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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ガラクトースα－１，３－ガラクトース部分を含有する、少なくとも１つのコラーゲン
含有組織マトリックスを選択するステップと；
　前記組織からガラクトースα－１，３－ガラクトース部分を除去するのに十分な条件下
で、前記少なくとも１つの組織マトリックスをアルカラーゼまたはブロメラインから選択
される少なくとも１つのタンパク質分解酵素と接触させるステップと
　を含んでなることを特徴とする、組織製品を調製する方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、前記少なくとも１つのコラーゲン含有組織マトリック
スが、細胞組織内に含有されており、方法が、前記細胞組織を脱細胞化するステップをさ
らに含んでなることを特徴とする方法。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の方法において、前記組織マトリックスが、完全に脱細胞化さ
れていることを特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項１乃至３の何れか一項に記載の方法において、α－ガラクトースが、実質的にま
たは完全に前記コラーゲン含有組織マトリックスから除去されることを特徴とする方法。
【請求項５】
　請求項１乃至４の何れか一項に記載の方法において、前記タンパク質分解酵素が、アル
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カラーゼであることを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項１乃至５の何れか一項に記載の方法において、前記タンパク質分解酵素が、少な
くとも１つの組織マトリックスに損害を与えることなく、ガラクトースα－１，３－ガラ
クトース部分を除去することを特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１乃至６の何れか一項に記載の方法において、アッセイを実施して、ガラクトー
スα－１，３－ガラクトース部分が、前記少なくとも１つのコラーゲン含有組織マトリッ
クスから除去されたかどうかを判定するステップをさらに含んでなることを特徴とする方
法。
【請求項８】
　請求項１乃至７の何れか一項に記載の方法において、前記タンパク質分解酵素が、アル
カラーゼであり、前記アルカラーゼが、約０．５時間から約２４時間に及ぶ時間にわたり
、約０．０００１％から約０．１％に及ぶ濃度で使用されることを特徴とする方法。
【請求項９】
　請求項１乃至７の何れか一項に記載の方法において、前記タンパク質分解酵素が、ブロ
メラインであり、前記ブロメラインが、約１時間から約２４時間に及ぶ時間にわたり、約
１０単位／リットルから約２００単位／リットルに及ぶ濃度で使用されることを特徴とす
る方法。
【請求項１０】
　請求項１乃至８の何れか一項に記載の方法において、前記組織をα－ガラクトシダーゼ
に接触させるステップをさらに含んでなることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項１乃至１０の何れか一項に記載の方法において、前記少なくとも１つのコラーゲ
ン含有組織マトリックスが、骨、皮膚、脂肪組織真皮、腸管、膀胱、腱、靱帯、筋肉、筋
膜、血管、神経性、血管、肝臓、心臓、肺、腎臓、および軟骨組織の少なくとも１つに由
来する組織マトリックスを含んでなることを特徴とする方法。
【請求項１２】
　請求項１乃至１１の何れか一項に記載の方法において、前記少なくとも１つのコラーゲ
ン含有組織マトリックスが、ブタ組織マトリックスであることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項１に記載の方法において、前記少なくとも１つのコラーゲン含有組織マトリック
スが、ブタ無細胞皮膚組織マトリックスからなることを特徴とする方法。
【請求項１４】
　請求項１乃至１３の何れか一項に記載の方法において、１つまたは複数の生存能力があ
り組織適合性の細胞を前記組織製品に添加するステップをさらに含んでなることを特徴と
する方法。
【請求項１５】
　必要とする対象を治療するための医薬品の製造における、請求項１乃至１４の何れか一
項に記載の方法によって調製された組織製品の使用。
【請求項１６】
　組織欠陥を治療するための装置の製造における、請求項１乃至１４の何れか一項に記載
の方法によって調製された組織製品の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、米国特許法第１１９条の下に、参照によってその内容全体を援用する、２０
１３年１１月３日に出願された、米国仮特許出願第６１／８９９，６４７号明細書の優先
権を主張する。
【０００２】
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　本開示は、一般に、ガラクトースα－１，３－ガラクトースエピトープの一部または全
部を欠く、組織マトリックスを調製して使用する方法に関する。
【０００３】
　様々な組織由来製品が使用されて、病的なまたは損傷を受けた組織および臓器が修復、
再生、回復、または別の様式で治療される。このような製品は、無処理組織移植片および
／または部分的にまたは完全に脱細胞化された組織を含み得る。これらの組織製品は、レ
シピエントから（すなわち自家移植片）、同一生物種の別のメンバーから（すなわち同種
移植片）、または異なる生物種から（すなわち異種移植片）採取された組織をはじめとす
