
(57)【要約】

【課題】

　毛髪タンパクの構成成分であるハードケラチン（type

 II neutral/basic hard α-keratins）を発現する毛皮

質及び各種細胞を同定することができる、前記タンパク

に対するモノクローナル抗体及びこのモノクローナル抗

体と他の結合体を含む診断試薬を提供する。

【解決手段】

　本発明のモノクローナル抗体は、抽出したヒト毛髪タ

ンパクを動物に免疫し、この動物から前記タンパクに感

作された脾細胞を採取し、これをミエローマ細胞と融合

することによりハイブリドーマを作製し、次いで得られ

たハイブリドーマをクローニングすることにより得られ

る単一クローンのハイブリドーマにより産生されるもの

である。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抽 出 し た 毛 髪 タ ン パ ク を 動 物 に 免 疫 し 、 前 記 動 物 か ら 前 記 タ ン パ ク に よ り 感 作 さ れ た B
細 胞 を 含 む 脾 細 胞 を 採 取 し 、 こ れ を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 す る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ
を 作 製 し 、 次 い で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る 単 一
ク ロ ー ン の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 毛 髪 の 構 成 成 分 で あ る ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type II neutral/basic hard α -keratins） を
認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト 正 常 皮 膚 及 び 類 皮 嚢 胞 の 組 織 標 本 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合
、 毛 皮 質 に 反 応 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト の 毛 母 細 胞 に 由 来 す る 石 灰 化 上 皮 腫 （ 毛 母 腫 ） の 組 織 標 本 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組
織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合 、 前 記 腫 瘍 を 構 成 す る 移 行 細 胞 及 び 陰 影 細 胞 に 反 応 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヒ ト の 下 垂 体 腫 瘍 で あ る エ ナ メ ル 上 皮 型 頭 蓋 咽 頭 腫 の 組 織 標 本 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組
織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合 、 前 記 腫 瘍 を 構 成 す る 陰 影 細 胞 に 反 応 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 歯 を 形 成 す る 組 織 に 由 来 す る 腫 瘍 （ 歯 原 性 腫 瘍 ） の １ つ と し て 挙 げ ら れ て い る 石 灰 化 歯
原 性 嚢 胞 の 組 織 標 本 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合 、 前 記 腫 瘍 を 構 成 す
る 幻 影 細 胞 に 反 応 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 酵 素 、
蛍 光 色 素 、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 結 合 分 子 の 結 合 体 を
含 む 診 断 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 毛 髪 蛋 白 の ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type II neutral/basic hard α -keratins
） を 認 識 す る 新 規 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 他 の 結 合 分 子 と の
結 合 体 を 含 む 診 断 試 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 毛 は 、 毛 根 部 で 盛 ん に 増 殖 し て い る 毛 母 細 胞 が 、 ハ ー ド ケ ラ チ ン を 集 積 さ せ 、 脱 核 し 、
死 細 胞 と な っ て 毛 皮 質 を 形 成 す る こ と に よ っ て 形 づ く ら れ る 。 石 灰 化 上 皮 腫 （ 毛 母 腫 ） は
、 毛 母 細 胞 に 由 来 す る 皮 膚 の 良 性 腫 瘍 で 、 そ の 腫 瘍 胞 巣 は 、 基 本 的 に 毛 母 細 胞 に 相 当 す る
好 塩 基 性 細 胞 、 皮 質 細 胞 に 相 当 す る 陰 影 細 胞 及 び こ れ ら ２ 種 の 細 胞 に 介 在 す る 移 行 細 胞 の
３ 種 の 細 胞 か ら 成 っ て い る 。 本 腫 瘍 に お け る ハ ー ド ケ ラ チ ン の 発 現 に 関 し て は 、 そ の mRNA
の 発 現 が 、 移 行 細 胞 に 認 め ら れ る こ と が 、 in situ hybridization に よ り 示 さ れ て い る （
非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 ま た 、 acidic keratinsで あ る type I hair keratinsに 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 移 行 細 胞 に 反 応 す る こ と も 知 ら れ て い る （ 非
