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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞の播種用孔を有する多孔質基盤体であって、
細胞の播種用孔を有する多孔質な主体の外周面に前記細胞よりも小さい孔からなる多孔質
膜を配設してなり、
その主体が、フレーム状の骨格を有し、
前記多孔質な主体、前記多孔質膜及び前記フレーム状の骨格が互いに繋がって複層構造が
形成されており、
前記多孔質な主体がＰＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジ又はコラー
ゲンスポンジであり、
前記多孔質膜がナイロンメッシュであり、
前記フレーム状の骨格がポリエチレンシリンダーフレームであることを特徴とする多孔質
基盤体。
【請求項２】
　請求項１に記載の多孔質基盤体において、その多孔質膜上に、さらに膜状多孔質体を積
層してなることを特徴とする多孔質基盤体。
【請求項３】
　請求項２に記載の多孔質基盤体において、その膜状多孔質体が複数層繰り返して配設さ
れ、多層化されていることを特徴とする多孔質基盤体。
【請求項４】
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　請求項１から３のいずれか一項に記載の多孔質基盤体において、ＰＬＧＡ－コラーゲン
複合スポンジ／コラーゲンスポンジからなる多孔質な主体が互いに異なる性質を有するＰ
ＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジ層とコラーゲンスポンジ層からなる複層構造であること
を特徴とする多孔質基盤体。
【請求項５】
　請求項４に記載の多孔質基盤体において、積層、包接、被覆、粒状もしくは塊状の接触
、立体もしくは平面域のパターン接触、あるいはこれらの２種以上の組合せにより積層化
されていることを特徴とする多孔質基盤体。
【請求項６】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の多孔質基盤体の製造方法であって、ＰＬＧＡ－
コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジ又はコラーゲンスポンジからなる主体を、
ポリエチレンシリンダーフレームからなるフレーム状の骨格の表面にナイロンメッシュか
らなる多孔質膜を積層したものの中に入れてから、凍結乾燥及び架橋処理して、多孔質な
主体、多孔質膜及びフレーム状の骨格が互いに繋がった複層構造を形成することを特徴と
する多孔質基盤体の製造方法。
【請求項７】
　請求項１から５のいずれか一項に記載の多孔質基盤体の使用方法であって、ＰＬＧＡ－
コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジ又はコラーゲンスポンジからなる主体内に
、軟骨細胞または軟骨細胞に分化する幹細胞を担持させることを特徴する多孔質基盤体の
使用方法。
 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞の播種用孔を有する多孔質基盤体とその製造方法並びに多孔質基盤体の
使用方法に関するものである。さらに詳しくは、本発明は、疾患や事故などの原因で損傷
、失った骨や軟骨、靭帯、皮膚、血管、膵臓、肝臓等の生体組織・臓器を修復するために
、それらの生体組織・臓器に分化して組織化する細胞を播種できる多孔質基盤体とその製
造方法並びに多孔質基盤体の使用方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　従来、事故や病気などの原因で損傷を受けたり、失われたりした軟骨や皮膚、骨、靭帯
、皮膚、血管、膵臓、肝臓等の生体組織・臓器を修復、治療する方法は、例えば、人工臓
器や臓器移植等による治療法が知られている。しかしながら、人工臓器の場合では、機能
が不十分、人工物による磨耗・緩み・破損などの問題点がある。また、組織移植の場合で
は、ドナーの不足という問題に加え、ドナーが他人の場合、免疫応答に基づく拒絶反応と
いう問題もある。
【０００３】
　このような種々の問題点の存在により、現在では、再生医工学的な手法による治療法は
理想的であると考えられ、患者自身の細胞を多孔質基盤体中で培養し、移植する組織を新
たに再生する研究が盛んに行われている。具体的には、まず第１には、生体外で生体の細
胞を増殖させ、生体細胞や組織の足場とする多孔質基盤体に播種し、生体外で培養し、生
体組織が形成された後、生体内に移植する方法である。第２には、生体細胞を多孔質基盤
体に播種し、生体内に埋め込み、生体内で生体組織の再生を誘導する方法である。そして
第３には、直接に多孔質基盤体を損傷したところに埋め込み、隣の細胞の多孔質基盤体へ
の侵入を誘導し、新しい組織の形成を誘導する方法である。そのため、生体組織の形成を
誘導、促進し、生体組織の形態を維持する多孔質基盤体は非常に重要な役割を果たしてい
る。この多孔質基盤体には、生体に影響を及ぼさない性質としての生体適合性や、新しい
生体組織が形成すると共に分解・吸収される生体吸収性や、適当な機械強度などが要求さ
れている。
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【０００４】
　従来、このような基盤体として、ポリ乳酸（ＰＬＡ）や、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）
や、乳酸とグリコール酸との共重合体（ＰＬＧＡ）、やコラーゲンなどの生体吸収性高分
子の多孔質材料がよく用いられている（例えば、特開２００３－１０３０９号公報）。
【０００５】
　また、生体吸収性高分子の多孔質材料を用いて細胞を培養する場合には、細胞を播種し
、材料に接着させなければならないが、患者から採取される細胞の数は限られており、得
られた貴重な細胞を全部多孔質基盤体に播種し、接着させることが最も望ましいことを考
えると、接着しやすい細胞と、接着しにくい細胞に関係なく、全ての種類の細胞を多孔質
基盤体に播種し、接着させることは非常に重要である。
【０００６】
　しかしながら、これらの生体吸収性高分子の多孔質材料に細胞を播種する際、多孔質材
料の周りから、細胞の漏れが激しく、また多孔質材料の空隙率が低く、細胞を高効率に播
種することができない。さらに、接着しにくい細胞の場合では、ほとんど材料に接着でき
ず、組織・臓器の再生に悪影響を与えている。
【０００７】
　また、変形性関節症は整形外科分野において高頻度見られる疾患で、しばしば高度の機
能障害をきたす。人工関節手術が外科的治療の主流であるが、現在の金属や高分子ポリマ
ーを材料とする人工関節部分は、上記と同様、感染・磨耗・緩み・破損といった問題を有
する。組織移植の場合、やはりドナー不足、免疫応答に基づく拒絶反応という問題がある
。このような種々の問題点の存在により、現在では、再生医工学的な手法による治療法は
