
(57)【要約】
神経コロニー形成細胞（ NCFC）アッセイ法について記載する。このアッセイ法により、神
経幹細胞を神経前駆細胞から区別することが可能となる。 1つの態様において、本発明は
、以下の段階を含む、神経幹細胞または神経前駆細胞を同定する方法を提供する： (a) 神
経細胞の増殖を支持する半固形培地中に神経細胞を懸濁する段階； (b) 半固形培地におい
てコロニーの産生を可能にする密度で細胞をプレーティングする段階； (c) コロニー間で
大きさの相違が識別できるまで、プレーティングした細胞を培養する段階；および (d) よ
り大きいコロニーは神経幹細胞によって産生された可能性が高く、小さいコロニーは神経
前駆細胞によって産生された可能性が高いことからコロニーの大きさを評価する段階。別
の態様では、 NSCは、コロニーの形態または抗原発現を判定することによって、神経前駆
細胞と区別され得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 (a) 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー 間 で 大 き さ の 相 違 が 識 別 で き る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る
段 階 ； お よ び
　 (d) よ り 大 き い コ ロ ニ ー は 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 く 、 か つ 、 よ り 小
さ い コ ロ ニ ー は 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 い こ と か ら 、 コ ロ ニ ー の 大 き
さ を 評 価 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 (a) 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 波 状 コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高
い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 周 辺 が 滑 ら か な コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞
に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 形 態 を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 (a) 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 未 分 化 細 胞 に 関 連 す る マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生
さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 分 化 細 胞 に 関 連 す る マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 コ
ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 抗 原
発 現 を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ 】
　 神 経 細 胞 が 哺 乳 動 物 の も の で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 神 経 細 胞 が ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 ま た は マ ウ ス に 由 来 す る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 神 経 細 胞 が 初 代 CNS組 織 ま た は 培 養 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 、 請 求 項 1～ 5の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 高 い 増 殖 能 を 有 す る 神 経 幹 細 胞 を 、 低 い 増 殖 能 を 有 す る NSCと 識 別 す る 、 請 求 項 1～ 6の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 半 固 形 培 地 が コ ラ ー ゲ ン に 基 づ く 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 半 固 形 培 地 が メ チ ル セ ル ロ ー ス に 基 づ く 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 段 階 (a)の 前 に 神 経 細 胞 を 培 地 で 希 釈 す る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 特 定 の 種 類 の 神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る サ イ ト カ イ ン を 培 地 に 添
加 す る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 特 定 の 種 類 の 神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る ホ ル モ ン を 培 地 に 添 加 す
る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 培 地 が 無 血 清 で あ る 、 請 求 項 12～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 段 階 (b)に お い て 、 細 胞 を 35 mm培 養 デ ィ ッ シ ュ 当 た り 約 1000～ 25,000細 胞 の 密 度 で プ レ
ー テ ィ ン グ す る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 段 階 (c)に お い て 細 胞 を 約 10～ 約 28日 間 培 養 す る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 段 階 (d)に お い て 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ が 2.0 mmを 超 え る こ と に よ り 神 経 幹 細 胞 で あ る こ
と が 示 さ れ る 、 請 求 項 1お よ び 4～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 段 階 (d)に お い て 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ が 2.0 mmで あ る か 、 そ れ よ り 小 さ い こ と に よ り 神
経 前 駆 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 、 請 求 項 1お よ び 4～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 染 色 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 判 定 す る 、 請 求 項
3～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 摘 出 し た 、 ま た は 切 除 し た 神 経 幹 細 胞 コ ロ ニ ー ま た は 神 経 前 駆 細 胞 コ ロ ニ ー の 免 疫 染 色
プ ロ ト コ ー ル を 用 い て コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 判 定 す る 、 請 求 項 3～ 15の い ず れ か 一 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 免 疫 染 色 に お い て 未 分 化 細 胞 に 対 す る 抗 体 が 用 い ら れ る 、 請 求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 体 が ネ ス チ ン (nestin)、 sox1、 sox2、 musashi、 ま た は LexA/SSEA-1に 結 合 す る 、 請 求
項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 免 疫 染 色 に お い て 神 経 細 胞 系 統 に 特 異 的 な 細 胞 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 が 用 い ら れ る 、 請
求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 が β チ ュ ー ブ リ ン 、 グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） 、 O4、 ま た は ミ エ リ ン 塩 基
性 タ ン パ ク 質 （ MBP） に 結 合 す る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 潜 在 的 治 療 組 成 物 を 試 験 す る た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ッ セ イ 法 の
使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 診 断 目 的 の た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ッ セ イ 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 環 境 に お け る 薬 剤 の 影 響 を 評 価 す る た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ッ セ
イ 法 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 を 単 離 、 同 定 、 お よ び 識 別 す る た め の 神 経 コ
ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
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発 明 の 分 野



