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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 11月 4日 (2004.11.4)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 （ ３ ） 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 に よ る VEGF産 生 促 進 の 検 討 ： ヒ ト 頭 髪 毛 乳 頭
細 胞 産 生 か ら の VEGF産 生 促 進
　 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 は 、 平 滑 筋 系 細 胞 （ 大 動 脈 平 滑 筋 細 胞 、 気 管 支 ／ 気
管 平 滑 筋 細 胞 、 冠 状 動 脈 平 滑 筋 細 胞 、 肺 動 脈 平 滑 筋 細 胞 、 臍 帯 動 脈 平 滑 筋 細 胞 、 子 宮 平 滑
筋 細 胞 等 ） 、 上 皮 系 細 胞 （ 乳 腺 上 皮 細 胞 、 腎 臓 皮 質 上 皮 細 胞 、 気 管 支 ／ 気 管 上 皮 細 胞 、 前
立 腺 上 皮 細 胞 、 腎 臓 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 、 肺 胞 上 皮 細 胞 、 小 気 道 上 皮 細 胞  等 ） 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 、 肝 細 胞 、 毛 乳 頭 細 胞 等 か ら の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ VEGF-A, VEGF１ ６ ５ , VEGF-B, VEGF-C
, VEGF-D, VEGF-E） 産 生 を 著 し く 促 進 す る 。 こ こ で は 、 ヒ ト 頭 髪 毛 乳 頭 細 胞 （ Ｔ Ｈ Ｐ Ｃ －
０ ０ １ ） ト ー タ ル キ ッ ト （ Ｈ Ｄ Ｐ Ｃ ト ー タ ル キ ッ ト ： Ｔ Ｈ Ｐ Ｃ Ｋ － ０ ０ １ 、 製 造 元 ： セ ル
ア プ リ ケ イ シ ョ ン ズ イ ン ク  USA、 輸 入 販 売 元 ： 東 洋 紡 績 株 式 会 社 ） を 用 い て 、 常 法 に よ り
ヒ ト 毛 乳 頭 細 胞 を 培 養 し 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 に よ る VEGF産 生 促 進 活 性 を
調 べ た 。 解 凍 し た 細 胞 を 懸 濁 す る た め の Ｐ Ｃ Ｇ Ｍ 培 地 を １ ０ ｍ Ｌ 、 １ ５ ｍ Ｌ 遠 心 チ ュ ー ブ
に 分 注 し 、 氷 し て お く 。 即 ち 、 凍 結 し た ヒ ト 頭 髪 毛 乳 頭 細 胞 （ Ｔ Ｈ Ｐ Ｃ － ０ ０ １ ） の 入
っ た バ イ ア ル 瓶 を ３ ７ ℃ の 恒 温 槽 で 急 速 に 融 解 す る 。 こ の バ イ ア ル 瓶 に に Ｐ Ｃ Ｇ Ｍ 培 地 を
１ ｍ Ｌ 程 度 徐 々 に 滴 下 し Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 希 釈 後 、 全 量 を Ｐ Ｃ Ｇ Ｍ 培 地 が 入 っ た 遠 心 チ ュ ー ブ に
移 し 懸 濁 さ せ る 。 浮 遊 細 胞 を 冷 却 低 遠 心 機 で ４ ℃ 、 １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 遠 心 す る 。 沈
殿 し た 細 胞 を 吸 わ な い よ う に 注 意 し な が ら 上 清 を 吸 引 し 、 １ ｍ Ｌ Ｐ Ｃ Ｇ Ｍ 培 地 に 再 懸 濁 さ
せ る 。 こ の 全 量 を 、 コ ラ ー ゲ ン 液 で コ ー ト し た Ｔ － ７ ５ フ ラ ス コ に 植 え 込 み 、 ５ ％
、 加 湿 下 で ３ ７ ℃ に 保 た れ た イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 入 れ 静 置 培 養 を 行 う 。 １ 日 後 、 培 地 の 交
換 を 行 う 。 以 後 、 １ 日 お き に 培 地 の 交 換 を 行 い 継 代 培 養 を す る 。 尚 、 Ｐ Ｃ Ｇ Ｍ 培 地 成 分 は
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、 １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 有 す る Ｐ Ｃ Ｇ Ｍ 基 礎 培 地 ２ ５ ０ ｍ Ｌ に 牛 下 垂 体 抽 出 液 （ Ｂ Ｐ Ｅ ） １ ０ ０
倍 希 釈 液 を ２ ． ５ ｍ Ｌ 牛 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） １ ０ ０ 倍 希 釈 液 を ２ ． ５ ｍ Ｌ 、 イ ン シ ュ リ
ン ・ ト ラ ン ス フ ェ リ ン ・ ト リ ヨ ー ド サ イ ロ ニ ン 溶 液 （ Ｉ Ｔ Ｔ ） ２ ０ ０ 倍 希 釈 液 を １ ． ２ ５
ｍ Ｌ 、 サ イ ロ プ ロ テ イ ン 溶 液 （ Ｃ ｙ ｐ ） ２ ０ ０ 倍 希 釈 液 を １ ． ２ ５ ｍ Ｌ を 添 加 し た も の を
用 い た 。 尚 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 の 添 加 系 及 び 無 添 加 系 に よ り Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 産
生 促 進 の 検 討 を 行 っ た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ ７ ） 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 に よ る 内 皮 細 胞 増 殖 促 進 の 検 討
　 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 は 、 ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 大 動 脈 由 来 内 皮
細 胞 、 ウ シ 大 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 冠 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ラ ッ ト 冠 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、
ヒ ト 臍 帯 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 臍 帯 静 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 腸 骨 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ
ト 肺 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 肺 静 脈 由 来 内 皮 細 胞 な ど の 大 血 管 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 皮 膚 微
小 血 管 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 肺 微 小 血 管 由 来 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 子 宮 筋 層 微 小 血 管 由 来 内 皮 細 胞
