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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ステント、心臓ペースメーカー、カテーテル、埋め込み可能な補てつ物、外科用ねじ、
外科用ワイヤ、組織かさ増しインプラント、食道逆流阻害インプラント、失禁阻害インプ
ラント、乳房インプラント、あごインプラント、頬インプラント、胸部インプラントおよ
び臀部インプラントからなる群から選ばれる埋め込み可能な部材であって、
　前記埋め込み可能な部材は、外部表面上にアルギネートゲルを含み、
　該アルギネートゲルがストロンチウムを含むことを特徴とする埋め込み可能な部材。
【請求項２】
　前記埋め込み可能な部材を個体中に維持する工程を備える前記個体中の前記埋め込み可
能な部材上の宿主細胞の生長を阻害する方法に用いるための請求項１に記載の埋め込み可
能な部材。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞の増殖を阻害するためのアルギネートマトリックスおよび組成物および
部材におけるそれらの使用に関する。本発明は、またそれらに付着した細胞の単層を有す
るアルギネート処方物、構築物および部材、並びにそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　アルギネートは、一定の温度で生理学的な条件下で、高度に生体適合性なそして強いゲ
ルを形成するそれらの能力のために、細胞の内包のための使い道の多い物質として周知で
ある（本明細書で参考として引用される非特許文献１および２）。アルギネートに基づく
組織構築物の移植は、複数の疾患の治療に有用である。アルギネートは、マイクロビーズ
内に細胞を捕捉するのに使用して、従って宿主および物理的ストレスからの免疫の攻撃に
対して細胞を守ることができる（本明細書で参考として引用される非特許文献１－８）。
治療する分子を排出するアルギネートビーズ内に捕捉された細胞は、がん、糖尿病、パー
キンソン病、慢性の痛みおよび肝臓の疾患を含む非常に多くの疾患の治療における埋め込
み可能なバイオリアクターとして使用できる（本明細書で参考として引用される非特許文
献６、８－１７）。そのため、アルギネートは、治療する用途のためのバイオリアクター
システムの開発において細胞または組織に対する固定化材料として現在広く使用されてい
る。
【０００３】
　アルギネートは、また他のタイプの医学的応用において生体構造物質として研究中であ
る。製造方法に応じて、アルギネートは、種々の形例えばペースト、スポンジ、繊維、棒
および管をとることができる。アルギネートスポンジは、細胞の移植用の材料（本明細書
で参考として引用される非特許文献１８および１９）および神経の再生（本明細書で参考
として引用される非特許文献２０－２２）として研究中である。さらに、軟骨細胞を含む
アルギネートペーストは、尿道逆流の問題の有効な治療として小児に注入されており（本
明細書で参考として引用される非特許文献２３）、そして軟骨の欠損中にゲル溶液を直接
添加することによりその場でゲル化したアルギネート中の軟骨細胞のインプラントは、将
来性がある（本明細書で参考として引用される非特許文献２４）。
【０００４】
　アルギネート構造と直接接触する細胞を含む応用では、細胞とアルギネートマトリック
スとの間の相互作用は、非常に重要である。特にアルギネートバイオリアクターシステム
についてさらに、主要な障害は、生産細胞の源の選択および利用性である。医学的な使用
直前に新鮮な器官を処理する代わりに、バイオリアクター生産用の制限のない源として生
体外で細胞を生長させるいくつかの利点がある。これらの細胞は、治療用生成物を生産す
る能力およびより良い性質について遺伝子操作をすることができる。
【０００５】
　一般に、アルギネートを捕捉した増殖細胞では、細胞の生長は、多少制御されなければ
ならない。アルギネートゲルマトリックス内の細胞の生長がゲルの網状構造のタイプに依
存することは確かめられているが（本明細書で参考として引用される非特許文献２５およ
び２６）、しかし生長は細胞のタイプにも依存する（本明細書で参考として引用される非
特許文献２７）。低含有量のグルロン酸を含むより弱いアルギネートゲルに捕捉された細
胞は、より強いすなわちより高いグルロン酸含量のゲルに捕捉された細胞に比べてより急
速に生長することが示されている（非特許文献２５および２６）。ゲルの網状構造内の細
胞の生長およびコロニーの形成の結果として、ビーズは崩壊しそしてビーズからの細胞の
漏れが生ずる（本明細書で参考として引用される非特許文献２５および２８）。従って、
アルギネートビーズ中の増殖する細胞を使用するときの特別な問題は、細胞が生長および
増殖をし続け、そして生ずるビーズの崩壊および細胞の漏れが細胞を免疫系に曝すことで
ある。
【０００６】
　動物の細胞は、隣接する細胞および細胞外のマトリックスに応答しそして反応すること
に極めて分化している。このような応答は、特定の遺伝子により制御されている。主要な
普通の細胞外のマトリックス成分であるコラーゲンが、アポトーシスに細胞がなるのを阻
害しそれにより細胞の生存および分化のための基質をもたらすことが立証されている（本
明細書で参考として引用される非特許文献２９）。しかし、細胞とアルギネートマトリッ
クスとの間の相互作用の背後にある分子的メカニズムは、知られていない。捕捉された細
胞はゲルの網状構造内に回転楕円体様のコロニーを形成するが、細胞がアルギネートゲル
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の表面に付着して生長することが最近立証されている（本明細書で参考として引用される
非特許文献３０）。ラットの骨髄の細胞が、ゲル基質の化学的な修飾なしに生体外でアル
ギネートゲルの表面上で生長できることが確かめられている（非特許文献３０）。アルギ
ネートマトリックス内の細胞の生長について従来観察されたこととは対照的に、Ｗａｎｇ
らは、低含量のグルロン酸に比べて高いアルギネートのゲル上でより高い増殖率も見いだ
した。しかし、化学的修飾がされていないアルギネートの表面にＣ２Ｃ１２筋芽細胞を生
長させる能力の欠如が、また観察されており、一方アルギネート基質に結合したＲＧＤペ
プチド配列は細胞の生長を可能にした（本明細書で参考として引用される非特許文献３１
および３２）。しかし、これらの研究者は、高い含量のグルロン酸を含むアルギネートに
より製造されたアルギネートゲル上の筋芽細胞の最良の増殖も見いだした。
【０００７】
　動物中へのアルギネートビーズの埋め込みを含む適用における他の共通な問題は、選択
されたビーズの表面での繊維芽細胞およびマクロファージの生長である（本明細書で参考
として引用される非特許文献３３－３５）。この問題は、また他の外来の物体例えば部材
を埋め込むときに生ずる。アルギネートマトリックスと接触したときの細胞の生長および
付着の作用についてより良い知識が、そのために明らかに必要とされている。
【０００８】
【非特許文献１】スケジャク－ブラク　Ｇ，ａｎｄ　Ｔ．Ｅｓｐｅｖｉｋ　Ｃａｒｂｏｈ
ｙｄｒａｔｅｓ　ｉｎ　Ｅｕｒｏｐｅ　１９９６；１４；１９－２５
【非特許文献２】Ｓｔｒａｎｄ　ＢＬ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｉｎｅｒｖａ　Ｂｉｏｔｅｃｎｏ
ｌｏｇｉｃａ　２０００；１２：２２３－２３３
【非特許文献３】Ｙａｎｇ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌ　Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ．Ｂｏｓｔｏｎ，Ｂｉｒｋｈ
ａｅｕｓｅｒ，１９９９：ｐｐ．３－１７
【非特許文献４】Ｕｌｕｄａｇ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅ
ｖ　２０００；４２：２９－６４
【非特許文献５】Ｏｒｉｖｅ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２０
０３；９：１０４－１０７
【非特許文献６】Ｅｍｅｒｌｉｃｈ　ＤＦ　ａｎｄ　ＨＣ　Ｓａｌｚｂｅｒｇ　Ｃｅｌｌ
　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　２００１；１０：３－２４
【非特許文献７】Ｓａｍｂａｎｉｓ　Ａ，Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　Ｔｈｅｒ
　２０００；２：８１－８９
【非特許文献８】Ｌａｎｚａ　ＲＰ，ａｎｄ　ＤＫ　Ｃｏｏｐｅｒ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｔｏｄａｙ　１９９９；４：３９－４５
【非特許文献９】Ｗａｎｇ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９９７
；１５：３５８－３６２
【非特許文献１０】Ｒｅａｄ　Ｔ－Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　２
００１；１９：２９－３４
【非特許文献１１】Ｃａｉ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　２００２；３６：
３８６－３９４
【非特許文献１２】Ｃａｎａｐｌｅ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｎ　Ｎ　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　２００１；９４４：３５０－３６１
【非特許文献１３】Ｇｌｉｃｋｌｉｓ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎ：Ｉｋａｄａ　Ｙ，Ｏｋ　
ａｎｏ　Ｔ（Ｅｄｓ．）Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｔｈｅｒａｐ
ｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ．１９９９：ｐｐ．１１９－１３１
【非特許文献１４】Ｅｍｅｒｉｃｈ　ＤＦ，Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　２００２
；１１：１－３
【非特許文献１５】Ｅｍｅｒｉｃｈ　ＤＦ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｂｉｏｂｅ
ｈａｖ　Ｒｅｖ　１９９２；１６：４３７－４４７
【非特許文献１６】Ｈａｇｉｈａｒａ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎ
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ｔ　１９９７；６：５２７－５３０
【非特許文献１７】Ｒｉｓｂｕｄ　ＭＶ　ａｎｄ　ＲＲ　Ｂｈｏｎｄｅ　Ｊ　Ｂｉｏｍａ
ｔｅｒ　Ｓｃｉ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｅｄｎ　２００１；１２：１２４３－１２５２
【非特許文献１８】Ｍｉｒａｌｌｅｓ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏ
ｍｅｄｉｃａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２００１；５７：２６８－２
７８
【非特許文献１９】Ｓｈａｐｉｒｏ　Ｌ　ａｎｄ　Ｓ．Ｃｏｈｅｎ　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉ
ａｌｓ　１９９７；１８：５８３－５９０
【非特許文献２０】Ｓｕｆａｎ　Ｗ，ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｔ
ｒａｕｍａ　２００１；１８：３２９－３３８
【非特許文献２１】Ｋａｔａｏｋａ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　
Ｒｅｓ　２００１；５４：３７３－３８４
【非特許文献２２】Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｐ　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ
　２００２；１４６：３５６－３６８
【非特許文献２３】Ｄｉａｍｏｎｄ　ＤＡ　ａｎｄ　ＡＡ　Ｃａｌｄａｍｏｎｅ　Ｊ　Ｕ
ｒｏｌ　１９９９；１６２：１１８５－１１８８
【非特許文献２４】Ｆｒａｇｏｎａｓ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２
０００；２１：７９５－８０１
【非特許文献２５】Ｃｏｎｓｔａｎｔｉｎｉｄｉｓ　Ｉ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｍａｔｅｒ
ｉａｌｓ　１９９９；２０：２０１９－２０２７
【非特許文献２６】Ｓｔａｂｌｅｒ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２０
０１；２２：１３０１－１３１０
【非特許文献２７】Ｒｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎ
ｔ　２００２；１１：３１３－３２４
【非特許文献２８】Ｓｔａｂｌｅｒ　ＣＬ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｎ　Ｎ　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　２００２；９６１：１３０－１３３
【非特許文献２９】Ｏ’Ｃｏｎｎｅｒ　ＳＭ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｌｅｔｔ
　２００１；３０４：１８９－１９３
【非特許文献３０】Ｗａｎｇ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２００３；
２４：３４７５－３４８１
【非特許文献３１】Ｒｏｗｌｅｙ　ＪＡ，ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２００３；６０：２１７－２２
３
【非特許文献３２】Ｒｏｗｌｅｙ　ＪＡ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　１９
９９；２０：４５－５３
【非特許文献３３】Ｖａｎｄｅｎｂｏｓｓｃｈｅ　ＧＭＲ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌ　１９９３；４５：１１５－１２０
【非特許文献３４】Ｒｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｎ　Ｎ　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　２００１；９４４：２１６－２２５
【非特許文献３５】Ｓｉｅｂｅｒｓ　Ｕ，ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１９９９；７７：２１５－２１８
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　アルギネート中に内包された増殖細胞を含む組成物、そして細胞の生長および増殖が制
御されそれによりビーズの崩壊、細胞のもれおよび以後の免疫応答を防ぐこれらの組成物
を使用する方法を提供する必要がある。
【００１０】
　アルギネート中に内包された細胞を含む組成物、そして細胞が治療する分子を放出する
これら組成物を使用する方法が必要とされている。
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　アルギネート中に内包された細胞を含む組成物、そして疾患の治療にこれら組成物を使
用する方法が必要とされている。
【００１１】
　埋め込み可能な組成物および部材、そしてこれら埋め込み可能な組成物および部材の表
面上の望まない宿主細胞の生長が制御されるこれら埋め込み可能な組成物および部材を使
用する方法を提供することを必要としている。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、複数の増殖細胞の増殖を阻害する方法に関する。方法は、アルギネートポリ
マーおよびストロンチウムを含むアルギネートマトリックス内に細胞を維持することを含
む。
【００１３】
　本発明は、また、人体中の組成物上の細胞の生長を阻害する方法に関する。方法は、人
体中に組成物を維持することを含む。組成物は、ストロンチウムを含むアルギネートゲル
を含む。
【００１４】
　本発明は、また、１８０日以上動物中の組成物上の細胞の生長を阻害する方法に関する
。方法は、１８０日以上動物の体内に組成物を維持することを含む。組成物は、ストロン
チウムを含むアルギネートゲルを含む。
【００１５】
　本発明は、また、動物中の部材上の細胞の生長を阻害する方法に関する。方法は、動物
中に部材を維持することを含む。部材は、ストロンチウムを含むアルギネートゲルを含む
。
　本発明は、また、ストロンチウムを含むアルギネートマトリックスをそれらの外部表面
に有する部材に関する。
【００１６】
　本発明は、アルギネートマトリックスにより無細胞の組成物または部材の外部表面を被
覆またはカバーする方法に関する。方法は、アルギネート溶液により無細胞の組成物また
は部材またはそれらのコンポーネントをまずカバーまたは被覆し、そして連続してまたは
次に浸漬、サブマージョン、噴霧、微粒化または他の技術により二価の架橋イオンを加え
、それにより部材を被覆するアルギネート溶液のアルギネートポリマーが二価の架橋イオ
ンにより架橋されそして部材を被覆するアルギネートマトリックスが形成されることから
なる。本発明は、また、アルギネート本体の外部表面を被覆する細胞の単一層を含むアル
ギネート本体を含む。アルギネート本体は、カルシウム、バリウム、亜鉛および銅の１つ
以上を含む。
【００１７】
　本発明は、また、表面上に細胞の単一層を含むアルギネートのシートに関する。アルギ
ネートシートは、カルシウム、バリウム、亜鉛または銅の１つ以上を含む。
　本発明は、また、人工組織の製造法に関する。方法は、細胞の複数のシートを生長させ
、その際細胞のシートのそれぞれは、カルシウム、バリウム、亜鉛または銅の１つ以上お
よびアルギネートポリマーを含むアルギネートマトリックスを含有するシート上に細胞の
単一層を含み、細胞の１つのシートの底部を細胞の他のシートの細胞の上に置くことによ
り細胞のシートを積み重ね、そしてそれぞれのシートのアルギネートマトリックスが溶解
しそれにより細胞のそれぞれの単一層が細胞の少なくとも１つの他の単一層と直接接触す
るようになって細胞の複数の層を有する組織を生成することを含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明は、アルギネートマトリックスを生成するのに使用される二価のカチオンのタイ
プが、これらのアルギネートマトリックスと接触するようになる細胞の増殖に影響を及ぼ
すことを証明する発見から生じている。これらの発見は、細胞の増殖を阻害または支持す
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る要望に基づいて、特定のタイプのアルギネートマトリックスを含む特定の組成物および
部材のデザインおよび製造を可能にする。本発明のいくつかの態様は、細胞の増殖を阻害
するアルギネートマトリックスと関連する組成物および部材およびそれらの使用を提供す
る。本発明のいくつかの側面は、制御された細胞の生長を促進しそれにより細胞が細胞の
単一の単層として生長し維持されるアルギネートマトリックスと関連する組成物および部
材およびそれらの使用を提供する。
【００１９】
　細胞の増殖の阻害を含む本発明の側面のいくつかの態様によれば、アルギネートマトリ
ックス内に内包された細胞の増殖は、アルギネートマトリックス内に増殖する細胞を維持
