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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト胎児卵巣中皮細胞の集団であって、該卵巣中皮細胞の少なくとも８５％は、卵巣表
面上皮細胞または顆粒膜細胞へと分化することが可能であり、そして該卵巣中皮細胞は、
サイトケラチン１、サイトケラチン５、サイトケラチン６、サイトケラチン７、サイトケ
ラチン８、サイトケラチン１０、サイトケラチン１１、サイトケラチン１３、サイトケラ
チン１５、サイトケラチン１６、サイトケラチン１８、サイトケラチン１９およびビメン
チンからなる群より選択される細胞表面マーカーの発現によって同定可能であり、該ヒト
胎児卵巣中皮細胞の集団が、以下：
　（ａ）ヒト胎児卵巣中皮細胞の供給源をエキソビボで顕微解剖する工程；
　（ｂ）該卵巣中皮細胞の寿命を維持するに十分な培養条件下で該ヒト胎児卵巣中皮細胞
の供給源を栄養培地中に配置する工程であって、該栄養培地は、インスリン、トランスフ
ェリン、上皮増殖因子、α－トコフェロール、組換えヒトヘレグリンβ１、ウシ血清アル
ブミンおよびアプロチニンからなる栄養を含む、工程；
　（ｃ）該卵巣中皮細胞の供給源からの卵巣中皮細胞の該栄養培地中への移動を可能にす
る工程（ｂ）の培養条件を維持する工程；
　（ｄ）コラゲナーゼ－ディスパーゼとのインキュベーションおよびそれに続く密度勾配
分離により、卵巣中皮細胞を富化させる工程；
　（ｅ）該卵巣中皮細胞を凝集物または単層形成物を形成させるに適切で十分な培養条件
を維持する工程；ならびに
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　（ｆ）該凝集物または単層形成物を継代培養して、卵巣中皮細胞の集団を得る工程であ
って、ここで該細胞の少なくとも８５％が、卵巣表面上皮細胞または顆粒膜細胞へと分化
することが可能である工程、
を包含する方法によって単離される、ヒト胎児卵巣中皮細胞の集団。
【請求項２】
　栄養培地において維持される前記卵巣中皮細胞は、卵巣表面上皮細胞または顆粒膜細胞
へと分化する多能性能を保持する、請求項１に記載のヒト胎児卵巣中皮細胞の集団。
【請求項３】
　前記卵巣中皮細胞は、立方上皮細胞の形態を有する、請求項１に記載のヒト胎児卵巣中
皮細胞の集団。
【請求項４】
　ヒト胎児卵巣中皮細胞の集団を単離する方法であって：
　（ａ）ヒト胎児卵巣中皮細胞の供給源をエキソビボで顕微解剖する工程；
　（ｂ）該卵巣中皮細胞の寿命を維持するに十分な培養条件下で該ヒト胎児卵巣中皮細胞
の供給源を栄養培地中に配置する工程であって、該栄養培地は、インスリン、トランスフ
ェリン、上皮増殖因子、α－トコフェロール、組換えヒトヘレグリンβ１、ウシ血清アル
ブミンおよびアプロチニンからなる栄養を含む、工程；
　（ｃ）該卵巣中皮細胞の供給源からの卵巣中皮細胞の該栄養培地中への移動を可能にす
る工程（ｂ）の培養条件を維持する工程；
　（ｄ）コラゲナーゼ－ディスパーゼとのインキュベーションおよびそれに続く密度勾配
分離により、卵巣中皮細胞を富化させる工程；
　（ｅ）該卵巣中皮細胞を凝集物または単層形成物を形成させるに適切で十分な培養条件
を維持する工程；ならびに
　（ｆ）該凝集物または単層形成物を継代培養して、卵巣中皮細胞の集団を得る工程であ
って、ここで該細胞の少なくとも８５％が、卵巣表面上皮細胞または顆粒膜細胞へと分化
することが可能である工程、
を包含する、方法。
【請求項５】
　異種レシピエントに対して免疫原の供給源を提供するための組成物であって、請求項１
に記載のヒト胎児卵巣中皮細胞の集団を含み、該組成物は免疫応答を誘導するに有効な量
での該レシピエントに対する投与に適している、組成物。
【請求項６】
　非ヒト哺乳動物レシピエントにおけるヒト卵巣組織モデルを生成する方法であって、
　請求項１に記載のヒト胎児卵巣中皮細胞の集団を該レシピエントに投与する工程であっ
て、該卵巣中皮細胞は、まず、基礎栄養において維持され、次いで、該レシピエント内の
位置に投与され、該位置は、該卵巣中皮細胞の増殖および分化を支持し得る、工程、
を包含する、方法。
【請求項７】
　少なくとも１つの薬物の薬学的な開発のための卵巣中皮細胞特異的な生物学的成分の供
給源を提供する方法であって、
　請求項１に記載のヒト胎児卵巣中皮細胞の集団からの卵巣中皮細胞またはその細胞の任
意の部分を、開発の下にある該薬物の標的として使用する工程、
を包含する、方法。
【請求項８】
　バイオアッセイの開発における核酸またはタンパク質の供給源を提供する方法であって
、
　請求項１に記載のヒト胎児卵巣中皮細胞の集団から核酸またはタンパク質を単離する工
程、および
　該核酸またはタンパク質を、該バイオアッセイにおける１つ以上の主要成分として使用
する工程、
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を包含する、方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（技術分野）
本発明は、発生生物学分野および細胞生物学分野にある。詳細には、本発明は、卵巣表面
上皮細胞および顆粒膜細胞に分化し得る卵巣中皮細胞集団、卵巣中皮細胞の単離の方法、
卵巣中皮細胞の特徴づけ、ならびに卵巣中皮細胞の使用に関する。
【０００２】
（背景技術）
卵巣癌は、女性における、癌に起因した死の、最も一般的な原因の１つである。Ｂｏｒｉ
ｎｇ　Ｃ．Ｃ．ら、ＣＡ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｊ．Ｃｌｉｎ．４１，１９～３６（１９９１）
。卵巣癌の約８０～９０％の症例において、卵巣表面上皮細胞は、癌腫形質転換が起こる
組織供給源と考えられる。Ｎｉｃｏｓｉａ　Ｓ．Ｖ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｈｕｍ
ａｎ　Ｎｅｏｐｌａｓｍｓ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ　４３５～４８
６（１９８８）；Ｓｃｕｌｌｙ　Ｒ．Ｅ．Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．８７：６８６～７２
０（１９７７）。卵巣表面上皮（ＯＳＥ）は、卵巣の表面を覆う単細胞層であり、卵巣の
臍において、体腔の中皮と連続する。Ｄｕｂｅａｕ　Ｌ．ら、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　１０：１２３３～１２４０（１９９０）。ＯＳＥ細胞は、生殖腺隆線を
覆う中皮細胞由来であると考えられる。中皮細胞が間質化し、卵巣の内部に遊走し、そし
て顆粒膜細胞になる。顆粒膜細胞（卵巣における主要な内分泌細胞型のうちの１つである
）は、最初に始原卵胞において、出生前生命の間に、卵母細胞を囲む細胞の単層として現
れる。各卵胞が活性になるにつれて、この卵母細胞は大きさが大きくなり、そして顆粒膜
細胞は分裂し、数が増え、そしてエストロゲンを分泌する。卵胞が成熟する場合、顆粒膜
細胞は分裂を停止し、そして卵胞は、排卵として公知のプロセスにおいて卵母細胞を放出
する。排卵後、次いでこの顆粒膜細胞は発達黄体の黄体細胞に分化し、プロゲステロンを
分泌する。
【０００３】
ヒト卵巣組織モデルの欠如は、癌腫増殖の供給源として卵巣表面上皮を確認する試みを困
難にする。さらに、ＯＳＥ細胞が単離され得、そしてその本来の特徴がまだ保持されてい
る培養条件がまだ洗練されているので、卵形成および卵胞形成の間の卵巣表面上皮細胞の
発達についての理解の欠如がある。複数の細胞の型（例えば、ＯＳＥ細胞および顆粒膜細
胞）に正確に分化し得る卵巣前駆体細胞の同定、単離および特徴付けは、卵巣細胞の生物
学、そしてなぜ卵巣癌のような癌性形質転換が起こるのか、そしておそらく、どのように
して形質転換を予防し得るのかという理解に重要であり得る。しかし、多くの前駆体細胞
のように、卵巣前駆体細胞は、数が非常に少なく、単離し難い。一旦単離されると、卵巣
前駆体細胞は、その前駆体の性質を保持する範囲で培養することが困難である。顆粒膜細
胞およびＯＳＥ細胞の前駆体が存在すると想定されるが、しかし現在までに、研究はＯＳ
Ｅ細胞および顆粒膜細胞を単離することのみを達成したが、細胞の両方の型の通常の前駆
体細胞の単離は達成していない。
【０００４】
ヒトＯＳＥ細胞の単離および培養方法のいくつかの報告がある。Ｋｒｕｋ　Ｐ．Ａ．ら、
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　６３（１）、１３２～１３６（１
９９０）；Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｃ．Ｈ．およびＡｕｅｒｓｐｅｒｇ　Ｎ．Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　１３４、３４７～３５６（１９８８）
；Ａｕｅｒｓｐｅｒｇ　Ｎ．ら、Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　２０（１０）７４３～７５５（１９
