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明 細 書

発明の名称 ：粒子状脱細胞化組織の製造方法

技術分野

[0001 ] 本発明は、再生医療や細胞培養等に好適に使用できる脱細胞化組織の製造

方法に関する。

背景技術

[0002] 他人の生体組織由来の移植片を移植する場合、被移植者側組織による移植

片の拒絶反応が問題となる。このような問題の解決方法として、人工組織の

開発が期待されている。素材として種々の高分子が試されているが、これら

素材と生体組織との適合性が低いため、移植片と生体組織との接合部位にお

ける脱落や感染症が発生する場合がある。そこで、生体組織との適合性を向

上すべ く、生体組織から細胞を除却 して残存する支持組織である脱細胞化生

体組織を移植片として使用する技術が開発されてきた。生体組織からの脱細

胞方法としては、界面活性剤を使用する方法 （例えば、特許文献 1、 2 を参

照）、酵素を使用する方法 （例えば、特許文献 3 を参照）、酸化剤を使用す

る方法 （例えば、特許文献 4 を参照）、超高静水圧処理による方法 （例えば

、特許文献 5 〜 7 を参照）等が知られている。

[0003] また、このような脱細胞化生体組織を粒状化または粉体化 したもの （粒子

状脱細胞化組織）も知られており、粒子状脱細胞化組織は、疾患部位に注入

して疾患部位の再生 治癒を促 したり、成形 して移植片として使用されてい

る （例えば、特許文献 8 〜 1 0 を参照）。従来知られた粒子状脱細胞化組織

は、界面活性剤を使用する方法で製造されているが、超高静水圧処理による

方法により製造された粒子状脱細胞化組織は、知られていなかった。

先行技術文献

特許文献

[0004] 特許文献1 ：特開昭 6 0 - 5 0 1 5 4 0 号公報

特許文献2 ：特表 2 0 0 3 —5 1 8 9 8 1 号公報



特許文献3 ：特表 2 0 0 2 — 5 0 7 9 0 7 号公報

特許文献4 ：特表 2 0 0 3 - 5 2 5 0 6 2 号公報

特許文献5 ：特開 2 0 0 4 — 0 9 4 5 5 2 号公報

特許文献6 : 国際公開第 2 0 0 8 / 1 1 1 5 3 0 号パ ン フ レツ 卜

特許文献7 ：特表 2 0 1 3 - 5 0 2 2 7 5 号公報

特許文献8 ：特表平 0 7 — 5 0 9 6 3 8 号公報

特許文献9 ：特表 2 0 0 2 - 5 1 8 3 1 9 号公報

特許文献 10 ：特表 2 0 1 - 5 0 5 0 1 3 号公報

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[0005] 従来知 られた、粒子状脱細胞化組織 は、移植 片の拒絶反応 もな く、疾患部

