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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　筋線維芽細胞を取得する方法であって、
　線維芽細胞を必須として含有し、かつ、筋線維芽細胞を含有する、細胞腫である細胞試
料を、ＭＥＧＭ培地及びＭＣＤＢ１７０培地から選択される乳腺上皮細胞用培地である無
血清培地中で培養する段階を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　上記無血清培地が、さらに、インスリン、ヒドロコルチゾン、ＥＧＦ、ウシ下垂体抽出
物および抗生物質から選択される、少なくとも１つの補充物を含有する、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　生物組織である生物学的試料から細胞懸濁液を取得し、そして、
　線維芽細胞の成長にとって有利に作用する培地において得られる細胞に対して初期培養
を実施する段階を含む、請求項１から２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４】
　生物組織である生物学的試料から細胞懸濁液を取得し、そして、
　細胞の亜集団を精製して、線維芽細胞を必須として含有する上記細胞試料を得る段階を
含む、請求項１から２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　請求項１から４のいずれか１項に記載の方法によって得られる筋線維芽細胞の細胞培養
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物であって、含有する細胞のうち少なくとも８０％が筋線維芽細胞であることを特徴とす
る、細胞培養物。
【請求項６】
　血清を含有しない、請求項５に記載の細胞培養物。
【請求項７】
　含有する細胞のうち少なくとも９５％が筋線維芽細胞である、請求項５または６に記載
の細胞培養物。
【請求項８】
　含有する細胞のうち少なくとも８０％が筋線維芽細胞である細胞培養物を得るために、
請求項１から４のいずれか１項に記載の方法を使用する使用方法。
【請求項９】
　上記細胞が無血清培地中に存在する、請求項８に記載の使用方法。
【請求項１０】
　上記細胞培養物に含有される細胞のうち少なくとも９５％が筋線維芽細胞である、請求
項９に記載の使用方法。
【請求項１１】
　線維芽細胞を必須として含有し、かつ、筋線維芽細胞を含有する、細胞腫である細胞試
料から筋線維芽細胞を取得するために、ヒト乳腺上皮細胞を培養するために開発されたＭ
ＥＧＭ培地及びＭＣＤＢ１７０培地から選択される無血清培地を使用する使用方法。
【請求項１２】
　上記無血清培地が、インスリン、ヒドロコルチゾン、ＥＧＦ、ウシ下垂体抽出物および
抗生物質から選択される、少なくとも１つの補充物を含有している、請求項１１に記載の
使用方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、筋線維芽細胞を取得する方法に関する。
【０００２】
　以下の記載において、大括弧“[]”で鋏まれた数字は、本明細書の末尾に記載する先行
技術文献一覧での文献番号を指している。
【０００３】
　筋線維芽細胞とは、ＣＡＦ（ｃａｒｃｉｎｏｍａ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔ）と呼ばれる特定のタイプの線維芽細胞であり、換言すれば、細胞腫に関連す
る線維芽細胞である。ＣＡＦは、組織リモデリングなどのさまざまな生物学的プロセスに
も関与する。
【０００４】
　ＣＡＦは、平滑筋αアクチン（ＳＭＡ；　ｍｕｓｃｌｅ　ａｌｐｈａ－ａｃｔｉｎ）マ
ーカーを発現させる。
【０００５】
　以下の記載において、線維芽細胞という用語は広い意味で用い、線維芽細胞（ここでは
“厳密な意味での”線維芽細胞と呼ぶ）だけを含めるのではなく、活性化された線維芽細
胞、ＣＡＦ、筋線維芽細胞などの線維芽細胞の誘導体をも含める。したがって、腫瘤のプ
ロセスに関与する線維芽細胞を含めることになり、さらに、筋線維芽細胞が関与するその
他の任意の生物学的プロセスに関与する線維芽細胞も含められる。
【０００６】
　特に、腫瘍を酵素消化することによって、線維芽細胞を腫瘍から取得することが知られ
ており、取得後に１つ以上の精製段階を実施することもある（Orimo et al., Cell 2005,
 121: 335-348 [1] or Allinen et al., Cancer Cell 2004, 6:17-32 [2]）。