【 ０ ０ ０ ２ 】

　 哺 乳 動 物 の 中 枢 神 経 系 （ CNS） の 発 生 は 胎 児 発 生 の 初 期 に 始 ま り 、 生 後 期 間 ま で 続 く 。
成 体 CNSに は 、 主 に 3種 類 の 細 胞 ： ニ ュ ー ロ ン 、 ア ス ト ロ サ イ ト (astrocyte)、 お よ び オ リ
ゴ デ ン ド ロ サ イ ト (oligodendrocyte)が 存 在 す る 。 胚 に お け る 神 経 発 生 の 第 1段 階 は 細 胞 発
生 で あ り 、 こ れ は 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 が 増 殖 す る こ と に よ り 成 熟 CNS細 胞 に 分 化 す る 前
駆 細 胞 を 生 じ る 、 正 確 な 時 間 的 お よ び 空 間 的 順 列 の 期 間 で あ る 。 第 2段 階 は 、 神 経 芽 細 胞
（ ニ ュ ー ロ ン を 生 じ る 細 胞 ） お よ び グ リ ア 芽 細 胞 (glialblast)（ ア ス ト ロ サ イ ト お よ び オ
リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト を 生 じ る 細 胞 ） が 分 化 し て そ れ ら の 最 終 位 置 に 移 行 す る 、 細 胞 の 分 化
お よ び 移 行 の 期 間 で あ る 。 発 生 の 第 3段 階 は 、 細 胞 が 、 特 定 の 神 経 伝 達 物 質 を 発 現 す る ニ
ュ ー ロ ン の よ う な 、 特 定 の 成 熟 表 現 型 特 性 を 獲 得 す る 際 に 起 こ る 。 CNS発 生 の 最 終 段 階 は
選 択 的 細 胞 死 の 期 間 で あ り 、 特 定 の 細 胞 、 線 維 、 お よ び 接 合 が 死 滅 お よ び 変 性 す る こ と に
よ り 、 神 経 系 の 回 路 設 計 を 「 微 調 整 」 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 身 体 の 他 の 多 く の 組 織 と は 異 な り 、 伝 統 的 に 哺 乳 動 物 の CNSは 、 損 傷 ま た は 疾 患 に 応 答
し て 新 た な 細 胞 を 生 成 す る 能 力 を ほ と ん ど 示 し て い な い 。 し か し 、 成 体 脳 に お け る 小 型 の
増 殖 領 域 （ Alvarez-Buylla et. al., 2001） が 再 試 験 さ れ た こ と に 加 え て （ Altman, 1962
； Altman and Das, 1965） 、 比 較 的 最 近 、 イ ン ビ ト ロ で 幹 細 胞 特 性 を 示 す 成 体 CNS内 の 細
胞 が 発 見 さ れ た こ と か ら （ Reynolds and Weiss, 1992） 、 成 体 哺 乳 動 物 の CNSが 新 た な 細
胞 を 生 成 す る 能 力 を 保 持 す る こ と 、 お よ び 、 神 経 幹 細 胞 が 増 殖 性 前 駆 体 の 供 給 源 で あ る こ
と が 確 信 さ せ ら れ る こ と と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CNSに お い て 、 神 経 幹 細 胞 （ NSC） は 、 主 に 増 殖 能 お よ び 分 化 能 に 基 づ い て 前 駆 細 胞 と 区
別 さ れ 得 る 。 Pottenお よ び Loefflerの 定 義 に よ れ ば （ Potten and Loeffler, 1990） 、 NSC
は 、 自 己 維 持 （ self-maintenance） を 示 し 、 多 数 の 子 孫 を 産 生 し 、 か つ 神 経 組 織 に お け る
3種 類 の 主 要 な 細 胞 種 す べ て の 成 熟 細 胞 を 産 生 す る 能 力 に よ り 、 前 駆 細 胞 と 区 別 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 幹 細 胞 の 重 要 な 同 定 特 性 は 、 自 己 複 製 を 示 す 能 力 、 ま た は そ れ 自 体 を さ ら に 生 成 す る 能
力 で あ る 。 最 も 単 純 な 定 義 に お い て 、 幹 細 胞 と は 自 己 維 持 能 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 し か し
、 多 数 の 細 胞 が こ の 基 準 を 満 た す と 見 な さ れ 得 る た め に 、 こ の 定 義 が 問 題 に な る 場 合 が あ
る 。 幹 細 胞 の よ り 厳 密 か つ 実 際 的 な 定 義 が 、 Pottenお よ び Loeffler（ 1990） に よ っ て 提 供
さ れ て お り 、 彼 ら は 幹 細 胞 を 、 「 a) 増 殖 、 b) 自 己 維 持 、 c) 多 数 の 分 化 し た 機 能 的 子 孫
の 産 生 、 d) 損 傷 後 の 組 織 の 再 生 、 お よ び e) こ れ ら の 選 択 肢 の 使 用 に お け る 柔 軟 性 、 の 各
能 力 を 有 す る 未 分 化 細 胞 」 と 定 義 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 培 養 系 は 、 生 物 学 的 過 程 お よ び 系 の 細 胞 特 性 お よ び 分 子 特 性 を 研 究 し 、 か つ 理 解 す る 上
で 有 益 な 手 段 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 神 経 幹 細 胞 に 関 し て 、 神 経 幹 細 胞 の 単 離 、 増
殖 、 お よ び 拡 張 、 な ら び に 、 そ の 子 孫 が CNSの 主 要 な 3種 類 の 細 胞 種 へ と 引 き 続 き 分 化 す る
こ と を 可 能 に す る 組 織 培 養 法 が 開 発 さ れ た （ Reynolds and Weiss, 1996） 。 Reynoldsお よ
び Weissは 、 機 能 的 基 準 に 基 づ い て 神 経 幹 細 胞 を 同 定 し た 。 こ れ ら の 基 準 に は 、 1) 多 数 の
子 孫 を 増 殖 お よ び 生 成 す る 能 力 、 2) 長 期 培 養 に お い て 長 期 間 に わ た り 自 己 複 製 す る 能 力
、 お よ び 3) 神 経 幹 細 胞 が 得 ら れ る 組 織 の 主 要 な 細 胞 種 を 産 生 し 続 け る 能 力 が 含 ま れ る 。
ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 （ NA） と 称 さ れ る ア ッ セ イ 法 は 、 神 経 幹 細 胞 の 存 在 お よ び そ
の 治 療 用 途 の 可 能 性 に 関 す る 豊 富 な デ ー タ を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 簡 潔 に 説 明 す る と 、 NAは 、 胚 ～ 成 体 の CNS組 織 の 顕 微 解 剖 、 な ら び に 、 そ の 後 の 細 胞 間
接 触 の 破 壊 お よ び 単 一 細 胞 懸 濁 液 の 生 成 を 含 む 。 少 な く と も 1種 の 増 殖 誘 導 増 殖 因 子 （ す
な わ ち 、 上 皮 増 殖 因 子 ［ EGF］ 、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 ［ bFGF］ な ど ） の 存 在 下 に お
い て 、 細 胞 を 既 知 の 無 血 清 培 地 で 組 織 培 養 容 器 に （ 典 型 的 に は 低 密 度 で ） プ レ ー テ ィ ン グ
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す る 。 こ れ ら の 条 件 下 で 2～ 5日 以 内 に 多 能 性 NSCが 分 裂 し 始 め 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア と 称 さ
れ る 、 ク ロ ー ン に 由 来 す る 未 分 化 細 胞 塊 を 生 じ る （ 図 1） 。 増 殖 誘 導 因 子 の 連 続 的 存 在 下
に お い て 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 内 の 細 胞 は 分 裂 し 続 け 、 結 果 と し て ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 構 成
す る 細 胞 の 数 が 増 大 し 、 ひ い て は ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 大 き さ が 増 大 す る 。 ニ ュ ー ロ ス フ ェ
ア を 回 収 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う 破 壊 し 、 細 胞 を 再 プ レ ー テ ィ ン グ し て 培 養 し 、 新
た な ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で NSCを 継 代 す る こ と で 、 結 果
的 に 生 存 す る CNS前 駆 細 胞 が 等 差 的 に 増 加 す る （ 図 3） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 NAは 哺 乳 動 物 NSCを 単 離 す る た め の 標 準 的 な ア ッ セ イ 法 と な り 、 か つ 、 神 経 系 に お け る
幹 細 胞 の 細 胞 生 物 学 お よ び 分 子 生 物 学 を 理 解 す る た め に 用 い ら れ る 多 く の ア ッ セ イ 法 の 中
核 を な し て い る 。 例 え ば 、 NAは 、 幹 細 胞 機 能 に 及 ぼ す 効 果 に 関 し て 外 因 性 シ グ ナ ル 因 子 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め （ Shimazaki, et. al., 2001） 、 お よ び 神 経 幹 細 胞 の イ ン ビ ボ 生
物 学 の 理 解 を 支 援 す る た め （ Morshead, et. al., 1994； Alvarez-Buylla et. al., 2001
） に 用 い ら れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 本 分 野 の 進 歩 に お い て 有 益 で あ る こ と が 証 明 さ れ
て い る が 、 重 大 な 制 約 を 受 け る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア は 集 団 と し て 少 な く と も 10回 継 代 し て 、 哺 乳 動 物 CNSに お い て 見 出 さ
れ る 3種 類 の 主 要 な 細 胞 種 ： ニ ュ ー ロ ン 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 お よ び オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト
に 引 き 続 き 分 化 し 得 る 、 多 数 の 子 孫 を 結 果 と し て 生 成 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 幹 細
胞 の 主 要 な 要 件 を 満 た す （ Reinolds and Weiss, 1996） 。 さ ら に 、 ク ロ ー ン に 由 来 す る 個
々 の ス フ ェ ア (sphere)を 単 一 細 胞 へ と 解 離 す る こ と が で き 、 分 裂 因 子 の 存 在 下 に お い て 新
た な ス フ ェ ア が 生 成 さ れ （ 自 己 維 持 ） 、 か つ そ の 子 孫 は ニ ュ ー ロ ン 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 お
よ び オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト へ と 分 化 し 得 る 。 現 在 、 NAに お い て 生 成 さ れ た ス フ ェ ア は す べ
て NSCに 由 来 す る と 仮 定 さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ が 事 実 で は な い こ と 、 お よ び NA
に お い て 生 成 さ れ る ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 増 殖 能 が 変 動 す る こ と を 示 す 、 予 想 外 の 結 果 を 有
す る 。 し た が っ て 、 NAは NSCを 同 定 す る も の の 、 こ の ア ッ セ イ 法 で 生 成 さ れ た ニ ュ ー ロ ス
フ ェ ア の す べ て が NSCに 由 来 す る わ け で は な い 。 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 一 部 （ お そ ら く は 大
部 分 ） は 、 よ り 限 定 さ れ た 増 殖 能 、 お よ び 、 お そ ら く 異 な る 分 化 能 を も 有 す る 神 経 前 駆 細
胞 で あ る 可 能 性 が あ る 。 NAに よ り 決 定 さ れ る NSCの 数 は 過 剰 評 価 さ れ 、 か つ 、 こ の 結 果 を
基 に し た 引 き 続 く 解 釈 は 不 正 確 で あ る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 図 2Aお よ び 図 2Bは 、 NAに お
い て 生 成 さ れ た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 集 団 を 表 す も の で あ る 。 仮 説 上 の 例 と し て 、 図 2Aと 図
2Bと の 相 違 点 を 、 図 2Bに お い て GF-Xと 称 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 増 殖 因 子 を 添 加 し た こ と で あ
る と す る 。 こ の 場 合 、 GF-Xを 添 加 し た こ と で 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 数 が 約 34%減 少 す る 結
果 に な っ た と 考 え ら れ る 。 こ れ は 、 こ の 特 定 の 実 験 に お け る 、 NSCの 増 殖 ま た は 生 存 に 及
ぼ す GF-Xの 負 の 調 節 効 果 と し て 解 釈 さ れ る 。 も し NAに お い て 生 成 さ れ た す べ て の ニ ュ ー ロ
ス フ ェ ア が 幹 細 胞 に 由 来 し た と す れ ば 、 こ の 解 釈 は 正 し い と 考 え ら れ る が 、 も し そ う で な
い の な ら ば 、 こ の 結 論 は 妥 当 で は な い 。 そ の よ う な 実 験 の 例 は 、 米 国 特 許 第 5,851,832号
の 実 施 例 43に 見 出 す こ と が で き る 。 こ れ ら の 場 合 の い ず れ に お い て も 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア
の 数 の 変 化 は NSCに 及 ぼ す 効 果 を 反 映 す る と 仮 定 さ れ る が 、 NAに お い て 生 成 す る す べ て の
ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 幹 細 胞 に 由 来 す る こ と が 示 さ れ な い 限 り 、 こ の 仮 定 に は 根 拠 が な い 。
し た が っ て 、 NSCを 研 究 す る た め に 現 在 用 い ら れ て い る 方 法 に は 、 重 大 な 欠 陥 が 存 在 す る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し た が っ て 、 イ ン ビ ト ロ で NSCを 研 究 す る た め の 先 行 技 術 の 方 法 に 付 随 す る 上 記 の 欠 陥
を 考 慮 す る と 、 NSCと 神 経 前 駆 細 胞 と を 区 別 し 得 る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 法 の 必 要 性 が 当 技
術 分 野 に お い て 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 増 殖 能 に 基 づ い て 、 異 な る NSCを 区 別 し 得 る ア ッ セ イ 法 の 必 要 性 も ま た 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 種 お よ び 前 駆 細 胞 種 を 同 定 、 識 別 、 単 離 、 お よ び 定 量 化 す る た め
に 使 用 し 得 る ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 三 次 元 半 固 形 培 地 中 で 神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 を イ ン ビ ト ロ 培 養 し 、
か つ 増 殖 さ せ る 方 法 に 関 す る （ 例 え ば 、 図 12に 示 す 方 法 を 参 照 さ れ た い ） 。 1つ の 局 面 に
お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 を 同 定 す る 方 法 、 お よ び 前 駆 細 胞 か ら 神 経 幹 細 胞 を 区 別 し
得 る 方 法 に 関 す る 。 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 様 々 な 程 度 の 増 殖 能 を 有 す る 神 経 幹 細
胞 を 同 定 す る 方 法 、 お よ び 、 高 い 増 殖 能 を 有 す る 神 経 幹 細 胞 と よ り 低 い ま た は 小 さ い 増 殖
能 を 有 す る 神 経 幹 細 胞 と を 区 別 し 得 る 方 法 に 関 す る 。 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 コ ロ
ニ ー の 大 き さ 、 形 態 、 お よ び 抗 原 発 現 に 基 づ い て 、 NSC種 と 神 経 前 駆 細 胞 種 を 識 別 す る 方
法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る
た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー 間 で 大 き さ の 相 違 が 識 別 で き る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る
段 階 ； お よ び
　 (d) よ り 大 き い コ ロ ニ ー は 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 く 、 か つ 、 よ り 小
さ い コ ロ ニ ー は 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 い こ と か ら 、 コ ロ ニ ー の 大 き
さ を 評 価 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 態 様 と し て 、 NSC種 を 神 経 前 駆 細 胞 種 か ら 同 定 お よ び 識 別 す る 基 準 は 、 最 初 の コ ロ
ニ ー 内 の 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る コ ロ ニ ー の 形 態 に 基 づ き 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定
す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 波 状 コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高
い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 周 辺 が 滑 ら か な コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞
に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 形 態 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 の 存 在 は 、 コ ロ ニ ー 上 の 未
分 化 細 胞 ま た は 分 化 細 胞 に 関 連 す る マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る こ と で 決 定 さ れ 得 る 。 し た
が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た
め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 未 分 化 細 胞 に 関 連 す る マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生
さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 分 化 細 胞 に 関 連 す る マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 コ
ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 抗 原
発 現 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 未 分 化 細 胞 お よ び 神 経 系 統 に 関 連 す る 抗 原 発 現 の 例 に は 、 ネ ス チ ン (nestin)、 sox2、 Mu
sashi、 ABCG2、 LeX、 PNA、 CD24、 お よ び 他 の マ ー カ ー が 含 ま れ る 。 CNSの 分 化 細 胞 に 関 連
す る 抗 原 発 現 の 例 に は 、 β チ ュ ー ブ リ ン 、 GFAP、 O4、 MAP2、 お よ び MBP、 お よ び 他 の マ ー
カ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 お よ び そ れ ら の 子 孫 を 、 半 固 形 3-D基 質 中 で
単 離 、 増 殖 、 お よ び 拡 張 す る た め の イ ン ビ ト ロ 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 高 い 増 殖 能
（ HPP） を 有 す る NSCと 低 い 増 殖 能 を 有 す る NSCと を 識 別 す る こ と を 可 能 に す る 方 法 、 お よ
び 幹 細 胞 と 神 経 前 駆 細 胞 種 と を 識 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。 し か し
、 詳 細 な 説 明 お よ び 特 定 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 示 す も の の 、 説 明 の み の 目
的 で 提 供 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ の 詳 細 な 説 明 か ら 、 本 発 明 の
精 神 お よ び 範 囲 内 で の 種 々 の 変 更 お よ び 修 正 が 当 業 者 に 明 ら か に な る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES） 、 お よ び 胚 性 、 出 生 後 、 ま た は 成 体 CNSに 由 来 す る NSCお よ
び 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 3-D半 固 形 培 地 中 で 誘 導 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ り 、
増 殖 能 に 基 づ い て 、 神 経 幹 細 胞 （ NSC） 種 と 前 駆 細 胞 種 と を 識 別 す る こ と 、 お よ び 異 な る N
SCを 区 別 す る こ と が 可 能 に な る 。 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 に よ り 、 産 生 す る コ ロ ニ ー の 形 態
に 基 づ い て 、 NSC種 と 前 駆 細 胞 種 と を 識 別 す る こ と 、 お よ び 異 な る NSCと 前 駆 細 胞 と を 区 別
す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 CNSの 未 分 化 細 胞 の 詳 細 な 定 義 は 、 米 国 特 許 第 5,750,376号 に お い て 見 出 す こ と が で き る
。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 で は 簡 潔 に 、 細 胞 を 以 下 の よ う に 定 義 し 得 る ：
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 神 経 前 駆 細 胞 ： そ れ 自 体 は 幹 細 胞 で は な い 未 分 化 細 胞 。 神 経 前 駆 細 胞 は 、 増 殖 す る 能 力
お よ び 複 数 種 類 の 細 胞 種 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 。 し た が っ て 、 神 経 前 駆 細 胞 は 、 単 分 化
能 、 二 分 化 能 、 ま た は 多 分 化 能 を 有 し 得 る 。 神 経 前 駆 細 胞 の 際 立 っ た 特 徴 は 、 幹 細 胞 と は
異 な り 、 限 ら れ た 増 殖 能 を 有 し 、 自 己 維 持 を 示 さ な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 神 経 幹 細 胞 ： 本 明 細 書 で 使 用 す る こ の 用 語 は 、 無 制 限 に 分 裂 す る こ と が で き 、 か つ 、 最
終 的 に ニ ュ ー ロ ン 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 お よ び オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト に 分 化 す る 娘 細 胞 を 産
生 し 得 る 、 オ リ ゴ ポ テ ン ト （ oligopotent） ま た は 多 能 性 の 細 胞 を 指 す 。 神 経 幹 細 胞 は 自
己 維 持 す る こ と が で き 、 か つ 多 数 の 子 孫 を 産 生 で き る 。 神 経 幹 細 胞 の 非 幹 細 胞 子 孫 は 、 神
経 前 駆 細 胞 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 駆 細 胞 ： 本 明 細 書 で 使 用 す る こ の 用 語 は 、 神 経 幹 細 胞 の 子 孫 を 指 し 、 し た が っ て 、 こ
れ に は 神 経 前 駆 細 胞 お よ び 神 経 幹 細 胞 の 双 方 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 CNSに お い て 未 分 化 細 胞 を 同 定 す る 際 に 、 こ れ ら の 用 語 を 不 適 切 に 使 用 す る と 、 NSCお よ
び 神 経 前 駆 細 胞 を 研 究 す る 上 で 混 乱 お よ び 誤 解 が 生 じ て し ま う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 NSCは コ ロ ニ ー の 大 き さ に 基 づ い て 神 経 前 駆 細 胞 と 区 別 さ れ 得 る 。
し た が っ て 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 幹 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー 間 で 大 き さ の 相 違 が 識 別 で き る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る
段 階 ； お よ び
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　 (d) よ り 大 き い コ ロ ニ ー は 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 い こ と か ら 、 コ ロ
ニ ー の 大 き さ を 評 価 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー 間 で 大 き さ の 相 違 が 識 別 で き る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る
段 階 ； お よ び
　 (d) よ り 小 さ い コ ロ ニ ー は 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 い こ と か ら 、 コ
ロ ニ ー の 大 き さ を 評 価 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 神 経 細 胞 は 任 意 の 適 切 な 供 給 源 に 由 来 し 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 神 経 細 胞 は 、 初
代 CNS組 織 ま た は 培 養 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 。 神 経 細 胞 は 、 任 意 の 動 物 種 、 好
ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は ヒ ト な ど 霊 長 動 物 ま た は 齧 歯
動 物 に 由 来 し 得 る 。 神 経 細 胞 は 、 線 条 体 、 中 隔 、 皮 質 、 腹 側 中 脳 、 中 隔 、 中 脳 、 小 脳 、 ま
た は 脊 髄 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 神 経 軸 索 の 任 意 の 領 域 の 初 代 胚 性 、 出 生 後 、 ま
た は 成 体 CNS組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 と し て 、 神 経 細 胞 は 以 下 の 方 法 で 生 成 す る こ と が で き る 。 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 に よ り
、 マ ウ ス 胚 （ 例 え ば 14日 胚 ） か ら 線 条 体 ま た は 皮 質 を 切 除 す る 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン
酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸
濁 液 に な る よ う 機 械 的 に 解 離 し 、 1度 洗 浄 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon）
を 通 し て ろ 過 し 、 か つ 、 好 ま し く は EGFを 補 充 し た （ 例 え ば 、 10～ 50 ng/ml、 好 ま し く は 2
0 ng/ml EGF） 適 切 な 培 地 に 約 8.0 ×  10 4  細 胞 /mL～ 7.0 ×  10 5  細 胞 /mL、 好 ま し く は 約 2
.0 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 す る 。 神 経 幹 細 胞 の 適 切 な 培 地 の 例 に は 、 Neu
roCult（ 商 標 ） 培 地 （ NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Medium お よ び  NeuroCult（ 商 標 ）  Prol
iferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） 、 な ら び に グ ル コ ー ス 、 HEPES、
お よ び 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム ； お よ び イ ン ス リ ン 、 ア ポ ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、
プ ト レ シ ン 、 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 下 垂 体 抽 出 物 （ O'Connor et al., 1996） な ど の 成
分 か ら な る 増 殖 補 充 物 を 添 加 し た 基 本 培 地 （ 例 え ば 、 MEM、 DMEM/F12、 イ ス コ フ (Iscove)
、 マ ッ コ イ (McKoy)、 RPMI） を 含 む 、 任 意 の 培 地 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 培
地 は 無 血 清 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た は 、 培 養 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 細 胞 を ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と も 可 能 で
あ る 。 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 マ ウ ス 胚 か ら 線 条 体 ま た は 皮 質 を 切 除 す る 。 2%グ ル
コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト
を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 に な る よ う 機 械 的 に 解 離 し 、 か つ 、 約 20 ng/mlの EGFを 添 加 し
た 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標
）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） な ど の 適 切 な 培 地 に プ レ
ー テ ィ ン グ す る 。 細 胞 を 7日 間 培 養 し 、 NCFCア ッ セ イ に お い て 使 用 す る た め の ニ ュ ー ロ ス
フ ェ ア を 生 成 さ せ る 。 培 養 物 か ら 7日 目 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な
る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、
か つ 、 好 ま し く は 増 殖 因 子 （ 例 え ば EGF） を 含 む 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 な ど の 適 切 な
培 地 に 好 ま し く は 約 2.0 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 次 い で 、 神 経 細 胞 を 半 固 形 培 地 に 懸 濁 す る 。 細 胞 の 増 殖 を 支 持 し 得 る 任 意 の 半 固 形 培 地
を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 半 固 形 培 地 は コ ラ ー ゲ ン に 基 づ く か 、 ま た は メ チ
ル セ ル ロ ー ス に 基 づ く （ IMDM、 DMEM/F12、 マ ッ コ イ 、 イ ス コ フ ） 。 半 固 形 培 地 は 、 コ ラ ー
ゲ ン ま た は メ チ ル セ ル ロ ー ス を 添 加 し た 、 神 経 細 胞 を 培 養 す る た め に 用 い ら れ る 同 様 の 適
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切 な 培 地 （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン を 含 ま な い Neurocult（ 商 標 ） 無 血 清 培 地 ； Neurocult（
商 標 ）  Proliferation Supplements； お よ び EGF） を 含 み 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
培 地 は 無 血 清 で あ る 。 半 固 形 培 地 中 の 細 胞 を 、 デ ー タ を 統 計 解 析 す る た め に 十 分 な コ ロ ニ
ー 数 が 得 ら れ る 濃 度 で プ レ ー テ ィ ン グ す る （ 例 え ば 、 35 mm培 養 デ ィ ッ シ ュ 当 た り 1000～ 2
5,000細 胞 、 好 ま し く は 2500～ 7500細 胞 ） 。 形 成 さ れ る コ ロ ニ ー は 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 前
駆 細 胞 の い ず れ か の 単 一 細 胞 か ら 生 じ る 。 コ ロ ニ ー の 大 き さ の 間 で 大 き さ お よ び 相 違 が 識
別 で き る ま で （ 例 え ば 、 10～ 30日 間 ） コ ロ ニ ー を 培 養 し 、 コ ロ ニ ー を 計 数 し 、 ス コ ア リ ン
グ デ ィ ッ シ ュ 上 の グ リ ッ ド を 用 い て コ ロ ニ ー の 大 き さ を 評 価 す る 。 単 一 の 神 経 幹 細 胞 か ら
生 成 さ れ た コ ロ ニ ー は 時 間 と 共 に 大 き さ が 増 大 し 続 け る 一 方 、 神 経 前 駆 細 胞 か ら 生 成 さ れ
た コ ロ ニ ー は 限 ら れ た 増 殖 能 を 有 し 、 そ の た め 時 間 と 共 に 大 き さ が 増 大 し 続 け る こ と は な
い 。 コ ロ ニ ー の 大 き さ に よ り 、 高 増 殖 能 NSC（ HPP-NSC） 、 低 増 殖 能 NSC（ LPP-NSC） 、 お よ
び 神 経 前 駆 細 胞 が 区 別 さ れ る こ と に な る 。 し た が っ て 、 生 成 さ れ る コ ロ ニ ー の 大 き さ は 、
コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 か ら 生 成 さ れ た の か 、 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 か ら 生 成 さ れ た の か 、 さ
ら に 、 NSCが 高 い 増 殖 能 を 有 す る の か 、 ま た は 低 い 増 殖 能 を 有 す る の か を 示 し 得 る 。 特 に
、 （ デ ィ ッ シ ュ 上 の 他 の コ ロ ニ ー と 比 較 し て ） よ り 大 き い コ ロ ニ ー は 高 い 増 殖 能 を 有 す る
神 経 幹 細 胞 を 示 し 、 中 程 度 の 大 き さ の コ ロ ニ ー は 低 い 増 殖 能 を 有 す る 神 経 前 駆 細 胞 を 示 し
、 か つ 、 よ り 小 さ い コ ロ ニ ー は 神 経 前 駆 細 胞 を 示 す 。 「 よ り 大 き い コ ロ ニ ー 」 ま た は 「 よ
り 小 さ い コ ロ ニ ー 」 の 実 際 の 直 径 は 、 ど れ だ け の 期 間 コ ロ ニ ー を 培 養 し た か な ど 、 多 く の
要 因 に 依 存 す る こ と に な る 。 例 え ば 、 2500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ を 14～ 28日 間 培 養 し た 後 、 直
径 に 基 づ い て コ ロ ニ ー を 4つ の カ テ ゴ リ ー の う ち の 1つ に 分 類 す る ： (1) >2.0 mm、 (2) 1～
2 mm、 (3) 0.5～ 1 mm、 お よ び (4) <0.5 mm。 し た が っ て 、 コ ロ ニ ー を 少 な く と も 14日 間 培
養 す る と 仮 定 す る な ら ば 、 2.0 mmを 超 え る 直 径 は 神 経 幹 細 胞 か ら 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー を 示
す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 胞 種 は ま た 、 そ れ ら が 生 成 す る 形 態 に 基 づ い て 区 別 さ れ 得 る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、
以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 幹 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 波 状 コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た こ と が 示 さ れ
る 、 コ ロ ニ ー の 形 態 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 周 辺 が 滑 ら か な コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た
こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 形 態 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 形 態 に 基 づ い て NSCま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 検 出 す る 上 記 の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 神 経 細
胞 の 供 給 源 な ら び に ア ッ セ イ の 培 地 お よ び 条 件 は 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ に 基 づ く ア ッ セ イ 法
に つ い て 上 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 実 施 例 6に 記 載 す る よ う に 、 異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー は 異 な る 形 態 を 示 し た 。 直 径 >2 mm
の コ ロ ニ ー に つ い て は 、 場 合 に よ っ て は 、 コ ロ ニ ー の 表 面 周 辺 は 突 起 を 含 み 、 か つ 突 起 の
下 に 細 胞 の 密 集 し た 層 を 有 し て 波 状 形 を し て い た 。 直 径 >2 mmの 他 の コ ロ ニ ー は 、 コ ロ ニ
ー の 色 の 強 度 に よ っ て 反 映 さ れ る 種 々 の 程 度 の 細 胞 密 度 を 有 し た 。 場 合 に よ っ て は 、 大 型
コ ロ ニ ー の 中 央 に は 細 胞 の 濃 い 環 が 存 在 し た 。 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 は 、 直 径 1～ 2 mmお よ
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び 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー に つ い て も 観 察 さ れ た 。 1～ 2 mmコ ロ ニ ー の 特 性 に は 、 毛 様 の 辺 縁
部 お よ び 位 相 差 で 濃 く 現 れ る 高 密 度 の 中 心 核 が 含 ま れ た 。 他 の 1～ 2 mmコ ロ ニ ー は 、 よ り
均 一 な 細 胞 塊 を 有 す る 。 直 径 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー で は 、 高 密 度 の 中 心 お よ び 滑 ら か な 表
面 を 有 す る も の も あ れ ば 、 星 様 の 外 表 面 を 有 す る も の も あ っ た 。 こ の 大 き さ の 範 囲 の い く
つ か の コ ロ ニ ー は 、 位 相 差 で 非 常 に 濃 く 高 密 度 に 見 え た 。 直 径 <0.5 mmの コ ロ ニ ー に つ い
て 観 察 さ れ た コ ロ ニ ー 形 態 は 、 他 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー の コ ロ ニ ー に つ い て 観 察 さ れ る 形
態 ほ ど は 異 な っ て い な か っ た 。 場 合 に よ っ て 、 <0.5 mmの 小 型 の コ ロ ニ ー に お い て 、 高 密
度 の 中 心 核 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 神 経 幹 細 胞 の 存 在 は 、 コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 決 定 す る こ と に よ っ て
評 価 さ れ 得 る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 を 同 定 す る た め の 方
法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 幹 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 未 分 化 細 胞 に 関 連 す る マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生
さ れ る こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 (a) 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地 中 に 神 経 細 胞 を 懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 特 定 の 神 経 系 統 に 関 連 す る 細 胞 マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ る こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 抗 原 発 現 に 基 づ い て NSCま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 検 出 す る 上 記 の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 神
経 細 胞 の 供 給 源 な ら び に ア ッ セ イ の 培 地 お よ び 条 件 は 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ に 基 づ く ア ッ セ
イ 法 に 関 し て 上 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 は 、 未 分 化 細 胞 に 関 す る マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 ネ ス チ
ン 、 sox1、 sox2、 musashi、 LexA、 CD24） お よ び 分 化 細 胞 に 関 す る マ ー カ ー に 対 す る 抗 体
（ 抗 β チ ュ ー ブ リ ン 、 GFAP、 O4、 MAP2、 MBP） で 免 疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 す る こ と に よ り 決
定 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 他 の 適 切 な マ ー カ ー を 容 易 に 決 定 し 得 る 。 1つ の 態 様 に お い て 、
コ ロ ニ ー は 、 神 経 幹 細 胞 を 示 す ネ ス チ ン 発 現 に 関 し て 試 験 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 コ
ロ ニ ー は 、 神 経 前 駆 細 胞 を 示 す β チ ュ ー ブ リ ン 発 現 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 （ 例 え ば 、 大 き さ 、 形 態 、 ま た は 抗 原 発 現 に 基 づ い て ） NSCと 神 経 前 駆 細 胞 と を 区 別 す
る 本 発 明 の 上 記 ア ッ セ イ 法 は す べ て 、 呼 称 を 簡 略 化 す る た め に 、 本 明 細 書 で は ま と め て 神
経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法 と 称 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 異 な る NSCを 同 定 し 、 か つ 、 NSCを 神 経 前 駆 細 胞 と 識 別 す る NCFCア ッ セ イ 法 の 能 力 を 考 え
る と 、 NCFCア ッ セ イ 法 は 、 有 効 性 （ NSCの 特 定 の サ ブ セ ッ ト を 標 的 と す る 薬 剤 ） ま た は 毒
性 （ NSC以 外 の 組 織 /細 胞 を 標 的 す る 薬 剤 ） に つ い て 潜 在 的 治 療 組 成 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め に 有 用 で あ る 。 所 望 の 組 成 物 を 種 々 の 用 量 で 培 養 細 胞 に 適 用 し 、 NSCま た は 前 駆 細
胞 の 応 答 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 成 物 が NSCま た は 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖
に 及 ぼ す 効 果 を 決 定 す る こ と が で き 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 任 意 の 技 法 に よ り 、
酵 素 、 受 容 体 、 神 経 伝 達 物 質 、 お よ び ア ミ ノ 酸 な ど の タ ン パ ク 質 の 新 た な レ ベ ル の 発 現 ま
た は 増 加 し た レ ベ ル の 発 現 を 解 析 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 CNSの イ ン ビ ボ 操 作 の 影 響 （ 遺 伝 的 ま た は エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ
ク ） 、 な ら び に そ れ ら が NSCお よ び 神 経 前 駆 細 胞 に 及 ぼ す 影 響 、 ま た は 非 CNS細 胞 を 処 置 す
る よ う に 設 計 さ れ た 組 成 物 の 意 図 し な い 影 響 、 な ら び に そ の よ う な 組 成 物 が NSCお よ び 神
経 前 駆 細 胞 に 及 ぼ し 得 る 二 次 的 効 果 も し く は 副 作 用 を も 研 究 す る こ と が で き る 。 こ の 例 で
は 、 動 物 を 組 成 物 に よ り 処 置 し 、 CNSか ら 単 離 さ れ た 細 胞 お よ び NCFCア ッ セ イ 法 を 用 い て
、 組 成 物 が NSCお よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 、 遺 伝 子 発 現 、 お よ び ま た は タ ン パ ク 質 発 現 に
及 ぼ す 効 果 を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 の 応 用 例 に は 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 、 CNSの 疾 患 お よ び 病 態 の 診 断 、 照
射 、 毒 物 、 刺 激 、 ま た は 環 境 濃 縮 な ど に よ り 引 き 起 こ さ れ る CNSに 及 ぼ す 環 境 的 影 響 の 検
出 、 お よ び CNS疾 患 の 動 物 モ デ ル の 評 価 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 の 別 の 応 用 は 、 CNSに 及 ぼ す 加 齢 、 食 事 摂 取 、 お よ び 運 動 の 影 響 の ス ク
リ ー ニ ン グ に お い て な さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 を 、 神 経 幹 細 胞 の 生 物 学 の 研 究 、 な ら び に シ グ ナ ル 、 増 殖 因 子 、 ホ ル モ
ン 、 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 お よ び 神 経 伝 達 分 子 の 同 定 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 NCFCア ッ セ イ 法 の 用 途 に は 、 神 経 発 生 の 生 物 学 、 CNSの 疾 患 の 生 物 学 （ ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 癌 、 脳 腫 瘍 転 移 、 腫 瘍 進 行 、 ハ ン チ ン ト ン 病 ） 、
CNSの 損 傷 の 生 物 学 （ 脊 髄 、 手 術 か ら の 回 復 ） 、 神 経 学 的 症 候 群 （ 統 合 失 調 症 ） の 生 物 学
、 な ら び に 加 齢 お よ び 記 憶 喪 失 の 生 物 学 に お け る 研 究 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 の 他 の 用 途 に は 、 脳 機 能 の 増 強 、 疼 痛 の 知 覚 、 外 傷 後 治 療 、 依 存 症 、 記
憶 喪 失 、 お よ び 行 動 障 害 の 評 価 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 神 経 変 性 疾 患 （ 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 筋 萎 縮 性
側 索 硬 化 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 ） の よ う な CNSの 疾 患 ま た は 障 害 、 お よ び CNS損 傷 （ 例 え ば 、
脳 卒 中 、 頭 部 外 傷 、 脊 髄 損 傷 、 脳 性 麻 痺 ） に は 、 神 経 細 胞 の 変 性 、 機 能 不 全 、 ま た は 喪 失
が 関 与 し て い る 。 神 経 幹 細 胞 の 移 植 を 用 い る こ と に よ り 、 そ の よ う な CNSの 疾 患 ま た は 障
害 を 治 療 す る こ と が で き る と 期 待 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の NCFCア ッ セ イ 法 を 用 い て
、 治 療 に 使 用 す る 細 胞 調 製 物 の 質 を 評 価 す る こ と が で き る 。 本 ア ッ セ イ 法 に 従 っ て 同 定 さ
れ た NSCを 、 CNSの 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 非 限 定 的 な 例 は 、 本 発 明 を 例 証 す る も の で あ る ：
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 神 経 細 胞 は 、 ネ ズ ミ 、 齧 歯 動 物 、 お よ び ヒ ト の 線 条 体 、 中 隔 、 皮 質 、 腹 側 中 脳 、 中 隔 、
中 脳 、 小 脳 、 ま た は 脊 髄 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 神 経 軸 索 の 任 意 の 領 域 の 初 代 胚 性
、 出 生 後 、 ま た は 成 体 CNS組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。 神 経 細 胞 は 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア
ッ セ イ ま た は 神 経 組 織 培 養 の 分 野 の 当 業 者 に 公 知 で あ る 任 意 の 方 法 を 用 い て 生 成 さ れ る よ
う な 培 養 細 胞 か ら 得 る こ と も で き る 。 神 経 細 胞 は 、 ES細 胞 を 培 養 す る 任 意 の 標 準 的 な 手 順
に 従 っ て 、 任 意 の 段 階 の 胚 性 幹 細 胞 か ら 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 例 え ば 、 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charles River
） か ら 線 条 体 お よ び /ま た は 皮 質 を 切 除 す る 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に
組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ
う に 機 械 的 に 解 離 し 、 1度 洗 浄 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ
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実 施 例
実 施 例 1
マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 を 用 い た 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法