理想的であると考えられ、軟骨組織の再生に関する研究も盛んに行われている。
【０００８】
　再生医工学的な手法により軟骨組織を再生するためには、軟骨細胞あるいは軟骨細胞に
分化し得る幹細胞が増殖するための足場として、また、形成している生体組織の支持体と
しての三次元的な多孔質基盤体が必要である。
【０００９】
　しかしながら、従来の多孔質基盤体の中心部と表面層はほとんど同様な多孔質構造を有
し、播種した細胞が多孔質基盤体の中に留まらず、その大部分は細胞のサイズより大きい
隙間、割れ目を通過し、多孔性物質の周囲から漏れてしまっている。そのため、軟骨細胞
あるいは軟骨細胞に分化しうる幹細胞を効率がよく培養多孔質基盤体に播種することが極
めて困難であり、このため、有効な細胞の播種率が得られず、これら細胞を大量に培養多
孔質基盤体に集積することができないため、軟骨組織の再生に悪影響を与えている。
【００１０】
　また、これまでは、隣接する異なる組織であっても、これを全く同じ多孔質基盤体で再
生しているため、異なる組織が複合、積層化されている生体の組織や臓器における隣接構
造とは異質な環境下にあるといえる。隣接する組織を同時に再生するためには、それぞれ
の組織再生に適した材料、構造を有する多孔質基盤体を利用することも望ましい。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　そこで、このような従来の問題点を解決すべく、本発明は、細胞の漏れを抑制し、細胞
を高効率に播種でき、さらに接着しにくい細胞でも接着することのできる多孔質基盤体と
その製造方法並びに多孔質基盤体の使用方法を提供することを課題としている。
　また、本発明は、良好な生体親和性を有し、隣接する幾つかの組織におけるそれぞれの
組織の再生に適合するようにできる多孔質基盤体とその製造方法並びに多孔質基盤体の使
用方法を提供することをも課題としている。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
本発明によれば、前記の課題を解決するために下記の技術的手段が提供される。
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（１）細胞の播種用孔を有する多孔質基盤体であって、細胞の播種用孔を有する多孔質な
主体の外周面に前記細胞よりも小さい孔からなる多孔質膜を配設してなり、その主体が、
フレーム状の骨格を有し、前記多孔質な主体、前記多孔質膜及び前記フレーム状の骨格が
互いに繋がって複層構造が形成されており、前記多孔質な主体がＰＬＧＡ－コラーゲン複
合スポンジ／コラーゲンスポンジ又はコラーゲンスポンジであり、前記多孔質膜がナイロ
ンメッシュであり、前記フレーム状の骨格がポリエチレンシリンダーフレームであ
ることを特徴とする多孔質基盤体。
（２）上記（１）の多孔質基盤体において、その多孔質膜上に、さらに膜状多孔質体を積
層してなることを特徴とする多孔質基盤体。
（３）上記（２）の多孔質基盤体において、その膜状多孔質体が複数層繰り返して配設さ
れ、多層化されていることを特徴とする多孔質基盤体。
（４）上記（１）から（３）のいずれかの多孔質基盤体において、ＰＬＧＡ－コラーゲン
複合スポンジ／コラーゲンスポンジからなる多孔質な主体が互いに異なる性質を有するＰ
ＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジ層とコラーゲンスポンジ層からなる複層構造であること
を特徴とする多孔質基盤体。
（５）上記（４）の多孔質基盤体において、積層、包接、被覆、粒状もしくは塊状の接触
、立体もしくは平面域のパターン接触、あるいはこれらの２種以上の組合せにより積層化
されていることを特徴とする多孔質基盤体。
（６）上記（１）から（５）のいずれかの多孔質基盤体の製造方法であって、ＰＬＧＡ－
コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジ又はコラーゲンスポンジからなる主体を、
ポリエチレンシリンダーフレームからなるフレーム状の骨格の表面にナイロンメッシュか
らなる多孔質膜を積層したものの中に入れてから、凍結乾燥及び架橋処理して、多孔質な
主体、多孔質膜及びフレーム状の骨格が互いに繋がった複層構造を形成することを特徴と
する多孔質基盤体の製造方法。
（７）上記（１）から（５）のいずれかの多孔質基盤体の使用方法であって、ＰＬＧＡ－
コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジ又はコラーゲンスポンジからなる主体内に
、軟骨細胞または軟骨細胞に分化する幹細胞を担持させることを特徴する多孔質基盤体の
使用方法。
 
 
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、細胞の大きさより小さい孔を有する多孔質膜にて主体が覆われた構成
を採用しているので、主体に播種された細胞が外部にこぼれ出す虞がなくなり、組織の再
生を早めることができ、極めて効率的に再生細胞の播種を行うことが可能となる。
【００１４】
　また、本発明によれば、複層構造を持たせることにより、骨や軟骨、靭帯、皮膚、血管
、膵臓、肝臓等の複層化した生体組織・臓器を再生することが可能となり、軟骨、靭帯、
皮膚、血管、膵臓、肝臓等などの疾患の治療への応用を大きく期待することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】多孔質膜により覆われる多層構造を有する円柱状の多孔質基盤体の代表例１を示
す図である。
【図２】多孔質膜により覆われる多層構造を有する円柱状の多孔質基盤体の代表例２を示
す図である。
【図３】多孔質膜により覆われる多層構造を有する円柱状の多孔質基盤体の代表例３を示
す図である。
【図４】多孔質膜により覆われる単一な多孔質構造を有する円柱状の多孔質基盤体を示す
図である。
【図５】多孔質膜により覆われる単一な多孔質構造を有する立方体状の多孔質基盤体を示
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す図である。
【図６】ポリエチレンとナイロンメッシュのシリンダー状フレーム中に形成したコラーゲ
ンスポンジ／ＰＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジの多層構造を有する複合多孔質体の周縁
部（上）と中心部（下）の電顕写真を示す図である。
【図７】ポリエチレンとナイロンメッシュのシリンダー状フレーム中に形成したコラーゲ
ンスポンジにより構成した多孔質基盤体の周縁部（上）と中心部（下）の電顕写真を示す
図である。
【図８】骨髄由来の間葉系幹細胞を多孔質基盤体で培養し、再生した軟骨組織の組織学的
な染色写真を示す図である。Ａ：ヘマトオキシリンとエオシン染色、Ｂ：ａｆｒａｎｉｎ
－Ｏ染色、Ｃ：トルイジンブルー染色。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　以下、本発明の実施形態について詳細に説明する。
