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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　間葉細胞から分化させた細胞集合体を含むインビトロ線維症モデルであって、
　前記細胞集合体は、前記間葉細胞を、培養容器表面に固定された前記間葉細胞に接着活
性を有する成長因子との相互作用によって疎水性を帯びる培養容器に接着させることによ
り、分化させたものであり、
　前記間葉細胞は、前記間葉細胞が前記細胞集合体に分化した後に、追加して３日ないし
１０日培養されており、さらに前記細胞集合体は、線維症の病理学的特徴を示す、インビ
トロ線維症モデル。
【請求項２】
　前記間葉細胞は、脂肪幹細胞、間葉系幹細胞、骨髄幹細胞及び線維芽細胞からなる群か
ら選択されたいずれか一つであることを特徴とする請求項１に記載のモデル。
【請求項３】
前記細胞集合体は、球形であり、直径が３００ないし２，０００μｍであることを特徴と
する請求項１に記載のモデル。
【請求項４】
　前記線維症の病理学的特徴は、前記細胞集合体、または前記細胞集合体内の細胞におい
て、
　過度な結合組織の形成と、
　コラーゲン沈着と、
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　ＴＧＦ（transforming growth factor）－ベータ、Ｓｍａｄ、ラミニン及びＳＭＡ（sm
ooth muscle actin）からなる群から選択されたいずれか１以上の線維症関連分子の発現
、分泌、または合成の増加と、
　細胞の死滅増大と、からなる群から選択されたいずれか一つ、またはそれらの組み合わ
せであることを特徴とする請求項１に記載のモデル。
【請求項５】
　前記線維症は、特発性肺線維症（ＩＰＦ）、肺線維症、間質性肺疾患、非特異的間質性
肺炎（ＮＳＩＰ）、通常性間質性肺炎（ＵＩＰ）、心内膜心筋線維症、縦隔線維症、骨髄
線維症、後腹膜線維症、腎原性全身線維症、クーロン病、陳旧性心筋梗塞症、皮膚硬化症
、神経線維腫症、ヘルマンスキー・パドラック症侯群、糖尿腎臓病症、腎臓線維症、肥大
心筋病症（ＨＣＭ）、高血圧関連腎臓病症、腎臓細尿管間質性線維症、糸球体硬化症（Ｆ
ＳＧＳ）、放射線誘導線維症、子宮筋腫、アルコール性肝疾患、肝脂肪症、肝線維症、肝
硬変症、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染、慢性器官移植拒否、皮膚の纎維性疾患、ケロ
イド瘢痕、デュプイトラン拘縮、エーラス・ダンロス症侯群、異栄養性表皮水疱症、口腔
粘膜下線維症及び纎維増殖障害からなる群から選択されたいずれか一つであることを特徴
とする請求項１に記載のモデル。
【請求項６】
　間葉細胞を、培養容器表面に固定された間葉細胞に接着活性を有する成長因子との相互
作用によって疎水性を帯びる培養容器に接着させて培養し、細胞集合体を形成する段階と
、
　前記形成された細胞集合体を、３日ないし１０日追加して培養し、前記細胞集合体にお
いて、線維症の病理学的特徴を形成する段階と、を含むインビトロ線維症モデルを製造す
る方法。
【請求項７】
　前記細胞集合体を形成する段階は、前記接着された間葉細胞の密度が上昇するにつれ、
間葉細胞が培養容器から脱着されて細胞集合体を形成することを特徴とする請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記培養容器の表面は、シラン化された表面、炭化水素コーティングされた表面、高分
子表面、及び金属表面で構成された郡から選択される疎水性表面であることを特徴とする
請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記成長因子は、ポリペプチドリンカを利用して、ポリペプチドリンカのカルボキシル
末端に、成長因子のアミノ末端が融合されているポリペプチドリンカ・成長因子組み換え
タンパク質形態で、培養容器表面に固定されることを特徴とする請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドリンカは、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、ヒドロフォビン及
び疎水性細胞透過性ペプチド（ＣＰＰｓ）で構成された群から選択されることを特徴とす
る請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　請求項１のインビトロ線維症モデルに被検物質を処理する段階と、
　前記インビトロ線維症モデルの細胞集合体、または前記細胞集合体内の細胞において、
無処理対照群と比較し、線維症の病理学的特徴の改善または治療を示す被検物質を、線維
症治療のための候補物質として選別する段階と、を含む線維症治療剤をスクリーニングす
る方法。
【請求項１２】
　前記線維症の病理学的特徴は、前記細胞集合体、または前記細胞集合体内の細胞におい
て、
　過度な結合組織の形成と、
　コラーゲン沈着と、



