
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コラーゲンベース組織を移植用に処理するための方法であって、
　（ａ）コラーゲン基質および基底膜を含んでなる組織を獲得し、該組織を、下記成分：
　（ｉ）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの；および
　（ ii）抗生物質であって、ペニシリン、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン、カナマ
イシン、ネオマイシン、ポリミキシン、バシトラシン及びそれらの組合せからなる群より
選択されるもの；
を含有してなる安定化溶液中でインキュベートする；
　（ｂ）下記成分：
　（ｉ）塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、リン酸カリウム及びそれらの組合せからな
る群より選択される塩；
　（ ii）界面活性剤であって、ポリエチレン（１００）グリコールｔ－オクチルフェニル
エーテル、ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレート、ポリオキシエチレン（
８０）ソルビタンモノオレート、デオキシコール酸ナトリウム、３‐〔（３‐クロラミド
プロピル）ジメチルアンモニオ〕‐１‐プロパンスルホネート、オクチルグルコシド、ド
デシル硫酸ナトリウム及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの；
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　（ iii）プロテアーゼ阻害剤であって、Ｎ‐エチルマレイミド、フェニルメチルスルホ
ニルフルオリド、エチレンジアミン四酢酸、エチレングリコールビス（２‐アミノエチル
エーテル）‐Ｎ，Ｎ，Ｎ´，Ｎ´‐四酢酸、ロイペプチン、塩化アンモニウム、アポプロ
チニン及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの；および
　（ iv）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの；
を含有してなる加工処理溶液中で組織をインキュベートする工程を含む加工処理により細
胞成分を除去する；
　（ｃ）加工処理後に、組織を、下記成分：
　（ i）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの；および
　（ ii）凍結保護剤であって、ジメチルスルホキシド、２，３‐ブタンジオール、ポリビ
ニルピロリドン、プロピレングリコール、１，２‐プロパンジオール、グリセロール、フ
ルクトース、トレハロース、ラフィノース、ヒドロキシエチルデンプン、デキストラン、
スクロース、ソルビトール、プロリン、ヒト血清アルブミン及びそれらの組合せからなる
群より選択されるもの；
を含有してなる低温保存溶液中でインキュベートする；ならびに
　（ｄ）前記組織を凍結および乾燥する；
ことを含んでなる、方法。
【請求項２】
　組織を含水率２０～７０％まで再水和する工程を更に含んでなる、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　再水和された組織を生細胞で再構成する工程を更に含んでなる、請求項２に記載の方法
。
【請求項４】
　コラーゲンベース組織が、一種以上の哺乳動物に由来する、皮膚、血管、心臓弁、靭帯
、腱、骨、軟骨、硬膜、神経及び他の類似組織からなる群より選択されるものである、請
求項１に記載の方法。
【請求項５】
　安定化溶液が下記成分のうち一種以上をさらに含有してなるものである、請求項１に記
載の方法。
　（ａ）三級ブチルヒドロキノン、α‐トコフェロール、マンニトール、ヒドロキシ尿素
、グルタチオン、アスコルビン酸、エチレンジアミン四酢酸、アミノ酸のヒスチジン、プ
ロリン及びシステイン並びにそれらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｂ）スーパーオキシドジスムターゼ、カタラーゼ、グルタチオンペルオキシターゼ、
グルタチオンレダクターゼ及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｃ）抗真菌剤であって、ニスタチン、バンコマイシン、アンホテリシンＢ及びそれら
の組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｄ）プロテアーゼ阻害剤であって、Ｎ‐エチルマレイミド、フェニルメチルスルホニ
ルフルオリド、エチレンジアミン四酢酸、エチレングリコールビス（２‐アミノエチルエ
ーテル）‐Ｎ，Ｎ，Ｎ´，Ｎ´‐四酢酸、ロイペプチン、塩化アンモニウム、アポプロチ
ニン、及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｅ）コンドロイチン硫酸、ヘパリン硫酸、デルマタン硫酸及びそれらの組合せからな
る群より選択されるもの。
　（ｆ）平滑筋収縮を防止するための化学剤であって、ニトロプルシドナトリウム、イソ
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プロテレノール、フェントラミン、ピナシジル、ニフェデピン、カルシトニン遺伝子関連
ペプチド、フルラジン、パパベリン、イソブチルメチルキサンチン及びそれらの組合せか
らなる群より選択されるもの。
　（ｇ）デキストラン、グリシン、プロリン及びそれらの組合せからなる群より選択され
るもの。
【請求項６】
　加工処理溶液が、ジスパーゼ II、トリプシン、ヒアルロニダーゼ、サーモリシン及びそ
れらの組合せからなる群より選択される酵素をさらに含有してなるものである、請求項１
に記載の方法。
【請求項７】
　低温保存溶液が一種以上の乾燥保護剤を更に含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　低温保存溶液が、凍結中に膨張又は収縮しない、有機溶媒と水との組合せを含んでなる
ものである、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　乾燥保護剤が、スクロース、ラフィノース、トレハロース、プロリン、ミリスチン酸、
スペルミン及びそれらの組合せからなる群より選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　凍結工程が、－２０℃以下の最終組織温度まで－１℃ /min～－５０００℃ /secの速度で
組織を冷却することにより行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　乾燥が、凍結サンプルの最少熱安定性氷結晶のガラス転移以下で起こりかつ連続してそ
の後により安定な各氷結晶が同様にして乾燥されるような温度、真空、コンデンサー表面
方向、コンデンサー表面温度及び加熱の条件下で乾燥が行われる、請求項１に記載の方法
。
【請求項１２】
　乾燥が－７０℃以上の温度における凍結乾燥からなる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　乾燥が－１３０～－８０℃以上の中間温度範囲における連続相乾燥からなる、請求項１
１に記載の方法。
【請求項１４】
　乾燥が－１６０～－９０℃以上の分子蒸留乾燥による連続相乾燥からなる、請求項１１
に記載の方法。
【請求項１５】
　再水和が液体再水和溶液中で組織をインキュベートすることにより行われ、該再水和溶
液が再水和中における前記組織への浸透圧障害を低下させる溶液である、請求項２に記載
の方法。
【請求項１６】
　再水和溶液が正常塩水、リンゲル乳酸液、細胞培地及びそれらの組合せからなる群より
選択される緩衝液を含有するものである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　再水和溶液が下記からなる群より選択される剤を含有するものである、請求項１５に記
載の方法。
　（ａ）三級ブチルヒドロキノン、α‐トコフェロール、マンニトール、ヒドロキシ尿素
、グルタチオン、アスコルビン酸、エチレンジアミン四酢酸、アミノ酸のヒスチジン、プ
ロリン及びシステインとそれらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｂ）スーパーオキシドジスムターゼ、カタラーゼ、グルタチオンペルオキシターゼ、
グルタチオンレダクターゼ及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｃ）抗生物質であって、ペニシリン、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン、カナマ
イシン、ネオマイシン、ポリミキシン、バシトラシン及びそれらの組合せからなる群より
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選択されるもの。
　（ｄ）抗真菌剤であって、ニスタチン、バンコマイシン、アンホテリシンＢ及びそれら
の組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｅ）プロテアーゼ阻害剤であって、Ｎ‐エチルマレイミド、フェニルメチルスルホニ
ルフルオリド、エチレンジアミン四酢酸、エチレングリコールビス（２‐アミノエチルエ
ーテル）‐Ｎ，Ｎ，Ｎ´，Ｎ´‐四酢酸、ロイペプチン、塩化アンモニウム、アポプロチ
ニン、及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｆ）コンドロイチン硫酸、ヘパリン硫酸、デルマタン硫酸及びそれらの組合せからな
る群より選択されるもの。
　（ｇ）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの。
　（ｈ）デキストラン、グリシン及びプロリンからなる群より選択されるもの。
【請求項１８】
　加工処理され、低温保存用に調製され、乾燥された組織の再水和が、再水和された組織
を形成するため、気化された再水和溶液の添加と、その後の液体再水和溶液中でのインキ
ュベートの工程とを更に含んでなる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　再水和された組織を自家細胞、同種細胞又はそれらの組合せからなる群より選択される
生細胞で更に接種することからなる、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　移植用にコラーゲンベース組織を処理するための方法であって、
　（ａ）コラーゲン基質および基底膜を含んでなる組織を獲得し、該組織を、下記成分：
　（ i）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの；および
　（ ii）抗生物質であって、ペニシリン、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン、カナマ
イシン、ネオマイシン、ポリミキシン、バシトラシン及びそれらの組合せからなる群より
選択されるもの；
を含有してなる安定化溶液中に入れ、
　（ｂ）上記組織を、下記成分：
　（ i）塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、リン酸カリウム及びそれらの組合せからな
る群より選択される塩；
　（ ii）界面活性剤であって、ポリエチレン（１００）グリコールｔ－オクチルフェニル
エーテル、ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレート、ポリオキシエチレン（
８０）ソルビタンモノオレート、デオキシコール酸ナトリウム、３‐〔（３‐クロラミド
プロピル）ジメチルアンモニオ〕‐１‐プロパンスルホネート、オクチルグルコシド、ド
デシル硫酸ナトリウム及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの；
　（ iii）プロテアーゼ阻害剤であって、Ｎ‐エチルマレイミド、フェニルメチルスルホ
ニルフルオリド、エチレンジアミン四酢酸、エチレングリコールビス（２‐アミノエチル
エーテル）‐Ｎ，Ｎ，Ｎ´，Ｎ´‐四酢酸、ロイペプチン、塩化アンモニウム、アポプロ
チニン及びそれらの組合せからなる群より選択されるもの；および
　（ iv）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの；
を含有してなる加工処理溶液中でインキュベートし、
　（ｃ）下記成分：
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　（ i）緩衝剤であって、Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスル
ホン酸、２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンス
ルホン酸、炭酸水素塩、リン酸カリウム、リン酸ナトリウム、酢酸塩‐クエン酸塩及びそ
れらの組合せからなる群より選択されるもの；および
　（ ii）凍結保護剤であって、ジメチルスルホキシド、２，３‐ブタンジオール、ポリビ
ニルピロリドン、プロピレングリコール、１，２‐プロパンジオール、グリセロール、フ
ルクトース、トレハロース、ラフィノース、ヒドロキシエチルデンプン、デキストラン、
スクロース、ソルビトール、プロリン、ヒト血清アルブミン及びそれらの組合せからなる
群より選択されるもの；
を含有してなる低温保存溶液中でのインキュベートにより、上記加工処理組織を低温保存
用に調製し、上記組織の構造タンパク質及びコラーゲン基質における機能障害が最小とな
るような冷却速度で低温保存用に調製された前記加工処理組織を凍結し、そして
　（ｄ）実質的氷再結晶化又は超微細構造障害なしに水を除去する温度及び圧力条件下で
低温保存用に調製された上記加工処理組織を乾燥し、その乾燥で上記組織の残留水分を、
上記組織の貯蔵及び再水和を双方とも可能にするようなものとする
ことを含んでなる、方法。
【請求項２１】
　（ｅ）平衡塩類溶液を含む再水和溶液中で上記乾燥組織をインキュベートすることをさ
らに含んでなる、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　（ｆ）上記再水和された組織に、自家細胞、同種細胞又はそれらの組合せからなる群よ
り選択される生細胞を接種することをさらに含んでなる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　再水和された組織が真皮を含んでなる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　再水和された組織が静脈又は動脈源の１以上の血管を含んでなる、請求項２１に記載の
方法。
【請求項２５】
　再水和された組織が１以上の心臓弁を含んでなる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２６】
　加工処理溶液が、ジスパーゼ II、トリプシン、ヒアルロニダーゼ、サーモリシン及びそ
れらの組合せからなる群より選択される酵素をさらに含有してなるものである、請求項２
０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［発明の背景］
（産業上の利用分野）
本発明は、ヒト又は他の動物への移植用にヒト及び動物に由来するコラーゲンベース組織
を獲得し、脱細胞し、更に加工処理及び乾燥保存するための方法に関する。これらの方法
により、受容体により外来として認識される主要組織適合性複合抗原決定基及び他の抗原
を正常に発現するある生細胞を欠いた選択的保存細胞外タンパク質基質からなる組織品が
調製される。この細胞外タンパク質基質はコラーゲン及び他のタンパク質から構成され、
宿主により拒絶されない新しい生細胞で再集団化させてもよい構造的鋳型を提供する。こ
れらの生細胞は移植前後の宿主（自家細胞）でも、又は、包皮、臍帯もしくは流産胎児組
織を含めた他ののヒトに由来してもよい。更に詳しくは、本発明は内植後の合併症（格別
限定されず、免疫拒絶、拘縮、石灰化、閉塞及び感染を含む）が、その内植操作及び物質
に対して有意に減少されるようなコラーゲンベース組織の獲得及び加工処理に関する。
【０００２】
（従来の技術）
組織及び臓器移植は手術操作の改善、免疫抑制薬の進歩及び移植片／宿主相互作用の知識
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増加の結果として急速に成長している治療分野である。この分野における大きな進歩にも
かかわらず、現代の組織移植は炎症、分解、瘢痕、拘縮、石灰化（硬化）、閉塞及び拒絶
を含めた合併症を伴ったままである。改善された移植可能な組織移植片の工学処理に関す
る多数の研究が進行中であるが、しかしながら理想的な内植片がなおも産生されねばなら
ないと一般的に考えられている。
【０００３】
自家又は自己由来ヒト組織が移植操作でよく用いられる。これらの操作としては冠状及び
末梢血管バイパス手術があり、その場合に血管、通常静脈が体の一部他領域から採取され
、１以上の危機的動脈で閉塞血流を治癒すために移植される。自家組織のもう１つの応用
は、３度熱傷及び他の全厚皮膚損傷の治療である。この治療では無傷体部位から創傷部位
に健常な皮膚を移植するが、そのプロセスは中間層皮膚移植と呼ばれる。自家組織移植の
他の応用としては再構築操作に用いられる骨、軟骨及び筋膜移植がある。
【０００４】
移植に自家組織を用いる動機は、免疫拒絶の合併症が除かれて生存移植片に関する状態を
高めるという概念に基づいている。しかし残念ながら、他の合併症が自家移植片に付随す
ることがある。例えば、かなりの障害が採取時及び内植前に移植血管のいくつかの組織成
分に起きる。この障害としては血管壁における平滑筋細胞の機械的収縮があり、内皮の喪
失、平滑筋細胞の低酸素症及び死を引き起こす。低酸素障害は細胞リソソームから細胞外
基質にかなりの障害を与える酵素を放出させる。内植後、このような障害は血小板付着、
白血球及びマクロファージ侵入を増加させ、しかる後更に血管壁に障害を与える。このよ
うな障害の最終結果は内植後初期における血栓症及び閉塞である。このような障害がなく
とも、移植された自家血管は典型的には血管壁の肥厚化とアテローム性動脈硬化の進行を
起こして、後で閉塞を生じる。この現象の正確な原因は不明であるが、但し高い血圧及び
流速の動脈部位における血管のコンプライアンスミスマッチに関連しているのであろうと
思われる。この現象は獲得時に生じるあらゆる初期平滑筋細胞及び基質障害により増加及
び加速される。移植血管の閉塞は繰返しバイパス操作を要し、その結果追加自家血管の再
採取又は合成管もしくは非自家血管での置換えを要することになる。
【０００５】
自家組織移植に起因する合併症のもう１つの例は、全厚創傷修復用の中間層皮膚移植片で
生じうる瘢痕及び拘縮である。中間層皮膚移植片は、典型的には皮膚に小スリットのパタ
ーンを導入するメッシュ化装置の使用により機械的に広げられる。次いで中間層皮膚移植
片はより大きな創傷面積を覆うように引き伸ばされる。分裂する表皮細胞は最終的にスリ
ットの領域中に増殖してそれを覆うが、しかしながら下層真皮支持基質はこれらの領域中
に容易に広がらない。コラーゲン、他の細胞外タンパク質基質タンパク質及び基底膜複合
体から主に構成される真皮基質は皮膚の伸長性、可撓性に関与している。真皮基質の不存
在はスリットの領域で瘢痕及び拘縮を生じる。この拘縮は重度であり、広範囲の中間層皮
膚移植をうける大規模熱傷患者のケースにおいては関節の動きを回復するため後で解放手
術操作を要する。
【０００６】
移植可能な自家組織の供給が枯渇した場合又は移植片（例えば、心臓弁代替物）用に利用
しうる適切な自家組織がない場合には、人工合成物質、動物由来組織及び組織品又は他の
個体から供与される（通常死体に由来する）同種ヒト組織を含めた代替物も使用してよい
。人工内植物質としては時々管状形に成形されかつ一部末梢動脈バイパス操作用に血流管
として用いられる合成ポリマー〔例えば、（ＰＴＦＥ）ポリテトラフルオロエチレン、ダ
クロン (Dacron)及びゴレテックス (Goretex) 〕がある。更に、人工合成品（ポリウレタン
）及び親水コロイド又はゲルも中間層皮膚移植前に一時的創傷ドレッシングとして用いて
よい。
【０００７】
他の人工物質としては補綴心臓弁に成形され、大心臓弁取替え操作用に利用されるプラス
チック及びカーボン化金属がある。合成物質は低免疫原性で得られるが、但し他の制限を

