
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】肝芽細胞を含む肝臓機能不全治療剤および前記肝芽細胞を利用した人工肝臓の製
造方法を提供する。
【解決手段】　成人の肝臓の単細胞懸濁液を調整し、成熟肝細胞、成熟胆管細胞、内皮細
胞及び肝葉細胞に対し特異的な抗体を利用し懸濁液をパンニングし、上記抗体を利用した
蛍光励起細胞分離捕集を利用して単離した肝芽細胞を血管を介して肝臓内に注入する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 肝 芽 細 胞 を 包 含 す る 肝 臓 機 能 不 全 治 療 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 血 管 を 介 し て 肝 臓 内 に 前 記 肝 芽 細 胞 を 注 入 す る た め の 請 求 項 １ 記 載 の 肝 臓 機 能 不 全 治 療
剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 肝 臓 外 の 部 位 に 前 記 肝 芽 細 胞 を 注 入 す る た め の 請 求 項 １ に 記 載 の 肝 臓 機 能 不 全 治 療 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 肝 臓 外 の 部 位 で あ る 脾 臓 に 前 記 肝 芽 細 胞 を 注 入 す る た め の 請 求 項 １ に 記 載 の 肝 臓 機 能 不
全 治 療 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 肝 芽 細 胞 が 、
（ ａ ） 胚 ま た は 新 生 児 の 肝 細 胞 の 単 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 ま た は 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 利
用 し て 上 記 懸 濁 液 を パ ン ニ ン グ す る 工 程 、 お よ び  
（ ｃ ） 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 上 記 抗 体 を 利 用 し た 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 い 、 そ し て こ の 懸 濁 液 に 対 し 、 肝
細 胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 の 少 な く と も １ 種 類 、 側 面 散 乱 、 正 面 散 乱 お よ び ／ ま た は 自 己
蛍 光 を 利 用 し た 多 変 数 の 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 う こ と に よ り 、 上 記 懸 濁 液 中 に 残 る 細
胞 を 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 と す る 工 程 を 包 含 す る 、 胚 ま た は 新 生 児 の 肝 臓 か ら 肝 芽 細 胞 を 単
離 す る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 肝 臓 機 能 不 全 治 療 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 肝 芽 細 胞 が 、
（ ａ ） 成 人 の 肝 臓 の 単 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 利
用 し て 上 記 懸 濁 液 を パ ン ニ ン グ す る 工 程 、 お よ び
（ ｃ ） 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 上 記 抗 体 を 利 用 し た 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 い 、 そ し て こ の 懸 濁 液 に 対 し 、 肝 細
胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 、 側 面 散 乱 、 正 面 散 乱 お よ び ／ ま た は 自 己 蛍 光 を 利 用 し た 多 変 数
の 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 う こ と に よ り 、 上 記 懸 濁 液 中 に 残 る 細 胞 を 単 離 さ れ た 肝 芽 細
胞 と す る 工 程 を 包 含 す る 、 成 人 の 肝 臓 か ら 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 肝
芽 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 肝 臓 機 能 不 全 治 療 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 バ イ オ リ ア ク タ ー を 備 え る 肝 芽 細 胞 の 利 用 を 包 含 す る 、 人 工 肝 臓 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 肝 芽 細 胞 が
（ ａ ） 胚 ま た は 新 生 児 の 肝 細 胞 の 単 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 ま た は 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 利
用 し て 上 記 懸 濁 液 を パ ン ニ ン グ す る 工 程 、 お よ び  
（ ｃ ） 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 上 記 抗 体 を 利 用 し た 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 い 、 そ し て こ の 懸 濁 液 に 対 し 、 肝
細 胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 の 少 な く と も １ 種 類 、 側 面 散 乱 、 正 面 散 乱 お よ び ／ ま た は 自 己
蛍 光 を 利 用 し た 多 変 数 の 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 う こ と に よ り 、 上 記 懸 濁 液 中 に 残 る 細
胞 を 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 と す る 工 程 を 包 含 す る 、 胚 ま た は 新 生 児 の 肝 臓 か ら 肝 芽 細 胞 を 単
離 す る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 前 記 肝 芽 細 胞 が
（ ａ ） 成 人 の 肝 臓 の 単 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 利
用 し て 上 記 懸 濁 液 を パ ン ニ ン グ す る 工 程 、 お よ び
（ ｃ ） 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 上 記 抗 体 を 利 用 し た 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 い 、 そ し て こ の 懸 濁 液 に 対 し 、 肝 細
胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 、 側 面 散 乱 、 正 面 散 乱 お よ び ／ ま た は 自 己 蛍 光 を 利 用 し た 多 変 数
の 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 う こ と に よ り 、 上 記 懸 濁 液 中 に 残 る 細 胞 を 単 離 さ れ た 肝 芽 細
胞 と す る 工 程 を 包 含 す る 、 成 人 の 肝 臓 か ら 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 肝
芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 培 養 設 備 内 の 肝 芽 細 胞 の 利 用 を 包 含 す る 人 工 肝 臓 を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 肝 芽 細 胞 が
（ ａ ） 胚 ま た は 新 生 児 の 肝 細 胞 の 単 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 ま た は 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 利
用 し て 上 記 懸 濁 液 を パ ン ニ ン グ す る 工 程 、 お よ び  
（ ｃ ） 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び 他 の 肝 葉 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 上 記 抗 体 を 利 用 し た 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 い 、 そ し て こ の 懸 濁 液 に 対 し 、 肝
細 胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 の 少 な く と も １ 種 類 、 側 面 散 乱 、 正 面 散 乱 お よ び ／ ま た は 自 己
蛍 光 を 利 用 し た 多 変 数 の 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 う こ と に よ り 、 上 記 懸 濁 液 中 に 残 る 細
胞 を 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 と す る 工 程 を 包 含 す る 、 胚 ま た は 新 生 児 の 肝 臓 か ら 肝 芽 細 胞 を 単
離 す る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 肝 芽 細 胞 が
（ ａ ） 成 人 の 肝 臓 の 単 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｂ ） 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 、 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 利
用 し て 上 記 懸 濁 液 を パ ン ニ ン グ す る 工 程 、 お よ び
（ ｃ ） 成 熟 肝 細 胞 、 成 熟 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 肝 葉 細 胞 が 上 記 懸 濁 液 か ら 除 去 さ れ る
よ う に 上 記 抗 体 を 利 用 し た 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 い 、 そ し て こ の 懸 濁 液 に 対 し 、 肝 細
胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 、 側 面 散 乱 、 正 面 散 乱 お よ び ／ ま た は 自 己 蛍 光 を 利 用 し た 多 変 数
の 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 う こ と に よ り 、 上 記 懸 濁 液 中 に 残 る 細 胞 を 単 離 さ れ た 肝 芽 細
胞 と す る 工 程 を 包 含 す る 、 成 人 の 肝 臓 か ら 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 肝
芽 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 １ ９ ９ １ 年 ８ 月 ７ 日 に 「 肝 細 胞 前 駆 細 胞 の 増 殖 」 と 題 し て 出 願 さ れ た 米 国 特
許 出 願 第 ０ ７ /７ ４ １ ,１ ２ ８ 号 の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る た め の 方 法 お よ び 単 離 肝 芽 細 胞 に 関 す る 。 本 発 明 の 単 離 肝
芽 細 胞 は 、 肝 幹 細 胞 （ 多 分 化 能 性 前 駆 細 胞 ） お よ び 、 肝 細 胞 ま た は 胆 管 細 胞 の い ず れ か 一
方 に 分 化 が 決 定 付 け ら れ て い る 始 原 細 胞 （ committed progenitors； １ つ の 分 化 可 能 性 （ f
ate） の み を 有 す る 前 駆 細 胞 ） を 包 含 す る 。 本 発 明 の 単 離 肝 芽 細 胞 は 、 肝 機 能 不 全 の 治 療
、 人 工 肝 臓 、 遺 伝 子 治 療 、 薬 剤 検 定 お よ び ワ ク チ ン 製 造 に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 本 発 明 の 単 離 肝 芽 細 胞 は 、 機 能 性 肝 臓 細 胞 集 団 の 使 用 を 必 要 と す る 、 研 究 、 治 療 お よ
び 商 業 目 的 の た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 成 熟 肝 細 胞 と 異 な り 、 本 発 明 の 肝 芽 細 胞 は 、 肝 臓 系 列 （ liver lineage） 全 て に 成 熟 可
能 で あ る 娘 細 胞 を 産 生 し 、 か つ 多 く が 系 列 上 の 位 置 （ lineage-position） に 特 異 的 で あ る
全 て の 範 囲 の 肝 機 能 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 肝 芽 細 胞 は 成 熟 肝 細 胞 よ り も 優 れ た 増
殖 能 お よ び 長 期 生 存 能 力 を 有 し て い る 。 そ の 結 果 と し て 、 本 発 明 の 肝 芽 細 胞 は 、 成 熟 肝 細
胞 よ り も 研 究 、 治 療 お よ び 商 業 に 適 し て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 幹 細 胞 お よ び 初 期 始 原 細 胞 が 、 骨 髄 、 腸 お よ び 表 皮 等 の 急 速 に 増 殖 す る 成 人 組 織 中 に 存
在 す る こ と は 古 く か ら 知 ら れ て い た が 、 近 年 に な っ て 、 長 期 の 細 胞 寿 命 に よ っ て 特 徴 付 け
ら れ る 器 官 で あ る 成 人 肝 臓 の よ う な 静 止 組 織 中 に も 存 在 す る と 考 え ら れ る よ う に な っ た 。
自 己 複 製 し 、 か つ 種 々 の 分 化 可 能 性 を 有 す る 娘 細 胞 を 産 生 す る 幹 細 胞 の 能 力 は 、 分 化 の 決
定 付 け ら れ た 始 原 細 胞 か ら 幹 細 胞 を 明 瞭 に 区 別 す る 。 対 照 的 に 、 分 化 の 決 定 付 け ら れ た 始
原 細 胞 は 、 細 胞 タ イ プ に 関 し て は 単 一 の 分 化 可 能 性 を 有 す る 娘 細 胞 を 産 生 し 、 そ れ ら の 娘
細 胞 は 緩 や か な 成 熟 過 程 を た ど る が 、 そ の 過 程 に お い て 、 系 列 上 の 位 置 に 依 存 し た 過 程 中
に 、 分 化 し た 機 能 が 出 現 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 成 人 器 官 に お い て 、 体 組 織 中 の 幹 細 胞 は 、 単 一 の 方 向 性 を 有 す る 最 終 分 化 過 程 を た ど る
娘 細 胞 系 列 を 産 生 す る 。 造 血 、 腸 お よ び 表 皮 等 の 良 く 特 徴 付 け ら れ た 系 列 系 に お い て 、 幹
細 胞 は 経 験 的 な ア ッ セ イ 法 に よ り 同 定 さ れ て き た が 、 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 に お い て 幹 細
胞 が 全 て の 範 囲 の 子 孫 を 産 生 し 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 現 在 ま で の と こ ろ 、 細 胞 の 一 般
的 な 分 類 と し て 幹 細 胞 を 択 一 的 に 同 定 す る 分 子 マ ー カ ー は 知 ら れ て お ら ず 、 そ し て 、 自 己
増 殖 お よ び 多 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 を 、 単 一 の 分 化 可 能 性 お よ び 分 化 が 決 定 付 け ら れ
た 細 胞 へ と 変 換 す る 結 果 を も た ら す 分 子 メ カ ニ ズ ム も 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 肝 実 質 の 構 造 お よ び 機 能 上 の 単 位 は 、 ２ つ に 分 か れ た 血 管 ベ ッ ド の 周 り の 車 輪 の よ う に
組 織 さ れ た 細 葉 で あ る 。 そ れ ぞ れ が 門 細 静 脈 、 肝 細 動 脈 お よ び 胆 管 を 有 す る ６ 組 の 門 脈 三
連 構 造 が 周 辺 部 を 形 成 し 、 そ し て 中 央 血 管 が 中 枢 （ ハ ブ ） を 形 成 し て い る 。 車 輪 の 「 ス ポ
ー ク 」 を 含 む 実 質 は 、 有 窓 洞 様 内 皮 （ fenestrated sinusidal endothelium） の 両 側 に 列
を な す 細 胞 の プ レ ー ト か ら な る 。 血 液 は 、 門 脈 三 連 構 造 の 門 細 静 脈 お よ び 肝 細 動 脈 か ら 、
実 質 の プ レ ー ト を 並 べ た 洞 様 毛 細 血 管 を 通 り 、 最 後 の 肝 臓 血 管 で あ る 中 央 血 管 へ と 流 れ る
。 肝 細 胞 は 、 そ れ ら の 細 葉 上 の 位 置 に よ っ て 、 著 し い 、 形 態 学 的 、 生 化 学 的 お よ び 機 能 的
不 均 質 性 を 示 す (Gebhardt， ， Vol． 53， pp． 275-354（ 1990） 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 比 較 し て み る と 、 門 脈 周 囲 の 実 質 細 胞 は 大 き さ が 小 さ く 、 細 葉 内 の 細 胞 は 大 き さ が 中 位
で あ り 、 そ し て 中 央 血 管 周 囲 の 細 胞 は 大 き さ が 最 も 大 き い 。 ミ ト コ ン ド リ ア 、 小 胞 体 お よ
び グ リ コ ー ゲ ン 顆 粒 の 形 態 に は 、 細 葉 上 の 位 置 に 依 存 す る 変 異 が 存 在 す る 。 極 め て 重 要 な
こ と は 、 二 倍 体 実 質 細 胞 お よ び 最 も 高 い 生 長 能 力 を 有 す る も の が 門 脈 の 周 囲 に 配 置 さ れ て
い る こ と で あ る 。 同 様 に し て 、 組 織 特 異 的 遺 伝 子 発 現 も 細 葉 上 の 位 置 に 依 存 し て い る と い
う こ と は 、 遺 伝 子 の 発 現 は 成 熟 に 依 存 す る と い う 仮 説 を 導 く (Sigal et al.，

， Vol． 263， pp.G139-G148（ 1993） 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 肝 臓 は 、 種 々 の 点 で 腸 系 、 皮 膚 系 お よ び 造 血 系 と 類 似 し た 系 列 系 と 幹 細 胞 を 有 し て い る
と 、 現 時 点 で は 信 じ ら れ て い る (Sigal et al.， ， Vol． 263， pp． G139
-G148（ 1993） ; Sigal et al． ， Zern and Reed， eds， Marcel 
Dekker， NY.， pp． 507-537(1993); お よ び Brill et al.，

， Arias et al.， 3d eds， Raven Press， NY（ 1994年 、 印 刷 中 ） 参 照 )。 従 っ て 、 動 物 の
全 て ま た は 多 く の 年 齢 の 肝 臓 内 に 始 原 細 胞 集 団 が 存 在 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 肝 臓 の 系 列
モ デ ル は 次 の こ と を 明 ら か に し 得 る 。 そ れ は 、 培 養 に お い て 僅 か な 分 裂 回 数 以 上 に 亘 っ て
成 人 の 成 熟 肝 臓 細 胞 を 生 長 さ せ る こ と が 研 究 者 に 不 可 能 で あ る の は な ぜ か 、 肝 臓 ま た は 肝

10

20

30

40

50

(4) JP 2004-339227 A 2004.12.2

Pharmac． Ther.

Amer． J． Ph
ysiol.

