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(57)【要約】
本技術は、細胞合成生物学的粒子、細胞合成粒子を生成するためのプロセス、ならびにこ
うした細胞合成粒子を組織および臓器に構築するためのプロセスを提供する。粒子は天然
細胞外マトリックスを生成する生細胞により培養においてインビトロで合成される。多数
の粒子は顕著なボイド空間を有する組織に構築することができる。粒子または組織は追加
の細胞タイプの基質として作用することができる。粒子または組織はインビトロでさらに
培養し、有利な細胞もしくは細胞外マトリックス増殖、組織または他の所望の特性を達成
することができる。粒子または組織は失活または脱細胞化することができる。粒子または
組織はヒトに注射または移植し、分泌、機械的、または審美的機能を修復、向上、または
形成することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つまたは複数の組織工学によって作製された粒子を含む組成物であり、該粒子が１つ
または複数の生物学的細胞および該細胞により合成される１つの細胞外マトリックスを含
む、組成物。
【請求項２】
　前記生物学的細胞が２つ以上の細胞タイプを含むことを特徴とする、請求項１に記載の
組成物。
【請求項３】
　前記細胞が実質的に失活されていることを特徴とする、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記細胞が遺伝子操作されていることを特徴とする、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　前記粒子が約５０μｍ～約５ｍｍの直径を有することを特徴とする、請求項１に記載の
組成物。
【請求項６】
　外因性成分をさらに含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　前記外因性成分が：ペプチド、タンパク質、糖タンパク質、プロテグリカン、抗体、多
糖、ＤＮＡもしくはＲＮＡ、トランスフェクション剤、抗生物質、医薬剤、金属粒子、不
溶性鉱物結晶もしくは粒子、ポリマー粒子、放射線薬剤、薬物送達システム、無線周波数
識別チップまたは他の磁気もしくは電子装置から選択される、天然または合成成分である
ことを特徴とする、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　組織工学によって作製された粒子組成物の製造方法であり、該方法は：
（ａ）培養容器において細胞集団を播種するステップと；
（ｂ）該培養容器の内面と接触した組織シートの形成を可能にする条件下で該細胞を培養
するステップであり、該シートが細胞および該細胞により合成される細胞外マトリックス
からなる、ステップと；
（ｃ）該シートを複数の片に切断し、これにより粒子組成物を形成するステップと
を含む、方法。
【請求項９】
　前記細胞が：線維芽細胞、間質細胞、筋線維芽細胞、筋細胞もしくはその前駆細胞、平
滑筋細胞もしくはその前駆細胞、大食細胞、骨芽細胞もしくはその前駆細胞、間葉幹細胞
、骨髄由来幹細胞、脂肪由来幹細胞、皮膚由来幹細胞（付属物を含む）、胚性幹（ＥＳ）
細胞、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞またはそれらの組み合わせから選択される、１つ又は
複数のタイプの細胞を含むことを特徴とする、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞集団が遺伝子操作されていることを特徴とする、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記複数の片を前記基質から分離するステップをさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　前記組織シートを前記切断前に前記基質から取り外すステップをさらに含む、請求項８
に記載の方法。
【請求項１３】
　前記片のそれぞれの面積が約０．０１ｍｍ２～約４００ｍｍ２であることを特徴とする
、請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　前記組織シートまたは前記生体適合性粒子組成物を実質的に失活させるステップをさら
に含む、請求項８に記載の方法。
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【請求項１５】
（ｉ）前記接着細胞を外因性成分の存在下で培養するステップ；または
（ｉｉ）外因性成分を前記組織シートもしくは前記形成された粒子組成物に結合するステ
ップ
をさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１６】
　前記組織シートまたは前記粒子組成物を架橋剤で処理するステップをさらに含む、請求
項８に記載の方法。
【請求項１７】
　前記組織シートを切断前に乾燥させるステップをさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１８】
　組織工学によって作製された構築物の製造方法であって、該方法は：
（ａ）１つ又は複数のタイプの細胞合成の粒子組成物を容器に入れるステップと；
（ｂ）該粒子の融合を可能にする条件下で該粒子を培養し、これにより組織を形成するス
テップと；
（ｃ）該組織を構築物に成形するステップと
を含む、方法。
【請求項１９】
　前記構築物を部分的に失活させるステップをさらに含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　１つ又は複数の細胞を前記組織中または上に播種するステップをさらに含む、請求項１
８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記細胞合成の粒子が請求項８に記載の方法により製造されたことを特徴とする、請求
項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　注射に適した形態である請求項１に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（優先権の主張）
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）に基づき、その内容の全開示を本明細書に参照
により組み入れる、２０１１年４月２１日出願の米国仮特許出願第６１／４７８，０３３
号の優先権を主張する。
【０００２】
　本技術は組織工学の分野に関する。より具体的には、その技術は、培養において細胞か
ら生成される天然細胞外マトリックスを含む粒子、それらの調製方法およびそれらのその
後の使用の分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
　多細胞生物は組織、すなわち同様の形態および機能を有する細胞の群からなる。異なる
組織は互いに組み合わせられ、ともに機能して臓器を形成する。いくつかの組織は細胞の
みから構成されるように見えるが、ほとんどの組織は第２の重要な成分―細胞外マトリッ
クス（ＥＣＭ）を有する。ＥＣＭは細胞により合成される各種タンパク質で構成され、細
胞の物理的な外周を形成する。ＥＣＭは機械的構造の提供、ならびに適当な細胞挙動のた
めの接着部位、増殖因子およびサイトカインの貯蔵場所の提供にも重要な役割を果たし、
進行中の研究の対象である他の役割を果たす。ＥＣＭの多くのタンパク質のうち、コラー
ゲンが一般的にはもっとも豊富であり、その機械的役割についてよく知られている。今日
に至るまで約２０タイプのコラーゲンが開示されている。エラスチンもいくつかの組織に
おいて重要な機械的役割を果たす周知のタンパク質である。ＥＣＭは、さまざまな機能を
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有し、容易に人工的に再生することができない複雑な微小環境を形成する、多くの他のタ
ンパク質も含有する。（それらのタンパク質としては：フィブロネクチン、ラミニン、ビ
トロネクチン、デコリン、フィビュリン、フィブリリン、ミクロフィブリル関連糖タンパ
ク質（ＭＦＡＰ）、エミリン、オステオポンチン、テネイシン、エンタクチン／ニドゲン
、トロンボスポンジン、酸性でシステインに富んだ分泌タンパク質（ＳＰＡＲＣ）、マト
リリン、バーシカン、ヒアルロナン、デルマタン硫酸、ヘパラン硫酸、コンドロイチン硫
酸、ケラタン硫酸、バイグリカン、パールカン、シンデカン、ルミカン、グリピカン、お
よび多くのその他が挙げられる。）適切に構成されたＥＣＭが正常な細胞表現型および機
能を維持するのに重要であることはここで十分に認められる。