位の再生 治癒 に有用であるが、組織の再生効果が十分ではな く、細胞培養

用材料 と して使用 した場合 には細胞毒性 を示す場合があると言 う問題があ つ

た。

課題 を解決するための手段

[0006] 本発明者 らは、上記課題 を解決すべ く鋭意検討 した結果、媒体中で高静水

圧 を印加することによ り脱細胞化 した粒子状の動物組織が、細胞の誘引や分

化誘導 と言 つた効果 を有 してお り、細胞培養時の細胞毒性 もないというこ と

を見出 し、本発明を完成 させた。すなわち、本発明は、動物 由来組織 に、媒

体中で高静水圧 を印加する工程 を有することを特徴 とする粒子状脱細胞化組

織の製造方法である。

[0007] 具体的には、本発明は以下を含む。

[ 1 ] 動物 由来組織 に、媒体中で高静水圧 を印加する工程 を有するこ とを特

徴 とする粒子状脱細胞化組織の製造方法。

[ 2 ] 高静水圧が 2 〜 1 , 5 0 O M P a であることを特徴 とする [ 1 ] 記載の

粒子状脱細胞化組織の製造方法。

[ 3 ] 動物 由来組織 を粉砕 した後 に、媒体中で高静水圧 を印加するこ とを特

徴 とする [ 1 ] 又 は [ 2 ] 記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法。



[ 4 ] 媒体中で高静水圧を印加 した動物由来脱細胞化組織を粉砕することを

特徴とする [ 1 ] 又は [ 2 ] 記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法。

[ 5 ] 媒体中で高静水圧を印加 した動物由来脱細胞化組織を、ァニオン性界

面活性剤及び/ 又はノニォン性界面活性剤を含有 しない洗浄液で洗浄すること

を特徴とする [ 1 ] 〜 [ 4 ] の何れか 1項に記載の粒子状脱細胞化組織の製

造方法。

[ 6 ] [ 1 ] 〜 [ 5 ] の何れか 1項に記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法