10

20

30

40

50

(6) JP 4001642 B2 2007.10.31



生じる。機械的心臓弁のケースにおいて、それらの血行動態特徴からは一生の抗凝血剤療
法を要する。上記ひざ末梢血管バイパス操作でよく用いられる合成血管は、自家移植片よ
りも更に高い閉塞頻度を生じる。多くのケースにおいては、加工処理された動物組織又は
新鮮なもしくは低温保存された同種ヒト組織である生物内植片が好まれる。
【０００８】
化学処理された動物組織（ウシ又はブタ）は欠陥ヒト心臓弁用の代替物として通常用いら
れ、血管用に過去用いられてきた。化学的加工処理に関する概念は、グルタルアルデヒド
又は類似架橋剤での架橋により構造タンパク質及びコラーゲン基質を安定化させることで
ある。この処理はヒト宿主が内植片を外来として認識しないで免疫拒絶反応を排除するよ
うに抗原決定基もマスクする。しかしながら、グルタルアルデヒド処理組織は改造にとり
必要な宿主細胞を移入させず、宿主による石灰化の結果として徐々に硬化する。従って、
グルタルアルデヒド処理組織は５～７年間で取替え通常要する。グルタルアルデヒド処理
ウシ血管が血管バイパス操作で過去用いられてきたが、しかしながらそれらの使用は動脈
瘤形成及び閉塞の許容されない発生率によって中止された。
【０００９】
同種移植組織の使用は心臓弁置換え操作、動脈バイパス操作、骨、軟骨及び靭帯置換え操
作と一時的ドレッシングとして全厚創傷治療に適用されてきた。同種組織は新鮮なままで
用いても又は細胞成分の生存力を維持するためＤＭＳＯ及び／又はグリセロールの使用で
低温保存してもよい。細胞成分は組織適合性抗原を含有し、宿主から免疫応答を誘導でき
ると考えられている。多くのケースにおいて、同種移植片をもつ患者は免疫抑制療法をう
ける。この療法にもかかわらず、心臓弁及び血管を含めた多くの同種移植片は炎症反応を
うけ、５～１０年以内に脱落する。同種皮膚は典型的には適用から１～５週間以内で置換
えられるが、免疫抑制薬の使用があっても宿主により永久に許容されることは決して証明
されなかった。
【００１０】
代替となる加工処理法は、同種及び動物由来移植組織の制限に取組むことを考えた者によ
り開発されてきた。凍結乾燥は、移植のため同種骨の加工処理で日常的に用いられている
。凍結乾燥プロセスでは、新鮮な又は低温保存された同種骨と比較して有意の拒絶反応を
示さない移植片を生じることがわかった。凍結乾燥された骨は内植後に鋳型として作用し
、しかる後これは宿主により改造される。凍結乾燥プロセスが心臓弁のような更に複雑な
組織に適用された場合、結果は雑多であるが、但し全体的には不満足であった。１５例の
同種心臓弁が移植前に凍結乾燥により加工処理される研究が実施された。凍結乾燥された
弁のほとんどは移植後初期の期間に機械的原因のせいで失敗した。しかしながら、失敗し
なかった凍結乾燥弁は長期機能性を示した（１５年以内）。
【００１１】
酵素及び界面活性剤加工処理もコラーゲンベースの移植可能な組織から抗原細胞を除去す
るために用いられてきた。有機溶媒及び界面活性剤処理は再構築手術操作で用いられる硬
膜のような比較的単純な組織でうまく用いられてきた。しかしながら、心臓弁、血管及び
皮膚のような更に複雑な構造の化学的加工処理は臨床適用で限定的に成功しただけであっ
た。
【００１２】
本発明は、移植のため複雑なコラーゲンベース組織の調製において、可能性のある障害事
項について取扱う総合的加工処理技術である。その技術では、組織移植片が宿主により長
期維持のため改造できるような鋳型機能の理想的特徴を発揮させるため、生化学的及び物
理的双方の加工処理ステップを組合せている。
【００１３】
［発明の概要］
その好ましい態様において、本発明による方法は、獲得障害を減少させるため安定化溶液
での処理、細胞及び他の抗原組織成分を除去するため加工処理溶液での処理、凍結保護溶
液での処理を含めた生物組織の加工処理、機能的にかなり障害のある氷晶形成を避ける特
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定条件下での凍結及び貯蔵、障害のある氷再結晶化を妨げる条件下での乾燥、上記凍結温
度における乾燥状態での貯蔵、表面張力障害を最少化して更に基質の選択的保存性を増す
再水和溶液での特定条件下における再水和と、宿主により拒絶されない生細胞での再構成
からなる工程を含んでなる。
【００１４】
［発明の具体的説明］
本発明は、化学的前処理及び細胞除去、低温調製、乾燥安定化、乾燥、再水和と細胞再構
成の工程により、移植用にコラーゲンベース生物組織を加工処理及び保存するための方法
を提供する。その加工処理及び保存方法は特に下記基準と合致する移植可能な生物組織移
植片を得るために考えられている：
（ａ）宿主により改造及び修復されうる細胞外タンパク質及びコラーゲン基質を提供する
。
（ｂ）生存内皮又は表皮細胞の確かな再付着のため無傷の基底膜を提供する。
（ｃ）宿主による免疫応答を示さない。
（ｄ）石灰化しない。
（ｅ）環境温度で容易に貯蔵及び輸送できる。
【００１５】
好ましい態様において、加工処理される生物組織は、まずヒト死体又は動物ドナーから獲
得又は採取され、直ちに浸透圧、低酸素、自己分解及びタンパク質分解を阻止及び防止し
、細菌汚染から保護し、平滑筋成分を含む組織（例えば、血管）で生じる機械的障害を減
少させる安定化輸送溶液中に入れられる。安定化溶液は、適切な緩衝剤、一種以上の酸化
防止剤、一種以上の腫脹剤、抗生物質、一種以上のプロテアーゼ阻害剤と、そして一部の
ケースでは平滑筋弛緩剤を通常含有する。
【００１６】
好ましい態様において、次いで組織は、基底膜複合体又はコラーゲン基質の構造的完全性
に障害を与えることなく、構造基質から生抗原細胞（表皮細胞、内皮細胞、平滑筋細胞及
び繊維芽細胞を含む）を除去するため、加工処理溶液中でインキュベートされる。加工処
理溶液は、適切な緩衝剤、塩、抗生物質、一種以上の界面活性剤、一種以上のプロテアー
ゼ阻害剤及び／又は一種以上の酵素を通常含有する。この加工処理溶液による組織の処理
は、基底膜複合体の分解が回避されてコラーゲン繊維及びエラスチンを含めた基質の構造
的完全性が維持されるような時間にわたり一定濃度でなければならない。
【００１７】
組織が脱細胞化された後、それは低温保存溶液中でインキュベートされることが好ましい
。好ましい態様において、この溶液は凍結中に生じる構造基質への氷晶障害を最少に抑え
る一種以上の凍結保護剤、乾燥中における構造的障害変更を最少に抑える一種以上の乾燥
保護成分と、凍結中に膨張も又は収縮もしない有機溶媒及び水の組合せを通常含有する。
これに代わる方法として、脱細胞化された組織基質は、グルタルアルデヒドのような架橋
剤で固定されて、移植に先立ち貯蔵できる。この低温保存溶液中でのインキュベート後、
組織は水蒸気に対して透過性であるが細菌に対しては不透過性であるポーチ又はバイアル
のような無菌容器内にパッケージ化される。
【００１８】
好ましい態様において、このポーチの片側はデラウェア州，ウィルミントン，デュポン社
(DuPont Company)の商標製品、医療用多孔質Ｔｙｖｅｋ膜からなる。この膜は水蒸気に対
して多孔性でかつ細菌及びほこりに対して不浸透性である。Ｔｙｖｅｋ膜は片側を開けた
ままにして２．５ mm不透過性ポリエチレンラミネートシートにヒートシールされ、こうし
て二側ポーチを形成する。開いたポーチは使用前にγ線で滅菌される。組織はこの開口部
から無菌ポーチ内に無菌的にいれられる。次いで開口側はポーチを閉じるため無菌的にヒ
ートシールされる。パッケージ化された組織は、その後で加工処理工程全体にわたり微生
物汚染から保護される。
【００１９】