Amer． J． Physiol.
In Extracellular Matrix

Liver Biology and Pathobiolo
gy



臓 外 の 部 位 （ ectopic site） の 生 体 内 に 注 入 し た 場 合 に も 成 熟 し た 成 人 肝 臓 細 胞 の 分 裂 は
僅 か し か 研 究 者 に 観 察 さ れ な い の は な ぜ か 、 お よ び 成 人 肝 臓 細 胞 を 用 い た 人 工 肝 臓 の 確 立
に お い て 研 究 者 が 限 ら れ た 成 功 し か 納 め て い な い の は な ぜ か 、 と い う こ と で あ る 。 こ れ ら
の 行 詰 り は 、 肝 臓 移 植 、 人 工 肝 臓 、 遺 伝 子 治 療 な ら び に そ の 他 の 治 療 お よ び 商 業 利 用 の た
め の 単 離 肝 臓 細 胞 と 非 常 に 関 係 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 記 し た 行 為 の 成 功 は 、 初 期 胚 肝 臓 中 の 肝 細 胞 に 高 い 割 合 で 見 出 さ れ 、 か つ 成 人 肝 臓 中
に 門 脈 周 辺 で 少 数 見 出 さ れ る 肝 始 原 細 胞 （ 肝 芽 細 胞 ） の 使 用 を 必 要 と す る 。 そ の よ う な 肝
芽 細 胞 を 単 離 す る こ と が 望 ま し い の で 、 該 肝 芽 細 胞 を 成 功 裏 に 単 離 す る 方 法 を 開 発 す る 必
要 性 が 生 じ て い た 。 本 発 明 者 ら は 、 マ ー カ ー を 同 定 し 、 そ し て 全 て の 年 齢 の 動 物 の 肝 臓 か
ら 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る た め の 方 法 を 開 発 し た 。 本 発 明 の 方 法 は ラ ッ ト 由 来 の 胚 肝 臓 お よ び
新 生 児 肝 臓 を 用 い て 開 発 さ れ た が 、 本 発 明 の 方 法 は 全 て の 年 齢 の 全 て の 動 物 種 か ら 肝 芽 細
胞 を 単 離 す る た め の 体 系 的 な ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 充 分 な 数 の 多 分 化 能 肝 臓 細 胞 （ 肝 幹 細 胞 ） お よ び 分 化 の 決 定 付 け ら れ
た 始 原 細 胞 （ 肝 細 胞 ま た は 胆 管 の い ず れ か 一 方 と な る １ つ だ け の 分 化 可 能 性 を 有 す る 細 胞
） が 存 在 す る 胚 性 肝 臓 を 用 い て 開 発 さ れ た 。 ラ ッ ト の 肝 実 質 細 胞 の 分 化 の 開 始 は 、 妊 娠 １
０ 日 目 ま で に 生 じ る 。 こ の 段 階 ま で 、 実 質 細 胞 （ 上 皮 細 胞 ま た は 類 上 皮 細 胞 ） は 形 態 学 的
に 均 質 で あ り 、 小 さ な 細 胞 か ら な る が 、 そ の よ う な 細 胞 は 細 胞 質 に 乏 し い の で 細 胞 質 に 対
す る 核 の 割 合 が 高 く 、 そ し て 未 分 化 の 淡 い （ pale） 核 と 僅 か な 細 胞 間 接 着 を 有 し て い る 。
こ の 段 階 に お け る 肝 実 質 細 胞 の 多 く は 胆 管 細 胞 と 肝 細 胞 の ２ 種 類 の 分 化 の 可 能 性 が あ る と
考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ れ ら の 細 胞 は 、 ア ル ブ ミ ン お よ び α － フ ェ ト 蛋 白 質 （ Ａ Ｆ Ｐ ） 等 の 発 達 の 極 初 期 に 活
性 化 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 幾 つ か の 肝 臓 に 特 異 的 な 機 能 を 、 通 常 は 僅 か に 発 現 す る が
、 グ リ コ ー ゲ ン 、 尿 素 回 路 酵 素 ま た は 主 要 尿 蛋 白 質 （ Ｍ Ｕ Ｐ ） 等 の 成 人 に 特 異 的 な マ ー カ
ー は 発 現 し な い 。 胎 児 細 胞 の 僅 か な 島 だ け が 、 胆 管 細 胞 に 特 異 的 な マ ー カ ー で あ る Ｂ Ｄ Ｓ

7 に 対 し て 陽 性 で あ り 、 そ し て 肝 細 胞 に 特 異 的 な マ ー カ ー で あ る Ｈ Ｅ Ｓ 6 に 対 し て 陽 性 な も
の は な い (Germain et al.， ， Vol． 48， pp． 4909-4918（ 1988） 参 照 )。
乏 し い 細 胞 質 を 有 し 、 し ば し ば 卵 形 の 核 を 有 す る 肝 芽 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 単 肝 細 胞 ま た は 肝
細 胞 の い ず れ か 一 方 へ の 単 一 の 分 化 可 能 性 を 有 す る 、 分 化 の 決 定 付 け ら れ た 始 原 細 胞 お よ
び 多 分 化 能 性 肝 幹 細 胞 を 含 む 数 種 類 の 細 胞 集 団 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 妊 娠 １ ５ 日 目 ま で に 、 肝 芽 細 胞 は 、 胆 管 ま た は 肝 細 胞 系 列 の ど ち ら か 一 方 に 沿 っ て 分 化
し て ゆ く 、 分 化 の 決 定 付 け ら れ た 始 原 細 胞 を 漸 増 し て 含 む よ う に な る 。 そ れ ら の 細 胞 の 成
熟 は 形 態 学 的 変 化 （ 大 き さ の 増 大 、 細 胞 質 小 器 官 お よ び 小 胞 の 数 の 増 加 、 不 均 質 な 核 の 形
態 お よ び 色 素 顆 粒 の 増 加 ） に よ り 示 さ れ る が 、 そ の よ う な 変 化 は 流 動 細 胞 測 定 法 の 変 数 に
よ り 容 易 に 区 別 さ れ 得 る 。 「 正 面 散 乱 」 が 細 胞 の 大 き さ を 測 定 す る 。 「 側 面 散 乱 」 が 、 細
胞 器 官 の 数 に 影 響 さ れ る 細 胞 の 複 雑 さ ま た は 顆 粒 度 （ granularity） を 測 定 す る 。 自 己 蛍
光 は リ ポ フ ス チ ン 類 お よ び 成 熟 に 伴 い 増 加 す る そ の 他 の 色 素 に 依 存 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 形 態 学 的 変 化 に 伴 う の は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン （ cytokeratins） の タ イ プ 、 種 々 の 表 面 抗 原
お よ び 組 織 特 異 遺 伝 子 の 発 現 の 、 段 階 的 ま た は 連 続 的 な 変 化 で あ る 。 肝 幹 細 胞 を 含 む 初 期
肝 芽 細 胞 は Ａ Ｆ Ｐ を 強 く 発 現 し ア ル ブ ミ ン を 弱 く 発 現 す る が 、 肝 細 胞 に な る と 決 ま っ た 分
化 の 決 定 付 け ら れ た 始 原 細 胞 は Ａ Ｆ Ｐ 発 現 を や め た 細 胞 の 索 を 形 成 し 、 高 レ ベ ル の ア ル ブ
ミ ン を 漸 増 し て 発 現 し 、 そ し て グ リ コ ー ゲ ン お よ び 尿 素 回 路 酵 素 等 の 肝 細 胞 に 特 異 的 な マ
ー カ ー を 徐 々 に 獲 得 す る 。 胆 管 細 胞 に な る と 決 ま っ た 細 胞 は 、 表 面 上 は 同 一 の 肝 芽 細 胞 か
ら 生 じ 、 Ａ Ｆ Ｐ の 発 現 を 保 持 し 、 ア ル ブ ミ ン 発 現 を や め 、 そ し て サ イ ト ケ ラ チ ン １ ９ （ Ｃ
Ｋ １ ９ ） を 獲 得 す る 。 最 初 、 真 珠 様 細 胞 の ス ト リ ン グ が 肝 臓 の 門 に 近 接 し た 大 き な 血 管 分
枝 の 周 り に 存 在 す る 。 そ れ に 続 く 日 々 を か け て 同 様 の 構 造 が 肝 臓 中 に 出 現 す る 。 Ｂ Ｄ Ｓ 7
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－ 陽 性 の 細 胞 が 急 速 に 大 き く な り 、 そ し て 発 達 齢 の 増 加 に 伴 い よ り 多 く な る 。 徐 々 に 構 造
内 に 管 腔 を 形 成 し 、 妊 娠 １ ８ 日 目 ま で に 、 胆 管 状 の 構 造 が 形 態 学 的 に 同 定 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 肝 臓 の 発 達 お よ び 成 熟 に 伴 う 肝 臓 に 特 異 的 な 遺 伝 子 の 発 現 を 理 解 す る た め に は 、 直 接 肝
芽 細 胞 を 研 究 す る 必 要 が あ る 。 し か し 、 肝 芽 細 胞 の 研 究 は 、 肝 芽 細 胞 が 胚 、 新 生 児 お よ び
成 人 の 肝 臓 の 細 胞 タ イ プ の 内 で 小 さ な 割 合 （ １ ０ ％ 以 下 ） し か 構 成 し て お ら ず 、 且 つ そ の
単 離 が 困 難 で あ る た め に 妨 げ ら れ て い る 。 胚 に お い て は 、 肝 臓 は 造 肝 細 胞 （ 肝 細 胞 の 形 成
） お よ び 造 血 （ 血 液 細 胞 の 形 成 ） の 両 方 の た め の 部 位 で あ る 。 造 血 細 胞 は 妊 娠 の １ ２ 日 目
の 間 に 卵 黄 嚢 か ら 肝 臓 内 に 移 住 す る 。 続 い て 、 造 血 、 特 に 造 赤 血 球 が 急 速 に 、 肝 臓 重 量 の
５ ０ ％ あ る い は そ れ 以 上 の 造 血 細 胞 を 含 む 胎 児 肝 臓 の 、 最 も 顕 著 な 機 能 の 一 つ と な る 。 新
生 児 に お い て は 、 肝 細 胞 の 過 半 数 は 造 血 細 胞 ま た は 成 熟 肝 細 胞 （ 肝 細 胞 ま た は 胆 管 細 胞 ）
の ど ち ら か 一 方 で あ る 。 そ の 結 果 、 無 傷 肝 臓 中 の 実 質 の 機 能 に お け る 連 続 的 な 変 化 を 明 ら
か に す る こ と は 困 難 で あ る が 、 そ れ は 変 化 す る 造 血 の 影 響 に よ り デ ー タ が 混 乱 さ せ ら れ る
か ら で あ る 。 例 え ば 、 妊 娠 １ ８ 日 目 に お け る 実 質 の 機 能 の 移 行 的 減 少 は 、 肝 細 胞 に お け る
減 少 ま た は そ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 の 減 少 に 起 因 す る も の で は な い が 、 そ の と き に 肝 臓 の 多
く が 赤 血 球 細 胞 か ら な り 、 造 赤 血 球 の ピ ー ク で あ る た め に 生 じ る も の で あ る 。 肝 臓 に お け
る 造 血 は 、 誕 生 後 に こ の 機 能 が 成 人 に お け る 造 血 の 場 で あ る 骨 髄 に 移 行 さ れ る に 連 れ て 急
速 に 減 衰 す る 。 し か し 、 成 人 肝 臓 に お け る 肝 芽 細 胞 の 単 離 に は 依 然 と し て 問 題 が あ る が 、
そ れ は 成 人 肝 臓 が 非 常 に 小 さ な 割 合 で し か 肝 細 胞 を 含 ん で い な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 肝 芽 細 胞 は 肝 臓 細 胞 の 全 て の 発 達 段 階 を 生 じ る こ と が で き 、 従 っ て 、 肝 芽 細 胞 は 分 化 の
初 期 か ら 後 期 の 段 階 ま で に お い て 活 性 化 お よ び 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た 肝 臓
に 特 異 的 な 機 能 を 全 て の 範 囲 に 亘 っ て 提 供 し 、 成 熟 肝 細 胞 よ り も 優 れ た 生 長 能 力 を 有 し 、
よ り 優 れ た 増 殖 能 を 有 し 、 そ し て 適 当 な 遺 伝 子 に よ る 形 質 移 入 に 際 し て の よ り 優 れ た 能 力
（ 即 ち よ り 優 れ た 遺 伝 子 治 療 受 入 れ 能 力 ） を 提 供 す る の で 、 （ 成 熟 肝 臓 細 胞 で は な く ） 肝
芽 細 胞 を 単 離 す る こ と が 望 ま し い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 肝 芽 細 胞 の 単 離 の た め に 現 在 適 用 可 能 な 方 法 は 、 造 肝 細 胞 前 駆 細 胞 か ら 造 血 細 胞 を 分 離
す る に は 適 さ な い 、 細 胞 の 大 き さ お よ び 細 胞 の 密 度 に よ る 分 画 法 の 使 用 を 必 要 と す る か 、
（ 肝 細 胞 小 集 団 も 殺 す こ と が 証 明 さ れ て い る ） プ ロ ナ ー ゼ 分 解 等 の 特 定 の 酵 素 に よ る 処 理
を 生 き 抜 く 細 胞 の 使 用 を 必 要 と す る か 、 あ る い は 対 象 細 胞 の 濃 縮 が 基 層 に 対 す る 接 触 性 の
違 い ま た は 特 定 の 培 養 培 地 に お け る 生 長 の 違 い に 依 存 す る 培 養 に お け る 選 択 プ ロ ト コ ル の
使 用 を 必 要 と す る 。 従 っ て 、 現 在 適 用 可 能 な 単 離 方 法 は 非 常 に 非 効 率 的 で あ る と 証 明 さ れ
て い る 。 さ ら に 、 実 質 細 胞 前 駆 細 胞 の 同 定 は 、 実 質 細 胞 に 特 異 的 な 機 能 に よ る ア ッ セ イ に
依 存 し て い る 。 そ し て 、 肝 芽 細 胞 は 多 く の 培 養 条 件 下 に 脱 分 化 し 、 そ れ に よ り 、 検 出 不 可
能 と な る か 、 あ る い は 混 入 細 胞 集 団 の 機 能 に よ り 対 象 細 胞 の 機 能 が 侵 さ れ て し ま う 程 に 非
有 効 細 胞 （ 例 え ば 間 葉 細 胞 ） の 割 合 が 高 く な る 。 加 え て 、 解 離 し た 肝 細 胞 は カ ル シ ウ ム お
よ び 温 度 に 依 存 し 、 糖 蛋 白 質 に 仲 介 さ れ る 過 程 に よ り 、 急 速 に 大 き な 凝 集 体 を 形 成 す る 。
肝 細 胞 を 脱 凝 集 さ せ る た め に は 、 乱 暴 な ピ ペ ッ テ ィ ン グ お よ び シ リ ン ジ に よ る 吸 い 上 げ を
含 む 機 械 的 方 法 を 利 用 す る こ と が 必 要 で あ る が 、 こ れ ら の 方 法 は 単 細 胞 懸 濁 液 を 得 る に は
通 常 不 十 分 で あ り 、 か つ 劇 的 に 減 少 し た 細 胞 生 存 度 と い う 結 果 を も た ら す 。 従 っ て 、 胎 児
肝 芽 細 胞 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、 肝 芽 細 胞 を 単 細 胞 懸 濁 液 と し て 維 持 し 、 細 胞 凝 集 の 結
果 を も た ら さ ず 、 そ し て 全 て の 年 齢 に 対 し て 適 用 可 能 な 方 法 を 開 発 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の さ
ら な る 目 的 は 、 単 離 肝 芽 細 胞 の 提 供 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 単 離 肝 芽 細 胞 を 肝 臓 機
能 不 全 を 治 療 す る た め に 利 用 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は
、 単 離 肝 芽 細 胞 を 利 用 し た 人 工 肝 臓 を 形 成 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 単 離 肝 芽 細 胞 、 お よ び 肝 細 胞 の 細 胞 懸 濁 液 に 対 す る パ ン ニ ン グ 技 法 （ pannin
g techniques） お よ び 細 胞 光 度 測 定 （ 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 ） を 利 用 し て 肝 芽 細 胞 を 単 離
す る 方 法 に 関 す る 。 解 離 肝 細 胞 が パ ン ニ ン グ さ れ 、 そ し て 蛍 光 励 起 細 胞 が 抗 体 を 利 用 し て
分 離 捕 集 さ れ て 、 混 入 細 胞 タ イ プ の 数 を 大 幅 に 減 少 さ せ る 。 混 入 細 胞 タ イ プ は 、 例 え ば 、
胚 肝 臓 で は 造 血 細 胞 で あ り 、 そ し て 成 人 で は 成 熟 肝 細 胞 で あ る 。 パ ン ニ ン グ 皿 に 接 着 し な
い 細 胞 が 混 入 細 胞 タ イ プ に 対 す る 複 数 の 抗 体 を 用 い て 陰 性 に （ negatively） 分 離 捕 集 さ れ
る が 、 こ れ に よ り 未 成 熟 肝 細 胞 タ イ プ に 非 常 に 富 ん だ 細 胞 集 団 と な る 。 次 に 、 多 変 数 蛍 光
励 起 細 胞 分 離 捕 集 に よ り 、 細 胞 は 未 成 熟 肝 細 胞 タ イ プ の 別 々 の 亜 分 類 に 分 け ら れ る 。 さ ら
に 本 発 明 は 、 肝 臓 機 能 不 全 の 治 療 お よ び 人 工 肝 臓 の 製 造 の た め の 単 離 肝 芽 細 胞 の 使 用 に 関
す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 単 離 肝 芽 細 胞 、 お よ び パ ン ニ ン グ 技 法 お よ び 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 利 用 し
て 解 離 し た 肝 細 胞 か ら 肝 芽 細 胞 を 単 離 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 単 離 肝 芽 細 胞 は 、 肝 臓
機 能 不 全 を 治 療 す る こ と 、 人 工 肝 臓 を 製 造 す る こ と 、 肝 機 能 の 研 究 、 遺 伝 子 治 療 、 薬 剤 検
定 お よ び ワ ク チ ン 製 造 に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 肝 臓 は 酵 素 的 分 解 に よ り 解 離 さ せ ら れ 、 肝 芽 細 胞 に 不 利 益 に 影 響 す る プ ロ ナ ー ゼ の よ う
な 酵 素 を 破 棄 し 、 次 い で 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ の よ う な キ レ ー ト 剤 を 含 有 し 、 冷 却 さ れ て い る 溶 液 中
に 維 持 さ れ 、 こ の 結 果 、 単 細 胞 と し て 維 持 さ れ 得 る 細 胞 と な る 。 解 離 さ れ た 肝 細 胞 は 、 次
に 、 混 入 細 胞 タ イ プ （ 胚 肝 臓 お よ び 新 生 児 肝 臓 で は 、 赤 血 球 、 内 皮 細 胞 お よ び そ の 他 の 肝
葉 細 胞 で あ り 、 成 人 肝 臓 で は 、 成 熟 肝 細 胞 、 胆 管 細 胞 内 皮 細 胞 お よ び そ の 他 の 肝 葉 細 胞 で
あ る ） の 数 を 大 幅 に 減 少 さ せ る た め に 抗 体 と 共 に パ ン ニ ン グ さ れ る 。 パ ン ニ ン グ だ け で あ
る と 素 早 く は あ る が 十 分 で は な く 、 高 度 に 純 粋 な 細 胞 集 団 を 産 し な い 。 し か し 、 こ れ は 非
肝 芽 細 胞 の 数 を 素 早 く 減 少 さ せ る た め に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 パ ン ニ ン グ 皿 に 接 着 し
な い 細 胞 は 、 次 い で 、 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 に よ り 分 別 さ れ る が 、 こ の 技 法 は 非 常 に 高 い
正 確 性 お よ び 効 率 を 備 え て い る 。 素 早 い パ ン ニ ン グ 方 法 論 と 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 の 正 確
さ は 、 良 好 な 生 存 度 を 有 す る 高 度 に 純 化 さ れ た 細 胞 集 団 と い う 結 果 を も た ら す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 胚 肝 臓 お よ び 新 生 児 肝 臓 に お い て 、 パ ン ニ ン グ プ ロ ト コ ル に よ り 減 少 す る 混 入 細 胞 タ イ
プ は 、 赤 血 球 系 細 胞 、 骨 髄 系 細 胞 お よ び 他 の 造 血 細 胞 タ イ プ お よ び 内 皮 細 胞 （ 肝 葉 細 胞 タ
イ プ ） で あ る 。 パ ン ニ ン グ 工 程 に よ り 細 胞 集 団 は 未 成 熟 細 胞 タ イ プ に 富 む も の と な る 。 成
人 肝 臓 に お い て は 、 混 入 細 胞 タ イ プ は 成 熟 肝 細 胞 、 胆 管 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 幾 つ か の 造
血 細 胞 集 団 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 パ ン ニ ン グ さ れ た 細 胞 は 、 ま た 、 肝 前 駆 細 胞 集 団 の 別 々 の さ ら に 細 か い 分 類 を 区 別 す る
種 々 の マ ー カ ー に よ り 分 離 捕 集 さ れ る 。 同 定 さ れ た マ ー カ ー は 、 （ ａ ） 蛍 光 励 起 細 胞 分 離
捕 集 に お け る 側 面 散 乱 に よ り 測 定 さ れ る 顆 粒 化 度 の 程 度 (よ り 未 成 熟 な 細 胞 集 団 は よ り 無
顆 粒 状 で あ り 、 顆 粒 化 度 の 上 昇 は 成 熟 度 の 上 昇 と 相 関 す る )、 （ ｂ ） 自 己 蛍 光 の 程 度 (自 己
蛍 光 の 上 昇 は 成 熟 度 の 上 昇 と 相 関 す る )、 お よ び ／ ま た は （ ｃ ） 肝 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 （
例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ３ ７ ４ .３ に よ り 検 出 さ れ る 、 門 脈 域 介 在 部 の 細 胞 の マ ー カ
ー Ｏ Ｃ .３ ） 等 で あ る 。 （ 骨 髄 系 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 を 認 識 す る ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｏ
Ｘ － ４ ３ お よ び ／ ま た は Ｏ Ｘ － ４ ４ に よ り 認 識 さ れ る 造 血 細 胞 ま た は 内 皮 細 胞 の 抗 原 を 発
現 せ ず 、 か つ 赤 血 球 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 を 発 現 し な い
肝 臓 細 胞 は 、 本 発 明 の 肝 芽 細 胞 を 包 含 し て い る 。 本 発 明 の 肝 芽 細 胞 は 未 成 熟 肝 細 胞 の 下 記
の ３ つ の 分 類 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ １ ） よ り 顆 粒 状 の 細 胞 、 Ｏ Ｃ .３ + で あ り 、 胆 管 前 駆 細 胞 に 分 化 が 決 定  付 け ら れ て い
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る 。 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 Ａ Ｆ Ｐ + 、 ア ル ブ ミ ン +  か つ Ｃ Ｋ １ ９ + で あ る 。
　 （ ２ ） よ り 顆 粒 状 の 細 胞 、 Ｏ Ｃ .３ - で あ り 、 肝 細 胞 前 駆 細 胞 に 分 化 が 決  定 付 け ら れ て
い る 。 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 Ａ Ｆ Ｐ + 、 ア ル ブ ミ  ン + + + か つ Ｃ Ｋ １ ９ - で あ る 。
　 （ ３ ） 無 顆 粒 状 の 細 胞 、 Ｏ Ｃ .３ - で あ り 、 非 常 に 未 成 熟 な 肝 肝 臓 の 前 駆  細 胞 で あ る 。
ま た 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 Ａ Ｆ Ｐ + + + 、 ア ル ブ ミ ン + か つ Ｃ Ｋ １ ９ - で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ た 肝 芽 細 胞 の 使 用 を も 意 図 し て い る 。 本
発 明 の 単 離 肝 芽 細 胞 は 、 肝 臓 機 能 不 全 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば
、 肝 芽 細 胞 は 、 肝 臓 ま た は 肝 臓 以 外 の 部 位 等 の 体 内 に 注 入 さ れ る こ と が で き る 。 非 常 に 費
用 が 掛 か り か つ 危 険 な 大 手 術 で あ る 全 肝 移 植 は 、 門 脈 を 介 し て 肝 臓 内 に 入 れ る か 、 あ る い
は 脾 臓 等 の 肝 臓 以 外 の 部 位 内 に 入 れ る か 、 そ れ ら の ど ち ら か に よ り 肝 芽 細 胞 を 生 体 内 に 導
入 す る 小 手 術 に 取 っ て 代 わ ら れ る こ と が で き る 。 ま た 、 肝 芽 細 胞 は 人 工 肝 臓 を 製 造 す る た
め の バ イ オ リ ア ク タ ー ま た は 培 養 装 置 に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 肝 芽 細
胞 は 、 遺 伝 子 治 療 、 薬 剤 検 定 、 ワ ク チ ン 製 造 な ら び に 、 種 々 の 成 熟 度 の 肝 細 胞 を 必 要 と す
る 全 て の 研 究 、 商 業 お よ び 治 療 目 的 に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ５ 】