より製造された粒子状脱細胞化組織。

[ 7 ] [ 6 ] に記載の粒子状脱細胞化組織を使用 した移植用又は治療用の材

料。

[ 8 ] [ 6 ] に記載の粒子状脱細胞化組織を使用 した細胞培養用材料。

発明の効果

[0008] 本発明の製造方法により、細胞毒性がなく、細胞の誘引効果や分化誘導効

果を有 し、細胞毒性がなく、組織の再生効果が高い粒子状脱細胞化組織が得

られる。本発明の製造方法により得 られた粒子状脱細胞化組織は、粒子状で

あることから、適用対象となる部位が限定されず、種々の部位に使用可能で

ある。

図面の簡単な説明

[0009] [ 図1] 神経突起伸長試験の実施例 2 のN G F 未添加の結果を示す。

[ 図2] 神経突起伸長試験の実施例 3 のN G F 未添加の結果を示す。

[ 図3] 神経突起伸長試験のブランクのN G F 未添加の結果を示す。

[ 図4] 神経突起伸長試験のブランクのN G F 添加の結果を示す。

[ 図5] 皮下埋植試験の実施例 1 の 2 8 日後の皮下ポケッ卜部 （左図）及び染色

したラッ卜の組織の断面 （右図）を示す。

[ 図6] 凍傷モデル試験の実施例 1 の、試験前の外観 （左上図）、試験後の外観

(右上図）及び染色 したラッ卜組織の断面 （下図）を示す。

[ 図7]凍傷モデル試験のプランクの、試験前の外観 （左上図）、試験後の外観

(右上図）及び染色 したラッ卜組織の断面 （下図）を示す。



発明を実施するための形態

[001 0] 以 下、本発 明 について詳細 に説 明す る。

〔生体組織 〕

本発 明の粒 子状脱細胞化組織 の製 造方法 に使 用す る生体組織 は、脊椎動物

由来 の細胞 を有 す る生体組織 であれば、特 に限定 されないが、拒絶反応 が少

ない ことか ら、 哺乳類又 は鳥類 由来 の生体組織 が好 ま しく、 入手 が容易であ

る ことか ら、 哺乳類 の家畜、鳥類 の家畜 または ヒ 卜由来 の生態組織 が更 に好

ま しい。 哺乳類 の家畜 と しては、 ゥシ、 ゥマ、 ラクダ、 リャマ、 ロバ、 ャ ク

、 ヒッジ、 プタ、 ャギ、 シカ、 アルパ カ、 ィ ヌ、 タ ヌキ、 イタチ、 キツネ、

ネ コ、 ゥサ ギ、ハ ムスター、 モル モ ッ ト、 ラ ッ 卜、 マ ウス、 リス、 アライダ

マ等 が挙 げ られ る。 また、鳥類 の家畜 と しては、 イ ンコ、 ォ ゥ厶、 ニ ヮ トリ

、 ァ ヒル、七面鳥、 ガチ ョウ、 ホ ロホ ロ鳥、 キジ、 ダチ ョウ、 ゥズ ラ等 が挙

げ られ る。 これ らの中で も、 入手 の安定性 か ら、 プタ、 ゥサ ギ、 ヒ 卜の生体

組織 が好 ま しい。

[001 1] 生体組織 の部位 と しては、細胞 外 にマ 卜リックス構造 を持 った部位 が使 用

で き、 この よ うな部位 と しては、例 えば、肝臓、 腎臓、尿管、膀胱、尿道、

舌、 扁桃、食道、 胃、小腸、 大腸、 肛 門、腠臓、心臓、血管、脾臓、肺、脳

、 骨、脊髄、軟 骨、精巣、 子宮、卵管、卵巣、胎盤、 角膜、 骨格筋、腱、神

経、皮膚等 が挙 げ られ る。 生体組織 の部位 と して、組織再 生の効果 が高 い こ

とか ら軟 骨、 骨、肝臓、 腎臓、心臓、肺、脳、及び脊髄 が好 ま しい。 生体組

織 は採取後、腐敗 や機 能 の低 下 を防 ぐための処理 を行 うことが好 ま しい。 こ

の よ うな処理 と しては、薬剤 による殺菌処理、冷凍 による凍結処理等 が挙 げ

られ、組織へ ダメ一ジが少ない ことか ら凍結処理 が好 ま しい。

[001 2] 〔粉砕 工程 〕

本発 明の粒 子状脱細胞化組織 の製 造方法 では、 生体組織 を採取 し、 生体組

織 に高静水圧 を印加 し、破壊 された細胞 を洗浄除去 し、粒 子状 の脱細胞化組

織 を得 るまでの間の、 どの段階で生体組織 （または脱細胞化組織 ） を粉砕 し

て粒 子状 に して もよいが、破壊 された細胞 を洗浄除去 す る場合 に、 生体組織



の形状が保たれた状態よりは粒子状である方が、破壊 された細胞の洗浄除去

が容易に行えることか ら、少な くとも細胞の洗浄除去の前 に、粉砕すること

が好ま しい。

[001 3] 組織 を粉砕する方法 と しては、生体組織 をそのまま常温で粉砕する方法、

生体組織 を冷凍 し凍結状態で粉砕する方法等が挙 げられ、特 に限定されない

が、常温では粉砕が困難な生体組織、例えば、腎臓等の軟組織の場合 には、

凍結状態で粉砕することが好ま しい。凍結状態で粉砕する場合、 o °c 付近の

温度では氷の結晶の成長により組織 にダメ一ジが残る場合があることか ら、

凍結状態で粉砕する場合の粉砕の温度は— 8 0 〜 一 5 °C が好ま しく、 _ 5 0

〜 ― 1 0 °C が更に好ま しく、 _ 4 0 〜 ― 1 5 °C が最 も好ま しい。生体組織は