【０００７】
　従来、線維芽細胞の培養は、血清を含有する培地中で実施され（通常血清の５％～２０
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％）、筋線維芽細胞をさまざまな割合で含有している。
【０００８】
　例えば、５％の血清を含有する培地中のＣＡＦ（Ａｓｔｅｒａｎｄ社）（簡単に視覚で
観察することによってそうであると判定される）が、市販されている。
【０００９】
　学術研究を目的とする研究室では、１０％の血清を含有する培地中でＣＡＦの集団を産
生する。これらの細胞の表現型は、平滑筋αアクチンマーカーを測定することによって決
定される。したがって、これらの集団はさまざまな割合のＣＡＦを含有し、平均すると多
くとも３０％のＣＡＦを含有する。
【００１０】
　また、２０％の血清を含有する培地中のヒトの肝臓の筋線維芽細胞（Ｄｏｍｉｎｉｏｎ
　Ｐｈａｒｍａｋｉｎｅ社）も市販されており、このうちのわずか５０％～６０％だけが
平滑筋αアクチン（ＳＭＡ）マーカーを発現させる。肝臓において、また、膵臓において
も、筋線維芽細胞が誘導される細胞は、培養されるとＳＭＡマーカーの発現をともなう自
発性の活性化を示すという特定の性質を有する星状細胞である（Kinnman et al., Lab In
vest 2001, 81:1709-1716 [3]; Omary et al., JCI 2007, 117:50-59 [4]）。
【００１１】
　しかしながら、胎生期ウシ血清または新生仔ウシ血清などの血清の使用には、以下のよ
うな欠点がある
　・血清の収集に関連する倫理的な問題
　・血清は組成が変化しうる生物的な液体である
　・血清の正確な組成は不明であり、細胞が必要とする条件を精密に規定することは不可
能である
　・血清は、医薬品産業培養中の細胞に対して用いる試験に干渉する可能性がある因子（
増殖因子、拮抗薬など）を含有する
　・血清中で成長することに慣らされている細胞は、培地がなくなると、表現型を変化さ
せる、あるいは、死んでしまう
　要約すると、従来公知であって、かつ、インビトロで研究された、病理学的組織から単
離された線維芽細胞の集団は、
　・異種起源であり、
　・さまざまな割合の筋線維芽細胞を含有し、
　・血清を含有する培地中で成長するが、血清の存在は上述のような欠点がある。
【００１２】
　以上のことを踏まえて、本発明が扱う主な目的は、筋線維芽細胞、特にできるだけ純粋
な筋線維芽細胞の集団の任意の研究をも促進する特性を有する、筋線維芽細胞の集団を得
ることである。
【００１３】
　この目的を達成するために、本発明は、筋線維芽細胞を取得する方法であって、
（ａ）線維芽細胞を必須として含有する細胞試料を準備する段階と、
（ｂ）この細胞試料を無血清培地中で培養する段階と、を含むことを特徴とする方法に関
する。
【００１４】
　線維芽細胞を必須として含有する上記細胞試料とは、該試料が含有する細胞のうち少な
くとも５０％、好ましくは少なくとも７０％が線維芽細胞であることを意味している。何
れの場合であっても、当業者であれば、本発明を実施するためには上記細胞試料が必ず含
有していなければならない線維芽細胞の割合を通例の実験によってどのように評価すれば
よいかが理解できるであろう。
【００１５】
　本発明には、先行技術に比べてより純粋で、血清を含有しない培地中で成長する筋線維
芽細胞の集団を産生するという効果がある。
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【００１６】
　したがって、本発明に係る方法によって得られる筋線維芽細胞は、例えば、これらの細
胞の生物学を精密に、かつ、再現性よく研究すること、および、潜在的な治療標的を特定
することを可能にする。
【００１７】
　血清が存在しないので、本発明に係る方法によって得られる筋線維芽細胞は、さらに、
細胞が必要とする条件を研究すること、および、例えば分化を誘起したり、表現型の維持
を可能にしたり、増殖を維持したり、および／または、これらの細胞の早期老化に関与し
たりする因子を明らかにすること、をも可能にする。
【００１８】
　無血清培地中における１または２の継代の終了時に、本発明に係る方法で得られる筋線
維芽細胞の集団は、筋線維芽細胞の９５％を超える量になる。
【００１９】
　上記無血清培地は、好ましくは、上皮細胞用培地である無血清基本培地を含有する。実
際には、このような基本培地から得られる培地によって、非常に良好な筋線維芽細胞の成
長が実現できるようになる。
【００２０】
　この無血清基本培地は、具体的にはヒト乳腺上皮細胞用培地である。あるいは、一例を
