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(57)【要約】
肺幹細胞の単離法、培養法、同定法および利用法を提供
する。肺幹細胞は、哺乳類の肺組織自体から得られる。
単離方法は、増殖遅延型コロニーの離散により最初の培
養物として発生することが想定される幹細胞の同定を含
んでいる。細胞は、Oct-4のような幹細胞マーカーおよ
び成熟した表現型に分化することにより同一性の確認が
可能である。単離法および選別法は、さらに幹細胞マー
カーに基づく細胞選別を含んでいる。幹細胞集団が未分
化表現型を維持する間に拡張する培養法は、肺間質（st
roma）細胞を備えた、定義された培養地、培養表面修正
および相互培養の使用を含んでいる。肺幹細胞の使用方
法は、さらに、細胞の生物学に関する研究である、ウイ
ルスの感染力、ウイルスの生産および抗感染薬の試験を
含むものである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肺組織の幹細胞を単離する方法は:
　肺組織からの細胞の幹細胞の集団を含むサンプル提供すること、
　肺細胞の初代培養をインビトロで育てること、
　初代培養から発現する成長速度の遅いクローン化可能細胞を採取すること、
　それによって培養中の他の細胞からそれらを単離すること、
　また、少なくとも1つの幹細胞特性の発現を見つけることにより幹細胞として単離され
た細胞を確認すること
からなる。 
【請求項２】
　前記肺組織および幹細胞は哺乳類のものからあることを特徴とする請求項１記載の肺組
織の幹細胞を単離する方法。 
【請求項３】
　前記肺組織および幹細胞はネズミ科の動物のものからであることを特徴とする請求項２
記載の肺組織の幹細胞を単離する方法。
【請求項４】
　前記肺組織および幹細胞は人間のものからであることを特徴とする請求項２記載の肺組
織の幹細胞を単離する方法。 
【請求項５】
　前記幹細胞の特性は成熟した表現型に分化する能力であることを特徴とする請求項１記
載の肺組織の幹細胞を単離する方法。
【請求項６】
　前記幹細胞の特性はOct-4の発現であることを特徴とする請求項１記載の肺組織の幹細
胞を単離する方法。
【請求項７】
　肺組織が派生した細胞を成人肺幹細胞として同定する方法は、該方法が、
　推定に基づく幹細胞の集団として初代培養中の肺細胞のより大きな集団内のゆっくり成
長するクローン化可能細胞を同定認識すること、
　推定に基づく幹細胞の集団中の幹細胞マーカーの発現の同定をすること
　および、幹細胞の同定を確認して、細胞の集団が成熟した表現型に分化する能力を持つ
ことを示すこと
からなる。 
【請求項８】
　前記幹細胞マーカーは遺伝子と関連付けされた幹細胞表現型の発現を表示することを特
徴とする請求項７記載の同定方法。
【請求項９】
　前記遺伝子の発現はRT-PCTあるいは定量PCRのうちのどちらによってでも示されること
を特徴とする請求項８記載の同定方法。
【請求項１０】
　前記遺伝子と関連づけされた幹細胞表現型はOct-4 または Sca-1のための遺伝子のいず
れかであるとされることを特徴とする請求項７記載の同定方法。
【請求項１１】
　前記幹細胞マーカーは蛋白質と関連づけされた幹細胞表現型の発現を表わすことを特徴
とする請求項７記載の同定方法。
【請求項１２】
　前記蛋白質の発現は免疫蛍光によって示されることを特徴とする請求項１１記載の同定
方法。
【請求項１３】
　前記蛋白質と関連づけされた幹細胞表現型はOct-4, SSEA-I, あるいはSca-1のいずれか
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であることを特徴とする請求項１１記載の同定方法。
【請求項１４】
　前記肺組織および幹細胞はネズミ科の動物のものであり、また、発現した幹細胞マーカ
ーはSSEA-I、Sca-1、Nanogの少なくとも1つであることを特徴とする請求項７記載の同定
方法。
【請求項１５】
　前記肺組織および幹細胞は人間のものであり、発現した幹細胞マーカーはSSEA-3、SSEA
-4、Sca-1、Nanogの少なくとも1つであることを特徴とする請求項７記載の同定方法。 
【請求項１６】
　肺幹細胞の同定法のキットの部品は、
　ゆっくり単離する細胞同定のための第一識別子を含む部品と、
　そして、マーカーOct-4の発現同定のための第二識別子と、
　ゆっくり単離するOct-4細胞の同定をする第一識別子と第二識別子と、
　インビトロでコロニーを成形することができ、かつ成熟した表現型へ分化可能な細胞と
、
からなることを特徴とする肺幹細胞に関するキット。
【請求項１７】
　前記第一識別子はBrdUからなりまた、第二識別子は抗体とオリゴヌクレオチドからなる
グループから選ばれることを特徴とする請求項１６記載の肺幹細胞に関するキット。
【請求項１８】
　前記細胞はネズミ科の動物のものであり、
また、キットは更に補足マーカー同定のための第三識別子と、
SSEA-I, SCA-I, Nanogからなるグループから選ばれた補足マーカーとからなることを特徴
とする請求項１６記載の肺幹細胞に関するキット。
【請求項１９】
　前記細胞は人間のものであり、また、キットは更に補足マーカーの同定法のための第三
識別子、SSEA-3, SEEA-4, Sca-1, Nanogからなるグループから選ばれた補足マーカーであ
ることを特徴とする請求項１６記載の肺幹細胞に関するキット。
【請求項２０】
　前記肺幹細胞に関するキットは、更に、成熟した表現型の同定のための第四識別子から
なることを特徴とする請求項１６記載の肺幹細胞に関するキット。
【請求項２１】
　肺幹細胞の培養方法は、
　肺組織から細胞サンプルを提供すること、
　インビトロの培養媒体からなるシステムでの肺細胞の初代培養を育てること
　初代培養から発現する細胞の成長速度の遅いクローンを採取すること
　ゆっくり成長するクローンは肺幹細胞からなること
　培養中の他の細胞から単離すること
　採取されたコロニーからの細胞の更なるインビトロでの培養幹細胞集団の拡張をするこ
とからなる。
【請求項２２】
　前記肺幹細胞の培養方法は、さらに、肺幹細胞の中の質を高めるポストソート細胞集団
を得るために細胞選別機で選別された幹細胞から成る成長した集団の少なくとも一部であ
り、細胞集団を成長させる肺肝細胞のポストソート集団を形成し、インビトロでさらに培
養された細胞からなることを特徴とする請求項２１記載の肺幹細胞の培養方法。
【請求項２３】
　前記細胞選別は少なくとも1つの幹細胞特定マーカーの発現に基づいていることを特徴
とする請求項２２記載の肺幹細胞の培養方法。
【請求項２４】
　前記細胞選別はOct-4の発現に基づいていることを特徴とする請求項２３記載の肺幹細
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胞の培養方法。
【請求項２５】
　前記選別された幹細胞集団はあらかじめ選別された１つであり、選別は細胞の集団に対
する連続操作であることを特徴とする請求項２２記載の肺幹細胞の培養方法。
【請求項２６】
　前記培養媒体は規定された媒体であることを特徴とする請求項２１記載の肺幹細胞の培
養方法。
【請求項２７】
　前記規定媒体は発育因子、代謝ホルモンおよび細胞を供給できるアイアンソース（iron
 source・鉄源）のいずれかからなることを特徴とする請求項２６記載の肺幹細胞の培養
方法。
【請求項２８】
　前記発育因子は表皮性発育因子であり、代謝ホルモンはインシュリンであり、また、供
給されるアイアンソース（iron source・鉄源）はトランスフェリンであることを特徴と
する請求項２６記載の肺幹細胞の培養方法。
【請求項２９】
　前記インビトロシステムは肺幹細胞の成長を促進するための処理された培養表面を含む
ことを特徴とする請求項２１記載の肺幹細胞の培養方法。
【請求項３０】
　前記処理された培養表面はコラーゲンでコーティングされていること、あるいは照射を
受け培養された肺細胞のいずれかを含んでいることを特徴とする請求項２９記載の肺幹細
胞の培養方法。
【請求項３１】
　前記インビトロシステムは共培養で照射を受け培養された肺間質細胞を含み、間質細胞
の存在が幹細胞の未分化表現型の安定をもたらすことを特徴とする請求項２９記載の肺幹
細胞の培養方法。
【請求項３２】
　肺幹細胞の感染を可能にする感染体の存在を同定する方法は、サンプル内の感染体で、
　サンプルと肺幹細胞集合が相互に接触すること
　サンプルによって肺幹細胞集団の感染のレベルを検知すること
　感染の検知されたレベルとスレショルド値の比較すること
　細胞集団中の感染の成長を示すスレショルド値で示すこと
からなる。
【請求項３３】
　前記感染体の存在の同定は、
　さらにサンプル中の感染体レベルを数値で示すこと
　レベルを数値で示すために、希釈サンプルを作り、サンプルを希釈し、培養中でサンプ
ルと肺幹細胞集団が相互に接触すること
　培養中で感染のレベルを検出すること
　サンプル中の感染体のレベルを決定するために培養中での感染の相対的なレベルを判断
すること
からなる。
【請求項３４】
　前記感染体の存在の同定は、さらに病原体の種類の同定を含むことを特徴とする請求項
３３記載の肺幹細胞の感染を可能にする感染体の存在を同定する方法。
【請求項３５】
　肺幹細胞に感染することができるウイルスの生成方法は、
　インビトロのシステムで接種ウイルスと肺幹細胞集団の相互接触を含むこと、
　システムは細胞培養媒体を含み、細胞培養媒体からウイルス粒子を最終の時間に集める
ことからなる。
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【請求項３６】
　前記細胞培養媒体は規定された媒体であることを特徴とする請求項３５記載のウイルス
の生成方法。
【請求項３７】
　前記インビトロのシステムは、肺幹細胞の成長を促進するための培養表面の処理を含ん
でいることを特徴とする請求項３６記載のウイルスの生成方法。
【請求項３８】
　前記ウイルスの接種物はHantaウイルス、インフルエンザウイルスあるいはSARS-CoVの
いずれかであることを特徴とする請求項３６記載のウイルスの生成方法。
【請求項３９】
　前記インフルエンザウイルスはHlNl、HIN2、H2N2あるいはH5N1のいずれかであることを
特徴とする請求項３６記載のウイルスの生成方法。
【請求項４０】
　前記インフルエンザウイルスは鳥インフルエンザウイルスであることを特徴とする請求
項３６記載のウイルスの生成方法。
【請求項４１】
　前記鳥インフルエンザウイルスはH5N1であることを特徴とする請求項４０記載のウイル
スの生成方法。
【請求項４２】
　抗感染体を同定する方法は
　病原体が感染体によって肺幹細胞の感染を妨げること
　インビトロシステムでウイルス接種物と肺幹細胞集団の相互に接触すること
　感染体によって肺幹細胞集団の感染レベルを検知すること
　感染の検知されたレベルと閾値を比較すること
からなる。
【請求項４３】
　前記感染体はHantaウイルス、インフルエンザウイルスあるいはSARS-CoVのいずれかで
あることを特徴とする請求項４３記載の抗感染体を同定する方法。
【請求項４４】
　前記インフルエンザウイルスはHINl、H1N2、H2N2あるいはH5N1のいずれかであることを
特徴とする請求項４３記載の抗感染体を同定する方法。
【請求項４５】
　前記インフルエンザウイルスは鳥インフルエンザウイルスであることを特徴とする請求
項４３記載の抗感染体を同定する方法。
【請求項４６】
　前記鳥インフルエンザウイルスはH5N1であることを特徴とする請求項４５記載の抗感染
体を同定する方法。
【請求項４７】
　インビトロの肺幹細胞から分化されたインビトロ肺細胞を生成する方法は肺幹細胞をイ
ンビトロシステムで培養することからなり、幹細胞の未分化表現型の安定した状態でない
システムからなる。
【請求項４８】
　未分化状態のままインビトロで肺幹細胞を維持する方法は、照射された肺間質細胞の存
在で肺幹細胞を培養することからなる。
【請求項４９】
　哺乳類組織からの幹細胞集団は、インビトロシステムで組織の初代培養から発現する集
団であって、細胞のゆっくり成長するコロニーとして同定され、組織の他の細胞から単離
したコロニー細胞であるとともに、Oct-4発現させる集団はインビトロで成熟した表現型
に分化できることからなる。
【請求項５０】
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　前記哺乳類の組織は肺組織であることを特徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。 
【請求項５１】
　組織はネズミ科の肺組織であり、細胞集団は、SSEA-I, Sea- 11、Nanogの少なくとも1
つを発現させることを特徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。
【請求項５２】
　前記組織は人間のものであり、細胞集団は、SSEA-3, SSEA-4, Sea-1,Nanogの少なくと
も1つを発現させることを特徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。
【請求項５３】
　前記幹細胞の単離した集団がクローンの起源であることを特徴とする請求項４９記載の
幹細胞集団。
【請求項５４】
　前記幹細胞の単離した集団はインビトロシステムで拡張し、細胞集団を成形することを
特徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。
【請求項５５】
　前記細胞集団は、幹細胞マーカーの発現細胞の有利は選択が可能な細胞選別法によって
同一の肺幹細胞の質を高めることを特徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。
【請求項５６】
　前記幹細胞マーカーはOct-4であるということを特徴とする請求項５５記載の幹細胞集
団。
【請求項５７】
　前記幹細胞マーカーがSSEA-I、SSEA-3、SSEA-4、Sea- 1,Nanogのいずれかであることを
特徴とする請求項５６記載の幹細胞集団。 
【請求項５８】
　前記初代培養および集団拡張は、特定媒体からなるインビトロシステムであることを特
徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。 
【請求項５９】
　前記インビトロシステムの特定媒体は発育因子、代謝ホルモン、細胞を供給できるiron
 source（鉄源）のいずれかを含むことを特徴とする請求項５９記載の幹細胞集団。 
【請求項６０】
　前記発育因子は表皮性発育因子であり、代謝ホルモンはインシュリンである、また、細
胞を供給できるiron source（鉄源）はトランスフェリンであることを特徴とする請求項
５９記載の幹細胞集団。 
【請求項６１】
　前記インビトロシステムは、肺幹細胞の成長を促進するための処理された培養表面を含
んでいることを特徴とする請求項４９記載の幹細胞集団。 
【請求項６２】
　前記処理された培養表面は、コラーゲンの上塗りを含んでいることを特徴とする請求項
６１記載の幹細胞集団。
【請求項６３】
　前記インビトロシステムは共培養で照射を受け培養された肺間質細胞を含み、間質細胞
の存在が幹細胞の未分化表現型の安定をもたらすことを特徴とする請求項４９記載の幹細
胞集団。
【請求項６４】
　肺組織のサンプルからの培養された幹細胞集団のコホートは、
インビトロシステムで肺組織の初代培養から発現する複数個の集団、および、一つの創始
細胞から個々に発生したゆっくり成長する同定可能なコロニーの細胞、他の肺細胞から単
離されているコロニーの細胞、Oct-4を出現し、インビトロでの成熟した表現型に分化可
能な集団、互い別々に維持されている個別のコロニーから発生する個々の集団、同一遺伝
子型集団、創始細胞内に存在する初代培養と一致する表現型の変異レベルを有する集団、
コホートのメンバーとされている個々のコロニーとからなる。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本件の開示は、幹細胞の中でも特に成人肺幹細胞に関し、細胞の同定法、単理法、培養
法を対象とした方法およびキット、および、該細胞のウイルス感染のモデル化とその治療
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　幹細胞は、発達の初期の段階（胚幹細胞）から成人期（成人体幹細胞）に至るまで多く
の組織および臓器で見つかっていた。 胚幹細胞は、非幹細胞とは別に単離され研究され
る一方、成人幹細胞は、ほとんどの場合、非幹細胞を含む大きな細胞集団の一部またはそ
の中にあると同定されている。 " 成人体 " あるいは "組織特異性" と呼ばれている幹細
胞が、皮膚、骨髄、筋肉、脳または他の組織を含む様々な組織に存在すると報告されてい
る。
【０００３】
　これらの細胞は、基本的に、初期の胚芽発生段階を超えて、生体のいかなる発展段階に
も関わりがあり、例えば、それには新生児期の発展段階の生体から生じるものも含まれて
いる。これらの組織特異性幹細胞は修復システムとして、老化する組織に正常細胞を連続
的に補充する働きをする。 
【０００４】
　幹細胞が新しい身体組織を作り出す能力は、例えば、パーキンソン病、糖尿病、癌およ
びアルツハイマー型認知症のような病気で損傷された身体組織を交換するための新しい細
胞を生成する可能性を提示し、幹細胞に治療の可能性を提供している。
【０００５】
　再生療法のための肺組織の幹細胞の特性への関心は大きくなってきており、肺幹細胞の
同定と増大させる試みがなされている。肺は、非常に複雑で、条件付き再生臓器は、少な
くとも４０の分化された細胞タイプ／系統から構成されており、隣接する軟骨性気管(気
管と気管支)、末端の細気管支(細気管支、終末細気管支、呼吸気管支)およびガスを交換
する肺胞に分けることができる。 肺は、機能的に構造上独特な上皮で覆われており、お
そらく、さまざまな特異なタイプの成人上皮幹／前駆細胞を含んでいる。
【０００６】
　上皮表面は常に開いていて損傷可能なので、幹／前駆細胞は、上皮修復の為の迅速な反
応機構を装備した本来の保護皮膜としての機能を果たす。
　損傷を受けた肺を修復し、組織が損傷した際に部分的に寄与することが想定される幹／
前駆細胞には、粘液腺成長と気管の枝分かれした上皮再生の為の基底細胞（from PNAS：
米国科学アカデミー紀要）と、細気管支のクララ細胞と、肺胞の第２型肺細胞が含まれる
。
【０００７】
　ナタレンを備えた肺損傷モデルは、神経上皮細胞体あるいは細気管支肺胞の分岐管内に
あるシトクロムＰ４５０マイナス(CyP４５０－)変異クララ細胞は、ナフタレンの毒性を
回避し、次の気管支の再生に寄与することを示唆している。
　さらに、肺気管から分離（単離）された非造血性の細胞集団は、(CyP４５０－)変異ク
ララ細胞と同様の分子表現型を持つことを示唆している。
【０００８】
　近年、成人体の肺の気管支肺胞の分岐にある肺幹細胞は、クララ細胞と第２型肺細胞の
それぞれのマーカーであるクララ細胞分泌たんぱく質（ＣＣＳＰ）と、プロサーファクタ
ントタンパクＣたんぱく質を発現するCD３４＋Sca－１＋CD４５－PE－CAM－細胞であるこ
とが同定され、また、特徴づけられた。しかし、上記の肺幹および前駆細胞の発展的関連
については明確にされる余地がある。
【０００９】
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　肺組織は、多くの感染体の標的であり、コロナウイルス付き重症急性呼吸器症候群(Ｓ
ＡＲＳ－ＣｏＶ)のようないくつかの致命的疾病がある。２００３年には，急性肺疾患損
傷に起因する高い死亡率を伴う新型肺炎である重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）が複数
の国に蔓延した。ＳＡＲＳ（重症急性呼吸器症候群）の病原体は、ＶｅｒｏＥ６細胞の細
胞変性に基づく新しい変性コロナウイルス(ＳＡＲＳ－ＣｏＶ)であることがその後確認さ
れた。多くの動物モデルが、ＳＡＲＳ－ＣｏＶ感染の病因の研究に使用されている。猿モ
デルは、ＳＡＲＳの臨床経過をある程度再現するが、ネズミモデルは、生体内で決定的な
受容器官（レセプター）としてアンジオテンシン変換酵素２（ＡＣＥ－２）を目的とした
第1遺伝子学証拠を提供する。
【００１０】
　猿の研究では、第１肺細胞およびこれより少ない範囲で第２肺細胞も、ＳＡＲＳ－Ｃｏ
Ｖ感染の標的となる細胞であることが明らかになったが、ＳＡＲＳ－ＣｏＶに感染したネ
ズミの細気管支の上皮細胞の同定については明らかとなっていない。
【００１１】
　ＳＡＲＳ－ＣｏＶの患者は、初期に抗ウイルス療法の反応により発熱や肺炎をおこす。
ウイルス価は通常、最初の感染１０日後から急速に減少する。このウイルスの負荷の減少
にもかかわらず、臨床的には患者の２０％は３週間後までに高い死亡率を示す急性呼吸促
迫症候群（ＡＲＤＳ）を発生している。ＳＡＲＳに感染した肺組織は、浮腫、出血および
細胞浸潤を含むびまん性肺胞障害（ＤＡＤ）をおこす。ＡＲＤＳ治療は、炎症反応のコン
トロールが目的とされているが、損傷した肺の重症度と回復度は、上皮細胞の機能次第で
ある。実際、目立った病理学的な発現は、びまん性上皮肺胞障害である。さらに肺胞上皮
は肺胞の体液再吸収の場面でＡＲＤＳに付随する肺繊維症の進展に重要な役割を果たす。
【００１２】
　疾病へのかかりやすさおよび感染、疾病から回復させる作用、感染、あるいは肺の損傷
における肺幹細胞の生物学に関するより良い理解は、肺の疾病を治療する薬および方法の
開発において有用である。 
【発明の開示】
【００１３】
　本発明の１番目の態様には、成人肺幹細胞を単離する方法が開示されている。肺に存在
する成人幹細胞は、インビト（生体外または試験管内）では、ゆっくり分裂する細胞とし
て存在し、個々のコロニーの形成とOct‐4（Oct‐4、たんぱく質、POUドメインファミリ
ーの転写要因、幹細胞のマーカー）マーカーを発現する。幹細胞が分裂しているという事
実は、ゆっくりであったとしても、細胞が急速に成長または分裂したとしても、分離（単
離）して成長するコロニーを成形しない初代培養の中にある大部分の細胞とは識別されて
いる。
【００１４】
　これらの分離（単離）したコロニーは、通常、一連の分裂する単細胞から生じ、クロー
ンの起源および娘細胞との関連で参照してみると、この単細胞は“クローン”と呼ばれる
可能性があり、結果として一般的な単先駆（的）細胞から生じる。組織サンプルの初代培
養から生じる細胞集団は、１つの個体から生じるため既に同一遺伝子型であると推定され
る可能性がある。試験管内（インビトロ）で成長または増殖するクローン細胞集団は、細
胞タイプの表現型発現および分化状態に関し、通常、生物学上同一である。 
【００１５】
　肺幹細胞の単離の初期の段階は、顕微鏡でコロニーの発育を視覚的に確認ができ、次に
、培養または解析のために初代培養から手動によるプラッキングまたは採取により視覚的
に確認ができる。そのような方法は、人間またはネズミ科からの細胞を含む哺乳類細胞の
初代培養に応用できる。大きい集団から分化され採取された細胞は、さらに後述する判定
基準により幹細胞であることが認定（同定）される。
【００１６】
　成人幹細胞を確認（同定）する独特の方法は、成熟した肺細胞表現型の中で末端分化す
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ることができることである。組織形態の幹細胞を単離する方法は、哺乳類の肺細胞に関す
る開示により実証されるが、他の組織の幹細胞についても同様に広範囲に応用できるので
はないかと期待されている。
【００１７】
　本発明の第２の態様には、組織の幹細胞の同定する方法が開示されている。実施例の方
法は、組織のOct－４発現細胞を同定し、同定されたOct－４発現細胞はコロニーをインビ
トロ（生体外）で成形することができ、同定されたOct－４発現細胞を初代培養の中で単
離することにより成熟した表現型を分化することができる構成である。さらに、単離され
た成人組織細胞は、Oｃｔ－４の発現によって、又は、幹細胞の未分化表現型の遺伝子発
現あるいはタンパク質の発現を示す幹細胞マーカーのような他の幹細胞マーカーとの結合
によって同定される。
【００１８】
　遺伝子発現は、さらに詳細には、ＤＮＡが転写されｍＲＮＡが形成されるプロセスであ
り、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法）および定量ＰＣＲ法のような方法に
より明らかになる。定量ＰＣＲ法は、定量であるという単純な理由のため、ある目的では
免疫蛍光方法より優れた利点がある方法であり、例えば、複数の型の細胞間の遺伝子発現
の高分解比較にも許容される。
【００１９】
　例えば、そのような方法は、Ｏｃｔ－４、ＳＳＥＡ－１、Ｎａｎｏｇ、Ｓｃａ－１のよ
うな遺伝子発現のマーカーを示している。たんぱく質の発現、さらに具体的には、免疫蛍
光方法またはフローサイトメトリー分析手法（蛍光活性化細胞選別装置または“ＦＡＣＳ
”）で示すようなたんぱく質からのＲＮＡの転写、
そのような方法によるＯｃｔ－４、ＳＳＥＡ－１、Ｎａｎｏｇ、Ｓｃａ－１の発現が示さ
れている。幹細胞表現型に関するマーカーは特定の種類である可能性がある。人間の肺幹
細胞では、例えばSSEA-3、SEEA-4、Sca-1、Nanogが発現する。鼠の肺幹細胞では、例えば
SSEA-1、SCA-1、Nanogが発現する。
【００２０】
　さらに、CXCR-4 、CD54等のような幹細胞とは特に必ずしも関連を持たない他のマーカ
ーは、前記幹細胞の特殊マーカーと関連して“FACS”の多重パラメーター分析中の成人幹
細胞の同定に使用することができる。本発明の第３の態様として、肺幹細胞の同定用のキ
ットが開示されている。
【００２１】
　キットは、成人肺幹細胞の同定および特性を調べるための器具と試薬とを包含し、試薬
と器具を集合させたユニットを包含するこの方法の具体的実施形態である。肺幹細胞を同
定するためのキットの実施形態は、ゆっくり分裂する細胞の同定のための第１識別子、Ｏ
ｃｔ－４マーカー発現を同定する為の第２識別子とから構成され、第１識別子と第２識別
子は、ゆっくり分裂するＯｃｔ－４発現細胞の同定に使用されるもので、同定されたゆっ
くり分裂するＯｃｔ－４発現細胞は、インビトロ（生体外）でコロニー（クローン）を形
成し、かつ成熟した表現型を分化することができる。
【００２２】
　これらの各マーカーによる証拠の収集の重要性が、細胞が幹細胞であるということを認
定することの正確性について、かつてないほどの信頼を作り出している。キットのいくつ
かの実施例として、ここで開示するように非幹細胞から幹細胞を識別するのに適切な識別
子（例えばSSEA-1、Nanog、Sca-1のような他の幹細胞に特有のマーカー、あるいは、他の
非特異性のマーカーとの結合するCXCR-4、CD54など）を含んでいる。
【００２３】
　本発明の第４の態様として、インビトロ（生体外）での成人肺幹細胞を培養する方法を
開示する。この方法の実施例は、肺組織と、分化された肺細胞の大部分を包含する組織と
を提供することからなり、さらに幹細胞の小さな集団も包含する。一般に、培養法は、関
連ある幹細胞集団の単離し、反復して幹細胞を助ける為の細胞集団の質を高め又は浄化し
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、非幹細胞の存在を減少または除去する方法を包含し、また得られた幹細胞集団をインビ
トロ（生体外）で増殖させる。
【００２４】
　肺幹細胞の培養法は、組織ソース（源）からそれらを単離することから始まるのが一般
的であるが哺乳類組織ではこれに限られることなく、適切な培養地の中では単離された細
胞が生まれる。単離により培養された細胞を用いることが含まれる方法の実施例では、幹
細胞の特性に基づき積極的に細胞を選別する細胞分析手法により、例えばOct-4の発現で
、幹細胞の中でも次第に質のよい細胞集団が得られている。
【００２５】
　培養の中または拡大された幹細胞集団の中で任意の時点で、ここに開示された方法で、
未分化幹細胞としての確認または定量化のためにテストされる。この観点からの発明の実
施例は、実験室規模の培養や、大量の細胞が研究のために求められる大規模な、基本的な
細胞の生物学的な研究や、ウイルス感染のダイナミクスの研究、または抗感染症薬を含む
研究の方向に向けられているであろう。 
【００２６】
　本発明の５番目の態様として、肺幹細胞を感染させることのできる感染体（エージェン
ト）を同定する方法を開示する。この方法の実施例は、上記の単離された肺幹細胞に感染
体を接触させること;上記特定した肺幹細胞の感染体による感染の程度を検出すること；
検出された感染の程度と、表示できるスレショルド値または感染細胞の診断法による所定
のスレショルド値とを比較すること；から構成される。この点に関する本発明の実施例は
、感染体を持つと思われるサンプルを感染体を同定するために使用したであろうが、その
コンテンツ（内容）は不明である。
【００２７】
　本発明の他の実施例では、定量法が使用され、感染体は既に知られているのものであろ
うが、レベルまたはタイター（力価）は不明であり、また、感染効率も不明である。これ
らの実施例では公知技術として知られているようにサンプルは、典型的に多レベルで希釈
の対象となり、1つまたは複数の識別テストがコントロールのもとに行われ、統計分析さ
れる。
【００２８】
　本発明の6番目の態様には、感染体である特にウイルスの生産の方法が開示されている
。方法の実施例は、ウイルス接種材を培養の中の肺幹細胞集団に相互に接触させ、ウイル
ス粒子を適宜の培養期間後に培養地から収集することからなる。 
【００２９】
　特に、培養地の中でのウイルス接種材と単離した肺幹細胞集団の相互の接触は、無血清
培養（確定媒体）の状態で行われる。細胞培養システムはさらに、幹細胞集団の成長また
は未分化状態の表現型の安定をサポートする処理された表面と共培養の存在を含むことも
できる。
【００３０】
　ウイルス接種材は関連ある任意のウイルスであって、例えば、Hantaウイルス、SARS-Co
V、他のインフルエンザウイルス(例えばインフルエンザA型、H1 N1、H1 N2、H2N2)、およ
びH5N1ウイルスのような鳥インフルエンザウイルスのようなものであってもよい。 ここ
で、鳥インフルエンザの病原体種の亜型の合理的に現在のリストには、H1 N1およびH1 N2
、H2N2、H3N2、H3N8、H5N1、H5N2、H5N3、H5N8、H5N9、H7N1、H7N2、H7N3、H7N4(H7N7) H
9N2、H10N7が含まれている。; これらの病原体のすべて及び後に発見されるであろう同様
のものは、本発明の方法の実施例に含まれるであろう。 
【００３１】
　本発明のこの点に関する実施例は、研究規模の生産またはより工業規模の生産に向けら
れている。 ワクチンの開発および生産や、抗感染体（坑感染症薬）の開発用ように、ウ
イルス製品は、研究のため、または遺伝子伝達手段のような治療目的のために使用されて
もよい。 



