁 さ せ 、 一

部 は 継 代 培 養 の た め に 再 度 マ ス タ ー 細 胞 用 の 培 養 皿 へ 、 ま た 細 胞 懸 濁 液 の 残 り は 、 実 験 ・

研 究 用 に 必 要 な 細 胞 数 を 実 験 施 行 時 ま で に 満 た す べ く 、 増 殖 速 度 を 計 算 し な が ら 、 そ れ に

適 し た 大 き さ の 、 必 要 な 枚 数 だ け 、 培 養 皿 上 に 撒 き 、 増 殖 さ せ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 マ ス タ ー 細 胞 を 継 代 的 に 培 養 せ ず 、 毎 回 、 液 体 窒 素 内 で 冷 凍 保 存 し て い る 細 胞 を 起 こ し

て 使 用 す る こ と も 不 可 能 で は な い が 、 細 胞 を 起 こ し て 実 験 に 使 え る よ う に 準 備 す る の に は

時 間 が か か り 過 ぎ る の で 、 通 常 は 上 述 し た よ う な 継 代 的 な 培 養 方 法 が 採 ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 目 的 の 細 胞 数 に ま で 増 殖 さ せ た 細 胞 は 、 そ の 実 験 ・ 研 究 の 内 容 に 合 わ せ て 利 用 す る 。 こ

こ で 、 増 殖 さ せ た 細 胞 は 、 培 養 皿 上 に 接 着 さ せ た ま ま 利 用 す る 場 合 と 、 培 養 皿 か ら 剥 離 さ

せ て 利 用 す る 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 培 養 皿 か ら 剥 離 さ せ て 利 用 す る 場 合 は 、 培 養 皿 か ら 細 胞 を 剥 離 さ せ な け れ ば な ら な い が

、 培 養 皿 か ら 細 胞 を 剥 離 さ せ る 方 法 と し て は 、 一 般 に 、 培 養 液 中 に ト リ プ シ ン な ど の タ ン

パ ク 質 分 解 酵 素 を 添 加 し 、 培 養 細 胞 の 培 養 皿 と の 結 合 部 を 溶 か す こ と に よ り 細 胞 を 剥 離 さ

せ る 方 法 が 使 用 さ れ て い る 。 そ し て 、 こ の 方 法 に お い て 、 剥 離 さ せ る 細 胞 に 培 養 液 の 液 流

を 吹 き 付 け て フ ラ ッ シ ン グ す る こ と に よ り 細 胞 を 剥 離 さ せ る 方 法 も 併 せ て 採 ら れ る こ と も

有 る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し 、 ト リ プ シ ン な ど の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 使 用 し た り 、 培 養 液 の 液 流 を 吹 き 付 け

て フ ラ ッ シ ン グ を す る と 、 培 養 細 胞 が 損 傷 を 受 け 、 そ の 機 能 回 復 に 時 間 を 要 す る と い う 問

題 が 有 る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た 、 種 々 の 事 情 か ら 、 培 養 細 胞 を 別 の 場 所 に 輸 送 し な け れ ば な ら な い 場 合 が 有 る 。 培

養 細 胞 は 培 養 器 の 内 面 か ら 剥 離 す る と 死 ん で し ま う の で 、 輸 送 中 に 、 細 胞 を 培 養 し た フ ラ
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ス コ 内 の 培 養 液 が 揺 れ て 培 養 細 胞 が 剥 離 し な い よ う に 、 こ の フ ラ ス コ に 更 に 培 養 液 を 満 た

し て 培 養 液 が 揺 れ な い よ う に し て い る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 し か し 、 こ の よ う な 対 策 を 採 っ て も 、 迅 速 に 、 し か も 振 動 な ど の 衝 撃 を 加 え な い よ う に

注 意 し て 運 搬 し な け れ ば な ら な い の で 、 培 養 細 胞 の 輸 送 は 非 常 に 面 倒 で あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ７ ５ ５ ４ ７ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ８ － ６ ６ １ ８ ４ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 許 第 ２ ９ ４ ７ ４ ８ ８ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Biosci. Biotechnol. Biochem. (1992) vol.56, p. 965-966

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 願 と は 別 に 、 接 着 性 動 物 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 培 養 増 殖 さ せ る 細 胞 培 養 法 に つ い て 特 許 出

願 を し て い る が 、 本 願 で 解 決 し よ う と す る 課 題 は 、 浮 遊 状 態 で 培 養 増 殖 さ せ た 接 着 性 動 物

細 胞 を 所 望 の 場 所 に 再 び 定 着 さ せ る 細 胞 定 着 液 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に 係 る 細 胞 定 着 液 は 培 養 液 中 に グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン を 含 有 し て い る こ と を 特 徴

