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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体における肝臓再生を促進するための薬剤を製造するための、ＥＰＯの使用であっ
て、肝臓の切除あるいは部分的切除に使用されることを特徴とし、ＥＰＯの全身的あるい
は局部的投与に使用されることを特徴とし、構造的増殖を先導し、終了し、あるいは構造
化するための局所的支持構造の使用であることを特徴とする、使用。
【請求項２】
　肝臓柔組織の再生に使用されることを特徴とする、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　処置されない肝臓と比べて有意な構造的増殖を示すことを特徴とする、請求項１から２
のいずれか一項に記載の使用。
【請求項４】
前記患者は慢性または急性の肝障害を有する、請求項１から３のいずれか一項に記載の使
用。
【請求項５】
前記慢性肝障害は、肝炎、肝硬変および線維症からなる群より選択される、請求項４に記
載の使用。
【請求項６】
　被験体における肝臓再生を促進するための、ＥＰＯを含む組成物であって、肝臓の切除
あるいは部分的切除に使用されることを特徴とし、ＥＰＯの全身的あるいは局部的投与に
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使用されることを特徴とし、構造的増殖を先導し、終了し、あるいは構造化するための局
所的支持構造の使用であることを特徴とする、組成物。
【請求項７】
　肝臓柔組織の再生に使用されることを特徴とする、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　処置されない肝臓と比べて有意な構造的増殖を示すことを特徴とする、請求項６から７
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
前記患者は慢性または急性の肝障害を有する、請求項６から８のいずれか一項に記載の組
成物。
【請求項１０】
前記慢性肝障害は、肝炎、肝硬変および線維症からなる群より選択される、請求項９に記
載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、初代分化細胞の培養のために分離された形状においての少なくとも１つの増
殖因子の使用方法、および、局部的に特定のおよび/または管理された、成体細胞の増殖
、ならびに/または骨、組織および/もしくは内分泌臓器の再生のために、分離された形状
においての少なくとも１つの増殖因子の使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　個体発生、すなわち個別生物体の発生において、細胞数に数値的に関連する基本的な構
造プロセスを開始可能な増殖因子の発現が存在する。成長生物体においては、もはやこれ
ら増殖因子は発現しないため、再生による構造的修復能力は、増大して失われる。骨髄お
よび造血器官の因子は、特定の個体発生プロセス中に、いずれ他の器官の成長プロセスに
適時に結合される。
【０００３】
　例えば、上皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）あるいは肝細胞
増殖因子（ＨＧＦ）のように既知の増殖因子の１つの不都合点は、特にインビトロにおけ
る初代細胞の使用において、増殖プロセスは制限される点、およびインビボにおける使用
は、例えば癌遺伝子の活性化のような副作用の可能性のため、問題を含む点にある。
【０００４】
　今日まで、例えば、下垂体あるいは視床下部からの組織抽出は、肝細胞の増殖を起こす
ために特に適切であると考えられてきた（例えば、ＵＳ６００８０４７参照）。そのよう
な、動物抽出物、場合によって、ヒト抽出物は、既に細胞培養に加えられている。しかし
ながら、動物あるいはヒト組織の抽出物は、例えばＢＳＥウィルス、豚ウィルスあるいは
羊ウィルスのような伝染性ウィルスのために、実験室での使用あるいは治療使用において
は問題がある。そのような抽出物の使用には、実際に関連する因子に関する、およびそれ
らの潜在的使用および作用に関する知識が欠如している。さらに重要な不都合点は、使用
されるソースに規定されかつかなり依存することが困難な異質の抽出物によって、一部の
環境において、臨床的使用において好ましくない副作用あるいは特性を引き起こす因子の
培養への導入が存在することにある。そのため、その因子およびコントロールされたその
投与量の正確な知識は、ともに、特にヒト組織工学の領域において細胞の増殖および分化
を適切な方法によって可能にするために、および三次元（３－Ｄ）再生の構造プロセスを
導入するために重要な要素である。
【０００５】
　３Ｄ増殖およびその開始はいまだ解明されていないが、そのような構造的課題は、特に
ヒト組織工学において優先事項である。そのような凝集体培養の従来のアプローチは高密
度を達成したが、それらは、例えば肝細胞である初代組織から予備増幅した細胞あるいは
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初代組織から分離された細胞によって形成されねばならない。規定された所定の構造への
誘導的増殖プロセスは、今日、可能ではない。
【０００６】
