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(57)【要約】
本発明は、組織移植片を製造する方法であって、少なく
とも以下の工程：ゲルを提供する工程と、少なくとも第
１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞を前記
ゲルに播種する工程と、前記第１の種類の細胞および／
または前記第２の種類の細胞によって前記ゲルに少なく
とも１つの第１の生体構造が形成するまで、前記ゲル中
に前記第１の種類の細胞および／または前記第２の種類
の細胞を培養する工程とを含む、方法に関する。
【選択図】図７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織移植片を製造する方法であって、少なくとも以下の工程：
　ゲルを提供する工程と、
　少なくとも第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞を前記ゲルに播種する工
程と、
　前記第１の種類の細胞および／または前記第２の種類の細胞によって前記ゲル中および
／または上に少なくとも１つの第１の生体構造が形成するまで、前記ゲル中および／また
は上に前記第１の種類の細胞および／または前記第２の種類の細胞を培養する工程と
を含む、方法。
【請求項２】
　前記第１の種類の細胞および／または前記第２の種類の細胞によって前記少なくとも１
つの第１の生体構造が前記ゲル中に形成された後、第３の種類の細胞が前記ゲル上に播種
される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第３の種類の細胞を播種した後、前記ゲル上に少なくとも１つの第２の生体構造が
形成するまで前記ゲルを培養する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記第１の生体構造は、脈管構造、好ましくは、毛細血管および／またはリンパ毛細管
の脈管網である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　第２の生体構造は表皮構造である、請求項２～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞および／または第３の種類の細
胞は、哺乳動物細胞、好ましくはヒト細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞および／または第３の種類の細
胞は、自己細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞は、内皮細胞、上皮細胞、線維
芽細胞、間葉細胞、造血細胞、免疫系の細胞、脂肪組織由来の細胞、壁細胞、幹細胞、前
駆細胞、遺伝子改変細胞からなる群から選択される、請求項１～７のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項９】
　前記第３の種類の細胞は、ケラチノサイト、メラノサイト、メルケル細胞、免疫系の細
胞、脂肪組織由来細胞、表皮に由来しない上皮細胞、幹細胞、前駆細胞、遺伝子改変細胞
、好ましくはケラチノサイトからなる群から選択される、請求項２～８のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記第１の種類の細胞は内皮細胞であり、前記第２の種類の細胞は線維芽細胞であり、
前記内皮細胞および前記線維芽細胞は前記第１の生体構造の形成のために前記ゲル中で一
緒に共培養される、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　内皮細胞および線維芽細胞は、少なくとも３：７、好ましくは少なくとも２：３、より
好ましくは約１：１の線維芽細胞対内皮細胞の比で前記ゲル中に播種され、共培養される
、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記第１の種類の細胞は、ｈＢＥＣおよび／もしくはｈＬＥＣ、またはそれらの混合物
、好ましくはＨＤＭＥＣからなる群から選択される内皮細胞であるか、あるいは前記第１
の種類の細胞はＳＶＦ細胞である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１３】
　第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞を前記ゲルに播種した後、前記ゲル
は好ましくは圧縮によって圧密化される、請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ゲルは圧縮装置での圧縮によって圧密化される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ゲルの圧密化は、前記少なくとも１つの第１の生体構造の形成の前または後に実施
される、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ゲルの圧密化後、第３の種類の細胞が前記ゲルに播種される、請求項２および請求
項１３～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ゲルは、ヒドロゲル、好ましくはフィブリンヒドロゲルまたはコラーゲンヒドロゲ
ル、好ましくはＩ型コラーゲンヒドロゲルである、請求項１～１６のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１８】
　圧縮されていない状態の前記ゲルは第１の厚さを有し、前記ゲルが圧縮状態において前
記第１の厚さより、３～２０倍少ない、好ましくは約１０倍少ない第２の厚さに到達する
まで前記圧密化が実施され、好ましくは圧縮状態における前記ゲルの厚さは約０．７～１
ｍｍである、請求項１４～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　ゲルを含む組織移植片であって、前記ゲルは、前記ゲル中および／または上で少なくと
も第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞から形成される少なくとも１つの第
１の生体構造を含む、組織移植片。
【請求項２０】
　前記組織移植片は、前記ゲル中および／または上、好ましくは前記ゲル上で少なくとも
第３の種類の細胞から形成される少なくとも１つの第２の生体構造をさらに含む、請求項
１９に記載の組織移植片。
【請求項２１】
　前記第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞および／または第３の種類の細
胞はヒト由来であり、より好ましくは自己移植ヒト由来である、請求項１９または２０に
記載の組織移植片。
【請求項２２】
　前記第１の生体構造および／または第２の生体構造は、器官構造または組織構造、好ま
しくは腺状上皮構造、胎盤上皮構造または羊膜上皮構造を含む上皮構造；脈管構造、好ま
しくは血管および／またはリンパ管構造；神経構造；骨構造、毛髪構造、爪構造、歯構造
、間葉構造、筋肉構造、脂肪構造を含む結合組織構造からなる群から選択される、請求項
１９～２１のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項２３】
　前記第１の生体構造および／または第２の生体構造は、神経堤、トロホブラスト由来の
細胞、生殖細胞、幹細胞、前駆細胞、遺伝子改変細胞を含む、内胚葉由来の細胞、中胚葉
由来の細胞、外胚葉由来の細胞からなる群から選択される細胞を含む、請求項１９～２２
のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項２４】
　前記移植片は、好ましくは少なくとも３：７、より好ましくは少なくとも２：３、最も
好ましくは約１：１の線維芽細胞対内皮細胞の比で、前記ゲル中に自己移植ヒト内皮細胞
および自己移植ヒト線維芽細胞を含む、請求項１９～２３のいずれか一項に記載の組織移
植片。
【請求項２５】
　前記第１の生体構造は、脈管生体構造、好ましくは毛細血管およびリンパ毛細管の脈管
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網である、請求項１９～２４のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項２６】
　前記第２の生体構造は、表皮生体構造である、請求項２０～２５のいずれか一項に記載
の組織移植片。
【請求項２７】
　前記第１の生体構造は前記ゲル中の脈管生体構造であり、前記第２の生体構造は前記ゲ
ル上の表皮生体構造である、請求項２０～２５のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項２８】
　前記リンパ毛細管は、生理学的サイズ、好ましくは１７～６０μｍの途切れのない管腔
を有する、請求項２５～２７のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項２９】
　管腔形成リンパ毛細管、好ましくは固着線維を有するリンパ毛細管、好ましくはフィブ
リン固着線維を含む、請求項２５～２７のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項３０】
　前記ゲルはフィブリンまたはコラーゲンヒドロゲル、好ましくはＩ型コラーゲンヒドロ
ゲルである、請求項１９～２９のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項３１】
　前記ゲルは、圧密化された、好ましくは圧縮されたヒドロゲルである、請求項１９～３
０のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項３２】
　前記移植片は表皮－真皮皮膚移植片であり、好ましくは前記第１の生体構造に含まれる
細胞はＨＤＭＥＣまたはＳＶＦ細胞であり、前記第２の生体構造に含まれる細胞は、ケラ
チノサイト、好ましくはヒト表皮ケラチノサイトである、請求項２０～３０のいずれか一
項に記載の組織移植片。
【請求項３３】
　前記移植片は、０．２～３ｍｍ、好ましくは０．７～１ｍｍの厚さを有する、請求項１
９～３２のいずれか一項に記載の組織移植片。
【請求項３４】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載の方法によって製造される組織移植片。
【請求項３５】
　損傷組織の治療における、または試験のための、請求項１９～３４のいずれか一項に記
載の組織移植片の使用であって、前記組織移植片は、好ましくは表皮－真皮皮膚移植片で
あり、前記損傷組織は好ましくは皮膚組織、特に熱傷によって損傷した皮膚組織である、
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、治療的処置に使用するため、および／またはヒトもしくは他の哺乳動物組織
をインビトロで試験するための、少なくとも１つの生体構造を含む手段、および該手段を
製造する方法に関する。例えば、該手段は、熱傷、損傷、または疾患した皮膚についての
皮膚創傷に使用されてもよく、正常な損傷していない皮膚としての構造および機能を提供
する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトの皮膚は３つの主な層：表皮（最外）、真皮（中間）および下皮（最深）から構成
される。例えば火傷の出来事の後に深い傷（全層皮膚創傷）が生じた場合、表皮および全
真皮（一部の場合、下皮も）が損傷し、外科的介入が必要とされる。小さな全層皮膚損傷
は全層皮膚自己移植によって最適に処置される：表皮および全真皮は身体の健常な部分か
ら採取され、創傷に移植される。対照的に、大きな全層皮膚欠陥は分層皮膚自己移植（表
皮ならびに非常におよび不完全な薄い真皮層のみからなる）によって処置され、臨床的に
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未解決の問題を表したままになる。実際に、そのような創傷は、治癒が悪くなり、大きな
外観を損なった正常に機能しない瘢痕が発生する。分層皮膚自己移植と対照的に、全層皮
膚自己移植が深い創傷を最適に治癒する理由は多数存在する。それらの理由のうちの１つ
は、全層皮膚自己移植における脈管構造の存在および分層皮膚自己移植における脈管構造
の不在であることが分かっている。脈管生体構造（血管およびリンパ管）は、酸素および
栄養素を絶えず提供すること、ならびに免疫細胞輸送により、ヒトの身体における器官に
不可欠であり、それらは完全な機能および生存に寄与している。同様のことが、移植器官
、皮膚などの薄く平らな器官にも当てはまる。全層皮膚移植片における毛細管は創傷床の
毛細管とつながる必要があるだけであるが、分層皮膚移植片の場合、毛細管は組織に分散
するように移植片の内部に伸びる必要がある。
【０００３】
　最近、研究および臨床的証拠により、リンパ管が、本質的に免疫細胞、残屑、および過
剰な流体を創傷領域から排出することによって、皮膚移植片生存に必要であり得ることも
示唆されている。大きな全層皮膚欠陥の処置のために多量の全層皮膚移植片を提供する方
法を考慮すると、脈管生体構造を含む皮膚の再生医療が役に立つ。（他の種類の足場、例
えばコラーゲンスポンジに対して）足場材料としてのヒドロゲルの主な利点の１つは、３
Ｄ細胞基質としてのその性質である。それは生体適合性および生体模倣性が高く、免疫原
性が低く（種を超えて保存される）、線維ネットワーク内で間隙に容易に播種できる細胞
によって再生される。しかしながら、ヒドロゲルの不十分な機械的性質が、再生医療用途
についての足場としてそれらの臨床的用途における主要な限定要因である。
【０００４】
　機械的安定性は、特にヒドロゲルに基づく組織操作によって作製された産生物が皮膚移
植片のように大きく薄い物理的寸法によって特徴付けられる場合、それらの産生物の臨床
用途に不可欠である（皮膚移植片についての臨床的に関連するサイズは２ｍｍ未満の厚さ
で最低５０ｃｍ２である）。
【０００５】
　機械的安定性は、培養の間および後、ならびに外科的応用および／または試験の間およ
び後にヒドロゲルの操作および処理を可能にすることを必要とする。ゲルの機械的安定性
は圧密化によって増加され得る。特許文献１は、医療用途のための線維ネットワークを形
成するためのコラーゲンゲルマトリクスの圧縮を開示している。特許文献２は、組織移植
のための足場細胞マトリクスの調製におけるゲルの塑性圧密化の使用を開示している。
【０００６】
　非特許文献１は、ヒドロゲルベースの大きな７×７ｃｍのヒト表皮－真皮皮膚移植片の
操作についての改変された塑性圧縮法について報告している。これらの圧縮された操作さ
れた産生物は、細胞培養段階の間および後、ならびにブタでの移植段階の間、最適な機械
的安定性を示した（非特許文献２、非特許文献３）。驚いたことに、ヒドロゲル中および
上に播種した細胞の生物学的性質は圧縮プロセスによって変化しなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】欧州特許第０１８７１０４号
【特許文献２】欧州特許第１７７３４１６号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｂｒａｚｉｕｌｉｓら、２０１２（Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｐｌａｓｔｉｃ
　Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ　Ｐｒｏｖｉ
ｄｅｓ　ａｎ　Ｉｄｅａｌ　Ｍａｔｒｉｘ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｂｌｅ　Ｓｋｉｎ　Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓ，Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ：Ｐａｒｔ　Ｃ；Ｖｏｌ．１８、Ｎｏ．６、２０１２）
【非特許文献２】Ｂｒａｚｉｕｌｉｓら、２０１１　Ｓｋｉｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｉ：
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ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｄｅｒｍｏ－ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｓｋｉｎ
　ａｎａｌｏｇｕｅｓ　ｆｏｒ　ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏ
ｎ　ｉｎ　ａ　ｌａｒｇｅ　ａｎｉｍａｌ　ｍｏｄｅｌ、Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｓｕｒｇ．Ｉ
ｎｔ．（２０１１）２７：２４１－２５７
【非特許文献３】Ｓｃｈｉｅｓｔｌら、２０１１（Ｓｋｉｎｇｅｉｎｅｅｒｉｎｇ　ＩＩ
：ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ－ｇｒｏｗｎ　ｓｋｉｎ　ａｎａｌｏｇｕｅｓ　ｉｎ　ａ　ｎｅｗ　ｐｉｇ　ｍｏｄ
ｅｌ、Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｓｕｒｇ．Ｉｎｔ．（２０１１）２７：２４９－２５４）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は概して、ヒトにおける臨床用途および／または試験のための、好ましく
は生体適合性があり、生分解性のヒドロゲルマトリクス中および／または上に細胞および
少なくとも１つの生体構造を含む、改良され、機械的に安定な組織移植手段を製造するこ
とである。より具体的には、臨床用途および試験のための、好ましくは生体構造を用いた
自己移植の表皮真皮皮膚移植片を開発することを目的とする。
【００１０】
　これまで、血管生体構造を含む、予め脈管が新生した表皮－真皮皮膚代用物が研究目的
のために生成されている。皮膚欠陥を処置するための意図した臨床用途のための、予め脈
管が新生した表皮－真皮皮膚移植片についての生物工学に関して利用可能なデータは存在
しない。
【００１１】
　さらにこれまで、ヒトリンパ毛細管の操作について限られたデータが利用可能であり、
機能的なヒトリンパ毛細管を含む、予め脈管が新生した表皮－真皮皮膚代用物の生物工学
についての利用可能なデータは存在しない。ヒトの真皮において、リンパ管は組織液恒常
性および免疫細胞輸送において重要な役割を果たす。真皮リンパ毛細管は、広い管腔、固
着線維を示し、基底膜がないか、または不完全であり、壁細胞被覆を欠いている。これら
の特徴により、過剰な組織液を吸収し、除去することによってリンパ毛細管が間隙液圧に
応答できる。創傷後、リンパ管内皮も破裂し、それによりリンパ管の排出能力が損なわれ
る。結果として、組織液の蓄積が生じる。持続性の局所間質液、ならびに局所残屑および
炎症細胞の遅延した除去は創傷治癒を妨げる。対照的に、リンパ管形成の誘導および免疫
細胞動員は皮膚再生を加速させることが示された。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の第１の実施形態は、少なくとも以下の工程：