 妊 娠 の 持 続 期 間 が 既 知 の フ ィ ッ シ ャ ー ３ ４ ４ ラ ッ ト を ハ ー ラ ン （ Harlan Sprag
ue Dawley， Inc.， Indianapolis， IN.） か ら 取 得 し 、 そ し て 標 準 ラ ッ ト 食 餌 お よ び １ ２ 時
間 昼 サ イ ク ル で 、 本 学 （ Albert Einstein College of Medicine,Bronx， Ny） の 飼 育 施 設
に て 維 持 し た 。 慣 習 通 り 、 妊 娠 の 最 初 の 日 を 妊 娠 ０ 日 目 と し た 。 動 物 の 使 用 は 実 験 動 物 の
飼 育 と 使 用 に 関 す る Ｎ Ｉ Ｈ の 指 針 に 従 っ て 行 い 、 本 学 の 動 物 の 飼 育 お よ び 使 用 に 関 す る 委
員 会 に よ り 承 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 胎 児 肝 細 胞 を 単 離 す る た め に 、 妊 娠 １ ４ 日 目 の ラ ッ ト を エ ー テ ル に て 安 楽 死 さ せ 、 胚 を
無 傷 で 除 去 し 、 Ｃ Ａ + 2 を 含 有 せ ず 、 ０ .０ ４ ％ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ ）
、 ０ .８ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ２ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を 含 有 し た 氷 冷 ハ ン ク ス 溶 液 （ Hank's
 Balanced Salt Solution， pH 7.3； Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ） 内 に 入 れ た 。 次 い で 、 肝 臓 を 胎 児 か ら 切
り 出 し て 新 鮮 な 氷 冷 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 内 に 入 れ た 。 全 て の 組 織 を 収 集 し 、 非 肝 臓 組 織 を 除 去 し た 後
、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ を 添 加 し て 最 終 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 濃 度 を １ ｍ Ｍ と し た 。 肝 臓 を ピ ペ
ッ ト に よ り ５ ０ ｍ ｌ 容 円 錐 形 遠 心 管 に 移 し 、 穏 や か に ６ ～ ８ 回 磨 砕 し て 組 織 を 部 分 的 に 脱
凝 集 さ せ 、 そ の 後 、 ４ ℃ 、 ４ ０ ０ ｇ に て ５ 分 間 の 遠 心 に 供 し た 。 今 後 の 遠 心 も 全 て こ の 条
件 に て 行 っ た 。 上 澄 み お よ び 細 胞 の ペ レ ッ ト を 除 去 し 、 そ し て 組 織 を ５ ０ ｍ ｌ の １ ｍ Ｍ Ｃ
ａ Ｃ ｌ 2 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 内 の ０ .６ ％ コ ラ ゲ ナ ー ゼ Ｄ に 再 懸 濁 さ せ た 。 穏 や か に 磨 砕 し た 後 、
エ ー レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ 内 で ３ ７ ℃ に て １ ５ 分 間 攪 拌 し た 。 分 散 し た 細 胞 を プ ー ル し 、
１ ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ に 懸 濁 し 、 そ し て ４ ６ μ ｍ 組 織 収 集 器 （ Bellco Glass， Inc
.， Vineland， NY） を 通 し て 濾 過 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し 、 そ し て 、 Ｍ Ｅ Ｍ ア ミ ノ 酸 、
Ｍ Ｅ Ｍ ビ タ ミ ン 、 Ｍ Ｅ Ｍ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 イ ン シ ュ リ ン (１ ０ μ ｌ /ｍ ｌ )、 鉄 飽 和 ト ラ ン
ス フ ェ リ ン (１ ０ μ ｌ /ｍ ｌ )、 遊 離 脂 肪 酸 （ ７ .６ ｍ Ｅ ｑ /ｌ 、 チ ェ ス ベ フ ら （ Chessbeuf e
t al.， 1984） に 記 載 の 通 り 、 Nu-Chek-Prep， Elvsian， MN） を 添 加 し 、 さ ら に 微 量 成 分 と
し て 、 ア ル ブ ミ ン (０ .１ ％ 画 分 Ｖ 、 脂 肪 酸 含 有 せ ず 、 Miles Inc.， Kankakee， IL)、 ミ オ
イ ノ シ ト ー ル （ ０ .５ ｍ Ｍ ） お よ び ゲ ン タ マ イ シ ン （ １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ 、 Gibco BRL， Grand I
sland， NY） を 補 給 し た Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － Ｍ Ｅ Ｍ ） に 、 細 胞 を 再 懸 濁 し た 。 細 胞 の 数
お よ び 生 存 度 を 血 球 計 算 板 お よ び ト リ パ ン ブ ル ー の 排 出 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 赤 血 球 を 除 去 す る た め に 、 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ （ Rockland Inc.， Gilbertsvil
le， PA） を 用 い る ウ イ ソ キ と サ ト （ Wysocki and Sato， 1978） の 方 法 に 従 い パ ン ニ ン グ 皿
を 調 製 し た 。 ９ ｍ Ｍ の ０ .０ ５ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ９ .５ ） で 希 釈 し た 抗 体 （ ０ .５ ｍ ｇ /皿 ） を
１ ０ ０ ｍ ｍ 2 微 生 物 学 用 ポ リ ス チ レ ン ペ ト リ 皿 （ Falcon， Lincoln Park， NJ） 上 に 注 い だ
。 皿 を ぐ る ぐ る 回 し て 表 面 を 均 一 に 被 覆 し 、 室 温 で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 使
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用 に 先 立 っ て 、 被 覆 し た 皿 を Ｐ Ｂ Ｓ で ４ 回 、 お よ び ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で １ 回 、
洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ３ ｘ １ ０ 7 ま で の 細 胞 を 含 有 す る 細 胞 懸 濁 液 を ３ ｍ ｌ に 分 け 、 こ れ を ウ サ ギ の 抗 ラ ッ ト
Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ で 被 覆 し た 皿 に 入 れ て ４ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 接 着 し な か
っ た 細 胞 を 吸 い 取 っ て 除 去 し 、 そ し て Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ － ０ .２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ で
３ 回 、 皿 を 洗 浄 し た 後 、 遠 心 に 供 し た 。 細 胞 の ペ レ ッ ト を Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － Ｍ Ｅ Ｍ に 再 懸 濁 し 、
Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ を 繰 り 返 し た 。 ２ 回 目 の Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ の 後 、 細 胞 の 数 お よ び 生 存 度
を 再 度 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ の 後 再 収 集 し た 細 胞 を 、 次 に 、 マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｏ Ｘ － ４
３ （ １ /２ ０ ０ =１ ５ μ ｇ /ｍ ｌ 、 MCA276、 Bioproducts for Science， Indianapolis， IN）
お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ３ ７ ４ .３ （ １ /５ ０ ０ ～ １ /７ ５ ０ 、 フ ァ リ ス お よ び ヒ ク ソ ン
（ R． Faris and D． Hixon， Brown University， Providence， In） か ら の 贈 り 物 ） と 共 に
、 同 時 に ４ ℃ で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 懸 濁 液 内 で 標 識 し た 。 Ｏ Ｘ －
４ ３ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 赤 血 球 細 胞 の 亜 集 団 で あ る 内 皮 細 胞 上 の 抗 原 を 認 識 し (Bar
clay， ， Vol． 42， pp． 593-600（ 1981） お よ び Robinson et al.， Immunology,
Vol． 57,pp． 231-237（ 1986） 参 照 )、 そ し て ３ ７ ４ .３ は 胆 管 細 胞 お よ び 造 血 細 胞 で あ る
、 門 脈 域 介 在 部 の 卵 形 細 胞 を 認 識 す る (Hixon et al.，
， pp． 65-77（ 1990） 参 照 )。 第 二 の 抗 体 は 、 長 鎖 （ heavy chain） に 特 異 的 な Ｐ Ｅ 結 合 抗
マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Southern Biotechnology Inc.， AL） お よ び 長 鎖 に 特 異 的 な Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合
抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ （ Sigma Chemical Co.， St． Louis， MO） で あ っ た 。 陰 性 対 照 は 、 標 識 を
有 し な い 細 胞 お よ び マ ウ ス イ ソ タ イ プ 対 照 の 標 識 を 有 す る 細 胞 を 包 含 し て い た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 分 離 捕 集 前 後 の 細 胞 は 、 ４ ℃ で Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 内 に 維 持 し た 。 抗 体 標 識 の 完 了 後 、 最 終 濃 度 １
０ μ ｇ /ｍ ｌ の プ ロ ピ オ ジ ウ ム イ オ ジ ド を そ れ ぞ れ の 試 料 の 管 に 添 加 し た 。 出 力 ６ ０ ｍ Ｗ
お よ び １ ０ ０ μ ｍ の ノ ズ ル を 備 え 、 ４ Ｗ ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を 用 い た 機 械 （ Becton Dickins
on FACSTAR P L U S ， San Jose， CA） に て 蛍 光 励 起 細 胞 分 離 捕 集 を 行 っ た 。 ４ ８ ８ ｎ ｍ 励 起 で
の 蛍 光 放 出 は 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ に 関 し て は ５ ３ ０ /３ ０ ｎ ｍ バ ン ド 通 過 フ ィ ル タ ー を 通 過 し た 後
、 そ し て Ｐ Ｅ に 関 し て は ５ ８ ３ /４ ２ ｎ ｍ バ ン ド 通 過 フ ィ ル タ ー を 通 過 し た 後 に 収 集 し た
。 蛍 光 測 定 は 、 Ｆ Ｌ １ （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 対 Ｆ Ｌ ２ （ Ｐ Ｅ ） の ２ 変 数 プ ロ ッ ト に 対 す る 対 数 増 幅
を 用 い て 行 っ た 。 蛍 光 が 陰 性 対 照 細 胞 の ９ ５ ％ を 越 え た 場 合 に 、 細 胞 が 陽 性 で あ る と し た
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 細 胞 の 物 理 的 性 質 の 測 定 の た め に 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｔ Ａ Ｒ p l u s 変 数 を Ｆ Ｓ Ｃ ゲ イ ン ８ （ FSC ga
in 8） お よ び Ｓ Ｓ Ｃ ゲ イ ン ８ と し た 。 こ れ ら の 設 定 は 、 こ の 尺 度 で 全 て の 細 胞 を 視 覚 化 さ
せ る こ と を 可 能 に し た 。 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ を シ ー ス （ sheath） 液 と し て 利 用 し た 。 分 析 の た め に 、
少 な く と も １ ０ ,０ ０ ０ の 事 象 を 測 定 し た 。 リ ス ト 形 式 の デ ー タ を 獲 得 し 、 そ し て ラ イ シ
ス Ｉ Ｉ （ LysisII） ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 分 析 し た 。 死 ん だ 細 胞 は 、 未 標 識 細 胞 に 対 す る
プ ロ ピ ジ ウ ム イ オ ジ ド 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ ム を 用 い て 排 除 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 １ つ の 抗 体 に 対 す る 陽 性 さ （ positivility） の 測 定 の た め に 、 蛍 光 対 側 面 散 乱 の ド ッ ト
プ ロ ッ ト を 使 用 し た 。 Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ の 密 度 プ ロ ッ ト を 、 両 方 の 抗 体 の 発 現 に 関 し て 選 択
集 団 に 対 し て 使 用 し た 。 非 方 形 排 除 （ non-rectangular gating） お よ び 対 象 の 選 択 集 団 に
対 す る 他 変 数 排 除 の 使 用 の た め に 、 分 離 捕 集 濃 縮 モ ジ ュ ー ル を 利 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 全 て の 集 団 の 妊 娠 １ ４ 日 目 の も の に 由 来 す る シ ョ ー テ ッ ド 細 胞 (shorted cells)を 、 α
Ｍ Ｅ Ｍ を 添 加 し た 、 血 清 を 含 有 せ ず ホ ル モ ン 既 知 の 培 地 内 に 入 れ た が 、 こ の 培 地 に は 次 の
成 分 が 添 加 さ れ て い た 。 即 ち 、 イ ン シ ュ リ ン (１ ０ μ ｌ /ｍ ｌ )、 Ｅ Ｇ Ｆ (０ .０ １ μ ｇ /ｍ ｌ
、 Upstate Biotechnology， Lake Placid， NY)、 成 長 ホ ル モ ン (１ ０ μ Ｕ /ｍ ｌ )、 プ ロ ラ ク
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チ ン (２ ０ ｍ Ｕ /ｍ ｌ )、 ト リ イ オ ド チ ロ ニ ン (１ ０ - 7 Ｍ )、 デ キ サ メ タ ソ ン (１ ０ - 7 Ｍ )、 鉄
飽 和 ト ラ ン ス フ ェ リ ン (１ ０ μ ｇ /ｍ ｌ )、 フ ォ リ ニ ン 酸 (１ ０ - 8 Ｍ 、 Gibco BRL， Grand Isl
and， NY)、 遊 離 脂 肪 酸 混 合 物 (７ .６ ｍ Ｅ ｑ /Ｌ 、 チ ェ ス ベ フ ら （ Chessbeuf et al.， 1984
） に 記 載 の 通 り 、 Nu-Chek-Prep， Elvsian， MN)、 プ ト レ ッ シ ン (０ .０ ２ μ ｇ /ｍ ｌ )、 ヒ ポ
キ サ ン チ ン (０ .２ ４ μ ｇ /ｍ ｌ )、 チ ミ ジ ン (０ .０ ７ μ ｌ ／ ｍ ｌ )、 ウ シ ア ル ブ ミ ン （ ０ .１
％ 画 分 Ｖ 、 脂 肪 酸 含 有 せ ず 、 Miles Inc.， Kankakee， IL） で あ り 、 こ れ に 微 量 成 分 と し て
、 Ｃ ｕ Ｓ Ｏ 4 ・ ５ Ｈ 2 Ｏ （ ０ .０ ０ ０ ０ ０ ２ ５ ｍ ｇ /ｌ ） 、 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ (０ .８ ｍ ｇ /
ｌ )、 Ｍ ｎ Ｓ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ (０ .０ ０ ０ ０ ０ ２ ４ ｍ ｇ /ｌ )、 （ Ｎ Ｈ 4 ） 6 Ｍ ｏ 2 4 ・ Ｈ 2 Ｏ (０ .０
０ １ ２ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｎ ｉ Ｃ ｌ 2 ・ ６ Ｈ 2 Ｏ (０ .０ ０ ０ ０ １ ２ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｎ Ｈ 4 Ｖ Ｏ 3 (０ .０ ０ ０
０ ５ ８ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｈ 2 Ｓ ｅ Ｏ 3 (０ .０ ０ ０ ３ ９ ｍ ｇ /ｌ )を 添 加 し 、 さ ら に ヘ ペ ス （ Hepes、
３ １ ｍ Ｍ ） お よ び ゲ ン タ マ イ シ ン （ １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ 、 Gibco BRL， Grand Island， NY） を 添
加 し た 。 試 薬 は 特 に 断 ら な い 限 り 、 シ グ マ （ Sigma Chemical Company， St． Louis,Mo） か
ら 供 給 さ れ た 。 微 量 成 分 混 合 物 は 、 レ ミ ス カ 博 士 （ Dr． I． Lemishka， Princeton Univers
ity， NJ） か ら の 贈 り 物 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 培 養 皿 お よ び 種 々 の 細 胞 懸 濁 液 の サ イ ト ス ピ ン （ cytospins） を 氷 冷 エ タ ノ ー ル ま た は
ア セ ト ン で 固 定 し た 。 室 温 下 に ３ ０ 分 間 か け て １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ ク し た 後 、
固 定 細 胞 を 下 記 の 第 一 の 抗 体 を 用 い た 間 接 免 疫 蛍 光 に よ り 研 究 し た 。 使 用 し た 抗 体 は 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン (United States Biochemical Corporation， Clev
eland， OH)、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ａ Ｆ Ｐ 抗 血 清 (ICN Biomedical， In.， Costa Mesa， CA)、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン １ ９ (Amersham Life Science， Arlington Heig
hts， IL)、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｉ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ 受 容 体 (ゼ チ 博 士 （ Dr． Micheal Czech
， University of Worchester， MA） の 贈 り 物 )、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ラ ッ ト － Ｔ ｈ ｙ
－ １ (Ｏ Ｘ － ７ 、 Bioproducts for Science， Indianapolis， IN)、 モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス
抗 デ ス マ イ ン (desmin)(Boehringer Mannheim， Indianapolis， IN） お よ び 生 後 の 肝 細 胞 お
よ び 幾 つ か の 胎 児 肝 実 質 細 胞 を 同 定 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 ラ ッ ト 抗 体 で あ る ２ ５ ８
.２ ６ （ フ ァ リ ス お よ び ヒ ク ソ ン 両 博 士 （ Drs.R． Faris and D． Hixon， Brown Univeersit
y， Providence， In） か ら の 贈 り 物 ） で あ っ た 。 第 二 の 抗 体 は 、 第 一 の 抗 体 に 対 応 す る 、
種 特 異 的 ロ ー ダ ミ ン 結 合 抗 体 を 包 含 し て い た 。 陰 性 対 照 は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の Ｉ ｇ Ｇ
で 染 色 し た 細 胞 も し く は マ ウ ス の イ ソ タ イ プ 対 照 か ら な っ て い た 。 単 離 直 後 の 成 人 肝 細 胞
を ア ル ブ ミ ン 染 色 の 対 照 と し て 使 用 し た 。 ル テ ン バ ー グ ら の 文 献 （ Rutenberg et al.，

