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(57)【要約】
　細胞を遊離させるための方法及びキットが提供される
。本方法は、基体上に固定化された多層高分子電解質コ
ーティングを含む細胞培養支持体上に培養細胞を用意す
る段階、及びＤＭＳＯを含む遊離溶液によって細胞培養
支持体から培養細胞を遊離させる段階を含んでなる。本
キットは、細胞培養支持体及び遊離溶液を含んでなる。
細胞培養支持体は基体及び該基体上に固定化された多層
高分子電解質コーティングを含み、遊離溶液はＤＭＳＯ
を含む。
【選択図】図１Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞を遊離させる方法であって、
ａ）基体上に固定化された多層高分子電解質コーティングを含む細胞培養支持体上に培養
細胞を用意する段階、及び
ｂ）ＤＭＳＯを含む遊離溶液を添加することで細胞培養支持体から培養細胞を遊離させる
段階
を含んでなる方法。
【請求項２】
　培養細胞が間葉間質細胞からなる、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　培養細胞がヒト間葉間質細胞からなる、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　遊離溶液中のＤＭＳＯ濃度が約０．０１～１．０％の範囲内にある、請求項１又は請求
項２記載の方法。
【請求項５】
　遊離溶液中のＤＭＳＯ濃度が約０．０２～０．５％の範囲内にある、請求項４記載の方
法。
【請求項６】
　遊離溶液中のＤＭＳＯ濃度が約０．１～０．５％の範囲内にある、請求項５記載の方法
。
【請求項７】
　細胞培養支持体を室温でインキュベートすることで培養細胞が細胞培養支持体から遊離
される、請求項１乃至請求項６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
　インキュベーションが約１０～３０分間実施される、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　多層高分子電解質コーティングが１以上のホモポリマー層を含む、請求項１乃至請求項
８のいずれか１項記載の方法。
【請求項１０】
　多層ポリマーコーティングが１以上のコポリマー層を含む、請求項１乃至請求項９のい
ずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　多層ポリマーコーティングが１以上のホモポリマー層及び１以上のコポリマー層を含む
、請求項１乃至請求項１０のいずれか１項記載の方法。
【請求項１２】
　多層ポリマーコーティングがコポリマー層及びホモポリマー層を交互に配列したものを
含む、請求項１乃至請求項１１のいずれか１項記載の方法。
【請求項１３】
　多層ポリマーコーティングが１以上の温度応答性ポリマー層を含む、請求項１乃至請求
項１２のいずれか１項記載の方法。
【請求項１４】
　多層ポリマーコーティングが１以上のポリ－（ジ（エチレングリコール）メチルエーテ
ルメタクリレート）－コ－ポリアクリル酸層を含む、請求項１乃至請求項１３のいずれか
１項記載の方法。
【請求項１５】
　多層高分子電解質コーティングが１以上のポリ－Ｌ－リシン層を含む、請求項１乃至請
求項１４のいずれか１項記載の方法。
【請求項１６】
　細胞を培養するためのキットであって、
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基体及び該基体上に固定化された多層高分子電解質コーティングを含む細胞培養支持体、
並びに
細胞遊離のための遊離溶液であって、ＤＭＳＯを含む遊離溶液
を含んでなるキット。
【請求項１７】
　さらに細胞を培養するための培地を含む、請求項１６記載のキット。
【請求項１８】
　多層高分子電解質コーティングが１以上の温度応答性ポリマー層を含む、請求項１６又
は請求項１７記載のキット。
【請求項１９】
　多層高分子電解質コーティングが１以上のポリ－（ジ（エチレングリコール）メチルエ
ーテルメタクリレート）－コ－ポリアクリル酸層を含む、請求項１６乃至請求項１８のい
ずれか１項記載のキット。
【請求項２０】
　多層高分子電解質コーティングが１以上のホモポリマー層を含む、請求項１６乃至請求
項１９のいずれか１項記載のキット。