過 し 、 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/ml EGFを 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal M
ediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies In
c.） に お い て 2.17 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た は 、 培 養 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 細 胞 を NCFCア ッ セ イ の た め に 使 用 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 に よ り 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charles R
iver） か ら 線 条 体 を 切 除 す る 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、
次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解
離 し 、 20 ng/ml EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ NeuroCult（ 商 標 ）  Basal M
ediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies In
c.） に プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 細 胞 を 7日 間 培 養 し 、 NCFCア ッ セ イ に 使 用 す る た め の ニ ュ ー
ロ ス フ ェ ア を 生 成 さ せ る 。 培 養 物 か ら 7日 目 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液
と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過
す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 述 し た 2つ の 実 施 例 の い ず れ か に よ っ て 産 生 さ れ た 神 経 細 胞 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 完
全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ StemCell Technologies Inc.） に お い て 2.17 ×  10 5  細 胞 /mL
の 濃 度 と な る よ う に 希 釈 す る 。 半 固 形 NCFCア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 作 製 す る た め 、 以
下 の 成 分 を 所 定 の 順 に 添 加 す る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に す る 。 最 終 密 度
が 2500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ
レ ー テ ィ ン グ す る 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に 培 養 物 を 置 く 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 上 記 の 実 施 例 1に 詳 述 し た よ う に 、 初 代 マ ウ ス CNS組 織 ま た は ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 7日 目
培 養 物 か ら 細 胞 を 単 離 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日
CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charles River） か ら 線 条 体 お よ び /ま た は 皮 質 を 切 除 し た 。 2%グ
ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ
ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 1度 洗 浄 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ
ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/mlの EGF
を 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Su
pplements； StemCell Technologies Inc.） に お い て 2.17 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ
う に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た は 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 培 養 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 細 胞 を NCFCア ッ セ
イ に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ
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実 施 例 2
半 固 形 培 養 （ NCFCア ッ セ イ 法 ） お よ び 液 体 懸 濁 培 養 （ ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 ） に お
い て 、 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ っ て 生 成 す る 神 経 コ ロ ニ ー の 増 殖



ウ ス 胚 （ Charles River） か ら 線 条 体 を 切 除 す る 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水
中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な
る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 20 ng/mlの EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ NeuroC
ult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemC
ell Technologies Inc.） に プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 細 胞 を 7日 間 培 養 し 、 NCFCア ッ セ イ 法 に
使 用 す る た め の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 生 成 さ せ る 。 培 養 物 か ら 7日 目 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回
収 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ F
alcon） を 通 し て ろ 過 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 述 し た 2つ の 実 施 例 に よ っ て 産 生 さ れ た 神 経 細 胞 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 完 全 NeuroCult
（ 商 標 ） 培 地 （ StemCell Technologies Inc.） で 2.17 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う
に 希 釈 す る 。 半 固 形 NCFCア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 作 製 す る た め 、 以 下 の 成 分 を 所 定 の
順 に 添 加 す る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に す る 。 最 終 密 度
が 2500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ
レ ー テ ィ ン グ す る 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に 培 養 物 を 置 く 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ お よ び 数 を 計 測 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 4は 、 図 の 説 明 に 列 挙 し た 培 養 日 数 後 に 、 NCFCア ッ セ イ 法 お よ び ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア
ッ セ イ 法 で 形 成 さ れ た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 形 態 を 示 す 。 図 5か ら 、 NCFCア ッ セ イ 法 で 生 成
さ れ た コ ロ ニ ー 数 が 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 で 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー 数 と 同 等 で あ る
こ と が 示 さ れ る 。 要 約 す れ ば 、 NAア ッ セ イ 法 お よ び NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 、 そ れ ぞ れ ニ
ュ ー ロ ス フ ェ ア お よ び コ ロ ニ ー が 同 等 の 数 だ け 形 成 さ れ る 。 こ の こ と か ら 、 NCFCア ッ セ イ
法 で 用 い ら れ る 培 養 条 件 が 、 EGF応 答 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 し な い こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 上 記 の 実 施 例 1に 詳 述 し た よ う に 、 初 代 マ ウ ス CNS組 織 ま た は ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 7日 目
培 養 物 か ら 細 胞 を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 で プ レ ー テ ィ ン グ し て 4～ 7日 以 内 に 、 NSCお よ び 神 経 前 駆 細 胞 は 増 殖 を
開 始 し て （ 図 6A） 小 型 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。 14日 目 ま で に 、 こ れ ら の 小 型 の コ ロ ニ ー は
大 き さ を 増 し 、 コ ロ ニ ー 間 の 相 違 が 識 別 さ れ 得 る （ 図 6B） 。 約 10～ 14日 後 、 多 く の コ ロ ニ
ー は 増 殖 が 停 止 す る よ う に 見 え る が 、 他 の コ ロ ニ ー は 拡 張 し 続 け る 。 21～ 28日 目 ま で に 、
コ ロ ニ ー は 少 な く と も 4つ の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ 得 る ： 1) 直 径 2 mmを 超 過 、 2) 直 径 1～
2 mm、 3) 直 径 0.5～ 1 mm、 お よ び 4)直 径 0.5 mm未 満 （ 図 7） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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実 施 例 3
マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 を 用 い た NCFCア ッ セ イ 法 に お け る コ ロ ニ ー の 大 き さ と 日 数 と の
関 係