８４）。これらの報告において、単離されそして培養されるヒトＯＳＥ細胞は、すでに最
終的に分化した形態である。ウサギにおけるＯＳＥ細胞および顆粒膜細胞の単離および特
徴付けもまた、報告されている。Ｐｉｑｕｅｔｔｅ　Ｇ．Ｎ．およびＴｉｍｍｓ　Ｂ．Ｇ
．Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃｅｌｌ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２６：４７１～４８１（１９９０）
。しかし、このＯＳＥ細胞は、すでに分化され、そして従って、初期ＯＳＥ発生またはＯ
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ＳＥ発生の間の初期癌腫形質転換に関する研究事象は困難である。いくつかの研究の進歩
が、顆粒膜細胞の前駆体を同定することを達成した。マウス卵巣における顆粒膜細胞のク
ローンの前駆体の数は、ランダムＸ染色体不活化の技術に基づいて、そしてホスホグリセ
レートキナーゼ－１（ＰＧＫ－１）のＸ連鎖異型酵素改変体、糖分解酵素の改変体を使用
して、少ない数（約５）であることが決定される。Ｔｅｌｆｅｒ　Ｅ．ら、Ｊ．Ｒｅｐｒ
ｏｄ．Ｆｅｒｔ．８４、１０５～１１０（１９８８）。卵巣顆粒膜幹細胞に関連する他の
研究は、卵母細胞ではなく顆粒膜細胞が、卵巣におけるテロメラーゼ活性の供給源である
ことを示し、従って著者らが述べているように、これらの結果は、顆粒膜細胞が幹細胞の
集団から生じるという仮説を支持すると述べている。Ｌａｖｒａｎｏｓ　Ｔ．Ｃ．ら、Ｂ
ｉｏｌ．　ｏｆ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　６１、３５８～３６６（１９９９）。卵巣
前駆体細胞研究において考えられる１つの方針は、成体ではなく胎児の卵巣を細胞の供給
源として使用することを提唱している。なぜなら、おそらく胎児の前駆体細胞は、成体中
の前駆体細胞よりもより高い活性およびより多くの数が存在するからである。この目的の
ために、卵巣網と称される卵巣の領域由来の胎児上皮細胞が記載されるが、しかしこれら
の細胞は、任意の他の型の卵巣中皮細胞に分化する多能性の能力を有するものとして記載
されていない。Ｄｕｂｅａｕら、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１０：１２
３３～１２４０（１９９０）。
【０００５】
従って、多能性の能力を有する卵巣中皮細胞を同定、単離、培養および特徴付けするため
の方法の必要性が存在する。本明細書中に記載される本発明は、前述の欠点の多くを克服
し、そしてまた関連した進歩を提供する。
【０００６】
（発明の開示）
本発明は、発生生物学および細胞生物学の分野に関連する。１つの局面では、本発明は、
卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞に分化する多能性の能力を有する実質的に純粋なヒト
卵巣中皮細胞の集団に関する。
【０００７】
本発明の別の局面では、本発明は、卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞に分化する多能性
の実質的に純粋なヒト卵巣中皮細胞の集団の単離法に関する。
【０００８】
本発明のなお別の局面では、本発明は、卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞に分化する多
能性の実質的に純粋なヒト卵巣中皮細胞の集団を維持する方法、ならびにこれらの卵巣中
皮細胞を、その細胞が多能性の能力を保持するように維持または培養する方法に関する。
【０００９】
本発明のさらに別の局面では、本発明は、免疫原の供給源を保持する方法および免疫原と
しての実質的に純粋な卵巣中皮細胞の集団の使用に関する。
【００１０】
本発明のさらに別の局面では、本発明は、実質的に純粋なヒト卵巣中皮細胞を非ヒトの哺
乳動物レシピエントに導入することによって、ヒト卵巣組織モデルを作製する方法に関す
る。
【００１１】
本発明の別の局面では、本発明は、細胞治療を提供することに関し、これにより実質的に
純粋なヒト卵巣中皮細胞の集団を、卵巣細胞の増殖および成長を支持し得る位置に、レシ
ピエント中に導入する方法に関する。
【００１２】
本発明の別の局面では、本発明は、薬学的薬物のための、実質的に純粋なヒト卵巣中皮細
胞を卵巣中皮細胞組織特異的な生物学的成分の供給源を提供する方法に関し、ここで、実
質的に純粋なヒト卵巣中皮細胞の集団は、１つ以上の卵巣中皮生物学的成分が開発される
薬物の標的である卵巣中皮生物学的成分の供給源である。
【００１３】
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本発明の別の局面では、本発明は、バイオアッセイの開発のために核酸またはタンパク質
の供給源を提供する方法に関し、ここで、実質的に純粋なヒト卵巣中皮細胞は、核酸また
はタンパク質の供給源として使用され、そしてこれらの核酸またはタンパク質は、バイオ
アッセイまたはバイオアッセイの開発における１つ以上の主成分として使用される。
【００１４】
（発明を実施するための様式）
以下の発明の詳細な説明は、当業者による本発明の実施の一助を提供する。本発明の精神
および範囲を逸脱することなく、当業者により本明細書中に開示の実施形態の改変がなさ
れ得るので、この詳細な説明は、本発明を制限すると解釈されるべきではない。本開示を
通して、種々の刊行物、特許、および公開された特許明細書は、参考として援用される。
これらの刊行物、特許、公開特許の開示は、その全体において本明細書中で本発明の開示
の参考として援用される。
【００１５】
本発明の実施には、特記しない限り、当業者の範囲内の従来の免疫学、分子生物学、微生
物学、細胞生物学、および組換えＤＮＡ技術を使用する。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、
ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第２
版（１９８９）、ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　Ｂ
ＩＯＬＯＧＹ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編、（１９８７））、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　
ＥＮＡＹＭＯＬＯＧＹシリーズ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．）、ＰＣＲ
２：Ａ　ＲＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ（Ｍ．Ｊ．ＭａｃＰｈｅｒｓｏｎ，Ｂ．
Ｄ．　ＨａｍｅｓおよびＧ．Ｒ．Ｔａｙｌｏｒ編、（１９９５））、Ｈａｒｌｏｗおよび
Ｌａｎｅ編（１９８８）、ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ，Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵ
ＡＬ、ならびにＡＮＩＭＡＬ　ＣＥＬＬ　ＣＵＬＴＵＲＥ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編
（１９８７））を参照のこと。
【００１６】
（定義）
本明細書中および特許請求の範囲で使用される、単数形「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈ
ｅ」には、文脈上特記しない限り複数形の意味が含まれる。例えば、用語「１つの細胞（
ａ　ｃｅｌｌ）」には、その混合物を含む、複数の細胞が含まれる。
【００１７】
本明細書中および特許請求の範囲で使用される、用語「卵巣表面上皮細胞」および「ＯＳ
Ｅ細胞」は交換可能であり、そしてヒト起源の「卵巣表面上皮細胞」および「ＯＳＥ細胞
」についていう。
【００１８】
「卵巣中皮細胞」は、卵巣の性質の細胞になることがすでに確証されている中胚葉に由来
するヒト細胞をいう。より詳細には、本発明の卵巣中皮細胞は、中皮細胞の段階と、卵巣
表面上皮細胞または顆粒膜細胞に最終的に分化する前の段階との間の細胞について言う。
これは中皮細胞である段階であり、そして本発明の卵巣中皮細胞が属する最終的に分化し
た卵巣中皮細胞型に傾倒するちょうど前の段階である。本発明の卵巣中皮細胞は、卵巣表
面上皮細胞かまたは顆粒膜細胞かのいずれかになる多能性または多分化能の能力を有する
。
【００１９】
「多能性」および「多分化能性」は、全体を通して交換可能に使用され、細胞が複数の細
胞の１つになり得るが、もはや体内の任意の型の細胞になることができない段階（すなわ
ち、もはや全能性ではない）をいう。「多能性」細胞は、１つ以上の型の複数の細胞の前
駆体であるので、「幹細胞」ではなく、むしろ「前駆細胞」をいう。
【００２０】
本明細書中で使用される場合、「所定の卵巣」は、始原卵胞段階の先で、かつ最終的に分
化した卵巣細胞（例えば、顆粒膜細胞または卵巣表面上皮細胞）の前の多分化能性細胞の