10

20

30

40

50

(8) JP 4001642 B2 2007.10.31



好ましい態様において、パッケージ化された組織は障害をうける六方晶氷を最少にして低
安定性氷形の非晶質及び立方晶相を形成するため、特定の凍結保護剤と適合する特定速度
で低温に冷却される。次いで組織は、水蒸気が氷再結晶化せずに各氷晶相から連続除去さ
れるような真空条件下において低温で乾燥される。このような乾燥は、慣用的な凍結乾燥
によるか又は既に特許化された分子蒸留乾燥機を用いるいずれかにより行われる。適切な
分子蒸留乾燥機はテキサス州，ウッドランズのライフセル社 (LifeCell Corporation)から
入手でき、米国特許第４，５６７，８４７号及び第４，７９９，３６１号明細書で開示さ
れている（ここで、これらの明細書は本明細書の開示の一部とされる）。
【００２０】
ポーチ中で乾燥されるサンプルの乾燥サイクルの完了後、凍結乾燥装置の真空は窒素、ヘ
リウム又はアルゴンのような乾燥不活性ガスで置換される。同様のガス環境中で維持され
ながら、半透過性ポーチは不浸透性ポーチ内にいれられ、更にヒート又は加圧シールされ
る。したがって、乾燥サンプルの最終品は不活性ガス雰囲気下にあり、不透過性ポーチ中
に気密シールされる。
【００２１】
ガラスバイアル中で乾燥されるサンプルの乾燥サイクルの完了後、そのバイアルは真空下
において適切な不活性ストッパーで密封され、凍結乾燥の真空は取出し前に不活性ガスで
置換される。
【００２２】
好ましい態様において、パッケージ化された乾燥組織は環境条件下で長期間にわたり貯蔵
してもよい。輸送は標準キャリアにより正常温度暴露及び配送時間に関して標準条件下で
行ってよい。
【００２３】
好ましい態様において、乾燥された組織は移植前に再水和される。再水和時に浸透力及び
表面張力効果を最少にすることが重要である。再水和の目的は、いかなる残留抗原細胞及
び他の潜在的抗原成分も除去しながら、細胞外支持基質の選択的保存性を増すことである
。適切な再水和は約１００％相対湿度の環境下における乾燥組織の初期インキュベートと
、その後の適切な再水和溶液への浸漬により行われる。一方、乾燥組織は高湿度環境下で
事前のインキュベートなしに再水和溶液に直接浸漬してもよい。再水和はサンプルに浸透
圧障害を起こすべきでない。蒸気再水和は理想的には少くとも１５％の残留水分レベルに
達するべきであり、液体再水和は２０～７０％の組織水分レベルになるべきである。
【００２４】
再水和される組織に応じて、再水和溶液は単純な正常塩水、リンゲル乳酸液でも又は標準
細胞培地でもよい。組織が既に除去された細胞からの内在コラゲナーゼ、エラスターゼ又
は残留自己分解活性の作用に付される場合には、再水和溶液に対する添加剤が用意され、
それにはプロテアーゼ阻害剤がある。残留ラジカル活性が存在する場合には、酸化防止剤
、ラジカル障害から保護する酵素剤及び低酸素障害に起因する生化学経路の妨害を最少に
抑える剤を含めた低酸素症から保護するための剤が用いられる。抗生物質も細菌汚染を阻
止するために含有させてよい。プロテオグリカン、デキストラン及び／又はアミノ酸の形
である腫脹剤も再水和時に基質に対する浸透圧障害を防止するために含有させてよい。乾
燥サンプルの再水和は、それが再水和溶液の成分を速やかかつ均一に分配することから、
特にこのプロセスに適する。加えて、再水和溶液は以前に使用されていない特定の成分、
例えばアルカリホスファターゼを阻害してその後に石灰化を防止するジホスホン酸塩を含
有してもよい。再水和された細胞外基質の移植後に血管新生及び宿主細胞侵入を促進する
剤も再水和溶液に含有させてよい。一方、再水和はグルタルアルデヒドのような架橋剤を
含有した溶液で行ってもよい。
【００２５】
免疫寛容生細胞は、宿主により改造される永久許容移植片を産生するため再水和された構
造基質に復元されねばならない。好ましい態様において、免疫寛容生細胞は、移植前にイ
ンビトロ培養技術により又は移植後にインビボ再集団化により再構成される。
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【００２６】
好ましい態様において、インビトロ再構成に用いられる細胞タイプは移植可能な移植片の
性質に依存する。加工処理及び再水和された真皮からの全厚皮膚の再構成に関する主要な
要求は、表皮細胞又はケラチン細胞の復元である。これらの細胞は、小メッシュ化中間層
皮膚移植片の形で又は細胞培養条件下でシートに広げられた単離ケラチン細胞として、意
図された受容患者から得てもよい。一方、包皮又は胎児起源に由来する同種ケラチン細胞
も、表皮を培養及び再構成するために用いてよい。
【００２７】
心臓弁及び及び血管の再構成に関して重要な細胞は、組織の内表面をライニングする内皮
細胞である。内皮細胞は培養で拡張してもよく、意図された受容患者又は臍帯動脈もしく
は静脈に直接得てもよい。
【００２８】
乾燥後、乾燥及び再水和後又は乾燥、再水和及び再構成後に、加工処理された組織移植片
は適切な病院又は治療施設に輸送される。製品の最終組成の選択は具体的な意図された臨
床適用に依存している。
【００２９】
本発明の実施において、適切な組織を加工処理前に得ることが重要となる。ヒト死体組織
は、米国内における約１００の組織バンクから入手できる。加えて、ヒト組織は病院から
も直接入手できる。署名された告知に基づく同意書が移植用の組織を採取するためドナー
の家族から要求される。動物組織はいくつかの肉加工会社から入手できる。採取される組
織の具体的タイプは本発明の方法で限定していない。しかしながら、組織の加工処理は特
定の獲得操作の使用とある機械的及び生化学的障害現象を防止するため安定化溶液での処
理により高められる。
【００３０】
採取された組織は獲得時に、様々な機械的及び生化学的障害現象をうけることがある。細
胞成分及び細胞外基質は、双方ともこれらの現象中に損傷される。細胞外基質に対する障
害は細胞成分の不安定化の結果として主に生じる。本発明の意図はこの細胞成分を最終的
に除去して細胞外基質を最良に保存することであり、従って安定化溶液が初期の細胞とそ
の後の細胞外基質の障害を最少に抑えるように処方される。細胞外タンパク質及びコラー
ゲン基質はタイプＩコラーゲン、タイプ IIコラーゲン、タイプ III コラーゲン、タイプ IV
コラーゲン、エラスチン、ラミニン、テニンシン及びアクチニンのような様々なタンパク
質とプロテオグリカンを含む天然三次元格子からなる。
【００３１】
細胞障害における初期現象は、低酸素症（体の組織に達する酸素の欠乏）と代謝及びエネ
ルギー産生を維持する上で細胞に要求される栄養素供給の欠如である。低酸素症、特に低
酸素症及び再灌流は膜及びタンパク質を含めた細胞成分と反応する酸化種、過酸化水素の
ようなラジカルを発生させる。その後に脂質過酸化及び架橋の変化が細胞の構造的及び機
能的混乱を起こして、細胞外基質中への（通常リソソーム中に含有される）自己分解酵素
の放出を開始させる。基質に対する障害は、２倍の酸化体障害及び酵素分解である。栄養
素供給の欠如は、細胞が低酸素障害に対するその防御メカニズムを維持する上で必要なエ
ネルギー要求をもはや満たせないため、これらの現象を増幅する。これらの現象を最少に
抑える上でいくつかのアプローチが可能である。これらにはスーパーオキシドアニオン及
び過酸化水素を中和する酵素（スーパーオキシドジスムターゼ及びカタラーゼ）又は他の
ラジカル種と直接反応してそれを中和できる化合物の使用がある。これらの化合物は酸化
防止剤と呼ばれ、それらには三級ブチルヒドロキノン（ＢＨＴ）、α‐トコフェロール、
マンニトール、ヒドロキシ尿素、グルタチオン、アスコルビン酸、エチレンジアミン四酢
酸（ＥＤＴＡ）とアミノ酸のヒスチジン、プロリン及びシステインがある。酸化防止剤に
加えて、安定化溶液は正常生化学経路に対する低酸素変換を阻害する剤、例えばキサンチ
ンデヒドロゲナーゼを阻害するアロプリノール、リポキシゲナーゼ阻害剤、カルシウムチ
ャンネル遮断薬、カルシウム結合剤、鉄結合剤、代謝中間体及びアデノシン三リン酸（Ａ
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ＴＰ）生成の基質を通常含有する。
【００３２】
安定化溶液は、一種以上の抗生物質、抗真菌剤、プロテアーゼ阻害剤、プロテオグリカン
及び適切な緩衝剤も通常含有する。抗生物質は細菌増殖とその後に組織感染を阻止又は防
止する上で必要である。抗生物質はペニシリン、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン、
カナマイシン、ネオマイシン、バシトラシン及びバンコマイシンの群から選択してよい。
更に、アンホテリシンＢ、ニスタチン及びポリミキシンを含めた抗真菌剤も用いてよい。
【００３３】
プロテアーゼ阻害剤は、放出された場合に細胞外基質の不可逆的分解と化学誘引因子の放
出を起こす内在タンパク質分解酵素を阻害するため、安定化溶液中に含有される。これら
の化学誘引物質は、細胞外基質に更に障害を与えうる非特異的免疫応答を生じる多形核白
血球、マクロファージ及び他のキラー細胞の関与を求める。プロテアーゼ阻害剤はＮ‐エ
チルマレイミド（ＮＥＭ）、フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）、エチレ
ンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコールビス（２‐アミノエチルエーテル）
‐Ｎ，Ｎ，Ｎ´，Ｎ´‐四酢酸（ＥＧＴＡ）、ロイペプチン、塩化アンモニウム、高ｐＨ
及びアポプロチニンからなる群より選択される。
【００３４】
プロテオグリカンは、溶液と組織とのコロイド浸透圧バランスを保ち、それにより組織か
ら溶液への内在プロテオグリカンの拡散を妨げるため安定化溶液中に含有される。内在プ
ロテオグリカンはコラーゲンベース結合組織生理学上で様々な機能に役立つ。それらは細
胞増殖及び分化の調節（例えば、ヘパリン硫酸及び平滑筋細胞）に関与するか又は一方そ
れらは（心臓弁に関するような）病的な石灰化を防止する上で重要である。プロテオグリ
カンは結合組織機能にとり基本的なコラーゲン及びエラスチン合成と改造の複雑な調節に
も関与している。プロテオグリカンはコンドロイチン硫酸、ヘパリン硫酸及びデルマタン
硫酸の群から選択される。含有させてもよい非プロテオグリカンアズモチック (asmotic) 
剤はデキストラン及びポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）のようなポリマーとグリシン及び
プロリンのようなアミノ酸である。
【００３５】
安定化溶液は適切な緩衝剤も通常含有する。緩衝剤の性質は加工処理技術のいくつかの面
で重要である。低浸透圧強度緩衝剤のクリスタロイドは、伏在静脈獲得時に生じる障害と
角膜貯蔵に関係していた。至適ｐＨ及び緩衝能力が（下記）低酸素障害の産物に対して不
可欠である。この関係において有機及び炭酸水素緩衝剤は独特な利点を有している（赤血
球貯蔵において、グリシン及びグルコース含有酢酸‐クエン酸緩衝液は貯蔵寿命を伸ばし
て細胞完全性を維持する上で有効であることが示された）。２‐（Ｎ‐モルホリノ）エタ
ンスルホン酸（ＭＥＳ）、３‐（Ｎ‐モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＰＯＳ）及び
Ｎ‐２‐ヒドロキシエチルピペラジン‐Ｎ´‐２‐エタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）から
なる群より選択される有機緩衝剤を用いることが好ましい。一方、リン酸、炭酸水素及び
酢酸塩‐クエン酸塩を含有した低塩又は生理緩衝液もある適用上より適切であろうと思わ
れる。
【００３６】
もう１つの好ましい態様において、安定化溶液の成分は、痙攣、低酸素症、低酸素再灌流
、リソソーム酵素放出、血小板付着、生殖不能及び緩衝化状態のような血管組織の採取時
に生じる一以上の現象に向けられる。血管壁の平滑筋ライニングの不随意収縮は、機械的
伸縮又は膨張と、典型的には低酸素症（低酸素）状態下で放出されるある内皮細胞由来収
縮因子の化学的作用に起因する。この不随意収縮は筋肉自体、内皮細胞及び周辺細胞外基
質に不可逆的障害を与える。この理由から、血管用の安定化溶液はカルシトニン遺伝子関
連ペプチド（ＣＧＲＰ）、パパベリン、ニトロプルシドナトリウム（ＮａＮＰ）、Ｈ７（
タンパク質キナーゼＣ阻害剤）、カルシウムチャンネル遮断剤、カルシウムキレート剤、
イソプロテレノール、フェントラミン、ピナシジル、イソブチルメチルキサンチン（ＩＢ
ＭＸ）、ニフェデピン及びフルラジンの群から選択される１種以上の平滑筋弛緩剤を含有
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する。採取された組織は直ちにこの安定化溶液にいれられ、更に加工処理する前において
輸送及びいずれかの貯蔵中に４℃で維持される。
【００３７】
本発明の実施において、採取された組織は抗原細胞成分を除去するため加工処理されるこ
とが不可欠である。
【００３８】
脱細胞化は、ある塩、界面活性剤又は酵素中におけるインキュベートを含めたいくつかの
化学処理を用いて行うことができる。ＰＡ，フィラデルフィア，ローム・アンド・ハース
社 (Rohm and Haas Company) の商標製品、界面活性剤トリトンＸ‐１００の使用は米国特
許第４，８０１，２９９号明細書で詳述されるように細胞膜を除去することが明らかにさ
れている。他の許容される脱細胞化界面活性剤としては、ポリエチレン（１００）グリコ
ールテトラオクチルフェニルエーテル（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）、ポリオキシエチレン
（２０）ソルビタンモノオレートおよびポリオキシエチレン（８０）ソルビタンモノオレ
ート（Ｔｗｅｅｎ２０および８０）、デオキシコール酸ナトリウム、３‐〔（３‐クロラ
ミドプロピル）ジメチルアミノ〕‐１‐プロパンスルホネート、オクチルグルコシド及び
ドデシル硫酸ナトリウムがある。
【００３９】
一方、格別限定されないが、ジスパーゼ II、トリプシン及びサーモリシンを含めた酵素も
脱細胞化を行うために用いてよい。これらの酵素はそれらの効果を達成する上でコラーゲ
ン及び細胞間結合の異なる成分と反応する。ジスパーゼ IIは基底膜の緻密層及びアンカー
細繊維の成分であるコラーゲンタイプ IVを攻撃する。サーモリシンは、ケラチン細胞の基
本層のヘミデスモソームにおいて球根状フェムフィゴイド (phemphigoid) 抗原を攻撃する
。トリプシンは細胞間のデスモソーム複合体を攻撃する。これら酵素のタンパク質分解性
質のために、細胞除去が基底膜複合体を含めた細胞外基質にさほど障害なしに生じるよう
な注意が払われねばならない。これは濃度、時間及び温度の関数である。かなり長時間又
はかなり高濃度で用いられた場合、例えばジスパーゼ IIは真皮から基底膜複合体を完全に
除去することができる。
【００４０】
例えば、ヒト死体皮膚において３７℃、１．０単位 /ml で９０分間にわたるジスパーゼ II
は基本層以外のすべてのケラチン細胞を除去するが、一方で一部の障害が基底膜複合体で
既に生じている。４℃、２００μ g/mlで３０分間にわたるサーモリシンは、一部の場合に
おいて基底膜複合体への障害なしに本質的にすべてのケラチン細胞を除去するが、但しこ
れはドナー毎に異なり、基底膜障害の証拠が一部のドナーでみられる。ヒト皮膚の場合１
６時間、ブタ皮膚の場合４８時間にわたる塩化ナトリウム１モル中皮膚のインキュベート
により、基底膜複合体への障害なしに表皮及び真皮をきれいに分離できる。
【００４１】
塩、界面活性剤及び酵素に加えて、加工処理溶液は細胞外基質の分解を防止するためある
プロテアーゼ阻害剤も含有する。コラーゲンベース結合組織は細胞外タンパク質基質中に
内在酵素としてプロテアーゼ及びコラゲナーゼを含む。更に、平滑筋細胞、繊維芽細胞及
び内皮細胞を含めたある細胞タイプはリソソームと呼ばれる小胞の内部にいくつかのこれ
ら酵素を含む。これらの細胞が低酸素症のような現象により障害をうける場合、リソソー
ムは破裂してそれらの内容物が放出される。結果的に、細胞外基質はタンパク質、プロテ
オグリカン及びコラーゲン分解から重度の障害をうけることがある。この障害は、細胞死
を起こす上で不十分な酸素に関する減少がコラーゲン基質に顕著な障害を与える心臓虚血
の臨床ケースで明らかなように重度である。更に、細胞外分解の結果として、死んだ又は
障害をうけた組織を除去すると考えられる多形核白血球及びマクロファージを含めた炎症
細胞を求める化学誘引物質を移植片に放出する。しかしながら、これらの細胞も非特異的
炎症反応により細胞外基質破壊を永続させる。したがって、加工処理溶液はこのような障
害を防止するためＮ‐エチルマレイミド（ＮＥＭ）、フェニルメチルスルホニルフルオリ
ド（ＰＭＳＦ）、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコールビス（２‐
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アミノエチルエーテル）‐Ｎ，Ｎ，Ｎ´，Ｎ´‐四酢酸、塩化アンモニウム、高ｐＨ、ア
ポプロチニン及びロイペプチンの群から選択される一種以上のプロテアーゼ阻害剤を含有
する。
【００４２】
塩、界面活性剤、酵素及びプロテアーゼ阻害剤に加えて、加工処理溶液は通常適切な緩衝
剤を含有する。これは前記された多数の異なる有機緩衝剤のうち一つであってもよい。２
‐（Ｎ‐モルホリノ）エタンスルホン酸（ＭＥＳ）、トリス（ヒドロキシメチル）アミノ
メタン（ＴＲＩＳ）及びＮ‐（２‐ヒドロキシエチル）ピペラジン‐Ｎ´‐（２‐エタン
スルホン酸）（ＨＥＰＥＳ）からなる群より選択される有機緩衝剤を用いるのが好ましい
。一方、グリシンと共に又はそれなしにリン酸、炭酸水素、酢酸、クエン酸、グルタミン
酸塩を含有した低塩又は生理緩衝液もある適用上より適切であろう。低塩又は生理緩衝液
は、生細胞による移植片の侵入を更に支持し、このため血管新生を含めた細胞侵入が移植
皮膚基質のような移植片の初期生存にとり必須である場合に更に好適である。
【００４３】
加工処理溶液は、移植に際して刺激性又は炎症性である化学物質を含有しているかもしれ
ないため、加工処理溶液は組織から完全に洗い落とされることが本発明の実施にとり重要
である。好ましい態様において、この洗浄は加工処理溶液の残留が移植と適合するレベル
に減少されるまで適切な緩衝液を十分に交換して洗い落とすことにより行う。一方、加工
処理溶液の成分は特定の阻害剤で、例えばジスパーゼ IIはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤ
ＴＡ）又はトリプシンは血清で中和される。
【００４４】
組織の低温調製又は凍結は完全な洗浄後に行う。生物物質は慣用的手段による凍結及び解
凍時に又は凍結乾燥後に通常かなり劣化をうける。したがって、これらのステップはこの
出願で記載された方法により凍結保護溶液中における加工処理脱細胞化組織のインキュベ
ート前に回避されるべきである。
【００４５】
脱細胞化組織を低温保存する最初の工程は、凍結ステップ前に低温溶液中で組織をインキ
ュベートすることを含む。低温溶液は水との組合せで膨張又は収縮をいずれもうけない有
機溶媒と共に又はそれなしで適切な緩衝剤、一種以上の凍結保護剤及び／又は乾燥保護剤
を含む。
【００４６】
適切な緩衝剤は採取組織の獲得又は脱細胞加工処理で利用される前記緩衝剤のいずれであ
ってもよい。
【００４７】
適切な緩衝剤に加えて、低温溶液は凍結保護剤を通常含有する。凍結保護剤は組織のガラ
ス転移温度範囲を上昇させ、それにより凍結状態で組織の最良安定性を可能にする。この
範囲の上昇により、組織は更に速い速度で乾燥できる。凍結保護剤は所定冷却速度で氷形
成も減少させて、ある程度ガラス質化（結晶格子の不存在）を起こすが、但し更に大きな
程度で立方晶氷を形成させる。凍結保護剤の不存在下における超急冷の方法によれば、ガ
ラス質化は非常に小さなサンプルでしか及び数ミクロンの深さでしか達せられない。その
ときには立方及び六方晶氷がみられる。ガラス質化された水及び立方晶氷は六方晶氷より
も細胞外基質成分に障害を与えない。しかしながら、一部のケースにおいては六方晶氷を
生じさせることが許容される（例えば、皮膚の加工処理）。ある程度の六方晶氷形成はそ
れが組織の機能的特徴を損傷させない場合に許容される。心臓弁は内植後に反復応力に付
され、このため例えば真皮よりも氷晶障害に耐えられない。
【００４８】
様々な凍結保護剤が本発明で使用できる。これらにはジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）
、デキストラン、スクロース、１，２‐プロパンジオール、グリセロール、ソルビトール
、フルクトース、トレハロース、ラフィノース、プロピレングリコール、２，３‐ブタン
ジオール、ヒドロキシエチルデンプン、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、プロリン（又
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は他のタンパク質安定剤）、ヒト血清アルブミン及びそれらの組合せがある。適切な凍結
保護剤は、凍結点を低下させ及び／又はガラス質相を得る上で必要な冷却速度を減少させ
る水分子を構築する。それらはガラス質状態のガラス転移温度範囲も高める。
【００４９】
低温溶液で生物組織を一種以上の乾燥保護化合物に暴露させてもよい。乾燥保護剤は定義
によれば乾燥状態でサンプルを安定させる。一部の凍結保護剤は乾燥保護剤としても作用
する。一部の化合物は可変量で各活性を有し、例えばトレハロースは主に乾燥保護剤であ
って弱い凍結保護剤でもあり、一方スクロースは主に凍結保護剤であって弱い乾燥保護剤
でもある。例えば、トレハロース及びポリヒドロキシル炭水化物はタンパク質のような高
分子と結合して安定化させる。様々な乾燥保護剤が本発明で使用できる：スクロース、ラ
フィノース、トレハロース、亜鉛、プロリン（又は他のタンパク質安定剤）、ミリスチン
酸、スペルミン（ポリアニオン系化合物）及びそれらの組合せ。
【００５０】
０．５Ｍジメチルスルホキシド、０．５Ｍプロピレングリコール、０．２５Ｍ２，３‐ブ
タンジオール、１．０Ｍプロリン、２．５％ラフィノース、１５％ポリビニルピロリドン
及び１５％デキストラン (MWT７０，０００）の組合せは、－２５００℃ /sec程度の冷却速
度と併せたとき、凍結及び乾燥双方の後にヒト伏在静脈の構造的完全性を維持する上で有
効であることが示された。本発明者らは凍結保護剤、乾燥保護剤及び緩衝剤のこの溶液が
心臓弁のような更に大きな組織サンプルで用いられた場合にその組織が凍結及び／又は乾
燥後にクラックを生じることも明らかにした。この現象は水分をホルムアミドのような有
機溶媒で置き換えることにより克服できる。そのパーセント（５０％）は凍結時に膨張又
は収縮しない溶媒、水、凍結保護剤及び乾燥保護剤のその組合せとして決定される。ホル
ムアミド（ＨＣＯＮＨ２ ）は炭水化物ベース凍結保護剤を溶解する一つの炭素、親水性、
有機溶媒である。それはジメチルホルムアミド、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、グ
リセロール、プロピレングリコール、エチレングリコール及びピリジンのような類似性質
を有する他の有機溶媒で置き換えてよい。
【００５１】
生物サンプルは、それらが急速に冷却される前に、数分間～数時間にわたり低温溶液中で
インキュベートされる。一般に、低温保存は事項の連続的順序で行われる。組織は最初に
低温溶液の成分の完全浸透が済むまで所定期間（０．５～２時間）にわたり低温溶液中で
インキュベートされ、しかる後サンプルはそれが安定な通常－２０℃以下の温度まで凍結
される。
【００５２】
本発明者らは、電子顕微鏡分析用に生物サンプルを調製する方法として、低温固定と超低
温分子蒸留乾燥の開発に携わってきた。このアプローチを有効化するため、我々は乾燥の
特徴付けと凍結サンプル内に存在する氷相との関係について研究した。
【００５３】
純粋に物理的又は乾燥加工処理技術による電子顕微鏡観察用のサンプル調製は、特に究極
的目的が超微細構造及び生化学双方の分析である場合に、理論的に有効である。初期の電
子顕微鏡観察以来、細胞及び組織サンプルに関する凍結及び真空乾燥又は凍結乾燥（ＦＤ
）プロセスを改良し、開発するいくつかの試みが行われてきた。
【００５４】
その結果得られた概念的利点及び進歩にもかかわらず、電子顕微鏡観察用の凍結乾燥は日
常的に広く適用しうる技術の地位をなお得てはいない。いくつかの理由が挙げられる。第
一に、超微細構造保存は、従来の化学、湿潤加工処理技術又は凍結置換のようなハイブリ
ッド技術と比較した場合に劣ることが多い。第二に、サンプル取扱い、温度コントロール
、真空パラメーター及び最終加工処理プロトコールに関して多数の実際的問題がある。第
三におそらく最も基本的なことは超微細構造障害を避けるため、－１２３℃以下の温度で
の乾燥が不可能又は非現実的のいずれかであるという考えである。これら現実的かつ理論
的な弊害の結果として、低温凍結乾燥の散発的研究のみが報告されてきた。
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【００５５】
この理論的障壁の基礎は、下記 Knudsen の式で表されるように、動力学的ガス理論及び予
想昇華速度の適用からくる：
【００５６】
【数１】
　
　
　
　
　
式中Ｊｓ＝昇華速度
Ｎ　＝蒸発係数
Ｐｓ＝飽和蒸気圧
Ｑ　＝普遍ガス定数
Ｔ　＝サンプルの絶対温度
Ｍ　＝水の分子量。
【００５７】
理論的に理想的な乾燥条件の場合、この式は昇華速度がサンプル内における水の飽和蒸気
圧に正比例してサンプルの絶対温度に反比例することを示している。サンプルの温度は明
確に規定しうるが、飽和蒸気圧は更に複雑なパラメーターである。
【００５８】
この式の以前は、理論的に決定された飽和蒸気圧を用いていた。しかしながら、これらの
理論的蒸気圧は融解の潜熱を含み、このため六方晶氷のみに適用しうる。これらの理論値
に基づく計算から“１５０Ｋにおいて１ mm厚の氷層が凍結乾燥で完全に除去されるまでに
は３．５年要する。したがって１７０Ｋ以下の温度で凍結乾燥を試みることは非現実的で
ある。”というような結論に達した。
【００５９】
しかしながら、六方晶以外のいくつかの氷相は凍結保護剤の冷却及び使用方式に応じてサ
ンプル内に共存できる。これらの異なる相は蒸気凝縮、高圧適用及び超急冷を含めたいく
つかの方法により得ることができる。
【００６０】
現在認識される氷の主要な相は非晶質、立方晶及び六方晶である。これらの氷相は異なる
安定性を示すが、これは飽和蒸気圧も異なることを示唆する。双方の相が共存しうる温度
での蒸気凝縮水に関して、非晶質氷の飽和蒸気圧は立方晶氷の場合よりも１～２ｌｏｇ高
いことがわかった。
【００６１】
クヌーセン式におけるこれら実験的測定飽和蒸気圧を適用すれば、１ mmの非晶質氷の場合
で１５０Ｋにおける乾燥時間を３．５年から０．０３５年、即ち１２．７日に減少させる
。生物サンプルの急冷技術は約５μｍでこの相を生じることから、この成分の乾燥時間は
単にクヌーセン式に基づくと１．５時間程度であろう。このため、実際の乾燥時間に関し
て超低温で乾燥するための理論的障壁は克服できる。
【００６２】
しかしながら、乾燥は静的でなく、速度依存性のプロセスである。異なる氷相の飽和蒸気
圧に加えて、温度増加に伴う相毎の転移速度についても説明しなければならない。電子顕
微鏡観察サンプル調製のため、乾燥は理想的にはいかなるこのような転移又は脱ガラス質
化もなしに起きるべきである。これらの転移速度に関する情報は限定されている。非晶質
から立方晶への転移は－１６０～－１３０℃範囲の温度に強く依存する不可逆的プロセス
として起き、下記式で表されることがわかった：
ｔ＝２．０４×１０ 2 8×ｅｘｐ（－０．４６５Ｔ）
立方晶から六方晶への転移は温度依存性が低く、－１２０～－６５℃の範囲で起き、下記
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式で表される：
ｔ＝２．５８×１０ 1 2×ｅｘｐ（－０．１２６Ｔ）
面白いことに、サンプル温度が５℃ /minの速度で増加された場合、非晶質から立方晶への
転移は－１３０℃近くで急激な現象として生じた。
【００６３】
上記データに基づき、転移速度と飽和蒸気圧から具体的な氷相が特定温度で乾燥されうる
深さを決定する。－１６０℃における非晶質氷の場合、転移時間は２０５日である。実験
的測定飽和蒸気圧及びクヌーセン式の外挿法に基づけば、これは２６ミクロン乾燥させる
。－１４０℃において、転移時間は２８分であり、理想的条件下で０．８μｍ乾燥させる
。－１６０℃以下、即ち転移の開始前においては、あるにしても水分子の移動動力学的エ
ネルギー、ひいてはあるにしても乾燥をほとんど予想できない。
【００６４】
これらの考慮に基づき、転移乾燥、即ち多数の氷相を含むサンプルの場合に各相をその転
移時に連続的に乾燥しうるという仮説を立てることができる。乾燥される各相の量は乾燥
装置の効率、加熱速度及び乾燥シェルのインピーダンスを含めた多数のパラメーターに明
らかに依存する。
【００６５】