凍結 して保存することが好ま しいことか ら、保存 している凍結状態の生体組

織 を粉砕すれば工程が簡略化でき、粒子状の生体組織 に対 して高静水圧処理

することができる。

[0014] 生体組織は、粉砕後の分級が容易であることか ら、乾燥 してか ら粉砕 して

もよい。生体組織の乾燥方法 と しては、加熱乾燥、減圧乾燥、凍結乾燥、有

機溶媒による脱水等が挙 げられ、細胞や核酸の洗浄が容易に行えることか ら

、凍結乾燥、有機溶媒による脱水が好ま しく、凍結乾燥が更に好ま しい。有

機溶媒を用いて脱水する場合の有機溶媒 と しては、エタノール、 アセ トン等

が挙 げられる。 この他、生体組織 を粉砕することな く脱細胞化 し、脱細胞化

した生体組織 を乾燥 して粉砕 してもよい。

[001 5] 粉砕方法 と しては、ボール ミル、 ビーズミル、 コロイ ドミル、 コニカル ミ

ル、デ ィスクミル、エ ッジミル、製粉 ミル、ハ ンマ一ミル、ペ レッ トミル、

カッテ ィングミル、 ローラ一ミル、ジェッ トミル等が挙 げられ、生体組織へ

のダメージが少ないことか ら、カッテ ィングミルが好ま しい。

[001 6 ] 本発明の粒子状脱細胞化組織の大 きさがあまりにも小さい場合 には、組織

再生の効果が低 く、 またあまりに大 きい場合 には、移植や治療の基材 と して

使用 しに くいことか ら、本発明の粒子状脱細胞化組織は粒径が 0 . 1 〜 1 , 0

O O m が好ま しく、 0 . 5 〜 5 O O m が更に好ま しく、 1 〜 1 0 0 m が



最 も好 ま しい。

[001 7] 〔高静水圧処理工程〕

本発 明の製造方法では、生体細胞 に媒体 中で静水圧 を印加 ことによ り生体

組織 が脱細胞化 される。 印加 する静水圧が 1 0 0 M P a よ りも低 い場合 には

、生体組織 か らの脱細胞 が不十分 となる。一方、静水圧の印加 には印加 に耐

え られる圧力容器 が必要であ り、多大なエネル ギーを要する。 このため、生

体組織 に印加 する静水圧 は、 2 〜 1 , 5 O O M P a が好 ま しく、 1 0 〜 1 , 0

O O M P a が更 に好 ま しく、 8 0 〜 5 0 0 M P a が最 も好 ま しい。

[001 8] また、静水圧の印加 に使用する媒体 と しては、水、生理食塩水、 プロピレ

ング リコ一ル又 はその水溶液、 グ リセ リン又 はその水溶液、糖類水溶液等が

挙 げ られる。緩衝液 と しては、酢酸緩衝液、 リン酸緩衝液、 クェ ン酸緩衝液

、ホ ウ酸緩衝液、酒石酸緩衝液、 卜リス緩衝液、 H E P E S 緩衝液、 M E S

緩衝液等が挙 げ られる。糖類水溶液 の糖類 と しては、 エ リ トロ一ス、 キシ ロ

—ス、 ァラ ビノース、 ァロース、 タ ロース、 グル コース、 マ ンノース、 ガラ

ク 卜一ス、 エ リス リ 卜一ル、 キシ リ 卜一ル、 マ ンニ 卜一ル、 ソル ビ 卜一ル、

ガラクチ 卜一ル、 スクロース、 ラク 卜一ス、 マル ト一ス、 トレハ ロース、デ

キス トラン、 アル ギン酸、 ヒアル ロン酸等が挙 げ られる。

[001 9] 高静水圧処理 の温度 は、氷 が生成せず、熱 による組織へのダメージがない

温度 であれば、特 に限定 されないが、脱細胞処理 が円滑 に行われ組織への影

響 も少ない ことか ら 5 〜 4 5 °C が好 ま しく、 1 0 〜 4 0 °C が更 に好 ま しく、

1 5 〜 3 5 °C が最 も好 ま しい。高静水圧処理 の時間は、短す ぎると細胞 の破

壊 が十分行われず、長 い場合 にはエネル ギーの浪費 につながることか ら、 5

〜 6 0 分 が好 ま しく、 7 〜 3 0 分 が更 に好 ま しい。

[0020] 〔洗浄工程〕

高静水圧が印加 された生体組織 は、洗浄液 によ り破壊 された細胞 を洗浄除

去 される。洗浄液 は、静水圧の印加 に使用 した媒体 と同 じ液 で もよい し、異

なる洗浄液 で もよ く、複数 の種類 の洗浄液 を組み合わせて用いて もよい。洗

浄液 は、核酸分解酵素、有機溶媒又 はキ レー ト剤 を含有 することが好 ま しい



。核酸分解酵素は、静水圧が印加 された生体組織か らの核酸成分、有機溶媒

は脂質、それぞれの除去効率 を向上させることができ、キ レ一 卜剤は、脱細

胞化組織中のカルシウムイオンやマグネシウムイオンを不活性化することに

より、本発明の粒子化脱細胞組織 を疾患部 に適用 した場合の石灰化を防 ぐこ

とができる。

[0021 ] 有機溶剤 と しては、脂質の除去効果が高いことか ら、水溶性の有機溶剤が

好ま しく、エタノール、イソプロパ ノール、 アセ トン、ジメチルスルホキシ

ドが好ま しい。キ レ一 卜剤 と しては、エチ レンジァミン四酢酸 （E D T A )