することに関連する問題、特にこれらのアルギネートマトリックスに内包された増殖する
細胞が動物に埋め込まれるときに生ずる問題を防ぐために阻害できる。同様に、細胞の増
殖は、阻害されて、長期にわたって宿主の身体に維持される埋め込まれた組成物および部
材上の宿主自身の細胞によるインプラントの過剰な生長を防ぐ。細胞の過剰生長の阻害は
、埋め込み可能な組成物および部材の使用に関連する問題を克服し、そして改善された組
成物、部材および方法を提供する。
【００２０】
　アルギネートマトリックス中のストロンチウムの存在が、細胞の生存に影響することな
く、細胞の増殖を阻害することが見いだされている。この発見は、驚くほど長い期間これ
らマトリックス内の増殖する細胞の増殖を阻害する方法を提供し、そしてこれらの組成物
および部材が驚くほど長い期間宿主の身体中に維持できるように埋め込まれた組成物およ
び部材上の細胞の異常増殖を防ぐ、細胞の増殖を阻害する方法を提供する。
【００２１】
　宿主の身体中に物質を放出することを目的とする細胞がアルギネートマトリックスに内
包される埋め込み可能な組成物の場合、ストロンチウムの存在は、もし存在すれば物質が
組成物から宿主の身体中に放出されることを防ぐ、宿主の身体からの細胞の異常増殖を阻
害する。異常増殖を防ぐことによって、組成物からの放出は、長時間妨害されることなく
続く。
【００２２】
　アルギネートマトリックスに内包された生存力のある細胞を含む組成物中の細胞の異常
増殖の防止は、また、マトリックス内の細胞が、驚くほど長い期間生存を続けるのに必要
な栄養素および物質を入手し続けることを可能にする。
【００２３】
　組成物が増殖する細胞を内包するアルギネートマトリックスである態様では、ストロン
チウムの存在は、内包された細胞の増殖を阻害し、それは、これらの組成物の長期の使用
を妨げる多くの問題を生じさせることが知られている。本明細書で使用されるとき、「増
殖する細胞」は、細胞の増殖を阻害するのに有効なレベルで存在するストロンチウムの不
存在で細胞が維持される条件下で、連続かつ反復する細胞の分裂が可能な細胞をさすこと
を意味する。連続する細胞の増殖の阻害は、マトリックスの完全さの崩壊そして身体中へ
の細胞の次の漏れを妨げる。従って、本発明のいくつかの態様は、増殖する細胞を含む組
成物がマトリックスの崩壊および細胞の漏れなしに驚くほど長い期間宿主の身体に維持さ
れることを可能にする。
【００２４】
　ストロンチウムを含むアルギネートマトリックスによる細胞の増殖の阻害は、埋め込ま
れた部材および組成物上の細胞の異常増殖を阻害する方法を可能にし、それにより埋め込
まれた部材および組成物の使用に関連する問題を克服する。改善された部材および部材を
使用する改善された方法が提供される。改善された部材例えば外部表面上にストロンチウ
ム含有アルギネートマトリックスを有するもの、およびこれら組成物を使用する方法が提
供される。これらの部材は、それらの使用が多くの埋め込まれた部材に関連する細胞の異
常増殖およびこのような細胞の異常増殖の問題および望ましくない結果の阻害を特徴とす
るために、特に有用である。改善された組成物は、上述のようなアルギネートマトリック
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ス内に内包される細胞を含むもの、並びに無細胞の組成物例えばアルギネートマトリック
スを含むまたはこれからなるものおよびこれらの組成物を使用する方法も提供される。い
くつかの態様では、組成物は、埋め込まれた組成物から身体に放出される医薬または蛋白
を内包するアルギネートマトリックスを含む。いくつかの態様では、組成物は、例えば必
要なとき支持するかまたは覆うかまたは部材および組織により調整されるようになる空間
を占めることができる生体適合性の物質を提供するのに使用できるかさ高剤として使用可
能である。
【００２５】
　本発明のいくつかの態様によれば、複数の増殖する細胞の増殖を阻害する方法が提供さ
れる。方法は、アルギネートポリマーおよびストロンチウムを含むアルギネートマトリッ
クス内に増殖する細胞を維持することを含む。いくつかの態様では、内包された細胞は、
動物の体内に維持される。いくつかの態様では、動物は、哺乳動物好ましくはヒト、けっ
歯動物例えばマウスまたはラット、またはウシ、ヒツジ、ウマ、イヌまたはネコの種であ
る。いくつかの態様では、動物は、魚または鳥の種である。いくつかの態様では、細胞は
、少なくとも７日間好ましくは少なくとも３０日間、いくつかの態様では少なくとも６０
日間、いくつかの態様では少なくとも９０日間、さらに好ましくは少なくとも１８０日間
そしてより好ましくは１年以上アルギネートマトリックス内に維持される。好ましい態様
では、アルギネートマトリックス内の細胞は、少なくとも７日間、好ましくは少なくとも
３０日間、いくつかの態様では少なくとも６０日間、いくつかの態様では少なくとも９０
日間、さらに好ましくは少なくとも１８０日間そしてより好ましくは１年以上、動物の体
内に維持される。いくつかの態様では、アルギネートマトリックス内の細胞は、動物の体
内に維持できる容器のような埋め込み可能な部材内に維持される。いくつかの態様では、
埋め込み可能な部材内に維持されるアルギネートマトリックス内の細胞は、少なくとも７
日間、好ましくは少なくとも３０日間、いくつかの態様では少なくとも６０日間、いくつ
かの態様では少なくとも９０日間、さらに好ましくは少なくとも１８０日間そしてより好
ましくは１年以上維持できる。いくつかの態様では、アルギネートマトリックス内の増殖
する細胞は、アルギネートマトリックス内に内包されたアルギネート本体の外部表面に単
層として付着している。いくつかの態様では、そのアルギネート本体は、アルギネートマ
トリックスポリマーとカルシウムとを含む。いくつかの態様では、そのアルギネート本体
は、カルシウム、バリウム、亜鉛および銅の１つ以上とアルギネートポリマーとを含む。
【００２６】
　本発明のいくつかの態様によれば、７日以上ヒトの体内で複数の細胞を含む組成物の外
部表面上の細胞の生長を阻害する方法が提供される。方法は、７日以上ヒトの体内で、ス
トロンチウム含有アルギネートマトリックスに内包された複数の細胞を含む組成物を維持
することを含む。複数の細胞を含む組成物の外部表面上の細胞の生長を阻害する方法が提
供される。細胞は、増殖する細胞、増殖しない細胞または両者の組み合わせであってよい
。いくつかの態様では、組成物は、ヒトの体内に１年以上維持される。
【００２７】
　本発明のいくつかの態様によれば、少なくとも１８０日間動物の体内で複数の細胞を含
む組成物の外部表面上の細胞の生長を阻害する方法が提供される。方法は、７日以上動物
の体内に、ストロンチウム含有アルギネートマトリックスに内包された複数の細胞を含む
組成物を維持することを含む。細胞は、増殖する細胞、増殖しない細胞または両者の組み
合わせであってよい。いくつかの態様では、組成物は、動物の体内に１年以上維持される
。
【００２８】
　細胞がアルギネートマトリックス内に内包されるいくつかの態様では、マトリックスは
、一般に回転楕円体である。いくつかの態様では、マトリックスは不規則な形をとる。一
般に、アルギネートマトリックスは、有効な数の細胞を受容するのに十分に大きくなけれ
ばならず、一方マトリックスの外部表面の表面積がマトリックス内の容積に関して十分に
大きいように十分に小さい。本明細書で使用されるとき、アルギネートマトリックスのサ
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イズは、一般に、本質的に回転楕円体であるマトリックスについて提供され、そしてサイ
ズは、最大の断面積の測定として表示される。球状のマトリックスの場合には、このよう
な断面積の測定は、直径になるだろう。いくつかの態様では、アルギネートマトリックス
は、回転楕円体であり、そしてそのサイズは、約２０μｍから約１０００μｍの間である
。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのサイズは、１００μｍより小さく、
例えば２０μｍと１００μｍとの間であり、いくつかの態様では、アルギネートマトリッ
クスのサイズは、８００μｍより大きく、例えば８００－１０００μｍの間である。いく
つかの態様では、アルギネートマトリックスのサイズは、約１００μｍであり、いくつか
の態様では、アルギネートマトリックスのサイズは、約２００μｍであり、いくつかの態
様では、アルギネートマトリックスのサイズは、約３００μｍであり、いくつかの態様で
は、アルギネートマトリックスのサイズは、約４００μｍであり、いくつかの態様では、
アルギネートマトリックスのサイズは、約５００μｍであり、いくつかの態様では、アル
ギネートマトリックスのサイズは、約６００μｍであり、そしていくつかの態様では、約
７００μｍである。
【００２９】
　細胞がアルギネートマトリックス内に内包されるいくつかの態様では、内包された細胞
は、哺乳動物の細胞、好ましくはヒトの細胞である。内包された細胞が増殖しない細胞で
あるいくつかの態様では、増殖しない細胞は、膵島、肝細胞、神経細胞、腎皮質細胞、血
管内皮細胞、甲状腺および上皮小体細胞、副腎細胞、胸腺細胞、卵巣細胞および一次起源
の他の細胞のタイプからなる群から選ばれることができるが、これらに限定されない。内
包された細胞が増殖する細胞であるいくつかの態様では、増殖する細胞は、確立された細
胞系例えばＨＥＫ２９３、ＭＤＣＫおよびＣ２Ｃ１２細胞系から誘導されるが、これらに
限定されない。いくつかの態様では、内包される細胞は、細胞が維持されるとき発現する
１つ以上の蛋白をエンコードする発現ベクターを含む。いくつかの態様では、蛋白は、サ
イトカイン、生長因子、インスリンまたは血管形成阻害剤例えばアンジオスタチンまたは
エンドスタチンである。約６０－７０ｋＤより小さいような低分子量を有する蛋白は、ゲ
ルの網状構造の孔度のために特に良好な候補である。いくつかの態様では、内包された細
胞は、アルギネートマトリックス内に内包されたアルギネート本体の外部表面に単層とし
て付着している。いくつかの態様では、アルギネート本体は、アルギネートポリマーとカ
ルシウムとを含む。
【００３０】