　ゲルを提供する工程と、
　少なくとも第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞をゲルに播種する工程と
、
　第１の種類の細胞および／または第２の種類の細胞によって前記ゲル中に少なくとも１
つの第１の生体構造が形成するまで、前記ゲル中に第１の種類の細胞および／または第２
の種類の細胞を培養する工程と
を含む、組織移植片を製造する方法に関する。
【００１３】
　つまり、１種以上の細胞種類がゲルに播種され、少なくとも１つの種類の生体構造の形
成まで細胞は前記ゲル中および／または上で培養される。本発明の方法に使用されるゲル
は、コラーゲンヒドロゲル、好ましくはＩ型コラーゲンまたはフィブリンヒドロゲルなど
の任意の３Ｄ生体マトリクスであってもよい。
【００１４】
　生物学において、構造は、階層的に原子および分子から細胞、組織、器官、生物、集団
および生態系レベルまでの有機体の全てのレベルで存在する。本出願の目的のために、「
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生体構造」という用語は、いくつかの種類の有機体および／または複雑性および／または
機能性を有する、ヒトまたは他の哺乳動物の身体／胚／胎児に存在する１つより多い細胞
から構成される任意の構造／組織／器官と理解されるべきである。したがって、細胞の単
なるランダムクラスターはこの定義に該当しない。
【００１５】
　本出願において提示される結果は、ゲル中および／または上にそれぞれヒト脈管および
表皮生体構造を形成するためのデータを示す。しかしながら、本発明によるシステムは、
ヒトまたは他の哺乳動物の身体／胚／胎児に存在する任意の種類の生体構造、例えば上皮
（腺、胎盤および羊膜を含む）、脈管（血管およびリンパ管）、神経、結合組織（骨を含
む）、毛髪、爪および歯、間葉、筋肉、脂肪および全てのヒトまたは他の哺乳動物の器官
および組織を操作するために使用されてもよい。
【００１６】
　生体構造（の１種または複数の種類）の形成は、全ての種類／タイプのヒトまたは他の
哺乳動物細胞およびそれらの混合物（神経堤、トロホブラスト由来の細胞、生殖細胞、幹
細胞、前駆細胞、遺伝子改変細胞などを含む、内胚葉由来の細胞、中胚葉由来の細胞、外
胚葉由来の細胞を含み得る）を播種し、培養することによって誘導され得、ここで播種さ
れる細胞は生体構造形成能を有する。ゲルに播種するために使用される細胞または細胞種
類の組み合わせの選択は操作される組織の種類に依存する。
【００１７】
　好ましい実施形態において、第１の生体構造はゲル中で形成される。また、１種より多
い種類の生体構造が（ゲル中または上で）形成されることができる。
【００１８】
　さらに好ましい実施形態において、第１の生体構造／第１の種類の生体構造は、脈管構
造、好ましくは毛細血管および／またはリンパ毛細管、好ましくはその両方の脈管網であ
る。
【００１９】
　少なくとも第１の生体構造（または１種より多い種類の生体構造）を誘導するために、
ヒドロゲル内に播種される第１の種類および／または第２の種類（および／またはさらな
る種類）の細胞は、身体／胚／胎児、好ましくはヒトまたは他の哺乳動物の身体に存在す
る細胞種類のいずれかであってもよい。好ましくは、第１の種類および／または第２の種
類（および／またはさらなる種類）の細胞は、内皮細胞、上皮細胞、線維芽細胞、間葉細
胞、造血細胞、免疫系の細胞、脂肪組織由来細胞、壁細胞、幹細胞、前駆細胞、遺伝子改
変細胞からなる群から選択される。また、さらなる種類（２種より多い）の細胞が使用さ
れてもよく、様々な種類の混合物、すなわち２種より多い種類が、ゲル中および／または
上での少なくとも１つ、可能な場合、１つより多い生体構造（１種または複数の種類）の
誘導／生成に必要であってもよい。
【００２０】
　脈管生体構造の誘導に関して、好ましくは、内皮細胞と線維芽細胞の混合物が使用され
る。つまり、特に好ましい実施形態によれば、第１の種類の細胞は内皮細胞であり、第２
の種類の細胞は線維芽細胞である。次いで内皮細胞および線維芽細胞は第１の生体構造の
形成のためにゲル中で一緒に共培養される。好ましくは、内皮細胞および線維芽細胞は、
少なくとも３：７、好ましくは少なくとも２：３、より好ましくは約１：１の線維芽細胞
対内皮細胞の比でゲル中に播種され、共培養される。
【００２１】
　内皮細胞は、好ましくは、ヒト血管内細胞（ｈＢＥＣ）および／またはヒトリンパ内皮
細胞（ｈＬＥＣ）、好ましくは、ヒト皮膚微小血管内皮細胞（ＨＤＭＥＣ）またはＳＶＦ
由来である。ＨＤＭＥＣはｈＬＥＣおよびｈＢＥＣの両方の混合物からなるので、両方の
種類の機能的毛細管（血管およびリンパ管）がフィブリンまたはコラーゲンヒドロゲル中
でインビトロでこれらの細胞から形成される。別の可能な細胞源はＳＶＦであり、それは
患者の特有の割合の血管内皮細胞、線維芽細胞および壁細胞の混合物であり、フィブリン
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またはコラーゲンヒドロゲル中でインビトロで機能的毛細血管の形成を導く。
【００２２】
　全ての種類の生体構造の形成は本発明によるヒドロゲル系で誘導され得る。生体構造の
形成はヒドロゲル上および／または中で細胞の播種および培養によって誘導され得る。細
胞および生体構造の全てまたは一部は自己移植であってもよく、それらの起源は培養手段
の受容者（移植片で処置される患者）であることを意味する。自己移植細胞は、置き換え
る組織移植片で処置される身体として同じヒトまたは他の哺乳動物の身体から単離される
。自己移植は、有益には、組織適合性および拒絶に関する懸念を取り除く。
【００２３】
　さらなる好ましい実施形態によれば、少なくとも１つの第１の生体構造が、第１の種類
の細胞および／または第２の種類の細胞によってゲル中で（少なくとも部分的または完全
に）形成された後、第３の種類（またはさらなる種類）の細胞がゲル上に播種される。第
３の種類の細胞を播種した後、ゲル中および／または上、好ましくはゲル上で少なくとも
１つの第２の生体構造が形成するまで、ゲルは、好ましくは、適切な培地中で培養される
。しかしながら、移植はまた、第２の生体構造が部分的または完全に形成される前でもよ
い。第２の生体構造は第１の生体構造と同じ種類であってもよいが、好ましくは、（第１
の種類の細胞および／または第２の種類の細胞によって形成される生体構造の種類と）異
なる種類の生体構造である。好ましくは、第３の種類の細胞によって／から形成される第
２の生体構造は表皮構造である。
【００２４】
　好ましくは、ゲルは、特定の細胞種類の細胞成長のために適切な細胞培養培地を含有す
るフラスコ内でそれぞれの細胞と共培養される。少なくとも第２の生体構造を誘導するた
めに、ヒドロゲル上に播種される第３の種類の細胞は、通常、身体、好ましくはヒトまた
は他の哺乳動物の身体に存在する細胞種類のいずれかであってもよい。第３の種類（また
はさらなる種類）の細胞は、第１の生体構造を形成するために播種される細胞と同じおよ
び／または異なる種類であってもよい。好ましくは、表皮生体構造を誘導するために、ケ
ラチノサイトが使用される。しかしながら、他の可能な細胞は、例えばメラノサイト、メ
ルケル細胞、免疫系の細胞、脂肪組織由来細胞、表皮に由来しない上皮細胞、幹細胞、前
駆細胞、遺伝子改変細胞などである。
【００２５】
　好ましくは、第１の種類および／または第２の種類および／または第３の（またはさら
なる）種類の細胞は、哺乳動物細胞、最も好ましくはヒト細胞である。ゲルに播種するた
めに使用される細胞が自己移植細胞である場合、特に有益である。
【００２６】
　特に好ましい実施形態による上述の方法は、毛細血管および／またはリンパ毛細管、好
ましくはその両方によって予め脈管が新生されたヒト表皮－真皮皮膚代用物のインビトロ
での生物工学およびインビボでの移植に関する。ｈＬＥＣ（ヒト包皮から単離した）およ
びＨＤＭＥＣ（ヒト包皮から単離した）に存在するｈＬＥＣ画分の両方の純粋な集団を、
フィブリンまたはＩ型コラーゲンヒドロゲル中で２１日以内にインビトロで管腔形成真正
リンパ毛細管内で成長させた。操作した微小脈管のリンパ管の性質は、それらが固着線維
を提示し、全ての主要なリンパ管マーカーを発現し、リンパ管新生および抗リンパ管新生
刺激の両方によって調節され得ることを示すことによって確認した。リンパ管の機能性は
、生物工学によって操作したリンパ微小管が、インビトロで間質腔から流体を吸収し、イ
ンビボで流体排出を誘発したことを実証することによって確認した。インビボでの移植研
究は、操作したリンパ微小管がそれらの管腔およびそれらの典型的な特徴、例えば完全な
基底膜の不在および壁細胞被覆の欠如を維持したことを明らかにした。生物工学によって
操作したヒトリンパ管は、移植後１４日ほどの早さで受容者のリンパ管と吻合することが
見出された。免疫不全ラットへ移植すると、予め脈管を新生した真皮は表皮の成長を支援
し、将来、これらの予め脈管を新生した表皮－真皮代用物を臨床応用へ置き換えることが
可能であり得ることを示す。
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【００２７】
　さらに、毛細血管がヒト脂肪組織（ＳＶＦ）の脈管の間質画分を使用することによって
ヒドロゲル中で操作され得る。ＳＶＦ細胞は脈管形成の可能性が高いことが示されている
。ＳＶＦ細胞をヒト表皮－真皮皮膚移植片における機能的毛管網内で成長させた。移植後
、移植片を採取し、迅速な移植片かん流により再構築すると、移植した移植片の生存およ
び機能性が支持された。これまで、脂肪組織由来の内皮細胞（間質脈管画分、ＳＶＦ）を
使用することによって予め脈管を新生した表皮－真皮皮膚移植片の生物工学についての利