と す る も の で あ る 。 こ こ で 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン と し て は ヘ パ リ ン 又 は コ ン ド ロ イ チ ン

硫 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 培 養 液 は 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ の 濃 度 範 囲 で 含 む も

の か ら な る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 な お 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 細 胞 培 養 液 中 に お い て 接 着 性 動 物 細 胞 を 担 体 の 表

面 に 接 着 さ せ た 状 態 で 培 養 し 、 そ の 後 ラ ク ト フ ェ リ ン を 含 む 細 胞 遊 離 液 と 該 細 胞 培 養 液 と

を 混 合 し て 該 担 体 か ら 該 接 着 性 動 物 細 胞 を 遊 離 さ せ る 細 胞 遊 離 法 で あ っ て 、 該 細 胞 培 養 液

は 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ の 濃 度 範 囲 で 含 み 、 該 細 胞 遊 離 液 は 該 細 胞 培 養 液 と 混 合 し た 時 の ラ ク

ト フ ェ リ ン の 濃 度 が １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ と な る 濃 度 で ラ ク ト フ ェ リ ン を 含 ん で い る こ と を 特

徴 と す る 細 胞 遊 離 法 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 こ こ で 、 血 清 の 濃 度 を ５ ～ ２ ０ ％ と し た の は 、 血 清 の 濃 度 が ５ ％ 未 満 あ る い は ２ ０ ％ を

超 え る と 細 胞 の 増 殖 率 が 減 少 す る 不 都 合 が 生 じ る か ら で あ る 。 ま た 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃

度 を １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ と し た の は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 が １ ０ μ Ｍ 未 満 で は 細 胞 の 遊 離

効 果 が 少 な く 、 ５ ０ ０ μ Ｍ を 超 え る と 細 胞 の 遊 離 効 果 が 飽 和 し て し ま う か ら で あ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ま た 、 前 記 細 胞 遊 離 液 の ラ ク ト フ ェ リ ン を 除 い た 成 分 は 、 遊 離 さ せ た 細 胞 を そ の ま ま 培

養 さ せ る こ と が で き る と い う 点 で 、 前 記 細 胞 培 養 液 の 成 分 と 略 同 一 で あ る こ と が 好 ま し い

。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 こ の 細 胞 遊 離 液 は 少 な く と も ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ～ １ ０ ｍ Ｍ 含 む 細 胞 培 養 液 か ら

な る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 こ こ で 、 前 記 培 養 液 中 の ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 を １ ～

１ ０ ｍ Ｍ と し た の は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 を こ の 範 囲 に す れ ば 、 使 い 易 い か ら で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ０ ～ ５ ０

０ μ Ｍ 含 む 細 胞 培 養 液 中 で 接 着 性 動 物 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 培 養 す る こ と を 特 徴 と す る 細 胞 培

養 法 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。 こ こ で 、 前 記 培 養 液 中 の ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 は １ ０ ～ ５
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０ ０ μ Ｍ が 好 ま し い 。 ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 を １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ と し た の は 、 ラ ク ト フ ェ

リ ン の 濃 度 が １ ０ μ Ｍ 未 満 で は 細 胞 を 浮 遊 培 養 す る 効 果 が 少 な く な っ て 定 着 し て し ま い 、

５ ０ ０ μ Ｍ を 超 え る と 細 胞 を 浮 遊 培 養 す る 効 果 が 飽 和 し て し ま う か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ０ ～ ５ ０

０ μ Ｍ 含 む こ と を 特 徴 と す る 細 胞 培 養 液 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。 こ こ で 、 血 清 の 濃 度 を

５ ～ ２ ０ ％ と し た の は 、 血 清 の 濃 度 が ５ ％ 未 満 あ る い は ２ ０ ％ を 超 え る と 細 胞 の 増 殖 率 が

減 少 す る 不 都 合 が 生 じ る か ら で あ る 。 ま た 、 培 養 液 中 の ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 を １ ０ ～ ５

０ ０ μ Ｍ と し た の は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 が １ ０ μ Ｍ 未 満 で は 細 胞 を 浮 遊 培 養 す る 効 果

が 少 な く な っ て 定 着 し て し ま い 、 ５ ０ ０ μ Ｍ を 超 え る と 細 胞 を 浮 遊 培 養 す る 効 果 が 飽 和 し

て し ま う か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ０ ～ ５ ０

０ μ Ｍ 含 み 、 接 着 性 動 物 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 含 む 細 胞 培 養 液 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 細 胞

液 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。 こ こ で 、 血 清 の 濃 度 を ５ ～ ２ ０ ％ と し た の は 、 血 清 の 濃 度 が