　しかしながら、今日、例えば肝細胞のような細胞は、さらなる大きな凝集体（超凝集体
）の形成を避けるために、増殖期の後においてもゲル状に定着している。これらのゲルは
、二次元的に拡がって高細胞密度を有し、そのため細胞増殖を停止する。層を成すそのよ
うな２－Ｄ封入は、サンドイッチモデルあるいはゲルエントラップメントとして、Ｂａｄ
ｅｒらによる、Ａｒｔｉｆ．Ｏｒｇａｎｓ、１９、３６８～３７４ページ（１９９５）に
、既に記載されている。ゲル状の凝集体の定着は、分化の維持において改善となるが、さ
らなる増殖とはならない。
【０００７】
　インビトロおよびインビボにおける組織再生の意味において、わずかな前駆細胞から３
－Ｄ構造および近接プロセスのための誘導的行動への急激な増殖は、今日、可能ではない
。しかしながら、細胞の誘導的行動は、特に治療的あるいはバイオ工学的プロセスにとっ
て相当な革新を意味する。そのような増殖行動は、３－Ｄ支持マトリクスにアシストされ
て、コロニー化あるいは構造的再構築の意味において増殖を許すのみならず、実際、誘導
的細胞核から導かれたデノボ形成を許し得る。そのようなプロセスは個体発生において起
こり、先在する原基に成長する。
【０００８】
　増殖因子は、例えば、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、（ＣＮＴＦ）、（ＧＤＮＦ）、ある
いは神経成長因子（ＮＧＦ）のような胎児起源のニューロン先駆体の場合において特に、
脱分化されたニューロンの増殖期を可能にする。しかしながら、分化の後、これら因子は
もはや活動できない。
【０００９】
　ヒト組織工学において、胎児細胞よりいっそう既に分化された、患者特定の成体細胞シ
ステムが使用されるという、さらなる問題が存在する。さらに、培養状態はインサイチュ
およびインビトロにおいて利用されるが、従来的な使用は考慮されていない。それに対し
、望ましくないため、例えば、柔組織肝細胞の拡張の際に肝臓で発生するような、内皮細
胞、マクロファージおよび線維芽細胞の同時培養を避ける試みが行われる。しかしながら
、分化された培養における、これらいわゆる非柔組織細胞の存在は、分化に実質的に寄与
することが知られている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　そのため、実質的に、細胞システムの生理学的状態を維持し得、かつ実質的に構造増殖
を可能にする、インビトロにおける増殖方法、および／またはインビボにおける再生方法
の提供が望まれる。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明において、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、および/またはエリスロポエチン（Ｅ
ＰＯ）、および/または成長ホルモン（ＧＨ）、特にヒト成長ホルモン（ＨＧＨ）、およ
び/またはソマトスタチン、および/または白血病抑制因子（ＬＩＦ）、および/または毛
様体向神経性因子（ＣＮＴＦ）、の増殖因子の使用が、細胞の増殖および分化を開始およ
び終了し、ならびに構造的に誘導することが、見出された。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　これは、細胞の増殖のみならず、構造的プロセスの導入、特に局部的な特定の細胞増殖
をもたらし、また、管理された分化が、誘導的作用によってインプラント上のその位置（
インサイチュ）において、例えばいわゆるホーミングプロセスを介してもたらされる。こ
れは、成長ホルモンがこれら構造プロセスを導入および終了できることを、意味する。
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【００１３】
　本発明は、さらに、インビトロにおいて細胞を増殖および分化する方法に関連し、ここ
において、細胞の増殖プロセスは、ＴＰＯ、および/またはＥＰＯ、および/またはＧＨ、
特にＨＧＨ、および/またはソマトスタチン、および/またはＬＩＦ、および/またはＣＮ
ＴＦ、の増殖因子を用いることによって開始あるいは終了され、かつ構造的に導かれる。
【００１４】
　ＴＰＯは、例えばｃ－Ｍｐｌリガンド、ｍｐｌリガンド、メガポイエチンあるいは巨核
芽細胞増殖として知られ、また今日、例えば成体肝細胞、あるいは血小板およびその前駆
体を除く他の初代細胞の培養に使用されていない。ＴＰＯは、本質的に、巨核芽細胞およ
び血小板の成長および増殖に必要であり、またそのため、血小板の形成に必要である。Ｔ
ＰＯは、に肝臓内に構成的に生成され、また腎臓内に３３２アミノ酸長タンパク質として
構成的に生成される。
【００１５】
　本発明に従って使用され得る追加的な増殖因子は、悪性化増殖因子β（ＴＧＦ　β）、
プロスタグランジン、顆粒球マクロファージ刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、甲状腺刺激ホル
モン放出ホルモン（ＴＲＨ）、成長ホルモン放出ホルモン（ＧＨＲＨ）、性腺刺激ホルモ
ン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（ＣＲＨ）、ドーパミ
ン、抗利尿ホルモン（ＡＤＨ）、オキシトシン、プロラクチン、副腎皮質刺激ホルモン、
ベータセルトロピン、ルトロピン、および/またはバソプレシンである。
【００１６】