る、様々なドナー源から提供され得る。
【０００４】
　自家移植片および同種移植片は、ドナー組織内の生物種特異的タンパク質の発現に起因
する拒絶反応の可能性を軽減させてもよい一方で、これらのドナー源は、非実用的であっ
たり、または外科的使用の時点で十分な材料を提供できないこともある。
【０００５】
　したがって、代案の異種移植片供給源が、探し求められることもある。異種移植の１つ
の問題は、ドナーが、レシピエントによって発現されない酵素またはその他のタンパク質
を組織内に発現して、拒絶反応の可能性を高めるかもしれないことである。例えば、末端
二糖ガラクトースα－１，３ガラクトース（「α－ｇａｌ」）の形成を触媒する酵素ＵＤ
Ｐ－ガラクトースである、β－Ｄ－ガラクトシル－１，４－Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサ
ミニドα－１，３－ガラクトシル－トランスフェラーゼ（「α－１，３ガラクトシルトラ
ンスフェラーゼ」または「α　ＧＴ」）を発現しない動物（例えば、ヒトまたはその他の
霊長類）は、免疫応答増大と、組織移植片内の細胞表面にα－ｇａｌエピトープを発現す
る動物（例えば、ブタまたはその他の非霊長類哺乳類）由来の異種移植片の超急性拒絶反
応を示し得る。
【０００６】
　組織製品からのα－ｇａｌエピトープの排除は、組成物に対する免疫応答を低減させて
もよい。Ｕ．Ｇａｌｉｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：１７７５
５（１９８８）。したがって、α－ｇａｌエピトープを発現しないレシピエント（例えば
ヒト）への移植が意図されるドナー組織から、α－ｇａｌエピトープを除去する方法が必
要である。
【０００７】
　したがって、様々な実施形態において、脱細胞化組織からα－ｇａｌを除去する方法が
開示される。方法は、ガラクトースα－１，３－ガラクトース部分を含有する、少なくと
も１つのコラーゲン含有組織マトリックスを選択するステップと；組織からガラクトース
α－１，３－ガラクトース部分を除去するのに十分な条件下で、少なくとも１つの組織マ
トリックスを少なくとも１つのタンパク質分解酵素に接触させるステップとを含んでなり
得る。
【０００８】
　酵素は、アルカラーゼ、ブロメライン、ディスパーゼ、またはトリプシンを含み得る。
そして方法は、アッセイを実施して、ガラクトースα－１，３－ガラクトース部分が、少
なくともコラーゲン含有組織マトリックスから除去されたかどうかを判定するステップを
さらに含んでなり得る。
【０００９】
　製造される組織製品を使用する方法もまた、提供される。さらに、組織製品を使用する
治療法、または開示される方法によって製造される組織製品が提供される。酵素的に処理
された組織製品が、さらに提供される。組織製品は、野生型ブタコラーゲン含有組織から
調製される無細胞組織マトリックスを含み得て、コラーゲン含有組織は、特異的にガラク
トースα－１，３－ガラクトース部分を対象としないプロテアーゼを使用して、酵素的に
処理されて、組織から実質的に全てのガラクトースα－１，３－ガラクトース部分が除去
されている。いくつかの実施形態では、組織マトリックスは、α－ガラクトースを産生す
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る非霊長類動物に由来して、組織マトリックスは、さらに処理されて、コラーゲン含有組
織マトリックスからα－ガラクトースが実質的にまたは完全に除去されている。
【００１０】
　少なくとも１つのコラーゲン含有組織マトリックスは、細胞組織内に含有され得て、方
法は、細胞組織を脱細胞化するステップをさらに含んでなり得る。いくつかの実施形態で
は、組織マトリックスは、完全に脱細胞化され；組織マトリックスは、無細胞マトリック
スを含んでなり得る。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、タンパク質分解酵素は、少なくとも１つの組織マトリックス
を損傷することなく、ガラクトースα－１，３－ガラクトース部分を除去する。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、アッセイは、ガラクトースα－１，３－ガラクトース部分を
濃度測定するステップを含んでなる。アッセイは、組織化学的アッセイまたは免疫測定法
を含んでなり得る。
【００１３】
　プロテアーゼは、アルカラーゼおよびトリプシンの少なくとも１を含み得て、プロテア
ーゼは、約０．５時間から約２４時間に及ぶ時間にわたり、約０．０００１％から約０．
１％に及ぶ濃度で使用される。プロテアーゼとしてはまた、ブロメラインおよびディスパ
ーゼの少なくとも１つも挙げられ、プロテアーゼは、約１時間から約２４時間に及ぶ時間
にわたり、約１０単位／リットルから約２００単位／リットルに及ぶ濃度で使用される。
方法は、組織をα－ガラクトシダーゼに接触させるステップをさらに含んでなり得る。
【００１４】
　少なくとも１つのコラーゲン含有組織マトリックスは、骨、皮膚、脂肪組織、真皮、腸
管、膀胱、腱、靱帯、筋肉、筋膜、血管、神経性、血管、肝臓、心臓、肺、腎臓、および
軟骨組織の少なくとも１つに由来する組織マトリックスを含んでなり得る。組織は、１つ
または複数の異なる動物または組織源から得られ得る。少なくとも１つのコラーゲン含有
組織マトリックスは、ブタ無細胞皮膚組織マトリックスなどのブタ組織マトリックスであ
り得る。
【００１５】
　方法は、哺乳類幹細胞をはじめとする哺乳類細胞などの組織製品に、１つまたは複数の
生存能力があり組織適合性の細胞を添加するステップをさらに含んでなり得る。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、抗炎症剤、鎮痛剤、細胞成長因子、血管新生因子、分化因子