特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 石 灰 化 上 皮 腫 で み ら れ る 脱 核 し た 陰 影 細 胞 と 同 様 の 細 胞 は 、 下 垂 体 の
良 性 腫 瘍 で あ る エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 と 、 歯 原 性 腫 瘍 の １ つ に 挙 げ ら れ て い る 石 灰
化 歯 原 性 嚢 胞 に お い て も 出 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 下 垂 体 前 葉 は 、 原 始 口 腔 に そ の 起
源 を 求 め る こ と が で き 、 同 部 に 生 じ る エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 は 、 歯 原 性 腫 瘍 の 中 で
最 も 一 般 的 な エ ナ メ ル 上 皮 腫 に そ の 組 織 像 が 類 似 す る 。 し か し な が ら 、 エ ナ メ ル 上 皮 腫 型
頭 蓋 咽 頭 腫 で は 、 エ ナ メ ル 上 皮 腫 で は 認 め ら れ な い 細 胞 成 分 で あ る 陰 影 細 胞 が み ら れ 、 毛
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髪 タ ン パ ク に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 陽 性 反 応 が み ら れ る こ と が 報 告 さ れ
て い る （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 顎 骨 に 生 じ る 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 は 、 WHO分 類 （ 1992） で は
、 歯 原 性 腫 瘍 の １ つ に 挙 げ ら れ て い る が 、 最 近 の 文 献 で は 、 単 な る 嚢 胞 、 良 性 腫 瘍 及 び 悪
性 腫 瘍 に 分 類 で き る こ と が い わ れ て い る 。 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 の 最 も 特 徴 的 な 組 織 像 は 、 幻
影 細 胞 と 称 さ れ る 石 灰 化 上 皮 腫 の 陰 影 細 胞 と 同 様 の 脱 核 し た 角 化 細 胞 が 出 現 す る こ と と さ
れ 、 一 部 の 症 例 で メ ラ ニ ン 沈 着 が み ら れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 幻 影 細 胞 に 毛 髪 タ ン パ
ク の 主 成 分 で あ る ハ ー ド ケ ラ チ ン が 発 現 し て い る と の 報 告 は な い が 、 こ れ ら の こ と は 、 本
疾 患 に お け る 毛 へ の 分 化 を 表 わ し て い る も の と 考 え ら れ る 。 本 発 明 者 は 、 石 灰 化 上 皮 腫 、
エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 及 び 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 に お い て 、 同 じ く ヒ ト 毛 髪 の ハ ー ド ケ
ラ チ ン が 発 現 し て い る こ と を 容 易 に 確 認 で き る よ う に す る た め に 、 ヒ ト 毛 髪 の ハ ー ド ケ ラ
チ ン に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cribier B, Asch P-H, Regnier C, Rio M-C and Grosshans E: Express
ion ofhuman hair keratin basic 1 in pilomatrixoma. A study of 128 cases. Br JDer
matol 140, 600-604, 1999
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Cribier B, Peltre B, Langbein L, Winter H, Schweizer J, Grosshan
s E: Expression of type I hair keratins in follicular tumors. Br J Dermatol 144,
 977-982, 2001
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Tateyama H, Tada T, Okabe M, Takahashi E and Eimoto T: Different
 keratin profiles in craniopharyngioma subtypes and ameloblastomas. Pathol Res P
ract 197, 735-742, 2001
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト 毛 髪 タ ン パ ク の 主 成 分 で あ る ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type II neutral/
basic hard α -keratins） に 特 異 的 に 反 応 し 、 毛 皮 質 、 石 灰 化 上 皮 腫 の 移 行 細 胞 及 び 陰 影
細 胞 、 エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 の 陰 影 細 胞 、 並 び に 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 の 幻 影 細 胞 を 同
定 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 他 の 結 合 分 子 と の 結 合 体 を 含 む
診 断 試 薬 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 毛 髪 タ ン パ ク の 内 、 ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type II neutra
