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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　３Ｄ細胞培養に適した架橋ヒアルロナンヒドロゲルを得る方法であって、
　（ａ）架橋ヒアルロナンヒドロゲルを凍結乾燥して凍結乾燥ヒアルロナンヒドロゲルを
得る工程または凍結乾燥ヒアルロナンヒドロゲルを提供する工程と、
　（ｂ）凍結乾燥されたヒアルロナンヒドロゲルを殺菌する工程とを含み、
　凍結乾燥されたヒアルロナンヒドロゲルを殺菌する工程は、まずヒドロゲルを加熱する
工程と、次いでヒドロゲルを純粋アルコールに室温で浸す工程と、浸されたヒドロゲルを
物理的に圧縮する工程とを含み、
　浸されたヒドロゲルを物理的に圧縮する工程では、ヒドロゲルに閉じ込められている空
気を取り除く、方法。
【請求項２】
　加熱する工程は、１００℃でオイルバスを用いて一時間行われる、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　殺菌前に、凍結乾燥されたヒアルロナンヒドロゲルを所望の形状及び寸法に切り分ける
工程をさらに含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　殺菌の後に、殺菌されたヒアルロナンヒドロゲルを－２０℃の無菌状態で貯蔵する工程
をさらに含む、請求項１ないし３のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項５】
　工程（ｂ）の後に、殺菌されたヒドロゲルを、膨張平衡に達するまで再水和化する工程
をさらに含む、請求項１ないし４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　細胞培養媒体において、殺菌されたヒドロゲルを再水和化する、請求項５に記載の方法
。
【請求項７】
　再水和化の後に、再水和化されたヒアルロナンヒドロゲルを、３７℃、５％ＣＯ2雰囲
気中で、抗生物質を含む再水和化媒体で貯蔵する工程をさらに含む、請求項５または６に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔関連特許出願〕
　本願は、２０１０年６月２２日出願の欧州特許出願ＥＰ１０３０５６６６および２０１
１年３月２４日出願の欧州特許出願ＥＰ１１３０５３３３に基づく優先権を主張するもの
である。上記各欧州特許出願に記載されたすべての内容がここに援用される。
【０００２】
　〔背景技術〕
　細胞培養研究の大部分は、マイクロウェル・プレート、組織培養フラスコ、ペトリ皿の
ような二次元（２Ｄ）表面で行われてきた。これは、２Ｄ培養が容易かつ便利で、細胞の
生存可能性が高いためである。こうした従来の２Ｄ細胞培養システムは基礎的な細胞生物
学に対する我々の理解を著しく広げてきたが、薬学的な検査や細胞生物学における新たな
難問には不十分であり不適切であることが判明している。実際、２Ｄ細胞培養システムは
、細胞形態学、成長率、接触形状、輸送量、その他多くの細胞機能に影響することが知ら
れている、生体内状態の複雑で動的な諸環境を再現できない。
【０００３】
　２Ｄ培養の限界を乗り越えるために、スキャフォールド（足場、ｓｃａｆｆｏｌｄ）と
も呼ばれる三次元（３Ｄ）細胞培養マトリックスが導入されてきた。こうしたマトリック
スは、その構造上であるいは構造内で細胞の成長や組織化や分化を助けることができる多
孔性の物質である。従来の培養と比べ、３Ｄ培養における細胞は、細胞の形状と細胞の環
境に関して生体内状態により近いことが実証されてきた。３Ｄマトリックスの方が２Ｄ基
板よりも構造的・物質的にはるかに多様である。生体内環境の多様性に適合する種々の外
見、多孔性、透過性、機構的特徴、ナノスケールの表面形態学を備えた細胞支持材を作る
ために、さまざまな製造方法や生体材料が開発または改造されてきた。
【０００４】
　細胞外マトリックスに関する天然物質をスキャフォールド用の生体材料として用いるこ
とを探求するのに多くの努力が集中されてきた。実際、正常細胞および腫瘍細胞のふるま
いは、ヒアルロナンおよびコラーゲンが主な構成成分である細胞外マトリックス（ＥＣＭ
）の組成によって直接制約されることが知られている。ヒアルロナンは、グルクロン酸と
Ｎ－アセチルグリコサミン（β１、４－ＧｌｃＵＡ－β１、３－ＧｌｃＮＡｃ）ｎの二糖
の繰り返しからなるグリコサミノグリカンであり、細胞の増殖と移動に重要な役割を果た
し、数多くの細胞表面受容体相互作用に関わっている。ヒアルロナンはまた、腫瘍の進行
にも関わっていると一般的に考えられている（Stern, Pathol. Biol., 2005, 53: 372-38
2）。細胞内にヒアルロナンが多量に含まれ、細胞外マトリックスに蓄積されると、悪性
細胞の移動、増殖、侵襲に好適な微環境が作られる（Delpech et al., J. Intern. Med.,
 1997, 242: 41-48; Toole, J. Biol. Chem., 2002, 277: 4593-4596）。したがって、悪
性細胞の侵襲力は細胞外マトリックスとの相互作用に依存し、ヒアルロナン生産物によっ
て促進される。この例としては、結腸悪性腫瘍（Kim et al., Cancer Res., 2004, 64: 4
569-4576）、胸部腺癌（Auviven et al., Am. J. Pathol., 2000, 156: 529-536）、胃癌
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（Vizoso et al., Eur. J. Surg. Oncol., 2004, 30: 318-324）が挙げられる。癌細胞の
活動は、ＲＨＡＭＭまたはＣＤ４４のようなヒアルロナン膜受容体を伴う形質導入メカニ
ズムによって制御される。とりわけ、細胞表面に遍在する接着分子でありヒアルロナンの
主な受容体であるＣＤ４４は、細胞対細胞および細胞対ＥＣＭの相互作用、および癌細胞
の移動に関わっている（Assman et al., J. Pathol., 2001, 195: 191-196; Knudson et 
al., Matrix Biol., 2002, 21: 15-23; Ponta et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 200
3, 4: 33-45）。これらの所見から、ヒアルロナンを３Ｄマトリックスの生体材料として
用いることが導かれた。
【０００５】
　とりわけ、３Ｄ細胞培養に適した網状のヒアルロナンヒドロゲルは、本発明の発明者の
研究所において開発され、３Ｄでの癌細胞侵襲の検査および抗癌剤に対する癌細胞の感度
を評価するのに用いられてきた（David et al., Matrix Biology, 2004, 23: 183-193; D
avid et al., Cell Prolif., 2008, 41: 348-364; David et al., Acta Biomaterialia, 
2008, 4: 256-263; Coquerel et al., Glia, 2009, 57: 1716-1726）。しかし、当該技術
分野では常に、性質を改良した３Ｄマトリックスが必要とされている。
【０００６】
　〔発明の概要〕
　本発明は、おしなべて、三次元細胞培養を含むさまざまな用途に用いうる架橋ヒアルロ
ナンヒドロゲルを作成する方法に関する。より具体的には、本発明は、架橋ヒアルロナン