発達段階をいう。「所定の卵巣」である細胞は、卵巣細胞になるとされているが、最終的
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に分化した卵巣細胞に未だ発達し始めていない。異なる要因が、所定の卵巣細胞の分化の
開始を引き起こす。非限定的な例としては、血清への曝露、プロゲステロン、エストロゲ
ン、黄体ホルモン（ＬＨ）への曝露、細胞の周辺組織、微小環境との接触、ならびに周辺
組織との細胞－細胞接触が含まれる。
【００２１】
「抗体」は、抗原し得る免疫グロブリン分子である。本明細書中で使用されるこの用語は
、インタクトな免疫グロブリン分子だけでなく、抗イディオタイプ抗体、変異体、フラグ
メント、融合タンパク質、ヒト化タンパク質、および必要な特異性の抗原認識部位を含む
免疫グロブリン分子の改変物も含まれる。
【００２２】
用語「抗原」は、抗体が結合し得る１つ以上のエピトープを含み得る分子である。抗原は
、免疫原性の特性を有し得る（すなわち、免疫応答を誘導する）物質である。抗原は、あ
る型の免疫原であると考えられる。本明細書中で使用される場合、用語「抗原」は、全長
タンパク質ならびに１つ以上のエピトープを含有するかまたはこれらを含むそのペプチド
フラグメントを意味するとことを意図する。
【００２３】
用語「表面抗原」および「細胞表面抗原」は、本明細書中では交換可能に使用され、これ
は、細胞の原形質膜成分をいう。これらの成分には、内在性および末梢性膜タンパク質、
糖タンパク質、多糖類、脂質、ならびにグリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ
）結合タンパク質が含まれるが、これらに限定されない。「内在性膜タンパク質」は、細
胞の原形質膜の脂質二重層全体に伸長している膜貫通タンパク質である。典型的な内在性
膜タンパク質は、一般に疎水性アミノ酸残基を含む少なくとも１つの膜全体に及ぶセグメ
ントからなる。末梢性膜タンパク質は脂質二重層の疎水性内部まで伸長しておらず、そし
て他の膜タンパク質との非共有結合性相互作用によって膜表面に結合している。ＧＰＩ結
合タンパク質は、脂質二重層に挿入された脂質テールによって細胞表面上に保持されたタ
ンパク質である。
【００２４】
本明細書中で使用される場合、用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均一の抗体集団
を有する抗体組成物をいう。抗体の供給源または作製様式（例えば、ハイブリドーマまた
は組換え合成）に関して制限されることを意図しない。モノクローナル抗体は、高度に特
異的であり、１つの抗原部位に指向される。典型的に、異なる決定基（エピトープ）に対
して指向される異なる抗体を含む従来の（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に、各
モノクローナル抗体は、抗原上の１つの決定基に対して指向される。
【００２５】
「モノクローナル抗体集団」は、複数の異種モノクローナル抗体（すなわち、集団を含む
個々のモノクローナル抗体は、互いに異なる抗原決定基を認識し得る）をいう。
【００２６】
「免疫原」は、免疫応答を誘導する任意の物質をいう。免疫原である物質を、「免疫原性
」と記載する。免疫応答の誘導には、体液性応答（例えば、抗体の産生）または細胞性応
答（例えば、細胞傷害性Ｔ細胞のプライミング）の活性化、炎症性応答（例えば、白血球
の漸増）、ならびにサイトカインおよびリンホカインの分泌が含まれるが、これらに限定
されない。
【００２７】
免疫化または移植で使用される細胞に適用される、用語「異種」は、細胞がレシピエント
由来の遺伝子型が異なる構成要素に由来することを意味する。例えば、異種細胞は、レシ
ピエントと同一の種由来の異なる種または異なる個体に由来し得る。ある種の個体由来の
胚細胞は、同一の種の成体と異種である。レシピエントに適用される「異種」は、このレ
シピエントが、遺伝子型的に別の供給源からレシピエント中に導入される細胞の供給原か
ら入ることを意味する。
【００２８】
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「移植片」は、ヒト胎児から取り出された卵巣組織をいう。一般に、移植片は、卵巣細胞
の供給原として使用される。細胞を移植片から単離することは、いくつかの方法によって
達成され得る。１つの方法は、卵巣組織（全体の組織か、または切断したより小さな小片
かのいずれか）を、規定培地の底に配置し、そして卵巣細胞を、固体組織から培地中へ遊
走させることである。別の方法は、卵巣組織を酵素的に消化するか、または細胞を固体組
織から出す機械的な力をかけることに供することである。
【００２９】
細胞がそれぞれ胚の３つの胚葉（外胚葉、内胚葉、または中胚葉）の１つに由来する場合
、細胞は「外胚葉」、「内胚葉」、または「中胚葉」起源である。外胚葉は、表皮細胞お
よび神経系を産生する外層である。内胚葉は、消化管およびその関連器官の裏打ちを産生
する内層である。中間層である中胚葉は、いくつかの器官（心臓、腎臓、中皮および生殖
腺が挙がられるが、これらに限定されない）、結合組織（例えば、骨、筋肉、腱）、およ
び血球を産生する。
【００３０】
本明細書中で使用される場合、卵巣中皮細胞の「実質的に純粋な」集団は、少なくとも約
８５％の卵巣中皮細胞、好ましくは少なくとも約９０％の卵巣中皮細胞、さらにより好ま
しくは約９５％以上を含む細胞集団である。
【００３１】
用語「培地」、「細胞培養培地」、および「培養培地」は、交換可能に使用される。この
用語は、哺乳動物細胞が培地中で増殖する水性微小環境を指す。培地は、物理化学的、栄
養学的、およびホルモンの微小環境を含む。
【００３２】
「規定培地」、「基礎細胞維持培地」、「栄養培地」および「基礎栄養培地」は、本明細
書中で交換可能に使用され、これは、培地成分が既知となるように培地中の細胞の生存お
よび／または増殖に必要な栄養上およびホルモンの要件を満たす培地をいう。伝統的には
、規定培地は、増殖および／または生存に必要な栄養および増殖因子の添加によって処方
されている。典型的には、規定培地により、以下のカテゴリーの１つ以上から少なくとも
１つの成分が提供される：ａ）全ての必須アミノ酸（通常、基本的な２０種のアミノ酸の
組＋シスチン）；ｂ）エネルギー源（通常、グルコースなどの炭水化物の形態）；ｃ）ビ
タミン類および／または低濃度で必要な他の有機化合物；ｄ）遊離脂肪酸；およびｅ）微
量元素（微量元素は典型的には非常に低濃度（通常、マイクロモル範囲）で必要とされる
無機化合物または天然に存在する元素と定義される場合）。規定培地はまた、必要に応じ
て、以下の任意のカテゴリー由来の１つ以上の成分を補充し得る：ａ）１つ以上の分裂促
進剤；ｂ）塩および緩衝液（例えば、カルシウム、マグネシウム、およびリン酸塩）；ｃ
）ヌクレオシドおよび塩基（例えば、アデノシンおよびチミジン、ヒポキサンチンなど）
；ならびにｄ）タンパク質および組織加水分解物。
【００３３】
本明細書中で使用される、「馴化培地」は、卵巣細胞が増殖するインタクトな細胞を含ま
ない培養培地をいう。栄養培地中で増殖した卵巣細胞は、卵巣中皮細胞の継続的な生存、
増殖、および分化前の先在状態の維持を促進する因子を放出し得る。馴化培地を使用して
、細胞ペレットを再構成するか、または培養プレートにすでに存在する細胞に添加し得る
。馴化培地はまた、単独で使用され得るか、または卵巣細胞の供給に使用した栄養培地を
補足し得る。
【００３４】
「標準的なインキュベーション条件」は、細胞が存在する組織培養のために設計されたイ
ンキュベーター中での物理化学的条件をいう。一般に、標準的なインキュベーション条件
は、約３７℃で約５％ＣＯ２（加湿する）である。全ての組織培養技術および機構は、滅
菌条件下で行うべきである。
【００３５】
「卵巣中皮細胞クラスター」、「卵巣中皮細胞球」、および「卵巣細胞クラスター」は全
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体で交換可能に使用され、複数の卵巣中皮細胞の塊をいう。卵巣中皮細胞クラスターは、
およそ球形に類似した三次元構造を形成し得る
本明細書中で使用される場合、用語「移植組換え体」は、間葉組織と共に配置された卵巣
中皮細胞クラスターの組み合わせ単位をいう。間葉組織は、卵巣または非卵巣起源であり
得る。間葉組織は、移植片レシピエントと異種の種由来であり得る。間葉組織はまた、卵
巣中皮細胞の供給源と異種の種由来でもあり得る。移植組換え体を、基質（好ましくは、
軟らかい生物基質（例えば、寒天））上に約１時間から９６時間の範囲、より好ましくは
約６時間から４８時間の範囲、さらに好ましくは一晩（約２４時間のインキュベーション
時間）の範囲でインキュベートし得る。
【００３６】
本明細書中で使用される場合、「血清」は、血液が凝固した後に残存する哺乳動物の血液
の液相を指す。
【００３７】
本明細書中で使用される場合、「血清生体分子」は、血清中に見出される生体組成物を指
す。例として、アルブミン、α１グロブリン、α２グロブリン、βグロブリン、およびγ
グロブリンが挙げられるが、これらに限定されない。血清生体分子は、血清中に天然に見
出されるか、または血清のプロセシングおよび操作に由来するかのいずれかの全体または