(11) JP 2009-514509 A 2009.4.9

10

20

30

40

50

【００３２】
　本発明の７番目の態様には、感染体による肺幹細胞の感染または感染の進行を阻止する
抗感染体（坑感染症薬）を識別する方法が開示されている。抗感染体（坑感染症薬）は感
染の過程をあらゆる観点から阻止する合成物である。この方法の実施例は、抗感染体（坑
感染症薬）の試薬と肺幹細胞集団とを相互に接触させること；肺幹細胞を感染体の試薬に
接触させること；感染体により肺幹細胞の感染のレベルを検知すること；検知した感染の
レベルと所定のスレショルドレベル、表示できる又は進展した感染細胞の診断法によるス
レショルドレベルとを対比することからなる。
【００３３】
　細胞が感染体と抗感染体（坑感染症薬）に曝される順は、公知技術として知られている
ように、実施または操作の詳細によって変わるかもしれない。 その例として、感染体と
してはどのようなウイルスであってもよく、SARS-CoV、Hantaウイルス、またはインフル
エンザA型のような インフルエンザウイルス、およびH1N1、H1N2、H2N2またはH5N1ウイル
スのような鳥インフルエンザウイルスであってもよい。抗感染体（坑感染症薬）としては
、どのような化学分類のものであっても、またサイズが抗体のような小さな分子範囲から
大きな分子範囲であってもよい。
【００３４】
　本発明のこの点に関する実施例は、比較的肯定的／否定的な同定法あるいは診断目的、
またはあるいは抗感染性の効能のレベルが求められる場合にはより定量目的に向けられて
いるであろう。実施例は、研究規模の実施または大規模であって、抗感染性治療の候補合
成物を選別するような大規模に向けられるかもしれない。
【００３５】
　本発明の８番目の態様には、長期間インビトロ培養された肺幹細胞から単離した肺細胞
を生成する方法が開示されている。成人肺幹細胞は、例4において実証するように、実験
手法によって確立された肺胞２型と肺細胞１型に末端分化する能力を持っており、この能
力があることが本件開示の方法によって分離（単離）された幹細胞の特質である。 
【００３６】
　本方法の実施例は、肺胞２型および肺組織が生物学上の機能を実行するべき肺細胞１型
の生成を含む。本発明のこの観点からの実施例は、機能的な肺細胞が求められる人工肺組
織の開発または、抗感染性の治療の候補合成物を選別するための単純な代替療法に向けら
れるかもしれない。実施例は、研究規模の実施、あるいは治療目的に適切となるであろう
大規模な実施に向けられるかもしれない。 
【００３７】
　本発明の９番目の態様においては、成人肺幹細胞を未分化の状態で長期間インビトロ培
養の中に維持する方法が開示されている。成人肺幹細胞は、未分化の状態の表現型を安定
させる能力を持っている。この方法は、例えばウイルスの感染力のモデルとして使用した
り、また、抗感染体（坑感染症薬）の効能を試験するためのモデルとして使用する場合の
該細胞の生物学的研究に重要である。
【００３８】
　例１０で提供されるように、照射された肺間質細胞がある状態での単離された成人肺幹
細胞の培養は、幹細胞の未分化表現型を維持し、数週間の内にOct-4の発現を許容する。
幹細胞に対する間質細胞は、平滑筋α-actin（αアクチン）、CD44、CD90を発現し、また
部分的に含脂肪細胞になるように誘発され、これにより間葉細胞のいくつかの形式が現れ
る。安定した表現型を備えた幹細胞培養の長期的な強健さは、（１）基礎生物学の研究、
（２）ウイルス感染過程のモデル化のためのツール、（２）抗感染体（坑感染症薬）の同
定（識別）、選別、開発用のツールとして特に有用かもしれない。
【００３９】
　本発明の１０番目の態様においては、肺組織から発生したインビトロ幹細胞集団が開示
されている。この集団は、非常に低い発生率で肺組織に存在するが、優勢な非幹細胞肺細
胞集団から単離することができ、インビトロ（生体外・試験管）システムで拡張している
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。細胞集団は、人間とハツカネズミのような哺乳類ドナーからの肺細胞の初代培養から発
現する、遅成長コロニーの形で同定（確認）可能である。本発明の実施例によって提供さ
れるように、遅成長コロニーは視覚的に明白で、物理的に培養から引き抜かれるかもしれ
ないし、細胞の集団が増えて数が拡大し、別の培養に転送されるかもしれない。
そのような集団は、単に他のタイプの細胞を本質的に排除することによって物理的に捕獲
するという非幹細胞肺細胞とは対照的に幹細胞の発生率において高度で豊かである。
【００４０】
特に拡張の後の単離された集団は、細胞分類手続きを通じて幹細胞の区域の中でさらに浄
化または豊かになるかもしれない。本発明の例示的な実施例で提供されたこれらの分類手
続きは、幹細胞マーカーの細胞による発現に基づく積極的な選択を行なう。
【００４１】
　さらに本発明の１０番目の態様で提供されたインビトロ培養システムは、少なくとも1
つの発育因子を含む媒体で、少なくとも1つの代謝（同化）どうかホルモンであり、少な
くとも１つの細胞利用可能なアイロンソース（iron source鉄源）である特定の哺乳類細
胞培養媒体を含んでいる。発育因子は表皮増殖因子(EGF)であるか、あるいは、他の繊維
芽細胞成長因子(FGF)のような発育因子または、他の適切な発育因子であるかもしれない
。代謝（同化）ホルモンはインシュリンか、インシュリンの類似体（アナログ）か、ある
いは他の適切な代謝ホルモンかもしれない。細胞利用可能なアイロンソース（鉄源）はト
ランスフェリン、あるいは細胞が培養中で利用することができる鉄塩の任意の組合せかも
しれない。
【００４２】
　インビトロ培養システムの実施例は、初代培養の中で使用されてもよく、また、集団を
拡張させる単離集団のさらなる（次代）培養の中で使用されてもよい。インビトロシステ
ムの実施例は、さらに培養器の簡素なプラスチック表面の処理あるいは変更を含んでいる
。その処理には、例えば、コラーゲンのコーティング、あるいは幹細胞集団の付属および
成長をインビトロで促進する他の物質も含まれる。
【００４３】
　インビトロシステムは、他の特徴として集団の成長を促進するか、未分化状態で表現型
の安定化を促進することも含まれる。例えばここに開示された共同培養中の照射された肺
間質細胞は、未分化表現型を安定化させる。細胞集団は、Oct-4の発現や培養中で成熟し
た表現型を分化する能力のような幹細胞に特有の特徴を持っている。
【００４４】
　細胞集団はさらに未分化幹細胞の他のマーカーの発現であるSSEA-I、SSEA-3、SSEA-4、
Sca-1、Nanogを発現する。そのような肺幹細胞集団は、上述のように、研究ツールとして
、特に、ウイルス感染と関係するモデルおよび診断ツールの開発のため、および抗感染体
（坑感染症薬）の選別（スクリーニング）および特性付けのためにも有用である。さらに
、開示された幹細胞集団は、肺傷および疾病の治療法の開発にも向けられる。 
【００４５】
　肺幹細胞集団に関する発明の一つの観点は、幹細胞の単離法と同定法を、肺以外の器官
または組織、たとえば心臓、腸あるいは腎臓に形成された幹細胞集団に適用すること関す
るものである。出願人は、従来は胚幹細胞のマーカーとして認識されていたOct-4が、実
は他の臓器内の幹細胞に広く関連するマーカーその細胞はOct-4のマーカーに加えて、他
のマーカーである特に組織あるいは臓器（マーカー）であることを創造的に発見した。
【００４６】
　肺細胞は他の組織にあり、特別なサイトあるいは少なくともいくらかの程度で分化し、
幹細胞の効力だけで、肺幹細胞として、クローン化方法で増殖するかもしれないと出願人
は予想する。そのような細胞は、Oct-4のような基本的幹細胞マーカー、あるいは、その
いくつかは組織に特殊であるかもしれないものを含む他のマーカーによって同定される。
これらのマーカーは、表現型に関しては同種増殖のために、優性またはどちらかといえば
有利な肺細胞内で、集団が質を高められるようにするための細胞選別手法で肺幹細胞の有
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利性を選択し使用することができる手段になるであろう。
【００４７】
　さらに、肺細胞の集団の供給に関連ある態様を提供し、同様に同種の遺伝子型集団の一
団である可能性がある。本件開示では、集団は初代培養から発現し、そして、集団は拡大
して、研究、診断、スクリーニング、または治療目的として有用なクローンであって、そ
れ自体はさらに、同一遺伝子型（特定の同じドナーからという理由）であり、また同種の
表現型、反射組織あるいは分化状態同様の明確な特性をもつ組織の表現型をもつ。
【００４８】
　ドナーの組織またはバイオプシーは、クローン集団のような複合物を生成することがで
きる。そのようなラインは、同胞種（姉妹細胞）あるいは集団集団であり遺伝子型同一と
考えられているかもしれないが、少なからず変化はあり、コロニー創始細胞自身によって
違ってくる。
図面の簡単な説明
【００４９】
　特許出願のファイルは少なくとも1つのカラーで作成された図面からなる。カラーコピ
ーの付いた特許または特許出願のコピーは、特許庁への請求および必要な料金の支払いに
よって提供されるだろう。
本件に開示した前述の特徴および目的は、以下の記述を添付の図面を参照にすることによ
りより明白になるだろう、参照数字は以下の通り構成要素を表わすものである。 
【００５０】
　図１はホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdU(bromodeoxyuridi
ne)のための、注入５日経過直後の免疫組織化学染色を表しており；BrdUを保有する細胞
は黒がかった灰色の染色によって表され；BrdUを保有しない細胞は灰色の染色によって表
される。
【００５１】
　図２はホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdUのための、BrdUに
ラベリングした４週間後の免疫組織化学染色の追跡を表しており；BrdUを保有する細胞は
黒がかった灰色の染色と矢印によって表されており；BrdUを保有しない細胞は灰色の染色
によって表されている。
【００５２】
　図３はBrdUにラベリングした４週間後のホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児
の肺組織の免疫組織化学染色の追跡を表し、anti-pancytokeratin 抗体 (AE1/3)のある図
２における５から１０ミクロンの厚さの連続切片の断面で、気管支部分（黒がかった灰色
の染色）を表示し；明るい灰色の染色は組織部分の全て細胞の核を表している。
【００５３】
　図４はOct-4に抵抗力を持つ抗体とホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺
組織の免疫組織化学染色を表しており；Oct-4 の発現細胞は矢印によってとても黒い灰色
の染色に表され；Oct-4 の不発現細胞は灰色の染色によって表される。
【００５４】
　図５はホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織の免疫組織化学染色の追
跡を表し、抗パンサイトケラチン（anti-pancytokeratin） 抗体 (AE1/3)のある図４にお
けるに５から１０ミクロンの厚さの連続切片の断面で、気管支部分（黒がかった灰色の染
色）を表示し；濃黒の灰色の染色は組織部分の全て細胞の核を表している。
【００５５】
　図６はホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdUとＯｃｔ－４のた
めのBrdUにラベリングした４週間後の免疫組織化学二重染色を表しており；パネルＡはBr
dUのための染色であってBrdUを保有する細胞は矢印によって灰色と明るい灰色の染色で表
されており；パネルＢはＯｃｔ－４を発現する細胞を矢印によって灰色と明るい灰色の染
色で表し；パネルＣはパネルＡとパネルＢのイメージを合わせたものであり、染色は星印
によって表されている。
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　図 ７はハツカネズミの新生児の肺組織からの初代培養の位相コントラストの写真によ
って示される。肺の上皮コロニーは矢印によって示される。 
【００５６】
　図８は肺組織から単離された肺細胞のフローサイトメトリック選別の結果を報告する図
表であり；X軸は、細胞のサイズを示す相対数が示される; Y軸は、蛍光強度が示される。
R1地域は2-bromoacetamidoethylスルフォンアミド、蛍光発生（fluorogenic）超生体の染
色を備えた細胞の培養後の相対的な蛍光強度と同様に細胞のサイズを示す。R1地域は、高
い蛍光強度および大きいサイズの細胞を備えた細胞のサブ集団を参照している。 
【００５７】
　図９は濃縮後のハツカネズミの新生児の肺組織から初代培養の位相コントラストの写真
を表す; 大きな肺の上皮コロニーは矢印によって表される。 
　図１０は初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す。
　図１１は図１０のポリクローナル抗体anti-Oct-4の初代肺細胞培養の免疫組織化学染色
を示す。Oct-4 発現細胞は灰色の染色として表される。パネルＡは図１１の白いボックス
によって区画された領域の拡張されたイメージであり、細胞の細胞核の中にあるOct-4 発
現の拡張イメージを示している。
【００５８】
　図１２は 図１０の免疫染色パターンと同化した図１０の免疫染色された初代肺細胞培
養のDAPIを備えたカウンター染色を表す。細胞核は明るい灰色の染色として示される; Oc
t-4 発現細胞は濃い染色として示されている。 
　図１３は初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す。 
　図１４は抗体anti-SSEA-lを備えた免疫組織化学染色を示す; SSEA-1発現細胞は灰色の
染色として示される。 
【００５９】
　図１５は図１４の免疫染色パターンと同化した 図13の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を表している。 細胞核は明るい灰色の染色として示され
る。 SSEA-I 発現細胞の細胞質は灰色の染色として示される。パネルAは図１５の白いボ
ックスによって区画された領域の拡張イメージであり、SSEA-1を示す拡張されたイメージ
は細胞の表面上と図１５に示される肺のコロニー細胞の細胞質中に発見された。
【００６０】
　図１６は初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す。 
　図１７は抗体anti Sca-1を備えた抗体と免疫組織化学染色を示す。Sca-1 発現細胞は灰
色の染色として示される。 
　図１８は、図１７の免疫染色パターンと同化した図１６の免疫染色された初代肺細胞培
養のDAPIを備えたカウンター染色が表されている。細胞核は明るい灰色の染色として示さ
れる。Sca-I 発現細胞の細胞質は灰色の染色として示される。パネルAは図１７の白いボ
ックスによって区画された領域の拡張イメージであり、Sca-1 を示す拡張されたイメージ
は細胞の表面上と図１７に示される肺のコロニー細胞の細胞質中に発見された。
【００６１】
　図１９は（Ａ）位相コントラストの写真と（Ｂ）サイトケラチン（cytokeratin）-7に
対する特異抗体と共に扱われる初代肺培養のDAPIと合併したそれぞれの免疫染色が示され
ている。全ての細胞の核は明るい灰色の染色として示され；サイトケラチン（cytokerati
n）-7陽性細胞は灰色の染色として示される。
【００６２】
　図２０は（Ａ）位相コントラストの写真と（Ｂ）クララ細胞分泌タンパク質に対する特
異抗体と共に扱われる初代肺培養のDAPIと同化したそれぞれの免疫染色が示されている。
全ての細胞の核は明るい灰色の染色として示され；クララ細胞分泌タンパク質陽性細胞は
灰色の染色として示される。
【００６３】
　図２１は（Ａ）位相コントラストの写真と（Ｂ）それぞれの細胞質Ｐ４５０酵素染色が
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示されている。細胞内の細胞質Ｐ４５０酵素の活性が灰色の染色によって示されている。
【００６４】
　図２２は肺の上皮コロニーの細胞の中にあるOct-4のmRNAの書き換えのためのRT-PCR分
析を表している。陰性調節（negative control）のためにハツカネズミこう丸セルトーリ
細胞(TM4)上で実行されたRT-PCRの結果がレーン1に示されている。肺の上皮コロニーから
取り出された細胞上で実行されたRT-PCRの結果がレーン2に示されている。陽性調節 (pos
itive control) のためにハツカネズミの胚生殖細胞上で実行されたRT-PCRの結果がレー
ン3に示されている。分子量のためのマーカーはMレーンに示されている。内部基準として
使われるグリセルアルデヒド3-リン酸脱水素酵素(GADPH)の位置は星印によって示される
。 
【００６５】
　図２３は肺の上皮コロニーの細胞の中のSca- 1のためのmRNAの書き換えのためのRT-PCR
分析を示す。陰性調節 (negative control) のためのVeroE６細胞上で実行されたRT-PCR
の結果がレーン1に示される。肺の上皮コロニーから取り出された細胞上で実行されたRT-
PCRの結果がレーン2に示される。陽性調節 (positive control) のためのBW5147細胞上で
実行されたRT-PCRの結果がレーン3に示される。分子量のためのマーカーはMレーンに示さ
れる。内部標準として使用されるGADPHの位置は星印によって示される。 
【００６６】
　図２４は二次培養５日後の細胞の位相コントラストの写真を示す。 
　図２５はプロテインC抗体を備えた反界面活性剤と共に図２４の初代肺細胞培養のDAPI
カウンター染色と同化する免疫組織化学染色を示す。界面活性剤プロテインCが発現する
細胞は灰色の染色として示される。細胞の核はとても明るい染色として示される。 
【００６７】
　図２６は二次培養９日後の細胞の位相コントラストの写真を示す。 
　図２７は 抗アクアポリン（anti-aquaporin）-5抗体を備えた図２６の初代肺細胞培養
のDAPlカウンター染色と同化する免疫組織化学染色を示す。アクアポリン（aquaporin）-
5が発現する細胞は灰色の染色として示される。細胞の核はとても明るい染色として示さ
れる。 
【００６８】
　図２８は８時間の間SARS-CoVに汚染した肺の上皮細胞のための位相コントラストの写真
である。肺の上皮コロニーは矢印によって示される。 
　図２９はSARS-CoVのヌクレオキャプシドタンパク質に対する抗体を備えた図２８の初代
肺細胞培養の免疫組織化学染色を示す。陽性細胞は灰色の染色として示される。 
【００６９】
　図３０は 図２９の免疫染色パターンと同化した図２９の免疫染色された初代肺細胞培
養のDAPIを備えたカウンター染色を示す。すべての細胞の核は明るい灰色の染色として示
される。SARS-CoVポジティブ細胞は灰色の染色として示される。パネルAは図３０の白い
ボックスによって区画された領域の拡張イメージであり、拡張されたイメージはSARS-CoV
 が細胞の表面上と図３０に示される肺のコロニー細胞の細胞質中に見つけられたことを
示す。
【００７０】
　図３１は２４時間の間SARS-CoVに感染した肺の上皮細胞のための位相コントラストの写
真である。肺の上皮コロニーは矢印によって示される。 
　図３２はSARS-CoVのヌクレオキャプシドタンパク質に対する抗体を備えた図３１の初代
肺細胞培養の免疫組織化学染色を示す。陽性細胞は灰色の染色として示される。 
【００７１】
　図３３は図３２の免疫染色パターンと同化した図３２の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を示し、すべての細胞の核は明るい灰色の染色として示さ
れる。SARS-CoVポジティブ細胞は中間の灰色の染色として示される。パネルAは図３３の
白いボックスによって区画された領域の拡張イメージであり、拡張されたイメージはSARS
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-CoV が細胞の表面上と図３３に示される肺のコロニー細胞の細胞質中に見つけられたこ
とを示す。
【００７２】
　図３４は８時間の間インフルエンザA型/WSN/33ウイルスに感染した肺の上皮細胞のため
の位相コントラストの写真である。肺の上皮コロニーは矢印によって示される。 
　図３５は反A型インフルエンザウイルス特異抗体を備えた図３４の初代肺細胞培養の免
疫組織化学染色を示す。陽性細胞は中間の灰色の染色として示される。
【００７３】
　図３６は 図３５の免疫染色パターンと同化した図３５の免疫染色されたされた初代肺
細胞培養のDAPIを備えたカウンター染色を示す。細胞の核は青い染色として示される。A
型インフルエンザウイルス陽性細胞はは中間の灰色の染色として示される。
　図３７はSARS-CoVの１６時間のポスト感染の後の初代肺細胞培養の電子顕微鏡写真を示
す。細胞質の中で膨れたゴルジ小胞は矢印によって示される。 
【００７４】
　図３８は細胞の膨れたゴルジ小胞の中にある図３７の高い倍率の電子顕微鏡写真を示し
、細胞質は矢印によって示される。SARS Co-V はゴルジ小胞の内部の黒い粒子として示さ
れる。
　図３９はSARS Co-V の中にある図３７のより高い倍率の電子顕微鏡写真は黒い粒子とし
て示されている。上塗りを施した壁孔自身が経由して入る原形質膜に付着する突起性タン
パク質を備えたSARS Co-V 粒子は矢印によって示される。
　図４０は肺の上皮コロニーが矢印によって示されている中の肺の上皮細胞のための位相
コントラストの写真を示す。 
【００７５】
　図４１は初代肺細胞培養のSARS-CoVのための推定上の受容体を特徴づけるanti-ACE2 単
一クローン特異抗体を備えた図４０の初代肺細胞培養の免疫組織化学染色を示す。 陽性
細胞は染色となり暗い背景に対して白で示されている。 
【００７６】
　図４２は図４１の免疫染色パターンと同化した図４１の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を示す。すべての細胞の核は青い染色として示される。AC
E-2の陽性細胞は染色となり暗い背景に対して白と灰色で示される。パネルAは図４２に白
いボックスによって区画された領域の拡張されたイメージであり、拡張されたイメージは
ACE-2が細胞の表面上と図４２に示される肺のコロニー細胞の細胞質中に見つけられたこ
とを示す。 
【００７７】
　図４３は肺の初代培養から生産されたSARS-CoV粒子の生物活性の報告を示す図表である
。X軸においてはSARS-CoV粒子が生産されるポスト感染時間が報告される。Ｙ軸において
はプラーク分析の結果がプラーク番号として表されたSARS-CoV粒子の滴定が報告される。
 
【００７８】
　図４４は肺の初代培養によって生産されたSARS-CoV粒子による感染後のVeroE６細胞の
位相コントラストの写真を示す。細胞変性効果（ＣＰＥ）の情報を示す細胞は矢印によっ
て示される。
　図４５はSARS-CoVのヌクレオキャプシドに対する抗体と共に使用されたSARS-CoVのため
の免疫染色を示す。陽性細胞は明るい染色として示される。
【００７９】
　図４６はBrdUのラベル保持の同定とハツカネズミの肺の中のOct-4が発現する細胞を示
す。A: 5日間の注入直後、およびBrdUラベリングの4週間後のホルマリン漬けにされたハ
ツカネズミの新生児のBrdU(bromodeoxyuridine)のための免疫組織化学染色。BrdUを保持
する細胞はより暗い染色の固まりとして示される。BrdUを保持しない細胞は非常に暗い灰
色の染色として示される。B: BrdUにラベリングした４週間後のホルマリン漬けにされた
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ハツカネズミの新生児の肺組織の免疫組織化学染色で抗パンサイトケラチン（anti-pancy
tokeratin） 抗体 (AE1/3)のAにおける５から１０ミクロンの厚さの連続切片の断面で、
気管支部分（中間灰色の染色）を表示し；組織部分の全ての細胞の細胞核の中にあるより
暗い灰色の染色。C: Oct-4に対する抗体を備えたホルマリン漬けにされたハツカネズミの
新生児の免疫組織化学染色。Oct-4が発現する細胞は円形(ドット)の染色として矢印によ
って示される。Oct-4が発現しない細胞は青い染色として示される。 D: BrdUにラベリン
グした４週間後のホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdUとOct-4
のための免疫組織化学二重染色。パネルBrdUはBrdUを保持する細胞が矢印によって中間の
灰色の染色として示されておりBrdUのための染色を示している。パネルOct-4はOct-4が発
現する細胞は矢印によって明るい染色として発現するOct-4のための染色を示す。パネルB
rdU/Oct-4はパネルBrdUおよびOct-4のイメージを一緒にし、その中で染色はれは星印によ
って示される。
【００８０】
　図４７は新しい培養システムによってインビトロで肺の上皮細胞を豊かにする方法のフ
ローチャートを示す。 
【００８１】
　図４８は初代肺のクローン化可能肝細胞中の幹細胞マーカーのラベルを付ける免疫蛍光
を示す。トップパネルは初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す。A：ポリクロ
ーナル抗体anti-Oct-4を備えた初代肺細胞培養の免疫組織化学染色。Oct-4発現細胞は中
間の灰色の輪郭および明るい灰色の中心染色として示される。細胞の核の中でOct-4の発
現を拡張しされたイメージ。B-D: anti-SSEA-l抗体、Sca-1およびNanogを備えた免疫組織
化学染色。 
【００８２】
免疫染色するパターンと同化し免疫染色されたされた初代肺細胞培養のDAPIを備えたすべ
ての対比染色はパネル一番下に示されている。細胞核は明るい灰色の染色として示される
。幹細胞マーカーが発現する細胞は中間の灰色の染色として示される。 
【００８３】
　図４９は肺のクローン化可能肝細胞の特徴を示す。A：初代細胞培養はサイトケラチン
（cytokeratin）-7 (CK-7)に対する特異抗体を使用して検査された。B: 肺上皮コロニー
内のSARS-CoVのための推定上の受容体の発現を調査するためにACE2特異抗体が適用されて
いる。C: 細胞はCCSPの検査もされた。DとE：他の2つの抗体はそれぞれペルオキシレドキ
シン（peroxiredoxin）-2(Prx-2)およびペルオキシレドキシン（peroxiredoxin）-6(Prx-
6)に適用された。位相コントラストの写真およびDAPIと同化したそれぞれの免疫染色の両
方が示されている。F: CyP450酵素活性が検査され示されている。 
【００８４】
　図５０はRT－PCRおよび定量の－PCRによる肺の幹細胞中での幹細胞マーカーの発現を示
す。A：個々に引き抜かれた肺コロニーの細胞のためのRT-PCR分析。Sca-1については、以
下の細胞が準備され分析された：レーン1、A549細胞ライン(陰性調節negative control)
；レーン2、肺上皮コロニーから引き抜かれた細胞；そしてレーン3、BW5147細胞(陽性調
節positive control)。Oct-4については、レーン1はTM4細胞ライン(陰性調節negative co
ntrol); レーン2は肺の上皮コロニーから採取された細胞、そしてレーンの3はハツカネズ
ミR1の胚のライン(陽性調節positive control)。
【００８５】
GAPDHは両方の反応のための内部標準として使用された。BそしてCは定量のRT-PCR実験の
図的表示である。B: 2つのプライマー・セットはGAPDHおよびOct-4の量を同時に計るため
に個々のPCR反応で加えられた。2つの蛍光プロフィールはJ1を含む個々のサンプル、46c
およびR1 ES細胞、肺コロニー細胞(コロニー)、ハツカネズミの胚の繊維芽細胞(MEF)およ
び陰性調節（negative control）(H2O)によって取得されるであろう。
【００８６】
それぞれ、急激に上昇するカーブ(左)はGAPDHであり、そしてそれより緩いカーブ(右)はO
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ct-4である。グラフ中太い破線の水平線はCt決定（測定？）用のスレショルド値を表わす
。C：J1 ES細胞のためのOct-4の発現値、肺のコロニーおよびMEFはGAPDHに標準化され、
棒グラフの中で示さる。D：J1、46cおよびR1の胚幹細胞に関しての肺コロニー細胞内での
Oct-4発現のQ-PCR分析；対照的に、ハツカネズミの胚の繊維芽細胞(MEF)は陰性調節（neg
ative control）として使用された。結果は、標準偏差と3つの独立した実験の平均値を表
わす。
【００８７】
　図５１は肺の幹細胞コロニーの多分化能を示す。肺胞細胞マーカーの発現、界面活性剤
タンパク質C(SPC,type-2 pneumocyteマーカー)およびアクアポリン（aquaporin）-5(Aqp-
5,type-1 pneumocyteマーカー)はクローン・トランスファー後5日目、9日目あるいは11日
目にそれぞれの細胞が検査された。肺上皮コロニーの細胞(Oct-4の+)は採取され、Ｘ線を
あてた5日目の初期肺細胞培養の上、または馴化培地を備えるコラーゲン－１被覆板-で二
次培養される。
右側では、採取された細胞は、５日間放射線照射を受けた初代培養細胞および５日間観察
された球状コロニーの上で再培養された。そのコロニーはOct-4ポジティブ（陽性Oct-4）
で染色された。
【００８８】
球状のコロニーはOct-4の発現を維持するが、１１日目にはより低い発現値である。左側
においては、採取した細胞が、コラーゲン－１被覆板に二次培養され、５日目においては
細胞がSPCタンパク質で陽性に染色された。9日目においては、位相コントラストの写真は
個々の細胞の形態が変更され細胞が平らになり、そして細胞がaquaporin-5 タンパク質で
陽性に染色される事を示す。
【００８９】
　図５２はH5N1感染の初期標的として肺の幹細胞の同定を示す。融合性のある初期肺培養
はP3設備内のH5N1に感染した、また2、2.5および3日間の事前感染(p.i.)では、培養は免
疫染色のために行われた。肺の初代培養のための位相コントラストの写真はパネルA、Dお
よびGの中で示さる。コロニー内の感染細胞の免疫染色は、特にH5に対しての抗体を使用
し、そしてDAPIで対比染色されたことを(緑で)示している。
【００９０】
　図５３はA型インフルエンザウイルス感染の第一標的として肺の幹細胞の同定を示す。
融合性初代肺培養はP4設備内のH1 N1、H1 N2およびH2N2に染され、また5日間の事前感染
では、免疫染色のために培養が行われた。肺の初代培養のための位相コントラストの写真
はパネルA、DおよびGの中で示さる。コロニー内の感染細胞の免疫染色はH1とH2に対して
それぞれの抗体を使用し、DAPI対比染色されたことを示している(赤)。
　図５４はH5N1感染細胞の電子顕微鏡写真を示す。２～３日の間、事前感染した感染細胞
の電子顕微鏡写真は、ウイルス粒子の模写である。
【００９１】
　図５５はA人間型インフルエンザＡ(緑、α-2,6 リンケージ)および鳥インフルエンザウ
イルス(赤、α- 2,3 リンケージ)両方の肺幹細胞コロニー内での受容体の同定を示す。肺
の初代培養位相コントラストの写真、およびA人間型インフルエンザ、NeuδAc- α-2,6-G
al (白)、のための特定レクチンを備えた肺の幹細胞コロニーの受容体の染色、および鳥
インフルエンザウイルス、NeuδAc- α-2,3-Gal (白)、が示されている。 
【００９２】
　図５６は同じ細胞内のOct-4の核(中間の灰色の立体円)および細胞質SARS-CoVヌクレオ
キャプシドタンパク質(白いドーナツ形、核を囲んだ形態)の共同局在化を示す。融合性の
ある初代肺培養は0.5MOIでSARS-CoVに汚染させられ、また8時間の事前感染では、Oct-4お
よびSARSコロナウイルスの二重染色のために培養が行われた。コロニー内細胞の免疫染色
(緑)はOct-4に対する抗体の使用を示しており、また、コロニー内の細胞の20-30%は、SAR
S-CoVのヌクレオキャプシドタンパク質に対する抗体の使用を暗い所に白く示している。O
ct-4およびSARS-CoVの融合イメージ、およびDAPIで対比染色された物を示す。 
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【００９３】
　図５７は肺幹細胞コロニーを囲むストロマ細胞の形質を示す。初代肺培養は抗平滑筋抗
体およびCD44で染色された。さらに、培養は脂肪細胞分化のために引き起こされ、脂肪細
胞のために染色された。 
【発明を実施するための最良の形態】
【００９４】
　成人肺幹細胞の同定法および単離法
　第１の態様では、成人肺幹細胞の同定法と、インビトロ（生体外・試験管内）でその後
培養するための単離法を提供する。“幹細胞”は、増殖力あるいは他の細胞タイプに分化
する力をもつ初期の未分化細胞である。特にここに開示された幹細胞は、幹細胞の特性を
もつ肺幹細胞の珍しい下位集団（部分母集団）であり、ネズミや人間のような哺乳動物の
肺組織においても同一であることが確認されている。“組織”とは、細胞群であり、結合
組織または上皮組織のような多細胞生物内の特定の機能を供給する１つまたはいくつかの
細胞間物質（細胞）のことを言う。
【００９５】
　同定された肺幹細胞は、ゆっくり循環する細胞で、胚幹細胞に関連のあるOct-4マーカ
ーを発現する。“ゆっくり循環する細胞”または“ゆっくり分裂する細胞”とは、DNAの
染料保持分析によれば、急速に分裂する細胞集団とは反対のものを言う。ゆっくり分裂す
る細胞は、培養された細胞からプラッキングまたは採取により得ることができ、可視のコ
ロニー(クローン化可能細胞)として成長し、細胞集団の拡大の為、さまざまな方法で分析
されるか、インビトロで二次培養される。この方法で初代培養により得られた細胞は、成
長していく細胞タイプの中では、全体として初代培養中の細胞の最初の集団と比較して質
の高いものとなる。あるがままの状態の肺幹細胞の同定法の適切な手順は例１に記載され
、そのような細胞の単離、初代培養の開始に関する手順は例２に記載する。
【００９６】
　幹細胞マーカーと特性
　“マーカー”とは、 生物学的物質の生物学的状態を示すたんぱく質、代謝物質、遺伝
子、他の合成物あるいは生物学的事象（事態）を指し、“生物的状態”とは、状況または
生物学または生命プロセスに関連する状態のことを言い、“生物学的物質”とは、ウイル
ス、真核生物、原核生物の細胞や単細胞あるいは多細胞生物のように、適切な条件の下で
、自己再生する事ができるいくつかの物質と、当業者により同定されるその他の物質を指
す。
生物学的物質であるOct-4マーカーは、哺乳類の細胞であり、生物的状態は、増殖または
幹細胞の特性をもつ他の細胞タイプの分化する能力を保持できる第一未分化状態である。
 