(3) JP 6902788 B2 2021.7.14

10

20

30

40

50

　ＴＧＦ（transforming growth factor）－ベータ、Ｓｍａｄ、ラミニン及びＳＭＡ（sm
ooth muscle actin）からなる群から選択されたいずれか１以上の線維症関連分子の発現
、分泌、または合成の増加と、
　細胞の死滅増大と、からなる群から選択されたいずれか一つ、またはそれらの組み合わ
せであることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インビトロ線維症モデル、その製造方法及び該用途に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、全世界の５００万人以上の人が線維症で苦しんでいるし、毎年１０万人の新たな
患者が線維症と診断されており、毎年４万人の患者が線維症で死亡している。
【０００３】
　線維症は、器官の機能障害及び死滅を起こす過度な結合組織の発達と特徴づけられる。
線維症は、一般的に多様な器官、例えば、腎臓、肝臓、肺、心臓、皮膚または骨髄に影響
を与える。それらのうち、腎臓細尿管間質性線維症、または糸球体硬化症を含む腎臓線維
症は治療し難く、非可逆的であると知られている。
【０００４】
　一方、線維症に対する実験動物モデルとして、マウスにブレオマイシンを投与したり、
形質転換を介して、肺線維症などの動物モデルを製造したりする方法が知られているが、
インビトロ（in vitro）システムにおいて、纎維性組織を研究して治療剤を開発するため
のモデルについては、知られているところがない。従って、線維症治療剤を開発するため
に、生体内環境を良好に模写し、線維症の病理学的特性を示すインビトロ線維症モデルの
開発が要求されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　一様相は、間葉細胞から分化された細胞集合体（cell cluster）を含み、前記細胞集合
体は、線維症の病理学的特徴を示すインビトロ線維症モデルを提供するものである。
【０００６】
　他の様相は、間葉細胞を、表面が疎水性を帯びる培養容器に接着させて培養し、細胞集
合体を形成する段階と、前記形成された細胞集合体を少なくとも１２時間以上追加して培
養し、前記細胞集合体において、線維症の病理学的特徴を形成する段階と、を含むインビ
トロ線維症モデルを製造する方法を提供するものである。
【０００７】
　さらに他の様相は、前記インビトロ線維症モデルに被検物質を処理する段階と、前記イ
ンビトロ線維症モデルの細胞集合体、または前記細胞集合体内の細胞において、無処理対
照群と比較し、線維症の病理学的特徴の改善または治療を示す被検物質を、線維症治療の
ための候補物質として選別する段階と、を含む線維症治療剤をスクリーニングする方法を
提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　前記課題を解決するために、本発明は、間葉細胞から分化された細胞集合体を含み、前
記細胞集合体は、線維症の病理学的特徴を示すインビトロ線維症モデルを提供する。
【発明の効果】
【０００９】
　一様相によるインビトロ線維症モデル及びその製造方法によれば、三次元細胞集合体で
あり、生体内環境を良好に模写することができ、線維症の表現型、すなわち、線維症で示
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される病理学的特性を示すので、線維症の研究または治療剤スクリーニング方法に有用に
使用されるという効果がある。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１Ａ】一具体例による三次元細胞集合体の走査電子顕微鏡イメージを示した写真であ
る。
【図１Ｂ】一具体例による三次元細胞集合体のＨ＆Ｅ染色結果を示した写真である。
【図２】一具体例による三次元細胞集合体の低酸素状態を、免疫蛍光染色で確認した結果
を示した図面である。
【図３】一具体例による三次元細胞集合体のＴＧＦ－ベータ発現を示した図面である。
【図４】一具体例による三次元細胞集合体の線維症関連因子の発現を示した図面である。
【図５Ａ】一具体例による三次元細胞集合体のコラーゲン沈着を、免疫蛍光染色及びヒド
ロキシプロリン含量分析で確認した結果を示した図面である。
【図５Ｂ】一具体例による三次元細胞集合体のコラーゲン沈着を、免疫蛍光染色及びヒド
ロキシプロリン含量分析で確認した結果を示したグラフである。
【図６】一具体例による三次元細胞集合体の第１型コラーゲン（collagen type Ｉ）沈着
を、免疫蛍光染色で確認した結果を示した図面である。
【図７】一具体例による三次元細胞集合体の第１型コラーゲン沈着を、免疫化学的染色で
確認した結果を示した図面である。
【図８】一具体例による三次元細胞集合体を、透過電子顕微鏡で観察したイメージを示し
た図面である。
【図９Ａ】一具体例による三次元細胞集合体の細胞生存率及び細胞死滅を分析した結果を
示した図面である。
【図９Ｂ】一具体例による三次元細胞集合体の細胞生存率及び細胞死滅を分析した結果を
示した図面である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　一様相は、間葉細胞から分化された細胞集合体を含み、前記細胞集合体は、線維症の病
理学的特徴を示すインビトロ（in vitro）線維症モデルを提供する。
【００１２】
　本明細書において用語「間葉細胞（mesenchymal cells）」は、自家増殖が可能であり
、多様な系統（lineages）に分化することができる多能性幹細胞であり、中胚葉と内胚葉
との間を占める疎性組織、結合組織、真皮、皮下組織、骨、軟骨、骨髄、骨格筋、平滑筋
、心筋、血液細胞、リンパ節、リンパ管、血管、脾臓、胃などに分化することができる中
胚葉性の未分化細胞を意味する。前記間葉細胞は、対象体、例えば、ヒトなどを含む哺乳
類から分離されたものでもあり、脂肪幹細胞、間葉系幹細胞、間葉基質細胞、骨髄幹細胞
または線維芽細胞を含んでもよい。前記細胞で言及された用語「分離された」は、自然に
発生する細胞内の環境とは異なる環境に存在する細胞を意味する。例えば、該細胞は、自
然に多細胞器官で発生し、前記細胞が多細胞器官から除去されたならば、該細胞は、「分
離された」のである。
【００１３】
　用語「細胞集合体（cell cluster）」または「三次元細胞集合体」（「細胞組織体」と
互換的に使用される）は、２以上の細胞が密集した状態をいい、組織状態でもあり、単一
細胞状態でもある。それぞれの細胞集合体は、組織自体またはその一部、または単一細胞
の集合体としても存在し、間葉細胞から分化された細胞類似組織体を含んでもよい。また
、用語「三次元（three-dimension）」は、二次元ではない幾何学的な３個のパラメータ
（例えば、深さ、幅、高くまたはＸ，Ｙ，Ｚ軸）モデルを有する立体を意味し、従って、
一具体例による間葉細胞から分化された細胞集合体は、三次元培養、すなわち、培養容器
で脱着され、浮遊状態で培養され、細胞が増殖するにつれ、立体的に球形、シート（shee
t）、またはそれと類似した三次元形態（例えば、類似組織体）を有する細胞集合体を意
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味する。前記細胞集合体は、直径が３００μｍ以上、例えば、３００ないし２，０００μ
ｍ、４００ないし１，５００μｍ、４００ないし１，０００μｍでもある。また、前記細
胞集合体は、間葉細胞から分化された血管細胞を含み、例えば、血管細胞を、２×１０4