　本発明における細胞を担持して培養することのできる多孔質基盤体は、主体と多孔質膜
より構成される。
【００１７】
　多孔質膜は、細胞のサイズよりも小さいポアサイズの緻密な孔を有する。多孔質膜の空
隙率は、１０～９９％が好ましく、最も望ましい空隙率は３０～９９％である。多孔質膜
のポアサイズは、細胞より小さいサイズである０．１～３０μｍが好ましく、最も望まし
いポアサイズは０．４５～１０μｍである。このようなサイズの孔により、細胞懸濁液を
多孔質基盤体に滴下するとその内部に侵入させる細胞に至ることができるようになる。ま
た、このような多孔質膜により再生組織の形状を維持することもできる。
【００１８】
　多孔質膜の材料は、生体吸収性高分子、あるいはナイロンメッシュやスポンジ等の生体
非吸収性高分子とすることができる。
　生体吸収性高分子としては、たとえば、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、乳酸とグリコー
ル酸の共重合体、ポリ－ε－カプロラクトン、これらの共重合体などのポリエステルある
いはセルロース、ポリアルギン酸などの多糖類等を挙げることができる。生体非吸収性高
分子としては、ナイロン、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレンなどを挙げるこ
とができる。中でも、本発明において好ましく使用される生体吸収性高分子は、たとえば
、ポリ乳酸、乳酸とグリコール酸の共重合体、ポリ－ε－カプロラクトン、これらの共重
合体で、生体非吸収高分子は、ナイロンである。
【００１９】
　本発明において、主体を多孔質膜で覆うが、細胞を播種するための入口部分は多孔質膜
で覆わないようにする。多孔質膜は一層でもよく、二層以上の多層構造としてもよい。ま
た、二層以上とした場合には、最内側の一層が多孔質構造を有するものであればよいが、
すべての層が多孔質構造を有する構造であってもよい。最内側の膜は、中心部に形成する
主体と密接することで細胞の漏れを防ぐために機能する。
【００２０】
　本発明の多孔質基盤体において、主体は、フレーム状またはカゴ状の骨格を有すること
が好ましい。本発明の多孔質基盤体は、このフレーム状またはカゴ状の骨格の形状に沿っ
て、その外周面に多孔質膜を配設して構成される。この骨格の大きさおよび形状は、再生
する軟骨組織等の組織の大きさおよび形状と合わせる形で成型することができる。たとえ
ば、この骨格の大きさおよび形状は、再生する軟骨組織の厚み、カーブ等を考慮して決定
される。
【００２１】
　生体吸収性材料で骨格を調製する場合には、骨格の外側の大きさと形状は再生する軟骨
組織の厚み、カーブと同じとする。生体非吸収性材料で骨格を調製する場合には、骨格の
内側の大きさと形状を再生する軟骨組織の厚み、カーブと同じにする。このようにするこ
とにより、再生による形状異常が発生しにくく、欠損する以前の形状に近い形状で再生す
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ることが可能となる。
【００２２】
　また、これら骨格の内部は、細胞を播種できる大きさの孔を有する多孔質体で満たすよ
うにする。この多孔質体としては、生体吸収性合成高分子、生体吸収性天然高分子、細胞
成長因子、細胞分化制御因子およびこれらの誘導体からなる群より選ばれた少なくとも１
種類以上を用いることができる。
【００２３】
　多孔質体には、細胞が接着するための足場として、細胞の接着を支持し、細胞の増殖、
分化、細胞外マトリックス分泌、組織再生を促進する機能を持たせるようにする。この多
孔質体は、多孔質構造を有する膜が配設されたフレーム状、あるいは、カゴ状の骨格と密
接に繋がって、細胞播種、細胞培養の過程で両者は離れることがない。
【００２４】
　この多孔質体を構成する生体吸収性合成高分子としては、たとえば、ポリ乳酸、ポリグ
リコール酸、乳酸とグリコール酸の共重合体、ポリ－ε－カプロラクトン、これらの共重
合体などのポリエステルあるいはセルロース、ポリアルギン酸などの多糖類等を挙げるこ
とができる。中でも、本発明において好ましく使用される生体吸収性合成高分子は、ポリ
乳酸、ポリグリコール酸、乳酸とグリコール酸の共重合体、ポリ－ε－カプロラクトン、
これらの共重合体である。
【００２５】
　この多孔質体を構成する生体吸収性天然高分子は、自然に存在する、あるいは生体に由
来するもので、生体親和性を示すものであれば、いずれも使用できるが、コラーゲン、ヒ
アルロン酸、プロティオグリカン、アグリカン、コンドロイチン硫酸、ゼラチン、フィブ
ロネクチン、およびラミニンなどからなる群より選ばれた１種以上のもの、特にコラーゲ
ンが好ましく使用される。コラーゲンにはＩ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖ、ＶＩ、ＶＩＩＩ
、ＩＸ、Ｘ型などのものがあるが、本発明においては、これらのいずれも使用でき、また
これらの誘導体を使用してもよい。
【００２６】
　一般に、生体吸収性天然高分子は生体吸収性合成高分子よりも空隙率および細胞播種率
が高く、この点で優れている。その一方で、生体吸収性合成高分子は生体吸収性天然高分
子よりも機械的な強度が高い。従って、本発明の多孔質基盤体は、適宜に、生体吸収性天
然高分子と生体吸収性合成高分子を組み合わせることで、適切な空隙率、細胞播種率およ
び機械的強度を備えた基盤体とすることができる。たとえば、生体吸収性合成高分子を最
内側の一層とし、これに生体吸収性天然高分子を積層する等の構成とすることができる。
【００２７】
　多孔質体を構成する細胞成長因子と細胞分化制御因子としては、細胞の成長、分化を制
御できるものであれば、いずれも使用できるが、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、インシュ
リン、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、繊維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、肝細胞増殖因
子（ＨＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、β型形質転換増殖因子（ＴＧＦ－β）、
骨形成因子（ＢＭＰ）、デキサメタゾンなどからなる群より選ばれた１種以上のもの、あ
るいはこれらの誘導体を用いることができる。
【００２８】
　多孔質体の細孔は、播種細胞の接着、増殖及び組織再生の足場とするものであり、細孔
は連続していることが好ましい。その大きさは１～１０００μｍ、好ましくは２０～４０
０μｍ程度とするのがよい。
【００２９】
　また、本発明においては、多孔質体の厚みは、生体複合材料の使用態様によって適宜定
めればよいが、通常０．１～１００ｍｍ、好ましくは０．１～５０ｍｍである。直径、あ
るいは横幅、奥行きは、通常０．１～１００ｍｍ、好ましくは０．１～５０ｍｍである。
その空隙率は、通常５０～９９．９％、好ましくは９０～９９．９％である。
【００３０】