【００９７】
　マーカーとは、一般的にタンパク質でありDNA配列をもつ代謝物質あるいは生物学的事
象であり、当業者によく知られているマーカー検出に特に適した識別子の使用を含む手段
により検出可能である。“識別子”とは分子であり、例えば、代謝体、抗体のようなタン
パク質、細胞内タンパク質であって、DNAまたはRNAオリゴヌクレオチドのようなヌクレオ
チドが存在し、実在するという事実を示し、またはマーカーを検知する。典型的な識別子
は、第１と第２抗体と実施例に記載されているようなオリゴヌクレオチド、典型的な手法
は、免疫染色法、免疫蛍光法、実施例に記載されているようなRT-PCR法である。“発現す
る”または“発現”とは、マーカーが細胞内で明らかにするプロセスを言い、例えば、マ
ーカーが遺伝子コード情報から生じた場合、“発現”は、情報がマーカーに変換されたプ
ロセスとマーカーがBrdU保持のような生物学事象が起こした時、生物学事象が開始された
プロセスを言う。
【００９８】
　肺幹細胞はさらに、特有の細胞タイプ、細胞系統および／また細胞状態の生物学状況と
関連のあるOct-4および／またはマーカーとは違った特殊マーカーにより肺細胞を発現さ
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せることができる。“細胞タイプ”とは、形態的、機能的構造から他の細胞タイプとは異
なるものを言う。“細胞系統”とは、先駆細胞（ancestral cell）と細胞タイプ生成の為
の細胞分裂により生じた細胞を含む特定のタイプの起源（発端）を言う。“細胞状態”と
は、一時の細胞の状態や様子を言う。マーカーの一般的な組み合わせは、人間とハツカネ
ズミに関しての実施例に記載されている肺幹細胞により発現する。
【００９９】
　肺幹細胞は、インビトロ（生体外・試験管内）で個々のコロニーを形成し、成熟した表
現型で分化することができる。“コロニー”とは、細胞の集団で、単細胞の起源であり、
従って、前細胞は“クローン”であり、実質的同一の遺伝子型をもち、そのよなコロニー
は、一般的に創始細胞から外部へ接着しあって凝集した形態で成長していく。“細胞培養
”とは、生きた組織から単離された細胞のインビトロ（in vitro＝“試験管内”・生体外
）での増殖または培養のことを言う。“分化”とは、はっきりと区別できる成熟した細胞
として発育する細胞のプロセスであり、また、分化され細胞のタイプははっきりと区別で
きる特性と特殊機能を持つが一般的に均一でなく、分裂する可能性が低いことを言う。“
表現型”とは、遺伝子型と環境間の相互作用がもたらす特殊な一連の環境要因によって全
体の特性を示し、成熟した表現型は、生物が自然の成長あるいは開発により表現型を表示
することを言う。肺組織からの細胞の典型的に成熟した表現型は、肺胞２型の表現型と肺
細胞１型である。
【０１００】
　ネズミの肺幹細胞では、肺組織の気管支肺胞の分岐にある散在性細胞としてインビトロ
で同定することができる。インビトロ培養では、ネズミ科の肺幹細胞は、個々のコロニー
と、上皮とクララ細胞系とペルオキシレドキシンＩＩ（ナチュラルキラー増強因子Ｂ）の
マーカーと同様にOct-4を含む発現した肺細胞特異性抗原を形成する。初代培養中のネズ
ミの肺から単離された肺細胞は、例３に例示された実験手法によって実証されたOct-4肺
／前駆マーカー、SSEA-I、Nanog、Sca-1を発現する。ネズミ科の肺幹細胞は、さらにサイ
トケラチン７と上皮細胞のマーカーを発現し、上皮細胞の周囲の細胞内で検出することが
できない。さらに、ネズミ科の肺幹細胞は、クララ細胞分泌蛋白（CCSP）を発現し、シト
クロムＰ４５０活性同様にペルオキシレドキシンIIとVI（例３参照）を示す。
【０１０１】
　ネズミ科の肺幹細胞は、肺胞２型と肺細胞１型（例３：１５，１６，１７，１８）のた
めのサーファクタント・タンパク質Cでもアクアポリン-５でもないマーカーサイトケラチ
ン５／８，１８，１９のような、他の上皮肺マーカーを発現させない。ネズミ科の肺幹細
胞は、例４に例示された実験手法によって実証された肺胞２型と肺細胞１型への末端分化
に達する為の能力をもつ。
【０１０２】
　インビトロの初代培養の中で、人間の肺幹細胞は、例３に例示された１つに類似した手
法に従い検知されたOct-4+、SSEA-3+、SSEA-4+、Sca-1+のような肺細胞の特異性抗原を発
現させる。さらに、人間の肺幹細胞は、コロニーを成形し、例４に例示された１つに類似
した手法により実証された成熟した表現型に分化する。例３に詳細に述べた実験手法の調
整および／または変更には、ネズミ科細胞の代わりに人の細胞を使用して、および／また
は、当業者であれば本発明の開示から同定可能な実施例に示された方法以外のマーカーの
検知を必要とするが、ここでは詳述をしない。
【０１０３】
　成人幹細胞の同定
　本方法の他の態様では、一般的に、肺細胞と非肺細胞からなる組織の成人幹細胞の同定
法を開示する。“同定法”とは、存在、実在する事実を発見し決定する事、または示唆さ
れたアイテムを検知することを言う。“非肺細胞”とは、細胞の圧倒的多数であり、いく
つかのタイプといくつかの状態が存在し、幹細胞の特性を持っていないものを言う。成人
幹細胞は、ここで実施例１として開示され例示された肺幹細胞の方法である組織の中から
肺幹細胞を同定す方法により同定することができる。
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【０１０４】
　本方法の実施例には、ゆっくり分裂した組織の細胞の同定されたコロニー、肺細胞Oct-
4マーカーの発現が開示されており、ゆっくり分裂するOct-4発現細胞はインビトロでコロ
ニーを形成することができ、初代培養の単離でゆっくり分裂して同定され、成熟表現型で
分化することができる。ゆっくり分裂する組織の細胞の同定は、ゆっくり分裂する細胞に
関連があるマーカーの検知によって行うことができる。例えば、組織のゆっくり分裂する
細胞の同定は、組織の細胞回転率の研究に基づいて、一定期間BrdU（肺組織の例１の手法
を参照）のような保持剤で、細胞の検知によって行うことができる。ネズミ科の肺組織に
注入後のBrdUの蓄積は、一定期間（約１週間から約５週間、一般には４週間（例１参照）
）モニターすることができる。他の組織は、数日間あるいは数週間となり、モニターに必
要な時間は異なる可能性がある。
【０１０５】
　本件開示内容のOct-4発現細胞の同定は、当業者に知られている方法であり、最良の識
別子を使用し、細胞内でOct-4マーカーの発現の検知により行うことができる。抗体とオ
リゴヌクレオチドのような一般的識別子とは、RT-PCR法、定量的リアルタイムPCR法のよ
うな免疫蛍光法が一般的方法であり例２と例３に示される。いくつかの態様では、ゆっく
り分裂しOct-4マーカーが発現している同定された細胞は、ゆっくり分裂した細胞の同定
、または、Oct-4発現あるいは他の胚幹細胞マーカーによりゆっくり分裂した細胞の同定
により行われることが例１，２，３に例示されている。
【０１０６】
　定量的PCR法は、量を計るため容易で、効果がある方法であり、例えば、様々な細胞相
互間の遺伝子発現の高分解能比較を可能にする。免疫蛍光法のような方法は、マーカーの
存在か不存在の検知や細胞の顕微鏡写真画像からの視覚情報の統合の研究方法として非常
に有用であり、存在するマーカーを染色し、共局在化を示す複合マーカーを染色する特徴
をもち、その伝達は非常に有用であるが、定量と定量的PCR伝達タイプの比較情報は提供
しない。
【０１０７】
　幹細胞を同定するためのキット 
　ゆっくり分裂する細胞の識別子と上記に記載されたマーカーの識別子は、本発明の実施
例で提供されているように、特に肺組織からの幹細胞、組織内の幹細胞の同定のためのパ
ーツのキット内で用いることができる。
【０１０８】
　実施例の１つとしては、パーツのキットは、ゆっくり分裂する細胞の同定用第１識別子
と、Oct-4マーカーの発現による同定用の第２識別子とからなり、本件開示の第１、第２
識別子は肺細胞のいくつかの同定法に使われている。特に、第１、第２識別子は、組織の
肺細胞の同定法に使用され、第１識別子は組織のゆっくり分裂する細胞の同定のために使
われ、第２識別子は組織のOct-4マーカーの発現細胞の同定のために使われるので、イン
ビトロ（生体外・試験管内）でコロニーを生成し、成熟した表現型内で分化できるOct-4
マーカーを発現させてゆっくり分裂する組織の幹細胞となる。
【０１０９】
　キットの実施例はさらに、ネズミ科肺幹細胞のSSEA-1、Nanog、Sca-1、人間の肺幹細胞
中のSSEA-3、SEEA-4、Nanog、Sca-1のような組織幹細胞特殊マーカー同定のための第３の
識別子を包含する。
【０１１０】
　第１，２，３，４の識別子は、本件開示の方法を実施するための適切な説明書と他の必
要な試薬とともに、実施例のキット内で提供することができる。キットは、通常、別のコ
ンテナーに複合物の識別子を包含する。説明書とは、例えば、書面あるいはオーディオ指
示、紙面あるいはテープやCD-ROMのような電子的サポートをいい、通常キット内に包含す
る。また、キットは、特定の方法と使用により、他のパッケージされた試薬、器具（洗浄
バッファのような）を含む。
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【０１１１】
　成人組織のゆっくり分裂するOct-4マーカーの発現細胞の同定は、本件開示の実施例お
よび／または本件開示内容により当業者が実施する同定法の結果、コロニーを形成し、成
熟した表現型に分化する能力があるかテストすることができる。この点で、組織細胞は、
培養された細胞のタイプに基づいて、本件開示内容をもとに当業者が実施する同定された
組織細胞の培養のための適切な手法により、インビトロで培養される。識別子の同定の詳
細に関して、さらなる成分が構成に包含され、一般的に製造され、キットはパッケージン
グされ、本件開示内容により当業者は同定法を実施することができる。さらに、本件開示
の他の方法の少なくとも１つを行うためのパーツのキット、適切な識別子、そのような方
法を行う為の構成と試薬から成るキットは当業者に同定可能であるが、ここでは詳述しな
い。さらに上記方法のような成人幹細胞の同定方法は、当業者によれば異なる順番と追加
手段によって実施可能であるが、ここでは詳述しない。
【０１１２】
　幹細胞の培養
　本発明のいくつかの実施例では、成人幹細胞、特に肺幹細胞は、本件開示のインビトロ
の成人幹細胞を培養するための方法により培養することができる。発明の実施例によって
提供される肺細胞の源は、一般的には哺乳類であり、哺乳類の例として、人間と齧歯動物
を含み、齧歯動物の例として実験用マウスを含む。方法は、組織細胞からなる組織を提供
し、組織から組織細胞を培養することを包含する。“単離”とは、一般的に他の組織物質
から組織細胞を分離（単離）する方法をいい、さらに具体的に言うと、幹細胞から単離す
るか、非幹細胞からそのように推定される幹細胞をいい、非幹細胞とは分化された細胞の
様々なタイプを示す。組織細胞は、例２記載の組織細胞の遊離の適切な方法で組織を処理
することによって単離することができる。
【０１１３】
　遊離された組織細胞は、培養される細胞のタイプに基づいて決定されている各所要時間
をかけて、適切な媒体中で培養され、好ましいコロニー細胞の数を形成することで発生す
る。“培養”とは、成長または発達のための最良の条件の下に細胞を置くことを言う。“
媒体”とは、哺乳類の起源の細胞培養技術によって、研究所あるいは生産規模装置（つま
りインビトロ）で細胞成長のための栄養を供給する物質を言う。媒体は、例えばスープ（
培養液）のような液体、もしくは、寒天のような固体で、特殊な成分（アミノ酸、グルコ
ース、ビタミン、塩および他のミネラル）からなる。本発明の実施例により提供されるこ
れらの方法は、哺乳類起源の細胞培養に広く適される。さらに具体的に言うと、そのよう
な細胞は、例えば人間または齧歯動物の起源である可能性があり、典型的な齧歯動物は、
実験用ネズミであり、ネズミ（から採取された）細胞は、ネズミ科動物と同じと言うこと
ができる。肺幹細胞については、培養期間が５から１５日である。媒体は、組織の性質に
基づいて選択することができ、細胞を培養でき、当業者の同定方法によって培養可能で、
望ましくは、適切な媒体にて遠心分離、再懸濁するような、組織細胞の質を高める為の最
適な方法を包含する。（例２参照）
【０１１４】
　さらに、この方法の実施例は、フローサイトメトリー選別法（細胞選別法は、蛍光活性
化細胞選別装置または“FACS”として知られている）のような細胞選別法に利用すること
を包含し、例２に記載されている方法により初代培養でコロニーが得られ、組織細胞が培
養され、図８に示すように、肺組織、そこで肺組織以外の組織細胞はいくつかの調整ある
いは一時的変異する本件開示内容により当業者によって同定される。“選別法”とは、異
なる細胞を選別するまたは単離することであり、利用者（例えば、研究者）によって利用
されるプロセスを言い、細胞選別法の自動化手段は、“バイオチップ” (バイオチップ中
の電極上に特定の細胞タイプを集める抑制された電場の利用)、蛍光活性化細胞選別装置
（FACS）、磁粉（例えば抗体に取り付けられた）などを包含する。得られたコロニーは、
上述のように、成熟タイプで分化することができるOct-4発現マーカーを包含するコロニ
ーとの同定をするための検査ができる。さらに、インビトロで成人幹細胞を培養する方法