【０００４】
　組織欠損は多数の医学的状態に起因し得るが、例えば、先天性奇形、外傷性損傷、感染
症、および腫瘍切除が挙げられる。数百年間、外科医は生体における損傷組織を修復する
という問題に取り組んできた。組織および臓器の移植は多くの病的状態を治療することが
できる。しかしながら、限られた数の臓器ドナー、および限られた体の再生能力は、多く
の患者を未治療のままにし、しばしば多くの苦痛および死ももたらしてきた。
【０００５】
　欠損または損傷組織の修復の成功は部分的には、適当な細胞再生を可能にし、修復プロ
セス中の感染症および炎症の可能性を最小化する状態の提供に依存する。多くの組織およ
び臓器は自発的に再生することができず、または現行の外科的および薬理学的技術を用い
て修復することができないので、組織再生を促進し、またはインビトロで生成される新規
組織を提供する治療方法の継続的必要性がある。
【０００６】
　組織工学は細胞生物学および工学の分野の収束から出現した。組織工学は、人体外で、
例えばインビトロで組織を生成する技術および方法を含む。従来より組織工学は、複雑な
医療装置を製造する材料科学の技術と併せて細胞生物学の原理を用い、組織修復に関する
問題を解決しようと試みてきた。一般的には、組織操作とは自己組織化による細胞成分か
らの組織片の構築を指す。
【０００７】
　それにもかかわらず、人工材料は体により異物と認識されることが多く、慢性炎症およ
び瘢痕化により特徴づけられる、「異物反応」として知られる免疫反応を引き起こす（例
えば、Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｊ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｍｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２０
（２），８６（２００８）参照）。この反応は多くの場合、人工移植片の瘢痕組織中への
部分または完全被包をもたらし、これは体の循環系から移植片を実際に分離する。これは
移植片の多くの機械的機能を妨げないが（例えば、整形外科および歯科移植片と同様）、
移植片内に存在する細胞の生存に悪影響を及ぼす（例えば、肝臓、腎臓、膵臓の置換の問
題）。このタイプの問題は、厚く、酸素の運搬および代謝老廃物の排出に効果的な血液供
給を必要とする多数の細胞を含有する移植片にとってとくに問題である。さらに、合成材
料は、体の免疫細胞にとって近づくのが困難な微小環境に病原性微生物を保持し得るので
、感染症にかかりやすい。これらの理由のため、より最近のアプローチは、完全に生物学
的な材料の使用が組織機能の修復、置換、維持および向上を目的とした治療方法の開発に
おいてより大きな成功を可能にするだろうという予想に注目した。しかしながら、純粋に
生物学的な材料の開発にはその独自の障害がある。
【０００８】
　完全に生物学的な組織操作構築物を生成する１つのアプローチは、動物またはヒト供給
源から抽出されるタンパク質（例えば、コラーゲン、エラスチン、およびフィブリン）を
用いるものだった。生物工学的アプローチにより得られる組換えタンパク質を用いること
もできる。物理化学的方法により、これらのタンパク質は異なる形状（フィルム、スポン
ジ、ファイバー、チューブ、等）に構築することができる。特定の細胞を次にタンパク質
構造に添加し、特定の組織の生理学的組織または機能を模倣することができる。このアプ
ローチの重要な限界の１つは、タンパク質は多くの場合、組織操作構築物へのそれらの構
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築前に多少精製されたタンパク質を得るために必要な抽出プロセスにより変性または化学
的に修飾されるということである。組織にインビトロで再構成される場合、これらの修飾
タンパク質はもとのタンパク質の微小構造を欠き、または細胞外マトリックス（ＥＣＭ）
の微小組織を再形成するのに必要な１つ以上の関連タンパク質を欠く。ほとんどの例では
、インタクトなタンパク質でも、生細胞の介在なしに、自然において見られる複雑な組織
に自発的に再構築することはできないだろう。抽出されたタンパク質の異常な微小構造は
次に、宿主の非特異的免疫系により「損傷」組織と認識される。これはこのタイプの移植
片の急速分解、機能および機械的強度の損失をもたらす（例えば、Ｐａｔｉｎｏ，Ｍ．Ｇ
．，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｏｒａｌ　Ｉｍｐｌａｎｔｏｌ．２８（５），２２０，（２００
２）参照）。タンパク質が動物由来であり、ヒトに用いられる場合、それらはまた特異的
免疫系による認識を誘発し、そうして拒絶をもたらし得る。構築物の機械的強度を向上す
る、またはタンパク質を酵素分解に対してより耐性にするのに化学処理を用いることがで
きるが、このタイプの処理はタンパク質をさらに変性し、天然タンパク質の使用がそもそ
ものこの回避を目的とする、異物反応炎症プロセスを誘発し得る。（例えば、Ｃｈｅｕｎ
ｇ，Ｄ．Ｔ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｏｎｎｅｃｔ．Ｔｉｓｓｕｅ　Ｒｅｓ．，２５（１），
２７（１９９０）参照）。
【０００９】
　アスコルビン酸化合物の存在下での長期培養中、線維芽細胞のような接着細胞は多量の
ＥＣＭタンパク質を培養皿の内面上に付着させることができることが見出された。結果と
して、生細胞および該細胞により生成されるＥＣＭタンパク質で構成される生体組織は、
長期培養後に培養皿から平面形状の片で分離することができる。これらの生体細胞合成組
織片（本明細書では「シート」と称される）は、いずれかの人工または他の外因性足場の
必要なしに高い機械的強度を有する生体および完全に生物学的な構築物の生成を可能にす
る、シート系組織操作（「ＳＢＴＥ」）と称される方法の基礎を形成した。
【００１０】
　ＳＢＴＥをうまく用い、ヒトの皮膚、および血管が生成され、後者は現在臨床試験が実
施されている（例えば、そのすべてを本明細書に参照により組み入れる、Ｍｉｃｈｅｌ，
　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃｅｌｌ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．－Ａｎｉｍ．，３５
（６），３１８（１９９９）；Ｌ’Ｈｅｕｒｅｕｘ，ｅｔ　ａｌ．，ＦＡＳＥＢ．Ｊ．，
１２（１），４７（１９９８）；Ｌ’Ｈｅｕｒｅｕｘ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．
，１２（３），３６１（２００６）；Ｌ’Ｈｅｕｒｅｕｘ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎ．Ｅｎｇｌ
．Ｊ．Ｍｅｄ．，（２００７）３５７（１４），１４５１；米国特許第７，１１２，２１
８号および第７，５０４，２５８号参照）。いくつかのＳＢＴＥ法は、シート層を重ねた
、または巻いた後、それらが培養中に互いに接着および強く融合するまで待ち、より厚い
組織を生成するステップを含む。シート層は、異なる層の融合を達成するため、成熟期と
称される長時間、密接並置して維持しなければならない。
【００１１】
　より最近では、本明細書ではスレッド系組織操作（「ＴＢＴＥ」）と称される技術にお
いて、細胞合成スレッドがシートから、または直接生成された。スレッドは、織物産業か
らの製織または他の技術を用いることにより、ファイバーに形成し、血管のようなさまざ
まな構造に生成することができる（本明細書に参照により組み入れる、米国特許出願公開
第２０１０－０１８９７１２号）。得られる完全に生物学的な血管は、スレッドが生成さ
れた後数日で構築することができ、これにより他の技術に関連する長い成熟期を回避する
；それらは優れた機械的特性を示す。
【００１２】
　ＳＢＴＥおよびＴＢＴＥの両方は完全に天然、未修飾、機械的に非常に強い組織を生成
するが、得られる構築物は非常に密度が高く、これはガス、栄養物および老廃物の適当な
交換をもたらす血管のネットワークにより潅流する必要がある厚い組織の生成には有益で
はない。よって、自然において見られるものと同様の組織の微小構造および微小組織を含
有し、肝臓、腎臓、膵臓、脳および脂肪組織のような潅流可能な厚い組織を構築するため
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の多孔性構造を提供する天然材料を開発する必要性がある。また、シート系およびスレッ
ド系構造の両方は、幅広い範囲の組成勾配を有する複雑な三次元構造を形成する限られた