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　本発明の複層構造を有する多孔質基盤体の作製方法としては、具体的には、例えば、（
１）生体吸収性高分子、あるいは生体非吸収性高分子の多孔質（メッシュ、スポンジなど
）、あるいは多孔質の円筒状（図４参照）、あるいは、直方体状ないし立方体状（図５参
照）のものを作製した後、（２）この円筒状、あるいは直方体状ないし立方体状のものの
内側と底面に生体吸収性高分子、あるいは生体非吸収性高分子の緻密な多孔質構造を有す
る膜を熱や糊、有機溶媒などで貼り付けた後、（３）生体吸収性天然高分子、細胞成長因
子、細胞分化制御因子あるいはそれらの誘導体などからなる群より選ばれた少なくとも１
種以上のものの溶液を載せた後、そして、（４）凍結乾燥し、好ましくはガス状ないし液
状の架橋剤、熱で処理することにより架橋することで得られる。
【００３１】
　上記工程（３）における生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子また
はこれらの誘導体の水溶液での処理方法としては、種々のものがあるが、浸漬法が好まし
く採用される。
　浸漬法は、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子またはこれらの誘
導体の水溶液の濃度や粘度が低い場合に有効であり、具体的には、生体吸収性天然高分子
、細胞成長因子、細胞分化制御因子またはこれらの誘導体の低濃度水溶液に生体吸収性高
分子、あるいは生体非吸収性高分子の多孔質体（メッシュ、スポンジなど）、あるいは多
孔質円筒状体、あるいは多孔質直方体ないし立方体を浸漬することにより行われる。減圧
脱気処理することにより、生体吸収性高分子、あるいは生体非吸収性高分子の多孔質体（
メッシュ、スポンジなど）、あるいは多孔質円筒状体、あるいは多孔質直方体ないし立方
体の中を生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子またはこれらの誘導体
の低濃度水溶液で満たす。
【００３２】
　本発明で用いられる架橋剤としては、従来公知のものがいず何れも使用できる。好まし
く使用される架橋剤は、グルタルアルデヒド、ホルムアルデヒド、パラホルムアルデヒド
のようなアルデヒド類を用いることができるが、特に好ましいのはグルタルアルデヒドで
ある。
【００３３】
　本発明における架橋化は、前記架橋剤をガス状にして用いるのが好ましい。具体的には
、生体吸収性天然高分子よりなる多孔質体を架橋するに際し、一定温度で一定濃度の架橋
剤またはその水溶液で飽和した架橋剤蒸気の雰囲気下で一定時間架橋を行う。
【００３４】
　架橋温度は、生体吸収性高分子よりなる多孔質体が溶解せず、且つ架橋剤の蒸気が形成
できる範囲内で選定すればよく、通常、２０～５０℃に設定される。
【００３５】
　架橋時間は、架橋剤の種類や架橋温度にもよるが、上記天然高分子多孔質体の親水性や
生体吸収性を阻害せず、かつ生体移植時にこのものが溶解しないような架橋固定化が行わ
れる範囲に設定するのが望ましい。
【００３６】
　架橋時間が短くなると、架橋固定化が不十分となり、移植後生体内で生体吸収性天然高
分子よりなる多孔質体が短時間で溶解する恐れがあり、また架橋時間が長いほど架橋化が
進むが、架橋時間があまり長過ぎると、親水性が低くなり、骨形成性細胞、軟骨形成性細
胞の足場材料に対する播種密度が低くなり、細胞の贈殖および組織再生が効率よく行われ
ないほか、生体吸収性も低下する等の問題点を生じるので好ましくない。好ましい架橋時
間は１０分～１２時間程度である。
【００３７】
　そして、本発明の多孔質基盤体は、各種の細胞や細胞を含む播種用細胞液を播種するこ
とで、細胞の足場材料、すなわち培養担体として使用することもできる。また、細胞を担
持させて培養することで、細胞を組織化することができ、これを生体へ直接移植して、医
療に活用できる再生移植体とすることもできる。
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【００３８】
　ここで、本発明において培養対象となる細胞は、特に制限されるものではない。たとえ
ば、動物由来、植物由来および微生物由来の細胞を培養することができ、中でも動物由来
の細胞が好ましく、特に哺乳類由来の細胞が好ましい。たとえば、哺乳類としては、ヒト
、ウシ、サル、イヌ、ヒツジ、ヤギ、ラット、マウス、ウサギ等が使用できる。
【００３９】
　もちろん、本発明における細胞としては、上記の由来の細胞だけでなく、いかなる由来
の培養細胞でもよい。たとえば、異種由来の細胞同士、あるいは、細胞とコラーゲンゲル
膜、繭糸、ナイロンメッシュ等の非細胞との融合細胞でもよい。もちろん、そのほかにも
、動物の肝臓、心臓、腎臓、皮膚、骨、軟骨、骨髄、血管等の組織や器官、これら例示し
た組織から派生して形成された組織等をはじめとする組織由来の細胞でもよく、さらには
、初代細胞や株化細胞でもよい。さらにまた、たとえば、動物細胞における初代細胞とし
ては、ニワトリ胚由来細胞（ＰＳＧ）、ラット初代心筋細胞、ラット初代肝細胞、マウス
初代骨髄細胞、ブタ初代肝細胞、ウシ血管内皮細胞、ヒト初代臍帯血細胞、ヒト初代骨髄
造血細胞、後根神経節細胞（ＤＲＧ）等のヒト初代神経細胞等が例示できる。
【００４０】
　さらにまた、株化細胞としては、例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞由来のＣＨ
Ｏ細胞、ヒト子宮ガン由来のＨｅＬａ細胞、ヒト肝ガン由来のＨｕｈ７細胞やＨｅｐＧ２
細胞等が例示できる。さらに、マウス、ニワトリ、ブタ、ヒト等から得られた胚性幹細胞
（ＥＳ細胞）や組織幹細胞も例示でき、これらＥＳ細胞や組織幹細胞から分化した細胞も
例示できる。また、これら細胞にプラスミド導入やウイルス感染等の遺伝子操作により得
られた細胞もこの本発明の多孔質基盤体で培養することができる。
【００４１】
　播種用細胞液の調製としては、具体的には、例えば、軟骨細胞の場合には、生体軟骨組
織をコラーゲナーゼ、トリプシン、リバラーゼ、プロティナーゼ等の酵素処理により、細
胞外マトリックスを分解処理し、次いで血清培地を添加し、遠心して、軟骨細胞を単離す
る。単離した軟骨細胞を培養フラスコに播き、１０％ウシ胎児血清、４５００ｍｇ／Ｌの
グルコース、５８４ｍｇ／Ｌのグルタミン、０．４ｍＭのプロリンおよび５０ｍｇ／Ｌの
アスコルビン酸を含有するＤＭＥＭ培地（ＤＭＥＭ血清培地）で培養する。十分な細胞数
になるまで、２～３回継代培養し、この継代培養した細胞をトリプシン処理により回収し
、播種用細胞液とし、これを播種することで、培養することができる。
【００４２】
　本発明において用いる軟骨細胞および軟骨細胞に分化し得る幹細胞は常法により生体組
織から調製することができる。
【００４３】
　また、軟骨細胞に分化する幹細胞は、骨髄抽出液をパーコール（ｐｅｒｃｏｌｌ）から
なる密度勾配媒体を用いた密度勾配遠心法、あるいは通常の遠心法により遠心して単離す