部分的な生体組成物を含み得る。
【００３８】
用語「哺乳動物」または「哺乳動物の」は、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、サル、競技
用動物、およびペットが含まれるが、これらに限定されない温血脊椎動物をいう。
【００３９】
（ヒト卵巣中皮細胞の単離および維持）
本発明の卵巣中皮細胞をヒト胎児卵巣組織から単離する。胎児の年齢は、約１週齢ないし
約４０週齢の間、好ましくは約８週齢ないし約３０週齢の間、さらにより好ましくは約１
７週齢ないし約２５週齢の間である。卵巣組織を、肉眼解剖学、外観、および胎児内の位
置によって同定することができる。卵巣を識別する肉眼解剖学および外観のいくつかの特
徴は、三日月型で腹腔内に位置することである。卵巣は、ファローピウス管に連絡され得
る。一旦同定されると、胎児卵巣組織を、基礎栄養培地で洗浄して清浄にし、次いで顕微
解剖する。顕微解剖の目的は、卵巣に隣接する組織を除去し、固体卵巣組織の塊を組織全
体の塊のより小さい部分に分け、それによって基礎栄養培地が、組織部分中の卵巣細胞に
より行き渡るようにし、そして／または卵巣組織の塊由来の卵巣細胞を分離するようにす
ることである。顕微解剖の非限定的な例には、機械的剪断力を付与するデバイス（すなわ
ち、ホモジナイザー、乳鉢および乳棒、ブレンダーなど）、切断または裂くデバイス（す
なわち、外科用メス、シリンジ、ピンセットなど）、または超音波処理デバイスが含まれ
る。あるいは、胎児卵巣組織を顕微解剖する別の方法は、酵素処理の使用である。顕微解
剖組織に使用される種々の酵素処理は、当該分野で既知である。１つの方法は、卵巣組織
から単離した細胞の生存能力を維持する緩衝培地中で部分的に剪断した卵巣組織を消化す
るためのコラゲナーゼ－ディスパーゼの使用を含む。酵素量は、胎児の年齢および卵巣組
織がどのくらい大きいかに依存する。１つの実施形態において、コラゲナーゼ－ディスパ
ーゼを用いた酵素処理は、全体的な細胞収量を低下させ得る。従って、使用する酵素量は
、減ずるかまたは全く用いない。他の実施形態において、酵素処理は、全体的な細胞収量
を増大させ得る。従って、酵素処理は、単独また顕微解剖法と組み合せて用いられる。卵
巣中皮細胞の生存を促進する液体のｐＨ範囲を維持し、酵素消化を行うことができる範囲
内のさらなる液体体積を得ることができる広範な種々の基底細胞維持培地を使用すること
ができる。非限定的な例には、Ｆ１２／ＤＭＥＭ、Ｈａｍ’ｓＦ１０（Ｓｉｇｍａ）、Ｃ
ＭＲＬ－１０６６、最少必須培地（ＭＥＭ、Ｓｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇ
ｍａ）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ、Ｓｉｇｍａ）、およびイスコブ改変イ
ーグル培地（ＩＭＥＭ）が含まれる。さらに、ＨａｍおよびＷａｌｌａｎｃｅ　Ｍｅｔｈ
．　Ｅｎｚ．，　５８：４４　（１９７９）、ＢａｒｎｅｓおよびＳａｔｏ　Ａｎａｌ．
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　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　１０２：２５５　（１９８０）、またはＭａｔｈｅｒ，Ｊ．Ｐ．
およびＲｏｂｅｒｔｓ，　Ｐ．Ｅ．、「Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　
Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋに記
載の任意の基礎栄養培地を使用することもできる。
【００４０】
卵巣組織の小片を、基底細胞維持培地中にいれる。種々の基礎細胞維持培地が利用可能で
ある。例として、Ｈａｍ’ｓＦ１２培地、ＲＰＭＩ－１６４０、およびＣＭＲＬ－１０６
６が挙げられるが、これらに限定されない。卵巣中皮細胞の生存および成長を促進するよ
り至適な条件のために、種々の栄養素を添加して基礎培地を補足することができる。例と
して、インスリン、トランスフェリン、上皮成長因子、α－トコフェロール、組換えヒト
ヘレグリン（ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ）、アプロチニン、ウシ胎児血清、およびウシ血清アル
ブミンが挙げられるが、これらに限定されない。好ましい実施形態では、以下の量の栄養
素を使用して、卵巣中皮細胞の生存および成長を促進することができる：少なくとも約１
０ｎｇ／ｍｌのインスリンでかつ約１ｍｇ／ｍｌ以下のインスリン、より好ましくは約１
０μｇ／ｍｌのインスリン；少なくとも約１μｇ／ｍｌのトランスフェリンでかつ約１０
０μｇ／ｍｌ以下のトランスフェリン、より好ましくは約１０μｇ／ｍｌのトランスフェ
リン；少なくとも約１ｎｇ／ｍｌの上皮成長因子でかつ約１０００ｎｇ／ｍｌ以下の上皮
成長因子、より好ましくは約５０ｎｇ／ｍｌの上皮成長因子；少なくとも約０．１μｇ／
ｍｌのα－トコフェロールおよび約１ｍｇ／ｍｌ以下のα－トコフェロール、より好まし
くは約５μｇ／ｍｌのα－トコフェロール；少なくとも約０．１ｎＭの組換えヒトヘレグ
リンおよび約１００ｎＭ以下の組換えヒトヘレグリン、より好ましくは約１０ｎＭの組換
えヒトヘレグリン；少なくとも約１μｇ／ｍｌのアプロチニンおよび約１００μｇ／ｍｌ
以下のアプロチニン、より好ましくは約５μｇ／ｍｌのアプロチニン；少なくとも約０．
１％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）および約５０％以下のＢＳＡ、および好ましくは約
２％のＢＳＡ。
【００４１】
卵巣中皮細胞は、卵巣組織から卵巣組織の置かれた培地中に遊走する。１つの実施形態に
おいて、卵巣中皮細胞は、卵巣組織から培地中に凝集体になって遊走する。別の実施形態
において、卵巣中皮細胞は、卵巣組織から培地中に単一細胞の形で遊走する。別の実施形
態において、卵巣組織から遊走する卵巣中皮細胞は、もはや卵巣組織に組みこまれず、組
織にゆるく結合する。卵巣中皮細胞は、異なる基質上で増殖され得る。使用することがで
きる基質の非限定的な例には、フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲン、ポリリジン、
ニトロセルロース、ナイロン、およびポリテトラフルオロエチレンが挙げられる。１つの
実施形態では、卵巣中皮細胞を、ラミニン被覆組織培養プレート上の上記の好ましい栄養
培地中で成長させる。好ましい実施形態において、卵巣中皮細胞は、ラミニンコートされ
た組織フラスコ中で上記の好ましい栄養培地中で増殖される。組織培養プレートまたはフ
ラスコの大きさは、プレートまたはフラスコ中に置かれる卵巣組織の量に比例する。当業
者は、組織培養プレートまたはフラスコの正しい大きさを、組織培養プレートまたはフラ
スコ内に置かれた卵巣組織の段階的な増殖により決定し得る。卵巣組織が最初に組織培養
プレートまたはフラスコ中に置かれたとき、培地は、全体的な濁度において一般に透明で
ある。卵巣中皮細胞は、卵巣組織片から遊走し、培地は、より不透明になり、より混濁す
る。卵巣組織から遊走した卵巣中皮細胞の量の増加または卵巣中皮細胞の増殖のために培
地が非常に混濁した時点で、さらなる栄養培地をプレートまたはフラスコ中にいれ、卵巣
細胞によって消費された栄養を補充する。あるいは、培地が卵巣中皮細胞の量の増加に伴
い混濁した場合、少量の細胞は、組織培養プレートまたはフラスコから取り出され得、細
胞の生存能を、例えば、トリパンブルー染色などを用いて確認し得る。あまりに多くの細
胞で超過したプレートまたはフラスコは、細胞の生存能の低下を示し始める。次いで当業
者は、組織培養プレートまたはフラスコの中身をより大きな他のプレートまたはフラスコ
（例えば、より大きな体積）に移して、増加する細胞の量に順応し得る。１つの実施形態
において、プレートまたはフラスコの全体の中身が別のより大きな体積のプレートまたは
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フラスコに移される。別の実施形態において、卵巣細胞懸濁物は、いくつかの別の部分に
分けられる各部分が、別のプレートまたはフラスコに入れられ、次いで、栄養培地が卵巣
細胞に加えられる（「継代培養」としてまた知られる）。好ましい栄養培地で、ラミニン
コートされたフラスコ中で培養する場合、卵巣中皮細胞は、細胞クラスターを形成する。
組織培養フラスコとラミニンコートとを組み合せた培養は、間葉細胞および卵巣中皮細胞
細胞塊の分離を可能にする。間葉細胞は、培地の容積にわたって遊走するが、卵巣中皮細
胞クラスターは、卵巣組織と物理的に密に結合している。別の実施形態において、卵巣中
皮細胞は、ラミニンコートした組織培養プレート中で上記の好ましい栄養培地で増殖する
。卵巣中皮細胞は、この実施形態において単層を形成する。
【００４２】
ラミニンコートした組織培養フラスコ中で好ましい栄養培地で培養された卵巣中皮細胞は
、卵巣組織で物理的に密に結合している。卵巣中皮細胞の富化が所望される場合、用いら
れ得る１つの方法は、酵素処理であり、卵巣中皮細胞クラスターの解離に続いて、卵巣中