５ ％ 未 満 あ る い は ２ ０ ％ を 超 え る と 細 胞 の 生 存 率 が 減 少 す る 不 都 合 が 生 じ る か ら で あ る 。

ま た 、 培 養 液 中 の ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 を １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ と し た の は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン

の 濃 度 が １ ０ μ Ｍ 未 満 で は 細 胞 を 浮 遊 さ せ る 効 果 が 少 な く な っ て 定 着 し て し ま い 、 ５ ０ ０

μ Ｍ を 超 え る と 細 胞 を 浮 遊 さ せ る 効 果 が 飽 和 し て し ま う か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 注 射 筒 と 、 該 注 射 筒 内 に 充 填 さ れ た 細 胞 液 と か ら

な り 、 該 細 胞 液 は 、 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ 含 み 、 更 に 接

着 性 動 物 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 含 む こ と を 特 徴 と す る 細 胞 液 製 剤 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。 こ

こ で 、 血 清 の 濃 度 を ５ ～ ２ ０ ％ と し た の は 、 血 清 の 濃 度 が ５ ％ 未 満 あ る い は ２ ０ ％ を 超 え

る と 細 胞 の 生 存 率 が 減 少 す る 不 都 合 が 生 じ る か ら で あ る 。 ま た 、 培 養 液 中 の ラ ク ト フ ェ リ

ン の 濃 度 を １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ と し た の は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 が １ ０ μ Ｍ 未 満 で は 細 胞

を 浮 遊 さ せ る 効 果 が 少 な く な っ て 定 着 し て し ま い 、 ５ ０ ０ μ Ｍ を 超 え る と 細 胞 を 浮 遊 さ せ

る 効 果 が 飽 和 し て し ま う か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 浮 遊 状 態 の 接 着 性 動 物 細 胞 及 び ラ ク ト フ ェ リ ン を

含 む 細 胞 液 を 定 着 予 定 部 に 入 れ 、 そ の 後 該 定 着 予 定 部 に ラ ク ト フ ェ リ ン を 含 ま な い 培 養 液

を 加 え て 該 細 胞 液 中 の ラ ク ト フ ェ リ ン の 濃 度 を 減 じ 、 該 定 着 予 定 部 に 該 接 着 性 動 物 細 胞 を

定 着 さ せ る 細 胞 定 着 法 で あ っ て 、 該 細 胞 液 が 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ０ ～

５ ０ ０ μ Ｍ 含 む こ と を 特 徴 と す る 細 胞 定 着 法 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 こ こ で 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を 含 ま な い 培 養 液 で 濃 度 を 減 じ ら れ た 前 記 細 胞 液 中 の ラ ク ト フ

ェ リ ン の 濃 度 は １ ０ μ Ｍ 未 満 が 好 ま し い 。 １ ０ μ Ｍ 未 満 で は 浮 遊 細 胞 の 定 着 が 顕 著 だ か ら

で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 定 着 予 定 部 に 浮 遊 状 態 の 接 着 性 動 物 細 胞 を 含 む 細

胞 液 を 入 れ 、 そ の 後 該 定 着 予 定 部 の 細 胞 液 に 該 接 着 性 動 物 細 胞 の 浮 遊 効 果 を 失 効 さ せ る 失

効 物 質 を 加 え て 、 該 定 着 予 定 部 に 該 接 着 性 動 物 細 胞 を 定 着 さ せ る 細 胞 定 着 法 で あ っ て 、 該

細 胞 液 が 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を １ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ 含 む こ と を 特 徴 と す る 細

胞 定 着 法 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 こ こ で 、 浮 遊 状 態 の 前 記 接 着 性 動 物 細 胞 を 定 着 さ せ る 際 の 前 記 細 胞 液 中 の グ リ コ サ ミ ノ

グ リ カ ン の 濃 度 は １ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ が 好 ま し い 。 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン の 濃 度 が １

０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 で は 浮 遊 細 胞 を 定 着 さ せ る 効 果 が 不 充 分 で あ り 、 ５ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 超

え る と 浮 遊 細 胞 を 定 着 さ せ る 効 果 が 飽 和 し て し ま う か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 ま た 、 本 発 明 に 関 連 す る 発 明 と し て 、 定 着 予 定 部 に 接 着 性 動 物 細 胞 を 定 着 さ せ る 定 着 物

質 を 被 覆 し 、 そ の 後 浮 遊 状 態 の 接 着 性 動 物 細 胞 を 含 む 細 胞 液 を 該 定 着 予 定 部 に 入 れ 、 該 定

着 予 定 部 に 該 接 着 性 動 物 細 胞 を 定 着 さ せ る 細 胞 定 着 法 で あ っ て 、 該 定 着 物 質 が 細 胞 外 マ ト

リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で あ り 、 該 細 胞 液 が 少 な く と も 血 清 を ５ ～ ２ ０ ％ 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を

１ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ 含 む こ と を 特 徴 と す る 細 胞 定 着 法 を 別 途 特 許 出 願 し て い る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 こ こ で 、 前 記 失 効 剤 と し て は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。

細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 浮 遊 細 胞 が 神 経 細 胞 の 場 合 、 ラ ミ ニ ン

を 使 用 す る こ と が で き 、 浮 遊 細 胞 が 上 皮 系 細 胞 や 線 維 芽 細 胞 と い っ た 他 の 細 胞 の 場 合 、 フ

ィ ブ ロ ネ ク チ ン や コ ラ ー ゲ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 な お 、 上 記 各 発 明 に お い て 、 培 養 器 と は 、 培 養 皿 、 培 養 フ ラ ス コ 等 、 細 胞 を 保 持 し て 培

養 す る こ と が で き る 全 て の 器 を い う 。 ま た 、 上 記 各 発 明 に お い て 、 接 着 性 動 物 細 胞 と は 、

例 え ば 神 経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 各 種 の 未 分 化 細 胞 （ 間 葉 系 細 胞 、 幹 細 胞 等 ） 、

ガ ン 細 胞 等 を い う 。 ま た 、 上 記 各 発 明 に お い て 、 培 養 液 に は 、 細 胞 を 増 殖 さ せ る 養 分 を 含

ん だ も の の み な ら ず 、 生 理 食 塩 水 の よ う な 細 胞 を 単 に 保 持 さ せ る だ け の も の も 含 ま れ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 培 養 さ せ た 接 着 性 動 物 細 胞 を 担 体 か ら 損 傷 無 く 剥 離 さ せ る こ と が で き

る と い う 効 果 が あ る 。 ま た 、 遊 離 さ せ た 培 養 細 胞 に 時 間 を か け て 機 能 回 復 を さ せ る 必 要 が

無 い の で 、 損 傷 の 無 い 培 養 細 胞 を 迅 速 に 得 る こ と が で き る と い う 効 果 が あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 浮 遊 し て い る 細 胞 が 接 着 し て い る 細 胞 と 比 べ て 細 胞 増 殖 能 力 が

高 く 、 し か も 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 正 常 に 培 養 す る こ と が で き る の で 、 損 傷 の 無 い 正 常 な 細 胞

を 迅 速 且 つ 大 量 に 得 る こ と が で き る と い う 効 果 が あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 培 養 す る こ と が で き る の で 、 培 養 細 胞 を 容 易

に 輸 送 運 搬 す る こ と が で き る と い う 効 果 が あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ラ ク ト フ ェ リ ン を 希 釈 し た り 、 ラ ミ ニ ン を 被 覆 し た 培 養 器 に 培

養 液 を 移 し た り 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン を 添 加 す る だ け と い う 簡 単 な 方 法 で 、 浮 遊 状 態 の

細 胞 か ら 定 着 状 態 の 細 胞 を 容 易 に 得 る こ と が で き る と い う 効 果 が あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 図 １ 】 培 養 液 中 の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 （ μ Ｍ ） と 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)と

の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ 】 培 養 液 中 に ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 添 加 し て か ら の 経 過 時 間 と 培 養 液 の 吸 光

度 (O.D.)と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ 】 回 収 し た 細 胞 を 別 の 培 養 皿 培 養 液 中 に て 培 養 を 開 始 し て か ら の 時 間 と 吸 光 度 (O.D

.)と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ４ 】 培 養 液 中 の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 （ μ Ｍ ） と 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)と

の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ５ 】 培 養 液 中 の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 （ μ Ｍ ） と 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)と

の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ６ 】 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン の 添 加 量 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)と の 関 係

を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ７ 】 ラ ミ ニ ン の 有 無 と 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ８ 】 ラ ミ ニ ン の 有 無 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 有 無 と 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)と の 関 係 を

示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ９ 】 ｂ － ｂ Ｌ ｆ と 各 濃 度 の ｂ Ｌ ｆ あ る い は Ｂ Ｓ Ａ 存 在 下 で 培 養 し た Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を 洗
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浄 後 可 溶 化 し 、 電 気 泳 動 し た と き の ｂ ＋ ｂ Ｌ ｆ の 泳 動 パ タ ー ン を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 接 着 性 動 物 細 胞 を 浮 遊 状 態 で 培 養 増 殖 さ せ 、 こ れ を 再 び 所 望 の 場 所 に 定 着 さ せ る と い う