ないし１×１０5細胞／ｃｍ2含むものでもある。
【００１４】
　前記間葉細胞から細胞集合体への分化は、前記間葉細胞を、表面が疎水性を帯びる培養
容器に接着させて培養することにより、分化させることができる。詳細には、前記間葉細
胞、を表面が疎水性を帯びる培養容器に接着させて培養すれば、前記接着された間葉細胞
の密度が上昇するにつれ、間葉細胞が培養容器から脱着され、細胞集合体を形成するよう
になる。また、前記培養は、間葉細胞から細胞集合体に分化された後、追加して少なくと
も１２時間以上、または少なくとも１日以上、例えば、１２時間ないし１５日、１日ない
し１５日、３日ないし１０日、３日ないし７日、または５日ないし７日さらに培養された
ものでもある。前記培養して細胞集合体を形成する方法の詳細な説明は、後述する。
【００１５】
　前記線維症の病理学的な特徴は、線維症特異的であるか非特異的である症状；線維症特
異的であるか非特異的である組織学的な形態特性、分子生物学的特性または病理学的特性
を含んでもよい。例えば、線維症の病理学的な特徴は、線維症がない細胞または組織に比
べ、過度な結合組織の形成；コラーゲン沈着；線維症関連分子の発現、分泌または合成の
増加；及び細胞の死滅増大からなる群から選択されたいずれか一つ、またはそれらの組み
合わせを含んでもよい。前記線維症関連分子は、線維症特異的であるか非特異的であるマ
ーカー遺伝子またはタンパク質を含んでもよく、例えば、ＴＧＦ（transforming growth 
factor）－ベータ、Ｓｍａｄ、ラミニン及びＳＭＡ（smooth muscle actin）からなる群
から選択されたいずれか１以上のものでもある。前記ＴＧＦ－ベータは、ＴＧＦ－β１，
２または３を含み、前記Ｓｍａｄは、Ｓｍａｄ１ないし８、Ｒ－Ｓｍａｄ、Ｃｏ－Ｓｍａ
ｄまたはＩ－Ｓｍａｄを含んでもよい。前記ＳＭＡは、筋線維芽細胞のマーカーであり、
線維症において、コラーゲン沈着は、筋線維芽細胞に起因したものでもある。従って、一
具体例による前記細胞集合体、または前記細胞集合体内の細胞は、前述のような線維症の
病理学的な特徴を示すことができる。
【００１６】
　本明細書において用語「線維症（fibrosis）」は、器官や組織に、過度な纎維性結合組
織が形成されることを意味する。前記線維症は、特発性肺線維症（ＩＰＦ）、肺線維症、
間質性肺疾患、非特異的間質性肺炎（ＮＳＩＰ）、通常性間質性肺炎（ＵＩＰ）、心内膜
心筋線維症、縦隔線維症、骨髄線維症、後腹膜線維症、進行性腫塊性線維症、腎原性全身
線維症、クーロン病、陳旧性心筋梗塞症、皮膚硬化症／全身硬化症、神経線維腫症、ヘル
マンスキー・パドラック症侯群、糖尿腎臓病症、腎臓線維症、肥大心筋病症（ＨＣＭ）、
高血圧関連腎臓病症、腎臓細尿管間質性線維症、糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）、放射線誘導
線維症、子宮筋腫（fibroids）、アルコール性肝疾患、肝脂肪症、肝線維症、肝硬変症、
Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染、慢性器官移植拒否、皮膚の纎維性疾患、ケロイド瘢痕
、 デュプイトラン拘縮、エーラス・ダンロス症侯群、異栄養性表皮水泡症、口腔粘膜下
線維症及び纎維増殖障害からなる群から選択されたいずれか一つを含んでもよい。
【００１７】
　一具体例による、間葉細胞から分化された細胞集合体は、三次元的に培養されたもので
あるために、生体内環境を良好に模写することができ、線維症の表現型、すなわち、線維
症で示される病理学的特性を示すので、インビトロ線維症モデルに有用に使用される。本
明細書において用語「線維症モデル（fibrosis model）」は、線維症を有する器官、組織
または細胞の構造や形状を模式化したものを意味し、線維症を有する器官間、組織間また
は細胞間の相互作用、構造や形態との関連性を明らかにするために考慮された線維症模型
を意味する。従って、該線維症モデルは、線維症特異的であるか非特異的である表現型を
示すか、あるいは線維症特異的であるか非特異的であるマーカー遺伝子またはタンパク質
の発現を示すことができる。
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【００１８】
　他の様相は、間葉細胞を、表面が疎水性を帯びる培養容器に接着させて培養し、細胞集
合体を形成する段階と、前記形成された細胞集合体を、少なくとも１２時間以上追加して
培養し、前記細胞集合体において、線維症の病理学的特徴を形成する段階と、を含むイン
ビトロ線維症モデルを製造する方法を提供する。
【００１９】
　前記間葉細胞、細胞集合体及び線維症については、前述の通りである。
【００２０】
　前記間葉細胞は、疎水性表面との細胞・基質間相互作用によって、培養容器に接着され
るものでもある。前記間葉細胞（例：脂肪幹細胞）は、例えば、ヒト脂肪組織から分離す
ることができ、ヒト脂肪組織は、成熟した脂肪細胞と、それを取り囲んだ結合組織を含む
ものを意味し、患者自身、または表現型が一致する他人から容易に得ることができる。こ
のとき、体内位置に係わりなく、脂肪を採取するときに使用される全ての方法によって得
られる全ての脂肪組織を使用することができ、例えば、皮下脂肪組織、骨髄脂肪組織、腸
間膜脂肪組織、胃腸脂肪組織または後腹膜脂肪組織を含んでもよい。前述のヒト脂肪組織
から脂肪幹細胞は、公知の方法によって分離される。例えば、国際特許公開ＷＯ２０００
／５３７９５号及び同ＷＯ２００５／０４２７３号に開示されているように、脂肪組織か
ら、脂肪吸入（liposuction）、沈降、コラゲナーゼ（collagenase）などの酵素処理、遠
心分離による赤血球などの浮遊細胞除去などの過程を介して獲得することができる。それ
以外にも、多様な組織から、公知の方法により、間葉細胞、例えば、間葉系幹細胞、間葉
基質細胞、骨髄幹細胞または線維芽細胞を分離することができる。
【００２１】
　前述のところのように分離された間葉細胞は、数回の継代培養にも、継代数（passage 
number）が１６に至るまで優秀な増殖率を示す。従って、ヒト組織から分離された多分化
能間葉細胞は、その後の三次元細胞接合体形成に、１継代培養された細胞をそのまま使用
するか、あるいは６０％稠密度（confluency）で１０継代以上培養された細胞を使用する
ことができる。
【００２２】
　前述のところのように準備された間葉細胞を、表面が疎水性を帯びる培養容器に接種さ
せて培養すれば、培養容器の疎水性表面によって、間葉細胞と培養容器との間に細胞・基