， Vol． 17， pp． 517-526， 1969） に 記 載 の 方 法 を 用 い た エ タ ノ ー ル 固 定 細 胞
に 対 す る 免 疫 化 学 に よ り 、 ガ ン マ － グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ （ Ｇ Ｇ Ｔ ） を ア ッ セ
イ し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 に 関 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 う た め に 、 コ ン チ ェ ン ス キ ら
の 文 献 （ Chomcznyski et al.， ， Vol． 162， pp． 156-159， 1987） に 記 載
の 方 法 通 り 、 グ ア ニ ジ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い て 分 離 捕 集 細 胞 か ら 全 て の Ｒ Ｎ Ａ
を 抽 出 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル を 通 し た 電 気 泳 動 法 に
よ り ３ － (Ｎ － モ ル ホ リ ノ )プ ロ パ ン ス ル フ ォ ン 酸 緩 衝 液 中 に 再 度 溶 解 さ せ た 。 次 い で 、 Ｒ
Ｎ Ａ を ジ ー ン ス ク リ ー ン （ Gene Screen， New England Nuclear， Boston， MA） に 移 し 、 フ
ィ ル タ ー を 予 備 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ 、 そ し て 適 切 な プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン さ せ た 。 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 、 フ ェ イ ン バ ー グ ら の 文 献
（ Feinberg et al.， ， Vol． 137， pp． 266-267， 1984） に 記 載 の 通 り 、 3 2

Ｐ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 用 い た プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ り 放 射 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用
い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン (ゼ ー ン 博 士 （ Dr． Zern， Jefferson University， Phi
ladelphia， PA） の 贈 り 物 )、 お よ び マ ウ ス α － フ ェ ト 蛋 白 質 (Dr． Tighlman， Princeton，
NJ)、 Ｇ Ｇ Ｔ （ マ ン ソ ン 博 士 （ Dr． Manson， MRC Medical Research Council， Surrey， UK
） か ら 得 た ） な ら び に Ｐ Ｇ １ ９ で あ っ た 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム は 線 密 度 測 定 器 （ Model 92
0: Manufacturer's Cambridge Instrument） を 用 い て ス キ ャ ン し た 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に
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関 す る デ ー タ は 慣 用 の 遺 伝 子 １ ８ Ｓ の デ ー タ （ J． Darnell， Rockefeller University， Ne
w York， NY） に 対 し て 正 規 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ウ エ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 う た め に 、 種 々 の 分 離 捕 集 細 胞 か ら の 全 て の 蛋 白 質 試 料
を １ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ミ ニ ゲ ル に 供 し た 。 ス ロ ッ ト 当 た り １ ０ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 の 等
し い 細 胞 数 と す る こ と で 負 荷 を 標 準 化 し た 。 電 気 泳 動 お よ び そ れ に 引 き 続 く ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 （ Scheicher and Schuell， Keene， NH） へ の 電 気 的 ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 ４ ℃
に て ２ ％ ド ラ イ ミ ル ク 溶 液 内 で ブ ロ ッ ト を 一 晩 で ブ ロ ッ ク し 、 ブ ロ ッ ク 溶 液 内 で １ ： ５ ０
に 希 釈 し た ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ Amersham Life Sc
ience， Arlington Heights， IL） と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ブ ロ ッ ク 溶 液
内 で １ ： ８ ０ ０ に 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン 抗 血 清 を 用 い 、 室 温 下 に １ 時 間 か け
て ア ル ブ ミ ン に 関 す る ア ッ セ イ を 行 っ た 。 検 出 は 、 ブ ロ ッ ト を Ｅ Ｃ Ｌ － ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン
ス キ ッ ト 試 薬 （ ECL-chemiluminescence kit reagents， Amersham Life Science， Arlingt
on Heights， IL） と 共 に １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 続 い て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 撮 影
し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 レ イ ド の 文 献 (Reid， ， The human Press， Inc.， Vol． 5
， pp． 237-276， 1990)に 記 載 の 通 り 、 ラ ッ ト 尾 部 の 鍵 か ら 抽 出 し た タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン を
用 い て ４ ８ ウ エ ル プ レ ー ト を 被 覆 し た 。 ５ ０ ,０ ０ ０ ～ １ ０ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 /ｃ ｍ 2 の 間 の 密
度 の 分 離 捕 集 細 胞 を ウ エ ル 毎 に 入 れ た 。 接 着 さ せ る た め に 一 晩 お い た 後 、 接 着 し て い な い
細 胞 を 有 す る 培 地 を 穏 や か に 除 去 し 、 新 鮮 な 培 地 で 置 換 し た 。 ２ ４ 時 間 毎 に 完 全 に 培 地 を
交 換 し た 。 細 胞 を 、 ３ ７ ℃ で 、 ５ ％ 二 酸 化 炭 素 を 含 有 す る 、 完 全 に 飽 和 し た 湿 度 を 有 す る
空 気 中 で 培 養 し 、 毎 日 観 察 し た 。 ４ 日 間 の 培 養 後 、 細 胞 を 氷 冷 エ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 そ し
て 後 述 の 通 り 、 ア ル ブ ミ ン 、 Ａ Ｆ Ｐ 、 Ｃ Ｋ １ ９ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ 受 容 体 に 対 し て は 免 疫 蛍
光 に よ り 、 か つ Ｇ Ｇ Ｔ に 対 し て は 免 疫 化 学 に よ り 、 そ の 場 で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 妊 娠 １ ４ 日 目 の 胚 由 来 肝 臓 を Ｅ Ｇ Ｔ Ａ － コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ 分 解 に よ り 単 離 し 、 単 細 胞 懸 濁
液 と 無 視 で き る 数 の 細 胞 凝 集 を 得 た 。 細 胞 の 生 存 度 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー の 排 出 に よ り 測 定
し て ９ ５ ％ よ り 大 き か っ た 。 細 胞 収 量 は 、 肝 臓 当 た り ２ .６ ２ ± ０ .３ １ ｘ １ ０ 6 細 胞 で あ
っ た 。 取 得 し た 細 胞 懸 濁 液 を 、 ウ サ ギ の 抗 ラ ッ ト Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ 被 覆 し た ポ リ ス チ レ ン 皿 を
用 い た 免 疫 接 着 （ 「 パ ン ニ ン グ 」 ） の ２ つ の 工 程 に 供 し た 。 ２ つ の パ ン ニ ン グ 工 程 の 完 了
後 の 細 胞 の 回 収 は 、 ５ １ ％ （ ± ８ ％ ） で あ っ た が 、 異 な る 抗 体 ロ ッ ト に よ り 変 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｒ Ｂ Ｃ － パ ン ニ ン グ 後 に 回 収 さ れ た 細 胞 を 、 ２ つ の 抗 体 の 混 合 物 を 用 い て 懸 濁 液 中 で 染
色 し た 。 用 い た 抗 体 は 、 「 門 脈 域 介 在 部 の 卵 形 細 胞 」 に 対 し て 生 起 さ れ た 抗 体 （ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ３ ７ ４ .３ ） お よ び ラ ッ ト に お い て 上 皮 細 胞 な ら び に 幾 つ か の 赤 血 球 細 胞 お よ
び 骨 髄 細 細 胞 を 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い る 商 業 的 に 入 手 可 能 な 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 Ｏ Ｘ － ４ ３ ） で あ っ た 適 切 な Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ お よ び Ｐ Ｅ 標 識 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 後 、 細 胞 を そ の 蛍 光 パ タ ー ン に 関 し て 分 析 し た 。 図 １ 、 パ ネ ル Ａ に 示 す 如 く 、 両 方 の 抗
体 に 関 す る 蛍 光 強 度 を 互 い に 対 し て プ ロ ッ ト し た と き に 、 Ｒ １ ～ Ｒ ５ と し て 示 し た ５ つ の
異 な る 集 団 が 観 察 さ れ た 。 そ れ ぞ れ の 集 団 毎 に そ の 割 合 に 若 干 の 差 は あ る が 、 ５ つ の 集 団
を 形 成 す る 細 胞 の 分 布 は 極 め て 再 現 性 が 高 か っ た 。 こ の 小 さ な 差 異 は 、 Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ
後 の 細 胞 の 回 収 割 合 の 変 動 に よ り 説 明 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 蛍 光 に よ る 分 離 捕 集 細 胞 の 最 初 の 分 析 は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 細 胞 集 団 の １ つ （ Ｒ ２ ）
に お い て ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 陽 性 な 細 胞 の 存 在 を 明 ら か に し た 。 よ り 大 き く
か つ よ り 複 雑 な こ れ ら の 細 胞 は 、 こ の ゲ ー ト (gate： 分 別 基 準 )内 に 細 胞 の 約 ５ ～ １ ０ ％ を
含 ん で い た 。 し か し 、 分 離 捕 集 直 後 の 細 胞 を エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 見 る と 、 よ り 大 き な こ れ
ら の 細 胞 は Ｏ Ｘ － ４ ３ に 対 し て 陰 性 で あ る よ う に 思 わ れ た (Ｐ Ｅ 未 標 識 )。 肝 臓 内 の 実 質 細
胞 は 有 意 な 程 度 の 自 己 蛍 光 を 有 し て お り 、 こ の 自 己 蛍 光 は 、 肝 臓 の 成 熟 に 連 れ て 、 Ｆ Ａ Ｃ
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Ｓ で の 側 面 散 乱 に よ り 測 定 さ れ た 細 胞 の 複 雑 性 と 平 行 し て 増 大 し た 。 従 っ て 、 幾 つ か の 実
質 細 胞 が Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 細 胞 の 領 域 に 出 現 す る が 抗 原 を 発 現 し な い と い う 現 象 に よ る も の
で あ る と 仮 定 す る こ と が で き る 。 こ の 仮 説 を 確 か め る た め に 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ に 対 す る 陽 性 さ
を 、 Ｆ Ｌ ２ ス ケ ー ル で 測 定 し た （ 図 １ 、 パ ネ ル Ｂ ） 如 く 、 側 面 散 乱 （ 細 胞 の 顆 粒 度 ） 対 Ｐ
Ｅ 蛍 光 に つ い て 正 確 に 測 定 し 、 そ し て Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 細 胞 お よ び 陰 性 細 胞 を 分 離 捕 集 し て
特 性 付 け た 。 分 離 捕 集 の 正 確 性 を 測 定 す る た め に 、 同 様 の 現 在 の 設 定 を 用 い て 、 分 離 捕 集
細 胞 か ら 再 度 分 離 捕 集 後 獲 得 物 を 得 た 。 典 型 的 な 分 離 捕 集 後 の 純 度 （ 即 ち 、 再 度 の 分 離 捕
集 後 に 分 析 し た と き に 、 同 一 の 領 域 に 出 現 し た 少 数 化 し た 集 団 （ shorted population） か
ら の 細 胞 の 割 合 ） は ＞ ９ ０ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 お よ び 陰 性 の 両 方 の ゲ ー ト か ら の 分 離 捕 集 細 胞 を 、 ウ エ ス タ ー ン ブ ロ ッ
ト お よ び 間 接 免 疫 蛍 光 に よ る 肝 臓 に 特 異 的 な 遺 伝 子 の 発 現 に 関 し て ア ッ セ イ し た 。 図 ２ の
パ ネ ル Ｂ に 示 し た と お り 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ 陰 性 細 胞 と 比 較 し て 、 ウ エ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ る
検 出 で 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 細 胞 画 分 内 に 最 小 限 の 量 の ア ル ブ ミ ン が 存 在 し た 。 分 離 捕 集 さ れ
た Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 細 胞 の サ イ ト ス ピ ン に 対 す る 間 接 免 疫 蛍 光 で は Ａ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 は 示 さ れ
な か っ た が 、 こ れ は ３ ０ ％ の Ｏ Ｘ － ４ ３ 陰 性 細 胞 が 胎 児 肝 臓 マ ー カ ー を 発 現 し て い た の と
対 照 的 で あ る 。 妊 娠 １ ４ 日 目 に お い て は 全 て の 胎 児 肝 実 質 細 胞 が Ｏ Ｘ － ４ ３ 陰 性 で あ る と
結 論 さ れ た 。 従 っ て 、 「 よ り 明 確 な 」 ゲ ー ト を 達 成 す る た め に 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 お よ び 陰
性 細 胞 が Ｓ Ｓ Ｃ 対 Ｆ Ｌ ２ プ ロ ッ ト に よ り 分 け ら れ 、 そ し て 別 々 に 染 色 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｏ Ｘ － ４ ３ 陽 性 細 胞 を 電 気 的 に 閉 め 出 し て 、 残 り の 細 胞 を Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ プ ロ ッ ト 上 で
見 て み る と 、 閉 め 出 さ れ て い な い 細 胞 懸 濁 液 に お け る Ｒ ３ ～ Ｒ ５ に 相 当 す る ３ つ の 別 々 の
集 団 を 容 易 が 検 出 さ れ た 。 Ｒ ３ 内 の 細 胞 は 全 て ３ ７ ４ .３ 陽 性 で あ り 、 Ｒ ４ 内 の 細 胞 の ３
０ ％ が そ の マ ー カ ー に 対 し て 陽 性 で あ っ た 。 Ｒ ５ 細 胞 は Ｏ Ｃ .３ を 発 現 し な か っ た 。 種 々
の 肝 臓 に 特 異 的 な 遺 伝 子 お よ び そ の 他 の 遺 伝 子 の 発 現 を Ｒ ３ ～ ５ か ら 分 離 捕 集 さ れ た 細 胞
に つ い て 研 究 し た 。 そ の 結 果 を 下 記 表 １ に ま と め て 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｒ ３ 細 胞 の 約 ２ ～ ３ ％ （ 未 分 別 細 胞 全 体 の ０ .２ ％ 未 満 ） が 、 ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ
に 関 し て 強 く 染 色 さ れ た 。 ま た 、 こ れ ら は 胆 管 系 列 の マ ー カ ー で あ る Ｇ Ｇ Ｔ お よ び Ｃ Ｋ １
９ も 発 現 し た 。 し か し 細 胞 の 過 半 数 は 小 さ い 芽 細 胞 様 細 胞 に 見 え 、 肝 臓 に 特 異 的 な 遺 伝 子
を 発 現 し て い な か っ た が 、 Ｔ ｈ ｙ － １ お よ び セ ロ グ リ シ ン 等 の 古 典 的 造 血 細 胞 マ ー カ ー を
発 現 し て い た （ 表 １ お よ び 図 の ３ と ４ 参 照 ） 。 肝 実 質 細 胞 の 多 く は 、 Ｒ ４ ゲ ー ト 内 に 認 め
ら れ た （ 表 １ お よ び 図 ３ 参 照 ） 。 か な り 多 く の 細 胞 が 、 全 て 胎 児 肝 実 質 細 胞 の マ ー カ ー で
あ る ア ル ブ ミ ン 、 Ａ Ｆ Ｐ お よ び Ｇ Ｇ Ｔ を 発 現 し て い た 。 こ の ゲ ー ト 内 に は 造 血 細 胞 お よ び
脂 肪 貯 蔵 細 胞 の マ ー カ ー は 検 出 さ れ な か っ た 。 Ｒ ５ と し て 表 さ れ た 細 胞 集 団 は 、 主 と し て
２ つ 細 胞 タ イ プ を 含 む 不 均 質 な 集 団 で あ る （ 図 ４ 参 照 ） が 、 そ の 細 胞 タ イ プ は （ １ ） 形 態
学 的 に 正 赤 芽 球 の よ う に 思 わ れ る 細 胞 と （ ２ ） 実 質 細 胞 肝 臓 遺 伝 子 （ parenchymal liver 
genes） を 発 現 し な い 簡 素 で 小 さ な 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の ２ つ の 細 胞 タ イ プ 間 の 比 率 は 幾
ら か 変 動 し 、 Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ の 効 率 に 依 存 し て い た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 全 て の Ｏ Ｘ － ４ ３ 陰 性 細 胞 を 閉 め 出 し た 場 合 に は 、 Ｆ Ｌ １ /Ｆ Ｌ ２ プ ロ ッ ト 上 に ２ つ の
別 々 の 集 団 が 観 察 さ れ る 。 期 待 通 り 、 こ れ ら の 細 胞 内 に は 実 質 細 胞 肝 臓 マ ー カ ー は 検 出 さ
れ な か っ た 。 僅 か な Ｒ ２ 細 胞 が 、 脂 肪 貯 蔵 細 胞 内 に 通 常 発 現 さ れ る 中 位 の フ ィ ラ メ ン ト で
あ る デ ス ミ ン に 対 す る 抗 体 に よ り 染 色 さ れ た 。 形 態 学 的 に は Ｒ ２ 細 胞 の 多 く は 初 期 赤 血 球
前 駆 体 で あ る よ う に 思 わ れ た （ 図 ４ 参 照 ） が 、 そ れ ら の 細 胞 の １ ０ ％ が Ｔ ｈ ｙ － １ を 発 現
し た 。 過 半 数 の 細 胞 は 小 さ く 芽 細 胞 様 で あ り 、 そ し て 試 験 し た ど の マ ー カ ー も 発 現 し て い
な か っ た 。 そ の 他 の 、 こ の ゲ ー ト 内 の 細 胞 の ２ ０ ％ は 、 薄 い 細 胞 質 を 有 す る よ り 大 き な 細
胞 で あ り 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ に 対 す る 受 容 体 を 発 現 し て い た 。 Ｒ １ か ら の 非 常 に 僅 か な 細 胞 が
Ｔ ｈ ｙ － １ に 関 し て 染 色 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ５ つ の 集 団 全 て か ら 分 離 捕 集 し た 細 胞 を ４ 日 間 培 養 し て 生 体 外 で の 分 化 可 能 性 を 測 定 し
た 。 既 述 の よ う な 条 件 下 に 高 密 度 で 蒔 い た と き に 、 Ｒ ４ 細 胞 は 非 常 に 僅 か の 分 散 し た 間 質
細 胞 に 取 り 囲 ま れ た 上 皮 細 胞 の 集 塊 を 作 っ た (図 ５ Ａ お よ び 下 記 表 ２ 参 照 )。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 細 胞 分 裂 は 、 培 養 体 の 上 皮 お よ び 間 質 成 分 の 双 方 に お い て 明 白 に 起 こ っ た 。 培 養 ２ 日 目