目 的 を ラ ク ト フ ェ リ ン と グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン を 利 用 す る こ と に よ り 実 現 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 こ こ で 、 ラ ク ト フ ェ リ ン (Lactoferrin)は 乳 中 か ら 見 い だ さ れ た 分 子 量 約 ８ ０ ｋ Ｄ の タ

ン パ ク 質 で 、 種 々 の 糖 鎖 構 造 と 親 和 性 を 有 し 、 細 胞 表 層 の タ ン パ ク 質 や グ リ コ サ ミ ノ グ リ

カ ン と 結 合 す る 性 質 を も ち 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 原 虫 な ど の 微 生 物 感 染 の 抑 制 や 抗 炎 症 作 用

な ど の 様 々 な 効 果 を 有 す る こ と で 注 目 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 件 発 明 者 は 、 ラ ク ト フ ェ リ ン の 神 経 細 胞 に 対 す る 影 響 を 調 べ る 目 的 で 、 神 経 細 胞 の 研

究 に 広 く 用 い ら れ て い る ラ ッ ト 副 腎 髄 質 褐 色 細 胞 種 腫 由 来 の Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 の 培 地 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 添 加 し そ の 影 響 に つ い て 調 べ た 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 培 養 液 を 入 れ た 複 数 の 培 養 皿 を 準 備 し 、 培 養 皿 一 皿 当 た り ７ × １ ０
４

の Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を

撒 き 、 こ の Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 雰 囲 気 下 、 ３ ７ ℃ で ７ ２ 時 間 培 養 し た 。 こ こ で 、

培 養 液 は Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ (Dulbecco's Modified Eagle Medium)培 地 ｛ 5%(v/v)非 加 熱 horse serum

、 5%(v/v)非 加 熱 fetal bovine serum、 １ × １ ０
５

units/l penicill in G Sodium、 １

× １ ０
５

mg/l streptomycin sulfate、 0.044M NaHCO 3 ｝ を 使 用 し 、 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 は 理 化

学 研 究 所 細 胞 開 発 銀 行 か ら 分 譲 を 受 け た も の を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ７ ２ 時 間 培 養 後 、 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が ０ μ

Ｍ ～ ５ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し た 。 こ こ で 、 培 養 液 に 添 加 し た ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (b

Lf)は 培 養 液 で 予 め 希 釈 し た も の を 使 用 し た 。 希 釈 液 中 の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度

は １ ～ １ ０ ｍ Ｍ の も の が 使 い 易 い 。 な お 、 ラ ク ト フ ェ リ ン は 培 養 液 で 希 釈 し た も の で な く

、 生 理 食 塩 水 等 、 栄 養 分 を 含 ま な い 液 で 希 釈 し た も の を 用 い て も 良 い 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 添 加 し て ２ ４ 時 間 経 過 後 、 培 養 器 内 の 培 養 液 を 顕 微 鏡 で 観

察 し た と こ ろ 、 浮 遊 し て い る Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 そ し て 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け

る こ の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)を 細 胞 賦 活 評 価 試 験 （ M TT assay） に よ り 測 定 し て 、 培 養 液

中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数 は 吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た と こ ろ 、

図 １ の グ ラ フ に 示 す 通 り で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 図 １ に 示 す 結 果 か ら 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)は 濃 度 が １ ０ μ Ｍ を 超 え る と Ｐ Ｃ １ ２

細 胞 の 培 養 皿 上 へ の 接 着 を 阻 害 し 、 細 胞 を 遊 離 ・ 浮 遊 さ せ る 作 用 を 有 す る こ と が わ か る 。

ま た 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い る 細 胞 数 は ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 の 増 加 に 従 っ て

増 加 す る が 、 濃 度 が ５ ０ ０ μ Ｍ を 超 え る と そ の 作 用 は 飽 和 す る こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 な お 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)は 分 子 量 約 ８ ０ ｋ Ｄ で 陽 電 荷 に 帯 電 す る こ と か ら 、 こ

れ ら の 物 理 的 性 質 が 上 記 の 作 用 を 及 ぼ し て い る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 上 記 の 作 用

が ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)に 特 異 的 で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (

bLf)の 代 わ り に ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)と 同 様 に 分 子 量 の 大 き い タ ン パ ク 質 で あ る ウ シ

血 清 ア ル ブ ミ ン （ ６ ７ ｋ Ｄ ） お よ び 陽 電 荷 を も つ タ ン パ ク 質 で あ る リ ゾ チ ー ム （ １ ４ ｋ Ｄ

） に 対 す る 影 響 に つ い て も ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)と 同 様 に 調 べ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 し か し 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ ６ ７ ｋ Ｄ ） 、 リ ゾ チ ー ム （ １ ４ ｋ Ｄ ） に ウ シ ラ ク ト フ ェ