、二 卜リロ三酢酸 （N T A ) 、 ジエチ レン トリミン五酢酸 （D T P A ) 、 ヒ

ドロキシェチルエチ レンジァミン三酢酸 （H E D T A ) 、 トリエチ レンテ 卜

ラミン六酢酸 （T T H A ) 、 1 ， 3 _ プロパ ンジァミン四酢酸 （P D T A )

、 1 ， 3 —ジァミノ一 2 —ヒ ドロキシプロパ ン四酢酸 （D P T A —〇H ) 、

ヒ ドロキシェチルイミノ二酢酸 （H I D A ) 、 ジ ヒ ドロキシェチルグ リシン

( D H E G ) 、 グ リコールエーテルジァミン四酢酸 （G E D T A ) 、 ジカル

ボキシメチルグルタミン酸 （C M G A ) 、 3 —ヒ ドロキシ一 2 ， 2 ' —イミ

ノジコハク酸 （H I D A ) 、 ジカルボキシメチルァスパラギン酸 （A S D A

) 等のイミノカルボン酸系キ レ一 卜剤 またはその塩 ；クェン酸、酒石酸、 リ

ンゴ酸、乳酸等の ヒ ドロキシカルボン酸系キ レ一 卜剤 またはその塩が挙 げら

れ、 これ らのキ レ一 卜剤の塩 と しては、ナ トリウム塩又はカ リウム塩が挙 げ

られる。

[0022] なお、洗浄液 にァニオン性界面活性剤ゃ ノニオン性界面活性剤 を含有 させ

ると、破壊 された細胞組織や核酸、脂質等の除去効率が上がるが、細胞毒性

が出た り、脱細胞化組織の組織再生効果が下がる場合があることか ら、 この

ような界面活性剤は使用 しないことが好ま しい。洗浄する場合 には、高静水

圧処理 された粒子状組織 を洗浄液 に浸潰するが、必要に応 じて、洗浄液 を振

盪 または撹拌 してもよい。

[0023] 本発明の粒子状脱細胞化組織が適用される疾患部位は、細胞組織 を有する

疾患部位であれば、特 に限定されず使用できる。 また、原料 となった生体組



織と同様の疾患部位に適用 してもよいし、異なる部位に適用 してもよい。た

とえば、本発明の粒子状脱細胞化組織が、肝臓由来の脱細胞化組織である場

合には、肝臓に使用 してもよいし、異なる部位、例えば、腎臓、心臓、肺、

脳、脊髄等に適応 してよい。

[0024] 本発明の粒子状脱細胞化組織は、疾患部位にそのまま適用 してもよいし、

生理食塩水、 5 %プ ドゥ糖液、 リンゲル液等に分散 して適用 してもよいし、

フィプリノゲン等によりゲル状にして適用 してもよい。また、本発明の粒子

状脱細胞化組織は、単独で適用 してもよいし、疾患部位の再生 治癒効果の

ある他の成分とともに適用 してもよい。このような他の成分としては、成長

因子、プロテオグリカン又はグリコサミノダリカン、細胞、 — 1，3 —グ

ルカン、 メバ ロン酸等が挙げられる。

[0025] 成長因子としては、インシュ リン類似成長因子 （I G F ) 、塩基性繊維芽

細胞成長因子 （b F G F ) 、酸性繊維芽細胞成長因子 （a F G F ) 、形質転

換成長因子— ( T G F - ) 、形質転換成長因子_ S ( T G F - S ) 、骨

形成タンパク質 （B M P ) 、血小板由来成長因子 （P D G F ) 、角質細胞成

長因子 （K G F ) 、表皮細胞成長因子 （E G F ) 、血管内皮細胞成長因子 （

V E G F ) 、造血促進因子 （E P O ) 、顆粒大食細胞成長因子 （G M —C S

F ) 、顆ふ え d 3 2 1粒細胞成長因子 （G —C S F ) 、神経細胞成長因子 （