　培養への上記増殖因子の供給の停止あるいは削減の他に、ソマトスタチンおよび／また
はＴＧＦ　βおよび／またはプロスタグランジンが、本発明の増殖プロセスの終了のため
に適する。
【００１７】
　溶剤中の増殖因子の個別の濃度は、通常、ほぼ１ｎｇ／ｍｌ～ほぼ１００ｎｇ／ｍｌで
あり、好ましくは、ほぼ１０ｎｇ／ｍｌ～ほぼ５０ｎｇ／ｍｌであり、特に、ほぼ１０ｎ
ｇ／ｍｌ～ほぼ２０ｎｇ／ｍｌである。しかしながら、局部的なコーティングの場合、増
殖因子の濃度は、その倍であり得る。
【００１８】
　例えば、内分泌臓器の再生の場合、特に、成長ホルモン放出ホルモン（ＧＨＲＨ）、甲
状腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＴＲＨ）、性腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）
、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（ＣＲＨ）、ソマトスタチン、ドーパミン、抗利尿
ホルモン（ＡＤＨ）および／またはオキシトシン、の増殖因子の相互作用は、支持マトリ
クスを用いて、内分泌物の分化および／またはインサイチュの増殖を誘導する。
【００１９】
　プロラクチン、副腎皮質刺激ホルモン、ベータセルトロピン、ルトロピン、および/ま
たはバソプレシンを構造的プロセスに追加的に使用することも可能である。
【００２０】
　さらなる実施形態において、１つ以上の神経再生因子、好ましくは神経成長因子（ＮＧ
Ｆ）、および/または１つ以上の脈管再生因子、好ましくは血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ
）および/または血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）が、追加的に使用することが可能であ
る。
【００２１】
　内皮細胞の存在において、細胞の内皮化およびその結果最適な血液適合性が達成される
。
【００２２】
　増殖因子は通常、商業的に購入可能であり、また当業者には既知のように、遺伝子操作
により準備され可能である。それらは自然発生的増殖因子のみならず、実質的に同一生物
学的活動を有する誘導体あるいは改変体を含む。
【００２３】
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　例えば、ＴＰＯは、ＣｅｌｌＳｙｓｔｅｍ　ＧｍｂＨ、Ｓｔ　Ｋａｔｈａｒｉｅｎから
購入可能である。ヒトＴＰＯの使用は、ヒト成体肝細胞を培養するために好適である。さ
らに、ＴＰＯおよびその改変体の準備および特性化は、例えばＥＰ　１　２０１　２４６
、ＷＯ９５／２１９１９、ＷＯ９５／２１９２０、およびＷＯ９５／２６７４６に記載さ
れている。
適切なＴＰＯ改変体は、ＷＯ９５／２１９１９に記載されたＴＰＯ誘導体であり、あるい
はＷＯ９５／２１９２０に記載された改変体あるいは種相同器官であり、あるいはＷＯ９
５／２６７４６およびＥＰ　１　２０１　２４６に記載されたＰＥＧ化ＴＰＯであり、そ
れらに限定されることはない。ＰＥＧ化ＴＰＯは、本発明においては、例えばポリエチレ
ングリコール、ポリプロピレングリコール、あるいはポリオキシアルキレンのような有機
ポリマーに結合されるＴＰＯ誘導体を意味する。さらに、ＴＰＯ改変体は、１００％より
小さい配列同一性を有し、それにもかかわらず、好ましくはＥＰ　１　２０１　２４６に
記載されたようなＴＰＯの機能を有する。ＴＰＯ誘導体は、通常、少なくとも７０％の配
列同一性を有し、好ましくは少なくとも７５％、とりわけ少なくとも８０％、特には、Ｔ
ＰＯ機能を有する部分を含むヒトＴＰＯと比較して少なくとも８５％の配列同一性を有す
る。本発明の目的のための特に好ましいＴＰＯ機能は、ＴＰＯあるいはその改変体による
これら細胞の血小板生成形態における、巨核芽細胞または巨核芽細胞前駆体の増殖分化お
よび／または成熟分裂のスピードアップである。
【００２４】
　ＥＰＯはまた、ＴＰＯの初期形態を示し、その改変体が例えばＥＰ　０　１４８　６０
５、ＥＰ　０　２０５　５６４、ＥＰ　０　２０９　５３９　、ＥＰ　０　２６７　６７
８あるいはＥＰ　０４１１　６７８に記載される。
【００２５】
　上記において詳細に記された誘導体および改変体の例は、他の増殖因子に類似的に適合
する。
【００２６】
　したがって、本発明によれば、増殖因子という用語は、天然に存在する形態に限定され
ず、天然に存在しない形態、および改変体あるいは誘導体をも含む。本発明によれば、増
殖因子という用語は、増殖促進剤のみならず、例えばソマトスタチン、ＴＧＦ　βおよび
／またはプロスタグランジンのような増殖阻害剤をも含む。そのような増殖阻害剤は、同
時あるいは連続的であって非常に局部に集中した使用によって、例えばまた、ヒドロゲル
あるいは徐放性材料によって、特に、例えば腫瘍細胞のように変異した細胞の増殖を抑制
し、あるいは阻害するために適する。
【００２７】
　本発明の増殖プロセスは、特別な細胞のために適切な培養において実施される。ここで
、適切なデバイスを用いて、必要に応じて増殖プロセスの間に形成した細胞凝集体に細分
化され、そして必要に応じて膜化され、そして必要に応じて凍結され得る。
【００２８】
　適切なデバイスの例は、例えば５００μｍのサイズのカッティングメッシュ構造を有す