、 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 、 ウ シ 角 膜 内 皮 細 胞 、 肝 類 洞 内 皮 細 胞 等 の 内 皮 細 胞 の 増 殖 活 性 を 示 す
。 更 に 、 ヒ ト 大 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 （ HAEC,Code: C2535,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、 ヒ ト
冠 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 （ HCAEC,Code: C2585,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、 ヒ ト 腸 骨 動 脈 由 来
内 皮 細 胞 （ HIAEC,Code: C2545,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 由 来 内 皮 細
胞 （ HMVEC-d,Code:,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、 ヒ ト 肺 微 小 血 管 由 来 内 皮 細 胞 （ HMVEC-L,
Code: C2527,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、 ヒ ト 肺 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 （ HPAEC,Code: C2530,
Bio Whittaker Co. Ltd.） 、 ヒ ト 臍 帯 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 （ HUAEC,Code: C2520,Bio Whitta
ker Co. Ltd.） 、 ヒ ト 臍 帯 静 脈 由 来 内 皮 細 胞 （ HUVEC,Code:,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、
ヒ ト 子 宮 筋 層 微 小 血 管 由 来 内 皮 細 胞 （ UtMVEC,Code: C2564,Bio Whittaker Co. Ltd.） 、
正 常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 ト ー タ ル キ ッ ト （ 製 造 元 ： セ ル ア プ リ ケ イ シ ョ ン ズ イ ン ク
 USA、 輸 入 販 売 元 ： 東 洋 紡 績 株 式 会 社 ） を 用 い る の が 市 販 さ れ て い て 便 利 で あ る 。 こ こ で
は 、 正 常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 ト ー タ ル キ ッ ト （ 製 造 元 ： セ ル ア プ リ ケ イ シ ョ ン ズ イ
ン ク USA、 輸 入 販 売 元 ： 東 洋 紡 績 株 式 会 社 ） を 用 い て 、 常 法 に よ り 正 常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管
内 皮 細 胞 を 培 養 し 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 の 増 殖 活 性 を 調 べ た 。 凍 結 正 常 ヒ
ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 入 り の ア ン プ ル を 、 ３ ７ ℃ の 恒 温 槽 に 一 分 間 浸 し 細 胞 を 素 早 く 解
凍 す る 。 ア ン プ ル の 細 胞 浮 遊 液 ５ ０ ０ μ Ｌ を イ ク ス ト ラ セ ル ラ ー マ ト リ ッ ク ス プ ロ テ イ ン
コ ー ト フ ラ ス コ （ ７ ． ５ ｍ Ｌ の Ｃ Ａ Ｄ Ｍ Ｅ Ｃ  Ｇ ｒ ｏ ｗ ｔ ｈ  Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ を 入 れ て あ っ た
も の ） に 入 れ 、 細 胞 が 均 一 分 散 す る よ う に 揺 ら す 。 こ の フ ラ ス コ を イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ ３
７ ℃ ， ５ ％ 、 加 湿 条 件 下 ） 中 で 、 ガ ス 交 換 が で き る よ う に フ ラ ス コ の キ ャ ッ プ を 緩
め 静 置 培 養 す る 。 ８ 時 間 又 は 一 晩 培 養 後 に 、 培 地 中 の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ の 影 響 を な く す 為 に 培 地 交
換 を す る 。 尚 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 添 加 系 及 び 無 添 加 系 に よ り 内 皮 細 胞 増
殖 促 進 の 検 討 を 行 っ た 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 （ ８ ） 正 常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 増 殖 促 進 作 用 の 測 定 方 法
　 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 を 最 大 ９ ５ ％ 濃 度 ま で 、 正 常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内
皮 細 胞 の 培 養 培 地 で あ る Ｃ Ａ Ｄ Ｍ Ｅ Ｃ  Ｇ ｒ ｏ ｗ ｔ ｈ  Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ に 添 加 し 、 発 明 の 実 施
の 形 態 の に 示 し た 通 り に 正 常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 を 培 養 し 、 ４ ８ 時 間 後 の 正
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常 ヒ ト 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 増 殖 促 進 作 用 を Ｍ Ｔ Ｔ 法 に よ り 分 析 し た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ １ １ ） 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 の ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 に 対 す る 管 腔 形
成 促 進 作 用 の 測 定 方 法 ：  コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 間 サ ン ド イ ッ チ 培 養 法 （ Atherosclerosis, 92, 
141,1992又 は 、 Virchows Arch. B Cell Pathol., 60, 245, 1991)
　 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 を 以 下 の 管 腔 形 成 実 験 系 の 細 胞 に 無 菌 的 に 投 与 し 管