質間相互作用がなされ、物理的吸着によって、間葉細胞が培養容器表面に接着された状態
で増殖する。その後、前記細胞集合体を形成する段階は、前記接着された間葉細胞の密度
が上昇するにつれ、間葉細胞が培養容器から脱着され、細胞集合体を形成するのである。
【００２３】
　本発明に適する、表面が疎水性を帯びる培養容器は、一般的な細胞培養容器に、疎水性
を付与する高分子で表面処理されるか、かような高分子によって製造された細胞培養容器
でもある。かような疎水性高分子としては、ポリスチレン（polystyrene）、ポリメチル
メタクリレート（ＰＭＭＡ）、ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）、ポリ塩化ビニル
（ＰＶＣ）、ポリエチレン（ＰＥ）、ポリプロピレン（ＰＰ）、ポリテトラフルオロエチ
レン（ＰＴＦＥ）、脂肪族ポリエステル系高分子であり、ポリ（Ｌ－乳酸）（ＰＬＬＡ）
、ポリ（Ｄ，Ｌ－乳酸）（ＰＤＬＬＡ）、ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ）、ポリ（カプ
ロラクトン）（ＰＣＬ）、ポリ（ヒドロキシアルカノエート）、ポリジオキサノン（ＰＤ
Ｓ）、ポリトリメチレンカーボネートのうちから選択された１種であるか、あるいはそれ
ら単位の共重合体であるポリ（乳酸－ｃｏ－グリコール酸）（ＰＬＧＡ）、ポリ（Ｌ－乳
酸－ｃｏ－カプロラクトン）（ＰＬＣＬ）、ポリ（グリコール酸－ｃｏ－カプロラクトン
）（ＰＧＣＬ）、またはそれらの誘導体などを例として挙げることができる。また、培養
容器は、疎水性表面であり、シラン化された表面（silanized surface）、炭素ナノチュ
ーブ（ＣＮＴ）表面、炭化水素コーティングされた表面（hydrocarbon coated surface）
、または金属（例えば、ステンレススチール、チタン、金、白金など）表面を有するもの
でもある。
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【００２４】
　また、本発明の他の具体例において、間葉細胞と疎水性培養容器表面との相互作用によ
る物理的吸着より効果的に、間葉細胞を培養容器に接着させるために、間葉細胞に接着活
性を有する成長因子との相互作用によって、培養容器に接着される。例えば、培養容器表
面に、前記成長因子を固定させた後、固定された成長因子と間葉細胞との生化学的相互作
用を利用することができる。
【００２５】
　前記成長因子は、間葉細胞に接着活性を有するものを含んでもよく、その例としては、
血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、表皮成長因子（ＥＧＦ
）、血小板誘導内皮成長因子（ＰＤＧＦ）、肝細胞成長因子（ＨＧＦ）、インシュリン類
似成長因子（ＩＧＦ）またはヘパリン結合ドメイン（ＨＢＤ）などを含んでもよい。前記
成長因子は、５ないし１００μｇ／ｍｌの濃度で培養容器表面に固定される。
【００２６】
　該培養容器表面に対する成長因子の固定化は、ポリペプチドを固体基質表面に固定する
のに利用されるものであり、当該技術分野に公知された方法によって達成されるが、物理
的な吸着、非選択的な化学反応による共有結合などを利用することができる。かような固
定化方法の例としては、タンパク質にビオチン（biotin）を結合させた後、このタンパク
質をストレプタビジン（streptavidin）やアビジン（avidin）で処理された固体表面に適
用させることにより、ビオチン・ストレプタビジン／アビジン結合を利用して、タンパク
質を固定する方法；プラズマを利用して、基板上に活性基（化学結合によって、タンパク
質を固定するための化学的作用基）を集積させ、タンパク質を固定する方法；固体基板表
面に、ゾル・ゲル（sol-gel）法を利用して、比表面積が十分に増加した多孔性ゾル・ゲ
ル薄膜を形成した後、前記多孔性薄膜に、物理的な吸着によってタンパク質を固定する方
法；プラズマ反応によって、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）表面に、抗血栓性
タンパク質を固定する方法；陽イオン性アミノ残基が、２個の酵素に２個以上連続的に融
合された酵素を結合させ、タンパク質を固定する方法；基質を利用して、固体上支持台に
結合されている疎水性高分子層にタンパク質を固定する方法；プラスチック表面において
緩衝成分を利用して、タンパク質を固定する方法；アルコール溶液で、疎水性表面を有す
る固体表面にタンパク質を接触させ、タンパク質を固定する方法などが知られている。
【００２７】
　一具体例において、組み換え的な大量発現、及び容易な精製が可能なポリペプチドリン
カを使用し、前記ポリペプチドリンカのカルボキシル末端に、成長因子のアミノ末端が融
合されているポリペプチドリンカ・成長因子組み換えタンパク質形態で固定化を行うこと
ができる。
【００２８】
　本発明に適するポリペプチドリンカは、そのカルボキシル末端を介して、成長因子のア
ミノ末端と結合し、そのアミノ末端に存在する疎水性ドメインを介して、疎水性表面を有
する培養容器に吸着することができ、組み換え的な大量発現、及び容易な精製が可能であ
り、間葉細胞の培養に影響を及ぼさないものを含む。かようなポリペプチドリンカとして
は、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ：maltose-binding protein）、ヒドロフォビン
（hydrophobin）または疎水性細胞透過性ペプチド（ｃＰＰｓ：hydrophobic cell penetr
ating peptides、ＣＰＰｓ）などを含んでもよい。
【００２９】
　前述のように、間葉細胞を、表面が疎水性を帯びる培養容器に、細胞・基質間相互作用
によって物理的に接着させて培養するか、あるいは前記培養容器表面に固定された成長因
子との生化学的相互作用によって、成長因子に結合された状態で培養すれば、初期には、
間葉細胞が培養容器表面に接着された状態で増殖する。前記間葉細胞は、１×１０3ない
し１×１０7細胞／ｃｍ2の濃度で播種される。また、前記培養温度は、３５℃ないし３８
．５℃でもあり、細胞集合体を形成するための培養期間は、４時間ないし２日、例えば、
１日でもある。前記培養に適する培地は、間葉細胞の培養及び／または分化に一般的に使
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用される培地であり、血清あるいは無血清を含んだものであるならば、いかなるものでも