N G F ) 、へパ リン結合因子 （E G F ) 等が挙げられる。プロテオグリカン

又はグリコサミノダリカンとしては、コン ドロイチン硫酸、へパラン硫酸、

ケラタン硫酸、デルマタン硫酸、 ヒアルロン酸、へパ リン等が挙げられる。

[0026] 細胞は、再生医療に使用可能な細胞であれば、特に限定されない。このよ

うな細胞としては。たとえば、神経幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、肝

幹細胞、腠幹細胞、皮膚幹細胞、筋幹細胞、生殖幹細胞等の幹細胞 ；筋芽細

胞、骨芽細胞、象牙芽細胞、神経芽細胞腫、線維芽細胞、軟骨芽細胞、網膜

芽細胞腫、エナメル芽細胞、セメン ト芽細胞等の芽細胞等が挙げられる。細

胞は自家細胞であることが好ましいが、疾患部位に適用 した場合に拒絶反応

が起こらなければ他家細胞でもよい。



[0027] 本発明の粒子状脱細胞化組織は、細胞の分化促進効果及び誘引効果を有 し

ており、疾患部位の治癒 再生効果が高いことから、皮膚の創傷や凍傷の治

療等の皮膚科的な用途 ；手術や事故等により組織が除去された場合、事故や

病気によりが損傷を受けた場合の、組織の再生又は置換等の外科的な用途 ；

組織の再建、補正等の美容外科的な用途等に用いることができる。本発明の

粒子状脱細胞化組織を疾患部位に適用する場合は、疾患部位に塗布、付着、

噴霧、埋入又は注射器等を用いて注入すればよい。

[0028] 本発明の粒子状脱細胞化組織は、細胞毒性が少なく、細胞の分化促進効果

及び誘引効果を有 していることから、疾患の治療材、組織移植の補助剤、再

生医療の足場材料、細胞培養の基材等として好ましく使用できる。本発明の

粒子状脱細胞化組織を疾患の治療材、組織移植の補助剤、再生医療の足場材

料として使用する場合には、そのまま患部に適用 してもよいし、ゲル状物、

シ一 卜状物、三次元構造物等に加工 してから適用 してもよい。また、本発明

の粒子状脱細胞化組織を用いて細胞培養 したものを、患部に適用 してもよい

[0029] 以下、実施例により本発明を更に説明するが、本発明はこれらの実施例に

よって限定されるものではない。尚、特に限定のない限り、実施例中の 「部

」や 「％」は質量基準によるものである。

[0030] 〔実施例 1〕

プタの肝臓を冷凍 し、 _ 2 0 °Cで、フー ドプロセッサ一を用いて粉砕 し、

ふるいを用いて直径 5 0 0 m以上の粒子を除去 して、プタの肝臓の微細粒

子 （平均粒径 5 0 m、粒径 1 m未満の成分は 5 %以下）を得た。ポ リェ

チレン製チャック付き袋に、この微細粒子 5 g と、高静水圧処理の媒体とし

て生理食塩水 1 5 g とを入れ、研究開発用高圧処理装置 （神戸製鋼製、商品

名 ：D r . C H E F ) を用いて、 1 , 0 0 0 M P a の静水圧を 1 5 分間印加 し

た。この後、高静水圧処理 した粉末を滅菌カップに移 し、洗浄液として生理

食塩水 2 0 g を入れて、 2 5 °Cで 5 時間振盪 し、洗浄液を更新 して更に2 時

間浸透 して、実施例 1 の粒子状脱細胞化組織を得た。



[0031 ] 〔実施例 2 〕

プタの肝臓をプタの大脳に変えた以外は、実施例 1 と同様の操作を行い実

施例 2 の粒子状脱細胞化組織を得た。

[0032] 〔実施例 3 〕

プタの肝臓をプタの脊髄に変えた以外は、実施例 1 と同様の操作を行い実

施例 3 の粒子状脱細胞化組織を得た。

[0033] 〔比較例 1 〕