能力を有する。最後に、ＳＢＴＥおよびＴＢＴＥは注射可能な製品の製造に修正可能では
ない。
【００１３】
　他の組織系材料は注射可能な形態で提供されてきたが、多数の欠点を有する。例えば、
Ｆａｓｃｉａｎ（商標）は、美容用途を有する、死体組織から生成される皮膚充填剤であ
る。（Ｓｈｏｒｅ，Ｏｐｈｔｈ．Ｐｌａｓｔｉｃ　ａｎｄ　Ｒｅｃｏｎｓｔ．Ｓｕｒｇ．
，１６（１），Ｊａｎ．２０００参照）。この物質は多数のＥＣＭおよび比較的少ない細
胞を有する組織を用い、従って組織工学の原理を用いて構築されていない。さらに、Ｆａ
ｓｃｉａｎは生細胞を用いず、従って通常は凍結乾燥形態、または粉砕もしくは細断され
た粒子で提供される。Ｆａｓｃｉａｎ（商標）は、必ずしも純粋ではないので、組織操作
材料とも異なり、従ってその利点を欠く；その供給源は、血管、神経、および免疫系のよ
うな、すべての種類の破砕細胞を含有することができることを意味する。この均質性の欠
如は、とくに拒絶が問題となり得る多くの高感度用途には適していないことを意味する。
【００１４】
　本明細書における背景の記載は、技術の状況を説明するために含まれる。これは、参照
される文献のいずれかが本明細書に添付される特許請求の範囲のいずれかの優先日時点で
出版されていた、既知であった、または一般的な常識の一部であったと解釈されるもので
はない。
【００１５】
　本明細書の記載および特許請求の範囲を通して、「ｃｏｍｐｒｉｓｅ（～を含む）」の
語ならびに「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」および「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」のようなその変形は
、他の添加物、成分、整数またはステップを除外することを意図しない。
【発明の概要】
【００１６】
　本開示は細胞合成粒子の形成および使用について記載する。とくに、本開示は１つ以上
の組織操作粒子を含む組成物を含み、該粒子は１つ以上の生物学的細胞および該細胞によ
り合成される細胞外マトリックスを含む。
【００１７】
　本開示は、組織操作粒子組成物を生成する方法であって、該方法が：（ａ）培養容器に
おいて細胞集団を播種するステップ；（ｂ）該培養容器の内面と接触した組織シートの形
成を可能にする条件下で該細胞を培養するステップにおいて、該シートが細胞および該細
胞により合成される細胞外マトリックスからなる、ステップ；ならびに（ｃ）該シートを
複数の片に切断し、これにより粒子組成物を形成するステップを含む、方法をさらに含む
。
【００１８】
　本開示は、組織操作構築物を生成する方法であって、該方法が：（ａ）１つ以上のタイ
プの細胞合成粒子組成物を容器に入れるステップ；（ｂ）該粒子の融合を可能にする条件
下で該粒子を培養し、これにより組織を形成するステップ；および（ｃ）該組織を構築物
に成形するステップを含む、方法をさらに含む。
【００１９】
　本技術は、細胞合成生物学的粒子、細胞合成粒子を生成するプロセス、ならびに細胞合
成粒子を組織および臓器に構築するプロセスを含む。この技術は粒子系組織操作（本明細
書では、「ＰＢＴＥ」）の基礎を形成する。粒子はまず培養における生細胞および該細胞
が生成する細胞外マトリックスから基質上にインビトロで生成される。粒子は１つ以上の
細胞タイプで構成し、さまざまなサイズまたは形状を有することができる。１つ以上のタ
イプの粒子を用い、そうでなければ形成することができなかったより複雑な構築物を形成
することができる。粒子は細胞および細胞合成ＥＣＭから構築され、さまざまな方法で用
いることができる、一般的には寸法２ｍｍ未満～数ミクロン以上の小さな組織片である。
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１つの方法は、体の局所領域において組織を形成、修復、または増殖するための注射可能
な方法である。注射後、周囲細胞は注射された組織へ遊走し、これを再構築し、体に一体
化させるのを助ける。
【００２０】
　粒子または粒子を含む組織は、医療産業において有益であると証明され、シート生成中
に気候条件を変える、組織上の応力および歪みを変える、または培養環境の化学組成を調
節することにより達成することができる、機械的および生物学的特性を有する。細胞合成
粒子は従って、細胞合成シートおよびスレッドに対して相補的な技術を提供する；それら
は組織操作構築物を生成するための異なる形態のビルディングブロックを提供し、同様に
クロス、ビーズ、およびロープを織物製造に用いることができる。
【００２１】
　本明細書に記載されるプロセスは、未修飾天然ＥＣＭからなる生物学的粒子をもたらす
。これは移植後に顕著な免疫反応を引き起こさない製品をもたらす。粒子または組織は、
部分的にまたは実質的に、失活または脱細胞化することができる。粒子または組織は生体
材料、化学物質、医薬剤、または生物製剤のような他の成分と組み合わせ、新規製品を製
造することができる。
【００２２】
　本開示は、本明細書に記載される細胞合成粒子のインビボ用途および使用を提供する。
【００２３】
　本明細書における技術は審美的、および外科的用途を有する。例えば、本明細書に記載
される細胞合成粒子は、外観不良、しわ、等を修正するため皮膚充填剤として注射するこ
とができる。この場合、細胞合成粒子は現行形態の美容外科の代替を示し、またそれらの
形態に対して相補的である。例えば、細胞合成粒子はプラスチック、セラミック、または
死体組織から生成される他の皮膚充填剤と併せて用いることができる。
【００２４】
　本開示は、細胞合成粒子を形成するのに適した方法で組織を培養するための装置、およ
び細胞合成組織シートのような組織シートから粒子を切断するための装置をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
　図面は、本発明の詳細な説明、実施例、および添付の特許請求の範囲と併せて見る場合
、本明細書における技術の態様を例示する典型的な開示を提供する。
【図１】ＡおよびＢは、本明細書にさらに記載されるような典型的な粒子の顕微鏡写真を
示す。スケールバーは各図に示される。各例において、粒子は、まず組織シートから切断
された組織フラグメントを、例えばピンセットで束ねることにより、機械的に条件づけら
れた。図１Ａは、さまざまなサイズ、直径約７５μｍ、１５０μｍ、２５０μｍおよび３
５０μｍの乾燥粒子の明視野顕微鏡写真である。図１Ｂは、水和後の、図１Ａにおける同
じ小さいほうから３つの粒子の位相コントラスト顕微鏡写真である。およそのサイズはこ
こで１６５μｍ、２６０μｍおよび６００μｍであり、粒子の体積は水和後に顕著に増加
したことを示す。粒子は乾燥して保存することができるが、通常「湿潤」、または水和形
態で用いられる。水和は、例えば粒子を水性媒体中に浸漬することにより、比較的容易に
行うことができる。一般的な粒子は、水和した場合、その乾燥重量の約５０％の水を保持
する。
【図２】図１Ａおよび１Ｂのものより角度がある形状の粒子を生成するように切断された
水和粒子の位相コントラスト顕微鏡写真を示す。これらの粒子はより丸形の粒子を生成す
るようには機械的に条件づけられなかった。図２の粒子は、図１Ａおよび１Ｂの粒子を生
成するのに用いられるシートより厚い１８０ミクロン厚の組織シートから生成された。
【図３】粒子が生または死細胞を含むかに応じて形成後どのように再構築するかを示すグ
ラフを提供する。再構築は、ここで生細胞の活性による二次元表面積の変化（１日目まで
に約５０％減少）により測定される、組織収縮により証拠づけられる（各時間点の左側の
（暗）棒）。細胞が粒子を形成する前に殺傷される場合、粒子の突出表面積は約１．４ｍ
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ｍ２で一定のままである（各時間点の右側の（明）棒）。
【図４】本明細書にさらに記載されるように粒子系組織操作により形成された組織のロッ
ド形状フラグメントを示す。粒子はヒト線維芽細胞合成シートから生成され、さらにヒト
内皮細胞を播種され、多孔性底部を有するチューブ状金型において構築された。組織は、
金型から外す前に、遠心分離バイオリアクターにおいて５日間培養し、媒体を組織に潅流
させた。組織のロッドは約５ｍｍ厚であり、その成熟におけるこの早期段階でもピンセッ
トで取り扱うことができる。
【図５】遠心分離潅流下の培養において５日後、粒子系組織操作により得られた組織の組
織学的断面を示す。ヘマトキシリンおよびエオシン染色（パネルＡ）は融合粒子およびさ
まざまなサイズのチャンネルの複雑なネットワークを示す。生体線維芽細胞は組織全体に
分布される。マッソン三色染色（パネルＢ）は組織の高いコラーゲン含有量を強調する。