皮細胞を単離する。酵素処理に用いられ得る酵素の例は、コラゲナーゼ－ディスパーゼお
よびトリプシンを含むが、これらに限定されない。１つの実施形態において、コラゲナー
ゼ－ディスパーゼを用いて、卵巣中皮細胞クラスターを培養フラスコ壁および卵巣組織か
ら解離するが、好ましくは少なくとも約１０％、より好ましくは少なくとも約１％、そし
て最も好ましくは、少なくとも約０．１％容量のコラゲナーゼ－ディスパーゼが用いられ
る。卵巣中皮細胞クラスターは、密度勾配を用いて単離される。細胞分離を達成するため
に用いられ得る化合物は、以下を含むが、これらに限定されない：血清（すなわち、ウシ
血清アルブミン（すなわち、ＢＳＡ））、オボアルブミン、ショ糖の非イオン性合成ポリ
マー（すなわち、ＦｉｃｏｌｌＴＭ）、コロイド状ポリビニルピロリドン被覆シリカ（す
なわち、ＰｅｒｃｏｌｌＴＭ）、ポリビニルピロリドン（すなわち、ＰＶＰ）、およびメ
チルセルロース。好ましい実施形態では、コラゲナーゼディスパーゼを中和することがで
きる密度勾配を使用する。このような密度勾配の１つの例は、ＢＳＡである。ＢＳＡの使
用量は、好ましい栄養培地に対する体積比で約５０％、より好ましくは約２５％、より好
ましくは約１０％、より好ましくは少なくとも約０．１％、最も好ましくは約１～３％で
ある。いくつかの場合、卵巣上皮細胞の集団を富化させるのに、１つの密度勾配で十分で
ある。他の場合、１つ以上の密度勾配の適用が必要とされる。所望される産物は、卵巣上
皮細胞クラスターに実質的に乏しい集団である。
【００４３】
１つの実施形態において、実質的に純粋な卵巣上皮細胞クラスター集団は、回転速度が卵
巣上皮細胞クラスターをペレットにし、単一の間葉細胞を上清に残すのに十分な速度であ
るようなＢＳＡの密度勾配を通して卵巣細胞を回転することによって単離される。卵巣上
皮細胞を伴う細胞ペレットは、卵巣中皮細胞の寿命を維持するのに十分な栄養培地に再懸
濁され、生物学的基質（例えば、ラミニン）で被覆した組織培養フラスコ中に入れられる
。懸濁された卵巣中皮細胞の全体の容積を、１つのフラスコ中に置き得る。あるいは、再
懸濁された卵巣中皮細胞が、非常に富んでいて、高密度の卵巣上皮細胞である場合、再懸
濁された卵巣中皮細胞の容積は、いくつかの異なるフラスコに分けられて、ここに好まし
い栄養培地が添加される。好ましい実施形態では、以下の量の栄養素を使用して、卵巣中
皮細胞の生存および成長を促進することができる：少なくとも約１０ｎｇ／ｍｌのインス
リンでかつ約１ｍｇ／ｍｌ以下のインスリン、より好ましくは約１０μｇ／ｍｌのインス
リン；少なくとも約１μｇ／ｍｌのトランスフェリンでかつ約１００μｇ／ｍｌ以下のト
ランスフェリン、より好ましくは約１０μｇ／ｍｌのトランスフェリン；少なくとも約１
ｎｇ／ｍｌの上皮成長因子でかつ約１０００ｎｇ／ｍｌ以下の上皮成長因子、より好まし
くは約５０ｎｇ／ｍｌの上皮成長因子；少なくとも約０．１μｇ／ｍｌのα－トコフェロ
ールおよび約１ｍｇ／ｍｌ以下のα－トコフェロール、より好ましくは約５μｇ／ｍｌの
α－トコフェロール；少なくとも約０．１ｎＭの組換えヒトヘレグリンおよび約１００ｎ
Ｍ以下の組換えヒトヘレグリン、より好ましくは約１０ｎＭの組換えヒトヘレグリン；少
なくとも約１μｇ／ｍｌのアプロチニンおよび約１００μｇ／ｍｌ以下のアプロチニン、
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より好ましくは約５μｇ／ｍｌのアプロチニン；少なくとも約０．１％のウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）および約５０％以下のＢＳＡ、およびより好ましくは約０．５％のＢＳＡ
。
【００４４】
卵巣中皮細胞の栄養補給頻度は、１日または１日おきに１回であり得る。１つの実施形態
では、卵巣中皮細胞を、古い栄養培地の構成要素の新しい栄養培地への置換によって栄養
補給することができる。別の実施形態では、卵巣中皮細胞を、これらの細胞が成長した馴
化培地で栄養補給することができる。特許請求の範囲に記載の卵巣中皮細胞は本発明に固
有であり、かつこれらの細胞に特異的な因子を分泌するので、卵巣中皮細胞由来の馴化培
地もまた固有である。本発明において、卵巣中皮細胞は、上記のように、ラミニンコート
された組織培養フラスコ中での好ましい栄養培地中で増殖する場合、クラスターを形成す
る。組織がラミニンコートされた組織培養プレートに置かれる場合、卵巣中皮細胞は、接
触した基質の単層を形成する。本発明の好ましい実施形態において、卵巣中皮細胞の細胞
と細胞の接触は、卵巣中皮細胞の培養を通し維持されて、卵巣中皮細胞の増殖を促進する
。当業者は、漸増する量の馴化培地で段階的に栄養培地を補給することで、さらなる栄養
培地が、卵巣中皮細胞の増殖に有利になるかを決定し得る。細胞増殖は、馴化培地の添加
前後で、培地体積あたりの細胞数を数えて決定され得る。あるいは、細胞生存能（例えば
、トリパンブルー）をもちいて、培養培地への馴化培地の添加が、卵巣中皮細胞の増殖に
有利になるかを評価し得る。卵巣中皮細胞の生存および成長の促進に好ましい栄養補給頻
度は、１週間に１回、さらにより好ましくは１週間に２回、最も好ましくは１日おきであ
る。これら卵巣中皮細胞を最終的に分化した卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞への分化
を誘導することなく本発明の卵巣中皮細胞は複数回継代することができる。
【００４５】
（卵巣中皮細胞の特徴づけ）
本明細書中に開示の様式で単離した本発明の卵巣中皮細胞集団は、いくつかの定義的な特
徴を有する。第１に、卵巣中皮細胞は、「予め決定された卵巣」と説明することができる
段階にある。中皮前駆細胞については、いくつかは、卵巣中皮細胞になるよう予め決定さ
れている。この発達段階においての卵巣中皮細胞の集団は、本明細書で特許請求の範囲に
ある。本発明の卵巣中皮細胞は、卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞のいずれかになる能
力を有するが、いずれの細胞型にも分化し始めない。
【００４６】
卵巣中皮細胞の同定を、形態学または特異的マーカーまたはその両技術の組み合わせによ
って行うことができる。顆粒膜細胞株は、卵胞壁を形成し得る。顆粒膜細胞の形態は、立
方体形状である。卵巣中皮細胞検出に用いられ得るマーカーは、以下を含むが、これらに
限定されない：卵巣中皮細胞上のサイトケラチン（ＣＫ）１、５、６、７、８、１０、１
１、１３、１５、１６、１８、および１９、抗卵巣モノクローナル抗体５Ｃ８、およびビ
メンチン。利用し得るＣＫおよびビメンチンに対し特異的な抗体の例は、以下を含むが、
これらに限定されない：抗サイトケラチン（ＣＫ）抗体クローン４．６２、クローン８．
１２、クローン８．１３および抗ビメンチン抗体クローン１３．２。Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｃｏ．から得られる抗ＣＫ抗体および抗ビメンチン抗体は、免疫組織化学ま
たはフローサイトメトリーにおいて直接または間接的にＭＴＥ細胞の染色に用いられ得る
。卵巣中皮細胞を検出するためのマーカーは、免疫蛍光染色、免疫組織染色、およびフロ
ーサイトメトリーにおいて直接または間接的に用いられ得る。
【００４７】
本発明の卵巣中皮細胞は、基礎栄養培地中で前から存在する分化前の段階に維持される。
本明細書において開示される基礎細胞維持培地または好ましい栄養培地または馴化培地を
用いて、インビトロで卵巣中皮細胞を培養し得る。組織培養プレート上の異なる型の基質
を用いて、卵巣中皮細胞のクラスターまたは単層のいずれかを得ることができる。本明細
書で開示される好ましい栄養培地で満たしたラミニンコートしたフラスコの使用は、卵巣
中皮細胞のクラスターを生じ、ここで、本明細書で開示される好ましい栄養培地で満たし
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たラミニンコートプレートの使用は、卵巣中皮細胞の単層を生じる。本発明の卵巣中皮細
胞は、無血清の栄養培地または血清含有栄養培地で培養し得る。本発明の卵巣中皮細胞を
、無血清培地または血清含有栄養培地中で培養し得る。当業者に周知であるように、血清
は、通常、細胞のさらなる増殖のため栄養培地に添加される。血清は、多くの血清生体分
子を含むが、本発明の卵巣中皮細胞は、複数のこれらの血清生体分子がなくても増殖し得
る。卵巣中皮細胞の細胞増殖は、血清に見出される１つ以上のタンパク質（例えば、ウシ
血清アルブミン（すなわち、ＢＳＡ））の添加により増大され得る。
【００４８】
本発明の卵巣中皮細胞は、本明細書で開示される好ましい無血清栄養培地において複数回
継代される能力を有する。多分化能は、各継代の間、および各継代後の任意に時点におい
て維持され、本発明の卵巣中皮細胞は、卵巣表面上皮および顆粒膜細胞に分化し得る。さ
らに、各継代後の任意に時点において、卵巣中皮細胞は、免疫原として、細胞治療のため
、バイオアッセイのため、ヒト卵巣モデルを樹立するため、あるいは本明細書に開示され
るような薬物の発見、および／または開発のため利用され得る。
【００４９】