るグリッドであり、そのカッティングメッシュ構造は、例えば肝細胞の新しい補助的な凝
集体を繰り返し生成され得る作用を有する。これは有利にも完全な閉鎖システムにおいて
起こり得る。特に、非接触であり、自動的あるいは手動によって制御されたポンプシステ
ムを使用することが可能である。このポンプシステムは、例えばピストンポンプを含み、
あるいは磁気的にまたはタービンの圧縮空気によって生成された管理された流れを形成す
る。内皮細胞の存在において、灌流された生物飯能炉内の剪断応力によって、凝集体の表
面上での内皮細胞の自発的な合流が可能となる。これはさらなる使用のために有利となり
得る。
【００２９】
　莢膜化のための適切な材料は当業者には既知であり、その中で、例えば構造化された形
状あるいは空間は集積され、かつインサイチュ増殖構造あるいは拡張を可能にする。他に
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おいては、莢膜は除かれ、例えば、内皮細胞の存在のもとに、内皮化およびそれによる最
適な血液相互性が得られる。
【００３０】
　さらなる実施形態において、細胞の増殖プロセスは、好ましくは生物学的マトリクスに
よって、局所的に開始および終了され、かつ構造的に導かれる。
【００３１】
　生物学的マトリクスは、この場合、成長ホルモンのうちの１つによって、あるいは混合
物としてまたは連続的に該成長ホルモンによる組み合わせによって処理される。これは、
成体細胞システムを用いた場合にさえ、３－Ｄ再生、および/または組織修復の人工的な
案内、あるいは組織培養を可能にする。
【００３２】
　生物学的マトリクスは、通常、インプラントであり、例えばステント、パッチ、あるい
はカテーテル、移植物、例えば皮膚移植物、および/または支持材料、例えば細胞増殖の
ための支持材料、例えばいわゆる徐放性、例えばヒドロゲル、例えばファブリンに基づい
た、および/または例えばポリラクチドあるいはポリヒドロアルカノテート、および/また
はアルギナートのようなホリマー、骨代替材、例えばリン酸三カルシウム、同種異系の、
自家組織のあるいは異種の、脱細胞化されたあるいは脱細胞化されていない組織、例えば
心臓弁、静脈弁、動脈弁、皮膚、管、大動脈、腱、側副（ｃｏｍｅａ）、軟骨、骨、気管
（ｔｒａｃｅａ）、神経、半月板（ｍｉｎｉｓｃｕｓ）、椎間板、肝臓、腸管上皮、尿管
、尿道、あるいは膀胱（例えば、ＥＰ　０　９８９　８６７　あるいはＥＰ　１　１７２
　１２０参照）、マトリクス、例えばラミニン、コラーゲンＩＶ、および/またはマトリ
ゲルマトリクス、好ましくは、例えばコラーゲンＩ、３Ｔ３および/またはＭＲＣ－５フ
ィーダー層のようなフィーダー層、またはコラーゲンファブリック、である。
【００３３】
　さらなる好ましい実施形態においては、生物学的マトリクスは、細胞、好ましくは組織
特異性細胞、前駆細胞、骨髄細胞、末梢血、脂肪組織、および/または線維組織を用いて
、例えば骨髄からの成体前駆細胞を用いて、当業者に既知の方法によってプレコロニー化
される。この方法によって、インビボにおける創傷治癒の予期がインビトロにおいて達成
可能になり、それによりインビボにおける移植の後に、復帰時間が短縮される。
【００３４】
　本発明によって使用される細胞は特に成体細胞であり、すなわち、好ましくは、もはや
胚あるいは胎性の表現型を有さない最初に分化された細胞であり、特に好ましくはヒト成
体細胞である。その例は、成体先駆細胞および/または組織特異性細胞、好ましくは骨芽
細胞、線維芽細胞、肝細胞、および/または平滑筋細胞である。
【００３５】
　しかしながら、例えばソマトスタチン、ＴＧＦ　βおよび／またはプロスタグランジン
のような増殖阻害剤のかなり集中した同時あるいは連続的な投与によって、例えば腫瘍細
胞のような変異細胞の増殖を抑制し、あるいは阻害することができる。この場合、上記し
た、少なくとも１つの増殖阻害剤を含み、あるいはそれとともに補足され、かつ局部的あ
るいは変異細胞の近くに提供される、ヒドロゲルあるいは徐放性材料を使用することがで
きる。
【００３６】
　そのため本発明の方法は、局部的に特定のおよび/または管理された、成体細胞の増殖
、構造成長および次の分化のために特に適切であり、ならびに/または骨、組織および/も
しくは内分泌臓器の再生のために、例えば、心臓弁、静脈弁、動脈弁、皮膚、管、大動脈
、腱、側副、軟骨、骨、気管、神経、半月板、椎間板、肝臓、腸管上皮、尿管、尿道、あ
るいは膀胱の再生のために、特に適切である。
【００３７】
　本発明の方法は、インビボにおける増殖因子による局部的な投与のために使用され得る
。その際、増殖因子は、単独、あるいは混合物としての併用、あるいは連続的に、あるい
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は生物学的マトリクスあるいは支持構造との組み合わせによって使用される。例えば、肝
臓再生、心筋再生のような組織再生のために、あるいは皮膚の創傷治癒の分野、例えば糖
尿病性潰瘍あるいは歯肉のために使用される。ヒドロゲル、例えばフィブリンおよび/ま
たはポリラクチドあるいはポリヒドロキシアルカノエートのようなポリマー、および/ま
たはカテーテルを備えたポートを介しての、例えば肝臓再生のための肝臓の切除表面への
、あるいは投与される局部的あるいは全身的な例えば急性肝疾患へのアルギナートへの、