用可能なデータは存在していない。他の組織から単離した内皮細胞に対するＳＶＦ細胞の
利点は以下の通りである：第１に、単一のＳＶＦ生検は理想的な割合で自己移植間質、脈
管新生および壁細胞をつくる。第２に、ＳＶＦ細胞は、全ての年代の群にわたって、さら
に高齢の患者または熱傷を有する患者においてさえ脈管新生の可能性が高いことを示す。
第３に、ＳＶＦの細胞は完全に自動化された手順で多量に単離され得るので、それらはイ
ンビトロでの増加を必要とせず、例えば直接的な術中使用のために新たに使用され得る。
【００２８】
　本発明による移植片は、皮膚、角膜、軟骨、内皮、弁などのヒトの身体における任意の
組織、または腺、毛髪、神経、筋肉などの他の構造を操作するために使用されてもよく、
それらは、例えば薬物スクリーニングのための試験手段として使用されてもよい。
【００２９】
　本発明の第１の態様による上述の予め脈管を新生した移植片は、試験およびスクリーニ
ングなどの研究目的、ならびに例えばマウスおよびラットなどの小動物モデルへの移植に
適している。本発明の方法によれば、完全に機能的な管腔形成ヒト毛細管、血管およびリ
ンパ管の両方がインビトロでヒドロゲル中で操作され得る。しかしながら、例えば、ブタ
およびウサギなどの大型動物での試験のために、またはより重要なことには、ヒトのより
大きく、より薄く、より機械的に安定な構築物における臨床試験のために必要とされる。
【００３０】
　したがって、本発明の第２のより進化した態様によれば、上述の実施形態に従って組織
移植片を製造するための方法が提供され、その方法においてさらに、第１および／または
第２の種類（またはさらなる種類）の細胞をゲルに播種した後、ゲルは好ましくは圧縮に
よって圧密化される。
【００３１】
　細胞を播種したコラーゲンゲルは組織等価インプラントについての優れた生体模倣開始
点であることが示されている（例えば欧州特許第１７７３４１６（Ｂ１）号）が、その機
械的脆弱性が欠点である。ゲル圧密化の工程を加えることによって、機械的強度に関する
その不十分さを補うことなくゲル（例えばコラーゲン製）の最適な特徴を使用することが
できる。それによって、非常に薄い移植片、すなわち組織／器官の生理学的厚さの移植片
が、機械的強度を犠牲にせずに生成され得る。圧密化／圧縮による、特定の厚さを有する
ゲルの機械的強度の増加だけでなく、圧密化／圧縮による非常に薄いゲルの機械的安定性
もまた、非常に厚い厚さを有するゲルの機械的安定性よりさらに高くなる。
【００３２】
　本発明の特に好ましい実施形態によれば、ゲルは、塑性圧密化、好ましくは圧縮装置で
の圧縮、好ましくは機械的圧縮力をゲルに加えることによって圧密化される。それによっ
て、足場マトリクスの密度および機械的強度が増加する。
【００３３】
　本出願の意味において「塑性圧密化」は、体積を減少させるようにゲルを変形させ、そ
れによりゲルは、圧密化の原因を取り除いた後でさえ、実質的にその新たな体積を維持す
ることを意味する。ゲルの体積は、好ましくは、少なくとも４０％、好ましくは最大９０
％減少する。
【００３４】
　この説明に関して圧密化は、迅速な細胞とは関係のないプロセスであり、ゲルを物理的
処理、例えば外力または圧力に供し、ゲルから間隙液を排出する。したがって、塑性圧縮
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はゲル内で培養される細胞の作用から独立している。圧密化の量および程度はゲルの厚さ
の所望の減少に応じて変化させてもよい。ゲルの圧密化は、少なくとも１つの第１の生体
構造の形成前または後に実施され得る。表皮－真皮皮膚移植片の好ましい実施形態に関し
て、圧密化は予め脈管が新生したゲルに適用される。つまり、この好ましい実施形態によ
れば、ゲルの圧縮は脈管生体構造を既に含有しているゲルで実施される。驚くべきことに
、生体構造の発生、すなわちこの場合、脈管網の発生はヒドロゲルの塑性圧密化／圧縮に
よる影響を受けない。好ましくは、ゲルの圧密化後に第３の種類（またはさらなる種類）
の細胞がゲルに播種される。例えば、表皮－真皮皮膚移植片の好ましい実施形態に関して
、ゲル表面上の表皮構造は別のやり方では圧縮により損傷される。
【００３５】
　圧縮されていない状態のゲルは第１の厚さを有し、ゲルが圧縮状態において、第１の厚
さより３～２０倍小さい第２の厚さ、好ましくは約１０倍小さい第２の厚さに到達するま
で圧密化が実施される。表皮－真皮皮膚移植片に関して、例えば、圧縮状態におけるゲル
の好ましい厚さは約０．７～１ｍｍであり、これは皮膚の生理学的厚さに相当する。
【００３６】
　ゲルは、特定の細胞種類の細胞成長に適した培地を含有するフラスコ内でそれぞれの細
胞と共培養され得る。好ましくは、ゲルは圧縮のためにフラスコから除去され、圧縮後、
さらなる培養のためにフラスコに戻される。
【００３７】
　本発明はさらに、ゲルを含む組織移植片に関し、そのゲルは、ゲル中および／または上
、好ましくはゲル中で少なくとも第１の種類および／または第２の種類の細胞から（イン
ビトロで）形成された少なくとも１つの第１の生体構造を含む。好ましくは、組織移植片
は、ゲル中および／または上、好ましくはゲル上で少なくとも第３の種類の細胞から形成
された少なくとも１つの第２の生体構造をさらに含む。好ましくは、第１および／または
第２および／または第３の種類（またはさらなる種類）の細胞はヒト由来、より好ましく
は自己移植ヒト由来である。
【００３８】
　好ましくは、移植片は上述の実施形態の１つによる方法によって生成された。
【００３９】
　第１および／または第２の生体構造は、器官構造または組織構造、好ましくは、腺状上
皮構造、胎盤上皮構造または羊膜上皮構造を含む上皮構造；脈管構造、好ましくは血管お
よび／またはリンパ管構造；神経構造；骨構造、毛髪構造、爪構造、歯構造、間葉構造、
筋肉構造、脂肪構造を含む結合組織構造からなる群から選択される。第１および／または
第２の生体構造は、好ましくは、神経堤、トロホブラスト由来の細胞、生殖細胞、幹細胞
、前駆細胞、遺伝子改変細胞を含む、内胚葉由来の細胞、中胚葉由来の細胞、外胚葉由来
の細胞からなる群から選択される細胞を含む。
【００４０】
　例示的な好ましい実施形態によれば、移植片は、好ましくは、少なくとも３：７、より
好ましくは少なくとも２：３、最も好ましくは約１：１の線維芽細胞対内皮細胞の比で、
ゲル中の自己移植ヒト内皮細胞および自己移植ヒト線維芽細胞を含む。
【００４１】
　第１の生体構造は、好ましくは脈管生体構造、好ましくは毛細血管および／またはリン
パ毛細管の脈管網である。第２の生体構造は、好ましくは表皮生体構造である。有益には
、第１の生体構造はゲル中で形成される脈管生体構造であり、第２の生体構造はゲル上で
形成される表皮生体構造である。
【００４２】
　第１の生体構造がゲル中の毛細血管およびリンパ毛細管の脈管網である場合、好ましく
は、そのゲル中のリンパ毛細管は、生理学的サイズ、好ましくは１７～６０μｍの途切れ
のない管腔を有する。これらの管腔形成リンパ毛細管は、好ましくは固着線維、好ましく
はフィブリン固着線維を有する。
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【００４３】
　移植片の足場を形成するゲルは、好ましくは、フィブリンまたはコラーゲンヒドロゲル
、好ましくはＩ型コラーゲンヒドロゲルである。好ましくは、ゲルは圧密化され、好まし
くは圧縮されたヒドロゲルである。好ましくは、ゲルは欧州特許第１３１７４４４１号に
開示されている装置において圧縮される。
【００４４】
　最も好ましくは、組織移植片は表皮－真皮皮膚移植片であり、好ましくは第１の生体構
造に含まれる細胞はＨＤＭＥＣまたはＳＶＦ細胞であり、第２の生体構造に含まれる細胞
はケラチノサイト、好ましくは表皮ケラチノサイトである。特に表皮－真皮皮膚移植片の
場合、移植片は、好ましくは０．２～３ｍｍ、好ましくは０．７～１ｍｍの厚さを有する
。
【００４５】
　ヒドロゲル足場に基づいた自己移植の生物工学によって操作された予め脈管を新生した
表皮－真皮皮膚移植片はインビボで再生する能力を示した。実際に移植後、予め形成した
毛細管は、受容者の脈管構造に機能的に結合し、表皮および真皮再生が大いに支援された
（Ｍａｒｉｎｏら　２０１４、Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｄｅｒｍｏ－ｅｐｉｄｅ
ｒｍａｌ　ｓｋｉｎ　ｇｒａｆｔｓ　ｗｉｔｈ　ｂｌｏｏｄ　ａｎｄ　ｌｙｍｐｈａｔｉ
ｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ、ＳｃｉＴｒａｎｓｌ　Ｍｅｄ．２０１４　Ｊａｎ　２９；
６（２２１）：２２１ｒａ１４およびＫｌａｒら　２０１４、Ｔｉｓｓｕｅ－ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｅｄ　ｄｅｒｍｏ－ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｓｋｉｎ　ｇｒａｆｔｓ　ｐｒｅｖａｓ
ｃｕｌａｒｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｃｅｌｌｓ、Ｂｉｏ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ．２０１４　Ｊｕｎ；３５（１９）：５０６５－７８）。
【００４６】
　本発明による方法は特に、損傷または疾患内因性組織（組織移植片）を修復または置き
換えるための、組織等価インプラント、または個体への移植のための手段の生成に有用で
ある。このような欠陥組織の例としては、皮膚、神経、腱、軟骨、骨、泌尿生殖器、肝臓
、心肺組織、腎臓、眼組織、血管、腸および腺が挙げられる。組織移植片が表皮－真皮皮