【請求項２１】
　多層高分子電解質コーティングが１以上のポリ－Ｌ－リシン層を含む、請求項１６乃至
請求項２０のいずれか１項記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は細胞遊離のための方法に関する。さらに詳しくは、本発明はポリマー系の細胞
培養支持体から細胞を遊離させるための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来から、付着細胞はガラス表面上又はポリマー基体上で増殖させていた。細胞培養の
ための表面は、細胞の付着及び増殖を高めるように前処理されることが多い。生物医学的
及び生物学的用途においては、要求に応じた細胞分離又は細胞遊離を可能にする付着細胞
用のマトリックスが古くから要望されていた。
【０００３】
　培養細胞は、各種の方法によって細胞培養支持体から分離又は遊離させることができる
。常用される細胞遊離方法には、（掻き取りのような）機械的方法、（トリプトシンのよ
うな）タンパク質分解酵素による処理、（ＥＤＴＡのような）カルシウムキレーターの使
用、又はかかる方法の組合せがある。しかし、これら従来の細胞遊離方法の多くは培養細
胞に悪影響を及ぼすことがあり、またその固有の構造及び機能を変化させることがある。
例えば、トリプシンによる細胞の処理（即ち、トリプシン処理）は苛酷な方法であり、細
胞の表現型に影響を及ぼす可能性があるため、幹細胞のようなデリケートな細胞にとって
望ましくない。さの上、トリプシンは通例は動物に由来しており、共分画されたタンパク
質又は生物学的作用因子（例えば、ウイルス又はマイコプラズマ）のような不純物を含む
ことがある。動物由来の不純物は、細胞療法のような重大な用途のために遊離細胞を使用
することを制限する。細胞を遊離させるための機械的方法は労働集約的であり、工業的規
模の細胞培養用途のためには実用的でないことが多い。
【０００４】
　他の非酵素的方法には、超音波又は衝撃波を用いて気泡を生成させ、それによって細胞
の分離を容易にする物理的方法がある。ポリ－Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（ＰＮＩ
ＰＡＡｍ）のような温度応答性ポリマーを含む細胞培養支持体からは、細胞培養支持体を
約４～２０℃の範囲内の温度に冷却することで培養細胞を遊離させることができる。
【０００５】
　工業的規模の細胞培養プロセスにおいて高い収量を得るためには、効率的な遊離が特に
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重要である。したがって、細胞形態及び細胞生存性に影響を及ぼすことなしに迅速で効率
的な細胞分離を行うための一層良好な細胞遊離技術を開発することが緊急に要望されてい
る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
　米国特許出願公開第２００８／０２４１９２６号明細書
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は一般に、細胞培養支持体から細胞を遊離させるための方法及びキットの両方を
含んでいる。
【０００８】
　細胞培養支持体から細胞を遊離させるための方法の一例は、細胞培養支持体上に培養細
胞を用意する段階、及び遊離溶液を添加することで細胞培養支持体から培養細胞を遊離さ
せる段階を含んでいる。遊離溶液はジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を含んでいる。細
胞培養支持体は基体上に多層高分子電解質系コーティングを含んでいる。
【０００９】
　細胞を培養するためのキットの一例は、一般に、細胞培養支持体及び細胞遊離のための
遊離溶液を含んでいる。遊離溶液はＤＭＳＯを含んでいる。細胞培養支持体は、基体及び
該基体上に多層高分子電解質系コーティングを含んでいる。
【００１０】
　細胞を遊離させるための方法の別の例は、（基体上に多層高分子電解質系コーティング
を含む）細胞培養支持体上に培養ヒト間葉幹細胞を用意する段階、及び遊離溶液と共に細
胞をインキュベートすることで培養細胞を細胞培養支持体から室温で遊離させる段階を含
んでいる。遊離溶液はＰＢＳ中に約０．０１％のＤＭＳＯを含んでいる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