実 施 例 4



　 コ ロ ニ ー の 大 き さ を 分 類 し 、 か つ 計 数 し て 、 こ れ ら の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お
け る コ ロ ニ ー の 頻 度 を グ ラ フ 化 し 得 る （ 図 8A） 。 こ れ を 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 に 対
す る 割 合 と し て （ 図 8B） 、 ま た は 生 成 さ れ た 全 コ ロ ニ ー の 割 合 と し て （ 図 8C） 表 現 す る こ
と も で き る 。 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 大 部 分 （ 76%） は 大 き さ が 0.5 mm未 満 で あ り 、 非 常 に
小 さ な 割 合 （ 2.3%） が 直 径 2 mmを 超 え る 大 型 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー に 含 ま れ る 細 胞 の 増 殖 能 を 、 以 下 の 手 順 に よ り 測 定 し た 。 4つ
の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー の コ ロ ニ ー を コ ラ ー ゲ ン 基 質 か ら 切 り 出 す こ と で 単 離 し 、 こ れ ら を
個 々 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 0.25%溶 液 中 に お い て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 9） 。 次
い で 、 切 り 出 し た コ ロ ニ ー を Gilsonピ ペ ッ ト チ ッ プ で 機 械 的 に 破 壊 し て 基 質 を 細 分 化 し 、
単 一 細 胞 懸 濁 液 を 作 製 し た 。 単 一 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 EGFを 添 加 し た 完 全 N
euroCult（ 商 標 ） 培 地 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ ニ ュ ー
ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 ） 。 10～ 14日 後 、 新 た な ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス
フ ェ ア を 回 収 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 新 鮮 培 地 で 再 度 プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ を 10～ 14日
ご と に 繰 り 返 し た 。 上 に 詳 述 し た よ う に 、 NCFCア ッ セ イ よ り HPP-NSCコ ロ ニ ー が 切 り 出 さ
れ た （ 図 9） 。 こ れ ら の 培 養 条 件 下 に お い て 、 増 殖 因 子 応 答 性 細 胞 株 （ 図 10B～ Cお よ び 図 1
1） は 直 径 2 mm以 上 の コ ロ ニ ー （ HPP-NSCコ ロ ニ ー ） か ら 生 成 さ れ た が 、 直 径 0.5 mm未 満 の
コ ロ ニ ー か ら は 生 成 さ れ な か っ た （ 図 11） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 上 記 の 実 施 例 1に 詳 述 し た よ う に 、 初 代 マ ウ ス CNS組 織 ま た は ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 7日 目
培 養 物 か ら 細 胞 を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て プ レ ー テ ィ ン グ し て 4～ 7日 以 内 に 、 NSCお よ び 神 経 前 駆 細 胞 は
増 殖 を 開 始 し て （ 図 6A） 小 型 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。 14日 目 ま で に 、 こ れ ら の 小 型 コ ロ ニ
ー は 種 々 の 程 度 に 増 殖 し 、 異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー が 識 別 さ れ 得 る （ 図 6B） 。 約 10～ 14日
後 、 多 く の コ ロ ニ ー は 増 殖 が 停 止 す る よ う に 見 え る が 、 他 の コ ロ ニ ー は 拡 張 し 続 け る 。 21
～ 28日 目 ま で に 、 コ ロ ニ ー は 少 な く と も 4つ の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ 得 る ： 1) 直 径 2 mmを
超 過 、 2) 直 径 1～ 2 mm、 3) 直 径 0.5～ 1 mm、 お よ び 4)直 径 0.5 mm未 満 （ 図 7） 。 21～ 28日
目 ま で に 、 種 々 の コ ロ ニ ー の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー に お い て コ ロ ニ ー 形 態 の 相 違 も 観 察 さ れ
得 る 。 4つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー に 由 来 す る コ ロ ニ ー の 写 真 を 顕 微 鏡 を 通 し て 直 接 撮 影 し
、 形 態 に お け る 相 違 を 記 録 し た （ 図 13～ 16） 。 次 い で 、 4つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー に 由 来
す る こ れ ら の コ ロ ニ ー を コ ラ ー ゲ ン 基 質 か ら 切 り 出 す こ と で 単 離 し 、 こ れ ら を 個 々 に コ ラ
ゲ ナ ー ゼ の 0.25%溶 液 中 に お い て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 9） 。 次 に 、 切 り 出
し た コ ロ ニ ー を Gilsonピ ペ ッ ト チ ッ プ で 機 械 的 に 破 壊 し 、 基 質 を 細 分 化 し て 単 一 細 胞 懸 濁
液 を 産 生 し た 。 単 一 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商
標 ） 培 地 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア
ッ セ イ 法 ） 。 10～ 14日 後 、 新 た な ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た ウ ェ ル に お け る ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア
を 回 収 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 新 鮮 な 培 地 に 再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ を 10～ 14日 ご と に
繰 り 返 し た 。 上 に 詳 述 し た よ う に 、 NCFCア ッ セ イ よ り HPP-NSCコ ロ ニ ー が 切 り 出 さ れ た （
図 9） 。 こ れ ら の 培 養 条 件 下 に お い て 、 増 殖 因 子 応 答 性 細 胞 株 （ 図 10B～ C） は 直 径 2 mm以
上 の コ ロ ニ ー （ HPP-NSCコ ロ ニ ー ） か ら 生 成 さ れ た が 、 直 径 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー か ら は
生 成 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ る NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 生 成 す る 種 々 の コ ロ ニ ー 種 の 大
き さ お よ び 種 々 の 大 き さ の コ ロ ニ ー の 頻 度 ：

実 施 例 5
異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー 内 の マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 か ら 元 来 生 じ た 、 異 な る 大 き さ の
コ ロ ニ ー か ら 解 離 し た 細 胞 の 増 殖 能

実 施 例 6
マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ っ て 生 成 す る 異 な る コ ロ ニ ー 形 態



　 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー に つ い て 観 察 さ れ た 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 を 図 13に 示 す 。 場 合 に よ
っ て は 、 コ ロ ニ ー の 表 面 周 辺 は 突 起 を 含 み 、 突 起 の 下 に 細 胞 の 密 集 し た 層 を 有 し て 波 状 形
を し て い た （ 図 13A） 。 直 径 >2 mmの 他 の コ ロ ニ ー は 、 コ ロ ニ ー の 色 の 強 度 に よ っ て 反 映 さ
れ る 種 々 の 程 度 の 細 胞 密 度 を 有 し た （ 図 13Bお よ び 13C） 。 場 合 に よ っ て は 、 大 型 コ ロ ニ ー
の 中 央 に は 細 胞 の 濃 い 環 が 存 在 し た （ 図 13D） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 は ま た 、 直 径 1～ 2 mmお よ び 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー に つ い て も 観 察 さ
れ た （ 図 14お よ び 15） 。 1～ 2 mmの コ ロ ニ ー の 特 性 に は 、 毛 様 の 辺 縁 部 （ 図 14C） お よ び 位
相 差 で 濃 く 現 れ る 高 密 度 の 中 心 核 （ 図 14Aお よ び 14B） が 含 ま れ た 。 他 の 1～ 2 mmの コ ロ ニ
ー は 、 よ り 均 一 な 細 胞 塊 を 有 す る （ 図 14D） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 直 径 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー で は （ 図 15） 、 高 密 度 の 中 心 お よ び 滑 ら か な 表 面 を 有 す る も
の も あ れ ば （ そ れ ぞ れ 図 15Aお よ び 15B） 、 星 様 の 外 表 面 を 有 す る も の も あ っ た （ 図 15C）
。 こ の 大 き さ の 範 囲 内 の い く つ か の コ ロ ニ ー は 、 位 相 差 で 非 常 に 濃 く 高 密 度 に 見 え た （ 図
15D） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 直 径 <0.5 mmの コ ロ ニ ー に つ い て 観 察 さ れ た コ ロ ニ ー 形 態 は 、 他 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー
の コ ロ ニ ー に お い て 観 察 さ れ る 形 態 ほ ど は 異 な っ て い な か っ た （ 図 16A～ D） 。 場 合 に よ っ
て は 、 <0.5 mmの 小 型 コ ロ ニ ー に お い て 、 高 密 度 の 中 心 核 が 観 察 さ れ た （ 図 16D） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 述 し た よ う に 、 NSCお よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 定 義 に お い て 、 NSCは 拡 張 さ れ た 増 殖 能 を 有
す る の に 対 し て 、 神 経 前 駆 細 胞 は 限 定 さ れ た 増 殖 能 を 有 す る 。 大 型 コ ロ ニ ー が 繰 り 返 し て
継 代 さ れ 得 る こ と か ら 、 そ れ ら が 元 来 は NSCに 由 来 す る と い う 結 論 が 支 持 さ れ る 。 ま た は
、 小 型 コ ロ ニ ー が 、 継 続 し た 増 殖 を 示 し 多 数 の 子 孫 を 生 成 す る こ と が で き な い こ と か ら 、
こ れ ら は 幹 細 胞 に 由 来 す る の で は な く 、 む し ろ 神 経 前 駆 細 胞 で あ る こ と が 支 持 さ れ る 。 し
た が っ て 、 NCFCア ッ セ イ 法 は 、 異 な る 増 殖 能 、 す な わ ち 高 い 増 殖 能 お よ び 低 い 増 殖 能 を 有
す る 細 胞 を 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 線 条 体 と 称 さ れ る 神 経 軸 索 の 領 域 の 初 代 胚 性 マ ウ ス CNS組 織 か ら 、 神 経 細 胞 が 得 ら れ た
。 例 え ば 、 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charles River
） か ら 線 条 体 を 切 除 し た 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い
で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し
、 1度 洗 浄 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、 完 全 NeuroCul
t（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/mlの EGFを 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroC
ult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） で 2.17 ×  10 5

 細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 上 記 の 例 に よ っ て 産 生 さ れ た 神 経 細 胞 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培
地 （ StemCell Technologies Inc.） に お い て 2.17 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希
釈 し た 。 半 固 形 NSCア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 作 製 す る た め 、 以 下 の 成 分 を 所 定 の 順 に
添 加 し た ：
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実 施 例 7
神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法 ： マ ウ ス 初 代 胚 齢 14日 線 条 体 CNS組 織



　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 最 終 密 度 が 2500
細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー テ
ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 培
養 物 を 置 い た 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 コ ロ ニ ー の 大 き さ を 分 類 し 、 計 数 し 、 か つ こ れ ら の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お け
る コ ロ ニ ー の 頻 度 を 表 1に 要 約 し た 。 こ の 結 果 を 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 に 対 す る 割
合 と し て 表 現 し た （ 表 1） 。 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の 0.52～ 1.1%が 種 々 の 程 度 に 増 殖
し 、 異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の う ち 非 常 に 小 さ な
割 合 （ 0.09%） が 大 型 （ >2 mm） の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 大 部 分 は 、
よ り 限 ら れ た 増 殖 能 を 示 唆 す る <1 mmの コ ロ ニ ー を 形 成 し た （ 0.5%） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー の 増 殖 能 を 、 以 下 の 手 順 に よ り 測 定 し た 。 4つ の 大 き さ の カ テ
ゴ リ ー の コ ロ ニ ー を コ ラ ー ゲ ン 基 質 か ら 切 り 出 す こ と で 単 離 し 、 こ れ ら を 個 々 に コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 0.25%溶 液 中 に お い て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 9） 。 次 い で 、 切 り 出 し
た コ ロ ニ ー を Gilsonピ ペ ッ ト チ ッ プ で 機 械 的 に 破 壊 し 、 基 質 を 細 分 化 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液
を 産 生 し た 。 単 一 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商 標
） 培 地 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ
セ イ 法 ） 。 10～ 14日 後 、 新 た な ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し
、 機 械 的 に 解 離 し 、 新 鮮 な 培 地 に 再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ を 10～ 14日 ご と に 繰 り 返 し
た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 は 、 常 に 二 次 お よ び 三 次 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 生
成 し た （ 図 17） 。 こ れ ら の 三 次 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 細 胞 は 増 殖 し 、 拡 張 し 、 か つ
長 期 培 養 に お い て 多 分 化 能 を 維 持 し 、 元 来 の NCFCが NSCで あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 1～ 2 mm
、 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 お よ び 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 同 時
期 に 50%、 36%、 お よ び 17%の 割 合 で 二 次 ス フ ェ ア を 産 生 し た 。 直 径 1～ 2 mmの コ ロ ニ ー に 由
来 す る 細 胞 は 同 時 期 に 8.3%の 割 合 で 三 次 ス フ ェ ア を 生 成 し た が 、 こ れ ら は 継 代 す る こ と が
で き な か っ た 。 直 径 <1 mmの コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 は 決 し て 三 次 ス フ ェ ア を 産 生 す る こ
と は な く 、 元 来 の NCFCが 、 背 景 技 術 の 項 に 記 載 し た NSCの す べ て の 特 性 を 有 す る わ け で は
な く 、 前 駆 細 胞 で あ っ た こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 2 mmを 超 え る コ ロ ニ ー の 多 分 化 能 を 、 以 下 の 手 順 に よ り 測 定 し た 。 >2 mmの 個 々 の コ ロ
ニ ー を コ ラ ー ゲ ン 基 質 か ら 切 り 出 す こ と で 単 離 し 、 こ れ ら を 個 々 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 0.25%
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実 施 例 8
初 代 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 を 用 い た NCFCア ッ セ イ 法 で 生 成 す る 、 異 な る コ ロ ニ ー 種 の
大 き さ お よ び 種 々 の 大 き さ の コ ロ ニ ー の 頻 度 ：

実 施 例 9
異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー 内 の 初 代 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 の 増 殖 能

実 施 例 10
初 代 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 由 来 の >2 mmコ ロ ニ ー か ら 生 成 さ れ た 二 次 ス フ ェ ア の 多 分
化 能



溶 液 中 に お い て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 9の 方 法 図 ） 。 次 い で 、 切 り 出 し た
コ ロ ニ ー を Gilsonピ ペ ッ ト チ ッ プ で 機 械 的 に 破 壊 し 、 基 質 を 細 分 化 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 を
産 生 し た 。 単 一 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商 標 ）
培 地 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ
イ 法 ） 。 10～ 14日 後 、 新 た な ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、
機 械 的 に 解 離 し 、 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 1%血 清 を 添 加 し た 完 全 NeuroCult（
商 標 ） 培 地 0.8 mlを 含 む 予 め コ ー テ ィ ン グ さ れ た ポ リ -D-リ ジ ン /ラ ミ ニ ン  #35-4688 Bect
on Dickinson Biocoat 8ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ ら の 条 件 下 に お
い て 細 胞 は 分 化 し 、 次 い で 以 下 の 手 順 を 用 い て 免 疫 染 色 の た め に さ ら に 処 理 さ れ た 。 6～ 8
日 後 に 倒 立 光 学 顕 微 鏡 で 培 養 物 を 観 察 し 、 細 胞 が 分 化 し 、 か つ 生 存 し て い る か ど う か を 判
定 す る 。 分 化 手 順 の 間 に 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 数 お よ び 培 地 が 酸 性 に な っ た か ど う か
（ 色 が 黄 色 /オ レ ン ジ 色 に な る ） に 基 づ い て 、 培 地 を 交 換 し た 。 培 地 は 、 約 50%の 培 地 を 除
去 し 、 1%血 清 を 添 加 し た 新 鮮 な 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 に 置 換 す る こ と で 交 換 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 培 養 の 10日 後 、 （ す べ て の 培 地 を 除 去 し て 固 定 さ れ て い な い 細 胞 が 空 気 に 曝 露 さ れ る こ
と の な い よ う 注 意 し な が ら ） 分 化 し て い る 細 胞 を 含 む 各 チ ャ ン バ ー か ら 培 地 を 除 去 し 、 4%
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 1 mlを チ ャ ン バ ー に 直 接 添 加 し た 。 細 胞 を 室 温 で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 真 空 ポ ン プ に 接 続 さ れ た 吸 引 シ ス テ ム を 用 い て 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶
液 を 吸 引 し た 。 試 料 に PBS（ pH 7.2） を 添 加 し 、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 洗 浄 手 順
を さ ら に 2回 繰 り 返 し 、 合 計 3回 の 洗 浄 段 階 を 行 っ た 。 次 に 、 0.3% Triton X-100を 含 む PBS
 1 mlを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 細 胞 を 透 過 処 理 し た 。 5分
後 、 PBS/Triton X-100を 吸 引 に よ り 除 去 し 、 5分 間 の PBS洗 浄 を 2回 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 に 、 ニ ュ ー ロ ン の 特 異 的 系 統 マ ー カ ー β チ ュ ー ブ リ ン 、 ア ス ト ロ サ イ ト の 特 異 的 系 統
マ ー カ ー GFAP、 お よ び オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト の 特 異 的 系 統 マ ー カ ー O4に 対 す る 一 次 抗 体 で
試 料 を 標 識 し た 。 一 次 抗 体 は 、 10%ヤ ギ 血 清 を 含 む 希 釈 溶 液 PBSに お い て 最 適 作 業 希 釈 度 に
希 釈 し た （ β チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 は 1:1000で 使 用 し ； GFAP抗 体 は 1:100で 使 用 し 、 か つ O4抗
体 は 1:50で 使 用 し た ） 。 次 い で 、 希 釈 抗 体 250μ L量 を チ ャ ン バ ー に 直 接 添 加 し 、 す べ て の
試 料 を 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 PBSを 用 い て 5分
間 の 洗 浄 を 3回 行 っ て 一 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 。 次 い で 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） Texas R
ed色 素 結 合 二 次 抗 体 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG（ H+L） AMCA結 合 二 次 抗 体 、 お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig
M、 μ 鎖 特 異 的 FITC結 合 二 次 抗 体 を 2%血 清 （ 一 次 抗 体 の 希 釈 液 と し て 使 用 し た の と 同 一 の
血 清 ） を 含 む PBSで 希 釈 し 、 各 チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド に 添 加 し た 。 試 料 を 二 次 抗 体 250μ lと
共 に 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 PBSを 用 い て 5分 間 の
洗 浄 を 3回 行 っ て 二 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 。 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ス ラ イ ド
ガ ラ ス か ら チ ャ ン バ ー を 外 し た 。 封 入 培 地 5μ Lを 各 チ ャ ン バ ー ス ロ ッ ト に 添 加 し 、 次 い で
気 泡 が 全 く 入 ら な い よ う に し な が ら 75 mmカ バ ー ガ ラ ス で 覆 っ た 。 各 フ ル オ ロ フ ォ ア に 適
切 な フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 免 疫 蛍 光 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 元 来 >2 mmの コ ロ ニ ー か ら 生 成 さ れ た 二 次 ス フ ェ ア よ り 単 離 さ れ た 細 胞 は 、 CNSに お い て
見 出 さ れ る 3種 類 の 細 胞 表 現 型 ： ニ ュ ー ロ ン 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 お よ び オ リ ゴ デ ン ド ロ サ
イ ト を 産 生 す る こ と が で き （ 図 18） 、 こ の こ と か ら 元 来 の NCFCが NSCで あ る こ と が 示 唆 さ
れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は 乾 燥 さ せ 、 染 色 す る こ と が で き る た め 、 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 形 成
さ れ た コ ロ ニ ー を 免 疫 細 胞 化 学 的 に 直 接 染 色 す る こ と も 可 能 で あ る 。 神 経 コ ロ ニ ー の 増 殖
、 脱 水 、 固 定 、 お よ び 染 色 は す べ て 、 35 mm培 養 デ ィ ッ シ ュ お よ び 特 大 型 （ 75 mm ×  50 m
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実 施 例 11
NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 初 代 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 し た コ ロ ニ ー の イ ン サ
イ チ ュ ー 免 疫 染 色