あげれば、該無血清基本培地は、気管支上皮細胞、胎盤上皮細胞、または、腎臓上皮細胞
の培養に用いる、公知の無血清培地であってもかまわない。
【００２１】
　この無血清基本培地を、細胞培養において通常使用される１種類以上の補充物で補充物
してもかまわない。補充物の例としては、ホルモン、増殖因子、マイトジェン、抗生物質
などが挙げられる。
【００２２】
　したがって、上記無血清基本培地は、例えば、インスリン、ヒドロコルチゾン、上皮増
殖因子（“ＥＧＦ”：　ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）、ウシ下垂
体抽出物（“ＢＰＥ”：　ｂｏｖｉｎｅ　ｐｉｔｕｉｔａｒｙ　ｅｘｔｒａｃｔ）、およ
び、抗生物質から選択される少なくとも１つの補充物を含有してもかまわない。
【００２３】
　この抗生物質は細胞の良好な成長にとって必須ではないが、存在すれば微生物の混入を
防止することができる。
【００２４】
　上記抗生物質は、例えば、ゲンタマイシンおよびアンホテリシンＢを含有するＧＡ－１
０００、つまりノルモシンであればよい。細胞培養において通例として使用される任意の
抗生物質も、本発明において使用可能である。例としては、ペニシリン、ストレプトマイ
シン、アンピシリン、カナマイシン、タイロシンなどが挙げられる。
【００２５】
　例えば、本発明に係る無血清培地は、ヒト乳腺上皮細胞用培地、例えばＭＥＧＭ（Ｍａ
ｍｍａｒｙ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｍｅｄｉｕｍ）（Ｃａｍｂｒｅｘ社
）という名称で市販されている培地であってもかまわない。
【００２６】
　あるいは、例をあげれば、本発明に係る無血清培地は、気管支上皮細胞、胎盤上皮細胞
、または、腎臓上皮細胞の培養に用いる、公知の無血清培地であってもかまわない。
【００２７】
　ＭＥＧＭの開始時の組成は、培地ＭＣＤＢ１７０の開始時の組成である（Hammond et a
l., PNAS 1984, 81: 5435-5439 [5]）。この培地ＭＣＤＢ１７０、さらにＭＥＧＭは、正
常ヒト乳腺上皮細胞を培養するという特定の目的のために開発され、従来はこの目的で使
用されてきた。
【００２８】
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　本発明において、該培地を使用することは、筋線維芽細胞の培養にとって非常に有利で
ある。
【００２９】
　上記培地は、その正確な組成がＭＥＢＭ培地（Ｍａｍｍａｒｙ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
　Ｂａｓａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ）という名称で知られている基本培地、および５種類の補充
物（インスリン、ヒドロコルチゾン、ＥＧＦ、ウシ下垂体抽出物、および、ＧＡ－１００
０（抗生物質））を含んで成る。
【００３０】
　エタノールアミンおよびホスホエタノールアミンは、ＭＣＤＢ１７０の基本組成および
ＭＥＧＭに含まれる脂質前駆体である。
【００３１】
　本発明において使用可能な無血清基本培地のもう１つの例を、表１に示す。左側の縦列
には、該無血清基本培地の組成物に含まれる生成物をリストアップしている。右側の縦列
には、生成物ごとに、該培地中における生成物のモル濃度を培地１リットル当たりのモル
数で示している。
【００３２】
　この無血清基本培地は、実際には、ＤＭＥＭ培地とＨａｍＦ１２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ社）培地との１：１の比率の混合物を含有する。
【００３３】
　該基本培地は、ＥＧＦ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社）、ヒドロ－コルチゾン（ＳＩＧＭＡ社
）、ＢＰＥ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、ＩＴＳ－Ｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）（イン
スリン、トランスフェリン、および、セレンを含む）、および、抗生物質（例えばノルモ
チン（Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ社））と混合され、本発明において使用可能な無血清培地を形
成する。得られた該培地を、“無血清ＤＭＥＭ／ＨａｍＦ１２培地”と呼ぶ。
【００３４】
　ＤＭＥＭおよびＨａｍＦ１２の組成物は、例えば、R. Ian Freshney, “Culture of An