、サイトカイン、ホルモン、およびケモカインから選択される少なくとも１つの追加的な
要素が、組織製品に添加される。少なくとも１つの追加的な要素は、発現ベクター内に含
有される核酸配列によってコードされ得て、それは生存能力があり組織適合性である、１
つまたは複数の細胞内に含有されてもよい。
【００１７】
　方法は、少なくとも１つのコラーゲン含有組織マトリックスを処理して、汚染微生物数
を低下させるステップをさらに含んでなり得る。少なくとも１つのコラーゲン含有組織マ
トリックスを処理して、汚染微生物数を低下させるステップは、組織製品を照射するステ
ップを含んでなり得る。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１Ａは、実施例１の方法に従って、α－ガラクトシダーゼ処理なしの未処理ブ
タ無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色の結果を図解する白黒線画で
ある。図１Ｂは、実施例１の方法に従って、α－ガラクトシダーゼ処理ありの未処理ブタ
無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色の結果を図解する白黒画線画で
ある。図１Ｃは、実施例１の方法に従って、α－ガラクトシダーゼ処理なしのアルカラー
ゼ処理ブタ無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色の結果を図解する白



(5) JP 6524597 B2 2019.6.5

10

20

30

40

50

黒画線画である。図１Ｄは、実施例１の方法に従って、α－ガラクトシダーゼ処理ありの
アルカラーゼ処理ブタ無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色の結果を
図解する白黒画線画である。図１Ｅは、実施例１の方法に従って、α－ガラクトシダーゼ
処理なしのブロメライン処理ブタ無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染
色の結果を図解する白黒画線画である。図１Ｆは、実施例１の方法に従って、α－ガラク
トシダーゼ処理ありのブロメライン処理ブタ無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫
組織化学染色の結果を図解する白黒画線画である。図１Ｇは、実施例１の方法に従って、
α－ガラクトシダーゼ処理なしのトリプシン（ｔｒｙｐｉｓｉｎ）処理ブタ無細胞真皮を
用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色の結果を図解する白黒画線画である。図１Ｈ
は、実施例１の方法に従って、α－ガラクトシダーゼ処理ありのトリプシン（ｔｒｙｐｉ
ｓｉｎ）処理ブタ無細胞真皮を用いた、α－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色の結果を図解
する白黒画線画である。
【図２】図２は、未処理対照としての無細胞皮膚マトリックス内に、そして様々な酵素で
処置された無細胞皮膚マトリックス内に、残留するα－ｇａｌ百分率の、阻害ＥＬＩＳＡ
測定結果を例示する。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　ここで、本開示に従った特定の代表的実施形態を詳細に参照するが、その特定例は添付
図面で例示される。
【００２０】
　本明細書で使用されるセクション見出しは、整理することのみを目的として、記載され
る対象を制限すると解釈されるものではない。特許、特許出願、論文、書籍、および専門
書をはじめとするが、これに限定されるものではない本出願で言及される全ての文献、ま
たは文献の部分は、あらゆる目的のために、明示的にその内容全体を参照によって本明細
書に援用する。参照によって援用する文献および特許または特許出願が、明細書に含まれ
る本発明と矛盾する限りでは、明細書があらゆる矛盾する情報に優先する。
【００２１】
　本出願では、単数形の使用は、特に断りのない限り複数形を含む。また本出願では、「
または」の使用は、特に断りのない限り「および／または」を意味する。さらに、「含む
（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」という用語、ならびに「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」および「
含まれる（ｉｎｃｌｕｄｅｄ）」などのその他の形態の使用は、制限的でない。本明細書
に記載されるあらゆる範囲は、両端と、および両端の間の任意の値とを含むものと理解さ
れる。
【００２２】
　本明細書で開示されるのは、一部または全部のα－ｇａｌエピトープを除去することで
、ヒトまたは非ヒト霊長類に移植した際に、低下した免疫原性を有する組織製品を調製す
る方法である。様々なヒトまたはその他の動物組織および様々な方法を使用して、組織製
品が調製され得る。例えば、組成物は、ブタ組織を選択し；任意選択的に組織を脱細胞化
して、コラーゲン含有組織マトリックスを作成し；例えば、α－ｇａｌ部分の所望の量を
除去するのに十分な時間および濃度で、組織をアルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン
、および／またはディスパーゼなどの１つまたは複数のプロテアーゼに曝露することで調
製され得る。いくつかの実施形態では、プロテアーゼへの曝露に続いて、α－ｇａｌ部分
の除去が、測定および／または確認され得る。特定の実施形態では、酵素は、α－ガラク