(23) JP 2009-514509 A 2009.4.9

10

20

30

40

50

の実施例は、本件開示の実施例記載の請求項の内容により当業者により想定可能であり、
ここでは詳述しない。
【０１１５】
　幹細胞のウイルス感染 
　本件開示による肺幹細胞の同定法は、多様な多数の感染体を対象としている。“感染体
”とは、自己複製または自己繁殖する生物学的物質を言い、その感染体は一般的に宿主細
胞の通常機能および／または生存を妨げる。感染体は、細菌、寄生植物、カビ、ウイルス
、プリオンおよびビロイドを含む。ここで使用される“妨げる（interfere with）”とは
、特にコントロールすること示し、影響を与える、あるいは影響を及ぼすといった一般的
に逆（反対）の作用を言い、後述のように、活性剤、刺激、禁止、変更あるいは改変を含
むものである。例えば、細胞の通常機能および／または生存を妨げるということは、細胞
の通常機能および／または生存を特にコントロールすること示し、影響を与える、あるい
は影響を及ぼすことを言い、また、細胞の通常機能および／または生存の活性剤、刺激、
禁止、変更あるいは改変を含むことができる。
【０１１６】
　本件開示の一般的な肺幹細胞は、例５に例示された実験手法によって実証されたSARS-C
oV、例えばA型インフルエンザのようなインフルエンザのウイルスによって感染する。肺
幹細胞は、例５において例示された１つの類似の手法によって実証できるように、H11N2
とH3N2のような様々なタイプの鳥インフルエンザによっても感染する。本件開示の肺幹細
胞は、例５に示されたようなSARS-CoVによって選択的に対象とされ、SARS-CoVは、肺コロ
ニー細胞ではなく、肺幹細胞が感染されたことを示す。
【０１１７】
　感染体の生成
　いくつかの実施例では、肺幹細胞は、ハンタウイルスのようなウイルス、H1N1、H1N2、
H2N2、H5N1を含むインフルエンザウイルス、SARS、SARS-CoVのような鳥インフルエンザウ
イルスのような感染体の生成に使用することができる。特定の実施例の１つでは、肺幹細
胞は汚染され、SARS-CoVは想定される幹細胞の選択的増殖感染を引き起こし、複製されて
、例５および６に例示されている感染SARS-CoV粒子が解放排出される。従って、この方法
は、培養中の単離された肺幹細胞とSARSウイルス粒子のような感染体に接触することを包
含し、培養から生成されたSARSウイルス粒子を収集する。
【０１１８】
　“接触する”“接触”とは、肺幹細胞を置くことを言い、感染体または生物因子は、感
染体または生物因子相互間において、生物相互作用という相互空間的関係があり、肺幹細
胞には適している。“生物因子”とは、たんぱく質、複合代謝物質、感染体のような生物
学的物質を含む肺幹細胞の生物学的状態を妨げる（阻止する）ことのできるいくつかの物
質のことを言い、“生物相互作用”とは、生物因子により、肺幹細胞の通常機能および／
または生存を妨げるプロセスを言う。培養で単離された肺細胞とSARSウイルス粒子が接触
することは、例５、６で例示されている、もしくは、本件開示内容により当業者により同
定法する他の方法で、所定時間で、ウイルス粒子と初代融合培養の培養によって行われる
。
【０１１９】
　“収集する”“収集”とは、採取のような工程の拾い上げる事あるいは蓄積する事を言
う。培養されたSARSウイルス粒子のような感染体の収集は、例５，６に例示されている感
染の後、所定時間培養し、浮遊物を単離すること、あるいは、本件開示内容により当業者
による他の同定法によって行われる。SARSウイルスのような感染体は、滴定および／また
は免疫蛍光法のような技術的に利用可能な方法によって浮遊物内で同定することができる
。滴定は、ベロ細胞免疫蛍光法のような、細胞でプラーク測定法を行うことができ、蛍光
剤に抱合されるウイルス粒子特有の抗体を使用して実施する。（例５、６参照）
類似の手法としては、インフルエンザおよび鳥インフルエンザのような他のウイルスの生
成のために実行することができる。
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【０１２０】
　ウイルス粒子(接種材料)の量は培養で養成され、培養期間、生成ウイルス粒子の収集の
時間は、培養される細胞タイプに基づく使用者、生成するウイルス粒子のタイプ、培養の
媒体使用、培養状態、生成するウイルス粒子の好ましい量および／またインビトロで生成
するウイルス粒子の他の要因によって決定され、当業者によって同定される。一般的な方
法は、特に例５、６の実施例に記載されている。
【０１２１】
　本件で開示した手法のさらに別の方法は、本件開示の特に実施例を精読した当業者によ
って想定可能であり、ここではさらに詳述はしない。さらに、別の実施例としては、SARS
ウイルス以外の、特に、インフルエンザ、鳥インフルエンザ、その他の感染しやすいウイ
ルスのようなウイルスの感染体を生成することを目的とすることが可能であり、そこで、
SARSウイルス以外の感染体の生成によって記載が必要な生成のいくつかの調整／一時的変
異は、特に、本件開示内容内の実施例記載の請求項により当業者によって同定可能であり
、ここでは詳述しない。
【０１２２】
　感染を妨げる複合物の同定
　いくつかの実施例では、肺幹細胞は、感染体、例えばSARS-CoVによって肺幹細胞の感染
を妨げる複合物の同定に使用することができる。この目的を達成するために、１つ以上の
候補となる伝染性妨害複合物は、感染体、例えばSARS-CoV粒子と結合した肺幹細胞を処理
することができ、また、細胞を感染させる感染体としての能力の組み合わせにより候補複
合物の処理の効果を決定する。“感染を妨げる”とは、特にコントロールすることを示し
、影響を及ぼす、あるいは感染に影響を与え、感染に導くプロセスの活性剤、刺激、禁止
、変更あるいは修正、一時的変異による調整含むことができる。“感染”とは、細胞内の
感染体の成長のことを言う。
【０１２３】
　感染体が単離された肺幹細胞を感染させる能力は、感染体と肺幹細胞との相互接触を検
知することにより決定することができ、発現マーカーあるいは細胞特性は感染体による細
胞の感染に関連がある。感染体がSARSであるいくつかの実施例では、SARSウイルス感染に
関連する一般的なマーカーは、細胞内のウイルス粒子で満たされた液胞、ウイルスタンパ
ク質の存在、あるいは、核酸は肺幹細胞内ウイルスの繁殖に関連がある。その他のマーカ
ーは、本件開示内容により当業者によって同定することが可能である。
【０１２４】
　従って、感染体がSARSウイルスである一般的な実施例では、この方法は、候補合成物と
単離された肺幹細胞が接触すること、単離された肺幹細胞とSARSウイルスが接触すること
、単離された肺幹細胞のSARSウイルス感染のレベルを検知すること、そして、スレショル
ド値は細胞内のSARS感染の成長を示し、あらかじめ定められたスレショルド値と検知した
感染レベルを比較すること、から構成されている。
【０１２５】
　候補複合物と単離された肺幹細胞の接触は、複合物と単離された肺幹細胞間の生物相互
作用を有効にする技術的に知られている方法によって複合物の処理によって行うことがで
きる。ここで引用される候補複合物は、自然な複合物あるいは合成的に派生した複合物で
あり、核酸、タンパク質、炭水化物、脂質および前述物質の派生物も包含する。従って、
候補複合物は、生物学的性質、全体的あるいは部分的な規定されている情報伝達調整のよ
うな化学的性質を持つ。候補複合物は、当業者による同定法により得られる。例えば、候
補複合物は、合理的な薬物設計により生成することができ、また、自然合成物質のライブ
ラリー、または生物学的化学的または組み合わせライブラリーを含む自然複合物から選択
可能である。一般的な候補複合物は、抗イディオタイプ抗体および／また触媒抗体、およ
びそれらの断片を含む。
【０１２６】
　有効なやり方で細胞が候補複合物と接触するのに適した方法は、処理される候補複合物
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の化学組成（例えばサイズであったり、分量など）や、接触する細胞タイプ、処理される
複合物の状況下で決定する変数に基づいて当業者によって完成させることができる。単離
された肺幹細胞とSARSウイルスとの接触は、本件開示または例示の方法のSARSウイルス粒
子の培養によるか、および／または、本件開示内容により当業者によって同定によって行
うことができる。
【０１２７】
　単離された肺幹細胞のSARS感染レベルの検知は、肺幹細胞のSARS感染に関連した１つ以
上のマーカーの発現を質的および／または量的に確定することにより行うことができ、そ
のような質的および／または量的確定は、結果的には値として、特性を検知でき、あるい
は特性の集約に基づく値によって決定され、一般的な値は、培養細胞の浮遊物内のウイル
ス粒子の集合、あるいは、細胞内で検出されたウイルス粒子を含む液胞の数となる。
【０１２８】
　SARS感染のスレショルド値は、有効な重要な集団の中で、ウイルス感染の成長に関連し
ているマーカーの発現を所定の測定を行って、例えば、統計的に有効な実験方法によって
判断し、値の程度は、感染の発生または感染の不発生に関連する。この判断を踏まえて、
２つの値の程度を比較することによって、感染の成長を示す上のスレショルド値と、その
ようなスレショルド値より下の値を感染の不発生を示すスレショルド値とを定めることが
できるであろう。
【０１２９】
　上記の方法は、複合物の同定するための有効量であって、統計的に有効な数があれば繰
り返しが可能である。複合物の“有効量”とは、達成に最低限で、より望ましくは、最適
な達成であって、望ましい効果（すなわち感染体による肺幹細胞の感染の妨害）に必要な
複合物の最小量をいう。既知法により使用される有効量は、特殊な状況に応じて引き起こ
される不適切な実験をしなくても当業者によって、簡単に決定できる（感染体の集合やタ
イプ、数など）。
【０１３０】
　さらに、上記方法は、本件開示内容により当業者によって想定可能であり、ここではさ
らに詳細しない。本実施例の感染体は、SARS以外の感染体であり、インフルエンザおよび
鳥インフルエンザウイルスのような一般的ウイルスは、SARSに関する本件開示に類似した
手法によって行うことができ、いくつかの調整および／または一時的変異はSARSウイルス
以外の感染体のテストによって必要であり、本件開示内容の実施例記載の請求項により当
業者は同定法できるので、ここではさらに詳細しない。
【０１３１】
　さらに別の観点から、単離した肺幹細胞は、肺細胞を感染させることができる感染体を
同定するために使用することができる。方法は、感染体と単離された肺幹細胞の接触を含
み、感染体によって単離された肺幹細胞の感染のレベルを検知し、感染のレベルとあらか
じめ定められた細胞の感染の成長のレベルを示すスレショルド値を比較することによる。
【０１３２】
　１つまたは１以上のマーカーの発現の量的または質的分析によって決定される感染レベ
ルとスレショルド値は、候補感染体による細胞の感染と関連がある。細胞の感染に関連す
るマーカーの発現の量的または質的分析を行うための典型的な手法は、本件開示のSARS、
インフルエンザ、鳥インフルエンザおよび他の感染しやすいウイルスである。
【０１３３】
　細胞と感染体の接触に適した手法は本件開示に例証されており、特に実施例の部でSARS
とインフルエンザウイルスに関して記載されている。さらに、細胞と感染体の接触に適し
た他の手段は、例えば感染は処理できるという条件で、感染体の生物学と種類および接触
された細胞の種類に基づく変更により、本件開示内容の特に実施例の部を精読した当業者
によれば実現可能である。
【０１３４】
　いくつかの実施例では、単離された肺幹細胞あるいはそれらの派生物（例えば分化され
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た肺細胞）は、ARDSに関連した様々な条件の治療に使用することができる。特に、単離さ
れた肺幹細胞あるいはそれらの派生物は、ARDSあるいは損傷を受けた肺の組織の再生を含
む他の肺疾病の治療法は同定に使用することができる。実施例の１つは、単離された肺幹
細胞は、気管支鏡を使うか、または、ARDSあるいは他の肺疾病に関連した条件で特定の原
因が明らかになった損傷を受けた組織の細胞を吸引する他の方法によって肺組織内に取り
込むことができる。さらに別の方法では、肺幹細胞あるいはそれらの派生物は、引き渡さ
れる前は生物分解可能な付着物あるいはポリマーとして成長することができる。幹細胞あ
るいはそれらの派生物は、これら個々の処理を対象とした治療薬の効能のためにテストす
るために使用される人工肺組織として成長する。人工組織は、被害を被っている特定の病
原菌株の同定に使用することができる。単離された肺幹細胞やその誘導物を肺組織の中へ
引き渡す方法や、あるいはスキャフォルド（枠組・付属物）での単離肺幹細胞の成長につ
いては、本件開示内容を精読した当業者にれば同定認識可能であり、ここではさらには詳
述しない。
【実施例】
【０１３５】
　更なる詳細な発明の説明として、以下の実験的な発明の実施例が供給される。これらの
例は、発明を実施するに当たって現実的に実施されている態様であり、実証が目的であっ
て、本発明を制限するものではない。
【０１３６】
例1：ハツカネズミ肺の中のBrdU保持OCT-4発現細胞の局在化。
ａ．ハツカネズミ肺内のBrdU保持細胞の局在化(図46)。
　新生ICRハツカネズミは、リン酸エステル中12.5mg/ml の5-臭素の-2'-デオキシウリジ
ン(BrdU)(シグマ)－緩衝食塩水(PBS)を50mg/kg日に2回５日間、腹腔内に注射された。そ
の後、ハツカネズミは付加的なBrdU注入なしで維持され、一日目0匹、注入の後、1、2、3
、4週で犠牲となった。肺は摘出され、10%のホルマリン固定液に入れられ、パラフィンに
埋め込まれた。その後、パラフィンに埋め込まれた切片は、免疫組織化学の対象にされた
。 
【０１３７】
　パラフィン包埋切片は脱ろうされ再水和された。BrdU染色は、(２１)で説明されたよう
に(DAB)で、1:100の反-BrdU単一クローン性抗体(M 0744(Dakocytomation))および、ペル
オキシダーゼ検出キット(ベクトルVIP基板キット、ベクトル)とジアミノベンゼンで、メ
ーカーの使用説明に従った基質において実施された。結果は図1－3、また図４６Ａの中で
示されている。 
【０１３８】
　一日目で、活動的に分裂細胞は肺細胞を包含し、BrdU(図１および４６Ａ－０日目)の核
染色を示した。標識付けした後、週2および週3で、BrdU陽性細胞の数は著しく減少した。
標識付けした４週間後、まだBrdUを保持した細胞は上皮細胞中のほんの少数になった。(
図2および46-4wで、BrdUを保持する細胞もまた茶色で示される)。気管支肺胞エリア中のB
rdU保持細胞の局在化は、パン－サイトケラチン(図４６ B)(14)に対する単一クローン性
抗体で染色が実施されていることにより確認される。
【０１３９】
　ｂ．ハツカネズミ肺(図3および図４６)の中のOct-4の発現細胞の局在化
　BrdUと標識付けされた4週間後に肺のパラフィン包埋切片は取り除かれ(２２)記述され
るようにOct-4-発現の検出に関してテストされ、そこで、１０のmMクエン酸ナトリウムバ
ッファー(pH 6.0)中で8min加熱することにより組織切片のための抗原回復が実施され、そ
して組織切片は、室温で更に１５min培養される。組織切片はOct-4(sc-908l(サンタクル
ーズ・バイオテクノロジー))に対する第一抗体と4°Cで夜通し培養され、続いてペルオキ
シダーゼ検出する。断片は染色されていない細胞核をマークするためにマイヤーのヘマト
キシリンで対比染色される。
【０１４０】
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　この一連の実験の結果は、図4、5および図４６Ｃに示されている。BrdU保持細胞が特定
される場所と同領域に位置する(図３、５０Ｂ)少数の細胞は、抗パンサイトケラチン抗体
(図５、４６Ｂ)と同じ断片組織上で実行さる、免疫染色により確認された肺細胞領域内の
Oct-4陽性細胞の局在化でOct-4陽性細胞としても発見される
【０１４１】
　BrdUで標識付した4週間後に採取されたハツカネズミ肺の断片は、anti-BrdUおよびOct-
4抗体を備えた二重染色法テストされた。組織断片は（０１０８～０１１２）で詳述した
ように扱われ、そこで以下の蛍光標識二次抗体が使用された：Cy3-labeled F(ab')2 goat
 anti- rabbit IgG (H+L) and FITC-labeled F(ab')2 goat anti-mouse IgG (H+L) (Jack
son lmmuno Research) 
【０１４２】
　図６および図４６Ｄの中で示される結果が、標識付けされた4週間後のハツカネズミ肺
の中で、BrdU保持細胞(ライトグレーに染色された細胞、参照)とOct-4の発現細胞(ミディ
アムグレー染色された細胞、参照)の存在を確認している。更に、この一組の実験は、標
識付けされた4週間後のハツカネズミ肺内にBrdU保持を備えたOct-4の表現の共同局在化も
また実証している。（図６および４６Ｄでは、BrdU保持細胞とOct-4の発現細胞の合併さ
れたイメージ表されており、星印によって示されている。)これらの結果は、肺組織中の
肺胞嚢を補助する終末細気管支中のOct-4の発現上皮細胞の遅い循環の存在を示している
。
【０１４３】
　更に、Oct-4+細胞およびBrdU LRCの数は確定された。分析は、気管支肺胞結合を含む、
任意に選択された各肺切片中の細胞に２１±８の２重 Oct-4の+BrdU保持細胞があること
を明らかにした。二重染色法中で単一Oct-4細胞またはBrdU LRCは遭遇しない。組織学の
グリッド分析によって評価されるように、新生児肺中のOct-4-表現幹細胞は、1台のスラ
イド当たり～１．２５×１０６の有核細胞があり、小さな集団(～０．００１６±０．０
００６%) の遅い循環の存在を示唆している。
【０１４４】
　例２：クローンOct-4表現幹細胞の絶縁および初代培養
例１に例証するような手段により特定された、稀なBrdU保持 Oct-4発現細胞をより良く特
性化するため、これらの試験管内の肺細胞を培養する手段が開発された(図４７)。
【０１４５】
　新生児のICRハツカネズミは殺され、また、それらの肺は取り除かれ小さく切り刻まれ
た。 ペニシリン(100ユニット/ml)およびストレプトマイシン(100 ug/ml)を含んでいるハ
ンクの緩衝剤の中で洗った後に、組織は４℃のJoklik's MEM (シグマ)の中で0.1%のプロ
テアーゼ・タイプ-XIV(シグマ)と共に一晩中処理された。その後、組織は、肺細胞を放出
させるために数回ピペットで移され、10%のFCS_JoklikのMEMへ移動され、それから、100-
umナイロン細胞ろ過器によってろ過された。放出された細胞はインシュリン・トランスフ
ェリン・セレン補足物だけ(GIBCO)を含んでいるMCDB-201培地の中で洗浄され再保留され
た。
　ハツカネズミの新生児の1つはこの酵素消化手順の中で楔形をしていない~1.0 - 1.5 ×
 106細胞を産出することができ、その細胞は肺組織の細胞の総数の-5%から8%に相当する
。これらの細胞は、コラーゲンI(10 ug/cm2; BDバイオサイエンス)で上塗りされた培養皿
の中で1ミリリッター当たり3×105の細胞の密度で培養された。孵卵の1日後に、初代培養
は付着した細胞を取り除くためMCDB-201倍地で洗浄され、そしてインシュリン・トランス
フェリン・セレン補足物および表皮増殖因子 (1ナノグラム/ml;Invitrogen)が入った新し
い培地を加えた。
【０１４６】
　この細胞培養ミディアムは無血清である；血清は機能的に確定要素と入れ替えられ、合
成培地と呼ばれる。特定細胞培養要素は、他の要素と同様に、成長因子、細胞内で得られ
る鉄、細胞分配可能型の、任意の一つまたは複数の代謝ホルモンを含むかもしれない。イ
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ンシュリンは代謝ホルモンであり、そして、本発明の他の実施例では、類似体または変異
体のインシュリン、または、これたのインシュリンに同様の効果がある他の代謝ホルモン