【図６】粒子系組織操作により形成された失活（Ａ）および生体（Ｂ）粒子への内皮細胞
の播種を示す。両染色は二次細胞タイプ、ここでは内皮細胞が線維芽細胞合成粒子を覆う
範囲を強調する。パネルＡは、予め失活させた粒子の表面に播種され、５日間培養された
内皮細胞の免疫標識を示す。用いられる抗体は、内皮細胞に特異的な分子であり、細胞－
細胞界面に存在するＶＥ－カドヘリンに対する。また、細胞核はヘキスト３３３４２を用
いて染色される。パネルＢは、生体粒子の表面に播種され、５日間培養された内皮細胞の
免疫標識を示す。用いられる抗体は、内皮細胞に特異的な分子であり、細胞の細胞質に存
在するフォンウィルブランド因子に対する。Ｂでは、粒子が生体線維芽細胞を含有したの
で、可視チャンネルにより証拠づけられるように５日間の培養により組織が形成した。対
照的に、パネルＡにおける失活粒子は凝集性組織を形成せず、取り扱った際に崩壊した。
【図７】ＡおよびＢは、全体図（７Ａ）、および切断部分の拡大図（７Ｂ）において、組
織シートから細胞合成粒子を形成するための典型的な切断装置を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本明細書では、損傷または欠損臓器または組織の修復のため細胞合成生物学的粒子、な
らびに粒子、およびその組成物の生成および使用に関する装置、材料および方法について
開示する。細胞合成粒子は組織操作の技術を用いて形成することができる。細胞合成粒子
は研究目的のためインビトロモデルとして用いることもできる。細胞合成粒子は、細胞培
養足場として、組織または臓器代替物として用いられる複雑な三次元構築物に構築するこ
とができる；それらは増量剤として―例えば注射可能な組成物の一部として、薬剤送達シ
ステムとして、または創傷治療デバイスとして用いることができる。
【００２７】
細胞合成粒子の形成
　本明細書に記載される技術の１つの実施形態では、細胞合成粒子は組織シートから切断
される。組織シートは好適には本明細書において他の場所に記載または参照される他の方
法から構築されるものであり、生細胞および該細胞により生成される細胞外マトリックス
を含む。それは人工または他の外因性足場の必要性なしに高い機械的強度を有する。適切
な組織シートは５０～３００μｍ厚、一般的には約５０～１００μｍ厚であり得る。こう
したシートを形成するための典型的な方法および装置は、そのすべてを本明細書に参照に
より組み入れる、Ｍｉｃｈｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃｅｌｌ．Ｄｅｖ．
Ｂｉｏｌ．－Ａｎｉｍ．，３５（６），３１８（１９９９）；Ｌ’Ｈｅｕｒｅｕｘ，ｅｔ
　ａｌ．，ＦＡＳＥＢ　Ｊ．，１２（１），４７（１９９８）；Ｌ’Ｈｅｕｒｅｕｘ，ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，１２（３），３６１（２００６）；Ｌ’Ｈｅｕｒｅｕｘ
，Ｎ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３５７（１４）（２００７），１
４５１；米国特許第７，１１２，２１８号および第７，５０４，２５８号に記載されるよ
うな、シート系組織操作の方法である。
【００２８】
　組織シートは、細胞増殖を支持する無菌基質上に線維芽細胞を約１×１０６細胞／ｃｍ
２以下、好適には約１００細胞／ｃｍ２～１×１０５細胞／ｃｍ２、より好適には約１×
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１０３細胞／ｃｍ２～５×１０４細胞／ｃｍ２、もっとも好適には約１×１０４細胞／ｃ
ｍ２の密度で播種することにより生成することができる。細胞は好適には、細胞増殖およ
びＥＣＭ生成を支持する無菌培地上で増殖させる。こうした培地の一例は、４ｍＭのＬ－
グルタミンもしくは同等物、２０％のウシ胎児血清（好適には免疫グロブリン枯渇）およ
び５０μｇ／ｍｌのアスコルビン酸ナトリウム、または他のコラーゲン合成促進剤を添加
した、ダルベッコ修飾イーグル培地（ＤＭＥＭ）（Ｌ－グルタミンを含まない、高グルコ
ース製剤）およびハムＦ－１２培地のベース３：１混合物である。他の添加剤を用い、コ
ラーゲンまたは他のＥＣＭ成分（例えば、エラスチン）の生成を促進することができる。
あるいは、無血清培地を用いることができる；この培地は化学的に定義することができる
。増殖培地は２～５日毎に完全にまたは部分的に新鮮な培地で置き換えられる。細胞は約
１０％のＣＯ２、約２０％のＯ２を含有し、約３７℃の温度の環境中に維持される。シー
トは低Ｏ２濃度またはＣＯ２を必要としない培地でも増殖させることができる。細胞増殖
およびＥＣＭ生成を支持する他の細胞適合性試薬および培養条件は、哺乳類細胞培養の当
業者であれば確認することができる。シートの一般的な培養期間は約２４週間以下、好適
には約１～１６週間、より好適には約４～１２週間、もっとも好適には約８週間である。
【００２９】
　細胞合成粒子は、組織操作シートをすべての種類の形状、一般的には長方形を有する非
常に小さい片に切断することにより形成することができる。これらの長方形は、幅広い粒
子凝集組成物を形成するため、あの範囲内の異なるサイズ（例えば、０．１×０．１ｍｍ
～２０×２０ｍｍの寸法に対応する、面積０．０１ｍｍ２～４００ｍｍ２）で形成するこ
とができる。この実施形態では、粒子はシートの厚さに対応する１つの寸法を有する。長
方形に加えて、他の形状（四角形、円形、楕円形、三角形、等）をシートから切断し、さ
らにより複雑な構築物を生成し、製造しやすさを向上する、または治療用途および効果を
向上することができる。パターンの切断は、同じシートから異なる形状およびサイズを生
成することができる。１つの実施形態では、シートは互いに同じ形状およびサイズの粒子
に切断される。別の実施形態では、異なる形状および／またはサイズの粒子が同じシート
から切断される。粒子の幅または直径を記載する場合、粒子は１つの断面において円形で
ある、または断面において均一であることも示さないことが理解されるべきである。幅ま
たは直径は従ってその粒子の平均寸法、または粒子の周囲上の２つの点の間の最長距離の
測定値を指す。
【００３０】
　シートの切断は、刃、切断型、切断砥石、打抜型または針のような１つ以上の機械的装
置により達成することができる。シートの粒子への破断は、光（レーザーを含む）、音、
熱または他の形態のエネルギーを用いて行うこともできる。切断は液体または微粒子の噴
射によって行うこともできる。より優れた正確さを達成するため、切断はマスク、ガイド
を用いることができ、またはコンピュータ制御もしくは補助することができる。切断プロ
セスは部分的にまたは完全に自動化することができる。
【００３１】
　別の実施形態では、組織シートからの粒子の切断は、それぞれのシートから粒子を打ち
出す、１つまたは複数の中空針を用いて達成することができる。一般的には、こうした方
法大きな力を針に印加する必要がある。ここでの針は、５０ミクロン×５０ミクロンのサ
イズの粒子を形成することができるが、１０～１００ミクロン×１０～１００ミクロンの
範囲内のような他のサイズも可能である。通常、例えば空気の噴射または一吹きを針に送
ることにより、針における開口から粒子を押し出すことも必要である。
【００３２】
　別の実施形態では、粒子は、図７Ａに示されるように、カスタム設計の細断機１を用い
て組織シートから形成することができる。こうした細断機の正確な外観は図７Ａおよび７
Ｂにおいて純粋に例示的な形態で示される。細断機１の中心部分３は組織シート（図示せ
ず）を含有する。シートは上プレート７と下プレート５との間にしっかり保持することが
できる。シートの張力は１つ以上のねじ９により調節することができる。切断ユニット１
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５は複数のロッド１１を含む。図示される実施形態におけるロッドは、２つの平行な列に
配置され、２列のロッドの位置は互いに対してオフセットである。各ロッドは、刃として
作用し、組織シートに切断作用を適用するように構成された、カットアウト１３（図７Ｂ
において拡大図で示される）を含有する。図示される実施形態では、切断ユニットは矢印
の方向に進み、シート上を移動し、各列のロッドがシートの先端を横切ると多数の粒子を
形成する。ロッドは、シートの端部に接する際垂直に（シートの平面に垂直に）さらに移
動することにより、切断を促進することができる。流体流またはブラシを用い、シートの
下に配置された容器（図示せず）に落ちるように、粒子を刃具から除去することができる
。本明細書における他の記載と一致して、異なるサイズの粒子を得るため、ある範囲のサ
イズのロッドを用いることができる。