本発明の卵巣中皮細胞の別の特性は、レシピエント哺乳動物の腎嚢の下に移植された場合
に、卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞に分化する能力である。移植の前に、卵巣中皮細
胞は、顆粒膜細胞または卵巣表面上皮細胞に分化する能力を有する。本明細書で開示され
るように、卵巣中皮細胞は、卵巣中皮細胞クラスターまたは単層のいずれかで増殖し得、
次いで、間葉組織と合わせされ、そしてレシピエント哺乳動物の腎嚢の下に移植される。
好ましくは、ヒト卵巣中皮細胞クラスターは、ラット尿生殖器間葉組織と合わされ、レシ
ピエント哺乳動物の腎嚢の下に移植される。移植片の一部分は、マーカー、形態学、また
はこれらの組み合せを用いた分析のため取り出され、卵巣細胞を同定し得る。
【００５０】
（卵巣中皮細胞の使用）
（免疫原としての使用）
卵巣中皮細胞の用途の１つが免疫原としてである。本明細書中に開示の方法で単離および
培養した卵巣中皮細胞を、異種レシピエントに投与する免疫原として使用することができ
る。免疫原としての卵巣中皮細胞の投与を、いくつかの方法によって行うことができる。
異種レシピエントへの免疫原としての卵巣中皮細胞の投与法には、以下が含まれるが、こ
れらに限定されない：免疫化、塗布（ｓｗａｂｂｉｎｇ）またはスクラッチ（ｓｃｒａｔ
ｃｈ）装置などの直接接触による膜への投与、エアゾールによる粘膜への投与、および経
口投与。当該分野で既知のように、免疫は、受動免疫または能動免疫のいずれかであり得
る。免疫法を、異なる経路（腹腔内注射、皮内注射、局所注射が含まれるが、これらに限
定されない）を介して行うことができる。免疫の被験体には、マウスなどの哺乳動物を含
み得る。免疫の経路およびスケジュールは、一般に、抗体刺激および産生のために確立さ
れた従来の技術（例えば、数種間にわたり週１回のマウスの足の裏に抗原を注射する）に
従う。この実施形態ではマウスを使用する一方で、ヒトを含む任意の哺乳動物被験体また
はそれ由来の抗体産生細胞を本発明のプロセスにしたがって操作して、哺乳動物ハイブリ
ドーマ細胞系の産生の基礎として使用することができる。典型的には、マウスを免疫原性
量の卵巣中皮細胞を用いて接種して、次いで類似の量の免疫原を追加投与する。あるいは
、非生体膜基質上で成長させた細胞を、宿主哺乳動物に手術によって腹腔内に移植する。
リンパ球（好ましくは、マウス由来の脾臓リンパ球）を、最後のブースト投与から数日後
に回収し、細胞懸濁液を融合用にこれらから調製する。
【００５１】
ハイブリドーマをリンパ球から調製し、Ｂｕｃｋ，Ｄ．Ｗら、Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ，１８：
３７７－３８１（１９８２）によって改変されたＫｏｈｌｅｒ，Ｂ．　およびＭｉｌｓｔ
ｅｉｎ，Ｃ．　Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７（１９７５）の一般的な体細胞ハ
イブリダイゼーション技法を使用して骨髄種細胞を不死化する。利用可能な骨髄腫系列（
Ｘ６３－Ａｇ８．６５３およびＳａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒ
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ｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　Ｃａｌｉｆ．，　ＵＳＡ由来
の系列が含まれるが、これらに限定されない）をハイブリダイゼーションに使用すること
ができる。この技術は、ポリエチレングリコールなどの融合剤を使用するか、当業者に周
知の電気的手段によって骨髄腫細胞とリンパ球を融合することを含む。融合後、細胞を融
合培地から分離し、選択成長培地（ＨＡＴ培地など）で成長させて、非ハイブリッド形成
親細胞を消滅させる。本明細書中に記載の任意の培地を、モノクローナル抗体を分泌する
ハイブリドーマの培養に使用することができる。別の代替細胞融合技術として、ＥＢＶ不
死化Ｂ細胞を使用して、本発明のモノクローナル抗体を産生する。ハイブリドーマを拡大
またはサブクローニングし、所望ならば、上清を従来の免疫アッセイ法（例えば、放射免
疫アッセイ、酵素免疫アッセイ、または蛍光免疫アッセイ）によって抗免疫原活性につい
てアッセイする。
【００５２】
このような抗体を産生するハイブリドーマを、既知の手順を使用してインビトロまたはイ
ンビボで成長させることができる。所望ならば、モノクローナル抗体を、従来の免疫グロ
ブリン精製法（硫酸アンモニウム沈殿、ゲル電気泳動、透析、クロマトグラフィー、およ
び限外濾過）によって培養培地または体液から単離することができる。望ましくない活性
が存在する場合、例えば、固相に結合した免疫原から生成された吸着物質へ調製物を流す
こと、および免疫原から所望の抗体を溶出または放出することによって除去することがで
きる。
【００５３】
この様式では、卵巣中皮細胞段階に特異的な細胞表面抗原に対する新規の抗体のパネルを
、本発明の卵巣中皮細胞を免疫原として使用して生成することができる。一旦卵巣中皮細
胞上の細胞表面抗原に対するモノクローナル抗体を、本明細書中に開示の方法によって作
製すると、この抗体は、いくつかの用途に用いられ得る。抗体を、組換え抗体またはヒト
化抗体を生成するために配列決定およびクローニングすることができる。卵巣中皮細胞特
異的抗体の他の用途には、生物学的試験および精製（すなわち、フローサイトメトリーま
たは抗体パニングなどの方法による卵巣中皮細胞の単離）、治療用途（すなわち、標的細
胞への抗体の結合による細胞成長の促進もしくは停止、または標的細胞への抗体の結合に
よる細胞塊の成長の促進もしくは停止）、生物マーカー（すなわち、他の卵巣細胞または
非卵巣細胞の同定）、ならびに臨床診断（すなわち、組織サンプルにおける癌性の卵巣細
胞の同定）が含まれるが、これらに限定されない。
【００５４】
免疫原としての別の用途は、異種レシピエントにおける全体的な免疫応答を調整すること
である。当該分野で十分に実証されているように、異種レシピエントに導入された細胞ま
たは器官などの外来物質は、種々の免疫応答を誘導し得る。免疫応答は、拒絶（例えば、
器官移植）、Ｔ細胞活性化（例えば、交差プライミング）、アネルギー、耐性の形態であ
り得る。全体的な免疫応答は、全身性または局所性であり得る。局所性免疫応答が望まし
い場合（例えば、性腺領域）、卵巣中皮細胞などの免疫原を性腺領域に有効量で導入する
。有効量を、漸増する量の卵巣中皮細胞を異種レシピエントに導入してその後の免疫応答
を監視する段階的様式で確定することができる。全体的な免疫応答（例えば、抗体産生、
サイトカイン産生、Ｔ細胞増殖、アネルギー、耐性など）を、多数の方法（ＥＬＩＳＡ、
増殖アッセイ、細胞表面マーカーを使用したフローサイトメトリー、および免疫組織化学
が含まれるが、これらに限定されない）によってモニターすることができる。
【００５５】
（薬物発見のための卵巣中皮細胞の使用）
卵巣中皮細胞の別の用途は、薬物発見に関する。多能性の予め決定された卵巣中皮細胞は
、開示の様式で単離および培養されていないので、卵巣中皮細胞集団は、これまで発見ま
たは特徴付けられていなかったタンパク質を分泌することができる。したがって、卵巣中
皮細胞によって分泌されたタンパク質を、薬物開発のための標的として使用することがで
きる。１つの実施形態では、インビボで卵巣中皮細胞上に特異的タンパク質が標的される
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ように薬物を作製することができる。薬物の結合により、卵巣中皮細胞の卵巣表面上皮細
胞、または顆粒膜細胞への分化を促進することができる。このアプローチは、卵巣表面上
皮細胞、または顆粒膜細胞新生が望ましい場合例えば、癌治療（例えば、化学療法、放射
線療法などの場合）の後に、損傷した細胞を修復するために有用であり得る。別の実施形
態において、卵巣中皮細胞の調節タンパク質に対する薬物特異性を用いて、特定の細胞型
（例えば、癌（すなわち、卵巣癌、子宮癌など）の場合）の成長を止める。
【００５６】
（細胞治療のための卵巣中皮細胞の使用）
別の用途では、卵巣中皮細胞系列は細胞治療に使用される。卵巣中皮細胞の移植は、この
ような細胞治療の一例である。異なる型の卵巣細胞（すなわち、ＯＳＥ細胞または顆粒膜
細胞など）が所望される場合、卵巣中皮細胞の移植が使用され得る。なぜなら、本発明の
卵巣中皮細胞は多能性であり、かつ卵巣上皮細胞および顆粒膜細胞に分化することができ
るからである。この用途の実施のために、開示の方法を使用して卵巣中皮細胞を単離し、
基礎栄養の栄養規定培地中で培養する。卵巣中皮細胞をラミニンコート組織培養フラスコ
上で成長させて、卵巣中皮細胞クラスターを得る。卵巣中皮細胞クラスターを標準的なイ
ンキュベーション条件下で約半日～少なくとも約１サイクルの継代、より好ましくは少な
くとも約２細胞サイクルの継代、最も好ましくは少なくとも約３細胞サイクルの継代にわ
たって成長させる。次いで、卵巣中皮凝集体をレシピエントに投与して、分化させること
ができる。あるいは、卵巣中皮凝集体を、卵巣中皮細胞を１つ以上の遺伝子でトランスフ