10

20

30

40

50

(13) JP 2004-339227 A 2004.12.2



、 ブ ロ モ ー デ オ キ シ ー ウ リ ジ ン （ Ｂ ｒ ｄ Ｕ ） を 含 有 す る 培 地 と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 後 に 、 上 皮 細 胞 の ２ ５ ％ は Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 取 り 込 み を 示 し た 。 Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ を 行
っ た が 分 離 捕 集 は 行 わ な か っ た 妊 娠 １ ４ 日 目 の 細 胞 を 同 様 の 条 件 下 に 置 い た と こ ろ 、 こ れ
ら の 細 胞 は 少 な く と も １ ０ 日 間 生 存 し た (デ ー タ 示 さ ず )。 し か し 、 分 離 捕 集 し た Ｒ ４ 細 胞
の 集 塊 は 急 速 に 変 敗 し た 。 上 皮 細 胞 は 、 血 清 の 存 在 下 に 成 人 肝 細 胞 の 初 期 培 養 中 に 見 ら れ
る と 同 様 に 、 古 典 的 な 多 角 形 状 を 失 っ て 伸 展 し た 。 さ ら に 、 ア ル ブ ミ ン 、 Ａ Ｆ Ｐ お よ び Ｇ
Ｇ Ｔ に 関 し て そ の 場 で 染 色 し た と き に 、 集 塊 し た Ｒ ４ 細 胞 は こ れ ら の 肝 臓 に 特 異 的 な 遺 伝
子 の 緩 や か な 減 衰 を 示 し た が 、 Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ し た 妊 娠 １ ４ 日 目 の 細 胞 は 同 様 の 条 件 下
に 遺 伝 子 発 現 を 維 持 し た (デ ー タ 示 さ ず )。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ 受 容 体 は 残 り 、 そ し て 集 塊 し た 上
皮 細 胞 お よ び 間 質 細 胞 の ゴ ル ジ 体 内 に 検 出 さ れ た 。 集 塊 し た Ｒ ４ 細 胞 の 約 ３ ０ ％ が 、 胆 管
細 胞 内 に 存 在 し 成 人 肝 細 胞 内 に は 存 在 し な い サ イ ト ケ ラ チ ン で あ る Ｃ Ｋ １ ９ に 関 し て 染 色
さ れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ の 他 の ４ つ の 集 団 全 て か ら の 細 胞 を 同 様 の 条 件 下 に 置 い た と き に は 、 光 を 散 乱 さ せ る
繊 維 芽 細 胞 様 細 胞 （ し か し 上 皮 細 胞 コ ロ ニ ー で は な い ） が 僅 か だ け 観 察 さ れ た 。 Ｒ ３ 細 胞
の 肝 実 質 的 な 性 質 に も 関 わ ら ず 、 類 似 の 培 養 条 件 下 で は こ れ ら の 細 胞 由 来 の 上 皮 細 胞 コ ロ
ニ ー を 得 る こ と が で き な か っ た 。 こ れ は 、 こ の ゲ ー ト 内 に お け る 上 皮 細 胞 の 低 い 密 度 の た
め で あ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 懸 濁 液 中 で 凝 集 し て 約 ４ ８ 時 間 生 存 し 、 そ し て 死
ん だ 。 タ イ プ Ｉ ま た は タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン あ る い は ラ ミ ニ ン を 、 単
独 で 、 ま た は 組 合 わ せ て 用 い て 皿 を 被 覆 す る こ と は 、 こ れ ら の 細 胞 の 接 着 ま た は 生 存 を 改
善 し な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　  妊 娠 の 持 続 期 間 が 既 知 の フ ィ ッ シ ャ ー ３ ４ ４ ラ ッ ト を ハ ー ラ ン （ Harlan S
prague Dawley， Inc.， Indianapolis， IN.） か ら 取 得 し 、 そ し て 標 準 ラ ッ ト 食 餌 お よ び １
２ 時 間 昼 サ イ ク ル で 、 本 学 （ Albert Einstein College of Medicine,Bronx， Ny） の 飼 育
施 設 に て 維 持 し た 。 慣 習 通 り 、 妊 娠 の 最 初 の 日 を 妊 娠 ０ 日 目 と し た 。 動 物 の 使 用 は 実 験 動
物 の 飼 育 と 使 用 に 関 す る Ｎ Ｉ Ｈ の 指 針 に 従 っ て 行 い 、 本 学 の 動 物 の 飼 育 お よ び 使 用 に 関 す
る 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 妊 娠 １ ５ 日 目 の 妊 娠 ラ ッ ト を エ ー テ ル に て 安 楽 死 さ せ 、 胚 を 調 達 し た 。 次 い で 、 胎 児 か
ら 肝 臓 を 切 り 出 し て 計 量 し 、 Ｃ Ａ + 2 を 含 有 せ ず 、 ０ .８ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 お よ び ２ ０ ｍ Ｍ  Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を 含 有 し た 氷 冷 ハ ン ク ス 溶 液 （ Hank's Balanced Salt Solution， pH7.3； Ｈ Ｂ Ｓ
Ｓ ） 内 に 入 れ 、 そ し て 室 温 下 に １ 分 間 、 穏 や か に 攪 拌 し た 。 非 肝 臓 組 織 を 除 去 し た 後 、 肝
臓 を 穏 や か に 磨 砕 し 、 次 い で 、 １ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 中 の ０ .６ ％ タ イ プ Ｉ Ｖ コ
ラ ゲ ナ ー ゼ (Sigma Chemical Co.， Lot 11H6830， St． Louis， MO)、 お よ び ０ .０ ６ ％ Ｄ Ｎ
Ａ ｓ ｅ （ Boehringer Mannheim， Indianapolis， IN） と 共 に 、 エ ー レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ
内 で ３ ７ ℃ に て １ ０ ～ １ ５ 分 間 攪 拌 し た 。 ５ 分 間 放 置 し た 後 、 組 織 断 片 を １ ｇ で 沈 殿 さ せ
た 。 上 澄 み を 回 収 し 、 新 鮮 な コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶 液 を 添 加 し た 。 分 散 し た 細 胞 を プ ー ル し 、 ５
ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ に 懸 濁 し 、 そ し て ４ ６ μ ｍ 組 織 収 集 器 （ Bellco Glass， Inc.
， Vineland， NY） を 通 し て 濾 過 し た 。 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を ４ ℃ で ５ 分 間 、 ４ ５ ０ ｇ に て
遠 心 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ お よ び ０ .５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 有 し た Ｈ Ｂ Ｓ
Ｓ （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － Ｅ Ｇ Ｔ Ａ － ０ .５ ％ Ｂ Ｓ Ａ ） に 再 懸 濁 し 、 そ し て コ ー ル タ ー 計 測 器 （ Coult
er Counter， Coulter Electronics， Inc.,Hialeah， FL） を 用 い て 細 胞 数 を 評 価 し た 。 ０ .
０ ４ ％ ト リ パ ン ブ ル ー の 排 出 に よ り 細 胞 生 存 度 を ア ッ セ イ し 、 そ し て 懸 濁 液 の 一 定 部 分 を
風 袋 用 マ イ ク ロ 遠 心 管 に 入 れ 、 ４ ５ ０ ｇ に て ５ 分 間 遠 心 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 造 血 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 を 抗 体 被 覆 し た ポ リ ス チ レ ン 皿 に 免 疫 接 着 さ せ る た め に 、 ウ イ
ソ キ と サ ト （ Wysocki and Sato） の 方 法 に 従 い パ ン ニ ン グ 皿 を 調 製 し た 。 採 用 し た 抗 体 は
、 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ (Inter-cell Technologies， Inc.， Hopewell， NJ)お よ び
マ ウ ス の 全 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 に 対 す る ヤ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ M-3014,Sigma,St． Louis， MO） を 包 含 し て い
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た 。 １ ０ ｍ ｌ の ０ .０ ５ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ９ .５ で 希 釈 し た 抗 体 （ ０ .５ ｍ ｇ /皿 ） を １ ０ ０ ｍ
ｍ 2 微 生 物 学 用 ポ リ ス チ レ ン ペ ト リ 皿 に 注 ぎ 入 れ て そ の 表 面 を 均 等 に 被 覆 し 、 室 温 下 に ４
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 使 用 に 先 だ っ て 被 覆 し た 皿 を Ｐ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 そ し
て ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ 含 有 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で １ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ３ ｘ １ ０ 7 ま で の 細 胞 を 含 有 す る 細 胞 懸 濁 液 を ３ ｍ ｌ に 分 け 、 こ れ を ウ サ ギ の 抗 ラ ッ ト
Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ で 被 覆 し た 皿 に 入 れ て ４ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 接 着 し な か
っ た 細 胞 を 含 有 す る 上 澄 み を 穏 や か に 吸 い 取 っ て 除 去 し 、 そ し て 皿 を 傾 け た り ぐ る ぐ る 回
し た り し な が ら ７ ｍ ｌ の Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － Ｅ Ｇ Ｔ Ａ － ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 ４ ℃ で
５ 分 間 、 ４ ５ ０ ｇ の 遠 心 に 供 し た 。 ２ つ の 皿 か ら の 細 胞 を プ ー ル し 、 そ し て ウ サ ギ 抗 ラ ッ
ト Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ で 被 覆 し た 新 鮮 な 皿 を 用 い て 再 度 パ ン ニ ン グ し た 。 上 記 と 同 様 に し て 非 接
着 細 胞 を 除 去 し て 、 １ ｘ １ ０ 7 /ｍ ｌ の 濃 度 と な る よ う に Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － Ｅ Ｇ Ｔ Ａ － ０ .１ ％ Ｂ
Ｓ Ａ を 用 い て 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 濃 縮 さ れ た 肝 芽 細 胞 を マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｏ Ｘ
－ ４ ３ （ １ ５ μ ｇ /ｍ ｌ 、 MCA276， Serotec， Indianapolis， IN） お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 Ｏ Ｘ － ４ ４ （ １ ８ μ ｇ /ｍ ｌ 、 MCA371， Serotec， Indianapolis， IN） と 共 に 、 同 時 に ４
℃ で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｏ Ｘ － ４ ３ は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 内 皮 細 胞 お よ び 赤
血 球 細 胞 上 の 抗 原 を 認 識 し 、 そ し て Ｏ Ｘ － ４ ４ は 、 全 て の ラ ッ ト 骨 髄 細 胞 お よ び 末 梢 リ ン
パ 細 胞 上 に 存 在 し 且 つ ヒ ト 白 血 球 抗 原 Ｃ Ｄ ３ ７ と 関 係 が あ る 膜 － 糖 蛋 白 質 で あ る Ｃ Ｄ ５ ３
を 認 識 す る 。 洗 浄 し て 過 剰 な 抗 体 を 除 去 し た 後 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 全 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で 被 覆 し た 皿
内 で ４ ℃ に て １ ０ 分 間 、 細 胞 を パ ン ニ ン グ し 、 そ し て 上 記 の 通 り に し て 非 接 着 細 胞 を 除 去
し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 種 々 の 細 胞 懸 濁 液 の サ イ ト ス ピ ン を 氷 冷 エ タ ノ ー ル ま た は ア ル コ ー ル 、 ア セ ト ン お よ び
カ ル ボ ワ ッ ク ス １ ５ ４ ０ （ Fix-Rite， Richard-Allan Medical Industries， Richland， MI
） を 用 い て 固 定 し た 。 反 応 を ブ ロ ッ ク し た 後 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ BioGenex， San Ro
man， CA） と 共 に ウ サ ギ 抗 の ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン Ｉ ｇ Ｇ （ USB Corp.， Cleveland， OH） ま た
は ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ａ Ｆ Ｐ 抗 血 清 （ ICN ImmunoBiologicals， Lisle， IL） を 第 一 の 抗 体 と し
て 用 い た ビ オ チ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 法 ま た は 間 接 免 疫 蛍 光 に よ り 、 固 定 し た 細 胞 を 免
疫 染 色 し た 。 陰 性 対 照 は 、 第 一 の 抗 体 を 除 い た も の を 用 い て 染 色 し た 細 胞 か ら な っ て い た
。 ア ル ブ ミ ン 染 色 の た め の 陽 性 対 照 に は 単 離 直 後 の 成 人 肝 細 胞 を 充 て た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 う た め に 、 パ ン ニ ン グ 前 後 の 細 胞 お よ び パ ン ニ ン グ 皿 に 接 着
し た 細 胞 か ら グ ア ニ ジ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い て 全 て の Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 Ｒ Ｎ
Ａ 試 料 を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル を 通 し た 電 気 泳 動 法 に よ り 、 ３ － (Ｎ －
モ ル ホ リ ノ )プ ロ パ ン ス ル フ ォ ン 酸 緩 衝 液 中 に 再 度 溶 解 さ せ た 。 次 い で 、 Ｒ Ｎ Ａ を 、 予 備
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ て あ っ た ジ ー ン ス ク リ ー ン （ Gene Screen， New England Nuc
lear， Boston， MA） に 移 し た 後 、 適 切 な プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 。 特 定
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 、 3 2 Ｐ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 用 い た プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ
り 放 射 標 識 し た 。 使 用 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン 、 マ ウ ス Ａ Ｆ Ｐ お よ び マ ウ ス １
８ Ｓ （ J． Daenell， Rockfeller University， NY） で あ っ た 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム は 線 密
度 測 定 器 （ Model 920: Manufacturer's Cambridge Instrument） を 用 い て ス キ ャ ン し た 。
そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に 関 す る デ ー タ は 慣 用 の 遺 伝 子 １ ８ Ｓ の デ ー タ に 対 し て 正 規 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 妊 娠 １ ５ 日 目 に お け る 造 血 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 の マ ー カ ー に 関 す る 分 離 捕 集 お よ び Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ 分 析 を 行 う た め に 、 種 々 の 段 階 の 濃 縮 物 の 細 胞 懸 濁 液 を 、 本 学 （ The Albert Einstei
n College of Medicine， Bronx， NY） の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 設 備 内 で 流 動 細 胞 計 測 法 に よ り 分 析 し た