制限なしに使用される、例えば、ＤＭＥＭ（Dulbeco's modified eagle medium）、Ｈａ
ｍ’ｓ Ｆ１２、それらの混合物などに血清を添加した培地を使用することができる。
【００３０】
　その後、間葉細胞が培養容器表面に接着された状態で増殖していて、高い細胞密度で、
細胞・細胞間相互作用が細胞・基質間相互作用より強くなれば、間葉細胞が培養容器表面
から脱着され、培養液内に浮遊された状態で増殖しながら、互いに凝集され、肉眼で検出
可能な大きさの浮遊する三次元細胞集合体を形成することができる。
【００３１】
　一具体例において、表面が疎水性を帯び、それに対する細胞接着が相対的に弱く起きる
培養容器として、ポリスチレンで製造された非組織細胞培養用プレート（non-tissue cul
ture plate）に間葉細胞を接種させ、三次元細胞集合体の形成を誘導することができる。
ポリスチレンＮＴＣＰに接種された間葉細胞は、初期に、細胞・基質間相互作用によって
、プレート表面で弱い細胞接着が誘導されて接着された状態で、二次元単層で増殖してい
て、培養時間経過によって細胞の密度が高くなれば、細胞・基質間相互作用より細胞・細
胞間相互作用がさらに強く作用し、二次元単層培養された細胞が培養容器表面から脱着さ
れる。このとき、初期には、間葉細胞が培養容器表面に接着された状態で培養され、初期
から細胞接着が起きず、浮遊された状態で培養されれば、形成される三次元細胞集合体の
大きさが小さく、ほとんどの細胞が死滅する現象を示す。培養容器から脱着された細胞を
、培養液内に浮遊された状態でさらに培養すれば、細胞・細胞間相互作用によって細胞が
互いに凝集されながら、三次元細胞集合体が形成される。かように形成される三次元細胞
集合体は、初期には、細胞が弱く結合されているが、培養時間の経過により、細胞・細胞
間相互作用によって、細胞集合体を形成している細胞間接着力が強化され、稠密な（comp
act）三次元細胞集合体を形成する。
【００３２】
　また、前記形成された細胞集合体を、追加して少なくとも１２時間以上培養すれば、細
胞集合体、または細胞集合体内の細胞において、線維症の病理学的特徴が形成される。前
記追加的な培養時間は、少なくとも１２時間以上または少なくとも１日以上、例えば、１
２時間ないし１５日、１日ないし１５日、３日ないし１０日、３日ないし７日、または５
日ないし７日でもある。前記線維症の病理学的特徴については、前述の通りである。
【００３３】
　前記三次元細胞集合体は、形成された三次元細胞集合体形態で増殖しながら、血管内皮
細胞に分化される。間葉細胞が三次元細胞集合体形態に培養されれば、細胞集合体が形成
されることにより、内部への酸素透過が減少し、それにより、低酸素状態が組成される。
細胞集合体内部に組成された低酸素状態は、血管内皮細胞の分化に影響を及ぼす多様な血
管新生促進因子の生成を誘導し、その結果として、血管内皮細胞への分化がなされる。
【００３４】
　前述のところのように、培養容器表面に間葉細胞を接着させて培養して形成された三次
元細胞集合体は、肉眼で検出可能な大きさ、例えば、３００μｍないし２，０００μｍの
直径を有しており、濾過または遠心分離などの方法によって容易に回収することができる
。かように回収された三次元細胞集合体は、コラゲナーゼ、トリプシンまたはディスパー
ゼ（dispase）を利用した酵素学的処理、圧力を利用した機械的な処理、またはそれらの
併用処理によって、集合体形態を瓦解させ、単一細胞形態で使用するか、あるいは三次元
細胞集合体形態そのままで使用することができる。
【００３５】
　さらに他の様相は、前記インビトロ線維症モデルに被検物質を処理する段階と、前記イ
ンビトロ線維症モデルの細胞集合体、または前記細胞集合体内の細胞において、無処理対
照群と比較し、線維症の病理学的特徴の改善または治療を示す被検物質を、線維症治療の
ための候補物質として選別する段階と、を含む線維症治療剤をスクリーニングする方法を
提供する。
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【００３６】
　前記間葉細胞、細胞集合体及び線維症については、前述の通りである。
【００３７】
　前記スクリーニング方法において、被検物質は、低分子化合物、抗体、アンチセンスヌ
クレオチド、小干渉ＲＮＡ（short interfering ＲＮＡ）、短いヘアピンＲＮＡ（short 
hair pin ＲＮＡ）、核酸、タンパク質、ペプチド、その他抽出物及び天産物から構成さ
れた群から選択されるいずれか一つでもある。
【００３８】
　また、前記スクリーニング方法において、前記線維症の病理学的な特徴は、線維症特異
的であるか非特異的である症状；線維症特異的であるか非特異的である組織学的な形態特
性、分子生物学的特性または病理学的特性を含んでもよい。例えば、線維症の病理学的な
特徴は、線維症がない細胞または組織に比べ、過度な結合組織の形成；コラーゲン沈着；
線維症関連分子の発現、分泌または合成の増加；及び細胞の死滅増大からなる群から選択
されたいずれか一つ、またはそれらの組み合わせを含んでもよい。前記線維症関連分子は
、線維症特異的であるか非特異的であるマーカー遺伝子またはタンパク質を含んでもよく
、例えば、ＴＧＦ（transforming growth factor）－ベータ、Ｓｍａｄ、ラミニン及びＳ
ＭＡ（smooth muscle actin）からなる群から選択されたいずれか１以上のものでもある
。前記ＴＧＦ－ベータは、ＴＧＦ－β１，２または３を含み、前記Ｓｍａｄは、Ｓｍａｄ
１ないし８、Ｒ－Ｓｍａｄ、Ｃｏ－ＳｍａｄまたはＩ－Ｓｍａｄを含んでもよい。前記Ｓ
ＭＡは、筋線維芽細胞のマーカーであり、線維症において、コラーゲン沈着は、筋線維芽
細胞に起因したものでもある。従って、例えば、前記線維症治療のための候補物質を選別
する段階は、被検物質が無処理対照群に比べ、細胞集合体、または細胞集合体内の細胞の
結合組織の形成、コラーゲン沈着、またはコラーゲン纎維質の厚みを低減させる場合、ま
たは細胞の生存率を上昇させる場合、前記被検物質を、線維症治療のための候補物質とし
て選別するものでもある。前記線維症の表現型、すなわち、結合組織の形成いかん、コラ
ーゲン沈着いかん、またはコラーゲン纎維質の厚み測定は、通常の当業者に公知されたＨ
＆Ｅ染色、ＭＴ染色、免疫蛍光染色または免疫組織化学的染色などを使用して確認するこ
とができ、細胞の生存率程度または死滅程度は、ＬＤＨアッセイまたは生存／死滅アッセ