　本発明の上記その他の特徴、態様及び利点は、添付の図面を参照しながら以下の詳細な
説明を読んだ場合に一層よく理解されよう。添付の図面中では、図面全体を通じて類似の
部分は同一の符号で示されている。
【図１】図１Ａは、ＤＭＳＯを含む遊離溶液の添加後における未被覆ガラススライドの画
像である。図１Ｂは、ＤＭＳＯを含む遊離溶液を用いて細胞を遊離させた後における、多
層高分子電解質系コーティングを有するガラススライドの画像である。
【図２】図２はＷＳＴ－１細胞アッセイのグラフィカルプロットを表し、遊離細胞と混合
して４５０ｎｍで測定した場合におけるＷＳＴ－１試薬の光学密度の変化を示している。
４５０ｎｍでの光学密度はアッセイ系中に存在する細胞数と相関している。細胞は、ＰＢ
Ｓ中にＤＭＳＯを含む遊離溶液を用いて未被覆ガラススライド又は又は多層高分子電解質
被覆ガラススライドから遊離させた。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　特許請求される発明の主題を一層明確で簡潔に記載するため、以下の説明及び添付の特
許請求の範囲中で使用される特定の用語に関して以下に定義を示す。明細書全体を通じ、
特定の用語の例示は非限定的な例と見なすべきである。
【００１３】
　本明細書中で使用する「細胞培養支持体」とは、細胞を付着させて培養するための支持
体である。細胞培養支持体は基体を含み得る。基体は、細胞の付着及び増殖のために適し
たコーティング材料で被覆又は積層することができる。好適なコーティング材料としては
、特に限定されないが、高分子電解質が挙げられる。
【００１４】
　本明細書中で使用する「基体」とは、コーティングに対して支持を与える基材又はホル
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ダーである。被覆された基体は細胞培養支持体として使用できる。
【００１５】
　本明細書中で使用する「遊離溶液」とは、細胞培養支持体から細胞を遊離又は分離させ
るために役立つ溶液である。遊離溶液は、１種以上の極性非プロトン性溶媒（例えば、ジ
メチルスルホキシド（ＤＭＳＯ））を含んでいる。例えば、ＤＭＳＯは水混和性を有する
極性非プロトン性溶媒ファミリーに属している。これらの溶媒は高分子電解質のようなポ
リマーと強い相互作用を示し、ポリマーの凝集及び細胞の付着をもたらす水素結合並びに
静電相互作用を攪乱することができる。遊離溶液は、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中にＤ
ＭＳＯを含んでいる。
【００１６】
　本明細書中で使用する「高分子電解質」とは、ポリマーの繰返し単位が電解質基を有す
るポリマーである。これらの基が水溶液（例えば、水）中で解離するとポリマーは帯電す
る。したがって、高分子電解質の性質は電解質（塩）及びポリマー（高分子量化合物）の
両方に類似しており、時には高分子塩と呼ばれる。高分子電解質溶液は塩のように導電性
であり、大抵はポリマーのように粘稠である。多くの生物学的分子は高分子電解質である
。高分子電解質の例には、特に限定されないが、ポリペプチド（又はタンパク質）、ＤＮ
Ａ及びポリマーがある。
【００１７】
　薬物スクリーニング及び細胞療法のような用途のためには、高収量の健康で生存可能な
細胞が要求される。工業的規模の細胞製造ユニット又は細胞バイオリアクターでは、細胞
を培養するのに適した細胞培養支持体がしばしば使用される。培養細胞を治療用途で使用
するのであれば、細胞培養支持体から細胞を遊離させるための効率的な非酵素的方法が特
に有用であり得る。
【００１８】
　細胞培養支持体から細胞を遊離させるための本発明の方法及びキットは、幹細胞のよう
なデリケートな細胞に関して有用である。正常な細胞又はデリケートな細胞の効率的な遊
離は、本発明の細胞遊離方法及びキットを用いて達成できる。
【００１９】
　培養細胞を遊離させるための方法の一例は、細胞培養支持体上に培養細胞を用意する段
階、及びＤＭＳＯを含む遊離溶液を添加することで細胞培養支持体から培養細胞を遊離さ
せる段階を含んでいる。細胞培養支持体は基体上に固定化された多数の高分子電解質層（
多層高分子電解質）を含むことができる。
【００２０】
　細胞は、ＤＭＳＯを含む遊離溶液を用いて遊離される。遊離溶液中のＤＭＳＯ濃度（ｖ