ヒドロゲルを、細胞培養用のスキャフォールドとして用いる前に処理または加工する方法
を提供する。特に、本発明に係る方法は、そうした処理をされていない類似のヒドロゲル
に比べて改良された性質を有するヒアルロナンヒドロゲルを産出する。実際、本発明に係
るヒドロゲルはより高い再水和性を示し、これはマトリックスへのより完全で均一な細胞
の移動をもたらし、ひいてはより優れた３Ｄ細胞培養をもたらす。
【０００７】
　したがって、ある局面では、本発明は、３Ｄ細胞培養に適した架橋ヒアルロナンヒドロ
ゲルを得る方法であって、（ａ）架橋ヒアルロナンヒドロゲルを凍結乾燥して凍結乾燥ヒ
アルロナンヒドロゲルを得る工程または凍結乾燥ヒアルロナンヒドロゲルを提供する工程
と、（ｂ）上記凍結乾燥ヒアルロナンヒドロゲルを殺菌する工程とを含み、上記凍結乾燥
ヒアルロナンヒドロゲルを殺菌する工程は、まず当該ヒドロゲルを加熱する工程と、次い
で当該ヒドロゲルをアルコールに浸す工程と、当該浸したヒドロゲルを物理的に圧縮する
工程と、を含む方法を提供する。
【０００８】
　本発明に係る方法で処理しうるヒアルロナンヒドロゲルは、本質的に架橋ヒアルロナン
のみからなるか、あるいは架橋ヒアルロナンと、生体分子、生物学的活性剤、薬学的活性
剤、及びそれらの組み合わせの少なくとも一つとを含んでもよい。適切な生体分子の例と
しては、コラーゲンや、基底接着分子や、プロテオグリカンや、グリコサミノグリカン鎖
や、ホルモンや、成長因子などが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０００９】
　ある実施形態では、本発明に係る方法の上記加熱する工程は１００℃のオイルバスを用
いて３０分から一時間行われる。
【００１０】
　ある好ましい実施形態では、加熱後、上記凍結乾燥ヒアルロナンヒドロゲルは室温の純
粋エタノールに浸される。ある実施形態では、上記加熱する工程と上記浸す工程との間に
、ヒドロゲルを室温で無菌状態（例えば、無菌フード内）で放置してもよい。他の実施形
態では、上記加熱する工程のあと、ヒドロゲルはすぐにアルコールに浸される。
【００１１】
　ある好ましい実施形態では、上記浸したヒドロゲルを物理的に圧縮する工程では、当該
ヒドロゲルに閉じ込められている空気を取り除く。
【００１２】
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　ある実施形態では、本発明に係る方法は、殺菌前に、上記凍結乾燥ヒアルロナンヒドロ
ゲルを０℃を下回る温度、例えば－２０℃で貯蔵する工程をさらに含む。
【００１３】
　ある実施形態では、本発明に係る方法は、殺菌前に、上記凍結乾燥ヒアルロナンヒドロ
ゲルを所望の形状及び寸法に切り分ける工程をさらに含む。形状及び寸法は通例、ヒドロ
ゲルの用途に応じて決められる。
【００１４】
　ある実施形態では、本発明に係る方法は、殺菌後に、殺菌されたヒアルロナンヒドロゲ
ルを－２０℃の無菌状態で貯蔵する工程をさらに含む。
【００１５】
　ある実施形態では、本発明に係る方法は、殺菌されたヒドロゲルを使用前に再水和化す
る工程をさらに含む。好ましくは、再水和化する工程は細胞培養媒体のような再水和化媒
体を用いて行われ、殺菌されたヒドロゲルは所望の質量または体積になるまで膨張する。
ある実施形態では、ヒドロゲルは約１００倍の質量になるまで膨張する。
【００１６】
　他の局面では、本発明は、本発明に係る方法で得られる、または得ることができる、殺
菌架橋ヒアルロナンヒドロゲルを提供する。本発明はまた、本発明に係る方法で得られる
、または得ることができる、再水和化架橋ヒアルロナンヒドロゲルを提供する。
【００１７】
　本発明のある好ましい実施形態では、殺菌架橋ヒアルロナンヒドロゲルと再水和化架橋
ヒアルロナンヒドロゲルは、組織化され相互につながった多孔性のネットワークを持ち、
孔は外部に通じる長方形の開口部を持ち、当該開口部の最大幅は１２５μｍから４６０μ
ｍのあいだであり、当該開口部の最小幅は１０５μｍから４５０μｍのあいだである。
【００１８】
　本発明のある好ましい実施形態では、殺菌架橋ヒアルロナンヒドロゲルと再水和化架橋
ヒアルロナンヒドロゲルには裂け目や裂傷がまったくない。
【００１９】
　本発明のある好ましい実施形態では、殺菌架橋ヒアルロナンヒドロゲルまたは再水和化
架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、殺菌される前の形状を保つ。本発明の他の好ましい実施
形態では、殺菌架橋ヒアルロナンヒドロゲルまたは再水和化架橋ヒアルロナンヒドロゲル
は、切り分けられた際の形状を保つ。
【００２０】
　さらに別の局面では、本発明は、殺菌架橋ヒアルロナンヒドロゲルと、当該ヒドロゲル
を無菌状態で含む容器とを備えたキットを提供する。ある実施形態では、上記キットは、
細胞培養媒体のような再水和化媒体をさらに含む。
【００２１】
　さらに別の局面では、本発明は、本明細書に記載する架橋ヒアルロナンヒドロゲルを、
３Ｄ細胞培養を含む用途に用いる方法を提供する。
【００２２】
　本発明のこれらの目的、利点、特徴および他の目的、利点、特徴は、好ましい実施形態
についての以下の詳細な記述を読んだ当業者には明らかとなるであろう。
【００２３】
　〔図面の簡単な説明〕
　図１は、培養後一日経った造血幹細胞を含む架橋ヒアルロナンヒドロゲルの画像である
（×１０）。小さな矢印は相互につながった多孔性ネットワークの隙間を示し、大きな矢
印は細胞が移動したときのそのような隙間を示す。
【００２４】
　図２は、培養条件１（５０ｎｇ／ｍＬ　ＳＣＦ）と培養条件４（５０ｎｇ／ｍＬ　ＳＣ
Ｆ、１０ｎｇ／ｍＬ　ＶＥＧＦ、３００ｎｇ／ｍＬ　Ａｎｇ－１）で培養した、架橋ヒア
ルロナンヒドロゲル内の造血前駆細胞のコロニーの、０日目（Ｄ０）と５６日目（Ｄ５６
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）の顕微鏡写真（×１００）四枚一組である。
【００２５】
　図３は、環境走査型電子顕微鏡（ＥＳＥＭ）（（Ａ）と（Ｂ））及び走査型電子顕微鏡
（ＳＥＭ）（（Ｃ）と（Ｄ））でヒアルロナンヒドロゲルを撮った断面顕微鏡写真一組で
ある。
【００２６】
　図４は、培養５６日後のヒアルロナンヒドロゲル上のＣＤ３４＋ＣＢＣをＳＥＭで撮っ
た写真一組である。
【００２７】
　図５は、培養３５日後のヒアルロナンヒドロゲル上のＣＤ３４＋ＣＢＣをＳＥＭで撮っ
た写真一組である。（Ａ）、（Ｃ）、（Ｅ）、（Ｇ）において、ヒアルロナンヒドロゲル
は本発明に係る方法で作成された。（Ｂ）、（Ｄ）、（Ｆ）、（Ｈ）において、ヒアルロ
ナンヒドロゲルは、物理的に圧縮されなかった点を除いては、本発明に係る方法で作成さ
れた。（Ｄ）において、矢印はヒドロゲルにおける裂け目の存在を示している。（Ｅ）に
おいて、矢印は細胞コロニーを示しているが、（Ｆ）においては、矢印は細胞一個を示し
ている。
【００２８】
　〔定義〕
　本明細書を通して、以下の段落で定義するいくつかの用語が用いられる。
【００２９】
　本明細書における「ヒドロゲル」という用語は、当該技術分野で理解されたとおりの意
味を持ち、水を吸収してさまざまな弾性のゲルを形成できる水膨張性重合体マトリックス
を指す。「マトリックス」という用語は、共有および／または非共有架橋によって結合さ
れた高分子の３Ｄネットワークを指す。水溶性の環境に置かれると、乾燥ヒドロゲルは架
橋の程度に許される範囲で膨張する。吸収される水の量は、用いられる高分子成分によっ
て調整される。ヒドロゲルは、薬学的活性剤および／または生物学的活性剤を包含または