ェクトし、送達デバイスに封入し、レシピエントに投与される、遺伝子治療の細胞キャリ
アとして使用することができる。別の実施形態では、卵巣中皮細胞凝集体を腎臓被膜下に
置き、ＯＳＥまたは顆粒膜細胞に分化させる。別の実施形態では、卵巣中皮凝集体を、免
疫系の応答を制限するために細胞を含み他の細胞（すなわち、Ｔｈｅｒａｃｙｔｅ（登録
商標））との接近を制限するデバイスで使用する。
【００５７】
（ヒト組織モデルを作製するための卵巣中皮細胞の使用）
卵巣中皮細胞の別の用途は、非ヒト哺乳動物においてヒト卵巣組織モデルを作製すること
である。ヒト卵巣組織モデルを用いて、卵巣発生または卵巣の発癌の卵巣癌研究の重要な
領域の多面的な研究をし得る。卵巣中皮細胞球（ｓｐｈｅｒｅ）を、間葉組織の頂点に置
いて移植組換え体を形成させる。移植組換え体を形成させるために、約１～１５個の卵巣
中皮細胞球、より好ましくは約５～８個の卵巣中皮細胞球を間葉組織の頂点に置く。間葉
組織は、卵巣組織または非卵巣組織であり得、そして卵巣中皮細胞が単離される異なる種
由来であり得る。作業の例では、ヒト卵巣中皮細胞をラット間葉精嚢組織の頂点において
移植組換え体を形成する。当業者は、最初に本明細書中に開示の方法を使用してヒト卵巣
中皮細胞を単離し、その後異なる器官由来の間葉組織と組み合わせることによる、段階的
様式でヒト卵巣中皮細胞について至適に組み合わせを決定することができる。いくつかの
実施形態では、異なる種（例えば、ラット）を、ヒト卵巣前駆細胞との組み合わせにおけ
る間葉細胞組織の供給源として使用する。異種の使用によって、ヒト特異的マーカーを使
用して分化卵巣細胞の同一性を確定することができる。ラット間葉組織を使用した場合、
偽陽性の確率が減少する。同様に、膵臓間葉組織を超える精嚢間葉組織の使用により、分
化したヒト卵巣細胞の同定における偽陽性の確率が減少する。好ましい実施形態では、約
１～１２個の卵巣中皮細胞球、さらにより好ましくは約５～８個の卵巣中皮細胞球をラッ
ト精嚢間葉組織の頂点に置く。好ましくは、約１×１０４～約５×１０６個の間葉細胞を
使用する。より好ましくは、約２×１０５～約５×１０５個の間葉細胞を使用する。次に
、間葉組織に置いた卵巣中皮細胞球を含む移植組換え体を、レシピエント哺乳動物中の腎
臓被膜下に置く。可能なレシピエント哺乳動物には、マウスおよびラットが含まれるが、
これらに限定されない。典型的には、移植状況では、ドナー組織は、レシピエントの免疫
系による攻撃に脆弱である。移植片拒絶を軽減するために、いくつかの技術を使用するこ
とができる。１つの方法は、レシピエントに致死用量以下の放射線を照射して、移植片を
攻撃し得る免疫細胞を破壊することである。別の方法は、レシピエントにシクロスポリン
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または他のＴ細胞免疫抑制薬を投与することである。レシピエント哺乳動物としてマウス
を使用して、移植片拒絶を緩和するための広範な種々の方法が可能である。１つのこのよ
うな方法は、免疫不全マウス（ヌードまたは重篤複合免疫不全すなわちＳＣＩＤ）の使用
である。作業例では、ヒト卵巣中皮細胞球をラット精嚢間葉組織上に置き、免疫不全マウ
スの腎臓被膜下に置く。移植片組換え体は、レシピエント内で約１～約５２週間、好まし
くは約５～約４０週間、さらにより好ましくは約６～約８週間維持し、その後移植片を回
収し、卵巣中皮細胞分化について分析する。いくつかの場合、移植片の小部分が分析に必
要である。卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞に特異的なマーカー（サイトケラチン１、
５、６、７、８、１０、１１、１３、１５、１６、１８、および１９、卵胞刺激ホルモン
（ＦＳＨ）レセプター、黄体化ホルモン（ＬＨ）レセプター、およびアロマターゼを含む
がこれらに限定されない）は、分化した卵巣中皮細胞の同定確認に利用し得る。マーカー
確認の非限定的な方法は、免疫組織学分析、免疫蛍光法およびフローサイトメトリーで使
用する。分化した卵巣中皮細胞の同定の別の方法および移植の有効性を確認することは、
１７β－ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ（１７β－ＨＳＤＨ）の存在を卵巣表面
上皮細胞（ＯＳＥ）またはδ－５－３β－ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼの存在
について染色することである。これらのマーカーを、個別または互いに組み合わせて使用
することができる。さらに、１つまたは複数のこれらのマーカーの組み合わせを細胞形態
学と組み合わせて使用して、移植の有効性を確定することができる。
【００５８】
１つの実施形態では、ヒト卵巣モデルを、ＳＣＩＤ（重篤複合免疫不全）マウスにおいて
生成することができる。このヒト卵巣モデルを、本明細書中に開示した方法で単離および
培養したヒト卵巣中皮細胞の使用、および移植組換え体を作製するためのヒト卵巣中皮細
胞の使用によって作製することができる。次いで、移植片組換え体を、マウスの腎臓被膜
下に置く。腎臓被膜下での移植から約１～１０週間後、好ましくは約６～８週間後に、そ
の移植片または一部を回収し、免疫組織化学によって分析する。卵巣表面上皮細胞および
顆粒膜細胞に特異的なマーカーは、以下を含むが、これらに限定されない：サイトケラチ
ン（すなわちＣＫ１、５、６、７、８、１０、１１、１３、１５、１６、１８、および１
９）、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）レセプター、黄体化ホルモン（ＬＨ）レセプター、お
よびアロマターゼ。卵巣表面上皮細胞および顆粒膜細胞に特異的なマーカーを用いて、組
織モデル系の有効性を分析する。あるいは、分化した卵巣中皮細胞に特異的なマーカーを
用いる。これらのマーカーの非限定的な例は、以下：サイトケラチン－１９、ビメンチン
、およびモノクローナル抗体５Ｃ８である。卵巣中皮細胞分化の結果のさらに別の評価法
は、形態学によるものである。卵巣表面上皮細胞は、扁平上皮または円柱上皮細胞の外観
を有する。
【００５９】
（バイオアッセイにおける卵巣中皮細胞の使用）
本明細書において開示される卵巣中皮細胞は、種々のバイオアッセイにおいて使用され得
る。１つの用途において、卵巣中皮細胞を使用して、どの生物学的因子が分化に必要であ
るかを決定する。異なる生物学的化合物（たとえば、ホルモン、特異的増殖因子など）と
組み合わせて段階的な様式で卵巣中皮細胞を用いることによって、１つ以上の特異的な生
物学的化合物は、卵巣中皮細胞のＯＳＥ細胞への分化を誘導することが見出され得る。同
じ段階の組み合わせを用いると、１つ以上の特異的生物学的化合物は、卵巣中皮細胞の顆
粒膜細胞への分化を誘導することが見出され得る。卵巣中皮細胞のためのバイオアッセイ
における他の用途は、ディフェレンシャルディスプレイ（すなわち、ｍＲＮＡディフェレ
ンシャルディスプレイ）および卵巣中皮細胞から分泌されるタンパク質を使用するタンパ
ク質－タンパク質の相互作用である。タンパク質－タンパク質の相互作用は、酵母のツー
ハイブリッド系のような技術を用いて決定され得る。卵巣中皮細胞からのタンパク質を使
用して、卵巣中皮細胞と相互作用する、他の未知のタンパク質または他の細胞型を同定し
得る。これらの未知のタンパク質は、以下の１つ以上であり得る：増殖因子、ホルモン、
酵素、転写因子、翻訳因子、および腫瘍サプレッサー。卵巣中皮細胞およびこれらの細胞
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が形成するタンパク質－タンパク質の相互作用、およびタンパク質－タンパク質または細
胞－細胞の接触でさえの効果を包含するバイオアッセイを用いて、如何に周囲の組織（た
とえば、間葉組織）が卵巣中皮細胞分化に寄与するかを決定し得る。
【００６０】
（実施例）
（実施例１：卵巣中皮細胞の単離および培養）
在胎齢１７週～２５週の間の生殖ヒト胎児卵巣を、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（Ａｌａｍｅｄａ　ｃｏｕｎｔｙ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）から
得た。卵巣を、湿潤氷浴のもとで組織培養培地中で調達し、そして研究室に搬送した。到
着後すぐ、卵巣から過剰の結合組織を除き、注意深く輪卵管から分離し、そして新鮮な組
織培養培地で５回洗浄した。
【００６１】
卵巣を、はさみで刻んだか、またはレーザーブレードを用いて小片（１ｍｍ厚未満）に切
り刻んだ。各卵巣から組織片を、本明細書に開示される好ましい栄養培地１０ｍｌを伴う
ラミニンで新鮮にコーティングしたＴ７５フラスコ中に直接配置した。コラゲナーゼ－デ
ィスパーゼ（０．５％）での３７℃で３０分のこの卵巣のさらなる分離を行い得るが、こ
の手順は、卵巣中皮細胞の回収を減少させた。この細胞を、１０μｇ／ｍｌインスリン、
１０μｇ／ｍｌトランスフェリン、５μｇ／ｍｌ　α－トコフェロール、１０ｎＭ組換え
ヒトヘレグリンβ１、５０ｎｇ／ｍｌ上皮増殖因子、５μｇ／ｍｌアプロチニン、および