リ ン (bLf)で 認 め ら れ た よ う な 細 胞 を 培 養 皿 か ら 遊 離 さ せ る 作 用 は 認 め ら れ な か っ た 。 従

っ て 、 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を 培 養 皿 か ら 遊 離 さ せ る 作 用 は ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)に 特 異 的 な
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も の で 、 高 分 子 量 や 電 荷 が も た ら す も の で は な い こ と が わ か る 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 更 に １ ２ 時 間 培

養 し 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)を Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り ０

． ５ ｈ 、 １ ｈ 、 ３ ｈ 、 ６ ｈ 、 １ ２ ｈ と 経 時 的 に 測 定 し て 、 培 養 液 中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の

数 ｛ 細 胞 の 数 は 吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 時 間 毎 に 調 べ た 。 結 果 は 図 ２ に 示 す 通 り

で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 こ の 図 ２ に 示 さ れ た 結 果 か ら 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 １ ０ ０ μ Ｍ の 条 件 下 で

は 、 培 養 皿 の 底 面 に 定 着 し て い た 細 胞 は ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 働 き に よ り ０ ． ５ ｈ

当 た り か ら 少 し 遊 離 し 、 ３ ｈ で か な り 遊 離 し 、 ６ ｈ で 殆 ど が 遊 離 す る こ と が わ か る 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 経 過 さ

せ た 。 こ の 経 過 に よ っ て 培 養 皿 の 内 面 に 定 着 し た 状 態 で 増 殖 し て い た 細 胞 は 培 養 皿 の 内 面

か ら 遊 離 し 、 培 養 液 中 に 浮 遊 す る こ と に な る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 次 に 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い る 細 胞 を 回 収 し 、 予 め 用 意 し て お い た 培 養 皿 、 す な わ ち 培

養 液 中 に ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)が １ ０ ０ μ Ｍ 濃 度 で 存 在 す る 培 養 皿 ｛ bLf(+)｝ と 、 培

養 液 中 に ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)が 存 在 し な い 培 養 皿 {bLf(-)}に 、 回 収 し た こ の 細 胞 を

移 し 、 １ ４ ４ 時 間 ま で 更 に 培 養 し 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)を

Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り 経 時 的 に 測 定 し 、 培 養 液 中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数

は 吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た 。 結 果 は 図 ３ に 示 す 通 り で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 図 ３ の ｂ Ｌ ｆ （ ＋ ） に 示 す 結 果 か ら 、 浮 遊 細 胞 は ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 が １

０ ０ μ Ｍ の 環 境 下 に お い て 、 浮 遊 状 態 で 時 間 と 共 に 増 殖 す る こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ま た 、 図 ３ の ｂ Ｌ ｆ （ ＋ ） 、 ｂ Ｌ ｆ （ － ） に 示 す 結 果 か ら 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)

を 含 む 培 養 液 ｛ bLf(+)｝ の 吸 光 度 (O.D.)と ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 含 ま な い 培 養 液 {bL

f(-)}の 吸 光 度 (O.D.)と を 比 較 す る と 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 含 む 培 養 液 ｛ bLf(+)｝

の 吸 光 度 (O.D.)が 高 い こ と 、 す な わ ち ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 含 む 培 養 液 ｛ bLf(+)｝

中 に お け る 細 胞 の 方 が ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 含 ま な い 培 養 液 {bLf(-)}中 に お け る 細

胞 よ り 細 胞 増 殖 能 力 が 高 い こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ま た 、 浮 遊 細 胞 を 培 養 し た 培 養 液 （ 以 下 、 「 細 胞 液 」 と い う 。 ） を 注 射 筒 に 充 填 し 、 こ

れ を ３ ７ ℃ で １ ２ 時 間 保 持 し 、 そ の 後 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D

.)を Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り 測 定 し て 、 細 胞 液 中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数 は

吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た と こ ろ 、 細 胞 は 生 存 し て お り 、 そ の 数 は 増 殖 に よ

り 保 持 前 と 比 べ て １ ． １ 倍 に 増 加 し て い た 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ ０ ５ １ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 経 過 さ

せ た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 次 に 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い る 細 胞 を 回 収 し 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 が ０ μ

Ｍ 、 １ ０ ０ μ Ｍ 、 ３ ０ ０ μ Ｍ 、 ５ ０ ０ μ Ｍ 、 ６ ０ ０ μ Ｍ の 培 養 液 を 入 れ た 各 培 養 皿 に 移 し
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、 ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 そ し て 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 各 培 養 皿 の 培 養 液 の 吸 光 度 (O

.D.)を Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り 測 定 し 、 各 培 養 皿 の 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い る 細 胞 の 数 ｛