低温保存とは、凍結現象に伴う損傷に抗して、細胞又は組織構造を保存することである。
自然低温保存は生物の適応代謝に基づいており、細胞構造、組成及び代謝バランスに関す
る変化が凍結からの耐性を高める。細胞生存力又は組織超微細構造が冷却後に保存される
研究室的実験では、二つの方法が利用できる。第一はサンプルを超急冷することであり、
その際には組織液はガラス質化され、即ち氷晶は存在しない。第二は、ある程度凍結保護
する化学添加剤を配合することである。化学物質はグリセロール、プロリン、糖及びアル
コールのような天然凍結保護剤からジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）のような有機溶媒
、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、デキストラン及びヒドロキシエチルデンプン（ＨＥ
Ｓ）のような高分子量ポリマーまでにわたる。
【００６６】
細胞及び組織のガラス質化はサンプルが冷却される速度及び組織自体の遮断性により制限
される。物理的制限のために、最先端技術を用いて組織の薄層のガラス質化を達成できる
だけである。これは構造及び機能障害を起こさずに生物サンプルを冷却及び貯蔵する試み
において、凍結保護及び冷却速度操作のため化学添加剤というアイデアを非常に魅力的に
する。
【００６７】
凍結による生物サンプルに対する損傷は、一部は長い間知られているが、その他は最近に
なって理解された基本的な物理的及び生物学的原理に従う。生物サンプルにおける凍結損
傷のメカニズムに関する本格的な研究は、本第二四半世紀まで始まらなかった。これらの
初期研究は氷晶による物理的障害が凍結損傷の主原因であるという考えに支配されていた
。脱水の効果並びに細胞外溶質の濃縮と細胞及び組織障害との相互関係が明らかにされた
。細胞凍結損傷に関する“二因子”仮説は、細胞損傷が細胞外氷による溶質の濃縮又は機
械的損傷を起こす細胞内氷の形成のいずれかの結果であることを示した。
【００６８】
グリセロール及び他の小極性化合物の作用は、細胞内に浸透して総括的な作用を発揮する
ことであると解釈されてきた。浸透化合物の総括的作用が０℃以下の温度で水を液状に維
持する割合に応じて、細胞液の容量増加が維持される。これは非凍結細胞液中における毒
性電解質の過濃縮を避ける。同様の影響は外液でも生じる。この関係において、総括的作
用は、氷との接触で溶液の凍結点を低下させるという点で外来溶質による作用と呼ばれる
。十分な保護化合物が存在すれば、障害を起こす反応が細胞により耐えられるほど十分遅
くなるように温度が低くなるまで、塩濃度は臨界的障害レベルまでは上昇しない。氷晶の
機械的成長と溶質濃縮及びｐＨ変化による化学的障害の双方による組織基質に対する障害
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の類似概念も適用することができる。
【００６９】
非浸透凍結保護剤は、スクロースからＰＶＰ、ＨＥＳ及びデキストランのような大ポリマ
ー物質までサイズが様々である。非浸透物質は前記総括的メカニズムによるよりも、他の
手段により作用することが示唆されている。大きな方の分子の役割は浸透圧作用による脱
水であると考えられる。大部分の水が浸透圧差により細胞から吸引される場合、遊離水は
致死因子とよくみなされる細胞内氷晶化にさほど利用できない。組織において、ポリマー
物質は水分子を結合及び構築することにより作用するのであろう。
【００７０】
凍結保護化合物の存在下における冷却速度は凍結損傷に関して非常に重要な因子である。
通常細胞に関して徐冷却は高冷却速度よりも良いが、その理由は後者が細胞内氷形成を促
進するからである。これは含有細胞水が凍結する前に水が細胞から逃げるための時間が不
十分であるために起きる。徐速冷却のときは細胞外氷が最初に生成して細胞の脱水を起こ
し、凍結保護剤の存在と一緒になって細胞内氷形成を防止する。組織基質サンプルの場合
には全氷晶形成度に関する全体的減少と更に直接的な関係がある。
【００７１】
浸透化合物は凍結プロセスであまり早く細胞から水を過剰輸送させないことで作用すると
考えられるが、一方非浸透化合物は細胞周囲の溶液を希釈する束一的効果と共に細胞で脱
水効果を有する。しかしながら、これらの記載はいずれも全説明をしているわけではない
。
【００７２】
ＨＥＳ及びＰＶＰのような溶質は、非浸透スクロースよりも単に大きなだけの分子量の全
体的に非浸透の水吸引化合物である。大きな分子量ほど重量ベースで考えた場合に、この
ような化合物を浸透圧的及び総括的に有効ではないものとするはずである。しかし濃溶液
の場合、化合物の総括的作用は濃度との単純な直線的関係に基づき予想されるよりもかな
り大きいことが示された。
【００７３】
凍結自体以外の凍結組織に対する障害源は、多数の凍結保護剤の浸透圧及び毒性効果であ
る。混合物で用いられる場合、一部の凍結保護化合物はＤＭＳＯ及びグリセロールの混合
物へのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）の添加により証明されるように、他の凍結保護
剤の毒性を中和するかもしれない。本発明者らはいくつかのガラス質化溶液（ＶＳ）を開
発した。
【００７４】
これら溶液の個別的成分の毒性が試験された。混合物のとき、毒性効果は相当濃度でいず
れか一成分が単独で用いられた場合よりも低かった。得られる溶液は細胞培養物に対して
無毒性であり、液体窒素に投入された場合にガラス様で視覚的に透明なままである（即ち
、目視しうる氷晶が形成されない）。
【００７５】

ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）　 0.5M
プロピレングリコール　　　　　　　 0.5M
２，３‐ブタンジオール　　　　　　 0.25M
プロリン　　　　　　　　　　　　　 1.0M
ラフィノース　　　　　　　　　　　 2.5%(w/v)
ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）　　 15%(w/v)（平均 M.W.=40,000)
デキストラン　　　　　　　　　　　 15%(w/v)（平均 M.W.=40,000-70,000) 。
【００７６】
下記混合物からなる改質ガラス質化溶液（ＶＳ２ ）も開発された：
ＤＭＳＯ　　　　　　　　 0.5M
プロピレングリコール　　 0.5M
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２，３‐ブタンジオール　 0.25M
ラフィノース　　　　　　 10%(w/v)
トレハロース　　　　　　  6%(w/v)
スクロース　　　　　　　  6%(w/v)
ＰＶＰ　　　　　　　　　 12%(w/v)（平均 M.W.=40,000)
デキストラン　　　　　　 12%(w/v)（平均 M.W.=40,000-70,000) 。
【００７７】
開発されたもう１つの改質ガラス質化溶液（ＶＳ３ ）は下記混合物からなる：ＤＭＳＯ　
　　　　　　　 0.5M
プロピレングリコール　　 0.5M
２，３‐ブタンジオール　 0.25M
ラフィノース　　　　　　 2.5%(w/v)
スクロース　　　　　　　 12%(w/v)
ＰＶＰ　　　　　　　　　 15%(w/v)（平均 M.W.=40,000)
デキストラン　　　　　　 15%(w/v)（平均 M.W.=40,000-70,000) 。
【００７８】
第四の改質溶液（ＶＳ４ ）が開発された。この溶液はそれが５０％ホルムアミド有機溶媒
を含有する点で異なる。この混合物は凍結で膨張も収縮もせず、このため大きな組織サン
プルを凍結する場合にクラックを生じさせない。それは下記混合物からなる。
ホルムアミド　　　　　　 50%(w/v)
７０Ｋデキストラン　　　 15%(w/v)
ラフィノース　　　　　　 2.5%(w/v)
４０Ｋ　ＰＶＰ　　　　　 15%(w/v)
スクロース　　　　　　　 12%(w/v)。
【００７９】
要約すると、化合物の凍結保護性質に影響を与える因子は、（ａ）化学的組成物、（ｂ）
低毒性、（ｃ）分子サイズ及び浸透能力、および、（ｄ）混合物中における他の化合物と
の相互作用である。
【００８０】
凍結保護剤の物理化学的効果は、（ａ）総括的ベースにおける基質及び細胞質の平衡凍結
点の降下、（ｂ）均質氷核形成温度の降下、（ｃ）溶液の粘度及び熱拡散性の変化による
氷晶成長の速度減少、および、（ｄ）浸透圧作用による細胞の脱水効果である。
【００８１】

本発明による生物学的懸濁物の低温調製の目的のため、様々な冷却プロセスが使用できる
ことに留意することが不可欠である。本発明の好ましい態様において、急冷は適正な氷晶
ブレンドを得る上で必須と考えられる。本発明の最も好ましい態様において、生物サンプ
ルで実質的割合の非晶質水を形成するガラス質化操作が用いられる。以下で開示されるよ
うに、用いられる冷却の形にかかわらず、非晶質相水、立方氷晶及び六方氷晶が最終品中
に存在すると考えられる。冷却方法は冷却された低温溶液でみられる氷晶タイプの分布に
明確な圧力を与える。
【００８２】

分子蒸留乾燥による凍結生物サンプルの制御的乾燥の目的は、更に乾燥プロセス時に生じ
る機械的又は化学的障害なしにサンプルから水を除去することである。これには適切な乾
燥条件の使用により２つの基本的な障害現象を避けることを要する。第一は、大きくより
安定でかつより破壊的な結晶への転移なしに氷晶相から水を除去することである。第二は
、固体であるが非結晶性の水又は水‐溶質混合物から、これら固相の融解又は結晶化なし
に水を除去することである。この第二の要素は非晶質状態で存在する水、共融物中溶質と
一緒の水又は水を結合及び構築する化合物と一緒の水に関し、このため凍結プロセス時に

10

20

30

40

50

(18) JP 4001642 B2 2007.10.31

冷却パラメーター

乾燥パラメーター



その結晶化を妨げる。したがって、ガラス質水は超急冷純水のとき低いエネルギー及び安
定性であり又は低温保護剤と共に中間冷却速度で行われるとき高いエネルギー及び安定性
である。
【００８３】
これら現象の発生を避ける上で制御的乾燥に欠かせない特徴の多くは重複している。これ
に関する理由は各形の水が結晶であろうと又は凍結保護化合物に結合していようと特定の
エネルギー状態を有し、乾燥のための必要条件を決定するのがその形態よりもむしろこの
エネルギー状態であるためである。例えば（１）中間冷却速度で純水を冷却することで得
られる立方晶氷のサンプル及び（２）水をグリコールと４５％ vol:vol までミックスして
中間速度で冷却することで得られるガラス質化水を考慮せよ。第一のサンプルは結晶であ
り、乾燥の目的は六方晶氷への転移なしにこの状態から水を除去することである。第二の
サンプルは非晶質固体であり、乾燥の目的は後の沸騰でガラスから液体への融解なしにこ
の相から水を除去することである。立方晶氷の場合、その転移の開始は－１３０℃であり
、転移の速度は温度依存性であって、－１３０℃で非常に遅く、－９０℃で非常に速い。
４５％グリコール‐水の場合、ガラス転移温度は－１２０℃であり、融解の開始を表す。
融解プロセスは－１２０℃で非常に遅く、温度依存性であって、－９０℃で非常に速くな
る。
【００８４】
立方晶から六方晶への転移又は４５％グリコール‐水のガラス転移の開始前に、これらの
相における水の飽和蒸気圧は極端に低く、乾燥は極端に遅い速度で起きる。したがって、
制御的乾燥の目的は立方晶氷相からその転移に際して六方晶氷へのいずれか有意な転移に
要するよりも少ない時間で及び４５％グリコール‐水相から液体へのその転移に際して何
らかの認知しうる液体が生成する上で要するよりも少ない時間で水を除去することである
。
【００８５】
この議論は水が立方晶、六方晶の形で結晶であるかもしくは非晶質として非結晶であるか
又はいずれかの分子、即ち凍結保護剤、タンパク質、炭水化物もしくは脂質に結合されて
いるかにかかわらず存在する水のすべての形に反復して適用できる。この概念を単純化す
るため、凍結生物サンプル中の水は特定のエネルギーレベルＥを有するとして記載できる
。凍結生物サンプルにおいて、多数の規定しうる下記エネルギーレベルの水形がある：
Ｅ１ 　Ｅ２ 　Ｅ３ 　 ----　Ｅｎ