例えばＴＰＯの適用が可能である。そのため、増殖因子は、肝臓再生をアシストするため
に、肝臓切除あるいは肝臓組織の除去の前後および最中に、投与され得る。軟骨再生を促
進するための増殖因子の使用において、増殖因子は直接、膝関節に注入される。そのため
、増殖因子は、新軟骨構造の形成に滑膜液を介して直接作用する。
【００３８】
　さらにまた、本発明は、ＴＰＯ、および/またはＥＰＯ、および/またはＧＨ、および/
またはソマトスタチン、および/またはＬＩＦ、および/またはＣＮＴＦの増殖因子の使用
であって、骨、軟骨組織、および/または内分泌臓器、例えば柔組織器官および/または非
柔組織器官の再生処置、特に心筋、心臓弁、静脈弁、動脈弁、皮膚、管、大動脈、腱、側
副、軟骨、骨、気管、神経、半月板、椎間板、肝臓、腸管上皮、尿管、尿道、あるいは膀
胱の再生処置用の薬剤、および生殖疾患の再生処置用の薬剤、および/または創傷治癒処
理のアシスト用の薬剤、特にクローン病、潰瘍性大腸炎、および/または皮膚領域におけ
る好ましくは糖尿病性潰瘍または歯肉治癒処理のアシスト用の薬剤、および/または肝疾
患の治療のための、特に肝硬変、肝炎、急性あるいは慢性肝疾患の治療用の薬剤、および
/またはスポーツ損傷後の、筋肉疾患後の、骨損傷後の、軟組織損傷後の筋肉領域におけ
る創傷治癒用の薬剤、および/または創傷治癒および組織再生の改善用の、例えば手術後
の急性および慢性疾患および/または虚血性心筋疾患改善用の薬剤、新血管形成および再
生の刺激用の薬剤、および/または損傷および外傷後の虚血および/または例えば、続く虚
血を伴う一部の環境における心筋梗塞あるいは血栓症を伴う組織損傷の後の組織の再生用
の薬剤、を製造するための、増殖因子の使用に関連する。この場合のＥＰＯ投与量は、血
管形成、および続くあるいは付随する組織再生を可能にする。
【００３９】
　特定の実施形態において、悪性化増殖因子β（ＴＧＦ　β）、プロスタグランジン、顆
粒球マクロファージ刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＴＲ
Ｈ）、成長ホルモン放出ホルモン（ＧＨＲＨ）、性腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＧｎＲ
Ｈ）、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン（ＣＲＨ）、ドーパミン、抗利尿ホルモン（Ａ
ＤＨ）、オキシトシン、プロラクチン、副腎皮質刺激ホルモン、ベータセルトロピン、ル
トロピン、および/またはバソプレシンが、増殖因子として追加的な使用される、使用が
ある。１つ以上の神経再生因子、好ましくは神経成長因子（ＮＧＦ）、および/または１
つ以上の脈管再生因子、好ましくは血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）および/または血小板
由来増殖因子（ＰＤＧＦ）が、さらに追加して使用される。
【００４０】
　本発明に示されたさらなる実施形態は、本使用発明にも類似的に適用される。
【００４１】
　本発明のさらなる手段は、ＴＰＯ、ＥＰＯ、ＧＨ、特にＨＧＨ、ソマトスタチン、ＬＩ
Ｆ、および/またはＣＮＴＦのうちの少なくとも１つの増殖因子を含む、生物学的マトリ
クスあるいは支持構造である。これらは、３－Ｄ増殖および/または分化あるいは増殖停
止のための増殖期内あるいは増殖期後の再生のための、誘導基質として使用される。例え
ば、少なくとも１つの増殖因子が、上記されたように、いわゆる徐放性材料との組み合わ
せステントに適用され得る。
【００４２】
　さらに本発明は、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、および/またはエリスロポエチン（Ｅ
ＰＯ）、および/または成長ホルモン（ＧＨ）、特にヒト成長ホルモン（ＨＧＨ）、およ
び/またはソマトスタチン、および/または白血病抑制因子（ＬＩＦ）、および/または毛
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様体向神経性因子（ＣＮＴＦ）、のうちの少なくとも１つの増殖因子を含む、生物学的マ
トリクスあるいは支持構造に関連する。生物学的マトリクスあるいは支持構造は、追加的
に、ＴＧＦ　β、プロスタグランジン、ＧＭ－ＣＳＦ、ＧＨＲＨ、ＴＲＨ、ＧｎＲＨ、Ｃ
ＲＨ、ドーパミン、ＡＤＨ、オキシトシン、プロラクチン、副腎皮質刺激ホルモン、ベー
タセルトロピン、ルトロピン、および/またはバソプレシンのうちの少なくとも１つの増
殖因子、および、必要に応じて、追加的に、１つ以上の神経再生因子、好ましくは神経成
長因子（ＮＧＦ）、および/または１つ以上の脈管再生因子、好ましくは血管内皮増殖因
子（ＶＥＧＦ）および/または血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）を含む。
【００４３】
　本発明の生物学的マトリクスあるいは支持構造は、成長細胞のための、例えば、インプ
ラント、移植物、および/または支持材料である。生物学的マトリクスあるいは支持構造
は、ステント、パッチ、カテーテル、皮膚、ヒドロゲル、骨代替材、同種異系の、自家組
織のあるいは異種の、脱細胞化されたあるいは脱細胞化されていない組織、合成組織、フ
ィーダー層、またはファブリックである。例えば、ファブリックは、コラーゲン、ラミニ