imal Cells A Manual of Basic Technique", 2005 [6]に記載されている。
【００３５】
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【００３６】
　本発明の一実施形態によれば、段階（ａ）は、例えば生物組織などの生物学的試料から
細胞懸濁液を取得し、そして、線維芽細胞の成長にとって有利に作用する培地、例えば血
清を含む培地において得られる細胞に対して初期培養を実施することを含む。
【００３７】
　本発明の別の一実施形態によれば、段階（ａ）は、例えば生物組織などの生物学的試料
から細胞懸濁液を取得し、そして、細胞の亜集団を精製して、線維芽細胞を必須として含
有する上記細胞試料を得ることを含む。
【００３８】
　上記生物学的試料からの細胞懸濁液の取得は、酵素消化によって、または、例えば機械
的分離もしくはセルストレーナーなどの任意の方法によって、実施可能である。
【００３９】
　酵素消化は、単純かつ効果的であるので好ましい。
【００４０】
　上記生物学的試料は、例えば、生物学的試料が線維芽細胞を必須として含有することを
可能にする任意の起源を有するものであってもよい。
【００４１】
　したがって、上記生物学的試料は、哺乳類の任意の種から得られるものであってもかま
わない。
【００４２】
　具体的には、上記生物学的試料は、腫瘍、好ましくは細胞腫であればよい。あるいは、
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上記生物学的試料は、その他の任意の病理学的組織（例えばリモデリングを受けた任意の
組織）であってもかまわない。
【００４３】
　本発明にとって必須の特徴は、上記生物学的試料が線維芽細胞、特に筋線維芽細胞を含
有することである。
【００４４】
　上記生物学的試料中の筋線維芽細胞の割合は、平滑筋αアクチンについて免疫組織化学
的に標識することによって、組織部を対象として評価する。
【００４５】
　例えば、筋線維芽細胞表現型を有する線維芽細胞が少なくとも３０％、より好ましくは
少なくとも５０％を占める線維芽細胞を含む生物学的試料から開始することが好ましい。
【００４６】
　したがって、培養に用いる出発物質は筋線維芽細胞を含有する任意の哺乳類の組織であ
ればよく、腫瘍（例えば細胞腫）であっても、例えば線維症、肝硬変、瘢痕、または、創
傷の場合に組織リモデリングまたは修復を受けた組織であってもかまわない。上記筋線維
芽細胞は、実際には、これらすべてのプロセスにおいて鍵となる役割を果たす。
【００４７】
　上記線維芽細胞の成長にとって有利に作用する培地は、通常は血清を含有する培地であ
って、例えば、ＲＰＭＩ、ＤＭＥＭ、または、ＨＡＭＦ１２を基にした培地である。
【００４８】
　細胞の亜集団を精製して線維芽細胞を必須として含有する上記細胞試料を得るために、
Allinen et al [2]またはOrimo et al [1]に記載されたプロトコルを、一例として採用す
る。
【００４９】
　本発明では、予め精製せずに、上皮細胞と間質細胞との混合物から開始することができ
る。ただし、血清を含有する培地において初期培養すれば、線維芽細胞中の培養物を豊富
にすることが可能である。
【００５０】
　本発明は、さらに、本発明に係る方法によって得られる筋線維芽細胞の細胞培養物であ
って、細胞培養物が含有する細胞のうち少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９５％
が筋線維芽細胞であることを特徴とする、細胞培養物にも関する。
【００５１】
　本発明に係る上記細胞培養物は、好適には血清を含有しない。
【００５２】
　このような細胞培養物によって、例えば治癒しない創傷または血管新生障害の場合に、
細胞の活性を刺激する効果を研究したり、反対に、例えば特に癌、線維症、または、肝硬
変の場合に、細胞の活性を阻害する効果を研究したりすることが可能になる。
【００５３】
　本発明は、さらに、含有する細胞のうち少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９５
％が筋線維芽細胞である細胞培養物を得るために、本発明に係る方法を使用する使用方法
にも関する。
【００５４】
　この細胞培養物は、好適には無血清培地中に存在する。
【００５５】
　本発明は、さらに、線維芽細胞を必須として含有する細胞試料から筋線維芽細胞を取得
するために、ヒト乳腺上皮細胞を培養するために開発された無血清培地を使用する使用方
法にも関する。
【００５６】