調製方式、サンプルの性質、凍結保護剤又は他の添加剤の使用及び用いられる冷却速度は
これら異なる水形の相対的割合を決定する。各エネルギーレベルはその転移又は融解の開
始温度と転移又は融解速度の温度依存性を決定する。
【００８６】
制御的乾燥プロセスは完全転移に要するよりも少ない時間で転移に際して各々のこれら異
なる状態の水を除去できねばならない。したがって、この乾燥方式はいくつかの条件に合
致することを要する。
【００８７】
第一に、サンプルはその最低転移温度より高い温度上昇なしに乾燥機に装填されねばなら
ない。温度の上昇が生じるならば、これは明らかな転移が生じないように短時間でなけれ
ばならない。理想的には、装填は純粋な超急冷非晶質水に関して－１６０℃の最低と認識
しうる転移よりもかなり低い－１９０℃で液体窒素下で行う。しかしながらサンプルが主
に－１００～－１３０℃程度でガラス転移する立方晶氷であるか又は水及び凍結保護剤の
混合物であるならば、閉回路冷蔵システムが転移開始以下のサンプル温度を維持する上で
十分であろう。
【００８８】
装填されると、サンプルは真空に暴露されて、コンデンサー表面に面して直列でなければ
ならない。これらに関する基準はサンプル中に存在する水相の性質により再度決定される
。下記目標が達成されねばならない。特定相の乾燥時における室内の真空は除去される相
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中における水の飽和蒸気圧に少くとも相当するか又はそれよりも低い水の分圧を形成しな
ければならない。この飽和蒸気圧は水相の性質及びその温度に依存している。このため、
－１６０～－１３０℃の転移範囲内における純粋な非晶質水の場合大体の飽和蒸気圧は各
々６×１０ - 1 2  mbar（－１６０℃）及び５×１０ - 7 mbar（－１３０℃）である。この同温
度範囲－１６０～－１３０℃における非晶質から立方晶氷への転移時間が５×１０５ ～５
分間であるため、乾燥は－１５０～－１４０℃程度の温度に達するまで非常に遅く、５×
１０ - 1 0  ～２×１０ - 8 mbarの真空を要する。これは１つの極例を表す。
【００８９】
立方晶氷のとき、その飽和蒸気圧は非晶質水の場合よりも１ｌｏｇ低い程度であるため、
もしあるにしても乾燥はその転移開始よりも低い－１３０℃でほとんど起きない。転移範
囲－１３０～－１００℃のとき、立方晶氷の飽和蒸気圧は約５×１０ - 8～９×１０ - 5 mbar
である。立方晶から六方晶への転移時間は各々７００及び１０９分間である。したがって
、飽和蒸気圧は乾燥のための真空要求条件を決定し、存在するすべての水相に適用できる
。同様の真空基準はすべての相に適用できるわけではなく、むしろ相依存性であることに
留意することは重要である。
【００９０】
真空の第二基準は形成される中間自由路がサンプルとコンデンサー表面との距離を超えて
いることである。理想的には、これは１０倍過剰であるべきである。コンデンサー表面は
サンプルから除去される水相の開始転移温度よりも低い温度でなければならず、その結果
乾燥時にこの表面で凝縮される水の飽和蒸気圧はサンプル内における水相の場合よりも著
しく低い。理想的には、これは大きさで３程度低いべきである。多数の水相を含むサンプ
ルの場合、コンデンサー表面の温度は除去される最も安定性の少い残留氷相の転移開始よ
りも低いままであるべきである。理想的には、コンデンサーもサンプルに面して整列して
いるべきである。
【００９１】
サンプルが装填され、真空及びコンデンサー表面に暴露されると、サンプル及びサンプル
ホルダーは水分子の移動性を増しひいてはそれらの逃避を起こすように加熱されねばなら
ない。これは多数相含有サンプルの乾燥又は水のエネルギーレベルにとり必須かつ重要な
要素である。サンプルの温度は正確に知られねばならない。サンプル加熱の温度及び速度
のコントロールは正確に制御されねばならない。これはサンプル中における水の各相の乾
燥が連続的であることを保証する上で必要である。
【００９２】
このためエネルギーレベルＥ１ 及びＥ２ ----Ｅｎ （Ｅ１ は最も安定性が少い）の水の多数
相を含むサンプルの場合、Ｅ１ がＥ２ へのその転移前、Ｅ２ がＥ３ へのその転移前等々に
除去されるような速度で加熱が行われねばならない。これには連続速度において又は昇華
が下記で決定されるように生じるような一定温度レベルで保つことにより非平衡乾燥条件
と加熱を要する：
【００９３】
【数２】
　
　
　
　
　
式中Ｊｓ＝昇華速度 g/cm.sec
Ｎ　＝蒸発係数
Ｐｓ＝飽和蒸気圧
Ｍ　＝水の分子量
Ｑ　＝普遍ガス定数
Ｔ　＝サンプルの絶対温度。
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【００９４】
これは特定相が除去されるための転移速度と一致する。例えば、非晶質から立方晶への転
移速度は以下で示される：
ｔ＝２．０４×１０ 2 8×ｅｘｐ（－０．４６５Ｔ）
一方、転移ウインドーがＴ１ からＴ２ であるならば、昇華速度及び転移速度はこの間隔に
わたる温度に応じて変動する。このウインドーＴ１ からＴ２ への加熱速度は昇華がいかな
る特定温度における転移も完了する前にサンプルの寸法全体にわたり起きるような速度で
なければならない。
【００９５】
こうして、制御的乾燥の目的、即ち特定相の明確な氷晶成長、形成又は融解なしに各相の
性質に適した条件下で水の各相の連続除去が達成される。乾燥されると、サンプルはコン
デンサー表面又はいずれか他の源において水から物理的又は機械的に単離され、真空又は
乾燥不活性ガス下で閉鎖容器中に貯蔵されねばならない。
【００９６】
好ましい態様において、サンプルは氷晶形成がサンプルに障害を起こす程度以下であるよ
うな適切な方法で冷却される。凍結されると、サンプルは最も不安定な氷形の転移温度以
下で貯蔵される。非晶質氷の場合、これは－１６０℃以下が好ましい。次いでサンプルは
サンプルホルダーに装填され、－１９６℃に前冷却され、分子蒸留乾燥機中に移される。
次いで乾燥機室が閉じられ、完全真空に密封される。再結晶化を避けるため、水和サンプ
ルはすべての操作にわたり最も不安定な氷形の転移温度以下のままでなければならない。
【００９７】
サンプルが装填されると、高真空（１０ - 8×１０ - 6 mbar）が室内で形成される。サンプル
は室内の中間自由路よりもコンデンサー表面（液体窒素冷却室壁）のかなり近くにおかれ
る。コンデンサー温度はサンプルの場合よりも常に下でなければならない。非晶質サンプ
ルの場合、コンデンサーは－１９６℃であることが好ましい。
【００９８】
次いでサンプルホルダーがプログラム制御ヒーターマイクロプロセッサー熱電対ループで
加熱される。加熱プログラムはサンプルの性質に従い決定される。非晶質、立方晶及び六
方晶氷を含むサンプルに関する典型的プログラムは－１８０から－１５０℃まで１０℃ /h
r 、－１５０から－７０℃まで１℃ /hr 及び－７０から＋２０℃まで１０℃ /hr である。
【００９９】
サンプルが２０℃に達すると、それは真空室内の適切な容器内部に密封され、その後で貯
蔵用に取出すことができる。１形態において、サンプルはガラスバイアル内にいれられ、
サイクルの最後にブチルゴム凍結乾燥ストッパーで密封される。分子蒸留乾燥機の操作の
更に具体的な詳細は米国特許第４，８６５，８７１号明細書に記載されている。
【０１００】

生物組織の凍結及び乾燥は高分子コンホメーションを通常安定化させる結合力に大きな物
理的応力を与える。この不安定化効果に関与するのは溶液が凍結するときにおける電解質
濃度及び生じうるｐＨ変化の増加である。結果的に、ある酵素の失活及びタンパク質の変
性を含めたサンプルに対する改質が起きるかもしれない。
【０１０１】
乳酸デヒドロゲナーゼに関する研究は凍結及び解凍が生物活性の変化に伴いテトラマー酵
素からサブユニットへの解離を起こすことを示した。解離は凍結時におけるイオン強度及
びｐＨに依存することがわかった。
【０１０２】
Ｌ‐アスパラギナーゼの四次構造を調べる他の研究ではこの酵素が凍結乾燥された場合に
活性テトラマーから不活性モノマーに解離することを証明した。このモノマー状態は高ｐ
Ｈ及び高イオン強度の緩衝液での乾燥酵素の再構成により安定化されることがわかった。
しかしながら、解離は中性ｐＨ及び低イオン強度における再構成で完全に可逆的であるこ
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とが示された。他方、ｐＨの効果は三次元構造で変化を誘導し、再会合にとりコンホメー
ション上拘束されたサブユニットを生じる。
【０１０３】
これらの研究は低温保存プロトコールに用いられる処方のみならず再構成溶液にも関する
至適ｐＨ及びイオン強度条件を決定する重要性について示す。こうして、最大サンプル活
性及び安定性が得られるであろう。
【０１０４】
蒸気相再水和又は温度のような再構成に関する他の可変要素も凍結及び乾燥後における活
性の保持上重要であろう。その分野における他の研究者らは再水和の温度に依存したレク
チンに対する増殖的応答又はサンプルが蒸気相で再構成されるか否かに関して顕著な差異
を証明した。レクチンに対して改善された応答は凍結乾燥リンパ球が乾燥氷温度で再水和
されてから加温された場合に注目された。再構成のこの緩徐的方法は急激な再水和により
誘導される浸透圧応力を減少させた。
【０１０５】
生物組織の加工処理において、再水和ステップは獲得及び加工処理ステップで用いられる
加工処理及び安定化化合物を増加させるためにも使用できる。これらには低酸素症及びラ
ジカル形成の効果を最少に抑える成分、酵素を阻害する剤、アズモティック障害を防止す
るプロテオグリカン、デキストラン及びアミノ酸を含めた腫脹剤がある。
【０１０６】
加えてある環境下において、例えば血管及び心臓弁の再水和では内植後初期に血小板凝集
を阻害する成分を再水和緩衝液中に要する。生物組織が架橋状態で用いられる場合、固定
液中における再水和は組織全体にわたる固定液の迅速及び均一な分布という利点を更に有
する。
【０１０７】

凍結サンプルから水の昇華は生物物質の活性成分を保存する上で優れた方法であった。し
かしながら、活性の長期安定的な最良保存では乾燥プロセス及び貯蔵条件の臨界的コント
ロールを要する。遊離又は未結合サンプル水の除去後、構造的結合水が除去される二次乾
燥プロセスが行われる。結合水はタンパク質コンホメーションの維持と密接に関係してい
る。このため残留水分として知られる乾燥サンプル中に残存する水の量は乾燥プロセスに
おいてかなり可変的であり、結果的にそれはサンプルの生存性及び安定性の双方に影響を
与える。
【０１０８】
残留水分は“残留水分率”として表示され、原サンプルの単位重量（ｇ）当たりの残留水
の重量（ｇ）に相当する。
【０１０９】
氷の真空昇華により乾燥された生物物質は残留水分の最良含有率まで乾燥された場合に安
定性増加を示すことが通常認められる。不足して又は過剰に、即ち最良よりも上又は下で
ある水分まで乾燥された物質は劣化増加を示す。
【０１１０】
最良残留水分は具体的乾燥サンプルに応じて変動するが、ある安定性問題は水分のレベル
が凖最良である場合に予想できる。サンプルの過剰乾燥、即ち乾燥安定剤を用いないで１
～２％以下の残留水分のときは通常ほぼすべての構造水を除去し、酸化によりタンパク質
の露出親水性部位を飽和又は遮断してしまう。この酸化は分解を起こし、それに対応して
生物活性を減少させる。他方、５％以上の残留水分はタンパク質のトランスコンホメーシ
ョンに寄与する十分量の“遊離水”がサンプル中に残留する乾燥不足について示す。ポリ
ペプチド鎖で生じる再配列は天然タンパク質の典型的な規則的配列から更に不規則な配列
にシフトさせる。これらのタンパク質摂動は乾燥品の長期安定性について乏しくする。
【０１１１】
長期貯蔵の成功には残留水分の最良レベルまでサンプル乾燥を要する。生物サンプルの不
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十分な乾燥とその結果は文献で示されている。真空下における水の昇華で乾燥されたイン
フルエンザウイルスの懸濁物の最大安定は約１．７％の残留水分率で起きた。非最良水分
までの乾燥不足又は過剰乾燥はウイルスを分解させ、乾燥サンプル中における遊離及び結
合水の量変動がタンパク質構造及び活性に影響を有することを示唆した。
【０１１２】
サンプル安定性を最大化して乾燥薬剤又は試薬の製造に関する調節的要求を満足させるた
め、残留水分はサンプル乾燥後に決定されることが不可欠である。
【０１１３】
いくつかの方法が残留水分を測定するために利用できる：
１．重量測定（加熱法）‐既知量の乾燥品が加熱され、重量喪失は水分に相当する。
【０１１４】
２．化学的アッセイ‐この方法はピリジン、二酸化イオウ及びメタノールの混合物中にお
ける水と遊離ヨウ素との反応に基づいている。終点は遊離ヨウ素が存在する場合に電量分
析で検知される。Ｈ２ Ｏ＋Ｉ２ ＋ＳＯ２ ＋ＲＯＨ＋３ＲＮ→２ＲＮＨＩ＋ＲＮ＋ＨＳＯ４