【００３３】
　切断はシート形成のいずれかの段階で行うことができ、その上で増殖させた基質からの
シートの分離前、その間または後に行ってもよい。シートが基質にまだ付着したまま切断
される場合、細胞合成粒子の分離は機械的に、酵素的に、化学的に、熱力学的変化（例え
ば温度もしくは圧力変化の適用）により、または当技術分野において知られる他の方法を
用いて達成することができる。シートは、粒子の形成前に脱水または失活させることがで
きる。１つの実施形態では、切断パターンはその後の粒子の分離を可能にする切り取り線
をもたらすことができる。切断パターンは、粒子を他の粒子に、またはシートの残りの部
分に結合する組織の非常に小さなセグメントをもたらすことができる。これは粒子の列ま
たは群および粒子の縁を有するシートを形成する１つの方法である。
【００３４】
　粒子は、組織の集合が非常に小さい不連続培養表面上で増殖され、粒子を直接生成する
場合、シートからの切断なしに生成することもできる。不連続表面は、培養基質の領域を
選択的に処理し、そうでなければ非許容性の基質上への細胞接着を促進することにより、
またはあるいは、定義領域を処理し、一般的に許容性の基質上への細胞接着を阻害するこ
とにより形成することができる。両アプローチは組み合わせて用いることができる。これ
らの表面は多数の形状を有することができ、同じ培地を共有することができ、薄い領域に
より結合し、その後の段階での粒子の分離、または崩壊を可能にすることができる。粒子
は、本明細書において他の場所に記載される方法を用いて基質から分離することができる
。
【００３５】
　本明細書に記載されるような細胞合成粒子は、科学文献（例えば、Ｋｅｌｍ，Ｊ．Ｍ．
，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１７（２０１０）；およびＮａｐｏｌｉ
ｔａｎｏ，Ａ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇ．，１３（８），２０８７（
２００７））に以前記載された細胞凝集体とは顕著に異なる。多くの場合「自己組織化」
と称され、これらの細胞凝集体は、基質に接着するのを妨げられた、単一の細胞懸濁液、
または小集団から形成される。これらの凝集体は主に細胞からなり、顕著な量のＥＣＭを
含有しない。この違いは、その後の凝集体からの組織の構築および考えられる治療用途に
とって重要な結果を有する。ＥＣＭの存在は細胞挙動および生存に好影響を及ぼし、機械
的構造を提供する。また、懸濁液中に形成された細胞凝集体は、過度に高い非生理学的細
胞密度を有し得、これは一般的には培養中または移植の際に細胞死をもたらす。ＥＣＭの
欠如および過度な細胞密度は、移植の際に、こうした凝集体から生成される構築物の顕著
な再構築を必要とする。さらに、過剰な量の死細胞および細胞破片は過剰な炎症を引き起
こし得る。結果として、細胞凝集体からなる移植片の形態は、時間とともにマイナスであ
り得る方法で変化し得る。
【００３６】
　対照的に、本明細書に記載される細胞合成粒子は、それらの複雑な天然ＥＣＭのため、
およびそれらの細胞密度が正常組織のものより一般的であるため、製造された組織および
臓器が移植後それらの構造をより良好に維持することを可能にすることができる。
【００３７】
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シートおよび初期粒子
　粒子は自家または非自家（同種）ヒト細胞から、動物（異種）細胞から、遺伝子修飾細
胞（ヒトもしくは動物）またはそのいずれかの組み合わせから生成することができる。粒
子は完全にヒト細胞から、さらに自家形成し、免疫反応を回避することができる。
【００３８】
　線維芽細胞は粒子生成にとって好適な細胞タイプであるが、粒子は、これらに限定され
ないが：さまざまないわゆる間質細胞、筋線維芽細胞、筋細胞もしくはその前駆細胞、平
滑筋細胞もしくはその前駆細胞、大食細胞、骨芽細胞もしくはその前駆細胞、間葉系幹細
胞、骨髄由来幹細胞、脂肪由来幹細胞、皮膚由来幹細胞（付属物を含む）、胚性幹（ＥＳ
）細胞、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞またはそのいずれかの組み合わせのような、その他
のＥＣＭ生成細胞タイプを用いて生成することができる。これらの細胞はシート生成中に
同時にまたは連続的に播種することができる。特定の細胞は免疫原性に関して重要な利点
を有し得るが、本明細書に記載されるような粒子系組織操作の方法および用途は特定の細
胞タイプに限定されない。いくつかの実施形態では、細胞は線維芽細胞ではなく、細胞培
地は線維芽細胞を含まない。
【００３９】
　また、非ＥＣＭ生成細胞はＥＣＭ生成細胞と合体させ、他の生物学的機能を行う、製造
を促進する、または移植の際に治療的役割を果たすことができる。これらの細胞は、組織
、例えばシートの生成の始め、またはその間に添加することができる。あるいは、非ＥＣ
Ｍ生成細胞は、シート生成プロセスの終わり（粒子形成前）に、シートの表面および／ま
たは底面上に播種することができる。この方法で用いることができる非ＥＣＭ生成細胞タ
イプとしては、これらに限定されないが、神経細胞もしくはその前駆細胞、神経膠細胞も
しくはその前駆細胞、島細胞もしくはその前駆細胞、肝細胞もしくはその前駆細胞、内皮
細胞もしくはその前駆細胞、中皮細胞もしくはその前駆細胞、角化細胞、またはネフロン
からの細胞が挙げられる。
【００４０】
　シートを生成するのに用いられる基質は、これらに限定されないが、耐久性（例えば非
生物分解性）合成ポリマー（例えば、ｅＰＴＦＥ）、再吸収性または生物分解性合成ポリ
マー（例えば、ポリグリコール酸）、生物学的材料（例えば、コラーゲン、エラスチン、
タンパク質、ぺプチド）のような、生体適合性材料の膜または薄層であり得る。１つの実
施形態では、基質はシートとともに切断し、粒子の一部となり、これにより複合体粒子を
生成することができる。こうした複合体生成物は、生物学的材料を基質から分離するステ
ップを回避することにより、粒子を製造するより簡単な方法を提供する。いくつかの状況
では、基質自体が、患者に注射された、または本明細書にさらに記載されるように成型さ
れた後、細胞合成粒子の治癒に有益であり得る。基質は体積単位当たりの製品のコストを
低減する充填剤でもあり得る。
【００４１】
　シート増殖中、外因性成分は培地に添加され、シートに埋め込まれ、またはそうでなけ
れば合体され、最終的にはそのシートから生成される粒子の一部となることができる。こ
れらの成分としては、これらに限定されないが、天然もしくは合成ペプチド、タンパク質
、糖タンパク質、プロテオグリカン、抗体、多糖、ＤＮＡもしくはＲＮＡ、トランスフェ
クション剤、抗生物質、医薬剤、金属粒子、不溶性鉱物結晶もしくは粒子、ポリマー粒子
、放射性薬剤、薬物送達システム、無線周波数識別（ＲＦＩＤ）チップまたは他の磁気も
しくは電子装置が挙げられる。識別目的のほか、これらの添加物は、さらなる操作、保存
、診断的、外科的用途または治癒を促進または向上する役割を果たすことができる。
【００４２】
粒子の生成後の処理
　細胞合成粒子は、被験者に導入される場合、生体であり、所望の生物学的効果または有
益な治癒をもたらすことができる。しかしながら、細胞合成粒子を生成するのに用いられ
るシート、または粒子自体は、失活または脱細胞化することもできる（両プロセスは本明
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細書において他の場所に「失活」の語により表される）。失活は完全または部分的であり
得る。それは、これらに限定されないが、乾燥、加熱、冷却、冷凍、酸、アルカリ、酵素
、塩、毒素もしくは溶媒のような、化学物質の添加、またはこれらに限定されないが、超
音波、放射線、機械的力および浸透圧を含む、さまざまな形態のエネルギーの印加を含む
、当技術分野において知られる方法のいずれか、または組み合わせにより達成することが
できる。失活プロセスは二次効果を有することができ、機械的強度の増加、免疫原性もし
くは血栓形成性の低減、製造の促進、または移植成功の可能性の向上のような、潜在的な
目的のために行うことができる。これは、例えば、同種または異種移植における有害免疫
反応のリスクを低減することにより、粒子の治癒効果を向上させることができる。これは
、粒子の加工、保存および輸送を簡単にすることもできる。脱細胞化もより複雑な粒子系
生成物の構築にとって必要または実践的であり得る。
【００４３】
　培養基質からの分離後、細胞合成粒子は移植もしくは組織構築に直接用いることができ
、またはそれらは培養において生きたまま維持し、組織収縮もしくは他の生物学的変化が