細 胞 の 数 は 吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た 。 結 果 は 図 ４ に 示 す 通 り で あ っ た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 図 ４ に 示 す 結 果 か ら 、 培 養 液 中 の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 を 高 く す る と 細 胞 の

増 殖 能 力 が 高 く な る こ と が わ か る 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 経 過 さ

せ た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 次 に 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 添 加 に よ っ て 浮 遊 状 態 の 細 胞 を 含 む よ う に な っ た 培

養 液 を 別 の 各 培 養 皿 に 移 し 、 そ こ に ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 含 ま な い 培 養 液 を 加 え 、

ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 を １ ０ ～ １ ０ ０ μ Ｍ ま で 各 々 低 減 さ せ 、 更 に ３ ７ ℃ で ２

４ 時 間 経 過 さ せ た 。 こ の 経 過 に よ り 培 養 皿 の 底 面 に 細 胞 が 定 着 し て い る の が 目 視 で 観 察 さ

れ た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 次 に 、 培 養 皿 の 培 養 液 を 捨 て 、 培 養 皿 の 内 面 を 洗 浄 液 で 洗 い 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る

こ の 洗 浄 液 の 吸 光 度 (O.D.)を 各 培 養 皿 毎 に Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り 測 定 し 、 洗 浄 液 中 に

遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数 は 吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た と こ ろ 、 図 ５

に 示 す 通 り で あ っ た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 図 ５ に 示 す 結 果 か ら 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 含 ま な い 希 釈 液 で 希 釈 し て 培 養 液 中

の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 濃 度 を 減 ず る と 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い た 細 胞 が 培 養 皿 の

内 面 に 再 び 定 着 す る こ と が わ か る 。

【 実 施 例 ６ 】

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 経 過 さ

せ た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 次 に 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 添 加 に よ っ て 浮 遊 状 態 の 細 胞 を 含 む よ う に な っ た 培

養 液 を 別 の 培 養 皿 に 移 し 、 そ こ に ヘ パ リ ン や コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ａ ， Ｃ な ど の グ リ コ サ ミ

ノ グ リ カ ン を 含 む 培 養 液 （ 細 胞 定 着 液 ） を １ ～ ５ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 で 添 加 し 、 更 に ２

４ 時 間 経 過 さ せ た 。 こ の 経 過 に よ り 培 養 皿 の 底 面 に Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 が 定 着 し て い る の が 目 視

で 観 察 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 次 に 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 培 養 皿 中 の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)を 各 培 養 皿 毎 に Ｍ

Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り 測 定 し 、 培 養 液 中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数 は 吸 光 度 (O

.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た と こ ろ 、 図 ６ に 示 す 通 り で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 図 ６ に 示 す 結 果 か ら 、 ヘ パ リ ン や コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 な ど の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン を 含

む 培 養 液 （ 細 胞 定 着 液 ） を 添 加 す る と 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い た 細 胞 数 が 減 少 す る こ と 、

す な わ ち 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い た 細 胞 が 培 養 皿 の 内 面 に 再 び 定 着 す る こ と が わ か っ た 。

【 実 施 例 ７ 】

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 経 過 さ

せ た 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】

　 次 に 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 添 加 に よ っ て 浮 遊 状 態 の 細 胞 を 含 む よ う に な っ た 培

養 液 を 、 予 め 用 意 し た ラ ミ ニ ン で 内 面 を 被 覆 し た 培 養 皿 （ Ｌ ａ ｍ ＋ ） と ラ ミ ニ ン で 内 面 を

被 覆 し て な い 培 養 皿 （ Ｌ ａ ｍ － ） に 移 し 、 更 に ２ ４ 時 間 経 過 さ せ た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 次 に 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 培 養 皿 中 の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)を Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ

ａ ｙ に よ り 経 時 的 に 測 定 し 、 培 養 液 中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数 は 吸 光 度 (O.D.)

に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た 。 結 果 は 図 ７ に 示 す 通 り で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 ま た 、 培 養 皿 の 内 面 を 観 察 し た と こ ろ 、 培 養 皿 の 内 面 に は Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 が 定 着 し 、 増 殖

し て い る の が 確 認 さ れ た 。 以 上 の こ と か ら 、 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い た 細 胞 は ウ シ ラ ク ト フ

ェ リ ン (bLf)の 存 在 下 で ラ ミ ニ ン の 働 き に よ り 培 養 皿 の 底 面 に 定 着 す る こ と が わ か る 。

【 実 施 例 ８ 】

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 実 施 例 １ と 同 様 に し て Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を ７ ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 培 養 皿 の 培 養 液 に ウ シ ラ

ク ト フ ェ リ ン (bLf)を 培 養 液 中 の 濃 度 が １ ０ ０ μ Ｍ と な る よ う に 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 経 過 さ