る。これらの細胞を培養フラスコに播き、ＤＭＥＭ血清培地で十分な細胞数となるまで、
２～３回継代培養する。継代培養した細胞をトリプシン処理により回収し、播種用細胞液
とする。
【００４４】
　さらに、本発明の軟骨組織の再生移植体は、上記のとおりの多孔性を有する細胞の多孔
質基盤体に、軟骨細胞または軟骨細胞に分化する幹細胞を担持させてなることを特徴とし
ている。このような再生移植体は、生体本来が有する三次元構造に類似した軟骨組織を有
しているため、これを変形性関節症などの疾患や事故などの原因による軟骨創傷を修復す
るために利用することができる。
【００４５】
　この再生移植体の作製方法は、上記のとおりの多孔性を有する細胞の多孔質基盤体に、
軟骨細胞あるいは軟骨細胞に分化し得る幹細胞を播種するには、上記多孔質基盤体を培養
液で濡らしておき、この多孔質基盤体の細胞播種面（小さい孔の緻密な多孔質構造を有す
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る膜が付いていない面）に上記播種用細胞液を滴加する。
【００４６】
　上記播種用細胞液の細胞濃度は、通常１×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ～５×１０８ｃｅｌ
ｌｓ／ｍＬ、好ましくは１×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ～５×１０７ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、播
種する細胞液の容量は多孔質基盤体の体積以上であることが望ましい。
【００４７】
　本発明の軟骨組織を再生するための移植体は、軟骨細胞の場合、上記三次元多孔性物質
に上記播種用細胞液を滴加した後、さらに、培養液を添加し、該三次元多孔性物質中の軟
骨細胞をＤＭＥＭ血清培地で、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気下のインキュベータにおいて培
養増殖させることにより、当該移植体を得る。
【００４８】
　幹細胞の場合は、さらに軟骨細胞への分化工程が必要であり、上記三次元多孔性物質に
上記軟骨細胞に分化する幹細胞の播種用細胞液を滴加した後、ＤＭＥＭ血清培地で１～２
週間培養増殖させた後、４５００ｍｇ／Ｌグルコース、５８４ｍｇ／Ｌグルタミン、０．
４ｍＭプロリンおよび５０ｍｇ／Ｌアスコルビン酸に加え、トランスフォーミング増殖因
子－β３（ＴＧＦ－β３）を含有するＤＭＥＭ培地（分化培地）で１～２週間培養し、分
化させて当該移植体を得る。
【００４９】
　そして、このようにして得られた軟骨組織の再生移植体は、そのまま生体に移植すれば
よい。このとき、担体の骨格である枠部分、すなわち、フレーム状やカゴ状の部分が、上
記多孔性物質と同様に生体吸収性物質からなる、もしくは、生体との高い適応性を有する
材質からなることで、より好ましい。
【００５０】
　また、移植前の作業として、担体に再生した軟骨組織を担体から採取し、これを移植し
てもよい。採取方法としては、担体の骨格である枠部分、すなわち、フレーム状またはカ
ゴ状を壊して採取する方法や、ドリルで再生軟骨組織を採取する方法が考慮することがで
きる。
【００５１】
　本発明の複層構造を有する多孔質基盤体は、組成、空隙率や孔の大きさや孔の連通性な
どの多孔質構造、力学的性質等のいずれかの点において互いに相違して、実質的に同一で
はなく異なるものであると認められる二種類以上の材料で構築される多孔質構造体である
。これらの二種類以上の材料は、好適には、組成、多孔質構造および力学的性質のうちの
一つ以上が異なるものを考慮することができ、組成だけが異なってほかの構造や性質が同
じであったり、空隙率や孔の大きなや孔の連通性などの多孔質構造の一つ以上が異なった
り、力学性質のみ違ったり、あるいはこれらの性質が二つ以上異なったりである多孔質構
造体で構成される複層構造を有する多孔質体が含まれている。これらの２種類以上の多孔
質構造体が互いに繋がって複層構造が形成されている。ここでの繋がりは、異なる多孔質
構造体の層が当接、接触、あるいは積層されて複層構造が形成されるようにしてもよいし
、あるいは異なる多孔質構造体が粒状の配置パターン、あるいは平面エリアの配置パター
ンとして、さらには包接形態等として複層構造化されているようにしてもよい。
【００５２】
　そして、本発明においては、異なる二種以上の多孔質構造体は、それぞれが、隣接した
状態の組織の各々の再生に適合したものとして定めることが考慮される。
【００５３】
　本発明の好ましい複層構造を有する多孔質基盤体は、たとえば図１にその概要を例示す
ることができる。
【００５４】
　すなわち、互いに繋がって積層化されている第一の多孔質体Ａと第二の多孔質体Ｂ、そ
して第三の多孔質体Ｃの２種あるいは３種の組合せにより構成される。そして周囲には多
孔質膜が配設される。第一の多孔質体Ａは、たとえば上記のように、生体吸収性合成高分
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子の１種類以上のメッシュ体あるいは多孔質体の中に、すなわちメッシュ体の網目あるい
は多孔質体の孔内に、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、および
これらの誘導体からなる群から選ばれる少なくとも１種を含む多孔質体をさらに形成した
複合多孔質体、すなわち複合メッシュ体あるいは複合多孔質体であってよく、第二と第三
の多孔質体Ｂ、Ｃも、生体吸収性合成高分子の１種類以上のメッシュ体あるいは多孔質体
の中に、すなわちメッシュ体の網目あるいは多孔質体の孔内に、生体吸収性天然高分子、
細胞成長因子、細胞分化制御因子、およびこれらの誘導体からなる群から選ばれる少なく
とも１種を含む多孔質体をさらに形成した複合多孔質体、すなわち複合メッシュ体あるい
は複合多孔質体でもよい。第一、第二と第三の多孔質体はすべて、複合メッシュ体あるい
は複合多孔質体である場合では、それぞれの構成成分の組成、空隙率や孔の大きさや孔の
連通性などの多孔質構造、力学的性質が一つ以上異なることが好ましい。第一と第二、あ
るいは第三の多孔質体は複合メッシュ体あるいは複合多孔質体である場合には、第一と第
二、あるいは第三のそれぞれの構成成分の組成、空隙率や孔の大きさや孔の連通性などの
多孔質構造、力学的性質が一つ以上異なることが好ましい。第二と第三の多孔質体は生体
吸収性天然高分子、細胞成長因子、及び細胞分化制御因子またはその誘導体からなる群か
ら選ばれる少なくとも１種を含む多孔質体の場合では、第二と第三のそれぞれの構成成分
の組成、空隙率や孔の大きさや孔の連通性などの多孔質構造、力学的性質が一つ以上異な
ることが好ましい。
【００５５】
　本発明に用いられるメッシュ体あるいは多孔質体は、主として本発明の複層構造を有す
る多孔質基盤体のそれぞれの層に同じ、あるいは違う種類細胞を播種しやすく、隣接した
軟骨・骨、上皮・真皮、上皮・真皮・皮下組織などの組織を再生しやすいことから用いら