腔 形 成 を 観 察 し た 。 ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 は 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 添 加 の イ ー グ ル ズ 最 小 培 地
（ Ｍ Ｅ Ｍ ： Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ  Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ ， Ｎ Ｙ ） 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ の 条 件 下
で イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 培 養 さ れ た 。 こ の 実 験 で 用 い た 細 胞 は 、 継 代 ６ ～ １ ０ 回 培 養 さ れ た
も の を 用 い た 。 管 腔 形 成 実 験 は 、 直 径 ２ ２ ｍ ｍ の １ ２ ウ ェ ル プ レ ー ト を 用 い 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ
Ｓ 含 有 Ｍ Ｅ Ｍ 中 に ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 密 度 が １ × 細 胞 ／ １ ． ５ ｍ Ｌ が 、 Ｖ ｉ ｔ
ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ １ ０ ０ （ Ｃ ｏ ｌ ｌ ａ ｇ ｅ ｎ  Ｃ Ｏ ． ,Ｃ Ａ ） が ８ 、 ０ ． １ Ｎ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ が １ ， ×
１ ０ Ｍ Ｅ Ｍ （ ｐ Ｈ  ７ ． ４ ） が １ の 体 積 比 の 混 合 物 か ら な る ０ ． ７ ５ ｍ Ｌ の コ ラ ー ゲ ン ゲ
ル の 入 っ た ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 さ れ 、 ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 こ の 培 地 は 、 吸
引 さ れ 、 ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 上 を ０ ． ５ ｍ Ｌ の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル に よ り 積 層 し 、 そ こ に
２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 添 加 及 び 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 を 加 え た Ｍ Ｅ Ｍ １ ． ５ ｍ を 加
え イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 ３ 日 に 一 度 培 地 を 交 換 し 培 養 さ れ た 。 こ れ に よ り 、 分 子 量 ５ ７ キ
ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 の 管 腔 形 成 の 影 響 を 観 た 。 尚 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 分
子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 を 加 え な い 系 を 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て イ ン ス
リ ン １ ０ ０ μ Ｕ ／ ｍ Ｌ を 加 え た 。 形 態 学 的 変 化 は 、 位 相 差 光 学 顕 微 鏡 （ Ｏ ｌ ｙ ｍ ｐ ｕ ｓ  
ｐ ｈ ａ ｓ ｅ  ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ａ ｓ ｔ  Ｉ Ｍ Ｔ ２ ） に よ り 観 察 し 、 顕 微 鏡 写 真 を ３ ３ 倍 で 撮 っ た 。
各 培 養 容 器 か ら 無 差 別 に ５ 箇 所 選 択 し 、 管 状 構 造 は １ ０ 個 の 写 真 か ら ト レ ー ス し て 、 管 の
長 さ が 組 織 分 析 シ ス テ ム （ Ｔ Ａ Ｓ  ｐ ｌ ｕ ｓ 、 Ｅ ｒ ｎ ｓ ｔ  Ｌ ｅ ｉ ｔ ｚ  Ｗ ｅ ｔ ｚ ｌ ａ ｒ  Ｇ
ｍ ｂ Ｈ 、 Ｆ ． Ｒ ． Ｇ ． ） に よ り 決 定 さ れ た 。 管 の 長 さ は 、 次 式 に 示 さ せ る 。
特 異 的 長 さ （ ） ＝ 合 計 管 の 長 さ （ ｍ ｍ ） ／ 合 計 面 積 （ ）
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ３ ～ １ ６ ＞
　 ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 に 対 す る 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 の 管 腔 形 成 の 影 響
　 実 施 の 形 態 の の ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 に 対 す る 管 腔 形 成 促 進 作 用 の 測 定 方 法
に 従 っ て 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 を 各 濃 度 １ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 １
０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 添 加 し 、 ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 に 対 す る 管 腔 形 成 促 進
作 用 を 求 め た 。 （ 尚 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白
質 を 加 え な い 系 を 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て イ ン ス リ ン １ ０ ０ μ Ｕ ／ ｍ Ｌ を 加 え た
。 ） 結 果 を 表 ４ に 示 す 。 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 は 、 ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞
に 対 し て 著 し い 管 腔 形 成 促 進 作 用 を 示 し た 。 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 蛋 白 質 の １ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ Ｌ 添 加 系 が 最 も ウ シ 頸 動 脈 由 来 内 皮 細 胞 に 対 し て 管 腔 形 成 を 促 進 し た 。 （ 尚 、 表 ４
の 結 果 は 、 ３ 回 の 実 験 結 果 の 平 均 値 と S.E.M.を 示 す ）
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