起こることを可能にすることができる。粒子は、撹拌、圧縮、または圧延に関連するもの
のような力により生成される応力下に機械的に条件づけることができる。図４は、細胞が
死んでいるか生きているかに応じて、粒子表面積が培養において時間とともにどのように
変化するかを示す。
【００４４】
　１つの実施形態では、粒子は、撹拌バイオリアクターにおいて懸濁液中に維持される。
粒子上の流体せん断応力の誘発は、細胞生存性を維持し、これにより有用および有益な生
成物を生成するのにとくに重要であり得る。これは液体培地の撹拌の動作がＯ２の細胞中
への移動を加速するためであり得ることが理解される。液体でせん断された細胞がその発
現プロファイルを変化させることも周知である。その動作は、細胞がコラーゲンまたは他
のタンパク質を生成または分解するのを誘発することもできる。生体（非失活）細胞合成
粒子は、バイオリアクターまたは当技術分野において知られるその他保存システムに保存
し、粒子の生存性を維持しながら、機械的応力および歪みを印加する（機械的条件づけ）
、または他の環境条件（例えば適当なＯ２濃度および温度）を構築することができる。細
胞合成粒子は、当技術分野において知られる方法を用いて極低温保存および冷凍形態で保
存し、生存性を維持することもできる。すべての細胞の完全な生存性を達成するのはほぼ
不可能である；いくつかの細胞は常に死滅することが理解される。
【００４５】
　粒子は、例えば粒子を表面上で圧延することにより機械的に加工し、それらをより球形
または卵形粒子に成形することもできる。これは１つ以上の乾燥または再水和ステップと
併せて行うことができる。これは粒子調製にとりわけ良好な注射可能特性を提供すること
ができる。
【００４６】
　加えてまたはあるいは、細胞合成粒子またはシートは、完全もしくは部分失活を達成す
る、免疫原性効果を低減する、生物分解を遅延する、機械的特性を変更する、または単純
に化学的もしくは生物学的化合物を粒子もしくはシートに直接付着するのに用いることが
できる、アルデヒドを含む、さまざまな強度を有する強力な架橋剤で処理することができ
る。
【００４７】
　粒子は、本明細書において他の場所に記載されるように、前述のような条件下で失活お
よび／または架橋することもできる。生体粒子は本明細書に記載される生成ステップのい
ずれかで失活させることができる。失活プロセス中または後、生体粒子は、流体せん断応
力を含む、圧縮、磁気、等尺、等張、変調または他のタイプまたは型の力により、いずれ
かまたは多数の方向で機械的に条件づけることができる。失活粒子は、水溶液、アルコー
ル、または架橋剤の溶液のようなさまざまな液体中に保存することができ、乾燥または冷
凍することができる。
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【００４８】
　細胞合成粒子、生体もしくは失活粒子、または粒子を形成するのに用いられるシートの
生成中のいずれかの時間に、生成物はさまざまな作用剤でコーティングし、治癒、機械的
特性もしくは治療効果を向上する、生成物を標識する、またはさらなる製造を促進するこ
とができる。これらの作用剤としては、これらに限定されないが、外因性タンパク質もし
くはペプチド、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン、天然デオキシリボ核酸（「Ｄ
ＮＡ」）、組換えＤＮＡ、天然リボ核酸（「ＲＮＡ」）、組換えＲＮＡ、ウィルス剤、ト
ランスフェクション剤、増殖因子、抗増殖剤、抗体、抗生物質もしくは消毒薬またはこれ
らの化合物のいずれかのフラグメントもしくは組み合わせが挙げられる。
【００４９】
　粒子の製造プロセス前、後またはその間のいずれかの時間に、生体もしくは失活粒子、
または細胞合成粒子を形成するのに用いられるシートには、新規、または追加の細胞を播
種することができる。追加の細胞は、粒子生成に用いられたものと同じもしくは異なるタ
イプ、または細胞集団の組み合わせであり得る。これらの追加の細胞は自家もしくは非自
家ヒト（同種）細胞、動物細胞、遺伝子修飾細胞（ヒトもしくは動物）またはそのいずれ
かの組み合わせであり得る。追加の細胞はＥＣＭ生成、または非ＥＣＭ生成細胞であり得
る。追加の細胞を用い、治癒、機械的特性もしくは治療効果を向上する、生成物を識別す
る、またはさらなる製造を促進することができる。追加の細胞を用いた結果、実際に、以
前記載された方法のいずれか、またはすべてにおいて変えることができる複合体粒子を形
成する。
【００５０】
　特殊化した新規細胞の粒子への添加は、標的組織および臓器を修復または置換する手段
であり得る。例えば、新規腎臓組織を生成するため、一次腎細胞集団を注射前に粒子の表
面上に播種することができる。腎細胞が粒子に付着し、実質的に増殖した後、これは適当
なバイオリアクターにおいて達成することができるが、細胞播種粒子を適当な場所に注射
し、新規組織を形成することができる。あるいは、特殊化した細胞は粒子の切断前にシー
トに添加することができる、または単純に粒子と共注射することができる。線維芽細胞の
存在が結果にマイナスの効果を有する場合、失活粒子を代わりに用いることができる。
【００５１】
　追加の細胞を添加する別の例では、心筋細胞、筋細胞またはそれらの前駆細胞および、
場合によっては内皮細胞を粒子に添加し、不全心臓の壁に注射することができる。不全心
臓の細胞系治療はいくらかの可能性を示したが、厄介な問題は、心臓の壁に注射された細
胞の非常に低い定着および生存率である。粒子に付着した細胞の注射は、単純な機械的障
害のため、定着を向上することができ、細胞が天然ＥＣＭに付着し、懸濁液中に存在しな
ため、生存を向上することができる。
【００５２】
　本明細書に記載される細胞合成粒子の主な用途は、注射可能な組成物の一部としてのも
のである。こうした組成物は修復が必要な部位に直接注射することができる。注射に用い
られる針のゲージは粒子の平均サイズに応じて異なる。本明細書における粒子を含有する
組成物は従って、例えば美容外科における皮膚充填剤としての用途を有する。こうした組
成物は、少なくとも周囲組織中に真に一体化する可能性を提供するので、当技術分野にお
いて用いられる非生体および無機材料（例えば、プラスチックおよびセラミック）とは異
なる。本明細書において他の場所に記載されるように、本技術の組織操作粒子は、例えば
単一の細部株／ドナーから生成することができるので、より良好な品質管理を提供すると
いう点で、美容用途を有する、死体組織から生成される皮膚充填剤、Ｆａｓｃｉａｎとも
異なる。
【００５３】
細胞合成粒子の複雑な構造体への構築
　多孔性構造および複雑な形態を有する凝集性および完全に生物学的な生体組織は、生体
細胞合成粒子から生成することができる。これらの組織は、組織内の顕著なボイド空間の



(14) JP 2014-512232 A 2014.5.22

10

20

30

40

50

ため、ＳＢＴＥまたはＴＢＴＥで形成された組織ほど機械的には強くない。強度は組織融
合に大いに依存し、ボイドがあるため、粒子の一部のみが接触している。ＳＢＴＥにより
生成されたシートは固有の強度を有し、ＴＢＴＥにより生成されたスレッドは融合なしに
強度を生み出す配置を有する。
【００５４】
　しかしながら、本明細書に記載されるアプローチにより形成された粒子は、組織シート
およびスレッドに対して他の重要な利点を有する。もっとも顕著には、ＰＢＴＥは、チャ
ンネルの複雑なネットワークの発達を可能にする、大きなボイド空間を有する組織を生成
する。これらのチャンネルを用い、血管、リンパ管、分泌管、気道または他の同様の構造
体を形成することができる。その目的のため、特殊化した細胞をボイド空間に播種するこ
とができる。これらの構造体は、肝臓、腎臓、脳、膵臓、肺、脂肪組織、骨、軟骨または
その他のようなさまざまな臓器および組織を模倣することができる。これらの構築物にお
けるボイド空間は、所望の構造または治療効果を達成するため、外因性ＥＣＭ（他の場所
で供給され、例えばフィブリン、またはエラスチンを含有するＥＣＭ）のような他の材料
で充填することもできる。また、ＰＢＴＥは、達成することができる形態、多孔性および
細胞含有量の幅広い範囲および微細な分布のため、複雑な形態の生成を促進することがで
きる。例えば、さまざまなサイズおよびさまざまな形状の粒子を構築することにより、幅
広い範囲の多孔性組織を形成することができる。組み合わされ、これらの特徴は、ＰＢＴ
Ｅが血管新生した大きな臓器の生成にとって顕著な利点を提供することを意味する。利用
可能なさまざまな構築技術の利点を活かし、大きな臓器は、体の血管構造に接続すること
ができる細孔またはチャンネルのネットワークとともに構築することができる。
【００５５】