／ｖ）は、約０．０１～１．０％の範囲内にあり得る。若干の実施形態では、遊離溶液中
のＤＭＳＯ濃度は、約０．０２～０．５％及び０．１～０．５％の範囲内にあり得る。細
胞遊離の効率は、遊離溶液中のＤＭＳＯ濃度を変化させることで高めることができる。細
胞遊離の効率はＤＭＳＯ濃度の増加と共に上昇し得る。さらに、遊離溶液はリン酸緩衝食
塩水（ＰＢＳ）中にＤＭＳＯを含むことができ、この場合に溶液のｐＨは約７．５である
。
【００２１】
　培養細胞の遊離はさらに、室温或いは約１５～３７℃、約２０～３５℃又は約２０～３
０℃の範囲内の温度で細胞培養支持体を遊離溶液と共にインキュベートすることで最適化
できる。
【００２２】
　細胞培養支持体を室温で様々な時間（例えば、約１～２時間、約３０分間～１時間又は
約１０～３０分間）にわたりインキュベートすることで、細胞を細胞培養支持体から遊離
させることができる。若干の実施形態では、細胞遊離の効率は遊離溶液の添加後における
細胞遊離のためのインキュベーション時間を変化させることで調節できる。例えば、細胞
遊離の効率はインキュベーション時間の増加と共に上昇し得る。
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【００２３】
　細胞を遊離させるための方法は、細胞培養支持体上に培養細胞を用意する段階を含んで
いる。かかる方法は、細胞培養支持体上で細胞を培養することを含み得る。かかる細胞は
、例えば細胞タイプに応じ、約２０～３７℃、約３０～３７℃及び約３５～３７．５℃の
様々な温度範囲で培養することができる。
【００２４】
　細胞を培養フラスコ内で増殖させ、細胞培養支持体に付加してさらに増殖させることも
できる。特に限定されないが、血液、骨髄又は組織切片のような生物学的源から細胞を抽
出した後、それを細胞培養支持体上で増殖させることもできる。若干の実施形態では、細
胞培養支持体をスピナーフラスコ、堆積培養フラスコ、撹拌槽型反応器又は任意の他のイ
ンビトロ細胞培養システム内に導入することができる。
【００２５】
　かかる方法はまた、脆弱な細胞を細胞培養支持体上で培養した後に遊離させるためにも
使用できる。脆弱な細胞としては、特に限定されないが、胚性幹細胞、成体幹細胞、誘導
多分化能性幹細胞、樹状細胞、造血細胞、間葉間質細胞、神経細胞、再プログラム細胞又
は再分化細胞が挙げられる。例えば、培養幹細胞は、細胞培養支持体を０．０１％（ｖ／
ｖ）のＤＭＳＯを含む遊離溶液と共に約１０分間インキュベートすることで細胞培養支持
体から遊離される。
【００２６】
　臨床又は研究用途で使用するための高い純度を有する幹細胞を良好な収量で生成するた
めには、幹細胞を培養するための効率的な方法が決定的に重要である。幹細胞は細胞培養
中にその多能性又は多分化能性を失ったり、或いは分化したりすることがあるので、幹細
胞の培養ではしばしば特殊な技術が要求される。その上、細胞を遊離させるための従来の
方法（例えば、機械的掻き取り又はトリプシン処理）は培養幹細胞を遊離させるには適さ
ないことがある。これらの問題は、細胞遊離方法の非酵素的な例の１つを用いることで対
処できる。例えば、間葉間質細胞を培養した後、本明細書中に記載される非酵素的なＤＭ
ＳＯ系細胞遊離方法を用ることで、培養された間葉間質細胞に悪影響を及ぼすことなく間
葉間質細胞を成功裡に遊離させることができる。
【００２７】
　細胞培養支持体は、１以上のポリマー層を含む細胞培養ベッド、細胞担体ビーズ、ディ
スク又はスカフォールドとして構成できる。基体の例には、マイクロキャリヤー、膜、繊
維、中空糸、毛細管、容器、フラスコ、ディスク、ビーズ、ペトリ皿、プレート、織布又
は不織布或いはメッシュ、ナノ繊維マット、粒子、スカフォールド或いはフォームがある
。基体材料の例には、特に限定されないが、ガラス、ポリマー、金属、セラミック及びこ
れらの組合せがある。
【００２８】
　細胞培養支持体は、多層高分子電解質系コーティングを含み得る。多層高分子電解質系
コーティングは、１以上のコポリマー層又は１以上のホモポリマー層を含み得る。他の実
施形態では、多層高分子電解質系コーティングは１以上のコポリマー層及び１以上のホモ
ポリマー層を含み得る。コポリマー層及びホモポリマー層は、コーティング中において交
互配列状態で堆積させることもできる。例えば、細胞培養支持体は、コポリマー層及び／