れる。メッシュ体は、織物、編物、織布又は不織布等からなるものでよい。また、多孔質
体は、発泡剤を利用する発泡成形法、凍結乾燥法、あるいは多孔質化剤除去法等周知の方
法により得ることができる。この多孔質体の発泡成型法においては、高分子化合物に発泡
剤を添加し発泡剤を発泡させた後、上記高分子を硬化させる。高分子の水溶液、或いは乳
濁液を凍結した後、凍結乾燥し、架橋処理すればよい。高分子溶液中に、水溶性の糖類あ
るいは塩類を添加し、硬化後、該水溶性物質を水で洗浄除去すればよい。
【００５６】
　メッシュの編目の大きさあるいは多孔質体の孔の大きさ、および空隙率は大きくなれば
なるほど、機械的強度は低下するものの、播種細胞は多孔質体の細孔に保持されるので、
多孔質体における播種細胞数を増大でき、骨組織、軟骨組織、皮膚などの組織の再生が効
率的になる。
【００５７】
　したがって、そのメッシュの編目の大きさあるいは多孔質体の孔の大きさは、移植され
る生体内の場所等に応じて、求められる機械強度あるいは弾力性、あるいは骨組織や軟骨
組織や皮膚などの再生速度等を勘案して適宜定められる。
【００５８】
　本発明の好ましい複層構造を有する多孔質基盤体の例を示したものが図２、図３である
。第一と第二と第三の多孔質体Ａ、Ｂ、Ｃは生体吸収性合成高分子の１種類以上のメッシ
ュ体あるいは多孔質体の中に、すなわちメッシュ体の網目あるいは多孔質体の孔内に、生
体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、およびこれらの誘導体からなる
群から選ばれる少なくとも１種を含む多孔質体をさらに形成した複合多孔質体、すなわち
複合メッシュ体あるいは複合多孔質体であることが好ましい。
【００５９】
　ここで、たとえば本発明の多孔質基盤体（図２ａ）の作製方法の好ましい形態としては
、（１）第一の多孔質体（Ａ）である生体吸収性合成高分子の多孔質体の上に第三の多孔
質体（Ｃ）である生体吸収性合成高分子の多孔質体を載せて積層化した後、（２）第一の
多孔質体（Ａ）と第三の多孔質体（Ｃ）の中にそれぞれ第四の多孔質体（Ｄ）と第六の多
孔質体（Ｆ）を構成する生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、ある
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いはそれらの誘導体などの１種以上のものの溶液を含浸させた後に、（３）凍結乾燥し、
好ましくはガス状ないし液状の架橋剤で処理して架橋する方法が例示される。なお、多孔
質膜の配設については上述したとおりである。
【００６０】
　上記工程（１）においては、生体吸収性合成高分子を用いて、相分離法や粒子溶出法（
particulate-leaching）や発泡成形法によって実施することができる。生体吸収性合成高
分子を有機溶媒に溶かした溶液に直径が異なる２種類の多孔質化剤とそれぞれ混ぜて、２
種類の多孔質化剤／高分子溶液を調整し、１種類の多孔質化剤／高分子溶液の上にも１種
類の多孔質化剤／高分子溶液をなせて乾燥した後、多孔質化剤を除去することにより、上
記工程（１）の多孔質体を作製できる。
【００６１】
　上記の生体吸収性合成高分子としては、前述したポリ乳酸、ポリグリコール酸、乳酸と
グリコール酸の共重合体、ポリ－ε－カプロラクトン、これらの共重合体などのポリエス
テル或いはセルロース、ポリアルギン酸などの多糖類等を挙げることができる。中でも、
本発明において好ましく使用される生体吸収性合成高分子は、ポリ乳酸、ポリグリコール
酸、乳酸とグリコール酸の共重合体、ポリ－ε－カプロラクトン、これらの共重合体であ
る。
【００６２】
　上記の生体吸収性合成高分子を溶かす溶媒には、クロロホルム、四塩化炭素、ジオキサ
ン、トリクロロ酢酸、ジメチルホルムアミド、塩化メチレン、酢酸エチル、アセトン、ヘ
キサフルオロイソプロパノール、ジメチルアセトアミド、ヘキサフルオロ－２－プロパノ
ールなどが挙げられる。
【００６３】
　また、上記の多孔質化剤としては、ブトウ糖、砂糖などの水溶性の糖質や、塩化ナトリ
ウム、塩化カリウム、酒石酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム、炭酸アンモニウム、炭酸
ナトリウム、重炭酸ナトリウムなどの塩の粒子、結晶が挙げられる。
【００６４】
　そして、上記の多孔質化剤を除去する方法として、純水に浸漬し、純水による洗浄法が
挙げられる。
【００６５】
　上記の工程（２）においては、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因
子或いはそれらの誘導体などは１種以上混ぜてから、含浸せしめるか、あるいはそれぞれ
１種以上のものを混ぜて行われる。
　この工程（２）では、第一の多孔質体（Ａ）である生体吸収性合成高分子の多孔質体の
上に第三の多孔質体（Ｃ）である生体吸収性合成高分子の多孔質体を載せて作製した多孔
質体を前記生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子またはこれらの誘導
体の水溶液で処理することができる。処理方法としては種々のものがあるが、浸漬法や塗
布法が好ましく採用される。
【００６６】
　浸漬法については上述した方法で行うことができる。塗布法は、生体吸収性天然高分子
、細胞成長因子、細胞分化制御因子の水溶液の濃度や粘度が高く、浸漬法が適用できない
ときに有効であり、具体的には、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因
子の高濃度水溶液を生体吸収性合成高分子メッシュ体に塗布することにより行われる。
【００６７】
　多孔質基盤体（図２ｂ）の作製方法の好ましい形態としては、（１）第一の多孔質体（
Ａ）である生体吸収性合成高分子の多孔質体の上に第二の多孔質体（Ｂ）である生体吸収
性合成高分子の多孔質体を積層し、その上にさらに第三の多孔質体（Ｂ）である生体吸収
性合成高分子の多孔質体を積層した後に、（２）第一の多孔質体（Ａ）と第二の多孔質体
（Ｂ）と第三の多孔質体（Ｃ）の中にそれぞれ第四の多孔質体（Ｄ）、第五の多孔質体（
Ｅ）と第六の多孔質体（Ｆ）を構成する生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化
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制御因子、あるいはそれらの誘導体などの１種以上のものの溶液を含浸させた後に、（３
）凍結乾燥し、好ましくはガス状ないし液状の架橋剤で処理することにより架橋する方法
を例示することができる。なお、多孔質膜の配設については上述したとおりである。
【００６８】
　上記工程（１）においては、生体吸収性合成高分子を用いて、相分離法や粒子溶出法（
particulate-leaching）や発泡成形法によって作製することができる。生体吸収性合成高
分子を有機溶媒に溶かした溶液に直径が異なる３種類の多孔質化剤とそれぞれ混ぜて、３