Ｒ
３．ガスクロマトグラフィー
各々の方法は限界を有し、したがって水分決定でいずれか単一の方法に頼ることは賢明で
ない。むしろ、多数の方法が結果を確認するために用いられるべきである。
【０１１５】
最良の残留水分まで乾燥されると、サンプルはその吸湿性と酸化感受性のせいで真空から
除去された場合になお不安定と考えられる。サンプルを大気再水和から保護して酸素との
接触を最少化するため貯蔵中に測定が行われなければならない。このような保護はサンプ
ルの長期安定性の維持にとり必須である。
【０１１６】
文献中の証拠ではサンプルが密封されるガス条件と貯蔵温度がサンプルの長期安定性に影
響を与えることを示している。異なるガス及び貯蔵温度を比較する研究において、サンプ
ルが低温（－２０℃）でヘリウム又は水素ガス下で貯蔵された場合にインフルエンザウイ
ルスの最大安定が得られることが証明された。異なる貯蔵温度で他のガス又は真空下にお
ける密封は様々なレベルの安定性を生じた。本発明者らはサンプルとの酸素接触を最も有
効に制限する条件がタンパク質表面で露出親水性部位の酸化を減少させることにより生物
活性を著しく改善すると仮定している。適切な貯蔵パラメーター、即ち温度及びガス又は
真空下における密封が長期サンプル安定性を得る上で重要である。
【０１１７】
［実施例］

　移植可能な皮膚の加工処理及び貯蔵
ヒトドナー皮膚は死体からルーチンに採取され、米国内のいくつかの組織バンクで冷蔵又
は凍結条件下で貯蔵される。この皮膚は広範囲の自家移植をうけている熱傷被害者にとり
一時的包帯として用いられる。ブタ皮膚も同様の条件下で採取し、一時的熱傷包帯として
用いられる。その未加工処理条件のとき、同種皮膚及びブタ皮膚は最終的に患者により拒
絶される。この同皮膚は下記方法による加工処理にも利用できる。
【０１１８】
ドナー皮膚を無菌条件下でデルマトームにより採取し、更に加工処理する前にペニシリン
及びストレプトマイシン溶液を含有したＲＰＭＩ１６４０組織培地中４℃で７日間以内に
わたり維持する。ライフ・セルズ（ LifeCell´ s) 組織加工処理センターへの輸送は、同
培地中、湿潤氷上で一夜輸送による。加工処理センターに到着時に、組織容器の温度が少
くとも４℃であることを確認し、そうでなければその皮膚を廃棄する。容器温度、ドナー
同定及び試験スクリーニングデータの確認後、皮膚を更に加工処理のため層流フードに移
す。
【０１１９】
ドナー皮膚を輸送容器から取出し、低密度ポリエチレン製サイジングサポート上にその細
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網側を下にしておく。適切なサイズ片のガーゼを皮膚の表皮側に加え、しかる後４×４イ
ンチ（約１０×１０ cm）四方を超えず２×３インチ（約５×８ cm）以上のできるだけ大き
な角形片に裁断する。次いで皮膚を細網側を下にしてペトリ皿におき、それに１Ｍ　Ｎａ
Ｃｌからなる脱表皮化溶液５０ mlを加える。次いでペトリ皿をインキュベーターに移し、
ヒト皮膚の場合１８～３２時間及びブタ皮膚の場合３５～５５時間にわたり３７±２℃で
インキュベートする。
【０１２０】
インキュベート後、皮膚含有ペトリ皿を脱表皮化のため層流フードに移す。ガーゼを最初
に除き、廃棄する。次いで表皮を鉗子でそっとつかみ、シートとして真皮から引き剥がす
。次いで過剰の脱表皮化溶液を吸引する。次いで約１ cm長のスリットを真皮の下方左隅に
いれて、上部及び下部表面を確認する。
【０１２１】
次いで真皮を無菌ハンクスの平衡塩類溶液からなる組織洗浄液５０ mlの添加により同ペト
リ皿中で洗う。次いでペトリ皿を室温（２０～２６℃）で５分間４０±５ RPM で回転器上
におく。次いでペトリ皿を層流フードに戻し、組織洗浄液を吸引するためペトリ皿から蓋
を取り外した。この操作は更に２回繰返す。
【０１２２】
次いで真皮を脱細胞化溶液５０ mlで処理し、ペトリ皿を室温（２０～２６℃）で１時間４
０±５ RPM で回転器上におく。脱細胞化溶液はヒト皮膚の場合ハンクスの平衡塩類溶液中
０．５％ドデシル硫酸ナトリウムからなり、ブタ皮膚の場合１ mMエチレンジアミン四酢酸
二ナトリウム（ＥＤＴＡ）を含有する。脱細胞化溶液を吸引除去する。次いで真皮を組織
洗浄液５０ mlで洗浄する。次いでペトリ皿を室温（２０～２６℃）で５分間４０±５ RPM 
で回転器上におく。組織洗浄液を吸引除去する。洗浄操作は２回繰返す。真皮を合計３回
洗浄した後、前凍結溶液５０ mlをペトリ皿に加える。次いで皿を室温（２０～２６℃）で
３０分間４０±５ RPM で回転器上におく。ヒト皮膚用の前凍結溶液はハンクスの平衡塩類
溶液中７％デキストラン（７０，０００ MWT)、６％スクロース、６％ラフィノース及び１
mMエチレンジアミン四酢酸二ナトリウムからなる。ブタ皮膚用の前凍結溶液はハンクスの
平衡塩類溶液中で調製される７．５％デキストラン（７０，０００ MWT)、６％スクロース
、７．５％ポリビニルピロリドン (MWT４０，０００）、１．２５％ラフィノース及び１ mM
エチレンジアミン四酢酸二ナトリウムからなる。
【０１２３】
次いで新しいガーゼ片を真皮の乳頭側におき、真皮を細網側が面するように反転する。真
皮片の細網側からバッキングをバイオハザード廃棄容器中に捨てる。次いで約０．５～１
．０ cm幅ストリップのバッキング及び真皮を原サンプルから裁断する。次いでこのストリ
ップを各々約１．０ cm長の２枚のサテライト片に裁断する。すべての必要な品質確認は微
生物及び構造分析を含めてこれらのサテライトサンプルで最終的に行う。
【０１２４】
次いで組織を個々のチベックバック中に移す。組織はバッグバッキング側を上に白色ベン
ト側を下にしておく。次いでチベックバックをヒートシールする。
【０１２５】
密封された凍結乾燥バッグを－７０℃の最低棚温度及び－８５℃の最低コンデンサー温度
を有する凍結乾燥機に移す。次いで組織を－２．５℃ /minの速度で－３５℃まで棚温度を
傾斜させることにより凍結乾燥機棚上で凍結させ、少くとも１０分間保つ。
【０１２６】
乾燥サイクルはサンプルの最終残留水分が６％以下、最適には２％であるようなサイクル
である。この例において、凍結真皮は下記プログラムにより乾燥する：
１．棚温度を－２．５℃ /minの速度で－３５℃まで傾斜させ、２０００ mTにセットされた
真空下で１０分間保つ。
【０１２７】
２．次いで棚温度を１．５℃ /minの速度で－２３℃まで傾斜させ、２０００ mTにセットさ
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れた真空下で３６時間保つ。
【０１２８】
３．次いで温度を１．５℃ /minの速度で－１５℃の棚温度まで傾斜させ、２０００ mTにセ
ットされた真空下で１８０分間保つ。
【０１２９】
４．次いで温度を１．５℃ /minの速度で－５℃の棚温度まで傾斜させ、２０００ mTにセッ
トされた真空下で１８０分間保つ。
【０１３０】
５．最後に温度を１．５℃ /minの速度で２０℃の棚温度まで傾斜させ、０ mTにセットされ
た真空下で１８０分間保つ。
【０１３１】
乾燥後、乾燥真皮を含む凍結乾燥バッグを乾燥窒素ガスの雰囲気下で取出し、第二の前乾
燥不浸透性ポーチにいれ、同不活性環境下でヒートシールする。
【０１３２】
（加工処理操作中及び凍結乾燥のため密封する前、サテライトサンプルを主サンプルから
裁断し、更に主サンプルと同一条件下で加工処理する。移植で主サンプルの使用前、すべ
ての必要な品質確認は微生物及び構造分析を含めてサテライトサンプルで行う。）
乾燥後、サンプルは光保護環境下において上記凍結温度、最適には４℃で貯蔵する。
【０１３３】
使用前、サンプルを無菌条件下で密封ポーチから取出し、２０～３７℃で平衡塩類溶液浸
漬により再水和する。再水和はこの再水和溶液中で３０分間のインキュベート後に完了す
る。
【０１３４】
光学及び電子顕微鏡観察による最終品の分析では正常コラーゲン結束、真皮基質における
コラーゲン束の存在と基底膜複合体の緻密層及びアンカー細繊維の構造的保存に関して構
造的に無傷であることを証明した。
【０１３５】
加工処理された真皮の細網側は細胞培養法により研究所で包皮外植片からケラチン細胞の
外増殖のための基層を与えることが証明された。加工処理された真皮は単離されたケラチ
ン細胞の増殖を支持することも証明された。この状況下で、気液界面で培養された場合に
、ケラチン細胞は正常皮膚のすべての確認しうる層に分化し、基底膜複合体を介して加工
処理真皮と作用しあう。加工処理されたブタ皮膚もヒト包皮外植片からケラチン細胞の増
殖を支持することが証明された。
【０１３６】
加工処理された真皮は、メッシュ化、極薄もしくは表皮自家移植片と組合され又は培養ケ
ラチン細胞で再構成されたときに、全厚皮膚損傷に関していくつかの臨床的適用を有する
。これらには格別限定されないが、熱傷患者、静脈性、糖尿病性又は圧力性潰瘍にかかっ
た患者と皮膚病変部の切除後に再構築手術もしくは皮膚置換えをうける患者がある。
【０１３７】
加工処理されたヒト及びブタ皮膚はヒト熱傷患者及び外科的誘導全厚皮膚損傷ブタにおい
て繊維芽細胞侵入及び血管新生をうけることが示された。
【０１３８】

　血管：ヒトドナー伏在静脈
伏在静脈は死体ドナーから採取され、米国内の組織バンクから入手できる。組織バンクで
は獲得ガイドラインを制定しており、これはアメリカン・アソシエーション・オブ・ティ
シュー・バンクス (American Association of Tissue Banks)により発行されている。これ
らのガイドラインは患者選択、同意書の完了及び切開プロセス時に静脈に対する機械的拡
張又は他の機械的障害を避けるための注意に関する指示を含む。
【０１３９】
採取はヘパリン５０００単位及びパパベリン１２０ mgで補充された注射用プラズマライト
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(PlasmaLyte)溶液１０００ ccからなる静脈フラッシング溶液（１リットル／静脈）で、静
脈のフラッシング及び拡張により始める。静脈を少くとも５ mmの長さでできるだけ多くの
支管を無傷に維持しながら無菌条件下で慎重に取出す。これらの支管を３‐０絹糸で結紮
する。周辺の脂肪組織も静脈周囲の広い縁で維持する。静脈を取出してから、それを静脈
フラッシング溶液で再度洗い、パパベリン６０ mgで補充されたＲＰＭＩ６４０組織培地５
００ ccからなる冷（４℃）静脈輸送培地５００ cc中にパッケージ化し、更に加工処理のた
め組織バンクに一夜輸送する。
【０１４０】
組織バンクにおいて、すべての支管を縫合結紮し、皮下脂肪／軟組織を標準外科処置で除
去する。切開後、静脈からセホキシチン（２４０μ g/ml）、リンコマイシン（１２０μ g/
ml）、ポリミキシンＢ硫酸（１００μ g/ml）及びバンコマイシン（５０μ g/ml）で補充さ
れた組織培地中にそれをおくことによりあらゆる表面汚染物質を除く。静脈を抗生物質混
合液中４℃で２４時間維持する。消毒された静脈をＲＰＭＩ６４０組織培地５００ ccから
なる冷（４℃）輸送培地５００ cc中にいれ、一夜輸送によりライフ・セルズ組織加工処理
センターに湿潤氷上で輸送する。
【０１４１】
到着時に容器温度が少くとも４℃であることを確認する。確認後、静脈を冷凍溶液含有容
器中にいれ、室温で１時間インキュベートする。冷凍溶液は下記からなる：
０．５Ｍジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）
０．５Ｍプロピレングリコール
０．２５Ｍ２，３‐ブタンジオール
２．５％ (w/v) ラフィノース
１２．０％ (w/v) スクロース
１５．０％ (w/v) ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）
１５．０％デキストラン。
【０１４２】
インキュベート後、静脈を水蒸気を出すが細菌の侵入を妨げる多孔質ベントを有する不活
性プラスチックバッグ中にいれ、ヒートシールする。次いでバッグ及び静脈を液体窒素へ
の投入により凍結させる。凍結された静脈を－１６０℃以下の温度で貯蔵する。
【０１４３】
乾燥のため、バッグ内の凍結静脈を液体窒素下で分子蒸留乾燥機に移し、米国特許第４，
８６５，８７１号明細書で記載された方法により乾燥する。前記低温溶液で加工処理され
急速に凍結された伏在静脈の場合、乾燥に関する至適範囲は乾燥相時に１℃ /minの加熱速
度で－１３０～－７０℃である。乾燥されると、静脈を乾燥不活性窒素ガス下で容器内に
密封し、移植に必要とされるまで冷蔵温度（２～４℃）で貯蔵する。
【０１４４】
静脈はプラスチックポーチ容器を開けて静脈を３７℃加湿インキュベーターにいれること
により蒸気相中で再水和させる。静脈をこのインキュベーター中で１時間維持し、しかる
後それを取出し、リン酸緩衝液（ＰＢＳ）と共に容器にいれる。次いで静脈をＰＢＳで３
回交換しながら洗う。
【０１４５】
加工処理された静脈の分析ではそれらが光学及び電子顕微鏡観察双方によると無傷の細胞
外基質を有することを示す。プロテアーゼ切断ではコラーゲンの分解感受性の増加を示さ
ない。人工心臓での動的ループに関する応力試験では液体又はガスのいずれかに対するそ
れらの漏出障壁機能の毀損なしに超生理学的圧力にそれらが耐えることを証明した。
【０１４６】