m） ス ラ イ ド で 行 う 。 NCFCア ッ セ イ 法 に お け る コ ロ ニ ー の イ ン サ イ チ ュ ー 染 色 は 以 下 の 手
順 に 従 っ て 行 っ た 。 ア セ ト ン 約 200 mLを 含 む 容 器 を 氷 上 に 最 低 15分 間 置 い た 。 NCFCア ッ セ
イ に 使 用 し た 35 mm培 養 デ ィ ッ シ ュ を イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 取 り 出 し 、 デ ィ ッ シ ュ か ら 蓋
を 外 し た 。 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル お よ び 包 埋 さ れ た コ ロ ニ ー を 含 む 各 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 、 特 大 型
75 mm ×  50 mmス ラ イ ド 上 で 反 転 さ せ た 。 予 め 切 断 し た ポ リ プ ロ ピ レ ン 隔 離 板 を 厚 い 白 色
フ ィ ル タ ー カ ー ド と 共 に コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 に 置 き 、 液 体 を カ ー ド に 染 み 込 ま せ た 。 次 い で
、 元 の ポ リ プ ロ ピ レ ン 隔 離 板 は そ の ま ま に し て 、 厚 い 白 色 カ ー ド を 除 去 し た 。 コ ラ ー ゲ ン
ゲ ル お よ び ス ペ ー サ ー を 含 む 全 ス ラ イ ド を 、 冷 ア セ ト ン 約 200 mLで 満 た し た 適 切 な プ ラ ス
チ ッ ク 容 器 中 に 水 平 に 置 い た 。 ス ラ イ ド 上 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル は そ の ま ま に し て 、 ポ リ プ ロ
ピ レ ン ス ペ ー サ ー を 浮 か せ て 外 し た 。 ス ラ イ ド を ア セ ト ン 中 に 5分 間 置 い た 。 固 定 液 か ら
ス ラ イ ド を 取 り 出 し 、 垂 直 に し て 風 乾 さ せ た 。 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む プ ラ ス チ ッ
ク 容 器 中 に ス ラ イ ド ガ ラ ス を 置 き 、 試 料 を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド 溶 液 を 捨 て 、 PBS（ pH 7.2） 約 20 mLを 試 料 に 添 加 し 、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 こ の 洗 浄 手 順 を さ ら に 2回 繰 り 返 し 、 合 計 3回 の 洗 浄 段 階 を 行 っ た 。 次 に 、 ス ラ イ ド ガ
ラ ス を 含 む プ ラ ス チ ッ ク 容 器 に 0.3% Triton X-100を 含 む PBS 20 mlを 添 加 し 、 試 料 を 室 温
で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 細 胞 を 透 過 処 理 し た 。 5分 後 、 PBS/Triton X-100を 捨 て 、 5
分 間 の PBS洗 浄 を 2回 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 次 に 、 未 分 化 神 経 細 胞 の マ ー カ ー で あ る ネ ス チ ン に 対 す る 一 次 抗 体 で 試 料 を 標 識 し た 。
抗 ネ ス チ ン 抗 体 は 、 10%ヤ ギ 血 清 を 含 む PBSで 1:50に 希 釈 し た 。 次 い で 、 希 釈 抗 体 約 500μ L
を ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の 脱 水 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル に 直 接 添 加 し 、 パ ラ フ ィ ル ム 片 を 抗 体 溶 液
上 に 載 せ た 。 す べ て の 試 料 を 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間
の 後 、 PBSを 用 い て 5分 間 の 洗 浄 を 3回 行 っ て 一 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 。 次 い で 、 ヤ ギ 抗 マ
ウ ス IgG（ H+L） Texas Red結 合 二 次 抗 体 を 、 2%ヤ ギ 血 清 を 含 む PBSで 希 釈 し 、 ス ラ イ ド ガ ラ
ス 上 の 脱 水 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル に 直 接 添 加 し た 。 パ ラ フ ィ ル ム 片 を 抗 体 溶 液 上 に 載 せ 、 試
料 を 二 次 抗 体 と 共 に 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 PBSを 用
い て 5分 間 の 洗 浄 を 3回 行 っ て 二 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 。 封 入 培 地 5μ Lを 各 脱 水 コ ラ ー ゲ ン
ゲ ル の 中 央 に 添 加 し 、 次 い で 気 泡 が 全 く 入 ら な い よ う に し な が ら カ バ ー ガ ラ ス で 覆 っ た 。
各 フ ル オ ロ フ ォ ア に 適 切 な フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 免 疫 蛍 光 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 >2 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 は ネ ス チ ン 発 現 に 関 し て 高 度 に 陽 性 で あ り 、 か つ 、 こ れ ら の
コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 の 大 部 分 は ネ ス チ ン に つ い て 染 色 さ れ た （ 図 19A） 。 直 径 1～ 2 mm（ 図 19
B） お よ び 0.5～ 1 mm（ 図 19C） の コ ロ ニ ー は 、 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 と 比 較 し て 、
ネ ス チ ン 発 現 に つ い て 陽 性 の 細 胞 を よ り 少 な く 含 み 、 直 径 <0.5 mmの コ ロ ニ ー が 含 む ネ ス
チ ン 陽 性 細 胞 の 数 は 最 も 少 な か っ た （ 図 19D） 。 こ の こ と か ら 、 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー は 直
径 <2 mmの コ ロ ニ ー と 比 較 し て 、 NSCお よ び 前 駆 細 胞 を 含 む 未 分 化 細 胞 を 多 く 含 む こ と が 示
唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 線 条 体 と 称 さ れ る 神 経 軸 索 の 領 域 に 由 来 す る 初 代 胚 性 マ ウ ス CNS組 織 か ら 、 神 経 細 胞 が
得 ら れ た 。 例 え ば 、 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charl
es River） か ら 線 条 体 を 切 除 し た 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収
し 、 次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的
に 解 離 し 、 1度 洗 浄 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、 完 全
NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/mlの EGFを 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ
び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に お
い て 6.51 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 し た 。 こ の 細 胞 濃 度 は 、 実 施 例 1に お け
る 継 代 さ れ た 2E14線 条 体 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 、 お よ び 実 施 例 7に お け る 初 代 線 条 体 細 胞 に つ
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実 施 例 12
マ ウ ス 初 代 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 の 数 を 多 く 用 い た 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ
法



い て 用 い ら れ た 濃 度 (2.17 ×  10 5  細 胞 /mL)よ り も 3倍 高 い 。 6.51 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度
は 、 プ レ ー テ ィ ン グ さ れ た 35 mmデ ィ ッ シ ュ 当 た り 合 計 7500個 の 細 胞 に 相 当 し 、 こ れ は ス
ク リ ー ニ ン グ の た め に 適 切 な コ ロ ニ ー 数 を 産 生 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 述 の 実 施 例 に よ っ て 産 生 さ れ た 神 経 細 胞 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 完 全 NeuroCult（ 商 標
） 培 地 （ StemCell Technologies Inc.） に お い て 6.51 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う
に 希 釈 し た 。 半 固 形 NSCア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 作 製 す る た め 、 以 下 の 成 分 を 所 定 の
順 に 添 加 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 最 終 密 度 が 7500
細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー テ
ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 培
養 物 を 置 い た 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 実 施 例 12に 記 載 し た 通 り に 、 初 代 胚 性 CNS組 織 由 来 の 細 胞 を NCSCア ッ セ イ 法 に お い て 培
養 し た 。 コ ロ ニ ー の 大 き さ を 分 類 し 、 計 数 し 、 か つ こ れ ら の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ
に お け る コ ロ ニ ー の 頻 度 を グ ラ フ 化 し た （ 図 20） 。 こ れ を 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 に
対 す る 割 合 と し て （ 図 20C） 、 ま た は 生 成 さ れ た 全 コ ロ ニ ー に 対 す る 割 合 と し て （ 図 20B）
表 現 し た 。 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 大 部 分 （ 50%） は 大 き さ が 0.5 mm未 満 で あ り 、 か つ 16%は
直 径 2 mmを 超 え る 大 型 の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の う ち 非 常 に 小
さ な 割 合 （ 0.08%） が 大 型 （ > 2 mm） の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 大 部
分 は 、 よ り 限 定 さ れ た 増 殖 能 を 示 唆 す る <1 mmの コ ロ ニ ー を 形 成 し た （ 0.4%） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 実 施 例 12に 記 載 し た 通 り に 、 初 代 胚 性 CNS組 織 由 来 の 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 培
養 し た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 が NCFCに 再 プ レ ー テ ィ ン グ さ れ た 場 合 に 異 な る コ
ロ ニ ー 種 を 生 成 す る 能 力 を 、 以 下 の 手 順 に よ り 測 定 し た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー を コ ラ ー
ゲ ン 基 質 か ら 切 り 出 す こ と で 単 離 し 、 か つ 、 こ れ ら を 個 々 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 0.25%溶 液 中
に お い て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 9） 。 次 い で 、 切 り 出 し た コ ロ ニ ー を Gilso
nピ ペ ッ ト チ ッ プ で 機 械 的 に 破 壊 し て 基 質 を 細 分 化 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 産 生 し た 。 単 一
コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 で 96ウ ェ ル
プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 ） 。 10～ 14
日 後 、 新 た な ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た （ 二 次 ス フ ェ ア ） ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し
、 機 械 的 に 解 離 し 、 新 鮮 な 培 地 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 再 プ レ ー テ ィ ン グ し て 三 次 ス フ ェ ア
を 生 成 さ せ た 。 10～ 14日 後 、 三 次 ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収
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実 施 例 13
NCFCア ッ セ イ 法 で 生 成 さ れ る 異 な る コ ロ ニ ー 種 の 大 き さ お よ び 種 々 の 大 き さ の コ ロ ニ ー の
頻 度 ： マ ウ ス 初 代 胚 齢 14日 線 条 体 CNS組 織 ：

実 施 例 14
NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 直 径 2 mmの コ ロ ニ ー 由 来 の 細 胞 か ら 生 成 さ
れ る 異 な る コ ロ ニ ー 種 の 大 き さ お よ び 種 々 の 大 き さ の コ ロ ニ ー の 頻 度 ： マ ウ ス 初 代 胚 齢 14
日 線 条 体 CNS組 織 ：



し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 法 を 用 い て 生 細 胞 を 計 数 し た 。 次 に 、 以 下 の 手
順 に 従 っ て NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 完 全 NeuroCult（ 商 標 ）
培 地 （ 20 ng/mlの EGFを 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標
）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に お い て 細 胞 濃 度 が 2.17
 ×  10 5  細 胞 /mLと な る よ う に 調 整 し 、 半 固 形 NCFCア ッ セ イ 培 地 に 以 下 を 所 定 の 順 に 添 加
し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 最 終 密 度 が 2500
細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー テ
ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 培
養 物 を 置 い た 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 し た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ
ー 内 の 細 胞 は 、 異 な る 大 き さ の カ テ ゴ リ ー の コ ロ ニ ー を 再 生 成 す る こ と が で き た （ 図 21）
。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 実 施 例 12に 記 載 し た 通 り に 、 初 代 胚 性 CNS組 織 由 来 の 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 培
養 し た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 が 自 己 複 製 し 長 期 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 培 養 （ 三 次 ニ
ュ ー ロ ス フ ェ ア を 超 え る ） に お い て 多 数 の 子 孫 を 産 生 す る 能 力 を 、 以 下 の 手 順 に よ り 測 定
し た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー を コ ラ ー ゲ ン 基 質 か ら 切 り 出 す こ と で 単 離 し 、 こ れ ら を 個 々
に コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 0.25%溶 液 中 に お い て 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 9） 。 次 い で
、 切 り 出 し た コ ロ ニ ー を Gilsonピ ペ ッ ト チ ッ プ で 機 械 的 に 破 壊 し て 基 質 を 細 分 化 し 、 単 一
細 胞 懸 濁 液 を 産 生 し た 。 単 一 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を す べ て 、 EGFを 添 加 し た 完 全 Neuro
Cult（ 商 標 ） 培 地 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ ニ ュ ー ロ ス
フ ェ ア ア ッ セ イ 法 ） 。 10～ 14日 後 、 新 た な ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た （ 二 次 ス フ ェ ア ） ウ ェ ル
の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 か つ 新 鮮 な 培 地 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 再
プ レ ー テ ィ ン グ し て 三 次 ス フ ェ ア を 生 成 さ せ た 。 10～ 14日 後 、 三 次 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 形
成 さ れ た ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 EGFを 添 加 し た 完 全 Neuro
Cult（ 商 標 ） 培 地 を 含 む 6ウ ェ ル プ レ ー ト に 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 10～ 14日 後 、 ニ
ュ ー ロ ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た ウ ェ ル の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 ト リ
パ ン ブ ル ー 排 除 法 を 用 い て 生 細 胞 を 計 数 し た 。 次 に 、 EGFを 添 加 し た 完 全 NeuroCult（ 商 標
） 培 地 を 含 む T-25 cm 2 フ ラ ス コ に 全 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ し た （ 第 4継 代 ） 。 こ の 再 プ レ
ー テ ィ ン グ 過 程 を 10～ 14日 お き に 繰 り 返 し 、 長 期 培 養 物 を 生 成 し た 。 各 培 養 継 代 ご と に 細
胞 数 を 計 数 し 、 か つ 、 各 継 代 に お け る 全 生 細 胞 数 を 当 該 継 代 に お い て 播 種 し た 全 生 細 胞 数
で 割 る こ と に よ り 、 拡 張 倍 率 を 算 出 し た 。 次 い で 、 第 6継 代 の 開 始 細 胞 数 か ら 、 全 生 細 胞
数 の 累 積 拡 張 倍 率 （ 第 6～ 10継 代 ） を 算 出 し た （ 図 22） 。 直 径 >2 mmの 4つ の 個 々 の コ ロ ニ
ー に 由 来 す る 細 胞 は 、 全 生 細 胞 数 の 拡 張 倍 率 の 増 加 を 示 し た が 、 細 胞 の 増 殖 率 は 多 様 で あ
っ た 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 は 、 8継 代 を 超 え て 自 己 複 製 し 、 多 数 の 子 孫 を
産 生 す る こ と が で き た が 、 こ れ ら は 神 経 幹 細 胞 の 2つ の 重 要 な 特 徴 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

10

20

30

40

50

(20) JP 2007-504808 A 2007.3.8

実 施 例 15
直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 の 長 期 増 殖 能 お よ び 拡 張 ： マ ウ ス 初 代 胚 齢 14日 線 条
体 CNS組 織 ：