種類の多孔質化剤／高分子溶液を調整し、１種類の多孔質化剤／高分子溶液の上に別種類
の多孔質化剤／高分子溶液１種類を載せた後、さらにも１種類の多孔質化剤／高分子溶液
を載せて、乾燥した後、多孔質化剤を除去することにより、上記工程（１）の多孔質体を
作製できる。
　上記工程（２）と（３）は上記図２ａの場合と同様である。
【００６９】
　多孔質基盤体（図３ａ）の作製方法の好ましい形態としては、（１）第一の多孔質体（
Ａ）である生体吸収性合成高分子の多孔質体を作製した後に、（２）２次構造体を構成す
る生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あるいはそれらの誘導体な
どの１種以上のものの溶液を付着、含浸せしめた後、続いて、（３）この上に生体吸収性
天然高分子の水溶液、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あるいはそれらの誘導体などの
１種以上のものの溶液を載せた後、そして、（４）凍結乾燥し、好ましくはガス状ないし
液状の架橋剤で処理することにより架橋する方法が例示される。なお、多孔質膜の配設に
ついては上述したとおりである。
【００７０】
　上記工程（１）においては、生体吸収性合成高分子を用いて、相分離法や粒子溶出法（
particulate-leaching）や発泡成形法によって作製することができる。生体吸収性合成高
分子を有機溶媒に溶かした溶液に多孔質化剤を添加して混合し、乾燥した後、多孔質化剤
を除去することにより、上記工程（１）の多孔質体を作製できる。
【００７１】
　工程（２）においては、たとえば、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制
御因子或いはそれらの誘導体などは１種以上混ぜてから、含浸せしめるか、あるいはそれ
ぞれ１種以上のものを混ぜて行われる。
【００７２】
　工程（３）においては、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あ
るいはそれらの誘導体などは１種以上混ぜてから、上記工程（３）の濃度が高い生体吸収
性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あるいはそれらの誘導体などの１種以
上のものの溶液を付けた第一の多孔質体（Ａ）の上にさらに静かに添加、あるいは塗布す
る。生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子或いはそれらの誘導体など
は１種以上の混合液の重量濃度は０．０５～３％である。もっとも望ましい濃度は０．１
～２％である。
【００７３】
　構造体（図３ｂ）の作製方法の好ましい形態としては、（１）第一の多孔質体（Ａ）で
ある生体吸収性合成高分子の多孔質体を作製した後に、（２）２次構造体を構成する生体
吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あるいはそれらの誘導体などの１
種以上のものの溶液を付着、含浸せしめた後、続いて、（３）この上に濃度が高い生体吸
収性天然高分子の水溶液、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あるいはそれらの誘導体な
どの１種以上のものの溶液を載せた後、さらに（４）この上に生体吸収性天然高分子の水
溶液、細胞成長因子、細胞分化制御因子或いはそれらの誘導体などの１種以上のものの溶
液を載せた後、そして、（５）凍結乾燥し、好ましくはガス状ないし液状の架橋剤で処理
することにより架橋する方法が例示される。なお、多孔質膜の配設については上述したと
おりである。
【００７４】



(13) JP 5540301 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

　工程（１）においては、生体吸収性合成高分子を用いて、相分離法や粒子溶出法（part
iculate-leaching）や発泡成形法によって作製することができる。生体吸収性合成高分子
を有機溶媒に溶かした溶液に多孔質化剤を添加して混合し、乾燥した後、多孔質化剤を除
去することにより、上記工程（１）の多孔質体を作製できる。
【００７５】
　工程（２）においては、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子或い
はそれらの誘導体などは１種以上混ぜてから、含浸せしめるか、あるいはそれぞれ１種以
上のものを混ぜて行われる。
【００７６】
　工程（３）においては、濃度が高い生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制
御因子或いはそれらの誘導体などは１種以上混ぜてから、上記工程（２）の生体吸収性天
然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子或いはそれらの誘導体などの１種以上のもの
の溶液を付着、含浸せしめた第一の多孔質体（Ａ）の上に添加、あるいは塗布することが
できる。生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因、あるいはそれらの誘導
体などは１種以上の混合液の重量濃度は０．１～５％である。もっとも望ましい濃度は０
．３～５％である。
【００７７】
　工程（４）においては、生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子或い
はそれらの誘導体などは１種以上混ぜてから、上記工程（３）の濃度が高い生体吸収性天
然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因、あるいはそれらの誘導体などの１種以上のも
のの溶液を付着させた第１多孔質体（Ａ）の上にさらに静かに添加、あるいは塗布するこ
とができる。生体吸収性天然高分子、細胞成長因子、細胞分化制御因子、あるいはそれら
の誘導体などは１種以上の混合液の重量濃度は０．０５～３％である。もっとも望ましい
濃度は０．１～２％である。
【実施例】
【００７８】
　以下、本発明を実施例により更に詳細に説明する。もちろん以下の例によって発明が限
定されることはない。
【００７９】
　[実施例１]
　例として、ポリエチレンシリンダーフレームとナイロンメッシュで作ったフレーム中に
生体吸収性高分子である乳酸とグリコール酸との共重合体（ＰＬＧＡ）と生体吸収性天然
高分子であるブタ皮膚由来ペプシン可溶化Ｉ型コラーゲンとの複合スポンジ（ＰＬＧＡ－
コラーゲン複合スポンジ）部分とブタ皮膚由来ペプシン可溶化Ｉ型コラーゲンスポンジ部
分より構成され、階層構造を有するＰＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポ
ンジを導入した多孔質体を調製した。
【００８０】
　内径が６ｍｍのポリエチレンシリンダーフレームの底面と内側面に直径が２μｍのポア