滅菌カップに、実施例 1 と同様の方法で粉砕 したプタの肝臓の微細粒子 5

g と、脱細胞溶液 として 0 . 5 % の ドデシル硫酸ナ 卜リゥ厶を含有するハンク

スの平衡塩溶液 1 5 g を入れ、 2 5 °C で 5 時間保存 した。 この後、脱細胞溶

液を除去 し、洗浄液 として界面活性剤を含有 しないハンクスの平衡塩溶液 2

O g を入れて、 2 5 °C で 5 時間振盪 し、洗浄液を更新 して更に 2 時間振盪す

ることにより、比較例 1 の粒子状脱細胞化組織を得た。

[0034] 〔比較例 2 〕

プタの肝臓をプタの大脳に変えた以外は、比較例 1 と同様の操作を行い比

較例 2 の粒子状脱細胞化組織を得た。

[0035] 〔比較例 3 〕

プタの肝臓をプタの脊髄に変えた以外は、比較例 1 と同様の操作を行い比

較例 3 の粒子状脱細胞化組織を得た。

[0036] 〔細胞遊走性試験〕

L 9 2 9 細胞 （マウス繊維芽細胞）をM E M培地を用いて、 3 7 °0 で 2 4

時間培養 し、飢餓状態に した。 2 4 we l p late d i shに 5 % の粉末化脱細胞

化組織を含有するM E M培地 1 m L を添加 し、セル カル チ ヤ一 イ ンサ ー ト （

孔径 8 m ) を各 w e I I にセ ッ トした。インサー ト内に、 M E M培地で培

養 した L 9 2 9 細胞を播種 し （1 . 0 X 1 0 5細胞/ w e I | ) 、 3 7 °C で 1

〜 3 時間培養 し、インサー ト下のw e I I 部 に移動 した細胞数を計測 した。

細胞数の計測は、 D A P I で染色 した後、蛍光顕微鏡を用いて行い、 5 のw

e I I 部の平均数を求めた。なお、粉末化脱細胞化組織を使用 しないものを



プランクと した。結果 を表 1 に示す。

[0037] [ 表 1]

[0038] 細胞遊走性試験 では、本発 明の粉末化脱細胞化組織 で高い細胞遊走性 が見

られた。 これは、本発 明の粉末化脱細胞化組織 が、細胞 の誘引効果 を有 する

ことを示す ものである。 なお、比較例 1 では一部 の細胞 に細胞死が見 られた

[0039] 〔神経突起伸長試験〕

コラーゲンコ一 卜24 we p late d i shに、 1 0 % のHorse serum と 5 % の ゥ

シ胎児血清 （F B S ) を含有 する R P M I 培地 を用いて、 P C 1 2 細胞 （ラ ッ

卜の副腎髄質 由来の褐色細胞腫） を播種 （1 . 0 X 1 0 4細胞 / w e I I ) し、

3 7 °C で 2 4 時間培養 した。培地 を 0 . 1 % のHose serum を含有 する R P M I

培地 に変更 し、 セル カルチ ヤ ンサ一 卜 （孔径 8 m ) を各 w e I I にセ

ッ 卜した。 インサ一 卜内に 5 % の脱細胞化粉末 を含有 する生理食塩水 を 2 0

O L 添加 し、神経細胞成長因子 （N G F ) を 5 0 n g 添加 した場合 と添加

しない場合 について 2 4 時間培養 した。位相差顕微鏡 で細胞 を観察 し、以下

の基準 で神経突起伸長効果 を評価 した。結果 を表 2 に示す。

◎ ：明 らかな神経突起伸長効果が見 られる。

〇 ：一部 に神経突起伸長効果が見 られる。

△ ：神経突起伸長効果が見 られない。

X ：—部 または全部 の細胞 に、細胞死が観察 された。

[0040]



[表2]