　本発明のいくつかの態様によれば、７日間以上動物の体内で無細胞の組成物の外部表面
上の細胞の生長を阻害する方法が提供される。方法は、動物の体内に、ストロンチウム含
有アルギネートマトリックスを含む無細胞の組成物を維持することを含む。いくつかの態
様では、無細胞の組成物は、アルギネートマトリックス内に内包された医薬を含む。いく
つかの態様では、無細胞の組成物は、アルギネートマトリックス内に内包された蛋白を含
む。いくつかの態様では、無細胞の組成物は、組織かさ高インプラントである。いくつか
の態様では、無細胞の組成物は、アルギネートポリマーとストロンチウムとから本質的に
なる組織かさ高インプラントである。
【００３１】
　本発明のいくつかの態様によれば、動物の体内で部材の外部表面上の細胞の生長を阻害
する方法が提供される。方法は、ストロンチウム含有アルギネートマトリックスを部材の
外部表面上に被覆することからなる動物の体内に部材を維持することを含む。いくつかの
態様では、部材は、ステント、心臓ペースメーカー、カテーテル、埋め込み可能な補てつ
物、外科用ねじ、外科用ワイヤ、組織かさ増しインプラント、食道逆流阻害インプラント
、失禁阻害インプラント、固体部材またはマクロカプセルのようなアルギネートマトリッ
クスの表面の外部に被覆されたおよび／またはアルギネートマトリックスに内包された細
胞を保持するのに好適なコンテナー、乳房インプラント、あごインプラント、頬インプラ
ント、胸部インプラント、臀部インプラントおよび歯科インプラントからなる群から選ば
れる。



(9) JP 4869945 B2 2012.2.8

10

20

30

40

50

【００３２】
　いくつかの好ましい態様では、無細胞の組成物または部材は、哺乳動物好ましくはヒト
、けっ歯動物例えばマウスまたはラット、またはウシ、ヒツジ、ウマ、イヌまたはネコの
種である。いくつかの態様では、動物は、魚または鳥の種である。いくつかの態様では、
部材は、少なくとも７日間好ましくは少なくとも３０日間、さらに好ましくは少なくとも
６０日間、より好ましくは少なくとも９０日間、さらに好ましくは少なくとも１８０日間
そしてより好ましくは１年以上動物の体内に維持される。
【００３３】
　本発明は、また、外部表面にストロンチウム含有アルギネートマトリックスを被覆した
埋め込み可能な部材に関する。いくつかの態様では、部材は、ステント、心臓ペースメー
カー、カテーテル、埋め込み可能な補てつ物、外科用ねじ、外科用ワイヤ、組織かさ増し
インプラント、食道逆流阻害インプラント、失禁阻害インプラント、固体部材またはマク
ロカプセルのようなアルギネートマトリックスの表面の外部に被覆されたおよび／または
アルギネートマトリックスに内包された細胞を保持するのに好適なコンテナー、乳房イン
プラント、あごインプラント、頬インプラント、胸部インプラント、臀部インプラントお
よび歯科インプラントからなる群から選ばれる。
【００３４】
　本発明は、まずアルギネート溶液により無細胞の組成物または部材またはそのコンポー
ネントをカバーまたは被覆する段階、そして連続してまたは次に、浸漬、サブマージョン
、噴霧、微粒化または他の技術により二価の架橋イオン例えばカルシウム、バリウム、銅
、亜鉛またはストロンチウムを施し、それにより部材を被覆するアルギネート溶液のアル
ギネートポリマーが二価の架橋イオンにより架橋されるようになりそしてそれにより部材
を被覆するアルギネートマトリックスが形成される段階からなる、アルギネートマトリッ
クスにより無細胞の組成物または部材の外部表面を被覆またはカバーする方法に関する。
これらの態様では、最初の被覆またはカバーに使用されるアルギネート溶液は、無細胞の
組成物または部材を有効に被覆またはカバーするのに十分な粘度のものである。いくつか
の態様では、最初の被覆またはカバーは、水和（湿った）状態でさらに架橋される。いく
つかの態様では、最初の被覆またはカバーは、架橋イオンとの反応前にまず乾燥される。
【００３５】
　細胞の増殖の阻害を含む本発明のこれらの種々の側面は、それぞれ、ストロンチウムを
含むアルギネートマトリックスを用意する。いくつかの態様では、アルギネートマトリッ
クスは、最初、カルシウム、バリウム、亜鉛および銅の１つ以上を本質的に含まない。い
くつかの好ましい態様では、アルギネートマトリックス中の二価のカチオンは、ストロン
チウムからなる。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスは、アルギネートポリ
マーとストロンチウムとから本質的になる。いくつかの態様では、アルギネートマトリッ
クスのアルギネートポリマーは、５０％より多いα－Ｌ－グルロン酸を含む。いくつかの
態様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、６０％より多いα－Ｌ
－グルロン酸を含む。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポ
リマーは、６０－８０％のα－Ｌ－グルロン酸を含む。いくつかの態様では、アルギネー
トマトリックスのアルギネートポリマーは、６５－７５％のα－Ｌ－グルロン酸を含む。
いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、７０％より
多いα－Ｌ－グルロン酸を含む。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアル
ギネートポリマーは、２０－５００ｋＤの平均分子量を有する。いくつかの態様では、ア
ルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、５０－５００ｋＤの平均分子量を有
する。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、１０
０－５００ｋＤの平均分子量を有する。いくつかの態様では、アルギネートマトリックス
は、ポリカチオン性アミノ酸を含まない。
【００３６】
　アルギネートマトリックスの表面に付着した細胞が、カルシウム、亜鉛およびバリウム
の１つ以上を含むアルギネートマトリックスを使用して単層として維持できることが見い
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だされている。この発見は、アルギネートマトリックスから作られたアルギネート本体お
よびそれらの表面に付着した細胞の単層を有するアルギネートマトリックスのシート、並
びにこれらのアルギネート本体およびアルギネーシートを使用する方法に関する本発明の
側面をもたらす。これらのアルギネート本体およびアルギネートシートに付着した細胞が
、単層として安定な形で維持されることが見いだされている。アルギネート本体およびア
ルギネートシートは、細胞を維持し、増殖しそして取り扱う安定なプラットホームを提供
する。アルギネート本体およびアルギネートシートは、単層として表面に付着した複数の
増殖しない細胞を含むことができ、取り扱いの容易さ、有効な維持、大量のさらに規則的
な分散、およびこれら細胞の凝集の防止を可能にする。その上、これらのアルギネート本
体およびアルギネートシートは、細胞を非常に高い密度に維持するのに使用でき、細胞の
生存を保持する栄養素の交換を可能にし、それにより治療用生成物の放出能率を増大させ
る。アルギネートの表面上の細胞の単層の生長および維持は、細胞／マトリックスの組成
物の特定の形状をもたらすのに有用である。さらに、単層として細胞を生長させることに
より、細胞は、最適な方法で配列されて、細胞が非常に高い濃度で生存を続けることを可
能にする。いくつかの態様では、細胞は、部材またはマクロカプセルに関連して配合され
るかまたはそれ以外の方法で使用される。アルギネート表面上に単層として細胞を維持す
ることにより、細胞は、部材またはマクロカプセル内により最適に配置される。これは、
体積が小さくそして細胞濃度の最適化が厳密を要するような部材で特に有用である。
【００３７】
　複数の増殖する細胞を含むアルギネート本体およびアルギネートシートは、増殖しない
細胞を有するものと同じ利点を有し、単層として細胞のさらに制御された増殖を可能にす
る追加の利点を有する。
【００３８】
　いくつかの態様では、組成物は、アルギネート本体の外部表面上の細胞の単一の層を含
むアルギネート本体を含み、その際アルギネート本体はカルシウム、バリウム、亜鉛およ
び銅の１つ以上を含む。いくつかの態様では、アルギネート本体は、一般に、形状が回転
楕円体であり、そしてアルギネート本体のサイズは、６００μｍより小さく、いくつかの
態様では、５００μｍより小さく、いくつかの態様では、４００μｍより小さく、いくつ
かの態様では、３００μｍより小さく、いくつかの態様では、２００μｍより小さく、そ
していくつかの態様では、１００μｍより小さい。
【００３９】
　いくつかの態様では、細胞は、ほ乳動物の細胞、好ましくはヒトの細胞である。態様で
は、細胞は、増殖しない細胞、好ましくは幹細胞、膵島、肝細胞、神経細胞、腎皮質細胞
、血管内皮細胞、甲状腺および上皮小体細胞、副腎細胞、胸腺細胞、卵巣細胞からなる群
から選ばれるがこれらに限定されない細胞である。いくつかの態様では、細胞は、増殖す
る細胞、例えば確立された細胞系例えばＨＥＫ２９３細胞およびＣ２Ｃ１２細胞系から由
来する細胞である。いくつかの態様では、細胞は、細胞が維持されるとき発現する蛋白を
エンコードする発現ベクターを含む。いくつかの態様では、蛋白は、サイトカイン、生長
因子、インスリンまたは血管発生阻害剤例えばアンジオスタチンまたはエンドスタチンで
ある。
【００４０】
　いくつかの態様では、そのアルギネート本体は、アルギネートマトリックス例えばアル
ギネートポリマーとストロンチウムとを含むアルギネートマトリックス内に内包される。
いくつかの態様では、単層は、次に末端が分化したまたは他の増殖しない状態に転換され
る増殖する細胞を使用して生長する。いくつかの態様では、それに付着した細胞の単層を
有するアルギネート本体は、埋め込み可能な部材内に含まれる。
【００４１】
　本発明のいくつかの態様では、アルギネートポリマーとストロンチウムとを含むアルギ