含有することができる。
【００３０】
　「薬学的活性剤」および「治療的活性剤」という用語は、本明細書において交換可能に
用いられる。これらの用語は、病気あるいは症状の治療に有効な物質、分子、化合物、剤
、成分または組成を指す。
【００３１】
　「生物学的活性剤」という用語は、生物学的事象または生物学的メカニズムに影響（例
えば、修正、抑制、阻害、反転、増大）する物質、分子、化合物、剤、成分または組成を
指す。生物学的活性剤は薬学的活性剤であってもよい。
【００３２】
　本明細書における「有効量」という用語は、意図した目的（例えば、細胞、組織、シス
テム、あるいは被験者に対する所望の生物学的あるいは医薬的反応）を達成するのに十分
な物質、分子、化合物、剤、成分または組成の量を指す。
【００３３】
　本明細書において数に関して用いられる「約」および「およそ」という用語は、通例、
特に断りのない限りあるいは文脈から明らかでない限り、その数の両方向における１０％
の範囲（その数より１０％大きいまたは小さい範囲）に含まれる数を含む（ただし、その
ような数が、とりうる数値の１００％を超える場合を除く）。
【００３４】
　その他の用語は、必要に応じて以下で定義される。
【００３５】
　〔発明を実施するための形態〕
　上記したように、本発明は、３Ｄ細胞培養を含むさまざまな用途に用いるのに適した架
橋ヒアルロナンヒドロゲルを得る方法を提供する。本発明に係る方法は、３Ｄマトリック
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スにおいてよりよい細胞移動を可能にするヒアルロナンヒドロゲルを産出するという利点
を持つ。
【００３６】
　〔Ｉ‐架橋ヒアルロナンヒドロゲルの処理方法〕
　本発明に係る方法は、概して、架橋ヒアルロナンヒドロゲルを凍結乾燥する工程と、凍
結乾燥したヒドロゲルを殺菌する工程とを含む。殺菌は二つの連続した工程で行われ、第
一の工程は凍結乾燥したヒドロゲルを加熱する工程を含み、第二の工程は凍結乾燥したヒ
ドロゲルをアルコールに浸す工程と、浸したヒドロゲルを物理的に圧縮する工程とを含む
。
【００３７】
　（１‐架橋ヒアルロナンヒドロゲル）
　本発明に係る方法で処理することのできる架橋ヒアルロナンヒドロゲルには、３Ｄ細胞
培養を含むさまざまな用途に用いるのに適したどのような架橋ヒアルロナンヒドロゲルも
含まれる。
【００３８】
　上記したように、ヒアルロナンは、Ｄ－グルクロン酸とＤ‐Ｎ－アセチルグルコサミン
がβ‐１，４グリコシド結合とβ‐１，３グリコシド結合によって交互に結合されてなる
二糖単位からなるグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）である。生体内では、ヒアルロナンの
重合体のとりうるサイズは５×１０３から２×１０６Ｄａである。ある好ましい実施形態
では、架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、高分子量のヒアルロナン、例えば分子量が少なく
とも１×１０６Ｄａであるヒアルロナンを用いて作成される。
【００３９】
　ヒアルロナンは生体内では高い代謝回転速度を示すので、そのままで用いれば、脆弱で
不安定なスキャフォールドを生み出し、生体外培養に必要な実用的な方法で用いられるス
キャフォールドの能力に影響を与えてしまう。したがって、本発明に係る方法で用いるの
に適したヒアルロナンスキャフォールドは、化学的（共有）架橋によって「安定させる」
ことが好ましい。スキャフォールドにおいて、ヒアルロナン分子は、適切な共有化学結合
ならばどのような結合によって架橋されてもよい。ある実施形態では、ヒアルロナン分子
はアルデヒド橋によって架橋される。他の実施形態では、ヒアルロナンはジスルフィド橋
によって架橋される。
【００４０】
　本発明に係る方法で処理しうる架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、適切な方法ならばどの
ような方法によって作成されてもよい。高分子を架橋する方法およびヒドロゲルを作成す
る方法は、当該技術分野で知られている。実施例１に、そのような方法を記載する。
【００４１】
　本発明に係る処理方法で用いるのに適した架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、架橋ヒアル
ロナンのみから、あるいは本質的に架橋ヒアルロナンのみからなってもよい。本質的に架
橋ヒアルロナンのみからなるヒドロゲルの例としては、Prestwich et al., J. Control. 
Release, 1998, 53: 93-103や、Rowley et al., Biomaterials, 1999, 20: 45-53や、 Co
misar et al., Biomaterials, 2007, 28: 4409-4417や、 Ferreira et al., Biomaterial
s, 2007, 28: 2706-2717や、Chua et al., Biomaterials, 2008, 29: 1412-1421に記載さ
れたヒドロゲルや、Lifecore Biomedical LLCや Glycosan BiosystemsやBD Biosciences
から購入可能なヒドロゲルが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００４２】
　あるいは、架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、架橋ヒアルロナンと、種々の生体分子のい
ずれとを含んでもよい。３Ｄ細胞培養用のスキャフォールドに用いることが意図されたヒ
ドロゲルでは、そうした生体分子が存在することが望ましい。そのような生体分子の例と
しては、コラーゲン（例えば、Ｉ型、ＩＩＩ型、ＩＶ型、あるいはＶ型コラーゲン）や、
基底接着分子（例えば、ラミニンやフィブロネクチン）や、プロテオグリカンや、グリコ
サミノグリカン鎖（例えば、ヘパリンコンドロイチン硫酸、デルマタン、ヘパリン硫酸、
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あるいはそれらのプロテオグリカン）や、ホルモン（例えばインシュリン、トランスフェ
リン、成長ホルモン、３ヨードチロニン、グルカゴンなど）のような細胞外マトリックス
成分や、成長因子（例えば、上皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ
）、形質転換成長因子（ＴＧＦ‐β）、肝細胞成長因子（ＨＧＦ）、白血病抑制因子（Ｌ
ＩＦ）、インターロイキン６（ＩＬ‐６）、インターロイキン１１（ＩＬ‐１１）、イン
ターロイキン１３（ＩＬ‐１３）、インターロイキン８（ＩＬ‐８）、インターロイキン
３（ＩＬ‐３）、インターロイキン５（ＩＬ‐５）、顆粒球マクロファージ幹細胞因子（
ＧＭ‐ＳＣＦ）、顆粒球幹細胞因子（Ｇ‐ＳＣＦ）、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、トロ
ンボポエチン（ＴＰＯ）、オンコスタチンＭ）や、化学誘引物質（例えば、ペプチド・イ
ンテグリン・モチーフ（ＲＧＤ）、コラーゲン、ケラスチン由来モチーフ（ＶＧＶＡＰＧ
）３、ケモカインＳＤＦ１‐α）などが挙げられるが、これらに限定されるものではない
。
【００４３】
　あるいは、もしくはそれに加えて、本発明に係る方法で用いるのに適した架橋ヒアルロ
ナンヒドロゲルは、種々の生物学的活性剤、薬学的活性剤、およびその組み合わせのうち