膚移植片である場合、損傷した組織は、好ましくは皮膚組織である。脈管が新生していな
い皮膚移植片と比べて、脈管が新生したヒドロゲルの表皮－真皮皮膚移植片はインビボで
より迅速で良好に再生することが示されるので、それらは例えば熱傷および他の皮膚欠陥
の処置において臨床的に適用可能であり得る。
【００４７】
　本発明を利用して、ヒトの血管およびリンパ管の両方が１つの組織または器官移植片に
おいて操作され得る。インビトロで生成した毛細管網は皮膚構成要素のかん流を顕著に支
援するので、酸素および栄養素への迅速で効果的なアクセスを提供し、このことは、皮膚
移植の迅速な取り込み、増殖および分化を確実にする（Ｂｏｔｔｃｈｅｒ－Ｈａｂｅｒｚ
ｅｔｈら、Ｔｉｓｓｕｅ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｓｋｉｎ、Ｂｕｒｎｓ　３６
、４５０－４６０（２０１０））。予め形成されたリンパ毛細管網を表皮－真皮皮膚移植
片内に生物工学により操作することは、リンパ排液を改善し、組織液恒常性の確立を加速
させることによって血清腫形成を回避するのに役立つはずである。
【００４８】
　本発明のさらなる実施形態は従属請求項に定められる。
【００４９】
　本発明の好ましい実施形態は図面を参照して以下に記載され、それらは本発明の現在の
好ましい実施形態を例示する目的のためであり、それらを限定する目的のためではない。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】大きいヒドロゲルの調製を示し、Ａ）は全体的なヒドロゲル培養および操作を示
し、Ｂ）は薄い圧縮されていないヒドロゲルの操作および稠度を示し、Ｃ）は厚い圧縮さ
れていないヒドロゲルの操作および稠度を示し、Ｄ）は薄い圧縮されたヒドロゲルの操作
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および稠度を示す。
【図２】概略的な棒グラフにおける機械的安定性およびヒドロゲル厚さの相関関係を示す
。
【図３】脈管構造を含むヒドロゲルの生成プロセスの概略的な図を示す。最初に、脈管構
造を含む大きな圧縮したヒドロゲルの生成についての工程の順序を示し（Ａ）、大きな脈
管が新生した表皮－真皮移植片を示し（Ｂ）、続いて免疫蛍光研究（Ｃ、Ｄの上側パネル
、Ｄ’）および組織切片（Ｄの下側パネル）におけるこのような方法の結果を示す。
【図４】圧縮されていない予め脈管が新生した組織移植片について、ａ）毛細管領域に対
する、ｂ）分岐点の数／ｍｍ２に対する、ｃ）平均毛細管直径（μｍ）に対する、内皮細
胞（ＨＤＭＥＣ）対皮膚繊維芽細胞の比を示す。
【図５】圧縮されていないヒドロゲルに対する圧縮したヒドロゲルにおける変化のない脈
管の特徴を示す。ａ）脈管領域を示し、ｂ）分岐点の量を示し、ｃ）脈管長さを示す。
【図６】工程の順序に対して２つのバリエーションの脈管生体構造を含む圧縮したヒドロ
ゲルの生成プロセスの概略図を示す。
【図７】圧縮した予め脈管が新生した組織移植片の生成の写真の記録を示す。フラスコ組
み立ておよびヒドロゲル調製の写真の記録を示す。
【図８】圧縮した予め脈管が新生した組織移植片の生成の写真の記録を示す。圧縮装置の
組み立ての写真の記録を示す。
【図９】圧縮した予め脈管が新生した組織移植片の生成の写真の記録を示す。圧縮工程の
写真の記録を示す。
【図１０】圧縮した予め脈管が新生した組織移植片の生成の写真の記録を示す。ゲル移動
工程の写真の記録を示す。
【発明を実施するための形態】
【００５１】
　本発明は、従来技術と対照的に、患者の皮膚細胞を含まない皮膚移植片に関する。本発
明はまた、エキソビボ（インビトロ）で「予め脈管が新生し」、次いで創傷上に移植され
るリンパ毛細管および／または毛細血管の両方にも関する。表皮－真皮皮膚移植片は、ヒ
ト包皮由来のＨＤＭＣまたはヒト脂肪組織由来のＳＶＦを採取し、それらを三次元ヒドロ
ゲルに埋め込むことによって作製される。ＨＤＭＥＣおよびヒト線維芽細胞またはＳＶＦ
細胞およびケラチノサイトを含む、操作した皮膚移植片をインビボに移動させ、ヌードラ
ット（機能的免疫系を有さない動物）の創傷した背部に移植した。２週間後にヒト皮膚移
植片が予期した皮膚層を形成し、毛細管が既存のラットの毛細管と機能的に結合した。こ
れらの操作された表皮－真皮ヒドロゲルは、次世代の皮膚移植片を表す可能性があり、血
管および／またはリンパ管生体構造を備え、移植する準備ができている。
【実施例】
【００５２】
　実施例１：
　毛細血管およびリンパ毛細管を含む、圧縮されていない予め脈管が新生した表皮－真皮
皮膚移植片の生成
　脈管（血管およびリンパ管）網を含むヒト表皮－真皮皮膚移植片のラットへの移植をモ
ニターした。最初に、皮膚移植片を、フィブリンヒドロゲル中で、ＣＤ３１陽性（ＣＤ３
１＋）ＨＤＭＥＣ、ヒトＣＤ９０陽性（ＣＤ９０＋）線維芽細胞、およびヒトケラチン５
陽性（Ｋ５＋）ケラチノサイトを使用してインビトロで作製した。
【００５３】
　移植片の皮膚区画を構成する両方の細胞種類を、表皮区画である、ケラチノサイトのい
くつかの層の下に配置した（共焦点顕微鏡により可視化し、確認した）。次いでこれらの
皮膚移植片を、ラットケラチノサイトの競合的、側部内側成長／過剰成長を回避するため
にＦｕｓｅｎｉｇチャンバを使用して免疫不全ｎｕ／ｎｕラットの創傷した背部に移植し
た。移植の２週間後、ヒト皮膚代用物をラットの下部組織から外科的に除去し、皮膚構造
および新脈管形成について分析した。脈管形成した新たな真皮（ｎｅｏｄｅｒｍｉｓ）は
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上を覆う表皮の成層を支援した。２週間後の免疫蛍光分析により、新たな真皮においてヒ
トの微小血管および微小リンパ管の両方の存在が明らかになった。生物工学により操作し
たＰｒｏｘ１－陽性／ＣＤ３１－陽性（Ｐｒｏｘ１＋／ＣＤ３１＋）微小リンパ管のほと
んどはインビボでそれらの管腔を維持した。Ｌｙｖｅ－１およびポドプラニンを発現する
ヒト微小管を検出し、ヒトのリンパ毛細管が、移植の２週間後、インタクトなままである
ことが示される。ＣＤ３１のみを発現した微小血管も検出した。注目すべきことに、２つ
の異なる種類の微小管は吻合しなかったことが見出された。毛細管のさらなる分析により
、ヒトの微小リンパ管がフィブリン＋固着線維を提示したことが明らかになり、このこと
は、毛細管が間質圧変化に反応し、インビボで組織液蓄積を消失できることを強く示唆し
ている。さらに、生物工学により操作したヒトのリンパ毛細管は壁細胞被覆を欠いていた
。リンパ排液実験を実施して、生物工学により操作したリンパ毛細管がインビボで機能す
るかどうかを調べた。少量（２５μｌ）のエバンスブルーを、移植の１５日後に移植片に
注入した。注入の３０分後に移植片を分析すると、約５倍多いエバンスブルーが、ヒトの
リンパ毛細管および毛細血管を含むヒドロゲルと比較して、ヒトの線維芽細胞のみを含む
ヒドロゲル中に保持され、このことは、予め脈管が新生した移植片におけるリンパ排液機
能を示す。このデータにより、移植したヒトのリンパ管が、受容者のリンパ管によって認
識され、それらと吻合すること、および新たに発生したリンパ管網がインビボで体液を効
果的に排出したことが示唆される。
【００５４】
　実施例１についての材料および方法：
　ヒト細胞（ケラチノサイト、線維芽細胞および内皮細胞）を、Ｍａｒｉｎｏら、２０１
４、Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｄｅｒｍｏ－Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｓｋｉｎ　Ｇｒ
ａｆｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｂｌｏｏｄ　ａｎｄ　Ｌｙｍｐｈａｔｉｃ　Ｃａｐｉｌｌａｒｉｅ
ｓ、Ｓｃｉ．Ｔｒａｎｓｌ．Ｍｅｄ．６、２２１ｒａ１４（２０１４）に記載されるよう
に単離した。この研究において、最初に、ｈＬＥＣを３Ｄヒドロゲル内でヒト皮膚線維芽
細胞と共培養して、管腔を形成する真正のリンパ毛細管内で発生するＬＥＣの能力を調べ
た。しかしながら、次にＬＥＣよりむしろＨＤＭＥＣを使用して、予め脈管が新生した表
皮－真皮皮膚代用物を操作した。ＨＤＭＥＣは皮膚血管とＬＥＣの混合物であるので、そ
れらを選択した。したがって、それらの細胞は両方の種類の毛細管を生じる可能性を有す
る。
【００５５】
　ＨＤＭＥＣおよび皮膚線維芽細胞の単離および培養：
　ＨＤＭＥＣ（ヒト皮膚微小管内皮細胞）およびヒト皮膚線維芽細胞を、慣用の包皮切除
後、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　Ｚｕｒｉ
ｃｈから得た包皮（ｎ＝８）から同時に単離した。Ｍｏｎｔａｎｏら、Ｆｏｒｍａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ：Ｔｈｅ　ｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｐｒｅｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ　ｍａｔｒｉｃｅｓ．Ｔｉｓｓ
ｕｅ　Ｅｎｇ．Ｐａｒｔ　Ａ　１６、２６９－２８２（２０１０）に記載されるように包
皮を処理した。単離したＨＤＭＥＣおよび線維芽細胞を、内皮細胞成長培地－２（内皮細
胞補足物を有するＥＢＭ－２ＭＶ；Ｌｏｎｚａ）入りの０．１％のゼラチンで被覆した皿
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）で共培養した。毎日、機械的に擦ることによって線維芽
細胞を除去した。ＣＤ９０（Ｄｉａｎｏｖａ）およびＣＤ３１（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔ
ｉｏｎ）についてのＦＡＣＳ分析を使用して、線維芽細胞およびＨＤＭＥＣ（それらの比
は全ての実験において１：１であった）の数を算出した。細胞は全ての実験において継代
１で使用した。
【００５６】
　ヒドロゲルにおける毛細管の生成：
　フィブリンまたはコラーゲンヒドロゲルを、３ｍｍ孔を有する膜（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ
）を有する６ウェル培養挿入物からなるＴｒａｎｓｗｅｌｌシステムを用いて生成した。
簡潔に述べると、フィブリンヒドロゲルについて、ウシ血漿由来のフィブリノゲン（Ｓｉ
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ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）をＮａＣｌ中で１０ｍｇ／ｍｌの最終濃度に再構成し、次いで
１１ｍｌのトロンビン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、１００Ｕ／ｍｌ）を加えた。コラ
ーゲンヒドロゲルについて、膜をラットの尾のＩ型コラーゲンヒドロゲル（３．２～３．
４ｍｇ／ｍｌ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で被覆した。Ｍｏｎｔａｎｏら、２０１
０に記載されるようにコラーゲンマトリクスを調製した。１ｍｌのヒドロゲル溶液に、１
００，０００個のヒト皮膚細胞（ＨＤＭＥＣ／線維芽細胞、１：１）（最初、調査目的の
ためのみ、４０，０００個のヒト皮膚線維芽細胞と組み合わせて６０，０００個のｈＬＥ
Ｃ（Ｍａｒｉｎｏら、２０１４に従って単離した））を加え、６ウェルプレートについて
挿入物内に移した。室温にて凝固させた後、調製物を３７℃にて３５分間、５％のＣＯ２

を含有する加湿インキュベーター内でインキュベートして、重合を確実にした。インキュ
ベーション期間の終わりに、培養培地を上側および下側チャンバ［内皮細胞成長培地－２
（内皮細胞補足物を含むＥＢＭ－２　ＭＶ；Ｌｏｎｚａ）］に加え、ヒドロゲルを最大３
週間インキュベートした。培地は２日毎に変化させた。
【００５７】
　リンパ管形成における線維芽細胞の役割についての試験：
　Ｍａｒｉｎｏら、２０１４に記載されるように、上記のようにフィブリンヒドロゲルを
生成し、インビトロで３週間培養した。０個の線維芽細胞／１００，０００個のＬＥＣを
有するヒドロゲルを、培養培地、培養培地およびＶＥＧＦ－Ａ（４０ｎｇ／ｍｌ、Ｃｈｅ
ｍｉｃｏｎ）、培養培地およびＶＥＧＦ－Ｃ（１００ｎｇ／ｍｌ、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ）、または線維芽細胞馴化培養培地のいずれかで培養した。１０，０００個の線維芽細
胞／９０，０００個のＬＥＣまたは４０，０００個の線維芽細胞／６０，０００個のＬＥ
Ｃを有するヒドロゲルを培養培地中で成長させた。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌアッセイのために
、１００，０００個の線維芽細胞をＴｒａｎｓｗｅｌｌの下側に播種し、一方、１００，
０００個のＬＥＣを有するヒドロゲルを上部で培養した。少しの数の線維芽細胞の移動を
、ヒドロゲル内の多孔質膜を介して挿入物の下側から観察した。培養培地は毎日変化させ
た。
【００５８】
　毛細管形成は線維芽細胞の不在下では起こらなかった。同様に、線維芽細胞馴化培地、
血管内皮細胞成長因子－Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）またはＶＥＧＦ－Ｃの添加も、Ｔｒａｎｓｗ
ｅｌｌシステムの下側での線維芽細胞の存在のいずれも、ｈＬＥＣにおいて毛細管形成を
誘導しなかった。したがって、ヒト皮膚線維芽細胞とＬＥＣとの間の物理的接触は、ヒド
ロゲルにおける真正の分岐リンパ毛細管の発生に必要であった。組織構造により、操作し
た毛細管が、ホールマウント（ｗｈｏｌｅ－ｍｏｕｎｔ）標本で測定して生理学的サイズ
（１７～６０μｍ）の途切れのない管腔を発生したことが明らかになった。リンパ毛細管
の性質を、ホールマウントヒドロゲル調製物で実施した二重免疫蛍光染色によって確認し
た。生物工学によって操作したリンパ毛細管はＣＤ３１およびリンパ管特異的核転写因子
Ｐｒｏｘ１を発現した。毛細管のほとんどは核の生理学的サイズ（直径１０μｍ）を示し
た。２つの他のリンパ管マーカーであるＬｙｖｅ－１およびポドプラニンは、生物工学に
より操作されたヒト毛細管のリンパ管の性質を実証した。
【００５９】
　図４に示した試験の結果において、毛細管領域（図４ａ）、分岐点の数／ｍｍ２（図４
ｂ）および平均毛細管直径（図４ｃ）を観察し、様々な割合の内皮細胞（ＨＤＭＥＣ）対
線維芽細胞に関して定量した。３つのパラメーターａ）－ｃ）の全てに関して、１：１の
割合の内皮細胞対線維芽細胞の播種は、圧縮されていないゲル中の毛細管形成に関して最
適な割合であることが示されたのに対して、２：３および３：７の割合もまた、プラスの
結果を示した。
【００６０】
　予め脈管が新生した皮膚移植片の調製：
　２週間の培養後、１００万個のヒトケラチノサイト（Ｂｒａｚｉｕｌｉｓら、２０１２
に記載されるように単離した）を、予め脈管が新生したフィブリンヒドロゲルの上部に播
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種した。その１週間後、移植またはホールマウント免疫染色を実施した。
【００６１】
　生物工学により操作した皮膚移植片の免疫不全ｎｕ／ｎｕラットへの移植：
　免疫不全のメスのｎｕ／ｎｕラット（Ｅｌｅｖａｇｅ　Ｊａｎｖｉｅｒ）（ｎ＝１２）
を５％イソフルレン（Ｂａｘｔｅｒ）の吸入によって麻酔し、マスクを介する２．５％イ
ソフルレンの吸入によって昏睡状態を維持した。手術の前に、鎮痛のためにブプレノルフ
ィン（０．５ｍｇ／ｋｇ）（Ｔｅｍｇｅｓｉｃ）および眼の保護のためにレチノールクリ
ーム（ビタミンＡ「Ｂｌａｃｈｅ」；Ｂａｕｓｃｈ　＆　Ｌｏｍｂ）を適用した。側部か
らの創傷閉鎖およびラット組織によるヒト移植の過剰成長を防ぐために、特別なポリプロ
ピレンリング（改変したＦｕｓｅｎｉｇチャンバ）、２．６ｃｍ直径を本発明者らの実験
室で設計した。リングを、非吸収性ポリエステル縫合糸（Ｅｔｈｉｂｏｎｄ；Ｅｔｈｉｃ
ｏｎ）を用いてラットの背部に作り出した皮膚欠陥の全層に縫合した。直径約２．６ｃｍ
および３～８ｍｍの厚さの培養した予め脈管が新生した表皮－真皮円形皮膚移植片をポリ
プロピレンリングに入れ、シリコンホイル（Ｓｉｌｏｎ－ＳＥＳ；Ｂｉｏ　Ｍｅｄ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ）およびポリウレタンスポンジ（Ｌｉｇａｓａｎｏ；Ｌｉｇａｍｅｄ）で被
覆した。手術の１５日後にラットを屠殺した。屠殺時に、包帯および縫合を取り除き、複
数の移植生検（ｎ＝１２）を異なる分析のために採取した。
【００６２】
　実施例２：
　ＳＶＦ細胞によって生成された毛細血管を含む圧縮されていない予め脈管が新生した表
皮－真皮皮膚移植片の生成
　血管網を含むヒト表皮－真皮皮膚移植片のラットへの移植をモニターした。最初に、フ
ィブリンヒドロゲル中でＳＶＦ細胞およびケラチノサイトを使用して皮膚移植片をインビ
トロで作製した。
【００６３】
　ＳＶＦ細胞を、表皮区画であるケラチノサイトのいくつかの層の下に配置した（共焦点
顕微鏡によって可視化し、確認した）。次いでこれらの皮膚移植片を、ラットケラチノサ
イトの競合的、側部内側成長／過剰成長を回避するためにＦｕｓｅｎｉｇチャンバを使用
して免疫不全ｎｕ／ｎｕラットの創傷した背部に移植した。移植の２週間後、ヒト皮膚代
用物をラットの下部組織から外科的に除去し、皮膚構造および新脈管形成について分析し
た。脈管形成した新たな真皮は上を覆う表皮の成層を支援した。２週間後の免疫蛍光分析
により、新たな真皮におけるヒトの血管の存在が明らかになった。生物工学により操作し
た微小管はインビボでそれらの管腔を維持し、移植後４日ほどの早さで受容者の脈管系と
吻合し、移植片をかん流した。この迅速なかん流は皮膚の生存および機能性を誘発した。
【００６４】
　実施例２についての材料および方法：
　ヒト細胞（ケラチノサイトおよびＳＶＦ細胞）を、Ｋｌａｒら、２０１４、Ｔｉｓｓｕ
ｅ－ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｄｅｒｍｏ－ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｓｋｉｎ　ｇｒａｆｔｓ
　ｐｒｅｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｃｅ
ｌｌｓ、Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ．２０１４　Ｊｕｎ；３５（１９）：５０６５－７８
に記載されるように単離した。この研究において、ＳＶＦ細胞を使用して、予め脈管が新
生した表皮－真皮皮膚代用物を操作した。
【００６５】
　細胞単離および培養：
　ヒトの皮下脂肪組織試料を、健常なヒトドナー（１８～６８歳）の女性または男性の主
に腹部の身体部分由来の脂肪吸引物（ｌｉｐｏａｓｐｉｒａｔｅ）または脂肪切除物から
得た。それらの全ては外科的脂肪吸引または切除術を受けていた。脂肪吸引物または切除
した脂肪試料を小さな部分に切り刻み、３７℃にて６０分間、振盪しながら０．０７５％
（Ｗ／Ｖ）のＩＩ型コラゲナーゼ（３５５Ｕ／ｍｇ、Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ、Ｌａｋｅ