ネートマトリックス内に含まれる内包された細胞は、アルギネートポリマーとストロンチ
ウムとを含むアルギネートマトリックス内に所望により被覆される埋め込み可能な部材中



(11) JP 4869945 B2 2012.2.8

10

20

30

40

50

に配合される。このようないくつかの態様では、アルギネートマトリックス内の細胞は、
アルギネートポリマーとカルシウム、バリウム、亜鉛、銅および／またはマグネシウムと
を好ましくは含むアルギネート本体の外部表面に単層として付着する。このような態様で
使用される細胞は、好ましくは、幹細胞、膵島、肝細胞、神経細胞、腎皮質細胞、血管内
皮細胞、甲状腺および上皮小体細胞、副腎細胞、胸腺細胞、卵巣細胞、ＨＥＫ２９３細胞
およびＣ２Ｃ１２細胞からなる群から選ばれる細胞である。いくつかの態様では、細胞は
、例えばサイトカイン、生長因子、インスリンまたは血管発生阻害剤例えばアンジオスタ
チンまたはエンドスタチンのような細胞が維持されるとき発現する蛋白をエンコードする
発現ベクターを含む。
【００４２】
　本発明のいくつかの態様では、アルギネートポリマーとストロンチウムとを含むアルギ
ネートマトリックス内に含まれる内包されたインスリン生成細胞例えば膵島細胞を含む埋
め込み可能な部材は、糖尿病にかかった個体を治療するのに使用される。その内側と外側
との間の物質の移動を可能にする部材は、個体に埋め込まれそして維持され、そして部材
内の細胞は、個体の身体中に移動するインスリンを生成しそして放出する。これらのいく
つかの態様では、埋め込まれる部材は、アルギネートポリマーとストロンチウムとを含む
アルギネートマトリックスにより被覆される。これらのいくつかの態様では、アルギネー
トマトリックス内に含まれるインスリン生成細胞は、アルギネートポリマーとカルシウム
、バリウム、亜鉛、銅および／またはマグネシウムとを好ましくは含むアルギネート本体
の外部表面に単層として付着する。
【００４３】
　いくつかの態様では、組成物は、カルシウムを含むアルギネートシートの表面上に細胞
の単一の層を含むアルギネートシートを含む。いくつかの態様では、細胞は、哺乳動物の
細胞好ましくはヒトの細胞である。態様では、細胞は、増殖しない細胞、好ましくは幹細
胞、膵島、肝細胞、神経細胞、腎皮質細胞、血管内皮細胞、甲状腺および上皮小体細胞、
副腎細胞、胸腺細胞および卵巣細胞からなる群から選ばれるがこれらに限定されない細胞
である。いくつかの態様では、細胞は、増殖する細胞例えば確立された細胞系から由来す
る細胞、例えばＨＥＫ２９３、ＭＤＣＫおよびＣ２Ｃ１２細胞系（しかしこれらに限定さ
れない）である。いくつかの態様では、細胞は、細胞が維持されるとき発現する１つ以上
の蛋白をエンコードする発現ベクターを含む。いくつかの態様では、人工組織を製造する
方法が提供される。細胞の複数のシートが生長され、その際、細胞のシートのそれぞれは
、アルギネートポリマーとカルシウムとを含むアルギネートマトリックスを含むシート上
に細胞の単一層を含む。細胞のシートは、細胞の１つのシートの底部を細胞の他のシート
の頂部に置くことにより積み重ねられる。細胞の積み重ねられたシートは、各シートのア
ルギネートマトリックスが溶解しそれにより細胞の各単一層が細胞の少なくとも１つの他
の単一層と直接接触するようになって細胞の複数の層を有する組織を生成する条件下、維
持される。いくつかの態様では、細胞の複数のシートは、外皮細胞の複数のシートを含む
。いくつかの態様では、細胞の複数のシートは、線維芽細胞の１つ以上のシートをさらに
含む。いくつかの態様では、細胞の複数のシートは、肝細胞の複数のシートを含む。いく
つかの態様では、細胞の複数のシートは、島細胞の１つ以上のシートを含む。いくつかの
態様では、本発明で使用される細胞は幹細胞である。いくつかの態様によれば、外皮組織
は、人工皮膚として構成される。外皮細胞（ケラチン生成細胞および他のもの）の層は、
結合組織（繊維芽細胞）の層に加えられて患者の損傷した皮膚の置換に使用される。
【００４４】
　アルギネート本体またはシート上の単層として細胞を維持することを含む本発明のこれ
らの種々の側面は、カルシウム、バリウム、亜鉛および銅の１つ以上を含むアルギネート
マトリックスをもたらす。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスは、ストロン
チウムを本質的に含まない。いくつかの好ましい態様では、アルギネートマトリックス中
の二価のカチオンは、カルシウムからなる。いくつかの好ましい態様では、アルギネート
マトリックスは、アルギネートポリマーとカルシウムとから本質的になる。いくつかの態
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様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、５０％より多いα－Ｌ－
グルロン酸モノマーである。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアルギネ
ートポリマーは、６０％より多いα－Ｌ－グルロン酸を含む。いくつかの態様では、アル
ギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、６０－８０％のα－Ｌ－グルロン酸を
含む。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、７０
％より多いα－Ｌ－グルロン酸を含む。いくつかの態様では、アルギネートマトリックス
のアルギネートポリマーは、６５－７５％のα－Ｌ－グルロン酸を含む。いくつかの態様
では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマーは、２０－５００ｋＤの平均分
子量を有する。いくつかの態様では、アルギネートマトリックスのアルギネートポリマー
は、５０－５００ｋＤの平均分子量を有する。いくつかの態様では、アルギネートマトリ
ックスのアルギネートポリマーは、１００－５００ｋＤの平均分子量を有する。いくつか
の態様では、アルギネートマトリックスは、ポリカチオン性アミノ酸を含まない。
【実施例１】
【００４５】
　この実施例では、アルギネートビーズに捕捉された細胞培養を研究し、そして経時のビ
ーズ内そして表面上のそれらの生長を観察した。細胞の生長が、ビーズの表面で生じ、そ
して細胞が球状の単層としてビーズをカバーし、さらにこの現象がゲル化イオンに依存す
ることを見いだした。これらの観察は、細胞とアルギネートマトリックスとの間の相互反
応の背後にあるメカニズムを理解するのに有意義なものである。
【００４６】
材料および方法
細胞培養および内包方法
　ヒトＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞（エンドスタチン生成のためにトランスフェクションさ
れた胚腎細胞）およびイヌＭＤＣＫ細胞を使用した（成犬の雌のコッカースパニエルの見
かけ上正常な腎臓から由来した）。細胞は、単層細胞培養として従来通り生長させ、そし
て１週間３回再培養した。それぞれの実験において、細胞をトリプシン処理し、１．８％
のＰＲＯＮＯＶＡ　ＳＬＧ２０アルギネート溶液と混合し、そして参考として本明細書に
引用されるＫｌｏｋｋ　ＴＩ，ａｎｄ　ＪＥ　Ｍｅｌｖｉｋ，Ｊ　Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐ
ｓｕｌａｔｉｏｎ；１９：４１５－４２４に既述されているように静電ビーズ発生器を使
用することによってアルギネートビーズに捕捉した。約４００μｍのサイズをもつビーズ
は、外径０．３５っｍのノズルを使用しそしてノズル先端とゲル化浴との間の距離が約１
ｃｍで約６ｋＶ／ｃｍの静電圧でビーズ発生器を操作することにより製造された。ゲル化
中のナトリウムイオンの存在は、より良好な性質を有する不均一なビーズを得るために、
浸透質としてマンニトールを使用することによって可能な限り避けた（本明細書において
参考として引用されるＳｔｒａｎｄ　ＢＬ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏ
ｅｎｇ　２００３；８２：３８６－３９４）。使用したゲル化溶液は、５０ｍＭのＣａＣ
ｌ２、ＳｒＣｌ２またはＢａＣｌ２を含んだ。ゲル化後、ビーズは、細胞培養フラスコ中
に移し、そして通常の細胞生長培地を加えた。生長培地は、各週２－３回変え、そしてフ
ラスコの生長の表面上のビーズから解放される細胞の過剰な生長を避けるために、ビーズ
をまた規則的に新しいフラスコ中に移した。ビーズおよび細胞の生長は、光学または蛍光
顕微鏡を使用することにより経時的に追跡された。
【００４７】
捕捉された細胞のライブ・デッド染色
　生存および死滅した細胞の検出は、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ／Ｃｙｔ
ｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　Ｋｉｔ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｏｒｅｇｏｎ，ＵＳ
Ａ）を使用することにより行われた。細胞の染色は、キットに添付された方法に記載され
たように行われた。緑色の蛍光は、生存細胞の指標として細胞内エステラーゼ転換カルシ
ン（ｃａｌｃｅｉｎ）から検出され、一方赤色の蛍光は、死んだ細胞（漏れる細胞膜）の
同時のエチジウム染色から検出される。細胞を含むアルギネートビーズは、共焦点画像化
顕微鏡により観察された。
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結果
【００４８】
　ヒトＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞およびイヌＭＤＣＫ細胞を、全く被覆材料なしにカルシ
ウムおよびストロンチウムのアルギネートビーズに内包し、そして実験中光学顕微鏡で肉
眼で観察された。２つの細胞系の生長挙動は、明らかに異なった。わずか数日後、細胞の