トシダーゼでない、すなわち、α－ガラクトース切断に対して特異的でない酵素を含み得
る。
【００２３】
　様々な実施形態で、組織製品は、無処理組織、部分的または完全に脱細胞化された組織
マトリックス、および／または１つまたは複数の細胞が接種された脱細胞化組織を含んで
なり得る。いくつかの実施形態では、α－ｇａｌエピトープの一部または全部の除去は、
例えば、直接測定、およびプロテアーゼ処理組織製品のサンプル表面のα－ｇａｌ濃度と
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、未処理組織の濃度との比較によって確認され得る。いくつかの実施形態では、除去は、
プロテアーゼ処理組織内の免疫および／または炎症応答と、未処理組織の応答との比較に
よって確認され得る。
【００２４】
　本明細書の用法では、「組織マトリックス」という用語は、天然に存在する組織に見ら
れるコラーゲンおよびタンパク質網状組織の形状および配向と同様の形状および配向を有
する、繊維の網状組織を形成する、三次元のコラーゲンおよびタンパク質構造を指す。天
然に存在する組織からの細胞が除去されて、無細胞組織マトリックスが提供され得る。
【００２５】
　様々な実施形態に従って、本明細書で提供される材料と方法を使用して、生体適合性の
移植片である組織製品（例えば生体適合性組織移植片）が製造され得る。本明細書の用法
では、「生体適合性」移植片は、周囲組織から移植組織製品中への天然細胞の移動および
増殖を支持する能力、および／または実質的免疫応答を誘発することなく移植される能力
を有するものである。本明細書の用法では、「天然細胞」および「天然組織」という用語
は、組織製品の移植に先だって、レシピエント臓器または組織内に存在する細胞または組
織、または移植後に宿主動物によって産生される細胞または組織を意味する。生体適合性
移植片は、組織再生、修復、治癒、または治療に必要な天然細胞活動を支持してもよく、
このような細胞活動を妨げる実質的免疫応答を引き起こしてはならない。本明細書の用法
では、「実質的免疫応答」は、部分的なまたは完全な組織再生、修復、治癒、または治療
を妨げるものである。
【００２６】
　特定の実施形態では、本明細書で考察される方法に従って製造される組織製品が使用さ
れて、（例えば、外傷、外科手術、萎縮症、および／または長期摩耗および変性などの）
様々な疾患および／または構造障害のために、損傷を受けまたは欠失した天然組織が再生
、修復、置換、回復、増強、強化、および／または治療され得る。特定の実施形態では、
本開示の組成物はまた、美容の目的で使用され、天然組織の外観や感触が、修復または改
変され得る。本明細書で考察される方法を使用して製造される組織製品は、低下した炎症
性応答またはその他の応答を有し得て、したがって（例えば、組織製品上のα－ｇａｌな
どの異種エピトープに対する免疫応答に起因する）移植片拒絶反応の可能性を低下させて
もよい。例えば、α－ｇａｌ部分を実質的に含まない組織製品が組織移植片として使用さ
れ、それによって移植片に対する拒絶反応または炎症性免疫応答のリスクが低下され得る
。
【００２７】
α－１，３－ガラクトースエピトープの除去
　様々な実施形態では、α－ｇａｌエピトープは、所望の量のα－ｇａｌエピトープを除
去するのに十分な濃度で十分な時間にわたり、組織製品をアルカラーゼ、ブロメライン、
トリプシン、またはディスパーゼなどのプロテアーゼに曝露させることで、移植に先だっ
て組織製品から除去され得る。いくつかの実施形態では、プロテアーゼ酵素は、組織の細
胞外マトリックスに対する障害を最小化させながら、α－ｇａｌを除去するその能力につ
いて選択される。いくつかの実施形態では、本明細書の方法を使用して、組織の細胞外マ
トリックスを損傷することなく、α－ｇａｌが除去される。
【００２８】
　様々な実施形態では、酵素、酵素濃度、および処理時間もまた選択されて、その他の機
械的または生物学的特性が制御される。例えば、酵素および処理条件が選択されて、同時
係属の米国特許出願第１３／４５７，７９１号明細書および米国特許出願第１４／０１９
，２７４号明細書に記載されるような、望ましい機械的または生物学的特性のある組織製
品が製造されてもよい。
【００２９】
　様々な実施形態では、本明細書で開示される方法を使用して、組織製品が移植に続いて
実質的免疫応答を誘発しないように、十分な量のα－ｇａｌ部分が除去され得る。いくつ
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かの実施形態では、本明細書で開示される方法を使用して、組織製品上の実質的に全て（
例えば、少なくとも約９５、９６、９７、９８、９９、９９．５、９９．９、または９９
．９９％、または１００％、またはその間の任意の百分率）のα－ｇａｌエピトープが除
去され得る。いくつかの実施形態では、組織製品が、移植に続いて、未処理組織の応答と
比較して、炎症または免疫応答の少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７
０、８０、９０、または１００％（またはその間の任意の百分率）の低下を有するように
、十分な割合のα－ｇａｌエピトープが除去される。いくつかの実施形態では、組織製品
が、未処理組織の応答と比較して、炎症または免疫応答の少なくとも約２、３、４、５倍
以上の低下を有するように、α－ｇａｌエピトープの十分な割合が除去される。
【００３０】
　本明細書で開示される組織製品は、α－ｇａｌエピトープの除去に続いて移植に適する
、動物（例えば、ブタまたはその他の非霊長類哺乳類）からの任意の組織を含んでなり得
る。１つまたは複数の異なる動物からの組織が、組織製品中で使用され得る。組織は、数
ある組織源中で、例えば、筋膜、心膜組織、硬膜、脂肪組織、臍帯組織、胎盤組織、心臓