　動物研究用の血管加工処理

いずれかの性の２０～３０ kg雑種イヌをペンタトールナトリウムで誘導し、挿管し、無菌
的に準備して布で覆う。麻酔を酸素、窒素及びハロタンで維持する。中線切開を首で行い
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、その際に外頸静脈及び内頸動脈を露出させ、摘出し、周辺筋膜を除く。この操作中に、
ｐＨ７．４の無菌ハンクス緩衝液（ＨＢＳＳ）１０００ cc中ヘパリン５０００単位及びパ
パベリン１２０ mgからなるフラッシング溶液を針及びシリンジで血管上にスプレーする。
次いで血管の近位及び遠位末端を無外傷血管クランプではさみ、血管を急いで切出す。直
ちに血管を前記フラッシング溶液で何度もフラッシングし、輸送のため４℃フラッシング
溶液にいれる。一方、血管は輸送中にインキュベートのため下記脱細胞化溶液Ａにいれて
もよい。
【０１４７】

余分な筋膜のトリミング後、血管を脱細胞化溶液Ａ（ＤＳＡ）にいれる。ＤＳＡはｐＨ７
．５で無菌ＰＢＳベース中２５ mM　ＥＤＴＡ、１Ｍ　ＮａＣｌ及び８ mM　ＣＨＡＰＳ又は
同様の双極性界面活性剤からなる。３０分間～１時間のインキュベート後、血管をＰＢＳ
で２回にわたり１０分間洗浄し、しかる後脱細胞化溶液Ｂ（ＤＳＢ）にいれる。ＤＳＢは
ｐＨ７．５で無菌ＰＢＳベース中２５ mM　ＥＤＴＡ、１Ｍ　ＮａＣｌ及び１．８ mMドデシ
ル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）又は同様のアニオン系もしくはノニオン系界面活性剤からな
る。３０分間～１時間のインキュベート後、血管をＰＢＳで２回にわたり１０分間洗浄す
る。
【０１４８】

脱細胞化後、血管をガラス質化溶液フィフティ‐フィフティ（ＶＳＦＦ）に１～５時間い
れる。ＶＳＦＦは５０／５０（容量による）水‐ホルムアミド溶液中２．５％ラフィノー
ス、分子量４０，０００の１５％ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、分子量７０，０００
の１５％デキストラン及び１２％スクロースからなる。次いで血管を沸騰の停止でわかる
ように凍結するまで液体窒素（ＬＮ２ ）中に急いで沈める。その後で血管はＬＮ２ もしく
はＬＮ２ 蒸気中で貯蔵しても又は直ちに乾燥してもよい。
【０１４９】

ガラス質化後、血管を－１９６℃に前冷却された特定の分子蒸留乾燥機サンプルホルダー
に窒素ガス雰囲気下で移す。次いでサンプルホルダーを分子蒸留乾燥機に窒素ガス雰囲気
下で急いで移す。次いで乾燥機を排気し、特にＶＳＦＦに関して開発されたプロトコール
に従いランさせる。１×１０ - 6 mbar以下の真空下で、サンプルホルダーを下記プロトコー
ルに従い加温する：
１０時間で－１９６℃→－１５０℃
８０時間で－１５０℃→－７０℃
１０時間で－７０℃→２０℃
次いで乾燥機を開け、血管を窒素ガス雰囲気下で密封無菌ガラスバイアルに移す。次いで
血管を必要になるまで４℃で貯蔵する。
【０１５０】

使用２４時間前に、ガラスバイアルを湿度１００％、３７℃雰囲気下で開ける。血管をこ
うして１～２時間にわたり蒸気再水和に付す。次いで血管を４℃で無菌ＰＢＳ中に２時間
沈める。次いでＰＢＳを新鮮溶液と交換し、そこで血管を４℃で一夜貯蔵する。血管は翌
日になれば使用できる。
【０１５１】

　ブタ心臓弁小葉
ブタ心臓弁を屠殺場で屠殺直後に摘出された心臓から得た。無傷弁の小葉から板状体を無
菌条件下でパンチバイオプシーにより得、４℃で５．６ mMグルコース、０．３３ mMピルビ
ン酸ナトリウムと共に０．０２５ mg/lα‐トコフェノールリン酸塩、５０ mg/lアスコルビ
ン酸及び１０ mg/lグルタチオン（一ナトリウム）からなる酸化防止剤が添加されたダルベ
ッコＰＢＳを含む輸送溶液に移した。
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【０１５２】
組織の受領時、板状体を０．５Ｍ　ＤＭＳＯ、０．５Ｍプロピレングリコール、０．２５
Ｍ２，３‐ブタンジオール、２．５％ラフィノース、１５％ポリビニルピロリドン、１５
％デキストラン及び１２％スクロースからなる低温溶液に移し、適度に攪拌しながら２０
℃で６０分間インキュベートした。
【０１５３】
次いで組織サンプルをその組織サンプルのサイズに合う薄銅基板上におき、液体窒素浸漬
により冷却した。
【０１５４】
次いで凍結サンプルを更に加工処理するまで－１６０℃以下で貯蔵した。
【０１５５】
乾燥前、サンプルを熱電対及びヒーター装備のサンプルホルダーに液体窒素下で移した。
サンプルホルダーを液体窒素温度まで前冷却し、移動を液体窒素下で完了させた。
【０１５６】
次いで凍結サンプルを分子蒸留乾燥機に装填し、米国特許第４，８６５，８７１号明細書
で記載された方法を用いて分子蒸留乾燥機により乾燥した。用いられた乾燥サイクルは－
１８０～－１５０℃で３時間、－１５０～－７０℃で８０時間及び－７０～＋２０℃で９
時間であった。乾燥後、乾燥室内の真空を超高純粋度窒素ガスで置換え、板状物を加工処
理までこの雰囲気下で維持した。
【０１５７】
乾燥サンプルの再水和は最初に３７℃で６０分間にわたる湿度１００％へのサンプルの暴
露であった。次いでサンプルを下記の１つからなる再水和溶液中で再水和させた：
ａ．０．０６Ｍヘペス緩衝液
ｂ．０．０６Ｍヘペス緩衝液＋０．０６Ｍ　ＭｇＣｌ２

ｃ．０．０６Ｍヘペス緩衝液＋１％ＳＤＳ
ｄ．０．０６Ｍヘペス緩衝液＋０．５ mMＰＭＳＦ
サンプルを攪拌しながら少くとも４時間インキュベートした。
【０１５８】
再水和後、サンプルを下記基準下で評価した：
ａ．構造を光学及び電子顕微鏡観察の双方により評価したところ、弁基質は新鮮未処理加
工サンプルの場合と区別しえないことがわかった。
【０１５９】
ｂ．プロテアーゼ切断では新鮮サンプルと同等であることがわかった。
【０１６０】
ｃ．応力試験（静的）ではコントロールサンプルよりも大きな応力負荷に耐えうることが
わかった。
【０１６１】
ｄ．皮下動物内植片モデル、しかる後７又は２１日目に外植片
外植サンプルは以下を示した：
ｉ．新鮮又は低温保存コントロールと比較して莢膜形成の減少
ii．グルタルアルデヒド処理コントロールと比較して石灰化の減少
iii．下記のような再水和溶液の性質に依存する可変的な炎症細胞侵入：
処理：０．０６Ｍヘペス緩衝液中０．０６Ｍ　ＭｇＣｌ２

明確に画定される板状体であって、十分に規定される正常な弁形態。サンプルは薄い莢膜
で不完全に囲まれ、板状体周辺近くで炎症細胞侵入は最少である。
処理：０．０６Ｍヘペス緩衝液中１％ＳＤＳ
明確に画定される板状体であって、十分に規定される正常な弁形態。サンプルはＭｇＣｌ

２ 処理サンプルで観察された場合よりもやや厚い莢膜で完全に囲まれる。炎症細胞侵入は
最少である。
処理：０．０６Ｍヘペス緩衝液中０．５ mMＰＭＳＦ
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十分に規定される正常な弁形態。莢膜形成はほとんど不存在。炎症細胞侵入は最少である
。
処理：コントロール‐０．０６Ｍヘペス緩衝液
あまり規定されない弁形態。かなりの炎症細胞侵入、但し莢膜形成の証拠はほとんどない
。
【０１６２】

　無傷のブタ心臓弁

ブタ心臓弁を屠殺場で屠殺直後に摘出された心臓から得る。次いで大動脈弁及び少くとも
１インチ以上の上行大動脈を前滅菌器具で慎重に切出す。
【０１６３】
弁を無菌リン酸緩衝液（ＰＢＳ）で２回洗浄し、しかる後輸送用の無菌１０℃ＰＢＳにい
れる。獲得から３時間以内に弁をライフセル施設に移し、そこで更にトリミング及び加工
処理する。
【０１６４】

トリミング後、無傷の弁を脱細胞化溶液Ａ（ＤＳＡ）にいれる。ＤＳＡはｐＨ７．５で無
菌ＰＢＳベース中２５ mM　ＥＤＴＡ、１Ｍ　ＮａＣｌ及び８ mM　ＣＨＡＰＳ又は同様の双
極性界面活性剤からなる。３０分間～１時間のインキュベート後、弁をＰＢＳで２回にわ
たり１０分間洗浄し、しかる後脱細胞化溶液Ｂ（ＤＳＢ）にいれる。ＤＳＢはｐＨ７．５
で無菌ＰＢＳベース中２５ mM　ＥＤＴＡ、１Ｍ　ＮａＣｌ及び１．８ mMドデシル硫酸ナト
リウム（ＳＤＳ）又は同様のアニオン系もしくはノニオン系界面活性剤からなる。３０分
間～１時間のインキュベート後、弁をＰＢＳで２回にわたり１０分間洗浄する。
【０１６５】

脱細胞化後、弁をガラス質化溶液フィフティ‐フィフティ（ＶＳＦＦ）に１～５時間いれ
る。ＶＳＦＦは５０／５０（容量による）水‐ホルムアミド溶液中２．５％ラフィノース
、分子量４０，０００の１５％ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、分子量７０，０００の
１５％デキストラン及び１２％スクロースからなる。次いで弁を沸騰の停止でわかるよう
に凍結するまで液体窒素（ＬＮ２ ）中に急いで沈める。その後で弁は乾燥前にＬＮ２ 又は
ＬＮ２ 蒸気中で貯蔵してもよい。
【０１６６】

ガラス質化後、弁を－１９６℃に前冷却された特定の分子蒸留乾燥機サンプルホルダーに
窒素ガス雰囲気下で移す。次いでサンプルホルダーを分子蒸留乾燥機に窒素ガス雰囲気下
で急いで移す。次いで乾燥機を排気し、特にＶＳＦＦの再水和用に最適化された加熱サイ
クルを始めた。１×１０ - 6 mbar以下の真空下で、サンプルホルダーを下記プロトコールに
従い加温する：
１０時間で－１９６℃→－１５０℃
８０時間で－１５０℃→－７０℃
１０時間で－７０℃→２０℃
次いで乾燥機を開け、弁を窒素ガス雰囲気下で密封無菌ガラスバイアルに移す。次いで弁
を移植に必要となるまで４℃で貯蔵する。
【０１６７】

使用２４時間前に、ガラスバイアルを湿度１００％、３７℃雰囲気下で開ける。弁をこう
して１～２時間にわたり蒸気再水和に付す。次いで弁を４℃で無菌ＰＢＳ中に２時間沈め
る。次いでＰＢＳを新鮮溶液と交換し、そこで弁を４℃で一夜貯蔵する。弁は翌日になれ
ば使用できる。
【０１６８】
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本発明は好ましい態様に関して記載されてきたが、バリエーション及び変更が発明の概念
、精神及び範囲から逸脱せずにここで記載された方法のステップにおいて組成、方法、ス
テップ及びステップの順序に適用してよいことは当業者にとり明らかであろう。このよう
な置換え及び変更も請求の範囲で規定されるような発明の範囲内に属すると考えられる。

(30) JP 4001642 B2 2007.10.31



フロントページの続き

(72)発明者  アブヒジト、ナグ
            アメリカ合衆国テキサス州、ヒューストン、プラム、レイク、ドライブ、８６５４
(72)発明者  ケン、ビー、ニコルス
            アメリカ合衆国テキサス州、ヒューストン、ラ、カバナ、１６１０６
(72)発明者  エドワード、エス、グリフィー
            アメリカ合衆国テキサス州、パーランド、ベケット、２９１２
(72)発明者  クリストファー、コールマン
            アメリカ合衆国テキサス州、ヒューストン、バンクス、２１１７

    合議体
    審判長  森田　ひとみ
    審判官  福井　悟
    審判官  塚中　哲雄

(56)参考文献  特表平６０－５０１５４０（ＪＰ，Ａ）
              特開昭６３－２１２８６３（ＪＰ，Ａ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              A61L27/00

(31) JP 4001642 B2 2007.10.31


	bibliographic-data
	claims
	description
	overflow