イ（live/dead assay）を使用して確認することができる。また、前記被検物質が、線維
症関連分子、すなわち、線維症特異的であるか非特異的であるマーカー遺伝子またはタン
パク質の発現を増減させる場合、前記被検物質を、線維症治療のための候補物質として選
別するものでもある。例えば、前記被検物質が、ＴＧＦ－ベータ、Ｓｍａｄ、ラミニンま
たはＳＭＡの発現を低減させる場合、前記被検物質は、線維症治療のための候補物質とし
て選別される。前記発現を測定する方法は、逆転写重合酵素連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、
酵素免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）、免疫組織化学、ウエスタンブロット（western blotting
）及び流細胞分析法（ＦＡＣＳ）で構成された群から選択されたいずれか一つを含んでも
よい。
【００３９】
　以下、本発明について、実施例によってさらに詳細に説明する。しかし、それら実施例
は、本発明について例示的に説明するためのものであり、本発明の範囲は、それら実施例
によって制限されるものではない。
【実施例】
【００４０】
　実施例：インビトロ線維症モデル製造、及びその線維症モデリング特性分析
　（１）インビトロ線維症モデル製造
　（１．１）ヒト脂肪幹細胞（ｈＡＳＣ：human adipose stem cell）の分離
　カトリック大学整形外科研究室から分譲された健常人の皮下脂肪組織を、１％ペニシリ
ン／ストレプトマイシン（ＰＳ）を含むＰＢＳで３回洗浄し、汚染した血液を除去した後
、手術用はさみで細かく切った（chopping）。該脂肪組織を、１％ ＢＳＡ（ｗ／ｖ）、
０．３％コラゲナーゼタイプ１、及び１％ ＰＳを含む組織溶解液（ＤＭＥＭ／Ｆ－１２
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、ウェルジン）に浸し、１時間３７℃で撹拌した（orbital shaking）。その後、上澄み
液は捨て、細胞懸濁液を２５０μｍ Nitexフィルタ（Sefar America Ｉｎｃ．）で濾過し
、組織破片（debris）を除去し、１，０００ｒｐｍで５分間遠心分離した。遠心分離によ
って収集された細胞を、１０％ ＢＳＡを含むＤＭＥＭ／Ｆ－１２に再懸濁した。分離さ
れた一次細胞を、５％ ＣＯ2及び９５％空気を有する３７℃の湿潤な大気において、２４
時間組織培養フラスコ（tissue culture flask）にプレートした。その後、非付着性細胞
を、同一体積の新鮮な培地で交換することによって除去した。付着性ｈＡＳＣの形態を、
位相差顕微鏡で観察し、５継代のｈＡＳＣを全ての実験に使用した。
【００４１】
　（１．２）脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体の製造
　前記得られた脂肪幹細胞から、三次元細胞集合体を製造するために、前記脂肪幹細胞を
、非組織細胞培養用９６ウェルプレート（ＮＴＣＰ：non-tissue culture treated ９６
－well plate；ポリスチレン材質で表面が疎水性を帯びる、Falcon社）で培養した。前記
プレートは、融合タンパク質ＭＢＰ（maltose binding protein）－ＦＧＦ（fribroblast
 growth factor）がコーティングされたプレートであり、前記融合タンパク質がコーティ
ングされたプレートについては、大韓民国特許第１１０９１２５号に記載されており、本
明細書に全体が参照として含まれる。具体的には、前記ウェルプレートに、ウェル当たり
１×１０5細胞／ｃｍ2の脂肪幹細胞を接種した後、１０％ ＦＢＳ含有ＤＭＥＭ／Ｆ－１
２培地で培養した。培養２４時間以内に、各細胞接着表面において、脂肪幹細胞の三次元
細胞集合体が形成された。前記形成された三次元細胞集合体に対する線維症モデル特性分
析のために、培養１日目（１day）、３日目（３day）及び５日目（５day）の三次元細胞
集合体を収集した。また、前記三次元細胞集合体は、約５００μｍ以上の直径を有すると
確認された。以下、三次元細胞集合体を「３ＤＣＭ」と表示する。
【００４２】
　また、比較例として、脂肪幹細胞を二次元的に培養した。具体的には、組織細胞培養用
９６ウェルプレート（ＴＣＰ）に、ウェル当たり１×１０5細胞／ｃｍ2の脂肪幹細胞を接
種した後、１０％ ＦＢＳ含有ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地で培養し、前記三次元細胞集合体と
同一に、線維症モデル特性分析のために、培養１日目（１day）、３日目（３day）及び５
日目（５day）の細胞を収集した。以下において、二次元的に培養された細胞を「２Ｄ」
と表示する。
【００４３】
　（２）インビトロ線維症モデルの線維症モデリング特性分析
　（２．１）脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体の特性分析
　脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体の形態学的特性を分析するために、走査電子顕微鏡
及びＨ＆Ｅ染色を行った。また、前記三次元細胞集合体内部の低酸素状態を確認するため
に、免疫染色を行った。
【００４４】
　具体的には、走査電子顕微鏡観察のために、前記収集された三次元細胞集合体を、２．
５％グルタアルデヒドで４℃で２時間固定し、脱イオン水中で、１％四酸化オスミウム（
osmium tetroxide）で後固定した。固定された三次元細胞集合体を、一連濃度のエタノー
ル（５０％、７０％、８０％、９０％及び１００％）で２回脱水させた。脱水後、三次元
細胞集合体をヘキサメチルジシラザン（ＨＭＤＳ）に２分間浸漬し、一日振動乾燥させた
。走査電子顕微鏡イメージを得るために、三次元細胞集合体を、付着性炭素テープに付着
し、金でもって、１０ｍＡで６０分間スパッタコーティングを行う、イメージは、１５ｋ
Ｖで得て、その結果を図１Ａに示した。
【００４５】
　また、Ｈ＆Ｅ染色のために、前記収集された三次元細胞集合体を、３０分間常温で４％
 ＰＦＡで固定し、一連濃度のエタノール（５０％、７０％、８０％、９０％及び１００
％）で脱水させ、パラフィンワックスに入れた。４μｍ厚の切片を製造し、ヘマトキシリ
ン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した。切片を脱パラフィン化させ、蒸溜水で水和させた