l/basic hard α -keratins） に 特 異 的 に 反 応 す る も の で あ る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 ヒ ト 正 常 皮 膚 及 び 類 皮 嚢 胞 の 組 織 切 片 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 索 し た
場 合 、 毛 皮 質 の み に 反 応 す る も の で あ る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 石 灰 化 上 皮 腫
の 組 織 切 片 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合 、 移 行 細 胞 及 び 陰 影 細 胞 に 反
応 す る も の で あ る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 の 組 織
切 片 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合 、 陰 影 細 胞 の み に 反 応 す る も の で あ
る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 の 組 織 切 片 に 対 す る 反 応 性 を 免 疫
組 織 化 学 的 に 検 索 し た 場 合 、 幻 影 細 胞 の み に 反 応 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 毛 髪 よ り 抽 出 し た 毛 髪 タ ン パ ク を 動 物 に 免 疫 し 、
前 記 動 物 か ら 前 記 タ ン パ ク に 感 作 さ れ た B細 胞 を 含 む 脾 細 胞 を 採 取 し 、 そ れ を ミ エ ロ ー マ
細 胞 と 融 合 す る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 次 い で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ク
ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る 単 一 ク ロ ー ン の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 診 断
試 薬 は 、 (a)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； 及 び （ b） ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 ビ オ
チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 結 合 分 子 の 結 合 体 を 含 む も の で あ る
。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 診 断 試 薬 は 、 前 記 各 種 腫 瘍 に お け る 移 行 細 胞 、 陰 影 細 胞 及 び 幻 影 細 胞 の 同 定 試
薬 、 ま た は 毛 皮 質 傷 害 診 断 試 薬 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 毛 髪 の 主 成 分 で あ る ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type II neutral/basic hard α -
keratins） を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MA-HP1を 用 い る こ と に よ っ て 、 正 常 毛
皮 質 及 び 各 種 腫 瘍 に お け る 移 行 細 胞 、 陰 影 細 胞 、 幻 影 細 胞 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ
に よ っ て 、 将 来 的 に 、 毛 の 発 生 、 分 化 に お け る 成 熟 過 程 、 毛 髪 傷 害 診 断 や 各 種 腫 瘍 に お け
る 毛 へ の 分 化 に 関 わ る 新 た な 知 見 が 得 ら れ る 可 能 性 が 期 待 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に お け る 毛 髪 タ ン パ ク を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て 、 以 下
の 実 施 例 に よ り 詳 細 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 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 毛 髪 タ ン パ ク を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と を
目 的 と し て い る こ と か ら 、 ま ず 、 ヒ ト 毛 髪 タ ン パ ク を 抽 出 し た 。 ヒ ト 毛 髪 タ ン パ ク の 抽 出
方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 効 率 の 良 い Shindai methodに よ り 行 っ た 。 タ ン パ
ク 抽 出 液 は 、 2mg/mlに 調 整 の 後 、 Freund’ s complete adjuvantと １ ： １ に 十 分 に 混 和 し
、 Balb/cマ ウ ス （ ６ 週 齢 、 ♀ ） に 50 ‾ 200μ l ず つ 、 計 ５ 匹 に 腹 腔 内 注 射 を 行 な っ た 。 注
射 は 約 １ 週 ご と に 計 ４ 回 行 っ た が 、 最 終 時 に は タ ン パ ク 抽 出 液 の み を 注 射 し た 。 尾 静 脈 血
か ら 得 ら れ た 血 清 を ELISAに よ り 検 索 し 、 高 い 抗 体 価 を 示 し た １ 匹 の マ ウ ス よ り 脾 細 胞 を
得 た 。 こ の 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 　 (P3-X63-Ag8-U1)　 を ５ ： １ の 割 合 で 混 ぜ 、 ４ ０ ％