。 細 胞 を １ ｘ １ ０ 7 細 胞 /ｍ ｌ と な る よ う に 再 懸 濁 し 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ お よ び Ｏ Ｘ － ４ ４ と 共 に
、 ま た は Ｏ Ｘ － ４ ３ の み と 、 ４ ℃ で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 引 き 続 き 、 Ｆ Ｉ
Ｔ Ｃ と 結 合 し た 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ と ４ ℃ で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ と 結
合 し た 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ に よ っ て だ け 染 色 さ れ た 細 胞 を 陰 性 対 照 と し て 供 し た 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 流 動 細 胞 計 測 法 は １ ５ ｍ Ｗ の 空 冷 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を 備 え た 機 械 （ Becton-Dickinson F
ACScan， San Jose， CA） に て 行 っ た 。 細 胞 の 分 離 捕 集 は 出 力 ６ ０ ｍ Ｗ お よ び １ ０ ０ μ ｍ の
ノ ズ ル を 備 え 、 ４ Ｗ ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を 用 い た 機 械 （ Becton Dickinson FACSTAR P L U S ， Sa
n Jose， CA） に て 行 っ た 。 双 方 の 測 定 に お い て 、 ４ ８ ８ ｎ ｍ 励 起 で の 蛍 光 放 出 を 、 Ｆ Ｉ Ｔ
Ｃ に 関 し て 、 ５ ３ ０ /３ ０ ｎ ｍ バ ン ド 通 過 フ ィ ル タ ー を 通 過 し た 後 収 集 し た 。 蛍 光 測 定 は
対 数 増 幅 を 用 い て 行 っ た 。 蛍 光 が 陰 性 対 照 細 胞 の ９ ５ ％ を 越 え た 場 合 に 、 細 胞 が 陽 性 で あ
る と し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 細 胞 の 物 理 的 性 質 の 測 定 の た め に 、 正 面 散 乱 （ Ｆ Ｓ Ｃ ） に 関 し て は 、 検 出 器 値 （ detect
or value） を 中 範 囲 増 幅 し た Ｅ － １ と し た 。 側 面 散 乱 （ Ｓ Ｓ Ｃ ） に 関 し て は 、 検 出 器 値 は
１ の 増 幅 を 有 す る 中 範 囲 で あ っ た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｔ Ａ Ｒ p l u s 変 数 の 等 量 （ equivalent） は Ｆ Ｓ
Ｃ ゲ イ ン ４ お よ び Ｓ Ｓ Ｃ ゲ イ ン ８ で あ っ た 。 こ れ ら の 設 定 は 、 ス ケ ー ル 上 で 全 て の 細 胞 を
視 覚 化 さ せ る こ と を 可 能 に し た 。 Ｆ Ｓ Ｃ お よ び Ｓ Ｓ Ｃ に よ る 閉 め 出 し は 、 線 形 増 幅 を 用 い
、 両 変 数 を ２ ５ ６ の 任 意 の 単 位 （ Ａ .Ｕ .） に 分 割 し て 行 っ た 。 分 析 の た め に 、 少 な く と も
１ ０ ,０ ０ ０ の 事 象 を 測 定 し た 。 リ ス ト 形 式 の デ ー タ を 獲 得 し 、 そ し て ラ イ シ ス Ｉ Ｉ （ Lys
isII） ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 分 析 し た 。 分 離 捕 集 前 後 の 細 胞 は 、 Ｈ Ｄ Ｍ 添 加 補 給 物 に 関 し
て 詳 述 し た 通 り 、 イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 遊 離 脂 肪 酸 、 微 量 成 分 、 ア ル ブ ミ ン
お よ び ゲ ン タ マ イ シ ン を 補 給 し た Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 内 に て 、 ４ ℃ で 維 持 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 に 、 造 血 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 の マ ー カ ー の 多 変 数 流 動 細 胞 計 測 法 を 、 門 脈 域 介 在 部 位
の 卵 形 細 胞 抗 原 Ｏ Ｃ .３ に 関 し て 行 っ た 。 単 離 し た 細 胞 を 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ お よ び Ｏ Ｘ － ４ ４ (
マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ )、 な ら び に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ３ ７ ４ .３ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 、 Hixson and Fer
is， Brown University， Providence， RI） の 組 合 せ を 用 い 、 引 き 続 い て Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ と 結 合 し
た ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ 長 鎖 特 異 性 、 So Biotech， Birmingham， AL） お よ び Ｐ Ｅ と 結 合 し
た ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ （ 長 鎖 特 異 性 、 So Biotech， Birmingham， AL） を 用 い て 標 識 し た 。
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｐ Ｅ 結 合 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ だ け を 用 い て 染 色 し た 細 胞 を
陰 性 対 照 と し て 供 し た 。 プ ロ ー ブ の １ つ に 対 す る 蛍 光 の 度 合 い お よ び 側 面 散 乱 に よ る 細 胞
の 複 雑 性 の 測 定 （ 細 胞 質 小 器 官 の 度 合 い ） の 両 方 に つ い て 、 細 胞 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 妊 娠 １ ５ 日 目 の 肝 臓 か ら の 細 胞 を ラ ッ ト 赤 血 球 細 胞 抗 体 に 対 し て パ ン ニ ン グ し 、 外 皮 細
胞 に 富 む 細 胞 懸 濁 液 を 、 基 本 培 地 と し て α Ｍ Ｅ Ｍ を 含 有 し 、 血 清 を 含 有 せ ず ホ ル モ ン 既 知
の 培 地 に 蒔 い た 。 こ の 培 地 に は 下 記 の 成 分 、 即 ち 、 イ ン シ ュ リ ン (１ ０ μ ｇ /ｍ ｌ )、 Ｅ Ｇ
Ｆ (０ .０ １ μ ｇ /ｍ ｌ 、 Upstate Biotechnology， Lake Plasid， NY)、 生 長 ホ ル モ ン (１ ０
μ Ｕ /ｍ ｌ )、 プ ロ ラ ク チ ン (２ ０ ｍ Ｕ /ｍ ｌ )、 グ ル カ ゴ ン （ １ ０ μ ｌ /ｍ ｌ ） 、 ト リ イ オ ド
チ ロ ニ ン (１ ０ - 7 Ｍ )、 デ キ サ メ タ ゾ ン (１ ０ - 7 Ｍ )、 鉄 飽 和 ト ラ ン ス フ ェ リ ン (１ ０ μ ｇ /ｍ
ｌ )、 フ ォ リ ン 酸 (１ ０ - 8 Ｍ 、 Gibco BRL， Grand Island， NY)、 遊 離 脂 肪 酸 混 合 物 (０ .７ ６
ｍ Ｅ ｑ /ｌ 、 チ ェ ス ベ フ ら （ Chessbeuf et al.， 1984） に 記 載 の 方 法 の 変 形 、 Nu-Chek-Pre
p， Elvsian， MN)、 プ ト レ ッ シ ン (０ .０ ２ μ ｇ /ｍ ｌ )、 ヒ ポ キ サ ン チ ン (０ .２ ４ μ ｇ /ｍ ｌ
)、 チ ミ ジ ン (０ .０ ７ μ ｇ /ｍ ｌ )、 ウ シ ア ル ブ ミ ン （ ０ .１ ％ 画 分 Ｖ 、 脂 肪 酸 含 有 せ ず 、 Mi
les Inc.， Kankakee， IL） と 、 微 量 成 分 と し て Ｃ ｕ Ｓ Ｏ 4 ・ ５ Ｈ 2 Ｏ (０ .０ ０ ０ ０ ０ ２ ５ ｍ
ｇ /ｌ )、 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ (０ .８ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｍ ｎ Ｓ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ (０ .０ ０ ０ ０ ０ ２ ４ ｍ
ｇ /ｌ )、 （ Ｎ Ｈ 4 ） 6 Ｍ ｏ 2 4 ・ Ｈ 2 Ｏ (０ .０ ０ １ ２ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｎ ｉ Ｃ ｌ 2 ・ ６ Ｈ 2 Ｏ (０ .０ ０
０ ０ １ ２ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｎ Ｈ 4 Ｖ Ｏ 3 (０ .０ ０ ０ ０ ５ ８ ｍ ｇ /ｌ )、 Ｈ 2 Ｓ ｅ Ｏ 3 (０ .０ ０ ０ ３ ９ ｍ
ｇ /ｌ )を 添 加 し 、 さ ら に ヘ ペ ス （ Hepes、 ３ １ ｍ Ｍ ） お よ び ゲ ン タ マ イ シ ン （ １ ０ μ ｇ /ｍ
ｌ 、 Gibco BRL， Grand Island， NY） を 添 加 し た 。 試 薬 は 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 シ グ マ （ S
igma Chemical Company， St． Louis， Mo） か ら 供 給 さ れ た 。 微 量 成 分 混 合 物 は 、 レ ミ ス カ
博 士 （ Dr． I． Lemishka， Princeton University， NJ） か ら の 贈 り 物 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｅ Ｈ Ｓ 腫 瘍 か ら 抽 出 し た タ イ プ Ｉ Ｖ コ ラ ー ゲ ン を 用 い て ２ ４ ウ エ ル プ レ ー ト を 被 覆 し た
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。 パ ン ニ ン グ さ れ た 細 胞 を 、 １ ２ ,５ ０ ０ お よ び ２ ５ ,０ ０ ０ 細 胞 /ｃ ｍ 2 の 間 の 密 度 で ウ エ
ル 毎 に 蒔 き 、 ４ ～ ５ 時 間 に 亘 っ て 細 胞 が プ レ ー ト に 接 着 す る こ と を 可 能 に し た 。 そ の 後 、
非 接 着 細 胞 を 含 有 す る 培 地 を 穏 や か に 除 去 し 、 新 鮮 な 培 地 で 置 き 換 え た 。 細 胞 を ５ ％ 二 酸
化 炭 素 を 含 有 し 、 完 全 な 飽 和 湿 度 を 有 す る 空 地 中 で ３ ７ ℃ に て 培 養 し 、 ５ ～ １ ６ 日 の 間 、
毎 日 観 察 し た 。 ４ ８ 時 間 毎 に 完 全 に 培 地 を 交 換 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 培 養 開 始 後 、 種 々 の 時 点 で 、 細 胞 を 氷 冷 エ タ ノ ー ル に て 固 定 し 、 免 疫 化 学 ま た は ア ル ブ
ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ に 関 す る 免 疫 蛍 光 に よ り そ の 場 で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 妊 娠 １ ５ 日 目 に お け る 肝 臓 の 重 量 は ９ .１ ± １ .３ ｍ ｇ で あ っ た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処 理 は 肝
臓 を 完 全 に 分 解 し 、 そ し て 最 小 限 の 粒 状 の も の だ け が 組 織 篩 い に よ っ て 排 除 さ れ た 。 こ の
工 程 で 得 ら れ た 細 胞 の 数 は １ .０ ７ ｘ １ ０ - 7 /肝 臓 で あ り 、 解 離 し た 細 胞 の 重 量 は 、 こ の 器
官 の 全 重 量 の ９ ５ ％ に あ た る ８ .６ ± １ .１ ｍ ｇ /肝 臓 で あ っ た 。 懸 濁 液 は ほ ぼ 完 全 に 単 離
細 胞 か ら な り 、 僅 か に 小 さ な 凝 集 体 が あ っ た が 、 こ の 凝 集 体 は 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ の 不 在 お よ び ４
℃ 以 上 の 温 度 の 下 で 、 そ の 大 き さ お よ び 数 を 増 加 さ せ た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 排 出 に よ る 生 存
度 は ９ ０ ％ を 越 え て い た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 そ れ ぞ れ の パ ン ニ ン グ の 後 、 位 相 鎖 顕 微 鏡 観 察 は 接 着 細 胞 が 赤 血 球 細 胞 形 態 を 呈 す る こ
と を 示 し た 。 極 僅 か の 細 胞 だ け が 、 免 疫 化 学 法 に よ る 測 定 で ア ル ブ ミ ン に 関 し て 陽 性 で あ
っ た 。 赤 血 球 を 除 去 す る た め に ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト 赤 血 球 細 胞 抗 体 で 被 覆 し た 皿 を 用 い て パ ン
ニ ン グ し た 後 、 お よ び 次 い で Ｏ Ｘ ４ ３ /Ｏ Ｘ ４ ４ + 細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る た め に ヤ ギ 抗 マ ウ
ス 全 分 子 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で 被 覆 し た 皿 を 用 い て パ ン ニ ン グ し た 後 、 非 接 着 細 胞 は そ れ ぞ れ 、 分
散 直 後 の 胎 児 肝 臓 （ 最 初 の 懸 濁 ） の 細 胞 数 の ２ ９ ± ５ ％ 、 お よ び １ ６ ± ４ ％ で あ っ た 。 パ
ン ニ ン グ は 肝 臓 組 織 に 対 し て 、 全 て の 胎 児 お よ び 誕 生 直 後 の 年 齢 に お い て 成 功 し た こ と が
証 明 さ れ た が 、 発 達 齢 に 伴 う 造 血 成 分 の 変 動 が 濃 縮 の 度 合 い を 相 違 さ せ る と い う 結 果 を も
た ら し た (デ ー タ 示 さ ず )。 ま た 、 Ｒ Ｂ Ｃ パ ン ニ ン グ 手 法 の 効 率 は 抗 体 の ロ ッ ト に よ り 変 動
し た 。 し か し 、 直 接 パ ン ニ ン グ に は 貧 弱 な 効 率 の 抗 体 を 用 い て 、 懸 濁 液 中 で 細 胞 を 標 識 し
、 そ の 後 に 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 被 覆 ペ ト リ 皿 を 用 い た パ ン ニ ン グ が 続 く 間 接 免 疫 接 着 は 成 功 し
た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 肝 臓 分 散 に 続 く 位 相 鎖 顕 微 鏡 観 察 で は 、 優 占 細 胞 タ イ プ は 小 さ な 赤 色 細 胞 で あ り 、 こ の
細 胞 は 初 期 赤 血 球 細 胞 の 形 態 と 一 致 す る 形 態 を 有 し て い た 。 ま た 、 よ り 大 き な 空 胞 化 し た
細 胞 も 存 在 し た 。 免 疫 細 胞 化 学 は 、 こ の 空 胞 化 し た 細 胞 お よ び 数 の 少 な い よ り 小 さ な 卵 形
細 胞 の 大 部 分 が ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 強 い 陽 性 で あ る こ と を 示 し た (図 ７ 参 照 )
。 濃 縮 物 の 種 々 の 段 階 に お け る ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 の 割 合 を 下 記 表 ３ に 示 す
（ 表 ３ お よ び 図 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 肝 臓 に 特 異 的 な 遺 伝 子 （ ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ ） に 関 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 、
パ ン ニ ン グ 前 後 の 細 胞 に 対 し て 行 っ た 。 そ れ を 図 ８ に 示 す 。 パ ン ニ ン グ 後 の 細 胞 は 、 Ａ Ｆ
Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は ５ 倍 ま で 、 お よ び ア ル ブ ミ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て は ２ 倍 ま で 濃 縮 さ れ
て い た 。 こ の 知 見 は 、 パ ン ニ ン グ 手 法 お よ び （ 成 熟 肝 細 胞 と は 反 対 に ） 高 濃 度 の 肝 芽 細 胞
の 成 功 の 両 方 を 示 す も の で あ る 。 無 視 で き る レ ベ ル の ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
が 、 パ ン ニ ン グ 皿 に 接 着 し た 細 胞 内 に 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 造 血 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 を 除 去 す る 効 率 を 測 定 す る た め に 、 種 々 の 段 階 の 濃 縮 物 の 細 胞
を 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 内 皮 細 胞 お よ び 赤 血 球 を 認 識 す る Ｏ Ｘ － ４ ３ の 存 在 な ら び に 骨 髄 細
胞 お よ び 末 梢 リ ン パ 細 胞 を 認 識 す る Ｏ Ｘ － ４ ４ の 存 在 に 関 し て 、 流 動 細 胞 計 測 法 に よ り 分