(11) JP 6902788 B2 2021.7.14

10

20

30

40

50

後、ＰＢＳで３回洗浄した。その後、１０秒間ヘマトキシリン（Harris；Sigma-Aldrich
）に浸漬し、流水で１０ないし１５分間洗浄し、１５秒間エオシンでカウンタ染色を行っ
た後、さらに１０ないし１５分間洗浄した。その後、スライドに載せ、光顕微鏡で観察し
、その結果を図１Ｂに示した。
【００４６】
　また、低酸素免疫蛍光分析のために、前記それぞれの培養時点で収集される前、三次元
細胞集合体を、０．１ｍｌ溶液内で、１０ｍｍｏｌピモニダゾール塩化水素（pimonidazo
le hydrochloride）（ヒドロキシプローブ（HypoxyprobeTM－１）キット、Hypoxyprobe、
米国）で２時間インキュベーションした。その後、三次元細胞集合体を収集し、４％パラ
ホルムアルデヒド（paraformaldehyde）で４℃で３０分間固定し、ＯＣＴ化合物（optima
l cutting temperature compound）（TISSUE－ＴＥＫ（登録商標） ４５８３；Sakura Fi
netek ＵＳＡ，Ｉｎｃ．）に包埋した。６μｍの凍結停止切片をＰＢＳで洗浄し、非特異
的結合を防ぐために、ＰＢＳ中の４％ ＢＳＡで１時間インキュベーションした。ピモニ
ダゾールは、一次マウス抗体（ヒドロキシプローブ）及び二次ゴート抗マウスアレクサ４
８８抗体（Invitrogen）によって検出された。また、４，５－ジアミジノ－２－ペニルイ
ンドール（ＤＡＰＩ）（Vector Laboratories）を核染色のために使用した。対照群は、
同一条件下で、一次抗体なしに遂行し、共焦点顕微鏡（Carl Zeiss）で観察し、その結果
を図２に示した。
【００４７】
　図１は、一具体例による三次元細胞集合体の走査電子顕微鏡イメージ及びＨ＆Ｅ染色結
果を示した図面である。
【００４８】
　図２は、一具体例による三次元細胞集合体の低酸素状態を、免疫蛍光染色で確認した結
果を示した図面である。
【００４９】
　図１に示されているように、培養１日目の三次元細胞集合体の外部表面は、Ｈ＆Ｅによ
る染色が稠密に示されるので、纎維性マトリックスによって細胞が連結されているという
ことを確認することができる。培養が続けて進められながら、培養３日目の三次元細胞集
合体の細胞間の間隔が減少し、培養５日目の三次元細胞集合体の細胞間隔は、ほとんど存
在しないということ（矢印）を確認することができる。
【００５０】
　また、図２に示されているように、培養１日目に、ＤＡＰＩ染色細胞が、三次元細胞集
合体全体に均一に分布されており、さらに多くの低酸素プローブ陽性細胞が、三次元細胞
集合体の内部に存在することを確認することができる。培養が続けて進められながら、培
養３日目の三次元細胞集合体の内部に、低酸素プローブ陽性細胞が増加しており、培養５
日目の三次元細胞集合体は、外部にも、低酸素プローブ陽性細胞が増加していることを確
認することができる。それにより、低酸素が三次元細胞集合体の内部で誘導され、それが
外部に拡散したということが分かる。それは、図１の結果と係わり、三次元細胞集合体の
外部表面において、細胞間隔が閉じられることにより、低酸素が誘導されたということが
分かる。線維症において、ＴＧＦ－１が重要な関連因子であり、ＴＧＦ－１は、低酸素症
で過発現される。すなわち、細胞と細胞との間隔が狭まれば、細胞集合体内部への酸素供
給が制限され、ＴＧＦ－１が誘導されて線維症が誘発される。従って、前述の結果により
、一具体例による三次元細胞集合体は、線維症の病理学的特性をモデリングするというこ
とを確認することができる。
【００５１】
　（２．２）脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体の線維症関連因子分析
　ＴＧＦベータは、線維症の主要分子であり、低酸素条件によって誘導され、脂肪幹細胞
由来の三次元細胞集合体において、線維症関連因子が発現される否かということを確認す
るために、ＴＧＦベータを含んだ線維症関連因子に対して、ＥＬＩＳＡを行った。
【００５２】
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　具体的には、総ＴＧＦ－β１量を測定するために、培養培地を、正常細胞ＮＣＣ（norm
al cell concentration）、二次元的に培養された細胞（２Ｄ）、及び三次元細胞集合体
（３ＤＣＭ）から製造した。潜在されたＴＧＦ－β１を、免疫反応性形態で活性化させる
ために、培養上澄み液を１Ｎ ＨＣＬでインキュベーションし、１．２Ｎ ＮａＯＨ／０．
５Ｍ ＨＥＰＥＳで中和させた。アッセイは、Quantikine ＥＬＩＳＡヒトＴＧＦ－β１キ
ット（Ｒ＆Ｄ System）を使用し、製造社の指示によって行った。吸光度は、Multisakn（
Thermo）を使用して、５６０ｎｍで測定し、その結果を図３に示した。
【００５３】
　また、三次元細胞集合体の線維症関連因子の発現を確認するために、前記収集された三
次元細胞集合体から、総ＲＮＡをトリゾール試薬（Invitrogen、米国）を使用して、製造
社の指示によって抽出した。抽出されたＲＮＡは、ヌクレアーゼ除去水に溶解させ、ＲＮ
Ａ濃度は、NanoDrop ＮＤ１０００分光光度計（spectrophotometer）（Thermo Fisher Sc
ientific）を使用して定量化した。相補的ＤＮＡ合成は、Maxime ＲＴ ＰｒｅＭＩＸ（ｉ
ＮｔＲＯｎ）を使用して、製造社の指示によって行った。全てのターゲットプライマーは
、バイオニア（Bioneer）から購入して使用した。全ての重合酵素連鎖反応は、ＡＢＩ Ｐ
ｒｉｓｍ７ ５００（Applied Biosystems）を使用して行い、遺伝子発現レベルは、ＳＹ
ＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ（Takara）を使用して定量化した。相対的遺伝子発現レ
ベルは、相対的Ｃｔ方法（comparative Ｃｔ method）を使用して計算し、その結果を図
４に示した。
【００５４】
　図３は、一具体例による三次元細胞集合体のＴＧＦ－ベータ発現を示した図面である。
【００５５】
　図４は、一具体例による三次元細胞集合体の線維症関連因子の発現を示した図面である
。
【００５６】
　図３及び図４に示されているように、脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体は、正常細胞
及び２Ｄに比べ、ＴＧＦベータを含んだ線維症関連因子であるラミニン、ＳＭＡ（smooth
 muscle actin）、コラーゲンタイプＩ及びＳＭＡＤ３の発現が増加していることを確認
することができる。
【００５７】
　（２．３）脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体のコラーゲン沈着分析
　脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体の総コラーゲン沈着を分析するために、免疫蛍光染
色、免疫組織化学的染色及びヒドロキシプロリン（hydroxyproline）の定量を行い、透過
電子顕微鏡で観察した。
【００５８】
　具体的には、ＭＴ染色（Masson Trichrome staining）のために、前記Ｈ＆Ｅ染色と同
一に前処理を行い、Masson's trichromeで染色した。三次元細胞集合体において、線維症
のパーセントは、ＩｍａｇｅＪソフトウェア（ＮＩＨ）を使用して、デジタルイメージ内
の染色されたコラーゲン面積のピクセル数をカウントして決定し、その結果を図５Ａに示
した。また、ヒドロキシプロリンアッセイを行うために、二次元的に培養された細胞、及
び三次元細胞集合体をＲＩＰＡバッファを使用して準備し、１２Ｎ ＨＣＬで１２０℃で
３時間加水分解した。アッセイは、製造社の指示により、ヒドロキシプロリンキット（Si
gma-Aldrich）を使用して行った。吸光度は、Multisakn（Thermo）を使用して、５６０ｎ
ｍで測定し、その結果を図５Ｂに示した。
【００５９】
　また、また免疫蛍光染色（ＩＦ：immunofluorescence）のために、前記Ｈ＆Ｅ染色のよ