生長がビーズの内部で観察でき、そしてこれはＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞で明らかに顕著
であった。大きな細胞の凝集物がビーズ内で発達し、そして１ヶ月より短い期間後に、ビ
ーズの外部の細胞の生長を見ることができた。図１は、ストロンチウムおよびカルシウム
の両者のアルギネートビーズにおける培養中の１．５ヶ月後のＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞
の像を示す。ビーズ内の細胞の増殖は、ビーズ内の細胞の量がストロンチウムイオンでは
少ないので、ゲル化イオンに明らかに依存した。両者の培養では、細胞の漏れは、細胞の
コロニーが培養フラスコの底部に付着しそしてそこでコロニーを生じさせるために、生じ
た。しかし、カルシウムアルギネートのビーズでは、細胞は、また、ビーズのいくつかの
表面で生長でき、そしてビーズに多少緩やかに付着した細胞の凝集物も観察できた。しか
し、このような細胞の異常増殖は、ストロンチウムアルギネートのビーズでは観察されな
かった。
【００４９】
　アルギネートビーズに捕捉されたＭＤＣＫ細胞では、増殖率は、ＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ
細胞についてよりもかなり低かった。この実験では（図２）、２×１０６細胞／ｍＬの濃
度の細胞は、ストロンチウムまたはカルシウムのアルギネートの何れかの３５０μｍビー
ズに捕捉された。細胞の生長は、数日後両方のタイプのビーズ内で見ることができ、そし
てこれはカルシウムビーズにおいてより顕著であった。いくらかのＭＤＣＫ細胞も両方の
ビーズのタイプから逃げ出し、そして培養フラスコの表面でコロニーを発生させた。また
これらの細胞では、カルシウムアルギネートビーズとストロンチウムアルギネートビーズ
との間では、ビーズ表面での細胞の生長に大きな相違が存在した。図２では、培養中の約
２．５ヶ月後のＭＤＣＫ細胞を含む２つのアルギネートゲルビーズの像を示す。この段階
では、すべてのカルシウムアルギネートのビーズは、細胞により完全に転換されたが、一
方ストロンチウムビーズのどんなものも細胞の異常増殖を示さなかった。ビーズ表面での
生長の挙動は、細胞がビーズ表面に多少緩く付着した大きな凝集物として生長を続けるＨ
ＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞とは対照的に、ＭＤＣＫ細胞はカルシウムビーズの表面で単層と
して細胞をカバーするために、２つの細胞のタイプの間では明らかに異なる。
【００５０】
　ビーズ上の細胞の異常増殖は、光学顕微鏡で容易に観察できた。ビーズの制限された数
を数えることにより、ビーズ表面での細胞に関する生長パターンは、特徴的であった（図
３）。ビーズが細胞により完全にまたはわずか部分的にカバーされたかどうかも注目され
た。図３で見ることができるように、カルシウムアルギネートビーズ上の細胞の生長は、
約３週間後に生じそして付着した細胞を有するビーズの部分は、すべてのビーズが内包約
４０日後細胞によりカバーされるまで、急速に増大した。実験中、わずか約２５％以内の
カルシウムアルギネートビーズが、一度に細胞により不完全にカバーされた。これは、ビ
ーズ表面での生長が開始されると直ぐに生ずる急速な細胞の異常増殖と一致した。別の実
験で、５ヶ月より長く、ビーズについて観察した。カルシウムアルギネートのビーズは、
ＭＤＣＫ細胞の完全に球状の単層によりカバーされていたが、一方ストロンチウムビーズ
のどれも表面での細胞の生長を全く示さないことが観察された。
【００５１】
　細胞によりカバーされたビーズからの細胞が、細胞培養に新しい空のビーズを添加する
ことにより空のビーズに移動し付着することができるかどうかについてテストした。ビー
ズは、新しいビーズへの細胞の伝達の徴候なしに数週間観察された（図示せず）。
【００５２】
　ビーズの表面内および表面での細胞の生長は、また細胞の「ライブ・デッド（ｌｉｖｅ
　ｄｅａｄ）」染色および共焦点画像化技術により検討された。この実験では、緑色の蛍
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光は、生存する細胞の細胞内エステラーゼ転換カルシンから放出され、一方赤色の蛍光は
、死んだ細胞（漏れる細胞膜）のエチジウム染色からである。共焦点蛍光像は、ビーズ全
体の断面として示された。従って、ビーズ内の蛍光細胞の一部のみが、像に示された（図
示せず）。カルシウムアルギネートのビーズでは、生存する細胞の球状の単層は明らかに
見られるが、一方ビーズの中心の細胞は死んでいる。ビーズ内の壊死の理由は、細胞の球
状の単層からの消費の結果として酸素および他の栄養素の欠如により説明できるものと思
われる。対照的に、ストロンチウムアルギネートビーズは、細胞によりカバーされずそし
て生存する細胞を含んだ。しかし、ストロンチウムビーズ内の細胞の大きなコロニーが、
時間とともに壊死の中心を有する細胞の凝集物を生じさせることも注目すべきことである
。
検討
【００５３】
　不純物を非常に低いレベルで含む十分に規定された医薬品グレードのアルギネート（そ
れぞれ本明細書で参考として引用されるＤｏｒｎｉｓｈ　ＪＭ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｎ　Ｎ
　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　２００１；９４４：３８８－３９７　ａｎｄ　Ｓｋａｕｇｒｕ
ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｅｎｇ　Ｒｅｖ　１９９９；１６
：２３－４０）を使用した。そのため、ほとんどの商品としてのアルギネートに多い量ま
たは未知の量で通常存在するエンドトキシンまたは他の不純物が、得られた観察に影響を
及ぼすことは、ほとんどないと思われる（Ｓｋａｕｇｒｕｄ，ｅｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａ）
。
【００５４】
　アルギネートゲル網状構造内の細胞の生長パターンは、２つの細胞系の間で明らかに相
違した（図１および２）。ＭＤＣＫ細胞が単層の培養で、より急速な生長を示したが、ゲ
ルの網状構造内の生長は、ＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞に比べて遅かった。同様な相違は、
すでに報告されている（Ｒｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａ）。しかし、ス
トロンチウムゲル網状構造のより高い強さは、カルシウムビーズに比べて、長時間内包さ
れた細胞系の両者についてビーズの一体性を維持した。アルギネート網状構造のミクロ構
造の強さは、細胞の生長速度に直接影響するように思われる（Ｒｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅ
ｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａおよびＳｔａｂｌｅｒ　ＣＬ　ａｎｄ　Ａ　Ｓａｍｂａｎｉｓ　ｓ
ｕｐｒａ）。ゲル網状構造の強さは、また、細胞の増殖の結果としてばかりかゲルと生長
培地との間のイオン交換の結果として、時間とともに変化する（それぞれ本明細書で参考
として引用されるＲｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａ；スミドスロッド　Ｏ
　ａｎｄ　Ｇ　スケジャク－ブラク．ＴＩＢＴＥＣＨ　１９９０；８：７１－７８；ａｎ
ｄ　Ｒｅａｄ　Ｔ－Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔ　Ｄｅｖｌ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　１
９９９；１７：６５３－６６３）。ゲル網状構造の分解に関する酵素的メカニズムの存在
は、また示唆されている（Ｒｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａ）。カルシウ
ムアルギネートゲルに比べて、ストロンチウムアルギネートゲルは、低濃度のゲル化イオ
ンを有する溶液中で時間の経過とともに分解されることが少ないだろう。異なるビーズか
らの細胞の放出は、ビーズのいくらかの崩壊の結果ばかりか細胞の生長およびゲルの網状
構造を通る移動の結果として生ずるものと思われる。
【００５５】
　ビーズ表面での細胞の生長パターンは、また、２つの細胞系の間で非常に異なった。Ｈ
ＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞は、ビーズに多少付着して生長したが（図１）、ＭＤＣＫ細胞は
、完全な球状の単層としてビーズをカバーした（図２）。明らかに、ＭＤＣＫ細胞は、共
焦点画像化により立証されるように、カルシウムアルギネートビーズの表面に強固に付着
した。カルシウムビーズの表面への強い付着は、特定の付着メカニズムを含む足場依存性
の生長を示唆する。さらに、ストロンチウムゲル表面での生長の欠落は、ゲルの網状構造
内の特定のゲル化イオンの存在が必須であることを示唆する。これは、ゲル化イオンのみ
の存在またはゲル構造中の相違に直接関係するだろう。ゲル化イオンの重要性は、本明細
書において参考として引用されるＡｔｔｒａｍｄａｌ　Ａ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｅ
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ｒｉｄｏｎａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１９６９；４：２８１－２８５により支持され、彼
は、カルシウムイオンとは対照的にストロンチウムイオンが、ガラス表面への細胞の付着
を支持しなかったことを観察した。細胞外マトリックスまたは細胞への正常な細胞の付着
が、インテグリンおよびカドヘリンのような膜蛋白に依存することも現在周知である。そ