と入れ替えられるだろう。上皮細胞増殖因子(EGF)、他の実施例では、表皮増殖因子とし
て同様の効果がある繊維芽細胞成長因子(FGF)のような別の増殖因子で代用されるかもし
れない。 トランスフェリンは鉄の輸送系を表わし、他の実施例において、トランスフェ
リンと同様の効果のある別の鉄の輸送系に取って代わるかもしれない。
【０１４７】
　この温浸手段では、1つのハツカネズミの新生児の肺組織から、およそ1.0－1.5×106の
細胞を産出できる。細胞は、12-well Petri （１２―ウエルペトリ）タイプ１コラーゲン
(10μg/cm2)でコーティングされたシャーレごとに３×１０5／mLの濃度で培養される。肺
細胞は新生児ハツカネズミの肺組織から単離され、インシュリン、トランスフェリンおよ
び表皮増殖因子で補充されたMCDB-201ミディアムにおいて培養される。 
【０１４８】
　７-１０日間の培養の後、図７、４７の中で示すように、ハツカネズミの新生児の肺組
織の初代培養の位相差顕微鏡の写真が撮られた。位相差顕微鏡の写真は小さく、形態学的
に認識しうるコロニーを示す。図４７で示されるコロニー内の細胞は、高密度充填され、
高反射性のリフレクタイル（reflectile）であり、そして相差異顕微鏡観察法下により包
囲紡錘体を形成する細胞から容易に識別可能である。
【０１４９】
　この例の（ａ）および（ｂ）で詳述したように、肺組織から得られた肺細胞は、切片（
ａ）およびこの例の（ｂ）の中で報告されるような肺組織から得られた肺細胞は、2.5μM
の終末濃度の2-ブロモアセトアミドエチル　スルホンアミド(Dapoxyl)と同時にMCDB-20I
媒体中において1×107cells/mLで培養される。37°Cで5mmに培養された後に、細胞は、5%
のFCS(v/v)のMCDB-201中で遠心分離および再懸濁される。
【０１５０】
　蛍光活性された細胞分類は、励起のため、紫外線を発生するエンタープライズＩＩレー
ザーを用いて、FACSvantage SF機械(BDバイオサイエンス)で実施される。蛍光は505nmロ
ング－パス(LP)のフィルタを用いて集められる。標的細胞は、インシュリン、トランスフ
ェリンおよび表皮増殖因子で充填されたMCDB-201ミディアム、1mLに選別される。 細胞は
、1－1.5×105/mLで培養され、また、培養の10～14日の後に多くのコロニーが発現した。
これらのコロニーは、一つのコロニーにおいて、少なくとも５０の細胞～何百もの細胞か
ら成る。この結果は、濃縮の後に現われる多くの大きな肺上皮コロニーを示す図９におい
て明らかにされている（図９の矢印を参照）。具体的には、１０日間の培養の後、全細胞
の8～10%から成る分類された細胞の初代培養は、大きさが、少数の細胞から数百もの細胞
まである多数のコロニーを産出した（図９）。
【０１５１】
　我々の方法では、一匹の新生児の1つのハツカネズミは約１．０－１．５×１０６の細
胞を産出した。コロニーを数える基準として≧５０の細胞を使用し、コロニーの数は統計
的に分析された。３×１０５ずつに細胞を選別したコロニーの数は、106±5であると推定
された。従って、これらの肺組織から単離された全有核細胞のクローン化可能細胞の頻度
は約0.002%であると推定された。 
【０１５２】
　例3：肺のクローン原性の幹細胞はOct-4、SSEA-I、NanogおよびSCA-1を発現する。
初代培養中の肺のクローン原性のコロニーは、例2において詳述したように、胚と幹細胞
抗原、Oct-4、SSEA-I、NanogおよびSca-1を使用した免疫蛍光法による肝／先駆マーカー
のための分析をし、また、RT-PCRを使用した、Oct-4、Sca-1のmRNA.
【０１５３】
　ａ．免疫蛍光法と酵素活性分析のための調査
　肺のクローン化可能細胞はOct-4のため、室温で3分間メタノールアセトン(1:1) の中で
、また、抗原決定のため、室温のパラホルムアルデヒド4%のPBS中で固着された。その後
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、細胞はブロッキング溶液(PBSの中の3%のBSA)中の0.1%のトリトンX-100の中で透過され
、3回洗われ、そして、ブロッキング溶液の中に1h置く。細胞は、一次抗体と4℃で一晩培
養された。使用された一次抗体は以下である：アクアポリン-5(AB3069)；c-Kit(CBL1359)
；サイトケラチン 5/8、7および18(MAB3228、3226および3234、それぞれ)；パン－サイト
ケラチン(AE1/3)； 界面活性剤支持Cタンパク質(AB3786)；SSEA-1(MAB4301) (全てChemic
onインターナショナルから)；サイトケラチン 19(IF15、発癌遺伝子研究製品); AEC-2(MA
B933)；Sca-I(AF1226)(両方、研究・開発システムから)、; CCSP(sc-9773(サンタクルー
ズ・バイオテクノロジー))、Nanog (Shinya山中からのギフト)およびOct-4。
【０１５４】
　以下の蛍光標識二次抗体が使用された(ジャクソンlmmuno研究)：Cy3-labeled F(ab')2 
donkey anti-goat IgG (H+L); F(ab')2 goat anti-rabbit IgG (H+L); F(ab')2 goat ant
i-mouse IgG (H+L); F(ab')2 goat anti-mouse IgM, ychain specific; F(ab')2 goat an
ti-rat IgG (H+L); and FITC-labeled F(ab')2 donkey anti-goat IgG (H+L); and F(ab'
)2 goat anti-mouse IgG (H+L)
一次核は4、6-diamidino-2-フェニルインドール(DAPI)で対比染色された。初代培養も、A
P検出キット(SCR004,Chemiconインターナショナル)を使用する標準の手続によって、アル
カリ性フォスファターゼの酵素的活性のために分析された。
【０１５５】
　培養した直後はOct-4の発現はごく希れであって検知することができなかった。しかし
ながら、続く７～１０日間の培養で、Oct-4、Nanog、SSEA-1、Sca-1の発現が包囲紡錘形
細胞ではなく特に肺のコロニー細胞で検出されたことが、図１０～１２と図４８ＡではOc
t-4について、図１３～１５と図４８BではＳＳＥＡについて、図５２ＤではNanogについ
て、図１６～１８と図４８ＣでSca-1について示されている。具体的には、Oct-4およびNa
nogの発現は、これらの肺のコロニー細胞の核で検出された。
【０１５６】
　初期肺培養も、サイトケラチン－７およびクララ細胞分泌蛋白に対して特定の抗体を使
用して検査された。パラホルムアルデヒドで固定した細胞は、PBSに3%のBSAを含んでいる
、0.1%のトリトンX-100の中で浸透性になった。抗サイトケラチン－５／８，－７，－１
８，－１９およびクララ細胞分泌蛋白抗体のための初代抗体は肺培養細胞を検出するため
に使用された。細胞DAPIで対比染色される。初代培養は、(１６)詳述されるようなP450の
酵素活性のために分析された。図１９および図４９A、(サイトケラチン－７)、20および4
9C(クララ細胞分泌蛋白)および49F(シトクロムp450酵素)の中でそれぞれ結果が示されて
いる。結果は、サイトケラチン－７だけがコロニー細胞の中でのみ発現したが、しかしな
がら、他のサイトケラチン（例えばサイトケラチン 5/8、18と１９）は初代培養の中から
検出されなかったことを示している。クララ細胞分泌蛋白およびシトクロムp450酵素活性
もコロニー細胞で検出された。それらは、更にペルオキシレドキシンＩＩおよびＶｌ（図
５４ ＤおよびＥ)、血漿中濃度（それはSARSウイルス（１９）による反応について上方調
整（upregulated）されることが示されている）を発現する。
【０１５７】
　合わせて考察すると、これらの発見物は、これらの肺の肺コロニー細胞が肝／前駆細胞
の表現型特性を示し、さらに上皮およびクララ細胞のマーカーを生み出す。
【０１５８】
　b. RT-PCR（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法）
　初代培養中のクローン原性肺細胞のOct-4、NanogおよびSca-1 mRNAの存在は、方法論の
項で詳述した培養から個々に引き抜かれたコロニーの細胞のRT-PCRと共に確認された。顕
微鏡により、肺の上皮コロニーの境界を描写するために２６-ゲージ針が使用され、また
、コロニーは、精巧に延伸されたパスツールピペットを使用し培養から丁寧に引き抜かれ
た。3つのハツカネズミES細胞株、46c、R1およびJ1が、Oct-4発現の陽性対照のために使
用され、またTM4細胞株(ハツカネズミ睾丸セルトリ細胞；アメリカン・タイプ・カルチャ
ー・コレクション)およびMEF(ハツカネズミの胎児線維芽細胞)が負の制御のために使用さ
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れた。Sca-1については、BW5147細胞株(Tリンパ球細胞)が陽性対照のために使用され、ま
たA549細胞系株(タイプ－２肺細胞)が負の調節のために使用された(共にアメリカン・タ
イプ・カルチャー・コレクションから)。Nanog分析については、MEFが負の調節のために
使用され、また、ハツカネズミES細胞株J1は陽性対照のために使用された。
【０１５９】
　完全なRNAは、RNeasyマイクロ・キット(Qiagen、バレンシア、カリフォルニア)で準備
され、また、逆転写はメーカーの指示によりthe Superscript first-strand synthesis s
ystem(インビトロジェン社) を使用することによりRandom プライマーで実行された。PCR
については、前と逆プライマーは以下のとおりだった: 
Oct-4発現用(３８)の
(i)５’-ATGGCTGGACACCTGGCTTC-3'および5'- CCAGGTTCTCTTGTCTACCTC-3'、Sca-1発現用(
３９)の (ii)5'-GGACACTTCTCACACTACAAAG- 31
および5'-TAACACAGACTCCATCAGGGTAG-S'、そして両方の内部統制としてのGAPDHのための(3
8) (iii) ５’-ACCACAGTCCATGCCATCAC- 3'および5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3')。反応、N
anog RT-PCRのプライマーが山中 伸弥によって記述されたように準備された。 
【０１６０】
　図２２、２３、５０Ａに結果が示されている。Sca-1およびOct-4のためのバンドは、予
期されたサイズ160 bpおよび1121 bpとそれぞれ一致していた。GADPH(グリセルアルデヒ
ド3-リン酸脱水素酵素)は両方の反応物の内部標準として使用された。
【０１６１】
　ｃ.Oct-4発現の計量 
　Oct-4発現が成人細胞および組織内で報告されていなかったので、量的RT-PCRは発現レ
ベルを評価するために実行された。単にそれが量的で、例えば、様々なタイプの細胞間の
遺伝子発現のよく解決された比較を許すというだけの理由で、定量的PCR法は強力な方法
である。Oct-4mRNAの存在は、Oct-4発現(図3 A-C, and 50 B-D)のレベルを評価するため
に培養培から採取されたコロニー細胞と共に実行される量的RT-PCRによって確認される。
これら肺のコロニー細胞内でのOct-4発現は高く、それらES細胞系統46c、R1およびJ1内で
それぞれ発現された約51%、52%、また、88%である。（図３と５０Ｄ） 
【０１６２】
　この幹細胞集団のOct-4のハイ・レベルな重要性の1つの側面は、それが一般に胚幹細胞
のマーカーと考えらているOct-4の発現の一般的考察の発展に寄与することであり、新生
児又は成人完全に分化されたと考えられる組織の中で存在が発見されたとしても、より正
確には、一般の幹細胞の特性と考えられることである。Oct-4は、例えば、ハツカネズミ
心臓の細胞の中で実証された(Mendez-Ferrer, et a/.,"心臓中のES状の細胞"、幹細胞研
究国際組合の抜粋、トロント・カナダ、2006年6月29日)。Oct-4の存在の重要性のこの広
い視野の展開と、Oct-4のマーカーとしての存在と、また、同定また選択するツール（例
えば細胞選別）として利用できることの特別のデモンストレーションであってより一層の
重要性を持っている。ここに詳述された発明的な認識は、Oct-4による細胞の同定と選択
が、特に他の多くの組織マーカーにより同定法および選択法で結合された時に、広く器官
と組織から単離された単なる肺組織ではなく成人幹細胞集団へのアプローチを提供してい
ることを知らせている。
【０１６３】
　例4: 表現しているOct-4の初代培養細胞は肺胞の肺細胞に分化することができる。 
　これらの肺のコロニー細胞の自己複製と分化電位に取り組むため、個々のコロニーは初
代培養から採取され、あらかじめコラーゲンIでコーティングされた、あるいはＸ線にさ
らされた初代肺培養された細胞があらかじめ撒かれた培養皿に転送された。転送されたコ
ロニーは、Oct-4、サーファクタント・タンパク質C、アクアポリン ５たんぱく質の発現
のためモニターされた。あらかじめＸ線にさらされた培養された肺細胞がある状態で、転
送されたコロニーは好ましくは付随せず、５日目　(図 ２４, ２５, そして５１ )までの
大多数のコロニー細胞内で維持されたOct-4の発現が球状の集合として現われた; １１日
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目までには、コロニー細胞は、小さくなったOct-4発現(図５１)を示した。界面活性剤タ
ンパク質C、もしくはアクアポリン５たんぱく質は、１１日間の培養期間に転送されたコ
ロニーで検知することができないかもしれない。対照的に、コラーゲンlでコーティング
されたプレート転送される個々に採取されたコロニーはよく付随し、細胞は成長し続け、
外に移動、そして希薄に広げられ平らになった細胞集団として現われた。Oct-4発現は、2
日以内に急速に減少し、５日目には、サーファクタント・タンパク質Cは、特に平らにな
った細胞(図５１)の核周囲領域の細胞質内で検知された。
【０１６４】
　これらの特徴は、タイプ-2 肺細胞と一致している。9日目には、コロニーは、拡張し続
け、希薄に広げる続けることで個々のコロニー細胞の平均直径が、親の初代上皮コロニー
細胞より大きい~5-foldになった。サーファクタント・タンパク質Cの発現は減少し、しか
し、アクアポリン５たんぱく質の発現、 肺細胞１型のマーカーは、顕著になった(図５１
)。これらの観察は、肺の上皮コロニー細胞Oct-4+ SSEA-I+, Nanog+, Sca-1+は、連続し
て起こる方法の中で肺細胞タイプ-2と-1に区別する電位を持っている。これらの結果は、
肺のコロニー内の細胞が、分化された肺胞の肺細胞の表現型特性への分化を行う容量を持
っていることを示す。
【０１６５】
　例５: Oct-4発現細胞の初代細胞培養は、SARS-CoV感染の選択された目標である。 
　ａ．BrdU-維持Oct-4発現細胞の初代培養は、SARS-CoV感染の目標である。
初代肺細胞培養がSARS-CoV感染を受けやすいかどうか調査するために、我々は、SARS-CoV
感染にこれら初代培養を露らした。SARS-CoV感染のためのすべての実験はP4設備で実行さ
れた。
【０１６６】
　７～１０日経った上皮コロニーを備えた肺細胞の融合性のある初代培養は、室温で、８
時間および24時間の間0.5(25)MOIでSCAR-CoV(Tw7素質)の接種物に育てられた。細胞は、P
BSと補足物を含んでいるMCDB-201培地の中で一度洗浄された。８、１６、２４および４８
時間の事前感染では、細胞の上澄みが滴定のために集められた。その後、細胞は、PBS緩
衝剤で3回洗浄され、免疫蛍光法分析の前にエタノール/アセトン(1:1)の中で処理された
。SARS-CoV抗原はこの研究用のために組換えられたSARS-CoVヌクレオキャプシドタンパク
質に対して生成されたハツカネズミの単一クローン性抗体(1:2,000)の使用により検知さ
れた。この単一クローン性抗体のエピトープは、ヌクレオキャプシド(M. D.K. ,出版され
ていないデータ)のN末端領域に集まったと示されている。
【０１６７】
　結果は図２８～３０の中（８時間の孵卵）、図３１～３３の中（２４時間の孵卵）で示
される。８時間の孵卵では、肺コロニー内の細胞のおよそ30%が、SARS-CoV（図３０）の
ために強い免疫蛍光を表示した。SARS-CoVの肯定的な肺のコロニー細胞のパーセンテージ
は、１６時間目におよそ60%まで上昇して、２４時間目には、肺コロニー内のほとんどす
べての細胞は、SARS-CoV感染(図33)には陽性を示した。肺のコロニー細胞は、単離し始め
、48時間目には細胞変性を示した。対照的に、肺コロニーを囲む細胞のどれもが、検査さ
れたどの時点でも感染するようにはならなかった(図３０、３３)。
【０１６８】
　後に、電子顕微鏡法は肺コロニーの感染細胞の細胞質内のウイルスを積極的に模写する
存在を確認するために実行された。超微細構造の分析については、肺細胞がタイプIコラ
ーゲンでコーティングされたフィルム(Aclarフッ素共重合体フィルム、構造調査)を育て
る包埋/細胞上で培養された。培養条件は、上部の例3に記述された。肺の上皮細胞は、0.
5MOIでSARS-CoVに汚染された。 
【０１６９】
　感染の16時間後に、肺の上皮単層培養の固定は、2時間の間2.0%のグルタルアルデヒド
およびPBSの中で4.0%のパラホルムアルデヒド中で最初に実行され、1時間の間1%の四酸化
オスミウムに事前固定された。細胞は, 格付けされたエタノール内で乾燥し、プロピレン
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オキシド内で洗われ、
プロピレン・オキシドとSpurrの樹脂の1:1混合内で浸透された(シグマ・オールドリッチ)
。その後、細胞は、Spurrの樹脂に埋め込まれており、70℃で24時間重合された。セクシ
ョンは水成酢酸ウラニルとシトラート鉛で切断、染色された。感染細胞の超薄切片は、伝
達電子顕微鏡法(日立H-7000)によって観察された。結果は、図37 ―39の中で示されてい
る。 
【０１７０】
　感染の後１６時間では、感染細胞の細胞質は核領域 (図３７)のまわりに多数の膨れた
空の嚢を含んでいた。より高い倍率では、ウイルス粒子で満たされた多くの拡張肥大した
液胞が観察された(図３８)。細胞の外部においては、成熟したウイルス粒子が観察され、
また、これらの細胞外のウイルス粒子のうちいくつかは上塗りを施した膜孔(図３９)（２
０）と提携するのが見られた。
【０１７１】
　b. 初代細胞培養Oct-4を発現する細胞のウイルスの複製の証拠。
　ウイルス・タイターはシリアル希釈液によって決定され、プラーク検定の単層手続きに
よって分析された、それはBurleson（２６）から修正された。Vero-E6が６－well組織培
養プレート上で合流に達した後、適切なウイルス稀釈液０．５mlは、細胞上に準備され適
用された。３７°Cで３０分間の吸収に続いて、吸着されていないウイルスは、取り除か
れ、DMEMを備えた寒天培養基１%と２%のFBSで上塗りされた。溶菌はんが成形する約４日
まで、寒天重層は取り除かれ、また、細胞は、１０分間クリスタル・バイオレット・ソリ
ューション(１０%)で染色された。最後に、溶菌はんはカウント可能でり、タイターは稀
釈折り目によって計算されることができる、また、サンプル・ボリュームが使用された。
対生物作用分析については、融合性のあるVeroE6細胞培養が、室温で２４時間２MOIの初
代培養細胞の上澄みから集まったSARS-CoV粒子で混合された。 ウイルス同定のための手
続きは上述されている。 
【０１７２】
　SARS-CoVが肺のコロニー細胞内に伝染性のウイルス粒子を模写、生成しているかどうか
を確認するために、培地は感染後の異なる時間帯で集められ、そしてVeroE６細胞を使用
する伝染性のSARS- CoV のために分析された。結果は図４３～４５の中に示されている。
 