ン、および/または、例えばプラスチックあるいは生物学的マトリクスのような合成ある
いは他のタイプの基礎構造を伴うあるいは伴わない、フィブロネクチンから生成される。
その例示的な実施形態は上記されている。
【００４４】
　生物学的マトリクスあるいは支持構造は、上記詳細したように、好ましくは既に、細胞
によって、組織特異性細胞、前駆細胞、骨髄細胞、末梢血、脂肪組織、および/または線
維組織によってプレコロニー化されているか、あるいは既に、インビボにおいてのコロニ
ー化のために、あるいはインビトロにおける誘導的再形成のために準備されている。
【００４５】
　生物学的マトリクスあるいは支持構造は、増殖因子の少なくとも１つを含む生分解性の
（バイオ）ポリマー層によって被覆されている。フィブリン、血漿、コラーゲンおよび/
またはポリラクチドが、例えば（バイオ）ポリマー層として適切である。
【００４６】
　本発明はまた、本発明の生物学的マトリクスあるいは支持構造の製造方法に関し、ここ
で、随意的に活性化された生物学的マトリクスあるいは支持構造は、ＴＰＯ、ＥＰＯ、Ｇ
Ｈ、特にＨＧＨ、ソマトスタチン、ＬＩＦ、および/またはＣＮＴＦのうちの少なくとも
１つの増殖因子によって被覆されている。発明の生物学的マトリクスあるいは支持構造は
、随意に、追加的に、ＴＧＦ　β、プロスタグランジン、ＧＭ－ＣＳＦ、ＧＨＲＨ、ＴＲ
Ｈ、ＧｎＲＨ、ＣＲＨ、ドーパミン、ＡＤＨ、オキシトシン、プロラクチン、副腎皮質刺
激ホルモン、ベータセルトロピン、ルトロピン、および/またはバソプレシンのうちの少
なくとも１つの増殖因子によって、および必要に応じて、追加的に、１つ以上の神経再生
因子、好ましくはＮＧＦ、および/または１つ以上の脈管再生因子、好ましくはＶＥＧＦ
および/またはＰＤＧＦによって被覆され得る。
【００４７】
　生物学的マトリクスあるいは支持構造の活性化は、例えば、プラズマイオン化あるいは
レーザ活性化によって活性化され得る。
【００４８】
　本発明の他の手段は、増殖因子を含む生分解性の（バイオ）ポリマー層による被覆であ
る。この目的の適切な例は、フィブリン、血漿、血液、コラーゲンおよび/またはポリラ
クチドである。
【００４９】
　本発明の方法において、生物学的マトリクスあるいは支持構造は、インビトロにおいて
細胞によって、好ましくは組織特異性細胞、前駆細胞、骨髄細胞、末梢血、脂肪組織、お
よび/または線維組織によってプレコロニー化され得る。
【００５０】
　上記された本発明の好ましい実施形態および実施例は、本発明の製造プロセスに類似的
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に適用される。
【００５１】
　本発明はさらに、本発明の方法を実施するデバイスにも適用され、ここで、灌流バイオ
リアクタは、特に閉鎖系であることが好ましい。
【００５２】
　以下の実施例は、制限されることなく、本発明を詳細に説明することを意図する。
【実施例】
【００５３】
　（１．骨の再生）
　単相のβリン酸三カルシウムを、例えば、１５μｍより大きな微小孔性を有する顆粒と
して調製し、患者の要件に対応する３－Ｄ欠損の型の形状にする。このことは、通常、焼
結プロセスにおいて起こる。その材料を、その表面の活性化が生じるように、実質的にプ
ラズマイオン化によって処理し、その構築を、トロンボポエチン、エリスロポエチン、お
よび／または成長ホルモン（ＧＨ）を含む溶液中に配置し、このようにして、規定された
様式において少量がコーティングされる。あるいは、予め表面を活性化することも、これ
らの増殖因子を含む生分解性（生体）ポリマー層でのコーティングもなしで、溶液中での
インキュベーションを行い得る。このことは、例えば、フィブリン、血漿、コラーゲンお
よび／またはポリラクチドを使用する場合において可能である。
【００５４】
　次いで、この構築物を、欠損に直ぐ導入するか、または組織特異性細胞、前駆細胞、ま
たは骨髄細胞とともにインビトロでプレコロニー化する。このことにより、インビボ創傷
治癒プロセスがインビトロで先に行われ、よってインビボでの移植の後（例えば、７日後
）に再生時間の短縮が生じ得る。神経再生因子（ＮＧF）または血管再生因子（ＶＥＧＦ
、ＰＤＧＦ）との組み合わせが可能である。構造形成因子と環境的概念とを組み合わせる
ことは、この関係において重要である。
【００５５】
　インビボおよびインビトロでは、造血性かつ幹細胞が豊富な骨髄と支持マトリクスの吸
収速度の増大と正常な骨による置換とが調和している。部位特異的組み込みは、漸増能力
および誘導特徴が原因で起こる。
【００５６】
　これは、外側側面でインビトロで骨膜とともにコロニー形成することによりさらに促進
され得る。
【００５７】
　（２．心臓弁再生および泌尿器科学用構築物の生成）
　生物学的マトリクス（無細胞化ありまたはなしの同種異系または自己の心臓弁、コラー
ゲンの化学的組成およびそれらの空間的配置に関して心臓血管標的組織の生理学的微小環
境をまねる、プラスチックで作製された合成支持構造体）は、増殖因子としてのトロンボ
ポエチンおよびエリスロポエチンで予めコーティングされる。
【００５８】
　次いで、その材料は、プラズマイオン化によって（例えば、過酸化水素Ｈ２Ｏ２を使用
して）処理され、同時に滅菌が行われる。その結果、表面の活性化が起こり、その構築物
は、トロンボポエチン、エリスロポエチン、および／または成長ホルモン（ＧＨ）を含む