の上、これらの膜付着蛋白は、また、基質付着のための二価のカチオンに依存することが
知られている（本明細書において参考として引用されるＨｙｎｅｓ　ＲＯ．Ｃｅｌｌ　２
００２；１１０：６７３－６８７）。本発明を特定の理論に限定されることを決して望ま
ないが、二価のイオンに依存する足場メカニズムが、カルシウムゲル表面への細胞の付着
に含まれることが妥当と思われる説明である。ストロンチウムイオンの化学的性質はカル
シウムイオンのそれらと同様であるが、細胞付着メカニズムは、ストロンチウムゲル網状
構造により支持できない。５ヶ月を超えた後、どんな付着した細胞もストロンチウムビー
ズ上に観察されなかったが、生存する細胞は、すべてのカルシウムビーズを完全にカバー
し続けていた。
【００５６】
　カルシウムアルギネートビーズの表面上のＭＤＣＫ細胞の異常増殖は、約３週間後に始
まった（図３）。ビーズ表面上の生長なしのこの比較的長い開始時間は、驚くべきことで
ある。また、ビーズ表面上の生長期間は、部分的に異常増殖したビーズの少ない部分によ
り反映されるように、短い。これは、ある開始メカニズムおよびビーズ表面上の急速な生
長速度を示唆する。これらの観察に関する説明は、ある細胞の適合メカニズムを恐らく含
むだろうが、恐らくまたカルシウム放出の結果としてゲル網状構造の変化に関係するだろ
う（スミドスロッド　Ｏ　ａｎｄ　Ｇ．スケジャク－ブラク　ｓｕｐｒａ）。細胞により
カバーされたビーズが細胞を空のビーズの表面に移動させなかったという観察は、ゲルの
表面のある崩壊または細胞とゲル表面との間の強い最初の接触が、生長の開始を可能にす
るために必要であることを示す。
【００５７】
　アルギネート表面上の生長が、また、Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａにより報告さ
れ、彼は、少ないグルロン酸含量に比べて多い含量のアルギネート上の良好な生長を見い
だした。２つのタイプのゲルの間のゲル構造および強さの違いが、相違を説明できること
が示唆された。同様な結果は、また、ＲＧＤ変性アルギネートについて報告されている（
Ｒｏｗｌｅｙ　ＪＡ　ａｎｄ　ＤＪ　Ｍｏｏｎｅｙ　ＤＪ　ｓｕｐｒａ）。低グルロン酸
含量アルギネートに比べて高グルロン酸含量アルギネートを含むアルギネート上の良好な
生長は、また、高グルロン酸アルギネートゲル網状構造に存在するカルシウムのより高い
含量が、より良好な細胞の付着およびより強い生長を促進できる事実により影響される（
予備的な観察も、低グルロン酸含量のアルギネートに比べて、高グルロン酸含量のアルギ
ネートから製造されたアルギネートビーズ上のＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞のより急速な生
長を示す）。
【００５８】
　動物に埋め込まれた空のアルギネートビーズの表面上の線維芽細胞およびマクロファー
ジの生長は、一般に観察されている（Ｖａｎｄｅｎｂｏｓｓｃｈｅ　ＧＭＲ，ｅｔ　ａｌ
．ｓｕｐｒａ；Ｒｏｋｓｔａｄ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．（２００１）ｓｕｐｒａ；Ｓｉｅｂ
ｅｒｓ　Ｕ，ｅｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａ）。埋め込まれたビーズに向かう宿主の応答は、い
くつかの場合に、ビーズに向かう有害な免疫学的に関連する反応の開始よりむしろ、宿主
からの細胞のための生長基質としてアルギネート表面の作用である。アルギネートゲルに
おいてゲル化イオンとしてストロンチウムを使用することは、次に、細胞の異常増殖を避
けるために有利である。ストロンチウムの使用は、従来、良好な生体適合性および高いゲ
ルの強さのために、内包技術への応用が示唆され（本明細書において参考として引用され
るＷｉｄｅｒｏｅ　Ｈ　ａｎｄ　Ｓ　Ｄａｎｉｅｌｓｅｎ．Ｄｉｅ　Ｎａｔｕｒｗｉｓｓ
ｅｎｓｃｈａｆｔｅｎ　２００１；８８：２２４－２２８．４４）、そしてストロンチウ
ム阻害細胞増殖を示すこの文献のデータは、このゲル化イオンを使用するとき、追加の予
想されない利点をもたらす。ストロンチウムビーズのライブ／デッド分析は、培養数ヶ月
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後のビーズ内の生存する細胞の存在を明白に示した。
【００５９】
　アルギネート表面上の細胞の生長は、細胞の生長を支持する足場物質としての応用に興
味のある可能性を有する（それぞれ本明細書において参考として引用されるＷａｎｇ　Ｌ
．ｓｕｐｒａ；Ａｌｓｂｅｒｇ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　ＵＳＡ　２００２；９９：１２０２５－１２０３０；ａｎｄ　Ｌｏｅｂｓａｃｋ　Ａ
，ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　２００１；５７：５７５－５８１）。アルギネート表面上の単層として
の細胞の生長は、増殖する細胞の生長を制御しそして壊死を避けるのに恐らく使用できる
だろう。アルギネートゲル構造の表面に付着した細胞の密集した単層の使用は、生産シス
テムまたは組織構築物の製造において異なる応用に使用される可能性を有する。球状の層
として付着した細胞は、非常に高い密度で維持でき、一方なお栄養物、廃棄物並びに生産
物質の交換の良好な利用性を可能にする。しかし、外来の細胞の埋め込みを含む内包の応
用では、付着した細胞を保護する追加の被覆方法またはマクロカプセルは、より実際的な
技術を利用することを必要とする。また、細胞によりカバーされたアルギネートビーズ内
に捕捉された細胞は、栄養素の欠乏の結果として必ず死ぬことになるだろう。
【実施例２】
【００６０】
序文
　バイオポリマーに基づく組織構築物の移植は、多数の疾患の治療において、有望な将来
がある。生体適合性のバイオポリマーは、マイクロビーズ内に細胞を捕捉するのに使用で
き、そのため宿主および物理的ストレスからの免疫攻撃に対して細胞を保護する。他のポ
リマーに比べて、アルギネートは、特に、固定化剤として良好な性質を有し、その性質は
、生理学的に関連する温度で発達し固化できる熱安定性ゲルを形成する能力にある。治療
用の分子を排出するアルギネートビーズに捕捉された細胞は、がん、糖尿病、パーキンソ
ン病、慢性の痛みおよび肝臓の不全を含む広範囲の疾患の治療に生体内でバイオリアクタ
ーとして使用できる。そのため、アルギネートは、治療の用途に関してバイリアクターシ
ステムの開発において細胞または組織のための固定化物質として現在広く使用されている
。
【００６１】
　医学的使用の直前に新鮮な器官を処理する代わりに、バイオリアクターシステム用の連
続する源として生体外での細胞の生長も使用できる。これらの細胞は、周知の技術により
遺伝子学的に操作されて、治療用の製品を生成し、そのため新しいバイオリアクターシス
テムの開発における魅力的な候補である。アルギネートビーズに固定された異なる確立さ
れた細胞系が検討され、そして結果がここに提供される。
【００６２】
方法
　生体外で単層として通常培養された異なる確立された細胞系からの細胞は、アルギネー
トゲルビーズに捕捉され、そしてそれらの生長の挙動が検討された。以下の細胞系が検討
された。ヒトＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞（エンドスタチン生産のためにトランスフェクシ
ョンされた胚腎細胞）、ヒトＮＨＫ３０２５細胞（子宮頚部カルシノーマ）、イヌＭＤＣ
Ｋ細胞（成犬の雌コッカースパニエルの見かけ上正常な腎から由来する）およびマウスＣ
２Ｃ１２細胞。細胞をまずＰＲＯＮＯＶＡアルギネート溶液と混合し、そして静電ビーズ
発生器を使用して選択されたサイズのアルギネートビーズに捕捉した。１５０－約６００
μｍに及ぶ異なるサイズのビーズを、異なるノズルを選びそして約５ｋＶ／ｃｍの静電圧
で発生器を操作することにより製造した。アルギネートの濃度は、ほとんどの実験で、１
．５－１．８％であり、そしてゲル化中のＮａ＋の存在は、マンニトール（不均一ビーズ
）を使用することにより可能な限り避けた。使用したゲル化溶液は、ほとんど５０ｍＭの
ＣａＣｌ２またはＳｒＣｌ２であったが、ＢａＣｌ２もテストした。ゲル化後、ビーズを
単層細胞培養フラスコに移し、そして通常の細胞生長培地を加えた。生長培地は、各週で
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２－３回変え、そしてフラスコ生長表面上のビーズから放出される細胞の過剰の生長を避
けるために、ビーズを新しいフラスコ中に規則的に移した。ビーズおよび細胞の生長は、
光学顕微鏡または他の技術を使用して経時的に追跡された。
【００６３】
結果および検討
　アルギネートビーズに捕捉された細胞は、長期間の生体外培養中良好な生存性を示し、
そしてアルギネートによる細胞に対する有害な作用はないように思われた。これは、既に
発表されたデータと一致する。また、他の発表されたデータによれば、アルギネートゲル
に捕捉された細胞が、ゲル内で増殖し続けることが観察された。細胞は、ビーズの大部分
をコロニー化しそしてビーズの外ですら生長した。図４は、アルギネートビーズに捕捉さ
れた約１ヶ月後のＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞を示す。見て分かるように、大きな回転楕円
体がビーズ内に形成されそして細胞もビーズの外で生長した。ビーズの外側のいくつかの
細胞は、ビーズ表面に付着して存在したか、または細胞が凝集するにつれビーズの外側で
生長した。アルギネートビーズ内の細胞の増殖は、アルギネートゲルに依存した（すなわ
ち、使用したアルギネートのタイプおよびゲル化条件）。一般に、弱いゲル網状構造を生
成する低グルロン酸（Ｇ）含量のアルギネートは、細胞の増殖をさらに容易に可能にした
。細胞の増殖は、高いＧのアルギネートに捕捉された細胞について第一日中非常に制限さ
れた。或る最初の生長の遅延（代表的に２－３日）後、細胞はより急速に生長を開始した
。これは、細胞生長培地中のゲル化イオン（Ｃａ２＋）の低含量による、その期間中のゲ