　この無血清培地は、例えばインスリン、ヒドロコルチゾン、ＥＧＦ、ウシ下垂体抽出物
、および、抗生物質から選択される、少なくとも１つの補充物を含有しても構わない。
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【００５７】
　本発明では、上記細胞培養は、ディッシュやフラスコにおいて懸濁液中や基板上で、任
意の適切な手段を用いて実施されればよい。当業者であれば、自身の有する一般的な知識
から、これらの手段を選択することができる。
【００５８】
　したがって、本発明の適用事例としては、筋線維芽細胞のバイオマーカーの特定、治療
標的の特定、抗癌性化合物の特定および検証、医薬品や化粧品用化合物をスクリーニング
するためのインビトロモデル、およびインビトロ毒性学などが挙げられる。
【００５９】
　本発明の他の特性および効果は、図１を参照する下記の詳細な説明から明らかになるで
あろう。なお、下記の詳細な説明は、例示にすぎず、決して制限事項を加えるものではな
い。また、図１は、本発明にしたがって得られる筋線維芽細胞が生成するＶＥＧＦの量を
、培地１ミリリットル当たりのピコグラムを単位として表わす棒グラフを示している。
【００６０】
　〔本発明に従って筋線維芽細胞を取得する方法の例〕
　開始点は哺乳類から採取した腫瘍、この場合にはイヌから採取した細胞腫である。
【００６１】
　例として、１つの変形は、硬変肝から開始して、この病理過程に関与する筋線維芽細胞
の集団を得ることであろう。
【００６２】
　腫瘍の鏡検を実施すれば、例えば、ホルマリン中で予め固定しておいた組織を免疫組織
化学的に標識することによって、腫瘍中の筋線維芽細胞の割合を評価することができる。
【００６３】
　理想的には、開始点は、筋線維芽細胞を高率で含有する（すなわち、好ましくは線維芽
細胞のうちの少なくとも３０％が筋線維芽細胞である）腫瘍である。
【００６４】
　腫瘍の酵素消化を実施するが、この酵素消化に続いて、細胞の亜集団の精製を行っても
、行わなくても構わない。
【００６５】
　酵素消化は細胞懸濁液を得ることを可能にする他の任意のプロセスに置き換え可能であ
り、酵素消化に続いて以下の１）～３）の３つの異なる手順を実施してもかまわない。
【００６６】
　１）まず、腫瘍の鏡検を実施する際に、検査結果を待つあいだ組織を４℃で維持してお
く。欠点は、組織が劣化する可能性があることである。
【００６７】
　２）細胞の亜集団の精製とともに、または、精製は行わずに、組織の酵素消化を実施す
る。次に、鏡検の結果を待つあいだ細胞を凍結させておく。
【００６８】
　３）組織の酵素消化を実施し、同じ日に培養を開始する。
【００６９】
　酵素消化後は、細胞の亜集団の精製を実施しなくても構わない。この場合、培養は、線
維芽細胞の成長にとって有利に作用するように、培地中において開始する。第１継代では
、細胞を無血清ＭＥＧＭ培地に移し変える。
【００７０】
　あるいは、酵素消化後に、細胞の亜集団の精製を実施しても構わない。この場合、この
精製後に、線維芽細胞および誘導体を含有する画分を、無血清ＭＥＧＭ培地中で直接成長
させる。
【００７１】
　継代ごとに、免疫細胞化学法を用いて、ＳＭＡマーカーに対してプラスを示す細胞の割
合を決定してもよい。
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【００７２】
　上記ＭＥＧＭ培地は、正常ヒト乳腺上皮細胞を培養するという特定の目的のために開発
されたものである。
【００７３】
　各継代または２継代ごとの終了時に、９５％を超えかつ１００％以下がＳＭＡマーカー
に対してプラスの筋線維芽細胞の培養物が得られる。
【００７４】
　このようにして得られた細胞は、特に、培養物中で自己の表現型を維持し、約４継代に
わたって活発に成長するという効果を有する。第５継代になって初めて、細胞死または老
化の徴候が現れる。
【００７５】
　ＭＥＧＭ培地を上述の無血清ＤＭＥＭ／ＨａｍＦ１２培地に置き換える以外は、上記の
例と同一の手順を実施すると、ＭＥＧＭ培地を用いて得られた結果と同様の結果が得られ
る。具体的には、各継代または２継代ごとの終了時に、９５％を超えかつ１００％以下が
ＳＭＡマーカーに対してプラスの筋線維芽細胞の培養物が得られる。ただし、この無血清
ＤＭＥＭ／ＨａｍＦ１２培地を用いた場合には、細胞は第４継代以降の成長が芳しくない
。
【００７６】
　〔本発明にしたがって筋線維芽細胞を取得する方法の実施形態で遂行する実験プロトコ
ルの例〕
　開始点は、例えば適切な輸送培地中に保存した乳房腫瘍である。
【００７７】