の少なくとも一つをさらに含む。
【００４４】
　生体分子、生物学的活性剤、または薬学的活性剤を含むもしくはそれらで覆われている
ヒドロゲルを製造する方法は、当該技術分野で知られている。
【００４５】
　あるいは、本発明に係る方法でマトリックスを処理した後で、生体分子、生物学的活性
剤、および／または薬学的活性剤を、架橋ヒアルロナンヒドロゲルに加えてもよい。例え
ば、処理済みのヒドロゲルを、生体分子、生物学的活性剤、および／または薬学的活性剤
を含む細胞培養媒体で前培養することで、そのような生体分子、生物学的活性剤、および
／または薬学的活性剤を当該ヒドロゲルに加えてもよい。上記前培養は、当該ヒドロゲル
の再水和化後、細胞の播種前に行うのが好ましい。
【００４６】
　（２‐架橋ヒアルロナンヒドロゲルの処理）
　（ａ‐凍結乾燥）
　本発明に係る方法の第一の工程は、架橋ヒアルロナンヒドロゲルを凍結乾燥する工程も
しくは凍結乾燥した架橋ヒアルロナンヒドロゲルを提供する工程を含む。本明細書におい
て「凍結乾燥する」「フリーズドライする」およびそれらに関連する用語は、交換可能に
用いられる。これらの用語は、凍結乾燥すべき物質を凍結させ、その後、周辺圧力を減少
させて、当該物質の凍結した水分が直接固体から気体へ昇華するだけの熱を加えることに
よって行われる脱水工程を指す。
【００４７】
　架橋ヒアルロナンヒドロゲルの凍結乾燥は、適切な方法ならばどのような方法を用いて
もよい。研究所では、凍結は、凍結乾燥すべき物質をフリーズドライフラスコに入れて当
該フラスコをシェルフリーザーと呼ばれるバス中で回転させ、当該フラスコをドライアイ
スとメタノールまたは液体窒素を用いた機械的冷却によって冷やすことで行う。より大規
模には、凍結は通例、フリーズドライ装置を用いて行う。一般的に、凍結温度は－５０℃
から－８０℃のあいだである。当業者ならば、ヒアルロナンヒドロゲルの凍結乾燥を行う
のに適切な条件を選ぶことができる。
【００４８】
　ある実施形態では、凍結乾燥された架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、殺菌の前に貯蔵さ
れる。凍結乾燥ヒドロゲルは、０℃を下回る温度で貯蔵されるのが好ましい。例えば、凍
結乾燥後、ヒドロゲルは約－２０℃で、あるいは－２０℃を下回る温度（例えば約－３０
℃、約－５０℃、約－８０℃）で貯蔵される。
【００４９】
　ある実施形態では、凍結乾燥された架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、殺菌の前に、所望
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の形、所望の寸法に切断される。一般的に、所望の形（外形）と寸法（サイズ）は、ヒド
ロゲルの用途（例えば、３Ｄ細胞培養、組織工学、薬理試験）によって決められる。ヒド
ロゲルは、適切な方法および手段によるならば、どのような方法および手段で切断しても
よい。例えば、ヒドロゲルは、鋭い刃を用いて手で切断してもよい。しかし、ある実施形
態では、ヒドロゲルは、切断装置あるいはスライス装置、例えばコンピュータ制御の切断
装置を用いて切断することが好ましい。こうすれば、外形と寸法の点でよりよく再現でき
る。所望ならば、あるいは用途に必要ならば、切断されたヒドロゲルの寸法は、例えばＳ
ａｉｓａｍ（登録商標）のような画像処理ソフトウェアを用いて測定してもよい。
【００５０】
　ある実施形態では、架橋ヒアルロナンヒドロゲルを凍結乾燥してから貯蔵し、その後、
所望の形および寸法に切断してから殺菌する。他の実施形態では、凍結乾燥したヒアルロ
ナンヒドロゲルを所望の形および寸法に切断し、その後、殺菌処置をするまで貯蔵する。
【００５１】
　（ｂ‐殺菌）
　本発明に係る方法では、殺菌処置は二つの連続した工程で行われる。第一の工程は凍結
乾燥したヒドロゲルを加熱する工程を含み、第二の工程は凍結乾燥したヒドロゲルをアル
コールに浸す工程と、浸したヒドロゲルを物理的に圧縮する工程とを含む。
【００５２】
　第一の工程（すなわち、加熱）は、（１）得られたヒドロゲルが殺菌され、（２）ヒド
ロゲルを加熱する際の条件および手段がヒドロゲルの構造に重大な影響を与えない限り、
どのような条件下でどのような手段を用いて行ってもよい。好ましくは、ヒドロゲルは約
１００℃で、３０分から１時間、処理される。ある好ましい実施形態では、加熱工程は、
ヒドロゲルを含む容器を１００℃で加熱したオイルバスに入れて行われる。当業者ならば
、研究所で行うのに適したこれらの条件および手段を、より大規模な作成に合わせるには
どのようにしたらよいかわかるであろう。
【００５３】
　殺菌処置の第二の工程は、凍結乾燥したヒドロゲルをアルコールに浸す工程と、浸した
ヒドロゲルを物理的に圧縮する工程とを含む。ある好ましい実施形態では、ヒアルロナン
ヒドロゲルは、室温の純エタノールのバスに浸される。こうして浸すことで、ヒドロゲル
はアルコールと接触する。
【００５４】
　本明細書において、「物理的に圧縮」と「物理的に圧迫」という用語は交換可能に用い
られる。これらの用語は、力が表面に加えられたときに生じる効果を指す。したがって、
浸したヒドロゲルを物理的に圧縮するとは、ヒドロゲルに圧縮応力または圧縮力を加えて
その体積を減らすことを意味する。本発明の実施では、ヒドロゲルの体積の削減はたいて
いは一時的なものであり、圧縮応力が働いているあいだだけ続く。
【００５５】
　本発明の発明者は、そのような処置（すなわち、ヒドロゲルが浸されているあいだ圧縮
応力を加える処置）をすることにより、凍結乾燥処置のために凍結乾燥後のヒドロゲル内
に通例存在する気泡やエアポケットを除くことができることを見出した。こうした気泡や
エアポケットが存在すると、ヒドロゲルを良好に再水和化できなくなる。実際、かなり疎
水性である空気と水溶液である再水和媒体とが交換されるのは時間がかかる。（ヒドロゲ
ル内に空気が残ったために）スキャフォールドが部分的にしか再水和化されないと、今度
は、細胞がスキャフォールドを不完全にしか侵襲または占拠せず、満足のいかない３Ｄ細
胞培養となってしまう。実際、出願人が実証したところによれば、本発明の方法に従い、
ただしエタノールに浸しているあいだ圧縮応力を加えずに作成したヒドロゲルが提供する
環境は、本発明に係る方法で作成されたヒドロゲルが提供する環境よりも、３Ｄ細胞培養
に不向きである（実施例４参照）。さらに、出願人が発見したところによれば、本発明に
係るヒドロゲルは再水和化と細胞培養のあとも平行六面体の形状を維持していたが、圧縮
されなかったヒドロゲルはその形状がたるんだり歪んだりし、裂け目や裂傷が生じた。
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【００５６】
　本発明の実施において、浸した架橋ヒアルロナンヒドロゲルを物理的に圧縮する方法は
、ヒドロゲル内に閉じ込められた空気を取り除ける適切な方法ならばどのような方法でも
よい。そのような方法はスキャフォールドの構造を大きく変えることなく、かつ／または
恒久的に変えることのないことが好ましい。したがって、例えば、ヒドロゲルを、浸され
ているアルコール容器の底表面に手で押しつけてもよい。その場合、圧縮力は、指で直接
ヒドロゲルに加えてもよいし、ヒドロゲルの最上部に置かれた平面表面（例えばガラスの
スライド）に加えてもよいし、ヒドロゲル上に転がされる一つまたは複数（例えば一つま
たは二つ）の円筒形の表面（例えばガラスの棒）に加えてもよい。あるいは、浸したヒド