弁組織、靱帯組織、腱組織、動脈組織、静脈組織、神経結合組織、膀胱組織、尿管組織、
皮膚、皮膚組織、心臓組織、肺組織、肝臓組織、および腸管組織の１つまたは複数であり
得る。いくつかの実施形態では、組織が、脱細胞化前に天然組織に見られる細胞外マトリ
ックススキャフォールドの少なくとも一部を保持しさえすれば、組織は、無細胞組織、部
分的脱細胞化組織、および／または外来性細胞で再生息された脱細胞化組織であり得る。
脱細胞化組織が使用される場合、それは、α－ｇａｌエピトープ除去処理の前、それと同
時、後に脱細胞化処理され得る。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、組織製品中の組織は、ドナー組織源から採取することで提供
される。いくつかの実施形態では、採取組織は、宿主部位への組織製品移植後に、周囲の
天然組織からの細胞が、その中で移動および増殖し得る、多孔性細胞外スキャフォールド
構造を提供する。いくつかの実施形態では、組織は、部分的にまたは完全に脱細胞化され
る。代案としては、任意のその他の適切な脱細胞化組織マトリックスを使用してもよい。
例えば、数種の生物学的スキャフォールド材料が、Ｂａｄｙｌａｋ　ｅｔ　ａｌ．によっ
て記載され、本開示の方法を使用して、これらの材料のいずれか、または任意のその他の
類似材料を使用して、組織製品が製造され得る。その内容全体を参照によって本明細書に
援用する、Ｂａｄｙｌａｋ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍａｔｒｉ
ｘ　ａｓ　ａ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃａｆｆｏｌｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌ：Ｓｔｒｕ
ｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，”Ａｃｔａ　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｉａ（２
００８），ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ａｃｔｂｉｏ．２００８．０９．０１３
【００３２】
　様々な実施形態では、α－ｇａｌエピトープは、所望の割合のエピトープを除去するの
に十分な時間にわたり十分な濃度で、アルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン、または
ディスパーゼなどのプロテアーゼ酵素への曝露によって、組織製品中の組織から除去され
得る。例えば、組織サンプルは、約０．０００１％から約０．１％（例えば、約０．００
０１、０．０００２、０．０００３、０．０００４、０．０００５、０．０００６、０．
０００７、０．０００８、０．０００９、０．００１、０．００５、０．０１、０．０５
、または０．１％、またはその間のあらゆる百分率）に及ぶアルカラーゼおよび／または
トリプシン濃度に曝露させ得る。いくつかの実施形態では、組織は、約０．５時間から約
２４時間（例えば、約０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、６、
７、８、９、１０、１５、２０、または２４時間、またはその間の任意の時間）に及ぶ時
間にわたり、約０．０００１％～約０．１％のアルカラーゼおよび／またはトリプシンに
曝露させ得る。いくつかの実施形態では、より高い濃度の酵素がより短いインキュベーシ
ョン時間と対にされ、またはより低い濃度がより長いインキュベーション時間と対にされ
る。いくつかの実施形態では、アルカラーゼおよび／またはトリプシンへの曝露は、約１
５から４０℃に及ぶ温度で起こり得る。
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【００３３】
　別の実施例では、組織サンプルは、約１０単位／リットルから約２００単位／リットル
（例えば、約１０、１５、２０、２５、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、
または２００単位／リットル、またはその間の任意の濃度）に及ぶ濃度で、ブロメライン
および／またはディスパーゼに曝露させ得る。いくつかの実施形態では、組織は、約１時
間から約２４時間（例えば、約１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、６、
７、８、９、１０、１５、２０、または２４時間、またはその間の任意の時間）に及ぶ時
間にわたり、約１０単位／リットルから約２００単位／リットルのブロメラインおよび／
またはディスパーゼに曝露させ得る。いくつかの実施形態では、より高い濃度の酵素がよ
り短い培養時間と対にされ、より低い濃度がより長い培養時間と対にされる。いくつかの
実施形態では、ブロメラインおよび／またはディスパーゼへの曝露は、約１５から４０℃
に及ぶ温度で起こり得る。
【００３４】
　様々な実施形態では、組織をアルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン、およびディス
パーゼの１つまたは複数に曝露させることで、α－ｇａｌエピトープを除去する利点は、
これらの酵素がまた、例えば、所望の可撓度および／または柔軟度を示す組織を提供する
など、組織の機械的特性を改変するのに役立ち得ることである（異種移植片によって置き
換えられた天然ヒト組織の柔軟性および可撓性など）。したがってこれらの酵素の使用は
、そのように所望されれば（ｉｓ　ｓｏ　ｄｅｓｉｒｅｄ）、α－ｇａｌを除去して、組
織製品の機械的特性を改変させる、別々の処理ステップに対する必要性を回避し、または