を有するナイロンメッシュを熱で貼付し、多孔質基盤体の骨格としてのフレーム状を作製
した。作製した骨格をアルカリ水で洗浄し、超純水でリンスした後、乾燥処理を行った。
【００８１】
　口径が３５５μｍと４２５μｍの篩で直径が３５５～４２５μｍの塩化ナトリウムの粒
子をふるい分けた。乳酸とグリコール酸（７５：２５）との共重合体ＰＬＧＡをクロロホ
ルムに溶かし、１５（ｗ／ｖ）％の溶液を調製した。
【００８２】
　ＰＬＧＡのクロロホルム溶液をアルミニウム鍋に入れ、直径が３５５～４２５μｍの塩
化ナトリウムの粒子（ＰＬＧＡの量の９倍）をこの溶液に入れ、よく混ぜた後、空気中で
４８時間乾燥した。乾燥後、内径が６．０ｍｍのコルクポーラーにより直径が６．０ｍｍ
の塩化ナトリウム／ＰＬＧＡの円柱体をドリルした。塩化ナトリウム／ＰＬＧＡ円柱体を
蒸留水に入れ、２時間ごとに蒸留水を交換し、４日間洗浄を行った。このようにして、孔
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の大きさが３５５～４２５μｍで空隙率が９０％のＰＬＧＡスポンジ円柱体を得た。
【００８３】
　ＰＬＧＡスポンジ円柱体を空気中で２４時間乾燥した後、さらに真空状態で１２時間乾
燥した。その後、ＰＬＧＡスポンジ円柱体を１．０ｗｔ％のブタ皮膚由来ペプシン可溶化
Ｉ型コラーゲン酸性水溶液（ｐＨ＝３．０）に浸漬し、真空してＰＬＧＡスポンジの孔の
中にブタ皮膚由来ペプシン可溶化Ｉ型コラーゲン水溶液を占めさせた。そして、ブタ皮膚
由来ペプシン可溶化Ｉ型コラーゲン水溶液で満たしたＰＬＧＡスポンジ円柱体を作製した
ポリエチレンシリンダーフレームとナイロンメッシュの骨格に入れ、上の端にさらに１．
０ｗｔ％のブタＩ型アテロコラーゲン酸性水溶液を入れて、－８０℃で１２時間凍結した
。
【００８４】
　凍結した後、真空減圧下（０．２Ｔｏｒｒ）で２４時間凍結乾燥し、ポリエチレンシリ
ンダーフレームとナイロンメッシュの骨格にＰＬＧＡスポンジの中にコラーゲンスポンジ
を形成すると共にＰＬＧＡスポンジの一端にコラーゲンスポンジを形成した。
【００８５】
　作製した材料を３７℃で、２５ｗｔ％のグルタルアルデヒド水溶液で飽和したグルタル
アルデヒド蒸気で４時間架橋処理した後、蒸留水で５回洗浄した。さらに、０．１Ｍのグ
リシン水溶液で２４時間処理した後、蒸留水で２０回洗浄した。これを－８０℃で１２時
間凍結し、真空減圧下（０．２Ｔｏｒｒ）で２４時間凍結乾燥することにより、ポリエチ
レンシリンダーフレームとナイロンメッシュの骨格にＰＬＧＡスポンジの中にコラーゲン
スポンジを形成すると共にＰＬＧＡスポンジの一端にコラーゲンスポンジを形成した階層
構造を有するＰＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジを調製した。得ら
れた階層構造を有するＰＬＧＡ－コラーゲン複合スポンジ／コラーゲンスポンジを金でコ
ーティングし、それらの構造を走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）で観察した。電顕写真を図６
に示す。
【００８６】
　[実施例２]
　例として、ポリエチレンシリンダーフレームとナイロンメッシュで作ったフレーム中に
生体吸収性天然高分子であるウシＩ型アテロコラーゲンのスポンジを導入した多孔質体を
調製した。
【００８７】
　内径が６ｍｍのポリエチレンシリンダーフレームの底面と内側面に直径が２μｍのポア
を有するナイロンメッシュを熱で貼付し、多孔質基盤体の骨格としてのフレームを作製し
た。作製した骨格をアルカリ水で洗浄し、超純水ですすいだ後、乾燥した。
【００８８】
　作製した骨格をブタ皮膚由来ペプシン可溶化Ｉ型コラーゲン酸性水溶液に浸漬し、水溶
液が氷らない程度の真空減圧し、骨格中の泡を抜き、コラーゲン水溶液で満たした。コラ
ーゲン水溶液で満たした骨格を－８０℃で６時間凍結した。次にこの凍結物を、真空減圧
下（０．２Ｔｏｒｒ）で４８時間凍結乾燥し、骨格中にコラーゲンスポンジを形成した未
架橋足場材料を製造した。
【００８９】
　得られた未架橋足場材料を３７℃で、２５ｗｔ％のグルタルアルデヒド水溶液で飽和し
たグルタルアルデヒド蒸気で４時間架橋処理した後、リン酸緩衝液で１０回洗浄した。さ
らに、０．１Ｍグリシン水溶液に４時間浸漬し、リン酸緩衝液で１０回洗浄した後、蒸留
水で３回洗浄し、－８０℃で１２時間凍結した。これを真空減圧下（０．２Ｔｏｒｒ）で
２４時間凍結乾燥し、足場材料として、本発明における細胞の多孔質基盤体を得た。
【００９０】
　得られた多孔質基盤体を金でコーティングし、それらの構造を走査型電子顕微鏡（ＳＥ
Ｍ）で観察した。電顕写真を図７に示す。
【００９１】
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　[実施例３]
　実施例２で調整した多孔質体を用いて、ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞を担持させてなる
軟骨組織の再生移植体の再構築を行った。
【００９２】
　Ｃａｍｂｒｅｘ（CambrexBioScienceWalkersville,Inc.）社から購入したヒト骨髄由来
の間葉系幹細胞を、Ｃａｍｂｒｅｘ（CambrexBioScienceWalkersville,Inc.）社より購入
した増殖培地（間葉系幹細胞用基礎培地に、１０％ウシ胎児血清とペニシリン／ストレプ
トマイシン、Ｌ－グルタミンを添加した培地で、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気下で２回継代
培養した。２回継代培養した骨髄細胞を０．０２５％トリプシン／０．０１％ＥＤＴＡ／
ＰＢＳ（－）で剥離・採集し、１．５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ骨髄細胞液を調製した。
次に、酸化エチレンガスで滅菌した上記三次元多孔質材に１０００μｌ細胞液を滴加し、
細胞を播種した。播種後、多孔質基盤体の外に漏れた液を回収し、細胞の数を数えた。そ
の結果、播種した細胞の播種効率は９５．２±１．０％で非常に高かった。その後、細胞
を播種した細胞の多孔質基盤体をＴ７５培養フラスコに移して、５０ｍＬのＭＳＣ増殖培
地を入れて、揺らしながら、１週間培養した。１週間培養後、培地を血清が含まない、抗
生物質、４５００ｍｇ／Ｌのグルコース、５８４ｍｇ／Ｌのグルタミン、０．４ｍＭのプ
ロリンおよび５０ｍｇ／Ｌのアスコルビン酸、１００ｎＭのデキサメタゾン、１０ｎｇ／
ｍＬのＴＧＦβ３を含有するＤＭＥＭ分化培地に変えて、さらに４週間培養し、軟骨組織
を再生した。
【００９３】
　再生した組織をＨＥ（ヘマトオキシリンとエオシン）染色、Ｓａｆｒａｎｉｎ－Ｏ染色
とトルイジンブルー染色を行った結果の写真を示したものが図８であり、円形細胞とＳａ
ｆｒａｎｉｎ－Ｏ染色とトルイジンブルー染色性細胞外マトリックスが確認することがで
きた。
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