溶液中に配置され、従って、少量が規定の様式においてコーティングされる。あるいは、
予め表面を活性化することも、増殖因子を含む生分解性（生体）ポリマー層でコーティン
グすることもなく、溶液中でインキュベートすることも可能である。フィブリン、血漿、
血液、コラーゲンまたはポリラクチドは、この場合に使用され得る。
【００５９】
　この構築物は、次いで、この構築物を、必要な部位（パッチとして心臓弁位置、または
血管の置換）に直ぐ導入するか、または組織特異性細胞、前駆細胞、または骨髄細胞とと
もにインビトロでプレコロニー化する。このことにより、インビボ創傷治癒プロセスがイ
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ンビトロで先に行われ、よってインビボでの移植の後（例えば、７日後）に再生時間の短
縮が生じ得る。神経再生因子（ＮＧF）または血管再生因子（ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ）との
組み合わせが可能であるが、必ずしも必要であるわけではない。
【００６０】
　インビボおよびインビトロでは、造血性かつ幹細胞が豊富な骨髄と支持マトリクスの吸
収速度の増大と、線維芽細胞および平滑筋細胞の分化速度の増大と、正常な心血管組織に
よる置換とが調和している。部位特異的組み込みは、漸増能力および誘導特徴が原因で起
こる。
【００６１】
　これは、外側側面でインビトロで内皮細胞とともにコロニー形成することによりさらに
促進され得る。
【００６２】
　泌尿器科学用構築物は、対応する様式で生成され得る。
【００６３】
　（３．非実質細胞との同時培養における成体幹細胞の増殖）
　生検または部分的切除物に由来する混合肝細胞集団を、培養上清に添加することによっ
て、１０～５０ｎｇ／ｍｌの濃度のＴＰＯおよび／またはＥＰＯおよび／または成長ホル
モン（例えば、ＨＧＨ）で処理する。播種細胞密度は、１０，０００細胞／ｃｍである。
コンフルエントになった後に、細胞を、０．００５％　コラゲナーゼおよび０．０１％ト
リプシンで処理し、２ｇ／ｌ　アルブミンまたは自己血清（１０～２０％）を５時間添加
した。次いで、細胞から、上清を吸引し、２ｇ／ｌ　アルブミンを含有する培養培地中で
３回洗浄し（Ｗｉｌｌｉａｍｓ　Ｅ（Ｗｉｌｌｉａｍｓら（１９７１）Ｅｘｐｔｌ．Ｃｅ
ｌｌ　Ｒｅｓ．，６９，１０６）、次いで、コラーゲンコーティングしたペトリ皿に沈め
られる。
【００６４】
　細胞の分化は、細胞外マトリクスを重層することによって達成され得る。あるいは、細
胞は、攪拌することによって沈んで、一緒に凝集しないようにされ得る。
【００６５】
　増殖プロセスの間に凝集が大きくなり過ぎることを避けるために、細胞を、新たな付随
する凝集物が繰り返し生成され得るように、適切なデバイス中、サイズが５００μｍのカ
ットメッシュ構造体を有するグリッドに通過させ得る。このことは、完全な閉鎖計におい
て生じ得る。理想的には、接触なしのポンプ輸送系（磁性により生成される指向性の流れ
以外の蠕動式システムによっても、チュービングの空気圧縮、または自動もしくは手動の
ピストンポンプによっても押し出すことはない）が、使用される。
【００６６】
　次いで、細胞をカプセル化および凍結し得る。与えられた形状および空間は、カプセル
構造に組み込まれ得、このことにより、インサイチュでの増殖構造および拡大が可能にな
る。
【００６７】
　あるいは、そのカプセルは、この系において内皮細胞の存在およびこれらの細胞の標的
化された添加とともに、かつその存在を介して与えられ得、内皮化、従って、最適な血液
適合性（ｈｅｍｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ）が達成され得る。
【００６８】
　灌流バイオリアクタ中での剪断応力は、凝集物の表面上での内皮細胞の自発的なコンフ
ルエンスを生じる。標的サイズが達成されると、それらは、例えば、培養のために既に理
想的に使用されているバッグ中で凍結され得る。
【００６９】
　（４．軟組織（筋肉斑、神経、腱）
　腹壁欠損を再構築するために、例えば、蒸気のように、対応してプラスチックもしくは
生物学的マトリクス、または空間的に規定された構造（神経、腱のための管）のような、



(11) JP 5144876 B2 2013.2.13

10

20

30

40

50

合成または別のタイプの基本的構造体ありまたはなしのコラーゲンのタイル（ｔｉｌｅ）
または繊維（例えば、ラミニン、フィブロネクチン）を生成することは可能である。これ
らのコラーゲンタイルまたは構造体は、形作られ、ＴＰＯ、ＥＰＯおよび／または成長ホ
ルモン（ＧＨ）でコーティングされ、標的組織（例えば、腱細胞（ｔｅｎｏｃｙｔｅ）、
ニューロン）の細胞とともに移植されるか、またはこの細胞とともにプレコロニー形成さ
れる。
【００７０】
　生物学的マトリクス（無細胞化ありまたはなしの同種異系または自己の心臓弁、コラー
ゲンの化学的組成およびそれらの空間的配置に関して標的組織の生理学的微小環境をまね
る、プラスチックで作製された合成支持構造体）は、増殖因子としてのトロンボポエチン
およびエリスロポエチンで予めコーティングされる。
【００７１】
　次いで、その前または後に、その材料は、プラズマイオン化によって（例えば、過酸化
水素Ｈ２Ｏ２を使用して）処理され、同時に滅菌が行われる。その結果、表面の活性化が