　 神 経 細 胞 は 、 ネ ズ ミ 、 齧 歯 動 物 、 お よ び ヒ ト の 線 条 体 、 中 隔 、 皮 質 、 腹 側 中 脳 、 中 隔 、
中 脳 、 小 脳 、 ま た は 脊 髄 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 神 経 軸 索 の 任 意 の 領 域 の 初 代 胚 性
、 出 生 後 、 ま た は 成 体 CNS組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 18日 Sprague-Fischer 344ラ ッ ト 胚 （ BrainBits、 Il
linois、 USA） か ら 皮 質 を 切 除 し た 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回
収 し 、 次 い で プ ラ ス チ ッ ク 使 い 捨 て ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 伴 う p200ギ ル ソ ン ピ ペ ッ ト を 使 用 し
て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 1回 洗 浄 し 、 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー
ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/ml EGF、 10 ng/mL
塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 bFGF、 お よ び 2μ g/mLヘ パ リ ン を 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  N
S-A Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Tech
nologies Inc.） に お い て 6.51 ×  10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 以 下 の 成 分 を 所 定 の 順 に 添 加 し て 、 半 固 形 NSCア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 得 た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 最 終 密 度
が 7500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ
レ ー テ ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に 培 養 物 を 置 く 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 す る （ 図 23） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 上 記 の 実 施 例 16に 詳 述 し た 通 り に 、 初 代 E18ラ ッ ト 皮 質 CNS組 織 か ら 細 胞 を 単 離 し 、 NCFC
ア ッ セ イ 法 で 培 養 し た 。 21～ 28日 目 ま で に 、 コ ロ ニ ー は 少 な く と も 4つ の カ テ ゴ リ ー に 分
類 さ れ 得 る ： 1) 直 径 2 mmを 超 過 、 2) 直 径 1～ 2 mm、 3) 直 径 0.5～ 1 mm、 お よ び 4)直 径 0.5
 mm未 満 。 図 23は 、 NCFCア ッ セ イ 法 で 観 察 さ れ た 直 径 1～ 2 mmの 2つ の E18ラ ッ ト コ ロ ニ ー を
示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 コ ロ ニ ー の 大 き さ を 分 類 し 、 計 数 し 、 か つ 、 こ れ ら の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お
け る コ ロ ニ ー の 頻 度 を グ ラ フ 化 し 得 る （ 図 24A～ C） 。 こ れ を 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞
に 対 す る 割 合 と し て （ 図 24C） 、 ま た は 生 成 さ れ た 全 コ ロ ニ ー に 対 す る 割 合 と し て （ 図 24B
） 表 現 す る こ と も で き る 。 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 大 部 分 （ 77%） は 大 き さ が 0.5 mm未 満 で
あ り 、 非 常 に 小 さ な 割 合 （ 0.2%） が 直 径 2 mmを 超 え る 大 型 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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実 施 例 16
初 代 胚 齢 18日 （ E18） ラ ッ ト 皮 質 細 胞 を 用 い た 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法

実 施 例 17
初 代 E18ラ ッ ト 皮 質 細 胞 の NCFCア ッ セ イ に お け る コ ロ ニ ー の 大 き さ と 日 数 と の 関 係

実 施 例 18
初 代 E18ラ ッ ト 皮 質 細 胞 を 用 い た NCFCア ッ セ イ 法 で 生 成 さ れ る 異 な る コ ロ ニ ー 種 の 大 き さ
お よ び 種 々 の 大 き さ の コ ロ ニ ー の 頻 度 ：



　 神 経 細 胞 は 、 増 殖 す る 神 経 幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 を 含 む 脳 室 下 帯 （ SVZ） と 称 さ れ る 神
経 軸 索 の 領 域 の 由 来 、 成 体 マ ウ ス CNS組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 準 的 な 顕 微
解 剖 法 を 用 い て 、 6匹 の 成 体 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス （ Charles River） か ら SVZ領 域 を 切 除 し た
。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 メ ス で 細 分 化 し 、 次 い で ト リ
プ シ ン お よ び DNAse溶 液 に よ り 37℃ で 15分 間 酵 素 的 に 処 理 し た 。 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 後 、 オ ボ ム コ イ ド ト リ プ シ ン 阻 害 剤 を 細 胞 に 添 加 し て 、 穏 や か に 混 合 し た 。 細 胞 懸 濁 液
を 800 rpmで 5分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 廃 棄 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 150μ Lの 完 全 NeuroCult
（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/ml EGF、 10 ng/mL塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 bFGF、 お よ び 2μ g/mL
ヘ パ リ ン を 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  NS-A Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Pro
liferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に 再 懸 濁 し 、 か つ プ ラ ス チ ッ ク
使 い 捨 て ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 伴 う p200ギ ル ソ ン ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ
う に 機 械 的 に 解 離 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を さ ら に 2回 洗 浄 し （ 遠 心 分 離 ） 、 最 終 的 な ペ レ ッ ト
を 1 mLの 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ 20 ng/ml EGF、 10 ng/mL塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因
子 bFGF、 お よ び 2μ g/mLヘ パ リ ン を 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  NS-A Basal Mediumお よ び
NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に 再 懸
濁 し 、 か つ 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し た 。 細 胞 残 屑 、 ミ
エ リ ン 、 お よ び 他 の 細 胞 種 が 混 入 す る た め に 成 体 マ ウ ス 細 胞 を 計 数 す る こ と は 非 常 に 困 難
で あ り 、 し た が っ て 細 胞 の 計 数 に 信 頼 性 は な い 。 最 終 的 な 1 mL細 胞 懸 濁 液 の う ち 150μ Lを
NCFCア ッ セ イ 法 に 使 用 す る 。 以 下 の 成 分 を 所 定 の 順 に 添 加 し て 、 半 固 形 NSCア ッ セ イ 培 地
を 得 た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 懸 濁 液 1.
5 mlを 4枚 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト そ れ ぞ れ に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お
よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 培 養 物 を 置 く 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ
ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 す る （ 図 25） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 上 記 の 実 施 例 19に 詳 述 し た 通 り に 、 マ ウ ス CNS組 織 の 成 体 SVZ細 胞 か ら 細 胞 を 単 離 し 、 か
つ NCFCア ッ セ イ 法 で 培 養 し た 。 21～ 28日 目 ま で に 、 コ ロ ニ ー は 少 な く と も 4つ の カ テ ゴ リ
ー に 分 類 さ れ 得 る ： 1) 直 径 2 mmを 超 過 、 2) 直 径 1～ 2 mm、 3) 直 径 0.5～ 1 mm、 お よ び 4)
直 径 0.5 mm未 満 （ 図 25） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 神 経 細 胞 は 、 ネ ズ ミ 、 齧 歯 動 物 、 お よ び ヒ ト の 線 条 体 、 中 隔 、 皮 質 、 腹 側 中 脳 、 中 隔 、
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実 施 例 19
初 代 成 体 脳 室 下 帯 （ SVZ） マ ウ ス 細 胞 を 用 い た 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法

実 施 例 20
成 体 脳 室 下 帯 （ SVZ） マ ウ ス 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC）

実 施 例 21
ヒ ト 胎 児 皮 質 細 胞 か ら 4代 継 代 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 用 い た 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCF
C） ア ッ セ イ 法



中 脳 、 小 脳 、 ま た は 脊 髄 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 神 経 軸 索 の 任 意 の 領 域 に 由 来 す る
初 代 胚 性 、 出 生 後 、 ま た は 成 体 CNS組 織 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 第 4継 代 の ヒ ト ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 法 （ 方 法 の 項 を 参 照 さ
れ た い ） に 使 用 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 第 4継 代 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 400 rpmで 5分 間
遠 心 分 離 し 、 上 清 を 廃 棄 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 200μ Lの 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （ 20 
ng/ml EGF、 10 ng/mL塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 bFGF、 お よ び 2μ g/mLヘ パ リ ン を 添 加 し た
NeuroCult（ 商 標 ）  NS-A Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Proliferation Supplem
ents； StemCell Technologies Inc.） に 再 懸 濁 し 、 次 い で 使 い 捨 て プ ラ ス チ ッ ク ピ ペ ッ ト
チ ッ プ を 用 い て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 か つ 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス
ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 法 を 用 い て 細 胞 計 数 を 行 い
、 細 胞 を 完 全 NeuroCult培 地 （ 20 ng/ml EGF、 10 ng/mL塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 bFGF、
お よ び 2μ g/mLヘ パ リ ン を 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  NS-A Basal Mediumお よ び NeuroCul
t（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に お い て 2.17 ×
 10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 以 下 の 成 分 を 所 定 の 順 に 添 加 し て 、 半 固 形 NSCア ッ セ イ 培 地 の 3.3 ml溶 液 を 得 た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 最 終 密 度
が 7500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ
レ ー テ ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に 培 養 物 を 置 く 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 す る （ 図 26） 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 上 記 の 実 施 例 21に 詳 述 し た 通 り に 、 ヒ ト 胎 児 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を NCFC
ア ッ セ イ 法 で 培 養 し た 。 21～ 28日 目 ま で に 、 コ ロ ニ ー は 少 な く と も 4つ の カ テ ゴ リ ー に 分
類 さ れ 得 る ： 1) 直 径 2 mmを 超 過 （ 図 26A） 、 2) 直 径 1～ 2 mm（ 図 26B） 、 3) 直 径 0.5～ 1 m
m（ 図 26C） 、 お よ び 4)直 径 0.5 mm未 満 （ 図 26D） 。 図 26は 、 NCFCア ッ セ イ 法 で 培 養 し た ヒ
ト 皮 質 細 胞 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 に 由 来 す る 異 な る コ ロ ニ ー の 大 き さ を 示 す 。 NCFCア ッ セ イ 法
に お い て ヒ ト 胎 児 皮 質 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 形 態 は 、 マ ウ ス 細 胞 （ 図 7） お よ
び ラ ッ ト 細 胞 （ 図 23） に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー と は 異 な る 。 異 な る 大 き さ の コ ロ ニ ー 内
の 細 胞 は 、 よ り 分 散 し て お り 、 直 径 >2mmお よ び 1～ 2 mmの コ ロ ニ ー 内 に 見 ら れ る 細 胞 は 少
な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 胚 性 お よ び 成 体 マ ウ ス CNS中 に 存 在 す る と 考 え ら れ る EGF、 FGF、 お よ び EGF + FGF応 答 性
幹 細 胞 お よ び 前 駆 細 胞 の 亜 集 団 の 存 在 を 、 NCFCア ッ セ イ 法 を 用 い て 測 定 し た 。 標 準 的 な 顕
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実 施 例 22
ヒ ト 胎 児 皮 質 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 異 な る NCFCコ ロ ニ ー の 大 き さ

実 施 例 23
異 な る 増 殖 因 子 を 用 い た 神 経 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ NCFC） ア ッ セ イ 法



微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charles River） か ら 線 条 体 を 切 除 し
た 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨 加 工 し た ガ ラ
ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 1回 洗 浄 し 、 か つ 40
μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、 完 全 NeuroCult（ 商 標 ） 培 地 （
20 ng/mlの EGFを 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroCult（ 商 標 ）  Pro
liferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に お い て 6.51 ×  10 5  細 胞 /mL
の 濃 度 と な る よ う に 希 釈 し た 。 個 々 の 増 殖 因 子 を 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ で 添 加 す る 以 外 は
、 以 下 に 列 挙 し た 成 分 を 用 い て 、 半 固 形 NSCア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 作 製 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に す る 。 最 終 密 度
が 7500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ
レ ー テ ィ ン グ す る 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に 培 養 物 を 置 く 。 14～ 28日 目 に 、 EGF、 FGF、 お よ び EGF + FGFの コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き
さ で 分 類 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 増 殖 因 子 、 EGF、 bFGF、 お よ び EGF + bFGFを 用 い る 実 施 例 23に 概 説 し た 手 順 に 従 っ て 、 E
14初 代 マ ウ ス 線 条 体 細 胞 を 使 用 し て NCFCア ッ セ イ を 行 っ た 。 コ ロ ニ ー を 形 成 し た 増 殖 因 子
応 答 性 細 胞 の 大 き さ を 分 類 し 、 計 数 し 、 か つ こ れ ら の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お け
る コ ロ ニ ー の 頻 度 を 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 に 対 し て グ ラ フ 化 し 得 る （ 図 27） 。 EGF
、 FGF、 ま た は EGF + FGFの 存 在 下 に お い て 、 大 き さ が 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー の 頻 度 が 最 も
高 く 、 非 常 に 小 さ な 割 合 （ <0.1%） が 直 径 2 mmを 超 え る 大 型 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 。 こ の
結 果 か ら 、 EGFお よ び FGFの 存 在 下 で は よ り 多 く の コ ロ ニ ー が 得 ら れ る が 、 コ ロ ニ ー の ほ と
ん ど は <0.5 mmで あ り 、 か つ 、 こ れ ら の コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 で 実 施 し た 機 能 ア ッ セ イ に よ り
判 定 さ れ る よ う に 前 駆 細 胞 由 来 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 NCFCア ッ セ イ 法 で 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー に 血 清 を 重 層 し 、 異 な る コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 が 成 熟
神 経 系 統 に 分 化 す る よ う 誘 導 し 、 次 い で イ ン サ イ チ ュ ー で 免 疫 細 胞 化 学 的 に 直 接 染 色 す る
こ と も 可 能 で あ る 。 実 施 例 12に 概 説 し た 手 順 に 従 っ て 、 初 代 E14マ ウ ス 線 条 体 細 胞 を NCFC
ア ッ セ イ 法 で 21日 間 培 養 し た 。 培 養 期 間 の 最 後 の 時 点 で 、 1%ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 1 mLの Ne
uroCult（ 商 標 ） 完 全 培 地 （ StemCell Technologies Inc.） を 各 NCFCデ ィ ッ シ ュ の 上 部 に
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実 施 例 24
異 な る 増 殖 因 子 を 含 む NCFCア ッ セ イ 法 に お い て E14初 代 マ ウ ス 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ
た 種 々 の 大 き さ の コ ロ ニ ー の 頻 度

実 施 例 25
分 化 し た 初 代 E14マ ウ ス 線 条 体 細 胞 に 特 異 的 な マ ー カ ー を 伴 う 血 清 を 重 層 し た NCFCコ ロ ニ
ー の イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 染 色



重 層 し 、 10日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 実 施 例 11に 概 説 し た 手 順 に 従 っ て 、 NCFCア
ッ セ イ 法 に お け る コ ラ ー ゲ ン お よ び 包 埋 さ れ た コ ロ ニ ー の イ ン サ イ チ ュ ー 脱 水 、 固 定 、 お
よ び 透 過 処 理 を 行 っ た 。 次 に 、 未 成 熟 お よ び 成 熟 ニ ュ ー ロ ン に 特 異 的 な マ ー カ ー で あ る β
チ ュ ー ブ リ ン に 対 す る 一 次 抗 体 で 試 料 を 標 識 し た 。 抗 β チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 は 、 10%ヤ ギ 血
清 を 含 む 希 釈 溶 液 PBSで 1:1000に 希 釈 し た 。 そ の 後 、 希 釈 抗 体 約 500μ Lを ス ラ イ ド ガ ラ ス
上 の 脱 水 し た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル に 直 接 添 加 し 、 パ ラ フ ィ ル ム 片 を 抗 体 溶 液 上 に 載 せ た 。 す べ
て の 試 料 を 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 PBSを 用 い て
5分 間 の 洗 浄 を 3回 行 っ て 一 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 。 次 い で 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） Texa
s Red結 合 二 次 抗 体 を 2%ヤ ギ 血 清 を 含 む PBSで 希 釈 し 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の 脱 水 し た コ ラ ー
ゲ ン ゲ ル に 直 接 添 加 し た 。 パ ラ フ ィ ル ム 片 を 抗 体 溶 液 上 に 載 せ 、 試 料 を 二 次 抗 体 と 共 に 37
℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 PBSを 用 い て 5分 間 の 洗 浄 を
3回 行 っ て 二 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 。 封 入 培 地 5μ Lを 各 脱 水 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 中 央 に 添 加
し 、 次 い で 気 泡 が 全 く 入 ら な い よ う に し な が ら カ バ ー ガ ラ ス で 覆 っ た 。 各 フ ル オ ロ フ ォ ア
に 適 切 な フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 免 疫 蛍 光 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 >2 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 に は 、 β チ ュ ー ブ リ ン を 発 現 す る も の は ほ と ん ど な か っ た （
図 28Aお よ び B） 。 直 径 1～ 2 mm（ 図 28Cお よ び D） 、 0.5～ 1 mm（ 図 28D） 、 お よ び 直 径 <0.5 
mm（ 図 28E） の コ ロ ニ ー は 、 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 と 比 較 し て 、 β チ ュ ー ブ リ ン 発
現 が 陽 性 の 細 胞 を 多 数 含 ん だ 。 こ の 手 順 に よ り 、 血 清 に 曝 露 し た 後 の NCFCコ ロ ニ ー 内 の 分
化 細 胞 の 検 出 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 上 述 し た NCFCア ッ セ イ 法 で 使 用 す る 半 固 形 培 地 は コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 メ チ ル セ ル ロ ー ス
な ど の 他 の 種 類 の 半 固 形 培 地 を 用 い て 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 か ら 神 経 コ ロ ニ ー を 生 成 さ せ る こ
と も で き る 。 マ ウ ス CNS組 織 か ら 単 離 さ れ た 神 経 細 胞 が メ チ ル セ ル ロ ー ス に 基 づ く 半 固 形
培 地 中 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る 能 力 を 、 コ ラ ー ゲ ン に 基 づ く 培 地 の 場 合 （ 実 施 例 1） と 比 較
し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 標 準 的 な 顕 微 解 剖 法 を 用 い て 、 胚 齢 14日 CD 1 ア ル ビ ノ マ ウ ス 胚 （ Charles River） か ら 線
条 体 を 切 除 し た 。 2%グ ル コ ー ス を 含 む リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 に 組 織 を 回 収 し 、 次 い で 熱 研 磨
加 工 し た ガ ラ ス ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 1回 洗
浄 し 、 か つ 40μ mナ イ ロ ン セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Falcon） を 通 し て ろ 過 し 、 完 全 NeuroCult（
商 標 ） 培 地 （ 20 ng/mlの EGFを 添 加 し た NeuroCult（ 商 標 ）  Basal Mediumお よ び NeuroCult
（ 商 標 ）  Proliferation Supplements； StemCell Technologies Inc.） に お い て 6.51 ×  
10 5  細 胞 /mLの 濃 度 と な る よ う に 希 釈 し た 。 以 下 の 成 分 を 所 定 の 順 に 添 加 し て 、 半 固 形 の
コ ラ ー ゲ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 3.3 mlを 作 製 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 最 終 密 度
が 7500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 35 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ
レ ー テ ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
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実 施 例 26
NCFCア ッ セ イ 法 に お け る メ チ ル セ ル ロ ー ス お よ び 初 代 E14マ ウ ス 線 条 体 の 使 用