ロゲルを二つの平面表面のあいだに置き、圧縮力を一方のまたは両方の表面に加えてもよ
い。当業者ならば、物理的に圧縮する工程のあいだ殺菌されたヒドロゲルと接触するアル
コール容器の材料および／または平面表面または円筒形表面の材料をどのように選べばよ
いかわかるであろう。適切な材料としては、ガラスやセラミックやテフロン（登録商標）
やチタニウムや陽極酸化アルミニウムなどが挙げられるが、これらに限定されるものでは
ない。
【００５７】
　加えられる圧縮圧力は、浸したヒドロゲル内のいかなる気泡やエアポケットを除くのに
も十分なものとする。一般的に、圧縮圧力は１ｋＰａから１０００ｋＰａの範囲とする。
圧縮圧力は物理的に圧縮する工程全体を通して一定でもよい。あるいは、圧縮圧力は時間
とともに（連続的にあるいは段階的に）減少または増大させてもよい。
【００５８】
　ある実施形態では、凍結乾燥したヒアルロナンヒドロゲルを１００℃で加熱する工程と
当該ヒドロゲルを室温のアルコールに浸す工程との間に、当該ヒドロゲルを室温で無菌状
態で放置してもよい。例えば、ヒドロゲルを無菌フードにおいてもよい。しかし、他の実
施形態では、凍結乾燥したヒアルロナンヒドロゲルを１００℃で加熱する工程のあと、当
該ヒドロゲルはすぐに室温のアルコールに浸される。
【００５９】
　殺菌後（すなわち、加熱及び物理的圧縮後）、再水和化の前に、ヒドロゲルを－２０℃
で無菌状態で貯蔵してもよい。
【００６０】
　（ｃ‐再水和化）
　本発明に従って処理された殺菌済みの架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、３Ｄ細胞培養を
含む用途で使用する前に再水和化される。再水和化は、適切な方法ならばどのような方法
で行ってもよい。好ましくは、再水和化は、殺菌したヒドロゲルを室温の再水和化媒体に
置くことで行われる。そのあと、ヒドロゲルは、３７℃で５％ＣＯ２雰囲気の中、再水和
化が完了するまでこの媒体に放置される。ある実施形態では、ヒドロゲルは数日間、例え
ば少なくとも三日間、再水和化される。再水和化媒体は、適切な水溶液ならばどのような
ものでもよい。しかしながら、ある好ましい実施形態では、再水和化媒体は細胞培養媒体
である。再水和化工程で用いられる再水和化媒体は、そのあと、ヒドロゲルが目的とする
３Ｄ細胞培養の用途で用いられることが好ましい。
【００６１】
　再水和化は、ヒドロゲルの再水和化が完了する（すなわち、膨張平衡状態に達する）の
に必要な時間ならば何時間でも行うのが好ましい。溶媒にさらす結果起きるヒドロゲルの
膨張（すなわち、質量と体積の増大）は、文献において広範囲に研究されてきた。ヒドロ
ゲルの膨張は、他のどの要素にもまして、重合体の親水性、架橋の性質と程度、再水和化
の温度、再水和化媒体に依存することが知られている。当業者は、ヒドロゲルの膨張の程
度は、乾燥状態のヒドロゲルの体積に対する膨張状態のヒドロゲルの体積の比率を割り出
すことによって、あるいは乾燥状態のヒドロゲルの重量に対する膨張状態のヒドロゲルの
重量の比率を割り出すことによって、数値化できることを知っている。したがって、ある
実施形態では、ヒドロゲルの再水和化は、当該ヒドロゲルが所望の質量または体積に膨張
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するまで、好ましくは当該ヒドロゲルの膨張平衡状態に対応する所望の質量または体積に
膨張するまで行う。
【００６２】
　再水和化ヒドロゲルは再水和化してすぐに用いてもよいし、汚染を防ぐために抗生物質
を含んだ細胞培養媒体で、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気の中で貯蔵してもよい。これらの条
件下で、ヒドロゲルを数週間貯蔵してもよい。ヒドロゲルが貯蔵される細胞培養媒体は、
少なくとも週に一度は交換することが好ましい。
【００６３】
　上記したように、播種の前に、再水和化ヒドロゲルを、生体分子、生物学的活性剤、薬
学的活性剤、およびそれらの組み合わせのうちの一つを含む細胞培養媒体で前培養しても
よい。
【００６４】
　〔ＩＩ‐処理済みの架橋ヒアルロナンヒドロゲル〕
　本明細書に記載した方法によって得られるヒドロゲルも本発明の範囲に含まれる。
【００６５】
　（１‐処理済みの架橋ヒアルロナンヒドロゲル）
　本発明に係る方法に従って処理された架橋ヒアルロナンヒドロゲルには、同じ処理を施
されていない類似のヒドロゲルにはないいくつかの特質がある。
【００６６】
　特に、本発明に係る方法に従って処理された架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、そうした
処理が施されていない架橋ヒアルロナンヒドロゲルに比べて再水和化がより簡単に、より
完全に、より均一に行われる。実際、上記したように、ヒドロゲルを物理的に圧縮するこ
とで、前段の凍結乾燥処置のあいだにヒドロゲル内部に閉じ込められた空気を除去できる
。その結果、本発明に係るヒドロゲルは、そうした処理が施されていないヒドロゲルより
も膨張の程度が高い。ある実施形態では、本発明に係るヒドロゲルは、そうした処理が施
されていないヒドロゲルよりも膨張の程度が少なくとも１５００％、好ましくは少なくと
も２０００％、さらに好ましくは約２５００％高い。
【００６７】
　本発明に係る方法に従って処理された架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、膨張の程度がよ
り大きく、かつ／または膨張がより均一であるため、処理前に切り分けられた形（例えば
、平行六面体、立方体など）を保つか、あるいはもし所望の形に切り分けられていなかっ
たのであれば、処理前の形を保つのに対し、気泡を取り除くための圧縮を施していないヒ
ドロゲルは、形がたるんだり歪んだりした（実施例４参照）。
【００６８】
　本発明に係る方法に従って処理された架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、膨張の程度がよ
り大きく、かつ／または膨張がより均一であるため、ヒアルロナン３Ｄマトリックスにお
いて細胞がよりよく移動し、より均一に占拠し、細胞の成長と細胞のコロニー形成により
適した環境を提供する（実施例４参照）。
【００６９】
　図１と図３に示すように、本発明に係るヒドロゲルは相互に通じる多孔性のネットワー
クを有する。本明細書において「多孔性のネットワーク」という用語は、ヒドロゲルの孔
と隙間からなる空隙容量の結合または全空隙容量を指す。本明細書において「孔」という
用語は、３Ｄマトリックスの表面において少なくとも一つの外部に通じる開口部を持つヒ
ドロゲルの表面、本体、または表面と本体における空洞やくぼみを指す。本明細書におい
て「隙間」という用語は、３Ｄマトリックスの表面において直接外部に通じる開口部を持
たないヒドロゲルの本体における空洞やくぼみを指す。しかし、隙間は、隣接する孔およ
び／または隙間に通じる一つまたは複数のつながりや結合を介してマトリックスの外表面
に通じる間接的な外部開口部または通路を有してもよい。したがって、相互に通じる多孔
性のネットワークは、孔や隙間を持つ多孔性のネットワークであり、当該隙間の少なくと
もいくつかは、３Ｄマトリックスの外表面に通じる間接的な外部開口部または通路を有し
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ている。
【００７０】
　本発明の発明者によって得られた膨張したヒアルロナンヒドロゲルのＥＳＥＭ画像に示