２容量％ＢＳＡを補充したＦ１２／ＤＭＥＭ中で標準的なインキュベーション条件で培養
した。１週間以内に、細胞は、移植片から移動し、そして増殖してコンフルエントな細胞
培養物を形成した。この段階での培養物は、卵巣中皮細胞および間葉細胞の両方からなっ
た。間葉細胞は、フラスコ中にわたり移動したが、卵巣中皮細胞は、組織移植片のごく付
近に保持された（図１Ａ）。卵巣中皮細胞を富化するために、その培養物を、０．１％コ
ラゲナーゼ－ディスパーゼとともに３０分インキュベートすることによって培養フラスコ
から剥離した。この処理は、間葉細胞を単一の細胞へと分離したが、卵巣中皮細胞は、ク
ラスターのままで残した。次いで、この卵巣中皮細胞をＢＳＡ勾配（Ｆ１２／ＤＭＥＭ中
の１％～３％ＢＳＡ）を通じた５分間の遠心分離により分離した。ほとんどが間葉細胞を
含んだ上清を吸引し、そして残りの細胞ペレットは、ほとんどが卵巣中皮細胞を含んでい
た。この卵巣中皮細胞を、培養培地中に再懸濁し、そして１：５の希釈倍率（１部の細胞
懸濁物：５部の総懸濁物容量）で配置した。この培養培地は、１０μｇ／ｍｌインスリン
、１０μｇ／ｍｌトランスフェリン、５μｇ／ｍｌα－トコフェロール、１０ｎＭ組換え
ヒトヘレグリンβ１、５０ｎｇ／ｍｌ上皮増殖因子、５μｇ／ｍｌアプロチニン、および
０．５容積％ＢＳＡを補充したＦ１２／ＤＭＥＭであった。この細胞は、クラスターとし
て懸濁物中で増殖した（図１Ｂ）。この細胞は、このようにして、約４継代から５継代に
わたり増殖した。懸濁培養物中で増殖した細胞は、血清が培養倍地中に存在したときまた
はそのプレートをラミニンでコーティングしたとき、プレートの側面に付着し得、そして
卵巣中皮細胞単層として増殖した（図１Ｃ）。単層培養物は、卵巣中皮細胞が互いに接触
を保たれたとき良好に継代した。
【００６２】
（実施例２：卵巣中皮細胞株の特徴づけ）
卵巣中皮細胞を、懸濁培養物から採取した。この細胞をクラスター形態で直接染色するた
めに、細胞クラスターを最適な切断温度（ＯＣＴ）化合物で包埋し、そしてドライアイス
上で凍結させた。低温切片（５～１０μｍ厚）を、ＯＣＴブロックから切り出し、カバー
スリップに融解してマウントし、そして３％パラホルムアルデヒドで１時間固定した。卵
巣中皮細胞の単層培養物を、２％ＢＳＡの存在下でチャンバスライド上に懸濁培養物から
の細胞クラスターをプレートすることによって調製した。単層細胞培養物をインサイチュ
で３％パラホルムアルデヒドで１時間固定した。固定液をリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢ
Ｓ）で洗浄して除いた後、この細胞を、ブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中５％ヤギ血清およ
び０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）中で３０分間インキュベートし、ＰＢＳでリンスし、次いで
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、一次抗体中で１時間インキュベートし、ＰＢＳでリンスし、次いで抗マウスＩｇセイヨ
ウワサビペルオキシダーゼとともに１時間インキュベートした。卵巣中皮細胞を特徴付け
るために用いたマーカーおよび例示の抗体は、ＣＫ１９および抗サイトケラチン抗体クロ
ーン４．６２（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ由来）（図３Ａ）、ＣＫ
１３およびＣＫ１６ならびに抗体クローン８．１２（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙ由来）（図３Ｂ）、ＣＫ１０、ＣＫ１１およびＣＫ１８ならびに抗体クロー
ン８．１３（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ由来）（図３Ｃ）、ビメン
チンおよび抗ビメンチンモノクローナル抗体クローン１３．２（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ由来）（図３Ｄ）、ならびに抗卵巣上皮モノクローナル抗体５Ｃ
８（図３Ｅ）であった。モノクローナル抗体５Ｃ８は、免疫原として卵巣中皮細胞を用い
ることによって作製した。
【００６３】
（実施例３：卵巣中皮細胞に対するモノクローナル抗体を産生するための免疫原の供給源
を提供する方法）
卵巣中皮細胞を開示されるように単離および培養し、次いで続いて卵巣中皮細胞に対する
モノクローナル抗体のパネルを産生するための免疫原として使用した。マウスそれぞれに
、１週間当たり、約１×１０６細胞の卵巣中皮細胞の１回の注射で免疫した。この免疫は
、各々のマウスの足蹠中に局所化された。５回の注射の後、マウスから採血して卵巣中皮
細胞の力価をチェックした。卵巣中皮細胞の力価がマウス中で１：１０００（卵巣細胞：
総細胞）を超えたとき、そのマウスを屠殺し、そしてリンパ節を採取した。リンパ球を、
このリンパ節から調製し、そして骨髄腫細胞株と融合してハイブリドーマを生成した。ハ
イブリドーマを、卵巣中皮細胞に特異的に結合したモノクローナル抗体についてフローサ
イトメトリ（蛍光活性化細胞ソーターまたはＦＡＣＳ）およびこのモノクローナル抗体に
ついて免疫組織化学によりスクリーニングした。クローン化ハイブリドーマ細胞株を、反
復限界希釈によって得た。ハイブリドーマクローン５Ｃ８は、卵巣中皮細胞に結合したモ
ノクローナル抗体であった。図２は、モノクローナル抗体クローン５Ｃ８が胎児ヒト卵巣
中の卵巣中皮細胞を特異的に認識した免疫組織化学分析における結果を示す。
【００６４】
（実施例４：ヒト卵巣組織モデルを生成するための卵巣中皮細胞の使用）
組織移植片組換え体を、それぞれ異種レシピエントへの移植の目的で作製して、異種レシ
ピエントにおけるヒト卵巣組織モデルをそれぞれ作製した。組織移植片組換え体を作製す
るために、３継代の後の単層培養物から採取された卵巣中皮細胞を、ラット泌尿生殖洞間
葉組織の上部に配置した。この移植片組換え体を、約２４時間、寒天プレート上で培養し
た。次いで、この移植片組換え体を、ヌードマウス中の腎臓嚢の下に移植した。この移植
物を約２ヶ月増殖させた後、移植片組換え組織を切り出し、そして組織学により分析した
。この結果は、卵巣中皮細胞が嚢状の構造を形成したことを示した（図４Ａ、４Ｂおよび
４Ｃ）。卵巣表面上皮細胞の上皮細胞裏打ちは、薄い希薄な層であり、嚢のいくつかにお
いて細胞が緩やかに付着していた（図４Ａ、４Ｂおよび４Ｃ）。
【００６５】
（実施例５：バイオアッセイにおける卵巣表面上皮細胞の使用）
本発明の卵巣中皮細胞を免疫原として使用することによって、卵巣中皮細胞に対して特異
的なモノクローナル抗体（例えば、クローン５Ｃ８）を生成した。これらの抗体を用いて
卵巣癌を伴う雌性患者からの卵巣組織の凍結切片を染色した。モノクローナル抗体５Ｃ８
は、卵巣癌を伴う患者における癌性上皮細胞の強力な染色を示した（図５）。したがって
、モノクローナル抗体（例えば、クローン５Ｃ８）の利用は、臨床状況において診断目的
に拡張され得る。
【００６６】
この特許の出願は、カラーで作成された少なくとも１つの図面を含む。カラー図面を含む
この特許のコピーは、請求に対して、および必要な手数料の支払いの際に特許商標局によ
って提供される。
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【図面の簡単な説明】
【図１】　図１Ａは、固体卵巣組織由来のヒト卵巣中皮細胞増殖を示す顕微写真である。
図１Ｂは、懸濁培地における細胞クラスターとしてのヒト卵巣中皮細胞の増殖を示す顕微
写真である。図１Ｃは、単層としてのヒト卵巣中皮細胞の増殖を示す顕微写真である。
【図２】　図２は、免疫組織化学分析の結果を示し、ここで、モノクローナル抗体５Ｃ８
は、ヒト胎児卵巣組織における卵巣中皮細胞を特異的に認識する。図２Ａは、１００×で
の倍率を示し、そして図２Ｂは、４００×での倍率を示す。
【図３】　図３は、卵巣中皮細胞クラスターの免疫ペルオキシダーゼ染色の結果を示す。
図３Ａは、サイトカラチン１９についての卵巣中皮細胞の染色を示す。図３Ｂは、サイト
カラチン１３および１６についての卵巣中皮細胞の染色を示す。図３Ｃは、サイトカラチ
ン１０、１１および１８についての卵巣中皮細胞の染色を示す。図３Ｄは、ビメンチンに
ついての卵巣中皮細胞の染色を示す。図３Ｅは、モノクローナル抗体５Ｃ８によって認識
される卵巣中皮細胞表面抗原についての卵巣中皮細胞の染色を示す。
【図４】　図４は、組織組換え実験の結果を示し、ここで、ヒト卵巣中皮細胞を、ラット
尿生殖洞間葉組織で組替え、そしてマウスに移植し。図４Ａ、４Ｂ、および４Ｃは、嚢胞
構造と類似の卵巣表面上皮細胞の形態学を示す。
【図５】　図５は、免疫組織化学分析の結果を示し、ここで、卵巣癌における癌性上皮細
胞は、抗卵巣モノクローナル抗体５Ｃ８によって特異的に検出され得る（茶色、矢印で示
す）。

【図１】 【図２】
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【図５】
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