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 存 在 下 で 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 こ れ を HAT選 択 培 地 で ９ ６ 穴 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い 培 養 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。 ELISAに よ り ヒ ト 毛 髪 タ
ン パ ク と 高 い 反 応 性 を 示 す 培 養 上 清 を 含 む ウ エ ル 中 の １ ０ 個 の ハ イ ブ リ ド ー マ プ ー ル に つ
い て 、 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い 、 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た
。 コ ロ ニ ー １ 個 の み の 増 殖 を 示 す ウ エ ル 中 の 培 養 上 清 に つ い て 、 ELISAに よ り ヒ ト 毛 髪 タ
ン パ ク と 高 い 反 応 性 を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 そ の 結 果 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  MA-
HP1 を 単 離 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  MA-HP1は 、 SDS-PAGEに 続 く ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 検 索 の 結 果
、 ヒ ト 毛 髪 タ ン パ ク の 内 、 ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type II neutral/basic hard α -keratins）
を 認 識 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 １ ） 。 正 常 皮 膚 及 び 類 皮 嚢 胞 に お け る 免 疫 組 織 化 学 的 検 索
で は 、 本 抗 体 は 、 毛 皮 質 の み に 反 応 し た （ 図 ２ ） 。 図 ２ （ Ａ ） が 正 常 皮 膚 組 織 、 図 ２ （ Ｂ
） が 類 皮 嚢 胞 組 織 を 示 す 。 毛 小 皮 や 他 の 上 皮 成 分 に は そ の 反 応 を 示 さ な か っ た 。 石 灰 化 上
皮 腫 で は 、 本 抗 体 は 移 行 細 胞 及 び 陰 影 細 胞 を 認 識 し 、 好 塩 基 細 胞 に は そ の 反 応 を 示 さ な か
っ た （ 図 ３ ） 。 エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 で は 、 本 抗 体 は 陰 影 細 胞 の み を 認 識 し 、 他 の
細 胞 成 分 に は そ の 反 応 を 示 さ な か っ た (図 ４ )。 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 で は 、 本 抗 体 は 幻 影 細 胞
の み を 認 識 し 、 他 の 細 胞 に は そ の 反 応 を み な か っ た （ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MA-HP1は 、 毛 髪 タ ン パ ク の 主 成 分 で あ る ハ ー ド ケ ラ チ ン （ type
 II neutral/basic hard α -keratins） を 特 異 的 に 認 識 し 、 正 常 で は 毛 皮 質 に 、 各 種 腫 瘍
で は 移 行 細 胞 、 陰 影 細 胞 及 び 幻 影 細 胞 に 反 応 す る 。 し た が っ て 、 毛 の 発 生 、 分 化 に お け る
成 熟 過 程 の 検 索 や 毛 髪 傷 害 診 断 、 各 種 腫 瘍 に お け る 毛 へ の 分 化 の 検 索 に 、 本 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 ビ オ チ ン 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 結 合 分 子 と の 結 合 体 を 含 む も の を 診 断 試 薬 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ３ 】
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【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ （ Ａ ） 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 正 常 皮 膚 の 組 織 切 片 に お け る 毛 皮 質 を
染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ２ （ Ｂ ） 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 類 皮 嚢 胞 の 組 織 切 片 に お け る 毛 皮 質 を
染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 石 灰 化 上 皮 腫 の 組 織 切 片 に お け る 移 行 細 胞 及
び 陰 影 細 胞 を 染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り エ ナ メ ル 上 皮 腫 型 頭 蓋 咽 頭 腫 の 組 織 切 片 に お
け る 陰 影 細 胞 を 染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 石 灰 化 歯 原 性 嚢 胞 の 組 織 切 片 に お け る 幻 影 細
胞 を 染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ （ Ａ ） 】

(7) JP 2006-124317 A 2006.5.18



【 図 ２ （ Ｂ ） 】
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【 図 ４ 】
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