すように（図３の（Ａ）、（Ｂ）参照）、本発明に係る方法で作成され平行六面体に切り
分けられたヒアルロナンヒドロゲルは、当該平行六面体の上表面と下表面がなめらかであ
り（すなわち、上下表面には孔状の外部開口部がまったくない）、孔状の外部開口部は平
行六面体の主に平行した面で見られる多孔性のネットワークを有する。
【００７１】
　ある好ましい実施形態では、本発明に係るヒアルロナンヒドロゲルは、長方形または卵
形の外部開口部を持つ孔を有し、当該開口部の最大幅は１２５μｍから４６０μｍのあい
だ、最小幅は１０５μｍから４５０μｍのあいだである。当該孔の平均最大幅は約２３５
μｍであり、平均最小幅は約２２５μｍであることが好ましい。いくつかの孔の外部開口
部は円形であることが理解される。
【００７２】
　本発明に係るヒドロゲルは再水和性がより高いので、マトリックスの相互に通じる多孔
性のネットワークにおいて細胞がより完全かつ均一に移動し占拠し、細胞の成長と細胞の
コロニー形成により適した環境を提供することができる。
【００７３】
　（２‐殺菌・再水和化された架橋ヒアルロナンヒドロゲル）
　本発明は、本発明に係る方法を用いて得られる、あるいは得ることができる、殺菌され
た架橋ヒアルロナンヒドロゲルを提供する。本発明に係る殺菌された架橋ヒアルロナンヒ
ドロゲルは、無菌状態で－２０℃で貯蔵されることが好ましい。貯蔵は非常に長い期間（
例えば一年以上）行ってもよい。
【００７４】
　本発明はまた、本明細書に記載するように、本発明に係る殺菌された架橋ヒアルロナン
ヒドロゲルを再水和化して得られる再水和化架橋ヒアルロナンヒドロゲルを提供する。本
発明に係る再水和化架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、３７℃で５％ＣＯ２雰囲気の下で再
水和化媒体（例えば細胞培養媒体）に貯蔵されることが好ましい。再水和化媒体は、汚染
を防ぐために抗生物質を含むことが好ましい。これらの条件下で、新しい再水和化媒体が
規則的な間隔で、例えば一週ごとまたは十日ごとに加えられるならば、貯蔵は数週間行っ
てもよい。
【００７５】
　上記したように、本発明に係る架橋ヒアルロナンヒドロゲル（殺菌されたものであって
も再水和化されたものであっても）は、切り分けられた形（例えば、平行六面体、立方体
など）あるいは処理前の形を保つ。これらの架橋ヒアルロナンヒドロゲルは、裂け目や裂
傷をまったく有しないか、有するにしてもその数はわずかである。これらの架橋ヒアルロ
ナンヒドロゲルは、組織化された相互に通じる多孔性のネットワークを有し、孔は長方形
または卵形の外部開口部を有し、当該開口部の最大幅は１２５μｍから４６０μｍのあい
だ、最小幅は１０５μｍから４５０μｍのあいだである。
【００７６】
　〔ＩＩＩ‐処理済みの架橋ヒアルロナンヒドロゲルの使用〕
　上記したように、本明細書に記載した方法で処理されていない類似のヒドロゲルに比べ
て、本発明の架橋ヒアルロナンヒドロゲルは改善された性質を示す。こうした改善された
性質のために、３Ｄ細胞培養に対応する能力と適性が増す。したがって、本発明に係るヒ
ドロゲルは、３Ｄ細胞培養を含むさまざまな用途のいずれにも用いることができ、とりわ
けこれまでヒアルロナンヒドロゲルが用いられてきた用途のいずれにも用いることができ
る。本明細書において「３Ｄ細胞培養を含む用途」という用語は、三次元での細胞培養を
含む（ヒドロゲルの）使用すべてを指す。そのような用途において、３Ｄ細胞培養は最終
的な目的であってもよいし、最終的な目的を達成する工程に過ぎなくてもよい。
【００７７】
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　本発明のヒドロゲルを用いて三次元で培養できる細胞としては、幹細胞、人工多能性幹
細胞、前駆細胞、分化細胞がある。適した細胞は、単細胞タイプ（例えば、心筋細胞や線
維芽細胞）でもよいし、少なくとも二つの異なる細胞タイプ（例えば、ケラチノサイトと
線維芽細胞の共培養）を含んでもよい。本発明に係る架橋ヒアルロナンヒドロゲルで培養
する細胞は、哺乳類（動物または人間）に由来することが好ましい。哺乳類の細胞は、体
液由来または組織由来のどの器官のものでもよいし（例えば、脳、肝臓、皮膚、肺、腎臓
、心臓、筋肉、骨、骨髄、血液、羊水、臍帯血など）、どのような細胞タイプでもよい（
下記参照）。細胞は一次細胞でもよいし、二次細胞でもよいし、不死化細胞（すなわち株
化細胞）でもよい。これらの細胞は、当該技術分野で周知の技術によって生体外の生体サ
ンプルから分離されたまたはそれに由来するものでもよいし、志願者または患者から得た
ものでもよいし、あるいはその代わりに商業リソース（例えば、American Type Culture 
Collection、マナサス、バージニア州）から購入したものでもよい。その代わりに、ある
いはそれに加えて、細胞を処理して、問題の遺伝子、例えば成長因子や受容体を発現する
遺伝子を含ませたり、または欠陥遺伝子を含ませたり、またはOct3/4、Sox2、Klf4、c-My
c遺伝子を含ませたりして、成人の体細胞からヒト人工幹細胞を作成してもよい。
【００７８】
　本発明の３Ｄヒドロゲルマトリックスで成長しうる成人の分化細胞の例としては、基底
細胞や、上皮細胞や、血小板や、リンパ球や、Ｔ細胞や、Ｂ細胞や、ナチュラルキラー細
胞や、網状赤血球や、顆粒球や、単球や、肥満細胞や、神経細胞や、神経芽細胞や、グリ
ア芽腫や、巨大細胞や、樹状細胞や、マクロファージや、割球や、内皮細胞や、間質細胞
や、クッパー細胞や、ランゲルハンス細胞や、沿岸細胞や、筋肉細胞や脂肪細胞のような
組織細胞や、骨芽細胞や、線維芽細胞などが挙げられるが、これらに限定されるものでは
ない。
【００７９】
　本発明に係る架橋ヒアルロナンヒドロゲルで成長しうる前駆細胞の例としては、造血前
駆細胞、上皮前駆細胞、神経前駆細胞、間葉前駆細胞、骨形成前駆細胞、間質前駆細胞な
どが挙げられるが、これらに限定されるものではない。例えば、本発明の発明者は、架橋
ヒアルロナンヒドロゲルにおける造血前駆細胞の３Ｄ培養の実現可能性を実証した（実施
例参照）。
【００８０】
　本発明に係る３Ｄヒドロゲルマトリックスで成長しうる幹細胞の例としては、胚幹細胞
、成人幹細胞、人工多能性幹細胞が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００８１】
　細胞培養は、「適切な培養媒体と状態」を用いて行われる。「適切な培養媒体と状態」
という用語は、マトリックスで培養される細胞の生存と増殖を助ける培養媒体と状態を指
す。そのような培養媒体と状態は当該技術分野で知られているし、当業者によって容易に
最適化することもできる。
【００８２】
　本発明に係る架橋ヒアルロナンヒドロゲルが用いられる３Ｄ細胞培養を含む用途の例と
しては、生体内での環境により近似した生体外環境（例えば研究道具）での細胞および組
織の増殖や、生体外におけるそのような細胞培養や組織における薬学的成分のスクリーニ
ングや毒物検査や、細胞治療や、細胞デリバリや、薬物デリバリや、生化学的置換（ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）や、生物学的活性分子の生産や、組織工
学（例えば、生体外器官モデル、組織外植片、生体内組織再生）や、生体材料や、臨床試
験が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００８３】
　〔ＩＶ‐キット〕
　他の局面では、本発明に係る殺菌された架橋ヒアルロナンヒドロゲルと、当該ヒドロゲ