析 し た 。 そ の 結 果 を 図 ６ お よ び 表 ３ に 示 す 。 最 初 の 細 胞 懸 濁 液 に お け る Ｏ Ｘ － ４ ３ /Ｏ Ｘ
－ ４ ４ に 対 し て 陽 性 な 細 胞 の 割 合 は 、 ８ ７ .９ ± ２ .５ ％ で あ っ た 。 抗 ラ ッ ト Ｒ Ｂ Ｃ Ｉ ｇ Ｇ
と 抗 マ ウ ス 全 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 と を 組 み 合 わ せ た パ ン ニ ン グ 手 法 は 細 胞 の ８ ４ ％ を 除 去 し た 。 非
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接 着 性 細 胞 の ６ ９ ± １ ０ .０ ％ が 依 然 と し て Ｏ Ｘ － ４ ３ /４ ４ マ ー カ ー に 対 し て 陽 性 で あ っ
た が 、 肝 芽 細 胞 の 割 合 は 劇 的 に （ ５ 倍 に ） 高 め ら れ た 。 付 加 的 な パ ン ニ ン グ は Ｏ Ｘ － ４ ３
/４ ４ + 細 胞 集 団 を さ ら に 減 少 さ せ 得 る が 、 す で に パ ン ニ ン グ に よ り 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ /４ ４ + 細
胞 を 排 除 す る 過 程 を 完 了 さ せ る た め の Ｆ Ａ Ｃ 分 離 捕 集 を 可 能 に す る に は 充 分 な 位 に 細 胞 の
数 が 減 少 さ せ ら れ て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 流 動 細 胞 計 測 法 に よ り 測 定 し た と こ ろ 、 胎 児 肝 細 胞 は 、 細 胞 の 大 き さ の 測 定 で あ る Ｆ Ｓ
Ｃ に 関 し て 、 そ し て 細 胞 質 の 複 雑 さ の 測 定 で あ る Ｓ Ｓ Ｃ に 関 し て 、 不 均 質 な 集 団 か ら 構 成
さ れ て い た 。 細 胞 学 的 に は 、 細 胞 の 大 き さ は 広 大 な 範 囲 に 亘 っ て い る （ コ ー タ ー 計 測 器 に
よ る 測 定 で ５ ～ １ ５ μ 、 デ ー タ 示 さ ず ） が 、 細 胞 の 大 き さ が 肝 細 胞 を 実 質 細 胞 前 駆 細 胞 か
ら 分 け る こ と に 有 用 で あ る と は 認 め ら れ な か っ た 。 む し ろ 、 集 団 同 士 は 、 Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い る
こ と に よ り 最 も 良 く 分 離 さ れ た 。 顆 粒 状 細 胞 対 無 顆 粒 状 細 胞 の 定 義 は 、 蛍 光 対 側 面 散 乱 の
２ 変 数 プ ロ ッ ト を 用 い た 側 面 散 乱 に 関 す る 線 形 尺 度 に 基 づ き 決 定 し た 。 集 団 の プ ロ フ ィ ー
ル に 基 づ い て 、 通 常 は 、 ５ ０ Ａ .Ｕ .を 無 顆 粒 状 細 胞 と し て 顆 粒 状 細 胞 と 区 別 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｓ Ｓ Ｃ 対 蛍 光 を 用 い る こ と で 、 胎 児 肝 細 胞 を ３ つ の 集 団 に 分 け る こ と が で き る 。 そ れ は
、 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は 骨 髄 細 胞 の マ ー カ ー に 対 し て 陽 性 な 無 顆 粒 状 細 胞 （ Ｒ １ 集 団 ）
な ら び に Ｏ Ｘ ４ ３ /Ｏ Ｘ ４ ４ マ ー カ ー に 対 し て 陰 性 で 無 顆 粒 状 の 細 胞 （ Ｒ ２ ） お よ び 顆 粒
状 の 細 胞 （ Ｒ ３ ） で あ る （ 図 ９ 参 照 ） 。 陽 性 と 陰 性 と の 間 の 分 画 は 、 顆 粒 状 細 胞 の よ り 強
い 自 己 蛍 光 の た め に 、 よ り 顆 粒 状 の 集 団 に お い て は よ り 無 顆 粒 状 の 集 団 よ り も 高 か っ た 。
分 離 捕 集 さ れ た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 集 団 の 分 析 は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｒ １ 集 団 内 の 細 胞 の １ ％ 未 満 お よ び Ｒ
２ 集 団 内 の 細 胞 の ３ .０ ± ０ .７ ％ が Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 陽 性 で あ っ た こ と を 明 ら か に し た 。 し
か し 、 上 記 マ ー カ ー に 対 し て 陰 性 な 顆 粒 状 細 胞 （ Ｒ ３ ） の ７ ５ .１ ± ４ .７ ％ は 、 免 疫 細 胞
化 学 に よ る 測 定 で 、 Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 陽 性 で あ っ た （ 下 記 表 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｏ Ｘ － ４ ３ /Ｏ Ｘ ４ ４ + 細 胞 を 有 す る 集 団 の 内 で 分 析 さ れ た 唯 一 の 集 団 で あ る Ｒ １ 細 胞 集
団 の 複 像 分 析 （ double image analysis） は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ /４ ４ 陽 性 と Ｏ Ｃ .３ と の 広 範 な
重 複 を 明 ら か に し た 。 Ｏ Ｘ － ４ ３ /Ｏ Ｘ － ４ ４ に 関 す る Ｆ Ａ Ｃ Ｓ パ タ ー ン は 、 肝 臓 に お け
る 赤 血 球 産 生 の 増 加 に 起 因 し た 、 妊 娠 齢 の 加 算 に 伴 う Ｒ １ で の 微 妙 な 増 加 （ お よ び Ｒ ３ 集
団 で の 減 少 ） を 除 け ば 、 全 て の 妊 娠 齢 に お い て 類 似 し て い た 。 Ｏ Ｘ － ４ ３ /４ ４ に 対 し て
陽 性 で あ る 分 離 捕 集 細 胞 集 団 の 分 析 は 、 Ｏ Ｃ .３ ま た は 顆 粒 性 の 発 現 に 関 わ り な く 、 形 態
学 的 に 多 い の は 造 血 細 胞 前 駆 細 胞 で あ り 、 そ れ ら は Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 陰 性 で あ る と い う こ と
を 明 ら か に し た 。 顆 粒 状 で Ｏ Ｘ － ４ ３ /４ ４ - で あ る 細 胞 （ Ｒ ３ 細 胞 集 団 ） は 多 く が Ａ Ｆ Ｐ
+ で あ り 、 集 団 の 約 ３ ０ ％ が Ｏ Ｃ .３ + で あ っ た 。 Ｏ Ｘ ４ ３ /４ ４ - で 無 顆 粒 状 か つ Ａ Ｆ Ｐ + で
あ る 細 胞 の 小 集 団 （ 表 ４ 中 の Ｒ ２ ） は 、 Ｏ Ｃ .３ 発 現 に 対 し て は 評 価 し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 肝 芽 細 胞 に 関 し て パ ン ニ ン グ に よ り 濃 縮 さ れ た 妊 娠 １ ５ 日 目 か ら の 細 胞 調 製 物 を タ イ プ
Ｉ Ｖ コ ラ ー ゲ ン で 被 覆 し た 皿 上 の 、 既 述 の 如 く 血 清 を 含 有 せ ず ホ ル モ ン 既 知 の 培 地 中 に 蒔
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い た 。 そ の 次 の 日 、 上 皮 細 胞 が 再 凝 集 し て 小 細 胞 集 塊 と な っ て マ ト リ ッ ク ス に 接 着 し た 。
６ ０ ％ ま で の コ ロ ニ ー 形 成 率 が 得 ら れ た (デ ー タ 示 さ ず )。 細 胞 は 、 上 皮 細 胞 で は な い 繊 維
芽 細 胞 様 の 細 胞 に 取 り 囲 ま れ 、 細 胞 同 士 の 密 接 な 接 触 お よ び 胆 細 管 を 形 成 す る 、 典 型 的 な
実 質 細 胞 の 島 に 組 織 化 さ れ た (図 １ ０ 参 照 )。 培 養 ４ ～ ５ 日 後 に は 、 実 質 細 胞 成 分 は 徐 々 に
非 実 質 細 胞 に よ っ て 覆 わ れ 始 め て い た 。 し か し 、 肝 芽 細 胞 の 残 余 集 塊 は 、 免 疫 化 学 ま た は
免 疫 蛍 光 に よ る そ の 場 で の ア ッ セ イ で 、 培 養 １ ６ 日 目 ま で ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ に 対 し
て 陽 性 を 保 っ て い た （ 図 １ １ 参 照 ） 。 培 養 培 地 か ら グ ル カ ゴ ン を 排 除 し た 少 数 の 実 験 に お
い て 、 目 立 た な い 形 態 学 的 な 相 違 が 観 察 さ れ 、 そ し て 免 疫 蛍 光 ま た は 免 疫 化 学 に よ り そ の
場 で 染 色 し た と こ ろ 、 細 胞 は ア ル ブ ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ を 発 現 し て い た (デ ー タ 示 さ ず )。 こ
の 観 察 は 、 胎 児 肝 芽 細 胞 の 相 対 的 な グ ル カ ゴ ン 耐 性 に よ る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 肝 実 質 細 胞 前 駆 細 胞 に 関 し て 高 度 に 濃 縮 さ れ た 細 胞 集 団 を 単 離 す る 、 パ
ン ニ ン グ 技 法 お よ び 多 変 数 Ｆ Ａ Ｃ 分 離 捕 集 を 組 み 込 ん だ 方 法 を 開 発 し た 。 本 発 明 の 方 法 は
、 妊 娠 齢 １ ３ 日 目 か ら 誕 生 直 後 ま で に 亘 る 期 間 の 肝 臓 か ら 肝 細 胞 前 駆 細 胞 の 単 離 に 適 用 し
得 る も の と し て 本 発 明 者 ら に よ り 見 出 さ れ た 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 肝 臓 分 散 手 法 は 、 ９
０ ％ を 越 え る 生 存 度 を 有 す る 単 細 胞 が 優 占 的 な 集 団 を も た ら し 、 そ し て 妊 娠 １ ５ 日 目 で は
、 器 官 全 体 の 重 量 の ９ ５ ％ が 回 収 さ れ る 。 パ ン ニ ン グ 技 法 は 細 胞 総 数 の ８ ４ ％ ま で を 除 去
し 、 同 時 に 肝 が 細 胞 集 団 を ５ 倍 に 濃 縮 す る 。 実 質 細 胞 に 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 で あ る ア ル ブ
ミ ン お よ び Ａ Ｆ Ｐ の 増 加 は パ ン ニ ン グ 前 後 の 細 胞 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 説 明 さ
れ 、 そ し て こ の 手 法 の 特 異 性 は パ ン ニ ン グ 皿 に 対 す る 細 胞 接 着 の 分 析 に よ り 示 さ れ た 。 同
様 に し て 、 濃 縮 さ れ て い る こ と は 、 最 初 の 懸 濁 液 と 比 較 し て 、 パ ン ニ ン グ 後 に ア ル ブ ミ ン
お よ び Ａ Ｆ Ｐ を 発 現 す る コ ロ ニ ー の 細 胞 数 の 劇 的 な 増 加 が 存 在 す る こ と を 示 す 生 体 外 で の
デ ー タ に よ り 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 パ ン ニ ン グ 後 の コ ロ ニ ー 形 成 率 は 、 従 来 報 告 さ れ て い
た 値 で あ る ６ ～ １ ０ ％ と 比 較 し て 有 意 に 高 か っ た (６ ０ ％ ま で )。 パ ン ニ ン グ 手 法 後 に も 肝
芽 細 胞 は 依 然 と し て 少 数 集 団 の ま ま で あ る が 、 標 準 的 な そ の 場 で の 肝 細 胞 灌 流 プ ロ ト コ ー
ル が 平 均 し て ３ ７ .７ ％ の 肝 細 胞 を 含 有 す る 集 団 を も た ら す こ と を 勘 案 す る こ と が 重 要 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 培 養 皿 へ の 分 散 肝 細 胞 の 付 着 、 低 速 分 画 遠 心 分 離 お よ び ア ル ギ ニ ン 欠 乏 培 地 で の 培 養 を
包 含 す る 従 来 の 方 法 と 比 較 し た 本 プ ロ ト コ ー ル の 利 点 は 数 点 あ る 。 孤 立 し た 肝 細 胞 は 、 生
体 外 で 急 速 に 組 織 に 特 異 的 な 遺 伝 子 の 制 御 を 失 う 。 結 果 と し て 、 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 付
着 を 必 要 と す る 手 法 に お い て 、 蛋 白 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 含 量 等 の 実 質 細 胞 に 特 異 的 な 機 能
の 測 定 は 生 体 内 に お け る レ ベ ル を 反 映 す る こ と が で き な い 。 解 離 し た 胎 児 肝 芽 細 胞 も 、 カ
ル シ ウ ム お よ び 温 度 依 存 性 で 糖 蛋 白 質 に 仲 介 さ れ る 過 程 を 経 て 、 大 き な 凝 集 体 を 急 速 に 形
成 す る 。 妊 娠 １ ４ 日 目 と 同 じ く ら い 早 く に 、 ウ ボ モ ル リ ン （ Ｅ － カ ド ヘ リ ン ） と 考 え ら れ
る 細 胞 膜 蛋 白 質 の 高 い レ ベ ル が 肝 芽 細 胞 に 存 在 し て い た 。 凝 集 に 関 す る こ の 傾 向 は 、 特 に
Ｃ ａ 2 + の 存 在 下 に ４ ℃ よ り も 高 い 温 度 で 、 比 較 的 大 き な （ Ｅ １ ９ ） 肝 芽 細 胞 を 濃 縮 す る た
め の 低 速 分 画 遠 心 分 離 の 能 力 を 説 明 す る 。 肝 芽 細 胞 を 解 離 さ せ る た め に 、 乱 暴 な ピ ペ ッ テ
ィ ン グ お よ び シ リ ン ジ を 通 し た 吸 い 上 げ を 包 含 す る 機 械 的 方 法 が 採 用 さ れ て き た が 、 そ の
よ う な 方 法 は 不 十 分 で あ り 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ の よ う な 単 細 胞 懸 濁 液 を 必 要 と す る さ ら な る 分 析 を
困 難 に す る こ と が 判 明 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 細 胞 が 凝 集 し よ う と す る 傾 向 は 、 細 胞 を ４ ℃ に 保 ち 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ で カ ル シ ウ ム を 除 去 し 、
Ｃ Ａ Ｍ に よ り 仲 介 さ れ る 凝 集 を 妨 害 す る こ と に よ り 、 防 止 さ れ る 。 細 胞 を 単 細 胞 懸 濁 液 と
し て 維 持 す る こ と の 利 点 は ２ つ あ る 。 第 一 に 、 実 質 細 胞 に 特 異 的 な 機 能 の 測 定 が 、 造 血 細
胞 集 団 の 生 理 学 的 に 不 等 価 な 変 化 に 邪 魔 さ れ ず に 、 細 胞 に 基 づ い て 測 定 さ れ る こ と が 可 能
と な る 。 第 二 に 、 単 細 胞 懸 濁 液 を 要 求 す る Ｆ Ａ Ｃ Ｓ の よ う な 手 法 が 容 易 に 実 施 さ れ る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 妊 娠 １ ５ 日 目 に 肝 芽 細 胞 は 非 実 質 細 胞 よ り も 大 き く 見 え る が 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に お い て 正 面 散
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乱 よ り も む し ろ 側 面 散 乱 が 、 種 々 の 集 団 を 分 け る こ と に 関 し て よ り 良 い 識 別 子 で あ る こ と
を 証 明 し た が 、 恐 ら く は 、 そ れ は 、 妊 娠 １ ２ 日 目 に さ え 、 肝 芽 細 胞 は 液 胞 、 ミ ト コ ン ド リ
ア お よ び 廃 小 胞 体 を 含 ん で お り 、 比 較 的 複 雑 で あ る か ら で あ ろ う 。 さ ら に 、 側 面 散 乱 は 細
胞 成 熟 の 合 理 的 な 指 標 で あ る と 証 明 し た 。 一 般 的 に 、 よ り 顆 粒 度 の 高 い 肝 芽 細 胞 は 形 態 学
的 お よ び 生 化 学 的 に よ り 成 熟 し て い た (デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 そ こ で 、 肝 幹 細 胞 を 同 定 す る た め に 提 案 さ れ て い た 、 門 脈 域 介 在 部 に 存 在 す る 卵 形 細 胞
の マ ー カ ー で あ る Ｏ Ｃ .３ の 発 現 を 試 験 す る た め に 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ が 採 用 さ れ た 。 顆 粒 度 の 特
定 レ ベ ル の 細 胞 に 関 す る 閉 め 出 し と 組 み 合 わ せ た Ｏ Ｃ .３ ま た は Ｏ Ｘ － ４ ３ /４ ４ の 発 現 に
関 す る 多 変 数 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 非 実 質 細 胞 （ 造 血 細 胞 、 内 皮 細 胞 お
よ び 間 質 細 胞 ） と 、 Ａ Ｆ Ｐ + で あ っ た 実 質 細 胞 前 駆 細 胞 と に 、 集 団 を さ ら に 細 か く 分 け る
こ と を 可 能 と し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 種 々 の 亜 集 団 に お け る Ｏ Ｃ .３ 抗 原 の 発 現 を 評
価 す る こ と を 可 能 と し た 。 妊 娠 １ ５ 日 目 に 無 顆 粒 状 で あ る Ｏ Ｘ ４ ３ /４ ４ + 細 胞 が 造 血 細 胞
で あ り 、 よ り 大 き な 赤 血 球 細 胞 集 団 で あ る こ と を 証 明 し た 。 Ａ Ｆ Ｐ + 細 胞 が 優 占 的 で あ っ
た 顆 粒 状 の Ｏ Ｘ ４ ３ /４ ４ - 細 胞 集 団 の 細 胞 の 約 ３ ０ ％ は Ｏ Ｃ .３ + で あ っ た 。 そ し て そ れ は
恐 ら く 胆 管 細 胞 前 駆 細 胞 に 該 当 し 、 一 方 、 Ｏ Ｃ .３ - 細 胞 は 肝 細 胞 前 駆 細 胞 で あ っ た の だ ろ