【０１７３】
　図４３の中で示されるように、感染した肺は、増大するSARS-CoV感染力を備えた培地を
産出した：VeroE６感染の為の８、１６、２４および４８時間の事前感染の後、これらの
培地の滴定量は、それぞれ５、３０、２１０および１０４×１０4プラーク（plaques）で
あった。馴化培地で１６～４８時間感染させたVeroE６細胞は、細胞質の変性および培養
皿（図４４-４５）のすべての細胞内でヌクレオキャプシドタンパク質の免疫染色を示し
ている。これらの実験は、SARS- CoVが肺コロニーの中で複製活性を保持することを示し
ている。
【０１７４】
　ｃ．OCT-4発現細胞の初代細胞培養はSARS-CoV感染の選択された目標である。
　SARS-CoVの目標が肺幹細胞を分化したかどうか調査するために、次の実験は実行された
。最初に、肺組織からの細胞分離直後に、肺の細胞懸濁液は、０．５から１０までのMOI
の範囲でSARS-CoVのincoculaで培養され、SARS-CoVヌクレオキャプシドたんぱく質の染色
をする免疫蛍光法によって感染するようになるそれらの能力のために分析された。背景蛍
光上に染色するヌクレオキャプシドは、観察されず、分化された肺細胞がSARS-CoVによっ
て感染しなかった意味する。
【０１７５】
　次に、タイプ1、タイプ2 肺細胞(上記例4で議論され、図51で示されたように)へ生体外
で分化を経験した肺幹細胞の培養は、同じ０．５～１０MOIでSARS-CoVと培養された。生
体外で分化され成熟した肺細胞は、同じ条件下での感染を受けにくいことが見つかった。
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【０１７６】
　c. 主要な細胞培養BrdU保持・Oct-4発現細胞は、インフルエンザ感染の選択的な目標で
はない。
　肺のコロニー細胞を含んでいる培養は、この例の切片aに記述された同じ条件下での８
時間で０．５のMOIでA型インフルエンザウイルスで汚染された。A型/WSN/３３インフルエ
ンザウイルスは、（２７）に記述されたように(Chang-Gung大学のShieh-Shin-Ru博士から
の寛大な贈り物)繁殖され維持された。A型インフルエンザウイルスの感染は、同じMOIでS
ARS-CoV感染と同様に実行された。細胞は、８、１６および２４時間の事前感染のために
培養され、インフルエンザ検出キット(IMAGEN(登録商標))AおよびBインフルエンザウイル
ス、DakoCytomation)からのウイルスの核たんぱく質特異抗体を使用して、免疫蛍光法に
よって決定される感染を示す証拠のために検査された。 
【０１７７】
　結果は、図３４～３６の中で示される。SARS-CoVとは対照的に、A型インフルエンザウ
イルスは、肺コロニー細胞（図３４～３６)に対する選択の自由のない細胞をすべて感染
させ、また、細胞変性効果は、感染後に早くて24時間で培養細胞中で観察された。 全体
として、これらの実験は、肺幹細胞がSARS-CoV感染に選択的に弱いことを実証した。 
【０１７８】
　例6. Oct-4発現およびSARS-CoVヌクレオキャプシド感染の共同局在化 
　肺幹細胞がOct-4およびACE-2の両方を発現するので、Oct-4-発現細胞上のSARS-CoVの感
染の直接のデモンストレーションが求められた。図56で示されたように、Oct-4-細胞の２
０～３０%は、感染の後８時間にてSARS-CoVヌクレオキャプシドタンパク質のための細胞
質の免疫染色を示した。
融合性のある初代肺培養は０．５MOIでSARS-CoVに汚染され、また８時間の事前感染では
、培養がOct-4およびSARSコロナウイルスの二重染色のために行われた。コロニー内の細
胞の免疫染色はOct-4およびに対しの抗体を使用して示され(緑)、そしてSARS-CoVのヌク
レオキャプシドタンパク質に対しての抗体を使用して暗い背景に白い物として示されたコ
ロニー内の細胞の２０～３０%として示される。Oct-4およびSARS-CoVの合わさったイメー
ジ、またDAPIでカウンター染色された物を示す。これは同じ細胞内のOct-4核(緑)および
細胞質SARS-CoVヌクレオキャプシドタンパク質(明るい灰色)の共同局在化を実証した。
【０１７９】
　要約として、これらの実験は、肺幹細胞はインビトロ（生体外・試験管内）でコロニー
を、そしてOct-4、SSEA-1、およびSea 1抗原のような連続的発現幹細胞マーカー、を成形
することができ、またクローン・トランスファーでタイプ1およびタイプ2 肺細胞を成形
するために分化することができる。 さらに、肺幹細胞も、修復および再生にかかわり合
った上皮とクララ細胞血統内で発現されることで知られるマーカーを発現する。新生児の
肺気管支肺胞交点の遅く循環する肺幹細胞のまれな部分母集団の存在を実証する。
【０１８０】
　SARS-CoVへの接触は、幹細胞の選択的な増殖性感染、および複製そして伝染性のSARS-C
oV粒子の放出を促す。対照的に、肺組織から準備された初期細胞懸濁液の中、あるいは、
それらの初代コロニー細胞からインビトロ（生体外・試験管内）で分化した肺胞の肺細胞
のいずれかは、SARS-CoV感染に抵抗力があった。
【０１８１】
　上記言及の幹細胞がペルオキシレドキシンＩＩおよびVIを発現するという発見は、臨床
として重要であるかもしれない。ペルオキシレドキシンはともとは、ナチュラルキラー細
胞活動を増強させる、酸化のストレスへの抵抗力を増加させる、転写活性化体タンパク質
を規制する、およびHIVに対する抗ウイルス活性の提供を含む多数の機能を備えた細胞内
のタンパク質であると確認された。SARSに感染した患者からの血しょうサンプルの最近の
プロテオミクス分析は、ペルオキシレドキシンＩＩの血しょうのレベルは、SARS(１９)に
感染した患者の中で著しく上がったことを実証した。
【０１８２】
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　肺幹細胞がSARS-CoV感染の重要な目標かもしれないという概念を裏付ける。この肺の部
分母集団の損失は、初期の傷からの回復する肺組織の能力を危うくするかもしれない、そ
して重要な罹患率および死亡率に関係しているSARS患者の中で臨床悪化の後期について説
明することを支援するかもしれない。
【０１８３】
　例7: 肺幹細胞は、他の多くのウイルス感染を優先的に受けやすい。 
　この例には、培養中の肺細胞内の肺幹細胞を選択育成法についてが記述されている。こ
のインビトロ（生体外・試験管内）の方法は、呼吸器感染を治療する薬の選択に役立つ。
これら肺のクローン化可能細胞は、優先的に、SARS-CoV、Hantavirus、いくつかのA型イ
ンフルエンザウイルス(H1N1、H1N2、H2N2)よって感染され(図６４、６７)、それは肺組織
の悪化、およびいくつかの呼吸器のウイルス感染時の肺の修復に対する能力の明白な損失
を説明している。この培養システムは、さらに呼吸器の感染のための薬品の選択に優れた
モデル系であるといえる。
【０１８４】
　H5N1感染細胞の電子顕微鏡写真は、図５４に示され、受容器は、図５５で確認された。
レクチンSNAおよびMAL II、人インフルエンザに特効の A1 Neu５Ac- α-2,6-Gal (緑)、
鳥インフルエンザウイルス、Neu５Ac-α-2,3-Gal (red), を使用した肺幹細胞コロニー内
の受容器の染色は図５５に示される。
【０１８５】
　例8: 上皮コロニー細胞の分化電位。
　これらの肺のコロニー細胞の自己複製と分化電位に取り組むため、個々のコロニーは初
代培養から採取れ、あらかじめコラーゲンIでコーティングされた、あるいは照射された
初代肺培養された細胞があらかじめまかれた培養皿に転送された。転送されたコロニーは
、Oct-4、サーファクタント・タンパク質C、アクアポリン５たんぱく質の発現のためモニ
ターされた。あらかじめＸ線にさらされた養された肺細胞がある状態で、転送されたコロ
ニーは好ましく付随せず、５日目(図４A)までの大多数のコロニー細胞内で維持されたOct
-4の発現が球状の集合として現われた; １１日目までには、コロニー細胞は、小さくなっ
たOct-4発現(図４B)を示した。界面活性剤タンパク質C、もしくはアクアポリン5たんぱく
質は、１１日間の培養期間に転送されたコロニーで検知することができないかもしれない
。対照的に、コラーゲンlでコーティングされたプレート転送される個々に採取されたコ
ロニーはよく付随し、細胞は成長し続け、外に移動、そして希薄に広げられ平らになった
細胞集団として現われた。Oct-4発現は、２日以内に急速に減少し、５日目には、サーフ
ァクタント・タンパク質Cは、特に平らになった細胞（図４C）の核周囲領域の細胞質内で
検知された。これらの特徴は、タイプＩＩ型肺細胞と一致している。９日目には、コロニ
ーは、拡張し続け、希薄に広げる続けることで個々のコロニー細胞の平均直径が、母体と
なっている初代上皮コロニー細胞より大きい～５－foldになった。サーファクタント・タ
ンパク質Cの発現は減少し、しかし、アクアポリン 5たんぱく質の発現、肺細胞１型のマ
ーカーは、顕著になった（図４D）。これらの観察は、肺上皮コロニー細胞Oct-4+、SSEA-
I+、Sca-1+は、連続して起こる方法の中で肺細胞タイプＩＩ型とＩ型に区別する電位を持
っている。インビトロで区別されたこれらの肺細胞タイプＩＩ型とＩ型が、SARS-CoV感染
に弱いかどうか取り組むにあたって、個々の上皮コロニーは採取され、あらかじめコラー
ゲンでコーティングされた培養皿に転送された。その後、培養はコロニー転送後５日およ
び９日目に０．５と１０のmoiでSARS-CoVに露出された。SARS- CoV感染、または免疫染色
あるいはウイルス・タイタリングによって肺細胞タイプＩＩ型とＩ型に分化されたウイル
ス複製の証拠はない。
【０１８６】
　例9: 周囲の支質を備えた肺幹細胞の相互作用を検討する方法。
　肺細胞の初代細胞の培養中に0.004%の発生率に達する肺の幹/progenitor細胞の特性を
備えた珍しいタイプの肺細胞は、幹細胞としてその表現型を維持するためにその共同培養
された周囲の間充織（mesenchymal）の支質細胞と相互に作用することが最近同定された
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。これらの細胞は、周囲のストロマ細胞との相互作用に関する研究、呼吸器感染を引き起
こす可能性をもつ肺細胞を改造する過程と同様に、呼吸器感染を治療するための薬をデザ
インし選択するのにも役立つシステムを提供し、そのために、感染によって起こった損傷
を修復する。 
【０１８７】
　定義された(血清無し)培養システムが、転写要因Oct-4には肯定的な、初代肺培養内で
上皮コロニーの成長を支援する記述されている。上皮の類似コロニーは、培地内で表皮増
殖因子(EGF)の低濃に１０～１４日間の培養した後に血清無しの状態で現われる。 
【０１８８】
　これらの形態学的に特異なコロニー細胞は、何か月もインビトロで培養され、周囲の支
質細胞との相互作用を通して幹細胞の特性を維持する。他方では、周囲を囲む細胞から一
度自由になると、それらは連続してより多くの成熟した肺細胞になるために分化を開始す
る。これらの細胞の形態（学）は、第二次培養の過程で変化し、また、それらは区別され
た上皮細胞の特徴を特性とするサーファクタント・タンパク質C、アクアポリンCを発現し
始める。
【０１８９】
　個々のコロニーから採取され、照射された支質細胞上に二次培養された細胞は、何週間
もOct-4を発現し続ける（図５１）。したがって、平滑筋αアクチン、CD44およびCD90（
図５７）を発現し、そして部分的に脂肪細胞になるように促される周囲の細胞は、間葉細
胞のある形式として現われる（図５１）。 
【０１９０】
　最後に、これら肺のコロニー細胞は、SARS-CoVだけでなくHantavirus、インフルエンザ
ウイルス(例、H1N1、H2N2、H5N1)によっても感染可能であり、それにより、ウイルス感染
に対するコロニー細胞の特別感染しやすさを示す。そのようなウイルス感染の結果は、肺
組織の悪化、いくつかの呼吸器ウイルス感染後の肺の修復に対する能力の明白な損失を説
明するかもしれない。これらのデータは、この培養システムが（１）ドラッグ・デザイン
および呼吸の感染のための選択、（２）周囲に支質を備えた肺細胞の相互作用の検討のた
めに広く役立つツールであることを実証し、そのような相互作用は、肺改造の際に重要な
役割を果たすだろう。
【０１９１】
　支質細胞の存在による表現型の安定化は、生物研究ツール、感染そして抗感染剤の研究
用のシステムとしてインビトロのシステムの強健さを増強する役目を果たしている。表現
型の安定化は、培養のより大きな拡張を許し、より大きな集団、より多くの同型培養、よ
り長い寿命を可能にしている。
【０１９２】
　例１０：新生児の肺の中でラベルを保持するBrdU細胞（LRC）はQct-4を発現する。
　無血清培地培養内で成長するOct-4+の上皮コロニー細胞は新たに、または、新生児の肺
の中にあるOct-4+の+細胞から発生するかどうか取り組むにあたって,パイロット免疫組織
化学研究は実行され、新生児の気管支肺胞の交点の少数のOct-4-発現細胞の存在が観察さ
れた。新生児の肺内のOct-4-発現細胞の少数が、" 推定上 " 肺幹細胞ありうるものかど
うか、さらなる取り組みを確認するために、長期LRCにラベルを付けるための用品および
方法に記述されるようにBrdU瞬間標識追跡実験が、実行された。毎日5日間のBrdU注入直
後に、幾つかの肺胞細胞(図５A左)を含む多くの細胞は、の核染色を実証した。肺の中のB
rdU陽性細胞の数は、時間と共に著しく減り、4週までに、ほんの少数の細胞だけがBrdUラ
ベルをまだ保持していた（図５Aの右の矢印)。これらLRCは、panサイトケラチン(AE１_３
)に対する単一クローン性抗体で染色することにより明らかにされるように、肺胞嚢に隣
接している終末細気管支の上皮層で唯一見つかった上皮細胞(図５B)のための一般的なマ
ーカーである。その後、Oct-4のためのlmmunohistochemical染色は実行され、また、Oct-
4+細胞およびBrdU LRCの数を決定した。分析は、気管支肺胞の結合(図５D)を含んでいる
任意に選択された個々の肺切片内に２１±８２重Oct-4+BrdU細胞を保持することを明らか
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にした。単一Oct--4+細胞あるいはBrdU LRCは、遭遇しなかった。組織学のグリッド分析
によって評価されるように、スライド当たり楔形をしていない～１．２５×１０６細胞が
あり、新生児の肺の中の遅いサイクリングおよびOct-4-発現幹細胞の小さな個体群(～０
．００１６±０．０００６%)の存在を示唆している。
【０１９３】
　例１１：ウイルス感染への肺幹細胞罹病性、間質細胞の相互作用が、幹細胞表現型の安
定化をはかる際の役割を持っている。
　この例は、培養中の肺細胞の中から肺幹細胞を選択し育成する方法について記述する。
このインビトロの方法は、呼吸器感染を扱う薬の選択、および周囲の支質を備えたそのよ
うな細胞の相互作用を検討するのに役立つ、その相互作用は肺改造において関与する。
【０１９４】
　肺細胞の初代細胞の培養中に０．００４%の発生率に達する肺の幹/progenitor細胞の特
性を備えた特異なタイプの肺細胞は、幹細胞としてその表現型を維持するためにその共同
培養された周囲の間充織（mesenchymal）の支質細胞と相互に作用することが最近同定さ
れた。これらの細胞は、周囲のストロマ細胞との相互作用に関する研究、呼吸器感染を引
き起こす可能性をもつ肺細胞を改造する過程と同様に、呼吸器感染を治療するための薬を
デザインし選択するのにも役立つシステムを提供し、そのために、感染によって起こった
損傷を修復する。 
【０１９５】
　定義された(血清無し)培養システムが、転写要因Oct-4には肯定的な、初代肺培養内で
上皮コロニーの成長を支援する記述されている。上皮の類似コロニーは、培地内で表皮増
殖因子（EGF）の低濃に１０～１４日間の培養した後に血清無しの状態で現われる。Oct-4
mRNAの存在は、Oct-4発現のレベルを評価するために培養培から採取されたコロニー細胞
と共に実行される量的RT-PCRによって確認される。 これら肺のコロニー細胞内でのOct-4
発現は高く、それらES細胞系統46c、R1およびJ1内でそれぞれ発現された約５１%、５２%
、８８%である。Oct-4に加えて、これらの細胞は、さらにNanog、SSEA-1およびSca-1のよ
うな他の幹細胞マーカーを発現する、しかしc-キット、CD34又はp63は発現されない。 
【０１９６】
　これらの形態学的に特異なコロニー細胞は、何か月もインビトロで培養され、周囲の支
質細胞との相互作用を通して幹細胞の特性を維持する。他方では、周囲を囲む細胞から一
度自由になると、それらは連続してより多くの成熟した肺細胞になるために分化を開始す
る。これらの細胞の形態（学）は、第二次培養の過程で変化し、また、それらは区別され
た上皮細胞の特徴を特性とするサーファクタント・タンパク質C、アクアポリンCを発現し
始める。
【０１９７】
　個々のコロニーから採取され、Ｘ線にあてられた支質細胞上に二次培養された細胞は、
何日もOct-4を発現し続ける。したがって、平滑筋αアクチン、CD44およびCD90を発現し
、そして部分的に脂肪細胞になるように促される周囲の細胞は、間葉細胞のある形式とし
て現われる。さらに、Oct-4+の存在、気管支肺胞の結合で細胞を保持する長期BrdUラベル
は、生体内と生体外のOct-4+細胞の間のリンクを提供し、推定上の肺幹細胞としてそれら
の同一性を強化する。したがって、これらの原始的な肺細胞は、遅い周期の集団、Oct-4+