中 に 培 養 物 を 置 い た 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ で 分 類 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 同 時 に 、 最 終 濃 度 1%の メ チ ル セ ル ロ ー ス を 得 る た め に 、 以 下 の 成 分 を 所 定 の 順 に 添 加 し
、 メ チ ル セ ル ロ ー ス に 基 づ く ア ッ セ イ 培 地 の 溶 液 を 作 製 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 十 分 に 混 合 し 、 培 地 中 に 細 胞 が 均 等 に 分 配 さ れ る よ う に し た 。 末 端 が 平
滑 な 針 を 使 用 し 、 最 終 密 度 が 7500細 胞 /デ ィ ッ シ ュ と な る よ う に 、 懸 濁 液 1.5 mlを 個 々 の 3
5 mm組 織 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 37℃ 、 100%湿 度 、 お よ び 5% CO 2 に 設 定 し た
組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 培 養 物 を 置 い た 。 14～ 28日 目 に 、 コ ロ ニ ー を 数 え 、 大 き さ
で 分 類 し た 。 図 29は 、 E14線 条 体 マ ウ ス 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 直 径 0.5 mm未 満 の 3個 の 個 別
の コ ロ ニ ー を 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 現 時 点 で 好 ま し い 実 施 例 で あ る と 考 え ら れ る も の を 参 照 し て 本 発 明 を 説 明 し て い る が 、
本 発 明 は 開 示 し た 実 施 例 に 限 定 さ れ な い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 逆 に 、 本 発 明 は 、
添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 お よ び 範 囲 内 に 含 ま れ る 種 々 の 改 変 お よ び 等 価 な 変 更 を 網 羅
す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 す べ て の 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 、 ま た は 特 許
出 願 が 、 詳 細 か つ 個 別 に そ の 全 体 が 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ る の と 同 程 度
に 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
（ 表 １ ） NCFCア ッ セ イ 法 で の 、 4つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お け る コ ロ ニ ー の 相
対 頻 度
　
　
　
　
　
　
　
　
　 初 代 胚 性 マ ウ ス 線 条 体 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 EGFを 含 む 無 血 清 半 固 形 培 地 で 低 密 度 に て
プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 培 養 21日 後 に 、 ク ロ ー ン に 由 来 す る コ ロ ニ ー を 4つ の 大 き さ の カ テ
ゴ リ ー に 割 り 当 て た 。 NCFC頻 度 （ %） =（ コ ロ ニ ー 数 /プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 数 ） ×  10
0に よ り 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 数 に 対 す る NCFCの 頻 度 （ %） を 算 出 し た 。 プ レ ー テ ィ
ン グ し た 全 細 胞 の 0.52～ 1.1%が 種 々 の 程 度 に 増 殖 し 、 コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 プ レ ー テ ィ ン
グ し た 全 細 胞 の 非 常 に 小 さ な 割 合 （ 0.09%） が 大 型 （ >2 mm） の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。 形 成
さ れ た コ ロ ニ ー の 大 部 分 は 、 よ り 限 定 さ れ た 増 殖 能 を 示 唆 す る <1 mmの コ ロ ニ ー を 形 成 し
た （ 0.5%） 。
【 ０ １ １ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 図 面 に 関 連 さ せ て 説 明 す る ：
【 図 １ 】 第 1継 代 お よ び 第 2継 代 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 。 胚 齢 14日 目 の 皮 質 を 単 一 細 胞 懸 濁 液
と な る よ う に 解 離 し 、 EGFを 含 む 既 知 の 無 血 清 培 地 に 500,000細 胞 /mlの 密 度 で プ レ ー テ ィ
ン グ し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ の 3日 後 に 、 基 質 に 接 着 し た 小 型 の 細 胞 塊 が 同 定 さ れ 得 る （ A）
。 4日 後 、 ク ロ ー ン に 由 来 す る ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 懸 濁 液 中 に 浮 遊 し て い る の が 認 め ら れ
る （ B） 。 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 回 収 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 に な る よ う に 機 械 的 に 解 離 し 、 再
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プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 第 2継 代 の 7日 目 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア （ C） 。
【 図 ２ 】 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 に お い て 、 マ ウ ス 胚 齢 14日 目 の 皮 質 よ り 生 成 さ れ た
ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 。 EGFの 存 在 下 に お い て 生 成 さ れ た 7日 目 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 顕 微 鏡 写
真 。 図 2Aは 200μ lウ ェ ル 中 に 35個 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 生 成 し た 培 養 物 の 顕 微 鏡 写 真 で あ
り 、 も う 一 方 の 培 養 物 で は 23個 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の み が 生 成 さ れ た （ 図 2B） 。
【 図 ３ 】 継 代 し た ラ ッ ト E18皮 質 NSCの 増 殖 曲 線 。 第 10継 代 後 に 生 成 さ れ た 全 生 細 胞 の 理 論
数 。 デ ー タ は 、 各 継 代 に お い て 計 数 し た ア リ コ ー ト に 基 づ く 、 10代 連 続 継 代 の 後 に 生 成 さ
れ た 全 細 胞 数 の 概 算 値 を 表 す 。 1 ×  10 6 個 の 細 胞 か ら 開 始 し 、 か つ 各 継 代 に お い て 全 細 胞
を 保 存 し て お け ば 、 第 10継 代 ま で に 4.03 ×  10 1 5 個 の 細 胞 が 生 成 さ れ た こ と に な る 。 こ れ
は 、 10週 間 で 10 9 倍 に 増 加 し た こ と を 表 す 。
【 図 ４ 】 半 固 形 の コ ラ ー ゲ ン に 基 づ く 培 地 （ NCFCア ッ セ イ 法 ） ま た は 液 体 懸 濁 培 養 液 （ ニ
ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 ） の そ れ ぞ れ で 培 養 し た 、 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 か ら 生 成
さ れ た コ ロ ニ ー と ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア と の 増 殖 の 比 較 。 (A) ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 で
は 、 イ ン ビ ト ロ で の 2日 目 （ 2DIV） に 、 基 質 に 接 着 し た 多 く の 小 型 ス フ ェ ア が 形 成 さ れ 始
め る 。 左 上 の 挿 入 図 は 、 2DIVニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 高 倍 率 像 を 示 す 。 (B) 4 DIVま で に 、 ク
ロ ー ン 由 来 の 塊 の 大 き さ が 増 大 し 、 大 部 分 が 基 質 か ら 脱 離 し て 懸 濁 液 中 に 浮 遊 す る 。 4DIV
ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 高 倍 率 像 を 、 左 上 の 挿 入 図 に 示 す 。 (C) 5～ 7 DIVま で に 、 ほ と ん ど の
ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 懸 濁 液 中 に 浮 遊 し て い る 。 こ の 段 階 で 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 継 代 す る
こ と が で き る 。 (D) NCFCア ッ セ イ 法 に お け る 、 1 DIVで の 分 裂 細 胞 。 (E) 7 DIVま で に 、 NC
FCア ッ セ イ 法 に お け る コ ロ ニ ー は 十 分 明 確 に な り 、 直 径 40μ m～ 500μ mの 範 囲 に な り 得 る
。 (F) 14 DIVま で に 、 NCFCア ッ セ イ 法 に お け る コ ロ ニ ー の 多 く は 比 較 的 小 型 の ま ま で あ る
が 、 他 の コ ロ ニ ー は 大 き さ が 増 大 し 続 け る 。
【 図 ５ 】 NCFCア ッ セ イ 法 お よ び ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 に お い て 、 マ ウ ス 胚 齢 14日 線
条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー /ス フ ェ ア の 数 は 同 等 で あ る 。 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ
セ イ 法 で は 、 細 胞 の 2.4± 0.9%（ 平 均 値 ± SE； ス フ ェ ア 数 /プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 数 ）
が ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 形 成 し 、 一 方 NCFCア ッ セ イ 法 で は プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 の 2.8± 1
.2%（ 平 均 値 ± SE） が コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。
【 図 ６ 】 NCFCア ッ セ イ 法 で 増 殖 さ せ た マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ た 7日
目 お よ び 14日 目 の コ ロ ニ ー 。 プ レ ー テ ィ ン グ し て か ら 7日 後 （ A） お よ び 14日 後 （ B） の コ
ロ ニ ー の 顕 微 鏡 写 真 。 14日 目 に 、 3つ の 異 な る コ ロ ニ ー の 大 き さ が 同 定 さ れ 得 る （ 矢 印 ）
。
【 図 ７ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー の
大 き さ の 比 較 。 こ の ア ッ セ イ 法 で は 、 個 々 の コ ロ ニ ー の 直 径 に 基 づ き 広 範 囲 の 大 き さ の コ
ロ ニ ー が 観 察 さ れ た 。 説 明 の 目 的 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 4つ の 分 類 を 作 成 し た ： 　 (A) 2
 mmを 超 過 　 (B) 1～ 2 mm　 (C) 0.5～ 1 mm、 お よ び 　 (D) 0.5 mm未 満 。
【 図 ８ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お け る 、 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る コ ロ ニ ー
の 、 4つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お け る 相 対 頻 度 ： 　 (A) 上 記 の 通 り に 、 2500個
の 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 培 地 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 21日 後 に 、 4つ の 異 な る 大 き さ の 分 類
に お け る コ ロ ニ ー 数 を 計 数 し た 。 　 (B) 図 6Aの デ ー タ を 全 コ ロ ニ ー 数 に 対 す る 各 サ イ ズ の
コ ロ ニ ー の 割 合 と し て 表 現 し た 場 合 、 70%を 超 え る コ ロ ニ ー は 直 径 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー
で あ り 、 一 方 、 大 型 の 高 増 殖 性 コ ロ ニ ー は 全 体 の 約 2%を 占 め た 。 　 (C) 全 細 胞 数 に 対 す る
コ ロ ニ ー （ 図 7に あ る よ う な コ ロ ニ ー の 大 き さ に よ っ て 分 類 ） の 頻 度 （ %） に よ り 、 プ レ ー
テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の 3%未 満 が 増 殖 し 、 コ ロ ニ ー を 形 成 し た こ と が 示 さ れ る 。 こ の 3%の う
ち 大 部 分 （ 2.23%） が 、 よ り 限 定 さ れ た 増 殖 能 を 示 唆 す る 小 型 （ 直 径 <0.5 mm） の コ ロ ニ ー
を 産 生 し た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー は 小 型 の ま ま で あ っ た 。 プ レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の 非 常
に 小 さ な 割 合 （ 0.06%） が 高 増 殖 性 で あ り 、 大 型 （ >2 mm） の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。
【 図 ９ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー の
同 定 お よ び 切 除 、 な ら び に コ ロ ニ ー か ら 解 離 さ れ た 細 胞 の 、 液 体 培 地 に お け る 引 き 続 く 継
代 。 　 (A) 関 心 対 象 の コ ロ ニ ー を 解 剖 顕 微 鏡 下 で 同 定 し 、 無 菌 条 件 下 に お い て コ ロ ニ ー を
顕 微 解 剖 ハ サ ミ に よ り 半 固 形 基 質 か ら 切 除 し た 。 　 (B) 切 除 し た コ ロ ニ ー を コ ラ ゲ ナ ー ゼ