せ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 次 に 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 添 加 に よ っ て 浮 遊 状 態 の 細 胞 を 含 む よ う に な っ た 培

養 液 を 、 予 め 用 意 し た ラ ミ ニ ン で 内 面 を 被 覆 し た 培 養 皿 （ Ｌ ａ ｍ ＋ ） 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン

で 内 面 を 被 覆 し た 培 養 皿 （ Ｌ ａ ｍ － ） 、 何 も 被 覆 し て な い 培 養 皿 （ non-coat)に 移 し 、 更

に ２ ４ 時 間 培 養 し 、 波 長 ５ ７ ０ ｎ ｍ に お け る こ の 培 養 皿 中 の 培 養 液 の 吸 光 度 (O.D.)を 各 培

養 皿 毎 に Ｍ Ｔ Ｔ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ に よ り 測 定 し 、 培 養 液 中 に 遊 離 し て い る 細 胞 の 数 ｛ 細 胞 の 数

は 吸 光 度 (O.D.)に 比 例 し て い る ｝ を 調 べ た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 結 果 は 図 ８ に 示 す 通 り で あ り 、 ラ ミ ニ ン を 被 覆 し た 方 の 培 養 皿 中 の 培 養 液 中 の 浮 遊 細 胞

は 大 幅 に 減 少 し て お り 、 ラ ミ ニ ン を 被 覆 し て な い 方 の 培 養 液 中 の 浮 遊 細 胞 は 減 少 し な か っ

た 。 ま た 、 培 養 皿 の 内 面 を 観 察 し た と こ ろ 、 培 養 皿 の 内 面 に は Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 が 定 着 し 、 増

殖 し て い る の が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ラ ミ ニ ン を 被 覆 し た 培 養 皿 に 移 し た 浮 遊 細 胞 は １ ０ ０ μ Ｍ の ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)

存 在 下 に も か か わ ら ず 、 浮 遊 細 胞 数 が 減 少 し 、 培 養 皿 底 面 に 定 着 し て 発 育 す る 細 胞 数 が 増

加 し た (bLf+,Lam+)。 と こ ろ が 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 被 覆 し た 培 養 皿 に 移 し た 浮 遊 細 胞 は

、 浮 遊 状 態 を 維 持 し 発 育 し た (bLf+,FN+)。 従 っ て 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)の 神 経 細 胞

に 対 す る 接 着 抑 制 効 果 は 、 神 経 細 胞 に 発 現 す る イ ン テ グ リ ン と ラ ミ ニ ン 間 で 形 成 さ れ る イ

ン テ グ リ ン 依 存 性 の 細 胞 接 着 に は 無 効 で あ る こ と が わ か る 。

【 実 施 例 ９ 】

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン (bLf)が Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 に 直 接 結 合 し て 作 用 し て い る こ と を 確 認 す る

た め に 、 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 に ビ オ チ ン 化 ｂ Ｌ ｆ （ ｂ － ｂ Ｌ ｆ ） を 添 加 し 、 ２ ４ 時 間 後 に 全 細 胞

を 回 収 ・ 洗 浄 し 、 細 胞 を 可 溶 化 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 導 に 供 し 、 さ ら に ナ

イ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ ト し た 後 に ｂ － ｂ Ｌ ｆ の 結 合 を 解 析 し た 。 泳 動 パ タ ー ン は 図

９ に 示 す 通 り と な っ た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 図 ９ に お い て 、 （ ａ ） は ｂ － ｂ Ｌ ｆ 単 独 処 置 、 （ ｂ ） は ｂ － ｂ Ｌ ｆ ＋ ｂ Ｌ ｆ 100 μ M、

（ ｃ ） は ｂ － ｂ Ｌ ｆ +ｂ Ｌ ｆ ５ ０ ０ μ M、 （ ｄ ） は ｂ － ｂ Ｌ ｆ ＋ Ｂ Ｓ Ａ １ ０ ０ μ M、 （ ｅ

） は ｂ － ｂ Ｌ ｆ ＋ Ｂ Ｓ Ａ ５ ０ ０ μ Mで あ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 解 析 の 結 果 、 ｂ － ｂ Ｌ ｆ が 検 出 さ れ 、 ｂ － ｂ Ｌ ｆ が Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 に 直 接 結 合 し て 作 用 し

て い る こ と が わ か っ た 。
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 細 胞 の 浮 遊 と 定 着 の 機 構 を 制 御 す る 手 段 の 研 究 を 解 明 す る こ と に よ り 、 ヒ ト や 動 物 の 生

体 組 織 を 再 生 さ せ る 用 途 に も 適 用 で き る 可 能 性 が あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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