又はホモポリマー層の交互ブロックを含み得る。高分子電解質系コーティングの多数の層
は、レヤー・バイ・レヤー（ＬＢＬ）技術を用いて形成できる。ＬＢＬ技術を使用するこ
とで、１以上のポリマー層を互いに重ね合わせて配列できる。
【００２９】
　多層高分子電解質系コーティングはコポリマーを含み得るが、かかるコポリマーはブロ
ックコポリマーであり得る。コーティングは多数の同一又は相異なるブロックコポリマー
層を含み得る。ブロックコポリマーの非限定的な一例は温度応答性両親媒性ブロックコポ
リマー（ＴＲＡＢＣ）である。かかるブロックコポリマーは、ポリ（ジ（エチレングリコ
ール）メチルエーテルメタクリレート）－コ－ポリ（アクリル酸）からなり得る。ブロッ
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クコポリマーに加えて、多層コーティングはさらに１以上の追加ポリマー層（例えば、ホ
モポリマー又はコポリマー）を含み得る。ホモポリマーの非限定的な例には、ポリ（Ｌ－
リシン）、ポリ（アリルアミン）、ポリ（エチレンイミン）及びポリ（ビニルピロリドン
）がある。
【００３０】
　多層高分子電解質コーティング中のホモポリマー又はコポリマーは、１以上の外部刺激
（例えば、温度、ｐＨ又はイオン強度）に応答し得る。ホモポリマーはイオン強度又はｐ
Ｈ或いはその両方に応答し得る。コポリマーは温度又はｐＨ或いはその両方に応答し得る
。
【００３１】
　多層高分子電解質系コーティングは、非共有結合的相互作用によって基体に付着させる
ことができる。基体に対してポリマーコーティングを非共有結合的に付着させることは、
しばしば、複雑な幾何学的形状の基体（例えば、フラットシート、ビーズ、立方体、多孔
質フォーム、繊維及び不織布）を使用するための融通性のような顕著な利点を与える。
【００３２】
　細胞を培養して遊離させるための本発明のキットの一実施形態は、基体及び該基体上に
多層ポリマー系コーティングを有する細胞培養支持体並びに遊離溶液を含み得る。かかる
キットはさらに、（例えば、凍結状態の）細胞及び／又は細胞を培養するための培地を含
み得る。かかるキットはさらに、細胞の取扱い、培地及び細胞培養支持体からの遊離のた
めのプロトコルを含み得る。かかるキットは、キットの使用方法を記載したマニュアルと
共にパッケージすることができる。
【実施例】
【００３３】
　実施例１
　多層ポリマー被覆細胞培養支持体の作製
　多層ポリマー被覆細胞培養支持体を以下のようにして作製した。ポリ－Ｌ－リシン（Ｐ
ＬＬ）被覆ガラススライド（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｉｎｃ．）を８×８ｍｍの正方
形に切断した。スライドを脱イオン（ＤＩ）水及び無水エタノールで洗浄し、次いで室温
で風乾した。乾燥したスライドをポリ（ジ（エチレングリコール）メチルエーテルメタク
リレート）－コ－ポリ（アクリル酸）（ＰＤＥＧＭＥＭＡ－コ－ＰＡＡ）の０．１％ＤＩ
水溶液中に３７℃で６０分間浸漬した。次いで、スライドをＤＩ水で洗浄し、ポリ－Ｌ－
リシン（Ａｌｄｒｉｃｈ社）の０．１％溶液（ｗ／ｖ）と共に３７℃で６０分間インキュ
ベートした。ポリ－Ｌ－リシン（ＰＬＬ）の０．１％溶液は、少量（約０．１ｍｏｌ％）
のフルオレセイン５－イソチオシアネート（Ｓｉｇｍａ社からのＦＩＴＣ）官能化ポリ－
Ｌ－リシン（ＦＩＴＣ－ＰＬＬ）蛍光プローブを含んでいた。蛍光プローブの導入により
、ポリマー層の蛍光強度を測定して多層コーティングの適正な形成を判定することができ
る。スライドを温かい（３７℃の）ＤＩ水で洗浄し、次いでポリ（ジ（エチレングリコー
ル）メチルエーテルメタクリレート）－コ－ポリ（アクリル酸）の０．１％溶液と共に３
７℃で６０分間インキュベートした。スライドをＤＩ水で洗浄し、風乾した。Ｔｙｐｈｏ
ｏｎ蛍光イメージャー上でＦＩＴＣ蛍光の強度を測定することにより、付着したＰＬＬの
量を求めた。
【００３４】
　測定した蛍光の定量分析により、（ＦＩＴＣが結合した）ＰＬＬ／ＰＤＥＧＭＥＭＡ－
コ－ＰＡＡの５層コーティングの形成が確認された。基体上におけるＰＬＬ／ＰＤＥＧＭ
ＥＭＡ－コ－ＰＡＡコーティングの形成はさらに、飛行時間二次イオン質量分析法（Ｔｏ
Ｆ ＳＩＭＳ）によって確認された（データは示さず）。ＴｏＦ ＳＩＭＳスペクトルは、