ｗｏｏｄ、ＮＪ、ＵＳＡ）で消化した。２００ｇにて１０分間の遠心分離後、油および水
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層を捨てた。得られたペレットをリン酸緩衝液（ＰＢＳ、Ｇｉｂｃｏ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ、ＵＳＡ）中で洗浄し、１００ｍｍおよび４０ｍｍのスト
レーナーに通した。赤血球を２分間、０．１５Ｍ／ｌの塩化アンモニウム、１．０ｍＭ／
ｌの炭酸水素カリウム（両方、Ｍｅｒｃｋ、Ｄａｒｍｓｔａｄｔ、ドイツ）、および０．
１ｍＭ／ｌのＮａ－ＥＤＴＡ（Ｆｌｕｋａ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｅ　ＧｍｂＨ、Ｂｕｃｈｓ、スイス）を含有する緩衝液を用いてイ
ンキュベーションにより溶解した。遠心分離およびＰＢＳ中での洗浄後、ＳＶＦ細胞ペレ
ットを、１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を補足したａ－改変イーグル培地（ａ－ＭＥＭ、
Ｇｉｂｃｏ）、１％ｈｅｐｅｓ、１％ピルビン酸ナトリウムおよび１％ペニシリンストレ
プトマイシングルタミン（１００×）溶液（全てＧｉｂｃｏ製）からなる完全培地（ＣＭ
）中で再懸濁し、クリスタルバイオレット（Ｓｉｇｍａ）で染色し、Ｎｅｕｂａｕｅｒチ
ャンバを使用することによって計数した。１．６－０．９×１０５個の有核細胞を１ｍｌ
の脂肪吸引生検から、および１－０．５５×１０５個の有核細胞を１ｇの切除生検から慣
用的に単離した。単層増加のために、ＳＶＦ細胞を組織培養プレート上で２×１０３個の
細胞／ｃｍ２の密度で播種し、さらに５ｎｇ／ｍｌのＦＧＦ－２（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ）を補足したＣＭ中で培養し、コンフルエントな場合、３×１０３個の細胞／ｃｍ２の
密度で継代した。ドナーが一致した単層が増加した脂肪由来細胞は、新たに単離したＳＶ
Ｆ細胞の集団と区別するために、以下で脂肪間質細胞（ＡＳＣ）と称する。インビトロで
、および移植後、操作したヒト皮膚代用物の質および自己複製能を評価するために、Ｐｏ
ｎｔｉｇｇｉａら、Ｍａｒｋｅｒｓに記載されるようにヒト皮膚線維芽細胞（ＨＤＦ）お
よびケラチノサイト（ＫＣ）を包皮（２～１８歳の男性）から単離し、増加させた（Ｊ．
Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．２００９；１２９：４８０－９０）。
【００６６】
　予め脈管が新生したヒドロゲルの調製：
　１０ｍｇ／ｍｌの最終濃度にて０．９％のＮａＣｌ中で再構成したウシ血漿由来のフィ
ブリノゲン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を使用してフィブリンヒドロゲルを調製した
。比較可能な細胞を獲得するために、ヒドロゲル内に３×１０５個のＳＶＦ細胞、７．５
×１０４個のＡＳＣまたは７．５×１０４個のＨＤＦ／３ｍｌゲルを播種した。ＳＶＦ細
胞の濃度を、移植前に機能的および均質な皮膚毛細管網を生成することに関して最適化し
た。対応する予め脈管が新生した移植片は、移植の３～４日後に効果的なかん流が開始し
た。細胞の播種密度を、ＳＶＦにおけるよりＡＳＣにおいて約４倍高い、間葉細胞の数に
応じて正規化した。本発明者らは、皮膚を再構成するために１ｍｌのヒドロゲル当たり１
×１０５個のＳＶＦ細胞を播種した。細胞を遠心分離し、１００ｍｌのＥＧＭ－２ＭＶ培
地（Ｌｏｎｚａ、Ｂａｓｅｌ、スイス）中に再懸濁し、３ｍｌのフィブリノゲン溶液と混
合した。ゲルを、３．０ｍｍの孔サイズの膜（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ、ドイツ）を有する６
ウェル細胞培養挿入物に入れた。３３ｍｌのトロンビン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、
１００Ｕ／ｍＬ）を添加することによって重合を開始し、ゲルを室温にて１０分間、続い
て３７℃にて１時間、５％ＣＯ２を含有する加湿インキュベーター中で維持した。コラー
ゲンヒドロゲルを調製するために、ラットＩ型コラーゲン（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ、ＵＳＡ）を、０．１５ＭのＮａＯＨを含有する
０．２ｍｌの中和緩衝液と混合した。重合期間の後、ＥＧＭ－２ＭＶをフィブリン／コラ
ーゲンヒドロゲルの上側および下側チャンバに加え、それらを１または３週間インキュベ
ートし、脈管網形成について分析した。移植のための表皮－真皮皮膚代用物（ＤＥＳＳ）
を調製するために、細胞をＥＧＭ－２ＭＶ培地におけるフィブリン／コラーゲンヒドロゲ
ル中で２週間培養し、続いてケラチノサイト（７．５×１０４／ゲル）により被覆し、さ
らに１週間培養し、免疫不全ラットに移植した。間質細胞（ＥＣを有するまたは有さない
）が皮膚区画を形成したのに対して、ケラチノサイトはＤＥＳＳの表皮区画において優勢
な細胞種類を構成した。ｖａｓｃＤＥＳＳの皮膚区画はインビトロで予め脈管が新生した
ので、それは既にヒトの操作した毛細管の成熟網を含んだ。
【００６７】
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　組織操作した皮膚代用物の移植：
　外科手術プロトコルは、地域の動物実験委員会（Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｆｏｒ　Ｅｘｐ
ｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）（認可番号７６／２０１１）に
よって承認された。８～１０週齢の免疫不全のメスのｎｕ／ｎｕラット（Ｈａｒｌａｎ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）を準備し、（Ｐｏｎｔｉ
ｇｇｉａら、２００９に記載されるように）麻酔した；ＳＶＦ（１回の条件当たりｎ＝６
；１８匹のラット）およびＡＳＣ（１回の条件当たりｎ＝６；１８匹のラット）について
の３つの独立したドナー、およびＨＤＦ（１回の条件当たりｎ＝４；１２匹のラット）に
ついての４つの独立したドナー（合計４８匹のラット）（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒら、Ｍａｔ
ｒｉｄｅｒｍ　ｖｅｒｓｕｓ　Ｉｎｔｅｇｒａ：ａ　ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｅｘｐｅ
ｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｔｕｄｙ．　Ｂｕｒｎｓ　２００９；３５：５１－７）。ＤＥＳＳ
を、ラットの背部に外科的に作り出した皮膚欠陥の全層に移植した。移植を保護し、周囲
のラットの皮膚からの創傷閉鎖を防ぐために、特注の鋼リング（直径２．６ｃｍ）を、ラ
ットの背部に作り出した皮膚欠陥の全層内に、非吸収性ポリエステル縫合糸（Ｅｔｈｉｂ
ｏｎｄ＿、Ｅｔｈｉｃｏｎ、ＵＳＡ）を使用して縫合した。次いで移植を、シリコーンホ
イル（Ｓｉｌｏｎ－ＳＥＳ、ＢＭＳ、ＵＳＡ）、ポリウレタンスポンジ（Ｌｉｇａｓａｎ
ｏ、Ｌｉｇａｍｅｄ、オーストリア）、粘着適合包帯（Ｓｉｎｃｏｈａｆｔ、Ｔｈｅｏ　
Ｆｒｅｙ　ＡＧ、スイス）、および創傷包帯としてテープで被覆した。これらの手段によ
って、包帯を巻いた部位を完全に保護し、ラットは移植を引っ掻くことができなかった。
包帯の交換および写真の記録を１週間に１回実施した。４、７および１４日後、移植した
皮膚類似物を切除し、凍結およびパラフィン切片、ならびに電子顕微鏡検査のために処理
した。
【００６８】
　実施例３：
　圧縮した予め脈管が新生した表皮－真皮皮膚移植片の生成
　実施例３についての材料および方法：
　ヒト細胞（ケラチノサイト、線維芽細胞および内皮細胞）を上記のように単離した。組
織移植片を、図７～１０を参照して以下に記載されるように７×８ｃｍサイズのヒドロゲ
ルから調製した。機械的安定性を得るために、改変した塑性圧縮を、欧州特許第１３１７
４４４１号による圧縮装置を用いて実施した。
【００６９】
　ヒドロゲルの調製（図７に示す）：
　図７に示すように、挿入フレーム（Ａ）および挿入物（Ｂ）を１１５ｃｍ２の組織培養
フラスコに入れる。１００万個の線維芽細胞／内皮細胞（１：１の比）を４ｍｌの内皮細
胞培地（「細胞」）中で再懸濁する。１８±１ｍｌのコラーゲンヒドロゲルを管に注ぐ（
「ヒドロゲル」）。８５０μｌの濾過した酢酸を「ヒドロゲル」（「混合物」）に加える
。「混合物」を、管を穏やかに回転させることによって混合する。
　－　７．５±０．２ｍｌの再構成緩衝液の細胞への添加（「細胞＋ＲＢ」）（再構成緩
衝液は、Ａｑｕａ　ａｄ　ｉｎｊｅｃｔａｂｉｌｉａ、水酸化ナトリウム、炭酸水素ナト
リウム、ＨＥＰＥＳ緩衝液を含み；オリジナルの配合について、Ｃｏｓｔｅａら：Ｃｒｕ
ｃｉａｌ　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ　ａｎｄ　Ｋｅｒａｔｉｎｏ
ｃｙｔｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　ｏｎ　Ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｒ
ｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｏｒａｌ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ．Ｊ　Ｉｎｖ
ｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ　１２１：１４７９－１４８６、２００３を参照のこと）。
　－　「細胞＋ＲＢ」を、管を穏やかに反転させることによって混合する。
　－　「細胞＋ＲＢ」を「混合物」：（「最終ヒドロゲル」）に移す。
　－　「最終ヒドロゲル」を、管を穏やかに反転させることによって混合する。
　－　「最終ヒドロゲル」を、フラスコ内の挿入物（Ｂ）に注ぐ。
【００７０】
　ゲル化：
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　フラスコを室温（１８～２６℃）にて１０±２分間インキュベートし、続いて３７±１
℃にて３０±１分間インキュベートした。
【００７１】
　圧縮装置の組み立て（図８に示す）：
　機械的安定性を得るために、改変された塑性圧縮を、図８に示すように欧州特許第１３
１７４４４１号による圧縮装置を用いて実施した。
　－　ベーストレイ（Ｃ）をベースフレーム（Ｄ）に置く。
　－　多孔プレート（Ｅ）をベーストレイに置く。
　－　スペーサー（Ｆ）をベーストレイに置く。
　－　ピストンプレート（Ｇ）を上部プレートに置く。
【００７２】
　圧縮（図９に示す）：
　－　フラスコの挿入物を圧縮装置（Ｈ）に移す。
　－　ピストンプレート（Ｉ）を有する上部プレートを圧縮装置に加える。
　－　３つの圧縮重り（Ｊ）を圧縮装置に連続して加える：
　　　５分間１５０ｇ、次いで５分間１５０ｇ＋２００ｇ、次いで５分間１５０ｇ＋２０
０ｇ＋５００ｇ。
【００７３】
　ゲル移動（図１０に示す）：
　－　１５±１分の圧縮時間後、圧縮達成を視覚的に調べる。
　－　圧縮重りを圧縮装置から除去する。
　－　ピストンプレートを上部プレート（クリック機構）から開ける。
　－　上部プレートを、ピストンプレートが挿入物に残った状態で圧縮装置から除去する
。
　－　ピストンプレートを、一方の側で最初に注意深く持ち上げ、次いで他方の側でヒド
ロゲル（Ｋ）をかき乱さないことによって膜挿入物から除去する。
【００７４】
　ゲル培養：
　－　ゲルを有する挿入物をフラスコの挿入フレームに移す。
　－　９０ｍｌの内皮細胞培地をフラスコ基部（バリア内）に加える。ヒドロゲルは培地
中に完全に浸さなければならない。
　－　１０ｍｌの内皮細胞培地をゲル（挿入物内）に加える。ヒドロゲルは培地中に完全
に浸さなければならない。
　－　フラスコを２１日間インキュベーター内に保存して脈管生体構造を形成させる。
【００７５】
　ケラチノサイト播種：
　－　８００万個のケラチノサイトを調製し、１０±２ｍｌのケラチノサイト培地中で再
懸濁する。
　－　ゲルの上部の培地を吸引する。
　－　ゲルの下部の培地を吸引する。
　－　９０±５ｍｌの内皮細胞培地をフラスコの基部（バリア内）に加える。ゲルは培地
中に完全に浸さなければならない。
　－　１０±２ｍｌのケラチノサイト培地をゲル（挿入物内）に加える。ゲルは培地中に
完全に浸さなければならない。
　－　フラスコを２～４日間インキュベーター内に保存してケラチノサイトを付着させ、
増殖させる。
【００７６】
　次いで最後の増殖工程を以下のように行う。
　インビボでの移植または表皮生体構造形成のための気液相：
　ケラチノサイトをケラチノサイト培地中で４日間培養する。次いで、ケラチノサイト層
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を気／液界面に持ち上げ、さらに３週間培養する（気液層化プロトコル：Ｐｏｎｔｉｇｇ
ｉａ　Ｌら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｌｏ
ｇｙ（２００９）１２９、４８０－４９０；ｄｏｉ：１０．１０３８／ｊｉｄ．２００８
．２５４；２００８年８月２１日にオンラインで公開による）。
【００７７】
　分析：
　微小リンパ管の形態および機能性を、免疫蛍光および組織構造によりインビトロおよび
インビボの両方で特徴付け、分析した。組織学的およびホールマウント分析をＭａｒｉｎ
ｏら　２０１４に記載されるように実施した。
【００７８】
　図１は、異なる種類のヒドロゲル間での操作の相違を示す。Ａ）大きなヒドロゲル（７
×８ｃｍ、１型コラーゲン）を細胞と組み合わせて調製し、さらなる処理のためにそれら
の除去を可能にするフラスコ内で培養した。Ｂ）これまで、例えばヒトの皮膚（０．７～
１ｍｍ）の厚さに到達するように薄いヒドロゲルを作製する必要がある場合、その不十分
な機械的安定性が大きな問題であった。Ｃ）約１０ｍｍの厚さの厚いヒドロゲルは高い機
械的安定性を示したが、それらは組織操作目的の大部分について適さなかった。Ｄ）塑性
圧密化／圧縮により、薄く、大きく、機械的に安定なヒドロゲルベースの組織産物の生物
工学による操作を可能にする。
【００７９】
　図２は、圧縮したヒドロゲル対圧縮していないヒドロゲルについての機械的安定性とヒ
ドロゲル厚さとの間の関係を示す。圧縮していないヒドロゲル（黒色の柱）において、機
械的安定性は、ヒドロゲルの厚さの増加に伴って増加する。約０．５ｍｍの同じ厚さの圧
縮したヒドロゲルにおいて、機械的安定性は約８０倍高い。ヒトの皮膚は約０．７～１ｍ
ｍの厚さを有し、そのためこの範囲のヒドロゲルが特に興味深い。図２のグラフによれば
、０．５～３ｍｍの厚さの圧縮したヒドロゲルは、同じ厚さの圧縮していないヒドロゲル
よりはるかに高い機械的安定性を示し、さらに１０ｍｍの厚さの圧縮していないヒドロゲ
ルの機械的安定性より高い。
【００８０】
　図３は、圧縮したヒドロゲルが脈管および表皮生体構造と共に作製され得ることを示す
。上部に、脈管構造および脈管が新生した表皮－真皮皮膚移植片を含むヒドロゲルの生成
プロセスを示す。Ａで印した第１の矢印は、４つの工程が脈管構造を含む大きな圧縮した
ヒドロゲルの作製に必要であることを示す（混合、注入、圧縮、培養）。Ｂで印した第２
の矢印は、圧縮したヒドロゲルに基づいた大きな脈管が新生した表皮－真皮皮膚移植片の
操作について、６つ全ての示した工程が必要であることを示す（混合、注入、圧縮、培養
、播種、培養）。Ｃで標識した２つの写真において、脈管構造を、播種の２１日後、内皮
細胞マーカー（ＣＤ３１）および核リンパ管マーカー（Ｐｒｏｘ１）についてホールマウ
ント免疫蛍光によって可視化する。上部の第１の写真において、多くの脈管構造が可視化
される。これにより、ＨＤＭＥＣが脈管構造に組織化することが確認される。下部の第２
の写真において、リンパ管のみが可視化される。これにより、ヒトの包皮から単離したＨ
ＤＭＥＣが、Ｐｒｏｘ１陽性リンパ管およびＰｒｏｘ１陰性血管内皮細胞の両方を含むこ
とが確認される。Ｄで標識した写真において、第１の上部の写真は、ＣＤ３１およびケラ
チノサイトマーカー（サイトケラチン（Ｃｉｔｏｋｅｒａｔｉｎ）５）についてのホール
マウント免疫蛍光を示し、ケラチノサイトの層（矢印）の下の皮膚移植片における脈管構
造（矢印の先端）を可視化する。第２の下部の写真は、管腔を有する内皮細胞層および毛
細管を可視化している組織切片を示す。ヒドロゲルが気－液条件下でさらに培養される場
合、表皮生体構造の形成が起こる：Ｄ’で標識した写真において、免疫蛍光分析は基底膜
沈着（矢印）を有する層状表皮を示す。この表皮は脈管生体構造を含むヒドロゲルで成長
する（矢印の先端）。
【００８１】
　図５は、圧縮したヒドロゲル（白色のバー）対圧縮していないヒドロゲル（黒色のバー
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）における変化のないままである脈管の特徴を示す。脈管形成は圧縮したヒドロゲルおよ
び圧縮していないヒドロゲルの両方で起こった。定量分析により、脈管領域および分岐点
の数が、圧縮したヒドロゲルと比べて圧縮していないヒドロゲルにおいて多くなったこと
が示された。しかしながら、統計的分析により、有意でない差が示された（ｐ＜０．０５
）。脈管の長さは変化のないままである。驚くべきことに、このことにより、脈管網の発
生は、ヒドロゲルの塑性圧密化／圧縮によって影響を受けなかったことが示された。
【００８２】
　図６において、上側の行は図３の生成順序を示す。しかしながら、Ｃａ－細胞の圧縮お
よび培養の工程を反転させることも可能である（第１の種類および／または第２の種類の
細胞を第１の生体構造の形成のために播種した）。他の組織は、圧縮したヒドロゲルにお
いて他の生体構造を生成する他の細胞を使用して操作できる。圧縮は構造形成の前または
後に実施され得る。圧縮工程を含むことによって生成される組織移植片は、皮膚、角膜、
軟骨、膜、内皮細胞、粘膜などの全ての種類の薄い組織に有用である。
【００８３】
　本発明の方法は、毛細血管（ＨＤＭＥＣまたはＳＶＦ細胞によって生成され得る）以外
に、三次元ヒドロゲルを使用して機能的リンパ毛細管が生成され得ることを示す。正常な
リンパ管と同様に、これらの毛細管分岐は管腔を形成し、免疫不全状態の齧歯動物への移
植後、インビトロおよびインビボで流体を吸収する。リンパ毛細管の形成はリンパ管新生
および抗リンパ管新生刺激の両方によって調節され得、インビトロ試験についてのこの系
の潜在的有用性を実証する。血管およびリンパ管内皮細胞は脈管発生の間、決して混ざら
ず、記載されている状況下で毛細血管もリンパ毛細管も吻合しない。操作した移植片の移
植後、ヒトのリンパ毛細管はヌードラットのリンパ管網と吻合し、体液排出をサポートし
た。このデータは、生理的、構造的および機能的特性を有するこれらの皮膚移植片／代用
物が、重度の皮膚欠陥に悩んでいる患者に１日で適用され得ることを示唆している。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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