発現の細胞、気管支肺胞の結合の散乱を表示する。 
【０１９８】
　最後に、これら肺のコロニー細胞は、SARS-CoVだけでなくHantavirus、インフルエンザ
ウイルス(例、H1N1、H2N2、H5N1)によっても感染可能であり、それにより、ウイルス感染
に対するコロニー細胞の特別感染しやすさを示す。そのようなウイルス感染の結果は、肺
組織の悪化、いくつかの呼吸器ウイルスの感染後の肺の修復に対する能力の明白な損失を
説明するかもしれない。これらのデータは、この培養システムが（１）薬物設計および呼
吸の感染のための選択、（２）周囲に支質を備えた肺細胞の相互作用の検討のために広く
役立つツールであることを実証し、そのような相互作用は、肺改造の際に重要な役割を果



(37) JP 2009-514509 A 2009.4.9

10

20

30

40

50

たすだろう。
【０１９９】
　間質細胞の存在による表現型の安定化は、生物研究ツール、感染そして抗感染剤の研究
用のシステムとしてインビトロのシステムの強健さを増強する役目を果たしている。表現
型の安定化は、培養のより大きな拡張を許し、より大きな集団、より多くの同型培養、よ
り長い寿命を可能にしている。
【０２００】
　実施例に使用された方法の詳細
　ａ．肺初期細胞培養
新生児のICRハツカネズミは殺され、また、それらの肺は取り除かれ小さく切り刻まれた
。 ペニシリン(100ユニット/ml)およびストレプトマイシン(100 ug/ml)を含んでいるハン
クの緩衝剤の中で洗った後に、組織は40℃のJoklik's MEM (シグマ)の中で0.1%のプロテ
アーゼ・タイプ-XIV(シグマ)と共に一晩中処理された。その後、組織は、肺細胞を放出さ
せるために数回ピペットで移され、10%のFCS_JoklikのMEMへ移動され、それから、100-_m
ナイロン細胞ろ過器によってろ過された。放出された細胞はインシュリン・トランスフェ
リン・セレン補足物だけ(GIBCO)を含んでいるMCDB-201培地の中で洗浄され再保留された
。
ハツカネズミの新生児の1つはこの酵素消化手順の中で楔形をしていない~1.0 - 1.5 x 10
6細胞を産出することができ、その細胞は肺組織の細胞の総数の-5%から8%に相当する。こ
れらの細胞は、コラーゲンI(10 ug/cm2; BDバイオサイエンス)で上塗りされた培養皿の中
で1ミリリッター当たり3x 105の細胞の密度で培養された。孵卵の1日後に、初代培養は付
着した細胞を取り除くためMCDB-201倍地で洗浄され、そしてインシュリン・トランスフェ
リン・セレン補足物および表皮増殖因子 (1ナノグラム/ml; インビトロgen)が入った新し
い培地を加えた。
【０２０１】
　ｂ． ウイルス感染および分析 
SARS-CoV感染のためのすべての実験は予防医学研究所（台北、台湾）のP4設備で実行され
た。肺細胞の融合性のある初代培養は室温で1時間の間、様々なmoi(0.5、1、2および10)
のSARS-CoV(Tw7素質)(34)で育てられた。細胞はPBSと補足物を含んでいるMCDB-201培地の
中で一度洗浄された。　8、16、24および48時間の間の事前感染では、培養の上澄みはウ
イルスの滴定のために収集され、また、細胞はPBSで洗浄され、免疫蛍光分析のためにエ
タノール/アセトン(1:1)の中で処理された。SARS-CoVはこの研究用の組換えSARS-CoVヌク
レオキャプシドタンパク質に対して生成されたハツカネズミの単一クローン性抗体(1:2,0
00)の使用により検知された。 この単一クローン性抗体のエピトープは、ヌクレオキャプ
シド(M. D.K. ,出版されていないデータ)のN末端領域に集まった。ウイルス・タイター（
ウイルス価）はVero E6細胞を使用して修正を加えたプラクを成形する分析によって決定
された。簡潔に、収穫された上澄みの一連の希釈剤はVero E6細胞の融合性のある細胞へ
加えられた。３７°C で３０分間の孵卵の後、吸収されないウイルスは洗い流され、また
、培養はDMEM内の1%の寒天培養基および2%のウシ胎児血清(FBS)に上塗りされた。プラク
成形の後、寒天培養基の上塗りは取り除かれ、細胞は10分間のクリスタル・バイオレット
・ソリューション(10%)で染色された、そして、プラクが数えられた。
【０２０２】
　ｃ. 電子顕微鏡法 
伝達電子顕微鏡法は修正（３５）と共に記載の通り実行された。肺の上皮細胞はコラーゲ
ンlの上塗りを施したACLAR-フッ素共重合体フィルム（構造調査）上で培養された。細胞
は記述通り0.5 moiでSARS-CoVに汚染された。１６時間の事前感染では、細胞は2時間の間
2%のグルタルアルデヒド/4%のパラホルムアルデヒド/PBSで処理され、1時間の間1%の四酸
化オスミウムによってfollowedされ、次に、Spurrの樹脂に埋め込まれた。埋め込まれた
細胞の超薄切片(60nm)は2%の酢酸ウラニルおよび1%のリード・シトラートで染色、準備さ
れ、H-7000電子顕微鏡（日立、東京）で分析される。また、結果は図３７ ～ ３９中に示
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されている。 
【０２０３】
　感染の後16時間では、感染細胞の細胞質は核領域 (図37)のまわりに多数の膨れた空の
嚢を含んでいた。より高い倍率では、ウイルス粒子で満たされた多くの拡張肥大した液胞
が観察された(図38)。細胞の外部においては、成熟したウイルス粒子が観察され、また、
これらの細胞外のウイルス粒子のうちのいくつかは上塗りを施した膜孔(図39)と提携する
のが見られた。
【０２０４】
　SARS-CoVが肺のコロニー細胞内に伝染性のウイルス粒子を模写、生成しているかどうか
を確認するために、培地は感染後の異なる時間帯で集められ、そしてVeroE６細胞を使用
する伝染性のSARS- CoV のために分析された。結果は図４３～４５の中に示されている。
 