起こり、その構築物は、トロンボポエチン、エリスロポエチン、および／または成長ホル
モンを含む溶液中に配置され、従って、少量が規定の様式においてコーティングされる。
あるいは、予め表面を活性化することも、増殖因子を含む生分解性（生体）ポリマー層で
コーティングすることもなく、溶液中でインキュベートすることも可能である。フィブリ
ン、血漿、血液、コラーゲンまたはポリラクチドは、この場合に使用され得る。
【００７２】
　この構築物は、次いで、この構築物を、必要な部位（パッチとして腹腔壁、心筋、骨格
筋）に直ぐ導入するか、または組織特異性細胞、前駆細胞、もしくは骨髄細胞とともにイ
ンビトロでプレコロニー化する。このことにより、インビボでの創傷治癒プロセスがイン
ビトロで先に行われ、よってインビボでの移植の後（例えば、７日後）に再生時間の短縮
が生じ得る。神経再生因子（ＮＧF）または血管再生因子（ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ）との組
み合わせが可能であるが、必ずしも必要であるわけではない。
【００７３】
　インビボおよびインビトロでは、造血性かつ幹細胞が豊富な骨髄と、線維芽細胞および
平滑筋細胞の分化速度の増大と、支持マトリクスの吸収速度の増大と、正常な心血管組織
による置換とが調和している。部位特異的組み込みは、漸増能力および誘導特徴が原因で
起こる。
【００７４】
　これは、外側側面でインビトロでケラチノサイト（腹筋）、シュワン細胞および／また
は繊維性組織とともにコロニー形成することによりさらに促進され得る。
【００７５】
　（５．インビボでの組織再生）
　ａ）肝臓
　肝臓を部分的に切除した後に、ＥＰＯを、患者に対して、全身に投与するか、そして／
またはポリマーを切除表面に塗布することによって局所的に投与する。そのポリマーは、
例えば、フィブリン（例えば、フィブリン接着剤に由来する）のような生体ポリマー、ポ
リマー化血漿、ポリマー化血液または生体接着剤（例えば、筋接着剤）であり得る。しか
し、そのポリマーは、合成もしくは生物学的ゲルまたはヒドロゲルであり得る。ＥＰＯは
また、出血を停止するように働くファブリック（ｆａｂｒｉｃｓ）（例えば、コラーゲン
生地、タンポン、織物および編み物）に導入され得る。ＥＰＯの作用を通じて、２週間以
内に肝臓の本来の体積に回復する。このことは、肝細胞の増殖だけなく、調整された増殖
にもまた関連し、そこで血管、胆管および嚢様構造（ｃａｐｓｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ）が成長して、それらの本来の大きさに戻る。
【００７６】
　３０匹の動物において、コントロール動物（ＥＰＯ投薬なし）と比較して、肝臓再生が
実質的に生じたことが示された。ＥＰＯはまた、慢性肝障害（例えば、肝硬変、線維症、
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連して治療的効果を達成することが可能である。
【００７７】
　ｂ）炎症性腸障害
　クローン病の患者において、腸上皮の領域における創傷治癒は、損なわれている。下層
にある組織構造はまた、炎症反応に関与し得る。これらの患者において、ＥＰＯの全身的
および／または局所的投薬は、再生を通じて、腸上皮の回復をもたらす。局所的な投薬は
、腸領域中の遅延放出性カプセルによって、またはゲル含有坐剤もしくは溶液の局所的滴
注を与えることによって、生じ得る。
【００７８】
　限局性の血管領域における吸収は、ペグ（ＰＥＧ）化化合物を与えることによって最適
化され得、その結果、全身的な効果、よって創傷治癒プロセスの開始は、炎症領域におけ
る限局的投薬を介して起こり得る。
【００７９】
　貧血の存在は、クローン病の患者についてのポジティブな予後因子と見なすべきである
。過去に、貧血は、独立した付随する障害であるか、または吸収の問題に起因する衰弱に
起因すると推測されていた。本発明者らの結果により、創傷治癒の低下は、内因性ＥＰＯ
の欠乏に関連することが示されている。従って、ＥＰＯを外部から投与することによって
、クローン病を非常に選択的に処置することが可能である。さらに、潰瘍性大腸炎の分野
においてもまた、用途が見出される。
【００８０】
　ｃ）皮膚領域における創傷治癒の低下
　糖尿病性潰瘍の患者は、栄養障害を有し、通常は、足の領域の創傷閉鎖が困難である。
構造的組織再生の能力が、根本にある障害に起因して制限される。これらの場合、創傷治
癒は、ＥＰＯの全身投薬および／または局所的投薬を通じて誘導される。挫滅組織切除の
間に下部層が粗面を呈した後、ＥＰＯを投与することは有利であることが判明している。
ＥＰＯと塩化カルシウムによって誘導されたポリマー化とを組み合わせると、血餅にＥＰ
Ｏが組み込まれ、局所的な遅延放出調製物が生じる。あるいは、ＥＰＯはまた、フィブリ
ン接着剤とともに、またはＥＰＯを含浸させた生地またはタンポン（例えば、コラーゲン
生地）とともに投与され得る。
【００８１】
　ＥＰＯは、例えば、スポーツ傷害後の筋肉領域、筋肉障害、骨傷害、軟組織傷害におい
て、他の創傷治癒要件全てについて、そして一般に、創傷治癒および組織再生のために（
例えば、手術、急性障害および慢性障害の後に）類似の様式で与えられ得る。
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