　細胞合成粒子を用い、さまざまな二次元（すなわち、平面）、好適には三次元構築物を
生成することができる。本発明のもっとも簡単な実施形態では、バイオリアクター中の培
地における、懸濁液中の生体粒子は、容器の底に沈殿させ、細胞生存にとって好ましい環
境条件中に維持される。数時間から数日まで、数週間まで、および数か月までにも及ぶ成
熟期後、粒子は細胞活性（例えば、細胞－細胞接着、細胞－ＥＣＭ接着およびＥＣＭ合成
）の結果として融合する。成熟時間は一般的には展開剤により制御され、特定の細胞タイ
プでの経験および特定の用途にとっての目標（組織硬度のようなパラメータにより定義さ
れる）に基づき決定される。
【００５６】
　粒子融合を誘発する方法は、さまざまな物理的方法（遠心分離、圧縮、濃縮、例えば、
粒子中に磁性体を含めた後、磁場を印加して粒子に力を及ぼすことによる、粒子の磁気装
荷、静電力、等）を含むことができる。１つの実施形態では、粒子は１つの開放端および
ろ紙で封止した他端を有する無菌チューブ中に入れる。粒子を充填したチューブは培地を
充填したバイオリアクターに入れ、同心円状に回転させ、粒子塊によって遠心力および培
地流動の両方を誘発する。粒子融合を誘発する薬理学的方法を用いることもできる：１つ
の方法は、細胞活性を促進する添加物を培地中に導入することによる。生物学的または化
学的接着剤のような接着剤を用いることもできる。ペプチド、タンパク質、抗体、等を用
いるリガンド－レセプターの組み合わせのような分子接着剤を用いることができる。外因
性供給源からの酵素活性を用いることもできる。別の実施形態では、粒子はヒドロゲルま
たは多数の粒子を含有する凝集性組織を形成する他の化合物中に埋め込まれる。別の実施
形態では、粒子は生体適合性膜または封入体を形成する他のデバイス中に封入される。別
の実施形態では、失活粒子が用いられ、粒子間結合を形成するのに化学的架橋剤が用いら
れる。
【００５７】
　構築物は粒子の連続構築により生成し、同じまたは異なる特性を有する層を形成するこ
とができる。構築物は、同じまたは異なる細胞タイプの生体および失活粒子の両方を組み
合わせることにより生成することができる（いずれかの粒子組成を用いることができる）
。異なるサイズの粒子を用いることができる。沈殿表面の形態を変え、構築物形態を制御
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することができる。粒子は金型または鋳型において構築することができる。特定のタイミ
ングおよび特別に調整した粒子サイズの分布を用いることにより、幅広い範囲の複雑な構
造体を生成することができる。
【００５８】
　組織構築物における追加のボイド空間は、粒子構築中に外因性物体を完全にまたは部分
的に埋め込み、次に粒子が融合された後この物体を除去することにより形成することがで
きる。あるいは、外因性物体は構築物中に残し、粒子融合、機械的特性、治癒もしくは治
療効果を向上すること、生成物を標識すること、またはさらなる製造を促進することがで
きる。物体は、天然または合成、および本質的に耐久性または再吸収性であり得る材料で
生成することができる。物体は、本明細書においてそこから粒子が切断される組織シート
に場合によっては埋め込まれる、またはそうでなければ含まれると記載される外因性成分
のいずれかであり得る。また、物体は、構築された粒子系構築物がシートの厚さよりかな
り大きくあり得るので、シートに埋め込まれたものより物理的に大きくあり得る。追加の
物体としては、チューブまたはカニューレならびにさまざまなタイプのコネクター、ハン
ドル、ワイヤー、ループ、磁石および組織操作、移植またはさらなる製造を促進する接続
、縫合または固着装置を挙げることができる。これらの物体としては、心臓血管ステント
または血管グラフトのような装置を挙げることもできる。
【００５９】
　これらの構築物には、個別の粒子について以前記載されたものと同じ処理および手順を
、同じ理由で行うことができる。例えば、構築物は、生きたまま維持し、さらなる細胞活
性および再構築を可能にすることができる。それらはさまざまな液体中に保存、乾燥また
は冷凍することができる。生体構築物は、当技術分野において知られる方法を用いて冷凍
し、一部の生存性を維持することができる。構築物は、本明細書において他の場所に記載
されるように、部分的にまたは完全に失活させる、機械的力に曝露する、さまざまな作用
剤で架橋またはコーティングすることができる。
【００６０】
　構築物生成後、またはその間のいずれかの時間に、新規細胞を構築物に添加することが
できる。細胞は粒子生成に用いられたものと同じもしくは異なるタイプ、または細胞集団
の組み合わせであり得る。これらの細胞は自家もしくは非自家ヒト細胞（同種）、動物細
胞、遺伝子修飾細胞（ヒトもしくは動物）またはそのいずれかの組み合わせであり得る。
これらの細胞はＥＣＭ生成または非ＥＣＭ生成細胞であり得る。これらの追加の細胞を用
い、粒子融合、機械的特性、治癒もしくは治療効果を向上する、生成物を標識する、また
はさらなる製造を促進することができる。構築物におけるチャンネルには、適当な特殊化
した細胞を播種し、置き換える組織または臓器を模倣することができる。
【００６１】
　より複雑な構築物は、本明細書に記載されるような細胞合成粒子を細胞合成シート（例
えば、米国特許第７，１１２，２１８号および第７，５０４，２５８号参照）および細胞
合成スレッド（米国特許出願公開第２０１０－０１８９７１２号）と組み合わせることに
より生成することができ、そのすべての全開示を本明細書に参照により組み入れる。
【００６２】
　本明細書に記載されるような粒子は、臓器修復、およびほぼすべての体組織の置換のた
めの支持構造体を提供するのに用いることができ、これらに限定されないが、肝臓、腎臓
、脳、膵臓、肺、脂肪組織、骨、および軟骨の修復または置換を含む用途に用いることが
できる。また、粒子は形成および再建手術に再生、充填または増量剤として用いることが
できる。１つの実施形態では、粒子はシリンジ状装置で注射することができる。
【００６３】
　組織構築物は、細胞合成粒子をインビトロで培養することにより構築することができる
。例えば、粒子は、例えば１つ以上のタイプの細胞合成粒子を容器に入れることにより、
金型中に沈殿させ、他の媒体と組み合わせることができる。他の細胞を導入し、粒子が互
いに融合し、組織を形成するのを助けることができる。成型組織は次に、例えばさまざま
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な成形手段を用いることにより、所望の構築物に成形することができる。
【００６４】
　本明細書に記載されるような粒子は、ある範囲のサイズで生成することができる。例え
ば、粒子が細胞のシートから切断される場合、粒子は１００ミクロン～２ｃｍの範囲の幅
を有することができる。粒子幅の他の範囲としては、１０～１５０ミクロン、１ｍｍ～１
０ｃｍ、０．５ｃｍ～５ｃｍ、および１～２ｃｍが挙げられる。また他の範囲としては：
１０～２５ミクロン；２５～５０ミクロン；５０～７５ミクロン；７５～１００ミクロン
；１００～１５０ミクロン；１５０～２００ミクロン；２００～２５０ミクロン；２５０
～３００ミクロン；３００～５００ミクロン；５００～７５０ミクロン；７５０～１００
０ミクロン；１０００～１２５０ミクロン；１２５０～１５００ミクロン；１５００～２
０００ミクロン；２０００～２５００ミクロン；および２５００～５０００ミクロンが挙
げられる。前述のリストの範囲の異なる各範囲から選択される下端点およびより上端点か
らなる他の範囲を用い、粒子幅の有用な範囲を記載することもできることが理解されるべ
きである。正確な数（例えば、２５０ミクロン）として表される範囲はあるいはいくらか
の不正確さを有するもの（例えば、「約２５０ミクロン」）として表し、これにより正確
に記載された範囲からやや外れた値を含むことができることがさらに理解されるべきであ
る。一般的には、「約」の使用は＋／－５％の不正確さを表すことができる。他の典型的
な幅は、０．４、０．６、および０．８ｃｍである。好適な粒子サイズは０．１～１ｍｍ
の範囲内に該当する。サイズは全体の平均として表すことができる。従って、例えば、シ
ートから切断された粒子の全体は特定の範囲、例えば、長さおよび幅０．３～０．５ｍｍ
内のサイズを有することができる、すなわち、全体の平均は０．３～０．５ｍｍである。
本明細書において他の場所に記載されるように、粒子の厚さはそこから切断されるシート
の厚さに由来し、一般的には０．０５～０．３ｍｍであり得る。長さ寸法による粒子サイ
ズの表示は、例えば対応する体積を記載することによる、サイズを定量化する他の方法を
排除しない。
【実施例】
【００６５】