ルを無菌状態で含有する容器とを備えたキットが提供される。本発明に係る再水和化され
た架橋ヒアルロナンヒドロゲルと、抗生物質を含む再水和化媒体に入った当該ヒドロゲル
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を含有する容器とを備えた他のキットが提供される。
【００８４】
　本発明に係るキットはさらに、上記殺菌されたヒドロゲルを貯蔵するための指示書、お
よび／または上記殺菌されたヒドロゲルを再水和化するための指示書、および／または上
記再水和化されたヒドロゲルを貯蔵するための指示書、および／または上記再水和化され
たヒドロゲルを使用するための指示書を含んでもよい。キットはさらに、再水和化媒体お
よび／または試薬や、抗生物質や、本明細書に記載した生体分子、生物学的活性剤、およ
び／または薬学的活性剤や、細胞培養媒体および／または試薬や、細胞や、播種手段など
を含んでもよい。
【００８５】
　本発明に係るキットに含まれる異なる種類の付加的な試薬は、固体状態（例えば、凍結
乾燥状態）で供給してもよいし、液体状態で供給してもよい。本発明に係るキットは、個
々の緩衝液および／または試薬ごとに異なる容器（例えば、水薬瓶、アンプル、試験管、
フラスコ、またはボトル）を任意で含んでもよい。各成分は通例、それぞれの容器に等分
する、または濃縮状態で提供するのが適切である。ある処置（例えば、再水和化、細胞培
養、スクリーニングなど）を行うのに適した他の容器（例えば、水薬瓶、アンプル、試験
管、フラスコ、ボトル、またはアッセイプレート）を提供してもよい。キットの個々の容
器は、販売のため密閉状態に置くことが好ましい。
【００８６】
　薬学的または生物学的製品の製造、使用、または販売を管理する政府機関の規定する形
式で記された注意書きまたは添付文書をキットに任意で付けてもよい。この注意書きは、
ヒトまたは動物への投与のための製造、使用、または販売を上記機関が承認したことを示
すものである。
【００８７】
　識別子（例えば、バーコード、無線周波数、ＩＤタグなど）がキット内またはキット上
にあってもよい。識別子は、例えば、品質管理、在庫管理、ワークステーション間の移動
の追跡などの目的のためにキットを一意的に識別するのに用いることができる。
【００８８】
　〔実施例〕
　以下の実施例では、本発明を作成し実施する好ましい様態のいくつかを記載する。しか
しながら、これらの実施例はあくまでも例示のためであり、本発明の範囲を限定するもの
ではない。また、実施例の記載が過去形でなされていない限り、その文章は、明細書の残
りの箇所と同様、実験が実際に行われたまたはデータが実際に得られたことを示すもので
はない。
【００８９】
　〔実施例１：架橋ヒアルロナンヒドロゲルの合成〕
　ここで用いるヒアルロナン（ＨＡ）ヒドロゲルは、架橋剤としてのアジピン酸ジヒドラ
ジド（ＡＤＨ、シグマ）と架橋したヒアルロナンの長鎖と、試薬としての１‐エチル‐３
［３‐（ジメチルアミノ）‐プロピル］カルボジイミド（ＥＤＣＩ、シグマ）を用いて作
成した。ヒドロゲルはすべて、Prestwich et al.（J. Control. Release, 1998, 53: 93-
103）に記された手順に従い、高分子量のヒアルロナン（＞１×１０６Ｄａ）から作成し
た。手短に言えば、ヒアルロナンに対するＡＤＨの比率と、ＥＤＣＩに対するヒアルロナ
ンの比率を、細胞粘着および細胞培養に最適なヒドロゲルが得られるように調整した。Ａ
ＤＨとヒアルロナンとの比率が１０：１、ヒアルロナンとＥＤＣＩとの比率が１：１のと
き、もっともよい結果が得られた。ヒアルロナンとヒドラジドの架橋剤（ＡＤＨ）をｍｉ
ｌｌｉＱ水に溶かし、０．１Ｎ　ＨＣｌを加えてｐＨを４に調整した。カルボジイミド試
薬（ＥＤＣＩ）をｍｉｌｌｉＱ水に溶かし、反応混合物に加え、２時間のあいだ優しくか
き混ぜてゲル状にした。ヒアルロナンヒドロゲルは、０．１Ｎ　ＮａＣｌで２日間、次い
で水とエタノールの混合液（３／１、ｖ／ｖ）で２日間、ｍｉｌｌｉＱ水で２日間平衡化
させ、ＡＤＨを取り除いた。このようにして得られた架橋ヒアルロナンヒドロゲルを、本
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発明に従って処理した。
【００９０】
　〔実施例２：架橋ヒアルロナンヒドロゲルの処理〕
　実施例１記載のようにして得られた架橋ヒアルロナンヒドロゲルを、まず凍結乾燥した
。個々のヒドロゲルを透析し、プラスチックの容器に入れて凍結した。凍結に続いて、ヒ
ドロゲルを凍結乾燥機（Ａｌｐｈａ１‐２、性能：氷２ｋｇ／２４時間、Ｔ＝－５５℃）
に入れた。除去すべき水の量に応じて、凍結乾燥を４日から５日間行った。凍結乾燥され
たヒドロゲルを、その後、－２０℃で貯蔵した。
【００９１】
　殺菌の前に、凍結乾燥されたヒドロゲルを直方体（約５×５×１．５ｍｍ）に切り分け
た。切り分けられたヒドロゲルを、オイルバスを用いて、１００℃で１時間殺菌した。そ
れから、ヒドロゲルを純粋エタノールに浸し、手で圧縮して、ヒドロゲル構造内部に閉じ
込められた空気を取り除いた。それから、細胞培養媒体（例えば、抗生物質を含んだＲＰ
ＭＩ（ユーロバイオ））を用いて、ヒドロゲルを体積が１００倍に膨らむまで再水和化し
た。
【００９２】
　〔実施例３：処理された架橋ヒアルロナンヒドロゲルの特性決定〕
　本発明に係る方法に従って処理し、造血幹細胞を播種した架橋ヒアルロナンヒドロゲル
の倒立顕微鏡写真を、図１に示す。写真は播種後２４時間経った時点で撮影した。この図
には、隙間のいくつかに細胞が存在していること、およびヒドロゲルの多孔構造がはっき
りと示されている。
【００９３】
　走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）と環境走査型電子顕微鏡（ＥＳＥＭ）を用いて、ヒアルロ
ナンヒドロゲルの特性、およびヒアルロナンヒドロゲルと細胞との相互作用の特性を決定
した。スキャフォールドをグルタルアルデヒド（１％ＰＢＳ）の中で１時間、４℃で培養
した。それから、標本を２時間４０℃ですばやく乾燥させた。それから、標本をアルゴン
層で覆い、ＳＥＭ　ＥＶＯ（登録商標）シリーズ（カール・ツァイスＡＧ、 ドイツ）を
用いて調べた。ＥＳＥＭの技術は標本の脱水化を必要としないので、水和化したスキャフ
ォールドの表面を、表面温度０℃のペルチェ冷却プレートを付けた同じＳＥＭ装置（カー
ル・ツァイスＡＧ、ドイツ）で直接観察した。スキャフォールドの孔の大きさは、ＥＳＥ
Ｍ画像から孔を測定することで割り出した。ヒアルロナンヒドロゲルのＥＳＥＭ画像およ
びＳＥＭ画像を図３の（Ａ）－（Ｄ）に示す。
【００９４】
　ＥＳＥＭは、細胞培養のあと（５６日目）にヒアルロナンヒドロゲルの微細構造を分析
するのにも用いた。細胞とヒアルロナンヒドロゲルとの相互作用はＳＥＭによって分析し
た。
【００９５】
　（ＣＤ３４＋ＣＢＣｓの分離）
　フランスの倫理法に則り、児童の親に説明したうえで同意を得て、臍帯血標本を集めた
。単核球（ＭＮＣｓ）を密度勾配分離（ｄ＝１．０７７、パーコール、シグマ、フランス
）で分離した。得られた細胞をハンクス液（ユーロバイオ、フランス）で二度洗浄し、そ
れからプラスチック接着によって単球を４５分間（３７℃、５％ＣＯ２）、１０％のウシ
胎仔血清（ＦＣＳ）を含むＲＰＭＩ１６４０中で減らした。
【００９６】
　ＣＤ３４＋ＭＮＣの破片を、Ｖａｒｉｏ磁気細胞分離（ＭＡＣＳ）装置とＭＳ分離カラ
ム（ミルテニーバイオテク、フランス）を用いてマイクロビーズ選択で分離した。この分