低下させてもよい。これは、組織製品調製の処理時間を短縮し、および／または処理およ
び後続の洗浄手順における、組織障害リスクを低減してもよい。いくつかの実施形態では
、アルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン、および／またはディスパーゼの１つまたは
複数への曝露の濃度および／または持続期間は、α－ｇａｌエピトープが実質的に除去さ
れて、所望の可撓度および／または柔軟度を有する組織製品が生成されるように選択され
る。
【００３５】
　特定の実施形態では、アルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン、および／またはディ
スパーゼの１つまたは複数に曝露された組織は、１つまたは複数の追加的な酵素的または
化学的処理に曝露されて、α－ｇａｌエピトープまたは例えば、常態ではレシピエント動
物によって発現されず、したがって移植組織製品の免疫応答および／または拒絶反応につ
ながる可能性がある、その他の抗原などのその他の有害な抗原がさらに除去され得る。例
えば、特定の実施形態では、組織がα－ガラクトシダーゼによって処理されて、α－ガラ
クトース（α－ｇａｌ）部分がさらに除去され得る。その他の実施形態では、十分な抗原
の除去が達成されれば、任意の適切なα－ガラクトシダーゼ濃度および緩衝液が使用され
得る。さらに、組織を処理して、α－１，３－ガラクトース部分を低下させまたは除去す
る特定の代表的方法が、その内容全体を参照によって本明細書に援用する、Ｘｕ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｖｏｌ．１５，１－１３（２００９）
に記載される。
【００３６】
　処理された組織内のα－ｇａｌの存在または不在は、いくつかの方法で評価され得る。
例えば、様々な実施形態では、免疫組織化学染色法、またはＥＬＩＳＡアッセイなどの免
疫測定法が使用され得る。このような染色は、例えば、抗体特異的α－ｇａｌを組織サン
プルに結合させるステップと、（例えば、１つまたは複数の追加的な抗体を使用して、酵
素を抗体に結合させることで）レポーター分子の形成を引き起こすステップとを含み得る
。
【００３７】
脱細胞化組織製品
　様々な実施形態では、組織製品は、組織をアルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン、
および／またはディスパーゼなどの１つまたは複数のプロテアーゼ酵素に曝露させること
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で、α－ｇａｌエピトープが除去された、α－ｇａｌエピトープを発現する非霊長類哺乳
類からの無処理または脱細胞化組織を含んでなり得る。いくつかの実施形態では、組織は
、部分的にまたは完全に脱細胞化され得るが、移植組織製品周囲の組織から天然細胞がそ
の中に移動して増殖し得る、細胞外マトリックスの少なくともいくらかの構成要素を保持
し、それによって天然組織の修復、再生、治癒、または治療の速度または全体的なレベル
を高める。脱細胞化は、組織をアルカラーゼ、ブロメライン、トリプシン、および／また
はディスパーゼなどの１つまたは複数のプロテアーゼ酵素に曝露する前に、それと同時に
、および／または後に行い得る。一実施形態では、脱細胞化は、１つまたは複数のプロテ
アーゼへの曝露後に実施される。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、組織製品は、脱細胞化および引き続く移植に適する任意の組
織に由来し得る。代表的組織としては、骨、皮膚、脂肪組織、真皮、腸管、膀胱、腱、靱
帯、筋肉、筋膜、神経性組織、容器、肝臓、心臓、肺、腎臓、軟骨、および／または任意
のその他の適切な組織が挙げられるが、これに限定されるものではない。特定の実施形態
では、組織製品は、脱細胞化軟部組織を含み得る。例えば、組織製品は、部分的にまたは
完全に脱細胞化された真皮を含み得る。その他の実施形態では、組織製品は、部分的にま
たは完全に脱細胞化された小腸粘膜下組織を含んでなり得る。
【００３９】
　組織を脱細胞化する代表的方法は、その内容全体を参照によって本明細書に援用する、
米国特許第６，９３３，３２６号明細書および米国特許出願第２０１０／０２７２７８２
号明細書で開示される。様々な実施形態では、部分的にまたは完全に脱細胞化された組織
マトリックスの製造に伴う一般的ステップは、ドナー源から組織を採取するステップと、
生物学的および構造的機能を維持する条件下で、細胞を除去するステップと含む。特定の
実施形態では、採取組織が洗浄されて、あらゆる残留抗凍結剤および／またはその他の汚
染物質が除去され得る。洗浄に使用される溶液は、任意の生理学的適合性溶液であり得る
。適切な洗浄溶液の例としては、蒸留水、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）、または任意のそ
の他の生体適合性食塩水が挙げられる。
【００４０】
　特定の実施形態では、脱細胞化工程は、細胞除去の前に、その最中に、または後に、生
化学的および構造的劣化を避けるように、採取組織を安定化する化学的処理を含む。様々
な実施形態では、安定化溶液は、浸透圧、低酸素性、自己分解、および／またはタンパク
質分解を停止させて妨げ；微生物汚染を防ぎ；および／または例えば、平滑筋構成要素（
例えば血管）を含有する組織の脱細胞化中に起こり得る、機械的障害を低下させる。安定
化溶液は、適切な緩衝液、１つまたは複数の抗酸化剤、１つまたは複数の膨張剤、１つま
たは複数の抗生物質、１つまたは複数のプロテアーゼ阻害剤、および／または１つまたは
複数の平滑筋弛緩薬を含有してもよい。
【００４１】