観測された負のＳｉＯ2イオンに関してピーク高さ及びピーク位置の漸進的な減少を示し
た。５つのＰＬＬ／ＰＤＥＧＭＥＭＡ－コ－ＰＡＡ層を有するＬＢＬコーティングは、未
被覆のガラススライドに対してＳｉＯ2イオンがほとんど検出できない（データは示さず
）程度に厚かった。
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【００３５】
　実施例２
　多層細胞培養支持体上での細胞培養及びそれに続く細胞遊離
　細胞培養支持体を用いてヒト間葉幹細胞（ｈＭＳＣ、ＡＴＣＣ）を培養した。先ず、間
葉幹細胞増殖培地（ＰＴ－３００１、Ｌｏｎｚａ社）を用いて、これらの細胞をポリスチ
レン表面上で培養した。細胞を培養するためには、約１０5個のヒト間葉幹細胞（初代培
養物）を細胞培養支持体（未被覆及び／又は被覆ガラススライド）の表面上に播種し、５
％ＣＯ2の加湿雰囲気中において３７℃でインキュベートした。
【００３６】
　細胞培養インキュベーター内において、未被覆及び／又はポリマー被覆ガラス表面上で
細胞を１週間増殖させた。明視野顕微鏡検査によって細胞の拡大をモニターし、３～４日
ごとに培地を交換した。ＰＢＳ中に０．０１％（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯを含む遊離溶液を添加
することで細胞遊離を試験した。細胞が約１００％コンフルエントである時に細胞培養支
持体（未被覆又は被覆ガラススライド）から培地を除去した。細胞をＰＢＳで洗い、次い
で付着細胞を有する増殖表面を覆うのに十分な遊離溶液を添加した。遊離溶液で覆われた
細胞培養支持体を室温で３０分間インキュベートした。細胞層が分散するまで、細胞を倒
立顕微鏡で観察した。続いて、遊離した細胞を細胞培養支持体からピペットで吸い出すこ
とで細胞培養支持体から除去した。図１Ａは、０．０１％（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯを含む遊離
溶液を用いて培養されたヒト間葉幹細胞を遊離させることを試みた後における未被覆細胞
培養支持体（２）の画像を示している。図１Ｂは、０．０１％（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯを含む
遊離溶液を用いてヒト間葉幹細胞（６）を遊離させた後における多層ＰＬＬ／ＰＤＥＧＭ
ＥＭＡ－コ－ＰＡＡ（５層）被覆細胞培養支持体（４）の画像を示している。
【００３７】
　実施例３
　遊離細胞の定量的推定
　ＷＳＴ－１アッセイ試薬を用いて細胞増殖アッセイ溶液の光学密度を４５０ｎｍで測定
することで実施した細胞遊離の定量的測定結果を図２に示す。細胞懸濁液を５００ｇで５
分間遠心することで遊離細胞をペレットとして沈殿させた。ペレット化細胞を２００μｌ
の増殖培地中に再懸濁し、９６ウェルプレートに移した。プレートを５００ｇで５分間回
転させた。各ウェルに１５０μｌの新鮮な増殖培地及び１５μｌのＷＳＴ－１細胞アッセ
イ試薬を添加した。アッセイ試薬と共に細胞を３７℃で２．５時間インキュベートした。
この実験は３つの相異なる組についての反復試験で実施した。未被覆ガラススライド（棒
８）及び５層のＰＬＬ／ＰＤＥＧＭＥＭＡ－コ－ＰＡＡで被覆されたガラススライド（棒
１０）からの細胞遊離を図２に示す。データは、５層のＰＬＬ／ＰＤＥＧＭＥＭＡ－コ－
ＰＡＡで被覆されたガラススライド（１０）がガラススライドの未被覆表面（８）に比べ
て効率的な細胞遊離をもたらすことを示している。未被覆ガラススライドは対照として役
立った。未被覆ガラススライドからの遊離細胞に関する信号と５層ＰＬＬ／ＰＤＥＧＭＥ
ＭＡ－コ－ＰＡＡ被覆ガラススライドからの遊離細胞に関する信号との差は遊離効率の尺
度を与えるが、図２に示される通り、多層ポリマー被覆細胞培養支持体は明らかに効率的
である。
【００３８】
　以上、本明細書中には本発明の若干の特徴のみを例示し説明してきたが、当業者には数
多くの修正及び変更が想起されるであろう。したがって、添付の特許請求の範囲は本発明
の技術的範囲に含まれるこのような修正及び変更のすべてを包含することを理解すべきで
ある。
【符号の説明】
【００３９】
　２　未被覆細胞培養支持体
　４　多層高分子電解質被覆細胞培養支持体
　６　ヒト間葉幹細胞
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