　試料を、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ：ｓａｌｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅ
ｒ）で洗浄する。
【００７８】
　組織の小片を、コラゲナーゼとヒアルロニダーゼとがＤＭＥＭ培地中に存在する酵素カ
クテルを含有する培養皿に移し変える。
【００７９】
　この組織を、２本の小刀で切って小さな断片にして、ピペットを用いて十分に混ぜる。
【００８０】
　得られた断片を３７℃のインキュベーターに少なくとも２時間入れる。
【００８１】
　組織と酵素カクテルとの混合物にＤＭＥＭを添加し、これを十分に混ぜる。
【００８２】
　この組織と酵素カクテルおよびＤＭＥＭの混合物を、４０μｍのナイロンフィルタを通
して濾過する。
【００８３】
　上記混合物を遠心分離機にかけて、細胞ペレットを得る。
【００８４】
　得られた細胞をＰＢＳで洗浄し、再度遠心分離機にかける。
【００８５】
　必要であれば、赤血球溶解液を用いて赤血球を除去し、細胞をＰＢＳで洗浄し、再度遠
心分離機にかけて、細胞ペレットを得る。
【００８６】
　細胞をペレットから採取して、小量のＰＢＳ中へ移す。
【００８７】
　この段階で、細胞の生存率を、例えばトリパンブルーで染色することによって評価して
もよい。また、細胞をカウントしても構わない。
【００８８】
　次に、上記細胞の培養を、通常の培養フラスコ中で、血清を含有する培地（ＲＰＭＩ培
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地と１０％の熱失活したウシ胎仔血清（ＦＢＳ））中に１ミリリットル当たり１０５個の
細胞を入れて開始する。
【００８９】
　次の日に、浮遊細胞を取り除くために、培地を取り替える。
【００９０】
　細胞が８０％のコンフルエンスに達した際に、無血清培地への移し変えを、第１継代か
ら行ってもかまわない。
【００９１】
　ＭＥＧＭ培地に通常含まれる抗生物質は、抗生物質であるゲンタマイシンおよびアンホ
テリシンＢを含有するＧＡ－１０００である。これらの抗生物質を、特にノルモシン（Ｉ
ｎｖｉｖｏｇｅｎ社）に換えてもかまわない。
【００９２】
　そして、無血清培地を約３日～４日ごとに交換する。
【００９３】
　上述のように、本発明によって、血清を含有しない培地中で成長する筋線維芽細胞を高
率（最大で９５％を超える）で含む細胞集団が、得られるようになる。
【００９４】
　このようにして得られる細胞は、特に、培養物中で自己の表現型を維持し、約４継代に
わたって活発に成長するという効果を有する。
【００９５】
　さらに、これらの細胞は、主要な血管新生促進性分子である血管内皮細胞増殖因子（“
ＶＥＧＦ”：　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏ
ｒ）を大量に生成する。
【００９６】
　図１は、本発明に従って得られる筋線維芽細胞によってＶＥＧＦが大量に生成されるこ
とを示している。
【００９７】
　図１は、第５継代の、ＭＥＧＭ培地における、１日目（図面右寄りの「筋線維芽細胞」
と記した左側のバー）および２日目（図面右寄りの「筋線維芽細胞」と記した右側のバー
）の、筋線維芽細胞の上清中のイヌＶＥＧＦの濃度を示している。図面左寄りの「コント
ロール」と記した箇所はコントロール（対照）として、培地だけで測定を実施した結果で
ある。
【００９８】
　上記測定は、イヌＶＥＧＦ　ＥＬＩＳＡキット（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社）を用いて
実施した。
【００９９】
　この図面から、まず、筋線維芽細胞が、主要な血管新生促進性分子であるＶＥＧＦの実
質的な供給源であることが確認できる。腫瘍は、実際には、自己を確立してあるサイズを
越えて成長するためには、血管を補充する必要がある。この目的を達成するために、基質
の細胞が腫瘍によって転用されていることが分かる。さらに、新しい血管の補充は、組織
の修復において鍵となる段階である。
【０１００】
　図１は、さらに、本発明によって得られる細胞によって、抗血管新生活性を有する医薬
品の化合物をスクリーニングすることが可能であることをも示している。
【０１０１】
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【図面の簡単な説明】
【０１０２】
【図１】本発明に基づいて取得された筋線維芽細胞によって生成されたＶＥＧＦの量を示
す図である。

【図１】
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