　様々な実施形態では、次に、組織を脱細胞化溶液に入れて、細胞外マトリックスの生物
学的および／または構造的完全性を損傷することなく、細胞外マトリックスから、一部ま
たは全部の生存細胞（例えば、上皮細胞、内皮細胞、平滑筋細胞、および線維芽細胞など
）を除去する。脱細胞化溶液は、適切な緩衝液、塩、抗生物質、１つまたは複数の洗剤（
例えば、ＴＲＩＴＯＮ　Ｘ－１００（商標）、ドデシル硫酸ナトリウム、デオキシコール
酸ナトリウム、ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノ－オレアートなど）、１つま
たは複数の架橋防止剤、１つまたは複数のプロテアーゼ阻害剤、および／または１つまた
は複数の酵素を含有してもよい。
【００４２】
　特定の実施形態では、脱細胞化は、常態ではそれに組織製品が由来する組織内に存在す
る、全ての細胞を完全にまたは実質的に除去する。本明細書の用法では、「全ての細胞を
実質的に含まない」とは、脱細胞化に先だって、常態では組織の無細胞マトリックス内で
増殖する細胞の２０％、１０％、５％、１％、０．１％、０．０１％、０．００１％、ま
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たは０．０００１％（またはその間の任意の百分率）未満を含有する組織製品を意味する
。
【００４３】
　本明細書で開示されるような組織製品は、無細胞組織マトリックスを有する部分的にま
たは完全に脱細胞化された組織、および／または脱細胞化されていない無処理組織を含ん
でなる、１つまたは複数の要素を含んでなり得る。一実施形態では、組織製品は、無細胞
皮膚組織マトリックスを有する要素を含んでなる。特定の実施形態では、脱細胞化組織は
、筋膜、心膜組織、硬膜、臍帯組織、胎盤組織、心臓弁組織、靱帯組織、腱組織、動脈組
織、静脈組織、神経結合組織、膀胱組織、尿管組織、皮膚、皮膚組織、心臓組織、肺組織
、肝臓組織、および腸管組織の１つまたは複数から選択される。
【００４４】
　特定の実施形態では、組織製品中の組織の脱細胞化後、無細胞組織マトリックス内に、
任意選択的に、組織適合性／生存細胞が接種されてもよい。いくつかの実施形態では、組
織適合性生存細胞は、移植に先だって標準生体外細胞共培養技術によって、または移植に
続いて生体内再増殖によって、マトリックスに添加されてもよい。生体内再増殖は、周囲
組織から組織マトリックス内に天然細胞が移動することで、またはレシピエントからまた
は別のドナーから得られた組織適合性細胞を組織マトリックスを原位置注入または注射す
ることで、起こり得る。胚性幹細胞および／または成体幹細胞などの幹細胞をはじめとす
る、様々な細胞型が使用され得る。それらが移植される患者に対して組織適合性である任
意のその他の生存細胞もまた、使用され得る。いくつかの実施形態では、組織適合性細胞
は、哺乳類細胞である。このような細胞は、天然組織の移動、増殖、および／または血管
新生を促進し得る。特定の実施形態では、細胞は、移植の直前にまたは後に、組織マトリ
ックスに直接装入され得る。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、組織製品を処理して、汚染微生物数を低下させ得る（すなわ
ち、組織上で成長する微生物数を低下させ得る）。いくつかの実施形態では、組織製品は
、それが実質的に全ての汚染微生物数を欠くように（すなわち、組織製品が無菌または絶
対無菌であるように）処理される。本明細書の用法では、「実質的に全ての汚染微生物数
」とは、組織製品上で成長する微生物濃度が、汚染微生物数処理に先立つその成長の１％
、０．１％、０．０１％、０．００１％、または０．０００１％未満、またはその間の任
意の百分率であることを意味する。適切な汚染微生物数低減法は、当業者に知られており
、組織製品を放射線に曝露させるステップを含んでもよい。照射は、汚染微生物数を低下
させ、または実質的に排除してもよい。照射の適切な形態は、γ線照射、ｅビーム照射、
およびＸ線照射を含み得る。その他の照射方法は、その開示全体を参照によって本明細書
に援用する、米国特許出願第２０１０／０２７２７８２号明細書に記載される。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、１つまたは複数の追加的な薬剤が、組織製品に添加され得る
。いくつかの実施形態では、追加的な薬剤は、抗炎症剤、鎮痛剤、または任意のその他の
所望の治療薬または有益な薬剤を含んでなり得る。特定の実施形態では、追加的な薬剤は
、少なくとも１つの追加的増殖またはシグナル伝達因子（例えば、細胞増殖因子、血管新
生因子、分化因子、サイトカイン、ホルモン、および／またはケモカインなど）を含んで
なり得る。これらの追加的な薬剤は、天然組織の移動、増殖、および／または血管新生を
促進し得る。いくつかの実施形態では、増殖またはシグナル伝達因子は、発現ベクター内
に含有される核酸配列によってコードされる。好ましくは、発現ベクターは、任意選択的
に組織製品に添加され得る、１つまたは複数の生存細胞内にある。本明細書の用法では、
「発現ベクター」という用語は、細胞に取り込まれる能力があり、所望のタンパク質をコ
ードする核酸配列を含有し、その他の必要な核酸配列（例えばプロモーター、エンハンサ
ー、終止コドンなど）を含有して、細胞による少なくとも最低の所望タンパク質の発現を
確実にする、任意の核酸コンストラクトを指す。
【００４７】
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　上述の組織製品は、パッケージされ、冷凍、凍結乾燥、および／または脱水されて提供
されてもよい。特定の実施形態では、パッケージされた組織製品は、絶対無菌である。例