【０２０５】
　図４３の中で示されたと共に、感染した肺は増加するSARS-CoV感染力を備えた培地を産
出した。VeroE６感染の為の8、16、24および50時間の事前感染の後これらの培地の力価は
、それぞれ5、30、210および104 × 104プラークであった。条件つきメディアに16～48時
間感染させたVeroE６細胞は、細胞質の変更および培養皿（図４４-４５）の中のすべての
細胞内で免疫染色するSARS-CoVヌクレオキャプシドタンパク質を実証した。これらの実験
は肺のコロニー内でその再生活動を維持したSARS―CoVを実証した。
【０２０６】
　ｄ. 免疫細胞化学
初代培養中の細胞は、室温で3分間メタノール/acetone(1:1)の中で処理された。Sca-1発
現の分析については、細胞が10分間4%のパラホルムアルデヒド/PBSの中で処理され、5分
間PBSの中で0.1%のトリトンX-100と透過化（permeabilized）され、次に、30分間3%のBSA
/PBSで粘着された。細胞は、次の抗原に対する初代抗体と共に4°Cで増殖された: ペルオ
キシレドキシン2[J.H.Chen(国防医療センター)からの親切な贈り物]; ペルオキシレドキ
シン6(ab16824; Abeam) ; CD34(クローンRAM34; BDバイオサイエンス); アクアポリン5(A
B3069)、およびサイトケラチン-5_8(MAB3228)、サイトケラチン-7(MAB3226)、およびサイ
トケラチン-18 (MAB3234)、p63(MAB4135)、pan-サイトケラチン(クローンAE1_3)、サーフ
ァクタントタンパク質C(AB3786)、およびSSEA-1(MAB4301)( すべてChemiconからの); α-
平滑筋アクチン(クローン1A4; DAKO); サイトケラチン 19(IF15; 発癌遺伝子); c-キット
(MAB1356)、およびSca-1(AF1229)(両方、研究・開発システムから); またACE-2(sc20998)
、CCSP(sc9773)、およびOct-4(sc9081)( すべてサンタクルーズ・バイオテクノロジーか
らの)。一夜の培養後、細胞は、次のそれぞれのCy3-とラベル付けされた第2抗体と共に室
温で1時間洗浄され、培養された: ロバ反ヤギ免疫グロブリンG、ヤギ反ウサギ免疫グロブ
リンG、ヤギ反ハツカネズミ免疫グロブリンG、ヤギ反ハツカネズミ免疫グロブリンM(μ- 
チェーンに特有)、およびヤギ反ネズミ免疫グロブリンG(ジャクソンImmunoResearch)。そ
の後、細胞はDAPIでカウンター染色された。審判36に記述されるように、初代培養もAP検
出キット(Chemicon)、およびCyP450を使用して、標準プロトコルによるアルカリ性フォス
ファターゼの酵素活性のために分析された。
【０２０７】
　ｅ. RT-PCRおよび量的RT-PCR 
肺の上皮コロニー細胞は分析のために収集された。顕微鏡で、26-ゲージ針が肺の上皮コ
ロニーの境界を描写するために使用され、また、コロニーは精巧に延伸された毛細管ピペ
ットの使用により培養物から優しく採取された。 3つのハツカネズミES細胞系統について
、46c(37)、R1およびJ1は、Oct-4発現用の陽性調節およびTM4細胞系統(ハツカネズミの睾
丸セルトリ細胞; 米国培養菌保存施設)およびMEF(ハツカネズミの胚の繊維芽細胞)は陰性
調節に使用された。Sca-1については、BW5147細胞系統(Tリンパ球細胞)が陽性調節に使用
され、およびA549細胞系統(タイプ-2 pneumocyte)は陰性調節(両方、米国培養菌保存施設
から)に使用された。 Nanog分析については、MEFが陰性調節に使用され、また、ハツカネ
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ズミES細胞系統J1は陽性調節に使用された。 
【０２０８】
　完全なRNAは、RNeasyマイクロ・キット(Qiagen、バレンシア、カリフォルニア)で準備
され、また、逆転写はメーカーの指示によりthe Superscript first-strand synthesis s
ystem(インビトロジェン社) を使用することによりRandom プライマーで実行された。PCR
については、前と逆プライマーは以下のとおりだった: Oct-4発現用(38)の(i) ５’-ATGG
CTGGACACCTGGCTTC-3'および5'- CCAGGTTCTCTTGTCTACCTC-3'、Sca-1発現用(３９)の (ii)5
'-GGACACTTCTCACACTACAAAG- 31
および5'-TAACACAGACTCCATCAGGGTAG-S'、そして両方の内部統制としてのGAPDHのための(3
8) (iii) ５’-ACCACAGTCCATGCCATCAC- 3'および5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3')。反応、N
anog RT-PCRのプライマーが山中 伸弥によって記述されたように準備された
【０２０９】
　定量PCR法は、様々なタイプの細胞の間での遺伝子発現の高解像度比較を可能にする方
法である。定量RT-PCRは、メーカーの指示に従ってABIプリズム7000シーケンス検出シス
テム(Applied Biosystems社)の使用により実行された。ハツカネズミOct-4(TaqMan遺伝子
発現分析、ナンバー、Mm00658129_gH; Applied Biosystems社)およびハツカネズミGAPDH
（TaqMan遺伝子発現分析、ナンバー、Mm99999915_g1）のプライマー調査セットが使用さ
れた。定量RTPCRは45のサイクルのために実行され、また、生のデータはABIプリズム7000
 SDSソフトウェア（Applied Biosystems社）によって分析された。各サンプルのサイクル
のスレショルド値（Ｃｔ）は、デフォルト・セッティングで生成された。各サンプルのOc
t-4発現レベルは、GAPDHの発現レベル内へ、次の定式にる同じサンプリングによって焼な
らしされた: Oct-4/GAPDH=2-(Ct of Oct-4-Ct of GAPDH)。J1細胞系統のOct-4/GAPDH比率
は1.0にセットされ、また、すべての他のものの値はそれに応じて再計算された。結果は
、標準偏差と共に、3つの個別実験の平均値を表わす。
【０２１０】
　ｆ.インビトロ（生体外・試験管内）の分化
分化電位を分析するために、細胞は、上に記述されたように個々のコロニーから採取され
、そして周囲のストロマの細胞から離れる新しい培養皿、もしくは支持細胞層としてＸ線
処理された初代培養細胞を備えた新しい培養皿のいずれかにに移動される。支持細胞層の
ために使用された初代培養細胞は、合流の近くで成長し、そして137Cs出所(原子力、オタ
ワ)の1,500radのＸ線処理であらかじめ処理された。この分析では、条件つきメディアが
、両方の条件に適用された。条件つきメディアは、融合性のある肺の初代培養から収穫さ
れ、0.2-umフィルタでろ過された。 
【０２１１】
　ｇ.BrdUにラベルを付けること、Oct-4発現およびlmmunohistochemical分析。 
　新生児のICRハツカネズミは、5日間の間1日に2度i.p をPBSで50mg/kgBrdU(シグマ)注入
された。 ハツカネズミはそれ以上のBrdU注入なしで保管され、BrdUにラベル付けのため
に0あるいは1、2、3、あるいは4週間の追求の後に殺された。 肺は取り除かれ、10%のホ
ルマリン固着剤で処理され、パラフィンに埋め込まれた。後、肺組織の5-um切片は、BrdU
のために得られ汚された。Oct-4発現については、一般的な染色プロトコルが次の詳細を
含んでいた: クエン酸ナトリウムバッファー(10 mM; pH 6.0)中で8分間の間熱することに
より実行され、室温で15分間の間の孵卵が後続する。ハツカネズミ単クローンanti-BrdU(
DAKO)およびウサギanti-Oct-4抗体(サンタ・クルーズ・バイオテクノロジー)がそれぞれ
加えられた。その後、免疫組織化学の分析は、メーカーの指示による培養基としてdiamin
obenzeneを使用することにより、ペルオキシダーゼ検出キット(ベクター研究所)で実行さ
れた。反全（Anti-pan）-サイトケラチン抗体(AE1_3クローン; Chemicon)、および培養基
としてのFast-Redを備えたアルカリ性フォスファターゼ検出キットは、bronchoalveolar
結合の位置を描写するために使用された。すべての切片は、マイヤーのヘマトキシリンで
カウンター染色された。 
【０２１２】
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　anti-BrdUおよびOct-4主要抗体を備えた免疫蛍光法の二重染色法については、FITCを結
合したヤギ反ハツカネズミおよびCy3を結合したヤギ反ウサギ抗体(ジャクソンImmunoRese
arch)が、それぞれ使用された。
【０２１３】
　要約として、これらの実験（例６および７）が、新生児の肺の気管支肺胞交点の遅く循
環する肺幹細胞のまれな部分母集団の存在を実証する。それらはインビトロでコロニーを
、そしてOct-4、SSEA-1、およびSea 1抗原のような連続的発現幹細胞マーカー、を成形す
ることができ、またクローン・トランスファーでタイプ１およびタイプ２ 肺細胞を成形
するために分化することができる。さらに、幹細胞も、修復および再生にかかわり合った
上皮とクララ細胞血統内で発現されることで知られるマーカーを発現する。 
【０２１４】
　SARS-CoVへの接触は、幹細胞の選択的な増殖性感染、および複製そして伝染性のSARS-C
oV粒子のリリースを促す。対照的に、肺組織から準備された初期細胞懸濁液の中、あるい
は、それらの初代コロニー細胞からインビトロで分化した肺胞の肺細胞のいずれかは、SA
RS-CoV感染に抵抗力があった。
【０２１５】
　上記言及の幹細胞がペルオキシレドキシンＩＩおよびVlを発現するという発見は、臨床
として重要であるかもしれない。ペルオキシレドキシンはともとは、ナチュラルキラー細
胞活動を増強させる、酸化のストレスへの抵抗力を増加させる、転写活性化体タンパク質
を規制する、およびHIVに対する抗ウイルス活性の提供を含む多数の機能を備えた細胞内
のタンパク質であると確認された。SARSに感染した患者からの血しょうのサンプルの最近
のプロテオミクス分析は、ペルオキシレドキシン IIの血しょうのレベルは、SARS（１９
）に感染した患者の中で著しく上がったことを実証した。
【０２１６】
　これらの発見物は、肺幹細胞がSARS-CoV感染の重要な目標かもしれないという概念を支
援する。この肺の部分母集団の損失は、初期の傷からの回復する肺組織の能力を危うくす
るかもしれない、そして重要な罹患率および死亡率に関係しているSARS患者の中で臨床悪
化の後期について説明することを支援するかもしれない。
【０２１７】
　本発明の実施例とそれと等価なもの
　請求項での要素は、" 手段のための " "ステップのための" あるいは " ステップスの
ために"の文言を明示的に含んでいる場合は３５ U.S. C.§112パラグラフ６に該当するこ
とを意図されている。" のステップ" あるいは "のステップス"の文言は請求項あるいは
前文の要素に含まれていたとしても３５ U.S. C.§112パラグラフ６に該当することを意
図していない。
【０２１８】
　細胞集団、方法およびキットが、実用的かつ最良の実施例であるとの考えで、記述され
てきており、実施例によって、本件の開示内容は限定されるものではないと理解される。
本件開示は、請求範囲の範囲およびその精神の範囲内での種々の改変および類似の構造を
カバーする意図であり、その範囲は、そのような修正および同様の構造をすべて包含する
ための最も広い解釈が与えられるべきである。
【０２１９】
本発明の理解を伝えるために記載中に使用された様々な用語は; これらの様々な用語の意
味が、共通の言語または文法の変化あるいは形式まで及ぶことが理解されるであろう。さ
らに、用語が、例えば、設備、ハードウェア、又はソフトウェアを引き合いに出す時に商
標、ブランド名、あるいは共通の名前が使用される時、これらの名前は同時代の例として
提供されていることは理解されるだろう、そして発明はそのような文字の範囲によって制
限されるものではない。同時代の用語の派生または同時代の用語によって包含されたもの
の部分集合を指定として合理的に理解されるかもしれない後の日付に導入される用語は、
今の同時代の用語によって記述されることとして理解されるだろう。さらに、発明は、例
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証の目的のために述べられた実施例に対して制限されていないことは理解されるべきであ
る、しかし特許の出願に追加される請求項の明瞭な読解によって唯一定義されることにな
っている、個々の要素が与えられる同等の十分な範囲を含むものである。
【図面の簡単な説明】
【０２２０】
【図１】ホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdU(bromodeoxyuridi
ne)のための、注入５日経過直後の免疫組織化学染色を表す
【図２】ホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdUのための、BrdUに
ラベリングした４週間後の免疫組織化学染色の追跡を表す
【図３】BrdUにラベリングした４週間後のホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児
の肺組織の免疫組織化学染色の追跡を表す
【図４】Oct-4に抵抗力を持つ抗体とホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺
組織の免疫組織化学染色を表す
【図５】ホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織の免疫組織化学染色の追
跡を表す
【図６】ホルマリン漬けにされたハツカネズミの新生児の肺組織のBrdUとOct-4のためのB
rdUにラベリングした４週間後の免疫組織化学二重染色を表す
【図７】ハツカネズミの新生児の肺組織からの初代培養の位相コントラストの写真を表す
【図８】肺組織から単離された肺細胞のフローサイトメトリック選別の結果を報告する図
表
【図９】濃縮後のハツカネズミの新生児の肺組織から初代培養の位相コントラストの写真
を表す
【図１０】初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す
【図１１】図１０のポリクローナル抗体anti-Oct-4の初代肺細胞培養の免疫組織化学染色
を示す
【図１２】図１０の免疫染色パターンと同化した図１０の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を表す
【図１３】初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す
【図１４】抗体anti-SSEA-lを備えた免疫組織化学染色を示す
【図１５】図１４の免疫染色パターンと同化した 図13の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を表す
【図１６】初代肺細胞培養の位相コントラストの写真を示す
【図１７】抗体anti Sca-1を備えた抗体と免疫組織化学染色を示す
【図１８】図１７の免疫染色パターンと同化した図１６の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を表す
【図１９】（Ａ）位相コントラストの写真と（Ｂ）サイトケラチン（cytokeratin）-7に
対する特異抗体と共に扱われる初代肺培養のDAPIと合併したそれぞれの免疫染色を示す
【図２０】（Ａ）位相コントラストの写真と（Ｂ）クララ細胞分泌タンパク質に対する特
異抗体と共に扱われる初代肺培養のDAPIと同化したそれぞれの免疫染色を示す
【図２１】（Ａ）位相コントラストの写真と（Ｂ）それぞれの細胞質Ｐ４５０酵素染色を
示す
【図２２】肺の上皮コロニーの細胞の中にあるOct-4のmRNAの書き換えのためのRT-PCR分
析を表す
【図２３】肺の上皮コロニーの細胞の中のSca- 1のためのmRNAの書き換えのためのRT-PCR
分析を示す
【図２４】二次培養５日後の細胞の位相コントラストの写真を示す
【図２５】プロテインC抗体を備えた反界面活性剤と共に図２４の初代肺細胞培養のDAPI
カウンター染色と同化する免疫組織化学染色を示す
【図２６】二次培養９日後の細胞の位相コントラストの写真を示す
【図２７】抗アクアポリン（anti-aquaporin）-5抗体を備えた図２６の初代肺細胞培養の
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DAPlカウンター染色と同化する免疫組織化学染色を示す
【図２８】８時間の間SARS-CoVに汚染した肺の上皮細胞のための位相コントラストの写真
【図２９】SARS-CoVのヌクレオキャプシドタンパク質に対する抗体を備えた図２８の初代
肺細胞培養の免疫組織化学染色を示す
【図３０】図２９の免疫染色パターンと同化した図２９の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を示す
【図３１】２４時間の間SARS-CoVに感染した肺の上皮細胞のための位相コントラストの写
真
【図３２】SARS-CoVのヌクレオキャプシドタンパク質に対する抗体を備えた図３１の初代
肺細胞培養の免疫組織化学染色を示す
【図３３】図３２の免疫染色パターンと同化した図３２の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を示す
【図３４】８時間の間インフルエンザA型/WSN/33ウイルスに感染した肺の上皮細胞のため
の位相コントラストの写真
【図３５】反A型インフルエンザウイルス特異抗体を備えた図３４の初代肺細胞培養の免
疫組織化学染色を示す
【図３６】図３５の免疫染色パターンと同化した図３５の免疫染色されたされた初代肺細
胞培養のDAPIを備えたカウンター染色を示す
【図３７】SARS-CoVの１６時間のポスト感染の後の初代肺細胞培養の電子顕微鏡写真を示
す
【図３８】細胞の膨れたゴルジ小胞の中にある図３７の高い倍率の電子顕微鏡写真を示す
【図３９】SARS Co-V の中にある図３７のより高い倍率の電子顕微鏡写真を示す
【図４０】肺の上皮コロニーが矢印によって示されている中の肺の上皮細胞のための位相
コントラストの写真を示す
【図４１】初代肺細胞培養のSARS-CoVのための推定上の受容体を特徴づけるanti-ACE2 単
一クローン特異抗体を備えた図４０の初代肺細胞培養の免疫組織化学染色を示す
【図４２】図４１の免疫染色パターンと同化した図４１の免疫染色された初代肺細胞培養
のDAPIを備えたカウンター染色を示す
【図４３】肺の初代培養から生産されたSARS-CoV粒子の生物活性の報告を示す図表
【図４４】肺の初代培養によって生産されたSARS-CoV粒子による感染後のVeroE６細胞の
位相コントラストの写真を示す
【図４５】SARS-CoVのヌクレオキャプシドに対する抗体と共に使用されたSARS-CoVのため
の免疫染色を示す
【図４６】BrdUのラベル保持の同定とハツカネズミの肺の中のOct-4が発現する細胞を示
す
【図４７】新しい培養システムによってインビトロで肺の上皮細胞を豊かにする方法のフ
ローチャートを示す
【図４８】初代肺のクローン化可能肝細胞中の幹細胞マーカーのラベルを付ける免疫蛍光
を示す
【図４９】肺のクローン化可能肝細胞の特徴を示す
【図５０】RT－PCRおよび定量の－PCRによる肺の幹細胞中での幹細胞マーカーの発現を示
す
【図５１】肺の幹細胞コロニーの多分化能を示す
【図５２】H5N1感染の初期標的として肺の幹細胞の同定を示す
【図５３】A型インフルエンザウイルス感染の第一標的として肺の幹細胞の同定を示す
【図５４】H5N1感染細胞の電子顕微鏡写真を示す
【図５５】A人間型インフルエンザＡ(緑、α-2,6 リンケージ)および鳥インフルエンザウ
イルス(赤、α- 2,3 リンケージ)両方の肺幹細胞コロニー内での受容体の同定を示す
【図５６】同じ細胞内のOct-4の核(中間の灰色の立体円)および細胞質SARS-CoVヌクレオ
キャプシドタンパク質(白いドーナツ形、核を囲んだ形態)の共同局在化を示す
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【図５７】肺幹細胞コロニーを囲むストロマ細胞の形質を示す
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