うに、三次元細胞集合体を固定し、ＯＣＴ化合物（optimal cutting temperature compou
nd）（ＴＩＳＳＵＥ－ＴＥＫ（登録商標） ４５８３；Sakura Finetek ＵＳＡ、Ｉｎｃ．
）に包埋し、－２８℃で凍結し、６μｍ厚に切った。非特異的な結合を避けるために、切
片を常温で１時間ＢＳＡ（４％）でインキュベーションした。その後、４℃でコラーゲン
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Ｉに対する一次抗体（Rabit、Ａｂｉｃａｍ）で一晩インキュベーションした。その後、
試料をＰＢＳで洗浄し、１％ ＢＳＡ内の相応する蛍光コンジュゲート二次抗体（Donkey 
anti-rabbit）（Life Technologies）で１時間常温でインキュベーションした。また、４
，５－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）（Vector Laboratories）を核
染色のために使用した。対照群は、同一条件下で、一次抗体なしに遂行し、共焦点顕微鏡
（Carl Zeiss）で観察し、その結果を図６に示した。
【００６０】
　また、免疫組織化学的染色のために、前記Ｈ＆Ｅ染色と同一に前処理した。フィブロネ
クチン（ＦＮ）及びラミニン（ＬＮ）を、それぞれマウス単一クローン抗体、並びにＦＮ
及びＬＮに対するゴート多クーロン抗体（Santa cruz Biotechnology）を使用して検出し
た。αＳＭＡ分析のために、マウス単一クローン抗体（Ｄａｋｏ）を使用して検出した。
４℃で、それらそれぞれの一次抗体で一晩インキュベーションした後、切片をホースラデ
ィッシュラベル抗マウス（horse radish labeled anti-mouse）（ＦＮ及びαＳＭＡ）、
並びに抗ゴート（ＬＮ）二次抗体（Vector）で常温で１時間インキュベーションした。陽
性染色は、ジアミノベンジジン（diaminobenzidine）（ＤＡＢ、Vector）で視覚化させた
。陰性対照群は、同一条件下で、一次抗体なしに遂行した。切片をヘマトキシリンでカウ
ンタ染色し、一般的な光学顕微鏡下で観察し、その結果を図７に示した。
【００６１】
　また、透過電子顕微鏡観察のために、前記走査電子顕微鏡観察のように、試料を前処理
した。追加して固定された三次元細胞集合体を、エポキシレジン（epoxy resin）で浸潤
させて包埋し、６０℃で２４時間重合した。超薄切片（ultrathin section）を超ミクロ
トーム（ultramicrotome）（Ultra cut Ｃ、Leica ＣＯ．Ｌｔｄ）で製造し、酢酸ウラニ
ル及びクエン酸鉛で染色した。イメージは、凍結ＴＥＭ（cryoTecanai Ｆ２０、ＦＥＩ 
Ｃｏ．Ｌｔｄ）を使用して観察し、その結果を図８に示した。
【００６２】
　図５は、一具体例による三次元細胞集合体のコラーゲン沈着を、免疫蛍光染色及びヒド
ロキシプロリン含量分析で確認した結果を示した図面である。
【００６３】
　図６は、一具体例による三次元細胞集合体の第１型コラーゲン沈着を、免疫蛍光染色で
確認した結果を示した図面である。
【００６４】
　図７は、一具体例による三次元細胞集合体の第１型コラーゲン沈着を、免疫化学的染色
で確認した結果を示した図面である。
【００６５】
　図８は、一具体例による三次元細胞集合体を、透過電子顕微鏡で観察したイメージを示
した図面である。
【００６６】
　図５に示されているように、ＭＴ染色において、コラーゲンが三次元細胞集合体で多数
染色されているということを確認することができ、ヒドロキシプロリン含量も、二次元的
に培養された細胞に比べ、三次元細胞集合体で増加しているということを確認することが
できる。
【００６７】
　また、図６に示されているように、免疫蛍光染色において、コラーゲンタイプＩが、三
次元細胞集合体で顕著に増加しているということを確認することができる。
【００６８】
　また、図７に示されているように、免疫化学的染色において、αＳＭＡが三次元細胞集
合体で顕著に増加しているということを確認することができる。該αＳＭＡは、筋線維芽
細胞の典型的なマーカーであり、コラーゲンタイプＩは、線維症において、筋線維芽細胞
から合成されるので、前述の結果は、図６の結果と一致するということが分かる。
【００６９】
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　また、図８に示されているように、透過電子顕微鏡イメージにおいて、三次元細胞集合
体で培養期間が長くなるにつれ、漸進的にコラーゲン纎維質（fiber）及びコラーゲン沈
着が増加するということを確認することができる。詳細には、さらに厚いコラーゲン纎維
質が、培養５日目に観察され（矢印）、それは、コラーゲン架橋に起因したものである。
また、培養５日目に、三次元細胞集合体の内部に、本来そのままの細胞構造がほぼ観察さ
れていないということが分かる。前述の結果により、細胞周辺において、コラーゲン纎維
質がさらに厚くなり、それが、栄養分の輸送を防ぎ、細胞死滅を起こし、従って、一具体
例による三次元細胞集合体は、線維症の病理学的特性をモデリングするということを確認
することができる。
【００７０】
　（２．４）脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体の細胞生存率及び細胞死滅分析
　コラーゲン沈着は、線維症において、最終的に細胞の死滅を誘導するので、かような特
性が、脂肪幹細胞由来の三次元細胞集合体でも示されるか否かということを確認するため
に、ＬＤＨアッセイ及び生存／死滅アッセイ（live/dead assay）を行った。
【００７１】
　具体的には、ＬＤＨアッセイを行うために、正常細胞ＮＣＣ（normal cell concentrat
ion）、二次元的に培養された細胞（２Ｄ）、及び三次元細胞集合体（３ＤＣＭ）の培養
培地中で、絶対的ラクテートジヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）放出を測定した。前記測定は、
ＬＤＨアッセイキット（Promega）を使用して、製造社の指示によって行った。吸光度は
、Multisakn（Thermo）を使用して４９０ｎｍで測定し、その結果を図９Ａに示した。ま
た、生存／死滅アッセイは、製造社の指示によって、生存／死滅アッセイキット（Molecu
lar probes）を使用して行った。要約すれば、収集された三次元細胞集合体を、１μｌの
緑色蛍光核酸染色溶液（ＳＹＴＯ １０）、及び１μｌの赤色蛍光染色溶液（ethidium ho
modimer－２）を含む１ｍｌのＨＥＰＥＳ－バター塩水（ＨＢＳＳ）で処理し、ＣＯ2培養
器で３０分間培養した。その後、三次元細胞集合体をＰＢＳで３回洗浄し、３０分間４％
ＰＦＡで固定し、ＯＣＴ化合物（optimal cutting temperature compound）（ＴＩＳＳＵ
Ｅ－ＴＥＫ（登録商標） ４５８３；Sakura Finetek ＵＳＡ、Ｉｎｃ．）に包埋し、－２
８℃で凍結して１０μｍ厚に切った。全体三次元細胞集合体を完全に切り取り、各試料の
中間及び外側部分から２個のスライドを選択した。切片は共焦点顕微鏡（Carl Zeiss）を
使用して分析され、その結果を図９Ｂに示した。
【００７２】
　図９は、一具体例による三次元細胞集合体の細胞生存率及び細胞死滅を分析した結果を
示した図面である。
【００７３】
　図９Ａに示されているように、ＬＤＨアッセイにおいて、三次元細胞集合体は、正常培
養細胞及び２Ｄに比べ、ＬＤＨレベルが上昇しているということを確認することができる
。また、図９Ｂに示されているように、図９Ａの結果と一致するように、三次元細胞集合
体において、細胞死滅が視覚的に検証された。
【００７４】
　以上の結果により、一具体例による三次元細胞集合体は、線維症の病理学的特性を示す
ので、インビトロ線維症モデルとして有用に使用されるということが分かる。
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【図５Ｂ】

【図６】
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