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-504808 A 2007.3.8



溶 液 に 移 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　 (C) コ ロ ニ ー を 200 ul Gilsonピ ペ ッ
ト チ ッ プ で 破 壊 し 、 基 質 を 細 分 化 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 作 製 し た 。 　 (D) EGFを 含 む 既 知
の 無 血 清 培 地 で 、 細 胞 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 単 一 の ウ ェ ル に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 　 (E) 
7～ 10日 後 、 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 生 成 さ れ た 。
【 図 １ ０ 】 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る 高 増 殖 能 （ HPP） コ ロ ニ ー か ら の
二 次 ス フ ェ ア お よ び 三 次 ス フ ェ ア の 生 成 ： 　 (A) 切 除 前 の HPPコ ロ ニ ー （ 直 径 2.1 mm） 。
　 (B) (A)か ら 解 離 さ れ た 細 胞 は 、 7DIVに お い て 多 数 の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア （ 二 次 コ ロ ニ ー
） を 形 成 し た 。 　 (C) (B)の 領 域 の 高 倍 率 像 。 　 (D) (B)の ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 液 体 培 養 で
継 代 し 、 7DIVに 三 次 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 形 成 さ れ た 。 　 (E) (D)の 領 域 の 高 倍 率 像 。
【 図 １ １ 】 培 養 し た マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ 、 二 次 お よ び 三 次 ニ ュ ー ロ
ス フ ェ ア を 生 成 し た コ ロ ニ ー の 割 合 。 直 径 2 mmを 超 え る コ ロ ニ ー の 100%が 二 次 コ ロ ニ ー を
生 成 し 、 1～ 2 mm、 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー 、 お よ び 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー は 、 同 時 期 に そ れ
ぞ れ 71%、 43%、 お よ び 25%の 割 合 で 二 次 ス フ ェ ア を 生 成 し た 。 三 次 コ ロ ニ ー の 形 成 は 、 直
径 2 mmを 超 え る コ ロ ニ ー お よ び 1～ 2 mmの コ ロ ニ ー で の み 認 め ら れ た （ 同 時 期 に そ れ ぞ れ 1
00%お よ び 50%の 割 合 ） 。 直 径 1 mm未 満 の コ ロ ニ ー で は 、 三 次 ス フ ェ ア の 形 成 は 認 め ら れ な
か っ た 。
【 図 １ ２ 】 本 発 明 の 方 法 の 態 様 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー に つ い て 観
察 さ れ る 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 。 直 径 >2mmと し て 分 類 さ れ た コ ロ ニ ー に お い て 、 種 々 の コ ロ
ニ ー 形 態 が 観 察 さ れ る 。
【 図 １ ４ 】 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 直 径 1～ 2 mmの コ ロ ニ ー に つ い て
観 察 さ れ る 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 。 直 径 1～ 2 mmと し て 分 類 さ れ た コ ロ ニ ー に お い て 、 種 々
の コ ロ ニ ー 形 態 が 観 察 さ れ る 。
【 図 １ ５ 】 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 直 径 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー に つ い
て 観 察 さ れ る 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 。 直 径 0.5～ 1 mmと し て 分 類 さ れ た コ ロ ニ ー に お い て 、
種 々 の コ ロ ニ ー 形 態 が 観 察 さ れ る 。
【 図 １ ６ 】 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 直 径 <0.5 mmの コ ロ ニ ー に つ い て
観 察 さ れ る 異 な る コ ロ ニ ー 形 態 。 直 径 <0.5 mmと し て 分 類 さ れ た コ ロ ニ ー に お い て 、 種 々
の コ ロ ニ ー 形 態 が 認 め ら れ る 。
【 図 １ ７ 】 初 代 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ 、 二 次 お よ び 三 次 ニ ュ ー ロ ス フ
ェ ア を 生 成 し た コ ロ ニ ー の 割 合 。 直 径 2 mmを 超 え る コ ロ ニ ー の 100%が 二 次 コ ロ ニ ー を 生 成
し 、 1～ 2 mm、 0.5～ 1 mmの コ ロ ニ ー 、 お よ び 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー は 、 同 時 期 に そ れ ぞ れ
50%、 36%、 お よ び 17%の 割 合 で 二 次 ス フ ェ ア を 産 生 し た 。 三 次 コ ロ ニ ー の 形 成 は 、 直 径 2 m
mを 超 え る コ ロ ニ ー お よ び 1～ 2 mmの コ ロ ニ ー で の み 認 め ら れ た （ 同 時 期 に そ れ ぞ れ 100%お
よ び 8.3%の 割 合 ） 。 直 径 1 mm未 満 の コ ロ ニ ー で は 、 三 次 ス フ ェ ア の 形 成 は 認 め ら れ な か っ
た 。
【 図 １ ８ 】 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー か ら 生 成 さ れ た 二 次 ス フ ェ ア に 由 来 す る マ ウ ス 胚 齢 14日
線 条 体 細 胞 の 免 疫 染 色 。 図 の 説 明 ： β チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 で 染 色 さ れ る ニ ュ ー ロ ン の 染 色 を
赤 で 示 し （ A） 、 グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） 抗 体 で 染 色 さ れ る ア ス ト ロ サ イ ト の
染 色 を 緑 で 示 し （ B） 、 O4抗 体 で 染 色 さ れ る オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト の 染 色 を 青 で 示 す （ C）
。
【 図 １ ９ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー
の イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 染 色 。 　 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る 直 径 >2 mm（ A
） 、 直 径 1～ 2 mm（ B） 、 直 径 0.5～ 1 mm（ C） 、 お よ び 直 径 <0.5 mm（ D） の コ ロ ニ ー 内 の 未
分 化 細 胞 の 染 色 で あ り 、 ネ ス チ ン 抗 体 に よ る 染 色 を 赤 で 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お け る 、 マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る コ ロ ニ
ー の 、 4つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お け る 相 対 頻 度 ： 　 (A) 上 記 の 実 施 例 12に 記
載 し た 通 り に 、 7500個 の 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 培 地 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 21日 後 に 、 コ ロ
ニ ー を 4つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー に 割 り 当 て 、 4つ の 異 な る 大 き さ の 分 類 中 の コ ロ ニ ー 数 を
計 数 し た （ 平 均 値 ± SD） 。 　 (B) 所 定 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー 中 の コ ロ ニ ー 数 （ 図 20A） を
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、 全 コ ロ ニ ー 数 に 対 す る 割 合 と し て 表 現 し た 場 合 、 50%の コ ロ ニ ー は 直 径 0.5 mm未 満 の コ
ロ ニ ー で あ り 、 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー は 全 コ ロ ニ ー の 約 16%を 占 め た （ 平 均 値 ± SD） 。 　 (C
) 全 細 胞 数 に 対 す る （ 所 定 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー 中 の ） コ ロ ニ ー の 頻 度 （ %） に よ り 、 プ
レ ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の う ち 0.6%未 満 が 増 殖 し 、 コ ロ ニ ー を 形 成 し た こ と が 示 さ れ る 。
こ の 0.6%の う ち の 大 部 分 （ 0.29%） が 、 よ り 限 定 さ れ た 増 殖 能 を 示 唆 す る 小 型 （ 直 径 <0.5 
mm） の コ ロ ニ ー を 生 成 し た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー は 小 型 の ま ま で あ っ た 。 プ レ ー テ ィ ン グ し
た 全 細 胞 の う ち 非 常 に 小 さ な 割 合 （ 0.08%） が 高 増 殖 性 で あ り 、 大 型 （ >2 mm） の コ ロ ニ ー
を 形 成 し た （ 平 均 値 ± SD） 。
【 図 ２ １ 】 >2 mmの コ ロ ニ ー を 生 成 し た マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 を NCFCア ッ セ イ か ら 単
離 し 、 解 離 し 、 か つ 液 体 懸 濁 培 養 （ ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア ア ッ セ イ 法 ） で 3代 継 代 培 養 し て 三
次 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 生 成 さ せ た 。 三 次 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア を 単 一 細 胞 懸 濁 液 に な る よ う 解
離 し 、 計 数 し 、 か つ 2500個 の 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 法 で 21日 間 プ レ ー ト 培 養 し た 。 図 21は 、
最 初 の NCFCア ッ セ イ に お け る 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー 中 の 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 三 次 ニ ュ ー
ロ ス フ ェ ア か ら 得 ら れ た 、 2500個 の 細 胞 に よ り 形 成 さ れ る （ 所 定 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー 中
の ） コ ロ ニ ー の 頻 度 を 示 す 。 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 は 、 NCFCア ッ セ イ 法 で
再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 場 合 に 、 4つ の カ テ ゴ リ ー の コ ロ ニ ー を 生 成 す る こ と が で き た 。 全
細 胞 数 に 対 す る （ 明 示 さ れ た 大 き さ の カ テ ゴ リ ー 中 の ） コ ロ ニ ー の 頻 度 （ %） か ら 、 プ レ
ー テ ィ ン グ し た 全 細 胞 の 2.5%（ 平 均 値 ± SD） が 増 殖 し 、 か つ コ ロ ニ ー を 形 成 し た こ と が 示
さ れ る 。 こ の 2.5%の う ち の 大 部 分 （ 1.8%） が 、 よ り 限 定 さ れ た 増 殖 能 を 示 唆 す る 小 型 （ 直
径 <0.5 mm） の コ ロ ニ ー を 生 成 し た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー は 小 型 の ま ま で あ っ た 。 プ レ ー テ
ィ ン グ し た 全 細 胞 の 非 常 に 小 さ な 割 合 （ 0.02%） が 高 増 殖 性 で あ り 、 大 型 （ >2 mm） の コ ロ
ニ ー を 形 成 し た 。
【 図 ２ ２ 】 （ NCFCア ッ セ イ 法 で 生 成 さ れ た ） 直 径 >2 mmの 4つ の コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 か ら 開 始
し た 、 液 体 培 養 （ NA） に お け る マ ウ ス 胚 齢 14日 線 条 体 細 胞 の 長 期 拡 張 。 直 径 >2 mmの 4つ （
大 型 （ L） 1、 L2、 L3、 お よ び L4と 記 載 ） の 個 々 の コ ロ ニ ー に 由 来 す る 細 胞 を 、 （ 3代 を 超
え る ） 長 期 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 培 養 で 継 代 し た と こ ろ 、 継 代 6代 目 ま で に 高 い 拡 張 倍 率 が 示
さ れ た 。
【 図 ２ ３ 】 胚 齢 18日 （ E18） の ラ ッ ト 皮 質 細 胞 に 由 来 す る NCFCコ ロ ニ ー 。 NCFCア ッ セ イ 法
に お い て E18ラ ッ ト 皮 質 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 直 径 1～ 2 mmの 2つ の コ ロ ニ ー （ A、 B） 。
【 図 ２ ４ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 胚 齢 18日 （ E18） の ラ ッ ト 皮 質 細 胞 か ら 生 成 さ れ る 、 4
つ の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー そ れ ぞ れ に お け る コ ロ ニ ー の 相 対 頻 度 ： 　 (A) 実 施 例 16に 記 載 す
る 通 り に 、 7500個 の 細 胞 を NCFCア ッ セ イ 培 地 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 21日 後 に 、 4つ の 異
な る 大 き さ の 分 類 中 の コ ロ ニ ー 数 を 計 数 し た 。 　 (B) 図 24Aの デ ー タ を 全 コ ロ ニ ー 数 に 対
す る （ 所 定 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー 中 の ） コ ロ ニ ー の 割 合 と し て 表 し た 場 合 、 77%を 超 え る
コ ロ ニ ー は 直 径 0.5 mm未 満 の コ ロ ニ ー で あ り 、 大 型 の 高 増 殖 性 コ ロ ニ ー は 全 体 の 約 0.2%を
占 め た 。 　 (C) 全 細 胞 数 に 対 す る （ 特 定 の 大 き さ の カ テ ゴ リ ー 中 の ） コ ロ ニ ー の 頻 度 （ %
） 。
【 図 ２ ５ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て マ ウ ス 成 体 脳 室 下 帯 （ SVZ） 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 異
な る 大 き さ の コ ロ ニ ー ： 　 (A) 2 mmを 超 過 　 (B) 1～ 2 mm　 (C) 0.5～ 1 mm、 お よ び 　 (D) 
0.5 mm未 満 。
【 図 ２ ６ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て ヒ ト 胎 児 皮 質 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 異 な る 大 き さ の コ
ロ ニ ー 。 生 成 さ れ た 異 な る コ ロ ニ ー 内 の 細 胞 は 、 成 体 神 経 細 胞 お よ び 胚 性 神 経 細 胞 に よ り
生 成 さ れ た コ ロ ニ ー と 比 較 し て よ り 分 散 し て い る ： 　 (A) 2 mmを 超 過 　 (B) 1～ 2 mm　 (C)
 0.5～ 1 mm、 お よ び 　 (D) 0.5 mm未 満 。
【 図 ２ ７ 】 コ ロ ニ ー の 大 き さ の 分 布 を 示 す 、 EGF、 FGF、 ま た は EGF + FGFを 補 充 し た NCFC
ア ッ セ イ 法 に お い て 初 代 E14マ ウ ス 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る コ ロ ニ ー の （ プ レ ー テ ィ
ン グ し た 全 細 胞 に 対 す る ） 頻 度 。
【 図 ２ ８ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お い て 初 代 E14マ ウ ス 線 条 体 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た コ ロ ニ ー
の イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 染 色 。 β チ ュ ー ブ リ ン に 対 す る 抗 体 で 神 経 細 胞 を 染 色 す る こ と に よ
り 、 直 径 >2 mmの コ ロ ニ ー （ A、 B、 コ ロ ニ ー の 輪 郭 を 示 す ） 、 直 径 1～ 2 mm（ C、 D） 、 直 径
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0.5～ 1 mm（ E） 、 お よ び 直 径 <0.5 mm（ F） の コ ロ ニ ー 内 の β チ ュ ー ブ リ ン + 細 胞 が 赤 色 で
示 さ れ る 。
【 図 ２ ９ 】 NCFCア ッ セ イ 法 に お け る 半 固 形 メ チ ル セ ル ロ ー ス 培 地 お よ び 皮 質 E14マ ウ ス 細
胞 の 使 用 。 皮 質 E14マ ウ ス 細 胞 は 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス を 含 む NCFCア ッ セ イ 法 で コ ロ ニ ー を
形 成 し た （ A： 10× 倍 率 、 B： 10× 倍 率 、 C： Bの 40× 倍 率 ） 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

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

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

(34) JP 2007-504808 A 2007.3.8



【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ Ａ 】

【 図 ２ ０ Ｂ 】

【 図 ２ ０ Ｃ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ Ａ 】

【 図 ２ ４ Ｂ 】

【 図 ２ ４ Ｃ 】

【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】
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【 図 ２ ９ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 5月 17日 (2006.5.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 (a) 

懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー 間 で 大 き さ の 相 違 が 識 別 で き る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る
段 階 ； お よ び
　 (d) よ り 大 き い コ ロ ニ ー は 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 く 、 か つ 、 よ り 小
さ い コ ロ ニ ー は 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 が 高 い こ と か ら 、 コ ロ ニ ー の 大 き
さ を 評 価 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 (a) 

懸 濁 す る 段 階 ；
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神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 因 子 を 含 む 培 地 に お い て 神 経 細 胞
を 提 供 す る 段 階 、 お よ び 、 培 養 さ れ た 神 経 細 胞 を 、 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地
中 に

神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 因 子 を 含 む 培 地 に お い て 神 経 細 胞
を 提 供 す る 段 階 、 お よ び 、 培 養 さ れ た 神 経 細 胞 を 、 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地
中 に



　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 波 状 コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高
い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 周 辺 が 滑 ら か な コ ロ ニ ー の 存 在 に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞
に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 形 態 を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 前 駆 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 (a) 

懸 濁 す る 段 階 ；
　 (b) 半 固 形 培 地 に お い て コ ロ ニ ー の 産 生 を 可 能 に す る 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ す る
段 階 ；
　 (c) コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 プ レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
　 (d) 未 分 化 細 胞 に 関 連 す る

に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞
に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 分 化 細 胞

に よ
り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー
の 抗 原 発 現 を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　 神 経 細 胞 が 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1～ 7の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　

【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　
【 請 求 項 １ ２ 】
　
【 請 求 項 １ ３ 】
　 培 地 が 無 血 清 で あ る 、 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
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神 経 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 因 子 を 含 む 培 地 に お い て 神 経 細 胞
を 提 供 す る 段 階 、 お よ び 、 培 養 さ れ た 神 経 細 胞 を 、 神 経 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 半 固 形 培 地
中 に

抗 原 の 発 現 が 高 レ ベ ル で あ る こ と 、 ま た は 未 分 化 細 胞 に 関 連
す る 抗 原 を 発 現 す る コ ロ ニ ー 内 部 の 細 胞 が 多 数 で あ る こ と

の 抗 原 の 発 現 が 高 レ ベ ル
で あ る こ と 、 ま た は 分 化 細 胞 の 抗 原 を 発 現 す る コ ロ ニ ー 内 部 の 細 胞 が 多 数 で あ る こ と

(e) 周 辺 が 波 状 の よ り 大 き な コ ロ ニ ー に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ
た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 周 辺 が 滑 ら か な よ り 小 さ い コ ロ ニ ー に よ り 、 コ ロ ニ
ー が 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー の 形 態 を 決
定 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。

(e) 未 分 化 細 胞 に 関 連 す る 抗 原 の 発 現 が 高 レ ベ ル で あ る こ と 、 ま た は 未 分 化 細 胞 に 関 連
す る 抗 原 を 発 現 す る コ ロ ニ ー 内 部 の 細 胞 が 多 数 で あ る こ と に よ り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 幹 細 胞
に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ 、 か つ 、 分 化 細 胞 の 抗 原 の 発 現 が 高 レ ベ ル
で あ る こ と 、 ま た は 分 化 細 胞 の 抗 原 を 発 現 す る コ ロ ニ ー 内 部 の 細 胞 が 多 数 で あ る こ と に よ
り 、 コ ロ ニ ー が 神 経 前 駆 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 可 能 性 の 高 い こ と が 示 さ れ る 、 コ ロ ニ ー
の 抗 原 発 現 を 決 定 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。

哺 乳 動 物 の も の で あ る

神 経 細 胞 が ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 ま た は マ ウ ス に 由 来 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。

神 経 細 胞 が 初 代 CNS組 織 ま た は 培 養 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に 由 来 す る 、

高 い 増 殖 能 を 有 す る 神 経 幹 細 胞 を 、 低 い 増 殖 能 を 有 す る NSCと 識 別 す る 、 請 求 項 1～ 8の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

半 固 形 培 地 が コ ラ ー ゲ ン に 基 づ く 、

半 固 形 培 地 が メ チ ル セ ル ロ ー ス に 基 づ く 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

因 子 が EGFで あ る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

段 階 (a)に お い て 1～ 12



【 請 求 項 １ ４ 】
　 段 階 (b)に お い て 、 細 胞 を 35 mm培 養 デ ィ ッ シ ュ 当 た り 約 1000～ 25,000細 胞 の 密 度 で プ レ
ー テ ィ ン グ す る 、 請 求 項 1～ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 段 階 (c)に お い て 細 胞 を 約 10～ 約 28日 間 培 養 す る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 段 階 (d)に お い て 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ が 2.0 mmを 超 え る こ と に よ り 神 経 幹 細 胞 で あ る こ
と が 示 さ れ る 、 請 求 項 1お よ び 4～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 段 階 (d)に お い て 、 コ ロ ニ ー の 大 き さ が 2.0 mmで あ る か 、 そ れ よ り 小 さ い こ と に よ り 神
経 前 駆 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 、 請 求 項 1お よ び 4～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 染 色 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 判 定 す る 、 請 求 項

の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 摘 出 し た 、 ま た は 切 除 し た 神 経 幹 細 胞 コ ロ ニ ー ま た は 神 経 前 駆 細 胞 コ ロ ニ ー の 免 疫 染 色
プ ロ ト コ ー ル を 用 い て コ ロ ニ ー の 抗 原 発 現 を 判 定 す る 、 請 求 項 の い ず れ か 一
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 免 疫 染 色 に お い て 未 分 化 細 胞 に 対 す る 抗 体 が 用 い ら れ る 、 請 求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 が ネ ス チ ン (nestin)、 sox1、 sox2、 musashi、 ま た は LexA/ 、 請 求 項

の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 β チ ュ ー ブ リ ン 、 グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） 、 O4、 ま た は ミ エ リ ン 塩 基
性 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 潜 在 的 治 療 組 成 物 を 試 験 す る た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 診 断 目 的 の た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 環 境 に お け る 薬 剤 の 影 響 を 評 価 す る た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の の
使 用 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】

(39) JP 2007-504808 A 2007.3.8

12

3お よ び 5～ 15

3お よ び 5～ 15

抗 原 SSEA-124で あ る
3お よ び 5～ 18の い ず れ か 一 項 記 載

抗 原 が 神 経 細 胞 系 統 に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 3お よ び 5～ 20の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

抗 原 が
で あ る

方 法

方 法

方 法



【 図 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ２ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ２ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ２ ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

描述了神经集落形成细胞（NCFC）测定。该测定使得可以区分神经干细
胞和神经祖细胞。一方面，本发明提供鉴定神经干细胞或神经祖细胞的
方法，包括以下步骤：（a）将神经细胞悬浮在支持神经元细胞增殖的半
固体培养基中（B）以允许在半固体培养基中产生菌落的密度接种细胞;
（c）培养接种的细胞直至可以鉴定菌落之间的大小差异;和（d）评估菌
落的大小作为更大的菌落更可能由神经干细胞产生，并且较小的菌落可
能由神经祖细胞产生。另一方面，通过测定集落形态或抗原表达，可以
将NSCs与神经祖细胞区分开。
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