う 。 し か し 、 無 顆 粒 状 の Ｏ Ｘ ４ ３ /４ ４ - 細 胞 の 少 な い 割 合 は Ａ Ｆ Ｐ + で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 造 血 の 分 野 と 比 較 す る と 、 肝 幹 細 胞 の 分 野 は い ま だ そ の 幼 年 期 に あ る 。 し か し 、 こ れ ら
の 変 数 を 用 い た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 離 捕 集 に よ り 特 定 集 団 を 単 離 す る 能 力 お よ び そ れ に 続 く 生 体 外
お よ び 生 体 内 で の 研 究 は 、 肝 幹 細 胞 を 同 定 す る 上 で 大 き な 助 け と な る 。 さ ら に 、 こ の 技 術
は 、 胆 管 上 皮 細 胞 、 発 癌 、 再 生 、 加 齢 お よ び 組 織 に 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 を 包 含 す る 、 肝 幹
細 胞 生 物 学 の 全 て の 範 囲 に 亘 る 研 究 に 適 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ こ ま で 、 本 発 明 を 特 定 の 実 施 態 様 に 言 及 し て 記 述 し て き た が 、 こ れ ら の 実 施 態 様 は 本
発 明 の 種 々 の 主 題 を 単 に 説 明 す る た め だ け の も の で あ る こ と を ご 理 解 戴 き た い 。 従 っ て 、
本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 離 れ る こ と な く 、 前 記 説 明 の た め の 実 施 態 様 に 種 々 の 変 更 を
な し 得 る こ と 、 お よ び そ の 他 の 改 変 を な し 得 る こ と を ご 理 解 戴 き た い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 の 簡 単 な 記 述 な ら び に 本 発 明 の 目 的 お よ び 特 徴 は 、 添 付 図 面 と 共 に 、 本 発 明 の 現 時
点 で 好 ま し い 単 な る 説 明 の た め の 実 施 態 様 の 下 記 の 詳 細 な 記 載 を 参 照 す る こ と に よ り 、 よ
り よ く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 １ － １ 】 図 １ は 、 妊 娠 １ ４ 日 目 の 肝 臓 か ら の 細 胞 を 示 し て い る が 、 細 胞 は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ３ ７ ４ .３ お よ び Ｏ Ｘ － ４ ３ で 染 色 さ れ 、 次 い で Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ お よ び Ｐ Ｅ 標 識 し た 第
二 の 抗 体 で 処 理 さ れ て い る 。 パ ネ ル Ａ は ２ 色 密 度 プ ロ ッ ト で あ り 、 閉 め 出 さ れ て い な い （
ungated） 試 料 中 の 、 Ｒ １ ～ ５ と し て 表 し た ５ 集 団 を 示 し て い る 。 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は Ｏ Ｘ
－ ４ ３ に 対 し て 陽 性 な 細 胞 集 団 で あ り 、 一 方 、 Ｒ ３ ～ ５ は 、 こ の マ ー カ ー に 対 し て 陰 性 で
あ る 。 パ ネ ル Ｂ は Ｆ Ｌ ２ 対 Ｓ Ｓ Ｃ の ２ 変 数 ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ り 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ + 細 胞 と Ｏ
Ｘ － ４ ３ - 細 胞 と を 分 離 す る た め に 使 用 し た 閉 め 出 し 変 数 （ gating parameters） を 示 し て
い る 。 挿 入 し て あ る も の は 、 陰 性 対 照 を 示 し て い る 。
【 図 １ － ２ 】 パ ネ ル Ｃ は Ｏ Ｘ － ４ ３ - 細 胞 の Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ の ３ 次 元 プ ロ ッ ト で あ り 、 ３
つ の 別 々 の 細 胞 集 団 で あ る Ｒ ３ ～ ５ を 示 し て い る 。
【 図 ２ － １ 】 図 ２ に お い て 、 パ ネ ル Ａ は 分 離 捕 集 さ れ た 細 胞 か ら の 全 て の 蛋 白 質 の ウ エ ス
タ ー ン ブ ロ ッ ト で あ り 、 も っ ぱ ら Ｏ Ｘ － ４ ３ - 集 団 内 に ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る 細 胞 が 存 在
す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ － ２ 】 パ ネ ル Ｂ お よ び Ｃ は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ - （ Ｂ ） お よ び Ｏ Ｘ － ４ ３ + （ Ｃ ） に 対 す る
Ａ Ｆ Ｐ の た め の 間 接 免 疫 蛍 光 を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 全 て の Ｏ Ｘ － ４ ３ + 細 胞 を 閉 め 出 し た 後 で 分 離 捕 集 さ れ た 、 Ｒ ３ ～ ５ か
ら の 細 胞 、 お よ び グ ア ニ ジ ニ ア ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 法 に よ り 調 製 さ れ た 総 Ｒ Ｎ Ａ を 表 し
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て い る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト は 、 Ｒ ４ に お い て ア ル ブ ミ ン の 発 現 を 示 し 、 一 方 、 セ ロ グ リ シ
ン （ serglycin） は Ｒ ３ 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 。
【 図 ４ － １ 】 図 ４ は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ に 対 し て 陽 性 の 集 団 と 陰 性 の 集 団 に 分 け る た め に 分 別 さ
れ 、 次 い で 蛍 光 お よ び Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ の ２ 変 数 密 度 プ ロ ッ ト に 基 づ き ５ つ の 集 団 に さ ら に
分 け ら れ た 細 胞 を 示 し て い る 。 直 前 に 分 離 捕 集 さ れ た サ イ ト ス パ ン （ cytospun） 細 胞 は デ
ィ フ － ク イ ッ ク （ Diff-Quik） 染 色 キ ッ ト で 形 態 学 的 に 染 色 さ れ た 。 倍 率 １ ０ ０ 倍 。
【 図 ４ － ２ 】 図 ４ は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ に 対 し て 陽 性 の 集 団 と 陰 性 の 集 団 に 分 け る た め に 分 別 さ
れ 、 次 い で 蛍 光 お よ び Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ の ２ 変 数 密 度 プ ロ ッ ト に 基 づ き ５ つ の 集 団 に さ ら に
分 け ら れ た 細 胞 を 示 し て い る 。 直 前 に 分 離 捕 集 さ れ た サ イ ト ス パ ン （ cytospun） 細 胞 は デ
ィ フ － ク イ ッ ク （ Diff-Quik） 染 色 キ ッ ト で 形 態 学 的 に 染 色 さ れ た 。 倍 率 １ ０ ０ 倍 。
【 図 ４ － ３ 】 図 ４ は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ に 対 し て 陽 性 の 集 団 と 陰 性 の 集 団 に 分 け る た め に 分 別 さ
れ 、 次 い で 蛍 光 お よ び Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ の ２ 変 数 密 度 プ ロ ッ ト に 基 づ き ５ つ の 集 団 に さ ら に
分 け ら れ た 細 胞 を 示 し て い る 。 直 前 に 分 離 捕 集 さ れ た サ イ ト ス パ ン （ cytospun） 細 胞 は デ
ィ フ － ク イ ッ ク （ Diff-Quik） 染 色 キ ッ ト で 形 態 学 的 に 染 色 さ れ た 。 倍 率 １ ０ ０ 倍 。
【 図 ４ － ４ 】 図 ４ は 、 Ｏ Ｘ － ４ ３ に 対 し て 陽 性 の 集 団 と 陰 性 の 集 団 に 分 け る た め に 分 別 さ
れ 、 次 い で 蛍 光 お よ び Ｆ Ｌ １ 対 Ｆ Ｌ ２ の ２ 変 数 密 度 プ ロ ッ ト に 基 づ き ５ つ の 集 団 に さ ら に
分 け ら れ た 細 胞 を 示 し て い る 。 直 前 に 分 離 捕 集 さ れ た サ イ ト ス パ ン （ cytospun） 細 胞 は デ
ィ フ － ク イ ッ ク （ Diff-Quik） 染 色 キ ッ ト で 形 態 学 的 に 染 色 さ れ た 。 倍 率 １ ０ ０ 倍 。
【 図 ５ － １ 】 図 ５ は 、 胎 児 肝 臓 実 質 細 胞 に 非 常 に 富 ん だ 集 団 を 表 し て い る が 、 こ れ ら の 細
胞 は Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り 得 ら れ た も の で あ り (全 て の Ｏ Ｘ － ４ ３ - の 閉 め 出 し 後 の Ｒ ４ 細 胞 )、
血 清 を 含 ま な い ホ ル モ ン 既 知 の 培 地 中 、 タ イ プ Ｉ コ ラ ー ゲ ン で 被 覆 し た 皿 の 上 に ５ ｘ １ ０
4 細 胞 /ｃ ｍ 2 と し て 蒔 い た も の で あ る 。 パ ネ ル Ａ は 、 培 養 ４ 日 後 の 典 型 的 な 上 皮 細 胞 コ ロ
ニ ー お よ び 極 僅 か の 肝 葉 細 胞 を 示 す 位 相 差 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ 倍 率 ５ ０ 倍 ） 。 パ ネ ル Ｂ は
、 生 体 内 に お け る 間 接 免 疫 蛍 光 で あ り 、 培 養 ２ ４ 時 間 後 の 培 養 実 質 細 胞 の 約 ２ ５ ％ の 核 内
へ の Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 取 り 込 み を 示 し て い る （ 倍 率 ５ ０ 倍 ） 。
【 図 ５ － ２ 】 パ ネ ル Ｃ は パ ネ ル Ｂ の 位 相 差 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し た 肝 芽 細 胞 濃 縮 の フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム を 表 し て い
る 。
【 図 ７ 】 図 ７ に お い て 、 パ ネ ル Ａ は 位 相 差 顕 微 鏡 写 真 を 表 し て お り 、 そ し て 妊 娠 １ ５ 日 に
お け る 肝 芽 細 胞 の Ａ Ｆ Ｐ に 対 す る 免 疫 蛍 光 を 表 し て い る 。 Ａ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 は 、 卵 形 核 と 造
血 細 胞 よ り も 僅 か に 多 い 貧 弱 な 細 胞 質 と を 有 す る 小 さ な 細 胞 か ら 、 大 量 の 空 胞 化 細 胞 質 を
有 す る 細 胞 ま で の 形 態 学 的 範 囲 に 亘 っ て い た 。 陰 性 対 照 は 第 一 の 抗 体 と し て ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ
を 付 着 さ せ た 細 胞 か ら な っ て い た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 パ ン ニ ン グ 前 後 に 胎 児 肝 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 直 後 に 、 α － フ ェ ト 蛋 白 質
お よ び ア ル ブ ミ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 総 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ
ｇ ／ レ ー ン ） の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 表 し て い る 。 レ ー ン １ は 、 単 離 直 後 の 胎 児 肝 細 胞
を 示 し て い る 。 レ ー ン ２ は 、 抗 ラ ッ ト Ｒ Ｂ Ｃ 抗 体 を 用 い て ２ 回 パ ン ニ ン グ し た 後 の 細 胞 調
製 物 を 示 し て い る 。 ま た 、 １ ８ Ｓ に 対 し て 示 し た ブ ロ ッ ト は 、 総 Ｒ Ｎ Ａ 量 に 対 す る 内 標 準
と し て 用 い た も の で あ る 。
【 図 ９ － １ 】 図 ９ は 、 細 胞 質 の 複 雑 さ の 測 定 を 側 面 散 乱 と し 、 こ れ に 対 し て Ｏ Ｘ － ４ ３ お
よ び Ｏ Ｘ － ４ ４ に 対 す る 蛍 光 の 対 数 を プ ロ ッ ト し た ２ 変 数 分 析 を 表 し て い る 。 パ ネ ル Ａ は
未 染 色 細 胞 を 示 し 、 パ ネ ル Ｂ は 単 離 直 後 （ 最 初 の 懸 濁 液 ） の 細 胞 を 示 し 、 そ し て パ ネ ル Ｃ
は 最 終 パ ン ニ ン グ 後 の 細 胞 を 示 し て い る 。 単 離 直 後 の 細 胞 の 殆 ど は 無 顆 粒 状 で あ り 、 か つ
マ ー カ ー に 対 し て 陽 性 で あ っ た （ Ｒ １ 細 胞 集 団 ） 。 濃 縮 に 伴 い 、 Ｏ Ｘ ４ ３ ／ Ｏ Ｘ ４ ４ マ ー
カ ー に 対 し て 陰 性 な 顆 粒 状 （ Ｓ Ｓ Ｃ ＞ ５ ０ Ａ .Ｕ .） の 細 胞 集 団 が 増 加 し た （ Ｒ ３ 細 胞 集 団
） 。 こ の 集 団 に 対 す る 分 離 捕 集 は ７ ５ ％ が Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 陽 性 で あ る こ と を 明 ら か に し た
。 顆 粒 状 細 胞 の 自 己 蛍 光 が よ り 高 い た め に 、 無 顆 粒 状 集 団 よ り も 顆 粒 状 集 団 の 方 に お い て
、 陽 性 と 陰 性 と の 間 の 分 画 は よ り 高 く な る 。
【 図 ９ － ２ 】 図 ９ は 、 細 胞 質 の 複 雑 さ の 測 定 を 側 面 散 乱 と し 、 こ れ に 対 し て Ｏ Ｘ － ４ ３ お
よ び Ｏ Ｘ － ４ ４ に 対 す る 蛍 光 の 対 数 を プ ロ ッ ト し た ２ 変 数 分 析 を 表 し て い る 。 パ ネ ル Ａ は
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未 染 色 細 胞 を 示 し 、 パ ネ ル Ｂ は 単 離 直 後 （ 最 初 の 懸 濁 液 ） の 細 胞 を 示 し 、 そ し て パ ネ ル Ｃ
は 最 終 パ ン ニ ン グ 後 の 細 胞 を 示 し て い る 。 単 離 直 後 の 細 胞 の 殆 ど は 無 顆 粒 状 で あ り 、 か つ
マ ー カ ー に 対 し て 陽 性 で あ っ た （ Ｒ １ 細 胞 集 団 ） 。 濃 縮 に 伴 い 、 Ｏ Ｘ ４ ３ ／ Ｏ Ｘ ４ ４ マ ー
カ ー に 対 し て 陰 性 な 顆 粒 状 （ Ｓ Ｓ Ｃ ＞ ５ ０ Ａ .Ｕ .） の 細 胞 集 団 が 増 加 し た （ Ｒ ３ 細 胞 集 団
） 。 こ の 集 団 に 対 す る 分 離 捕 集 は ７ ５ ％ が Ａ Ｆ Ｐ に 対 し て 陽 性 で あ る こ と を 明 ら か に し た
。 顆 粒 状 細 胞 の 自 己 蛍 光 が よ り 高 い た め に 、 無 顆 粒 状 集 団 よ り も 顆 粒 状 集 団 の 方 に お い て
、 陽 性 と 陰 性 と の 間 の 分 画 は よ り 高 く な る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 血 清 を 含 ま ず ホ ル モ ン 既 知 の 培 地 中 、 タ イ プ IVコ ラ ー ゲ ン 上 で ５ 日
間 培 養 さ れ 、 Ｒ Ｂ Ｃ 類 を パ ン ニ ン グ し て 除 去 し て す る こ と に よ り 肝 芽 細 胞 が 濃 縮 さ れ た 妊
娠 １ ５ 日 目 の 細 胞 を 表 し て い る 。 細 胞 は 胆 細 管 の 形 成 を 含 む 典 型 的 な 上 皮 細 胞 形 態 を 示 し
た 。 周 り を 取 り 囲 む 上 皮 細 胞 は 繊 維 芽 細 胞 様 細 胞 で あ る 。 図 中 の 棒 線 は ２ ５ μ を 表 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 培 養 １ ６ 日 目 に そ の 場 で の 免 疫 蛍 光 に よ り ア ル ブ ミ ン に 対 す る 陽 性
染 色 を 示 し た 上 皮 細 胞 の 小 さ な 島 を 表 し て い る 。 そ の 周 り を 取 り 囲 む 繊 維 芽 細 胞 様 細 胞 は
ア ル ブ ミ ン の 存 在 に 対 し て 陰 性 で あ っ た 。 図 中 の 棒 線 は １ ０ ０ μ を 表 し て い る 。
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【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】
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【 図 ２ － １ 】 【 図 ２ － ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ － １ 】
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【 図 ４ － ２ 】 【 図 ４ － ３ 】

【 図 ４ － ４ 】 【 図 ５ － １ 】
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【 図 ５ － ２ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ － １ 】 【 図 ９ － ２ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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