[0041 ] 神経突起伸長試験では、本発明の粉末化脱細胞化組織は、 N G F を添加 し

ない場合でも明らかな神経突起伸長効果が見られた。これは本発明の粉末化

脱細胞化組織が、細胞の分化誘導効果を有することを示すものである。比較

例では、細胞死が観察され、比較例の粉末化脱細胞化組織が細胞毒性を有す

ることが示唆された。

[0042] 〔皮下埋植試験〕

ラッ卜 （Wi star rat ォス、 8 〜 1 2 週齢）を麻酔処理 し、背部を剃毛し

、剃毛部をポビドンョ一 ド溶液で消毒 した。このラッ卜の背部をハサミで約

1 . 5 c m切開して皮下ポケッ卜を作成 した。この皮下ポケッ卜に脱細胞化粉

末約 2 0 m g を埋入し、縫合糸を用いて切開部を縫合 し、縫合部をポビドン

ョ一 ド溶液で再度消毒 した。 2 8 日後に、ラッ卜の皮下ポケット部を回収し

、へマ トキシリン ェォシン染色により染色して組織学的評価を行った。な

お、脱細胞化粉末を埋入せずに縫合 したものをプランクとした。結果を表 3

に示す。

〇 ：炎症反応が見られず、細胞の誘引が確認できる。

△ ：炎症反応は見られないが、細胞の誘引が明確でない。

X ：炎症反応が見られ、細胞の誘引も確認できない。

[0043] 〔凍傷モデル試験〕

ラッ卜 （Wi star rat ォス、 8 〜 1 2 週齢）を麻酔処理 し、背部を剃毛し

、弟I」毛部をポビドンョ一 ド溶液で消毒 した。このラッ卜の背部に、真皮中層

までの欠損 （直径 1 5 mm) を作成 し、更に、液体窒素で冷却した金属体を

6 0 秒間押 し付けて、凍傷 した創傷を作成 した。この創傷に、実施例 1又は



比較例 2の脱細胞化粉末を塗布し、創傷部を絆創膏で被覆し、さらにラッ卜

の胴体全周をガーゼを用いて被覆した。 7 日後、創傷部を回収し、へマトキ

シリン ェオシン染色により染色して組織学的評価を行つた。なお、脱細胞

化粉末を塗布せずに絆創膏で被覆したものをプランクとした。結果を表 3 に

示す。

◎ ：組織の再生が認められ、拘縮は認められない。

〇 ：組織の再生が認められるが、やや拘縮が認められる。

△ ：組織の再生が認められるが、明らかな拘縮が認められる。

X ：患部の悪化が認められる。

[0044] [表3]

[0045] 皮下埋植試験及び凍傷モデル試験から本発明の粉末化脱細胞化組織に高い再

生 治癒効果があることがわかる。

産業上の利用可能性

[0046] 本発明の粒子状脱細胞化組織は、細胞毒性が少なく、細胞の分化促進効果

及び誘引効果を有していることから、疾患の治療材、組織移植の補助剤、再

生医療の足場材料、細胞培養の基材等として好ましく使用できる。本発明の

粒子状脱細胞化組織を疾患の治療材、組織移植の補助剤、再生医療の足場材

料として使用する場合には、そのまま患部に適用してもよいし、ゲル状物、

シ一卜状物、三次元構造物等に加工してから適用してもよい。また、本発明

の粒子状脱細胞化組織を用いて細胞培養したものを、患部に適用してもよい



請求の範囲

動物 由来組織 に、媒体中で高静水圧 を印加する工程 を有することを

特徴 とする粒子状脱細胞化組織の製造方法。

高静水圧が 2 〜 1 , 5 0 O M P a であることを特徴 とする請求項 1

記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法。

動物 由来組織 を粉砕 した後 に、媒体中で高静水圧 を印加することを

特徴 とする請求項 1 又 は 2 記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法。

媒体中で高静水圧 を印加 した動物 由来脱細胞化組織 を粉砕 すること

を特徴 とする請求項 1 又 は 2 記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法。

媒体中で高静水圧 を印加 した動物 由来脱細胞化組織 を、 ァニオ ン性

界面活性剤及び/ 又 は ノニ オ ン性界面活性剤 を含有 しない洗浄液で洗

浄することを特徴 とする請求項 1 〜 4 の何 れか 1 項 に記載の粒子状脱

細胞化組織の製造方法。

請求項 1 〜 5 の何 れか 1 項 に記載の粒子状脱細胞化組織の製造方法

よ り製造 された粒子状脱細胞化組織。

請求項 6 に記載の粒子状脱細胞化組織 を使用 した移植用又は治療用

の材料。

請求項 6 に記載の粒子状脱細胞化組織 を使用 した細胞培養用材料。
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