えば、キットは、水和、冷凍、凍結乾燥、および／または脱水組織製品と、組織製品の調
製および／または使用のための取扱説明書とを含んでなり得る。
【実施例】
【００４８】
　以下の実施例は、例証のみを目的として、本開示をどのようにも制限するものではない
。
【００４９】
ｐＡＤＭの酵素処理
　屠殺場からブタ皮膚が収集され、表皮および皮下脂肪を物理的に除去することで、開裂
された。残る皮膚組織は、抗生物質溶液を使用して汚染除去された。汚染除去に続いて、
組織は無菌条件下で処理された。
【００５０】
　皮膚組織は、特定の時間にわたり、酵素（ブロメライン、アルカラーゼ、またはトリプ
シン）の１つによって処理された。アルカラーゼおよびトリプシンの双方で、使用された
濃度は、０．１％～０．０００３９％の範囲であり、使用された処理時間は、１時間から
一晩の範囲であった（恐らくは１６～１８時間）。使用された温度は、室温および３７℃
であった。ブロメラインでは、使用された濃度は２５単位／リットル～２００単位／リッ
トルの範囲であり、使用された処理は６時間から一晩の範囲であった（恐らくは１６～１
８時間）。使用された温度は、室温および３７℃であった。３つの酵素（アルカラーゼ、
ブロメライン、およびトリプシン）のそれぞれは、より低い濃度および／またはより短い
処理時間でも、恐らくはなおも機能するであろうが、これらは未だに試験されていない。
概して、濃度が低いほど、酵素が組織効果を及ぼすために、処理時間はより長くなくては
ならない。３７℃における処理もまた、より低い濃度および／またはより短い処理時間が
使用され得るように、酵素処理の速度および／または活性を促進してもよい。
【００５１】
　次に組織は、洗剤で脱細胞化されて、生存細胞が除去され、細胞残骸および残留化学薬
品は、ＰＢＳ中の洗浄によって除去された。得られたブタ無細胞皮膚マトリックス（ｐＡ
ＤＭ）は、使用時まで周囲温度で保存された。
【００５２】
α－Ｇａｌ検出手順
　α－ｇａｌの存在は、一連の抗体および比色分析（ｃｏｌｏｒｍｅｔｒｉｃ）検出試薬
を使用して検出され得る。組織は、最初にスクロース溶液中で保存され、次に包埋剤（Ｏ
ＣＴ）中に包埋されて、液体窒素中で冷凍された。組織を含有する凍結ブロックは、次に
、クリオスタットミクロトームを使用して薄い（ミクロン）切片に切断されて、顕微鏡ス
ライド上に配置された。組織を含有するスライドは、非特異的結合を妨げる溶液でブロッ
クされ、次に、α－ｇａｌ残基に特異的に結合するビオチン化抗体である一次抗体と共に
、インキュベートされた。第１の抗体が洗い落とされた後、第２の抗体（西洋ワサビペル
オキシダーゼ共役ストレプトアビジン）が、スライドに添加された。第２の抗体中のスト
レプトアビジンは、一次抗体中のビオチンと結合する。インキュベーション時間後、第２
の抗体もまた洗い落とされて、その後、検出試薬（ＤＡＢ）がスライドに添加された。Ｄ
ＡＢは、西洋ワサビペルオキシダーゼの存在下で、スライド上に褐色色素を沈着させた。
【００５３】
　図１Ａ～１Ｈは、以下のα－ｇａｌ部分の免疫組織化学染色を代表する白黒線画を含む
：実施例１の方法に従った、未処理ブタ無細胞真皮（α－ｇａｌを除去する酵素の使用な
し）（図１Ａ）、それぞれα－ガラクトシダーゼ処理ありまたはなしの、ブロメライン処
理（図１Ｅ～１Ｆ）、アルカラー処理（図１Ｃ～Ｄ）、およびトリプシン（ｔｒｙｐｉｓ
ｉｎ）処理（図１Ｇ～Ｈ）ブタ無細胞真皮サンプル。示されるように、ブロメライン、ト
リプシン、およびアルカラーゼ処理されたサンプルは、α－ｇａｌ部分の染色を示さない
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【００５４】
阻害ＥＬＩＳＡ定量分析
　α－Ｇａｌ含有量の定量的評価は、阻害ＥＬＩＳＡアッセイを使用して判定された。様
々な無細胞皮膚マトリックス（ＡＤＭ）は、刻まれて、抗α－Ｇａｌ抗体と共にインキュ
ベートされた。インキュベーション時間後、あらゆる非結合抗体を含有する上清は、α－
Ｇａｌ被覆９６ウェルプレートに移された。引き続いてウェルプレートと結合する、上清
中に存在する非結合抗体の量は、アルカリホスファターゼ共役二次抗体と、それに続くｐ
－ニトロフェニルリン酸塩検出基質を使用して検出された。
【００５５】
　高レベルのα－Ｇａｌを含有するＡＤＭは、全部ではないが、大部分の抗α－Ｇａｌ抗
体を捕捉して、上清中には非常にわずかのみが残され、したがってウェルプレート上の読
み取りは低かった。対照的に、低レベルのα－Ｇａｌを含有するＡＤＭは、存在する場合
、低レベルの抗α－Ｇａｌ抗体のみを捕捉して、大部分の抗体は上清中に残される。した
がって、これらのサンプルからの上清は、ウェルプレート上で非常に高い読み取りを生じ
た。
【００５６】
　ウェルプレート読み取りは、陽性および陰性対照の双方について正規化された。α－Ｇ
ａｌは、ヒト組織内には存在しないが、ブタ組織内には存在するので、αガラクトシダー
ゼ処理なしのヒト無細胞皮膚マトリックス（ｈＡＤＭ）およびブタ無細胞皮膚マトリック
ス（ｐＡＤＭ）が、それぞれ陰性対照および陽性対照として使用された。α－ガラクトシ
ダーゼによるｐＡＤＭの処理は、α－Ｇａｌ含有量を未処理ｐＡＤＭのほぼ３０％に低下
させた。α－ガラクトシダーゼ不在下のｐＡＤＭ酵素（アルカラーゼまたはトリプシン）
処理は、α－Ｇａｌ含有量をα－ガラクトシダーゼ処理と同等に、またはより低いレベル
に低下させた（図３）。
【００５７】
　先行する実施例は、例証のみを意図し、本開示をどのようにも制限するものではない。
開示される装置および方法のその他の実施形態は、本明細書で開示される装置および方法
の仕様および実施の検討から、当業者には明らかであろう。
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