離はＣＤ３４＋発現細胞を積極的に選択することで行った。ＣＤ３４＋細胞は、フォスフ
ェイト緩衝液（ＰＢＳ、ユーロバイオ、フランス）、０．１％ウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ、シグマ－アルドリッチ、フランス）、２ｍＭ　ＥＤＴＡ緩衝液（シグマ－アルドリッ
チ、フランス）で懸濁した。これらの細胞は、マイクロビーズと結合したモノクローナル
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抗体とともに３０分間４℃で培養して直接標識付けした。これらの細胞を分離緩衝液で洗
浄し、磁場に設置したＭＳカラムに置いた。磁気的に標識付けしたＣＤ３４＋細胞はカラ
ムに残り、カラムを磁場から取り除いたあと、細胞を積極的に選択された破片として抽出
できる一方で、標識付けされていないＣＤ３４＋細胞は通り抜ける。
【００９７】
　ＣＤ３４＋細胞の純度を、フルオレセインイソチオシアネート（クローン５８１、ベッ
クマン・コールター、フランス）と共役した抗ＣＤ３４モノクローナル抗体を用いてＦＡ
ＣＳによって評価した。臍帯血ＣＤ３４＋細胞の純度は９３％から９５％のあいだであっ
た。
【００９８】
　（ＣＤ３４＋ＣＢＣｓのヒアルロナンヒドロゲル培養）
　細胞播種の前に、ヒアルロナンヒドロゲルを１００ｎｇ／ｍＬのヒトＳＤＦ－１α（Ｒ
＆Ｄシステム、フランス）で補足したＲＰＭＩ１６４０中で２４時間培養し、それからＰ
ＢＳで洗浄して、細胞がヒドロゲルへ移動・移植するのを容易にした。
【００９９】
　各ウェルで、５×１０４ＣＤ３４＋ＣＢＣｓを、５０ｎｇ／ｍＬのＳＣＦ（Ｒ＆Ｄシス
テム、フランス）と０．１％のペニシリンとストレプトマイシンを加えた２ｍＬのＳｔｅ
ｍｓｐａｎ（ステムセル・テクノロジーズ, イギリス）の中で培養した。上記のように作
成した三つのヒアルロナンヒドロゲルを各培養ウェルに置いた（液体対照を除く）。培地
を１日、２８日間、または５６日間、培養した（３７℃、５％ＣＯ２）。週ごとに、培養
液体相の半分は新鮮な媒体と交換した。遠心分離のあと、細胞をそれぞれの培養ウェルに
戻した。
【０１００】
　（ヒアルロナンヒドロゲル上の粘着細胞の形態学）
　５６日目にＳＥＭ画像撮影を行って、ＣＤ３４＋ＣＢＣｓとヒアルロナンヒドロゲルの
相互作用を調べた。造血細胞がマトリックスにしっかりと付着していた（図４）。
【０１０１】
　明らかに円形ではない細胞コロニーはおそらく、単一の細胞または小集団の細胞がスキ
ャフォールド上で放射状に増殖したことによるものである（図４の（Ａ）、（Ｂ））。粘
着細胞は、細胞表面から発する無数の尾脚（ｕｒｏｐｏｄｉａ）を介してマトリックスに
つなぎとめられていた（図４の（Ｃ）、（Ｄ））。
【０１０２】
　〔実施例４：架橋ヒアルロナンヒドロゲルの作成方法の影響〕
　架橋ヒアルロナンヒドロゲルを作成するのに二つの異なる方法を用い、作成方法がヒド
ロゲルの性質に及ぼす影響を分析した。第一の方法は、実施例１と２に記載した方法と同
じもの（すなわち、本発明に従った方法）であった。第二の方法は、１００℃で殺菌した
あと、ヒドロゲルを純粋アルコールに浸し、それから細胞培養触媒を用いて直接再水和化
する点を除いては、第一の方法と同じものであった。言い換えれば、第二の方法では、ヒ
ドロゲルを手で圧縮してヒドロゲル構造内部に閉じ込められている空気を取り除くことは
しなかった。それから、細胞播種の前に、両組のヒドロゲル（すなわち、圧縮されたもの
とされていないもの）を１００ｎｇ／ｍＬのヒトＳＤＦ－１α（Ｒ＆Ｄシステム、フラン
ス）で補足したＲＰＭＩ１６４０中で２４時間培養し、それからＰＢＳで洗浄して、細胞
がヒドロゲルへ移動・移植するのを容易にした。それから、実施例３に記載したように、
ＣＤ３４＋ＣＢＣｓをヒドロゲルに播種した。
【０１０３】
　播種後３５日目における両組のヒドロゲルのＳＥＭ画像を記録し、二つの異なる作成方
法で得られたヒドロゲルの性質を比較した。得られたＳＥＭ画像の幾枚かを図５に示す。
【０１０４】
　図５の（Ａ）に示すように、再水和化と細胞培養のあとでも、本発明に従って作成した
ヒドロゲルはその平行六面体の形状を保ったが、エタノールに浸さず物理的に圧縮しなか
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らに、スキャフォールドの裂け目は、圧縮されなかったヒドロゲルの場合にのみ見られた
（図５の（Ｄ）参照）。
【０１０５】
　さらに、細胞の移動は、本発明に係る方法で作成されたヒドロゲルにおける方が、圧縮
されなかったヒドロゲルにおけるよりも、より完全で、より均一で、より組織化されてい
た（例えば、細胞が写真全体に見られる図５の（Ｃ）と、それに対して少数のまばらに散
らばった細胞のみが見られる図５の（Ｄ）または（Ｆ）とを参照）。さらに、本発明に係
る方法で作成したヒドロゲルでは、細胞の集団または細胞コロニーが一般的に見られた（
例えば、図５の（Ｃ）と（Ｅ）参照）のに対し、圧縮されなかったヒドロゲルでは、細胞
の集団または細胞コロニーは極端に少なかった（例えば、図５の（Ｄ）と（Ｈ）参照）。
これは、前者では改良された培養環境が提供されていることを示している。
【０１０６】
　〔他の実施形態〕
　ここに開示された本発明の明細書または実施を考慮すれば、本発明の他の実施形態は当
業者には明らかであろう。本明細書及び実施例はあくまでも例示であり、本発明の真の範
囲は以下の請求項によって示される。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
【図１】培養後一日経った造血幹細胞を含む架橋ヒアルロナンヒドロゲルの画像である（
×１０）。小さな矢印は相互につながった多孔性ネットワークの隙間を示し、大きな矢印
は細胞が移動したときのそのような隙間を示す。
【図２】培養条件１（５０ｎｇ／ｍＬ　ＳＣＦ）と培養条件４（５０ｎｇ／ｍＬ　ＳＣＦ
、１０ｎｇ／ｍＬ　ＶＥＧＦ、３００ｎｇ／ｍＬ　Ａｎｇ－１）で培養した、架橋ヒアル
ロナンヒドロゲル内の造血前駆細胞のコロニーの、０日目（Ｄ０）と５６日目（Ｄ５６）
の顕微鏡写真（×１００）四枚一組である。
【図３】環境走査型電子顕微鏡（ＥＳＥＭ）（（Ａ）と（Ｂ））及び走査型電子顕微鏡（
ＳＥＭ）（（Ｃ）と（Ｄ））でヒアルロナンヒドロゲルを撮った断面顕微鏡写真一組であ
る。
【図４】培養５６日後のヒアルロナンヒドロゲル上のＣＤ３４＋ＣＢＣをＳＥＭで撮った
写真一組である。
【図５】培養３５日後のヒアルロナンヒドロゲル上のＣＤ３４＋ＣＢＣをＳＥＭで撮った
写真一組である。（Ａ）、（Ｃ）、（Ｅ）、（Ｇ）において、ヒアルロナンヒドロゲルは
本発明に係る方法で作成された。（Ｂ）、（Ｄ）、（Ｆ）、（Ｈ）において、ヒアルロナ
ンヒドロゲルは、物理的に圧縮されなかった点を除いては、本発明に係る方法で作成され
た。（Ｄ）において、矢印はヒドロゲルにおける裂け目の存在を示している。（Ｅ）にお
いて、矢印は細胞コロニーを示しているが、（Ｆ）においては、矢印は細胞一個を示して
いる。
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【図３Ａ】 【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】 【図３Ｄ】

【図４Ａ】 【図４Ｂ】
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【図５（Ａ－Ｄ）】 【図５（Ｅ－Ｈ）】
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