実施例１：注射可能な細胞合成粒子
　細胞合成組織シート（本明細書において他の場所に記載される方法により生成）を２４
週間の培養期間後に切断し、粒子を生成する。この用途には、面積約１ｍｍ２の粒子が好
適であり、これは直径約２５０μｍの回転楕円体の体積に近いが、注射可能な粒子をもた
らすいずれの粒子サイズも用いることができる。シートは培養基質から機械的に分離され
、まな板に移される。多刃工具を用い、シートを１つの方向に、その後垂直方向に切断し
、個別の粒子を形成する。粒子は細胞適合性液体中に懸濁させ、細胞合成粒子を形成する
。粒子はすぐに注射する、より球形に収縮させる、またはそうでなければ数分～何か月も
の範囲であり得る時間で再構築することができる。これは、粒子再構築および生存を促進
し、治療効果を向上する、撹拌または培地のような、特定の培養条件を提供するバイオリ
アクターにおいて達成することができる。
【００６６】
　移植前、粒子は、数分～数日間、特定の緩衝剤ですすぎ、移植の成功に悪影響を及ぼし
得る、ウシ血清のような培地の望ましくない成分を除去することができる。それらは、移
植片の治癒を促進する、製剤の体積を増加する、または他の所望の効果を有する作用剤で
インキュベート、もしくは単純にこれと共注射することもできる。例えば、作用剤は注射
の部位で血管新生を促進し、粒子生存ならびに新生組織形成および安定を向上することが
できる。別の実施形態では、作用剤は、注射された粒子が骨の修復治療として意図される
場合、石灰化が有利である。別の実施形態では、粒子はフィブリン接着剤、または他の足
場ゲルと注射され、注射後より凝集性の塊を形成する。
【００６７】
実施例２：組織修復のための多孔性足場
　この実施形態では、生体粒子を生成し（１ｍｍ２断面積）、バイオリアクターにおいて
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、撹拌条件下（４０ＲＰＭ）３７℃および１０％のＣＯ２の培地中に３日間維持する。粒
子は次に多孔性底部を有する金型に注ぐ。例えば、金型は１００μｍの細孔サイズを有す
るポリエステルのメッシュにより閉じられた１つの末端を有するシリコーンシリンダー（
１ｃｍ内径）であり得る。粒子をチューブに注いだ後、他の末端は、１ｍｍ内径の中央開
口を有する挿入物で閉じることができる。金型はその後回転シャフト上に、メッシュがシ
ャフトの反対側に向き、挿入物がシャフト側に向くように取り付けられる（シャフトは垂
直であるが、チューブは水平に配向される）。シャフトはその縦軸のまわりを回転するの
で、チューブはシャフトに対して放射状に配向される。得られる遠心力は組織をメッシュ
に接して維持し、組織内の培地交換を確実にする。３週間後、粒子は組織に融合し、金型
から取り出すことができる。この組織は患者に移植し、欠損を埋めることができる。組織
におけるボイド空間はグラフトの血管新生および全体的な形態の維持に有利である。
【００６８】
　代替アプローチでは、組織は失活させ、患者自身の細胞で完全に再配置される。このア
プローチは、失活グラフトは生体組織よりかなり容易に保存および輸送することができる
ので、製造の観点から顕著な利点を有する。また、失活組織は、シートが自家細胞でいく
つかの免疫反応を回避することにより生成された場合、治癒の向上をもたらすことができ
る。失活自家組織でも、線維芽細胞が組織の血管新生または他の有益な再構築を阻害する
場合、より良好な結果をもたらすことができる。より良好な治癒は、例えば、構築物のボ
イド空間の内腔表面に結合したヘパリンコーティングを追加することにより達成すること
もできる。このヘパリンには、マトリックスの血管新生を加速する血管内皮増殖因子をさ
らに装填することができる。
【００６９】
　１つの美容用途は、輪郭変形を削る、または腫瘍欠損を置き換えることである。除去さ
れた癌性組織の体積を患者自身の血管再生組織で復元する臨床的に変換可能な方法の開発
には、多数の再建、美容、および矯正の可能性がある。
【００７０】
実施例３：特殊化した細胞を含有する多孔性足場
　本明細書において他の場所に記載されるように、生体または失活細胞合成粒子を用い、
多孔性足場を形成することができる。足場には移植前に細胞集団を播種することができる
。この播種足場は、細胞集団に基づき、いずれかの臓器の正常な機能を模倣または補足す
る能力を有する。この細胞模倣性を用い、生化学的役割、例えばインスリンの生成、また
は構造的役割を行うことができる。１つの実施形態では、内皮細胞またはその前駆細胞を
播種し、内皮細胞がレシピエントの周辺細胞から遊走する自発的再構築によるものより迅
速に血管の機能的ネットワークを形成することができる。機能的血管構造を有することに
より、移植片はそのもとの形状を維持し、美容および再建外科のためのより良好な製品を
提供する可能性が高い。組織の形成中、１つ以上のチューブ状構造は組織に部分的に一体
化させることができ、自由端はレシピエントの血管に結合されたままであり、他端は組織
に埋め込まれ、組織におけるチャンネルに接続され、よって組織の潅流を可能にする。こ
の潅流はインビトロで行い、組織形成を向上し、移植に備えることもできる。
【００７１】
　また、特殊化した細胞は内皮細胞とともに用い、さらなる機能を追加することができる
。例えば、脂肪細胞またはその前駆細胞が播種される場合、粒子構築物は外科医に、乳房
再建のための所定の体積の患者に特異的な脂肪組織の供給源を提供することができる。膵
臓細胞が播種される場合、この構築物はグルコースチャレンジに対してインスリンを生成
することができる。一次腎細胞が播種される場合、この構築物は機能的血液濾過ユニット
に再構築することができる。肝細胞が播種される場合、この構築物は不全肝臓に移植し、
解毒機能を向上することができる。
【００７２】
実施例４：研究モデル
　粒子は、インビボ腫瘍微小環境の態様を再現する複雑な細胞培養モデルの構築に用い、
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腫瘍発症、進行、および治療の変遷を多重スケールで研究することができる。粒子は複雑
な細胞培養モデルの構築に用い、血管ネットワーク発達を潅流下で研究することができる
。
【００７３】
実施例５：ＰＢＴＥ、ＴＢＴＥおよびＳＢＴＥの組み合わせ
　細胞合成シート、スレッドおよび粒子はそれぞれ、組織および臓器設計に関して明確な
異なる利点を有する。この実施形態では、封入体はシートを巻くことにより形成すること
ができる。この封入体は、縫合材料としてスレッドを用いてシートの縁を縫い合わせるこ
とにより、完全にまたは部分的に封止することができる。封入体は次に特殊化した細胞（
例えば、肝細胞）を播種した粒子で充填することができる。封入体は、米国特許第７，１
１２，２１８号に記載されるように、シートから形成されたチューブに接続し、潅流系を
形成することができる。この組織のボイド空間には内皮細胞を播種することができる。適
当なインビトロ培養期間後、この構築物は、チューブを患者の循環系に接続することによ
り、患者に移植することができる。いくつかのチューブは肝管、胆管、または直接十二指
腸に接続することができる。こうした構築物は完全に生物学的な肝臓様構造体を提供する
ことができる。シートおよびスレッドは生体適合性材料により置き換えることができる。
当業者であれば、用いられる特殊化した細胞、構築物の形態および移植場所を変えること
により、多数の臓器を形成することができることを理解することができる。このアプロー
チを用い、内壁を内皮細胞および気道上皮で覆い、チューブのいくつかを気管支に接続す
ることにより、肺を形成することもできる。
【００７４】
　本明細書に記載される方法および装置は一般的にはヒトに用いられる組織粒子を形成す
るのに適用されるが、本方法および装置は、獣医学および農学用途の、例えばペットおよ
び家畜のための組織粒子を形成するのに採用することもできることが理解されるべきであ
る。一般的には、本明細書における方法および装置は哺乳類に適用されるが、こうした方
法は鳥類、爬虫類、両生類、および魚のような水生生物に用いられる組織を形成すること
もできる。
【００７５】
　前述の記載は本技術のさまざまな態様を例示することを意図する。本明細書において提
示される実施例は添付の特許請求の範囲を限定することを意図しない。本発明はここで十
分に説明され、添付の特許請求の範囲またはその精神を逸脱することなく多くの変更およ
び修正を行うことができることは当業者にとって明らかである。
【００７６】
　本明細書において引用されるすべての参考文献は、そのそれぞれの全開示をすべての目
的のため本明細書に参照により組み入れる。
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