ル網状構造の弱さの結果であろう。ゲル化イオンは、そのため、ゲル網状構造から失われ
、それによりさらに容易な細胞の増殖を可能にする。
【００６４】
　アルギネートゲル内の細胞の増殖は、このような細胞の増殖がビーズの分解を生じさせ
るために、ヒトまたは動物におけるビーズ（または他の構造）の埋め込みを含む応用には
明らかに問題である。細胞は、また、生体内でビーズの外で生長し始めることが予想でき
、もしそうならば、外来の起源の細胞は、宿主の免疫システムに曝されるだろう。この問
題は以下のように処理できる。
【００６５】
　カルシウムアルギネートビーズ中の異なる細胞系の生長の挙動が検討され、そしてアル
ギネートビーズの表面上およびその内部の異なる細胞の生長パターンにおけるいくつかの
明らかな相違が観察された。特に、ＭＤＣＫ細胞は、検討された他の細胞系に比べて、驚
くほど異なる生長パターンに従うことが分かった。ＭＤＣＫ細胞は、溶液中の大きな細胞
の凝集物の形成なしにビーズをカバーする球状の単層としてビーズの表面上で生長するこ
とが観察された。図５は、２つのアルギネートビーズの図を示し、１つは細胞の完全な球
状の単層によりカバーされ、そして１つは表面での生長のないビーズを示す。生長期間中
細胞により完全にカバーされたまたはカバーされていないかの何れかのビーズを見ること
は一般的に生じた。これは、各ビーズのコロニー化が、それが開始されると直ぐに拡大す
る急速なプロセスであったことを意味する（約１－２日）。しかし、最初の異常増殖後数
日で、１００％のビーズは、細胞により完全にカバーされた。検討された他の細胞系とは
対照的に、ＭＤＣＫ細胞は、表面に多少付着する大きな細胞の凝集なしに規則的な球状の
単層としてビーズの表面で生長し続けた。ビーズが細胞によりカバーされた後、ビーズの
外側でさらなる生長は見られなかった（密集）。しかし、ビーズから欠落する細胞が、細
胞培養の表面に付着して通常の単層として増殖できることが観察された。蛍光技術および
共焦点画像化により、球状の単層の細胞は、５ヶ月より長い間（テストされた全継続時間
）生存していることが示され、一方ビーズ内に位置する細胞は、ほとんど死んだ。しかし
、いくらかの増殖が生じ、ビーズの表面から欠落する単一の細胞を置換することができた
。球状の単層としてカルシウムアルギネートビーズに付着したＭＤＣＫ細胞は、ビーズ内
またはビーズ表面で拡大する増殖が全く生ずることなく、生長を阻害する状態にあった。
【００６６】
　驚くべきことに、細胞が、カルシウムアルギネートゲルの表面でのみ生長するに過ぎな
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いようであり、そしてゲル化イオンとしてストロンチウムにより製造されたゲル上ではな
いことが見いだされた。ストロンチウムビーズに捕捉された細胞は、培養中数ヶ月後であ
ってもゲル表面で全く生長せず、一方平行するカルシウムビーズでは、細胞は、１ヶ月以
内にビーズを完全にカバーした（図６）。これについての１つの説明は、カルシウムアル
ギネート表面での細胞の生長がカルシウムに直接依存するということである。アルギネー
トビーズ内に捕捉された細胞では、ストロンチウムの使用は、ビーズ内の細胞の増殖が極
めて制限されそして細胞がビーズの表面で生長しなかったために、カルシウムより良好な
ように見える。しかし、ストロンチウムビーズ内の細胞の生存性は、なお良好であった。
【００６７】
　細胞の球状の単層によりカバーされたアルギネートビーズは、細胞のさらなる保護のた
めに、大きなアルギネートビーズまたは他のゲル構造中の第二の捕捉（他のバイオマテリ
アルおよび／または部材を使用する内包または含有を含む）を受けやすい（図７）。ビー
ズは、アルギネートまたは他のバイオポリマー物質の１つ以上の層により被覆できる。そ
れゆえ、細胞の生長を制御するこの原則は、生体内の生産システムの生成における異なる
応用または他の応用に使用できる。球状の単層として付着した細胞は、非常に高い細胞数
対ビーズ体積の濃度を保持し、そして細胞はまた栄養素および生産物質の交換に良好に利
用される。
【００６８】
　動物中に埋め込まれたカルシウムアルギネートビーズが、宿主からの細胞（リンパ球、
線維芽細胞など）により完全にカバーされるようになることが一般に観察された。これは
、栄養素の欠乏のために、捕捉された細胞の細胞死を最終的にもたらす。生長する細胞の
生体外の観察に基づいて、ビーズ表面でのこの生長は、イオンに依存しそして宿主の有害
な（免疫学的）反応に関係しないようである。ストロンチウムによりゲル化された純粋な
アルギネートビーズは、線維芽細胞によりカバーされず、そのためまた「さらに生体適合
性」である。細胞に付着する蛋白がカルシウムに依存する（カドヘリンなど）ことは周知
である。それゆえ、ゲル網状構造に関係するカルシウムが、カルシウム結合蛋白との関係
により細胞の付着を促進できる。
【００６９】
要約
　生体外で培養された細胞は、アルギネートゲルの表面で急速に生長することが観察され
た。アルギネートゲル表面上の細胞の生長は、ゲル化イオンに依存した。細胞は、カルシ
ウムアルギネートゲル上でのみ生長し、そしてストロンチウムゲル上ではそうでなかった
。細胞に関する生長パターンは、異なる細胞系間で変化し、そして最初の生長は、足場依
存性細胞生長を可能にする細胞の突出またはゲル表面の崩壊に関連したようである。いく
つかの細胞例えばＭＤＣＫ細胞は、球状の単層としてビーズを完全にカバーした。最初の
生長が開始したとき、ビーズは、短時間内で細胞によりカバーされた。球状の単層として
の生長は、ビーズ内の細胞のさらなる生長を止めた（栄養素の欠乏）。球状の単層として
ビーズを完全にカバーする細胞は、生長を続けるさらなるスペースがなかったため、阻害
により表面での増殖を止めた。生長は、普通の生体外の培養表面上の生長（すなわち、密
集）と同じ原則に従うように思われた。
【００７０】
　カルシウムアルギネートゲルの表面での細胞の選択的生長およびストロンチウムでの生
長がないことは、ゲル化イオンがビーズ表面への細胞の付着に重要な役割をはたすばかり
か、ゲル構造それ自体における変化も含まれることを示唆している。ゲル網状構造からの
カルシウムは、足場依存性蛋白（カドヘリンなど）に影響する。アルギネート表面上の細
胞の生長は、組織培養の応用に使用できる。アルギネートゲルは、異なる形状で形成でき
、そしてそれらの上で生長する細胞を有する部材は、組織構築および移植組織に使用でき
る。アルギネートゲルは、細胞の再生長後に恐らく取り出すことができ、そしてこの方法
は、次に、組織エンジニアリング方法の一部として、そこなわれていない細胞の層を引き
離すのに使用できる。
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【００７１】
　カルシウムイオンに比べて、ビーズ内の細胞の生長は、一般に、より高いビーズの強さ
を示すストロンチウムゲルでは阻害された。同様に、ストロンチウムビーズ上の細胞の生
長は、阻害された。細胞の増殖は、ストロンチウムおよびバリウムのアルギネートビーズ
では阻害された。
【００７２】
　望ましくない細胞（宿主の線維芽細胞およびマクロファージなど）がビーズ上で生長す
るのを防ぐために（すなわち物理的な保護または免疫的保護）、細胞の球状の単層により
カバーされたビーズは、さらに、ビーズの保護のために被覆されるかまたは二重の内包を
受ける。これは、高い細胞濃度を有する最適化された生産システムとして使用されて改善
された生産能力を有し、そして細胞は長期間生存を保ち、一方生長は制御される。
【００７３】
　ヒトまたは動物に埋め込まれたアルギネートビーズは、免疫学的拒絶を受けることがあ
る。埋め込まれたアルギネートビーズは、生長する細胞（リンパ球、線維芽細胞など）に
よりカバーされるようになることが観察されている。この観察は、生体内でのアルギネー
トビーズ上の宿主細胞の付着および生長が、カルシウム含有ゲルの表面が細胞の付着およ
び増殖のための足場基質であるため、免疫学的反応によって必ずしも生じないことを示す
。埋め込まれたビーズの細胞の異常増殖は、従って、細胞を含むアルギネートマトリック
ス内にストロンチウムを配合することにより阻害される。追加の方法は、ストロンチウム
ゲル化マトリックス内に固定化された単層として外側の表面に細胞を生長させるカルシウ
ムビーズを配合することであろう。
【図面の簡単な説明】
【００７４】
【図１】約１．５ヶ月間カルシウム（左）およびストロンチウム（右）のアルギネートビ
ーズに内包されたＨＥＫ２９３Ｅｎｄｏ細胞の光学顕微鏡像を示す。
【図２】培養約２．５ヶ月後のカルシウム（左）およびストロンチウム（右）のアルギネ
ートビーズに内包されたＭＤＣＫ細胞の光学顕微鏡像を示す。すべてのカルシウムアルギ
ネートビーズは、付着された細胞により完全にカバーされている。ストロンチウムアルギ
ネートビーズでは、単一の細胞および細胞の凝集物がビーズ内に見ることができる。
【図３】カルシウムまたはストロンチウムのアルギネートビーズ中の内包後の時間の関数
としてのＭＤＣＫ細胞の異常増殖を有するビーズのフラクションを示すグラフである。不
完全な異常増殖を有するカルシウムアルギネートビーズの数も数えられた。
【図４】ＰＲＯＮＯＶＡ　ＵＰ　ＬＶＧアルギネートビーズ中の４週後のＨＥＫ２９３Ｅ
ｎｄｏ細胞の光学顕微鏡図である。生長する細胞の大きなコロニー（回転楕円体）をビー
ズの中心に見ることができる。回転楕円体の中心は、結局壊死するようになる。下方右で
のビーズは、ビーズ表面でそして表面の下で生長する細胞を示す。
【図５】ＭＤＣＫ細胞を有するカルシウムアルギネート（ＰＲＯＮＯＶＡ　ＳＬＧ）ビー
ズの図を示す。１つのビーズ（下方）では、細胞は表面を完全にカバーし、一方表面上の
他の生長はまだ開始されていない。
【図６】４－６ヶ月後のアルギネートビーズにおけるＭＤＣＫ細胞の図を示す。細胞は、
５０ｍＭのＣａＣｌ２（左）および５０ｍＭのＳｒＣｌ２（右）中の１．８％ＰＲＯＮＯ
ＶＡ　ＵＰ　ＬＶＧアルギネートに捕捉された。カルシウムアルギネートに捕捉された細
胞では、１００％のビーズが細胞の球状の単層により完全にカバーされるが、一方他のビ
ーズのどれもそれらの表面上に付着した細胞を有しない。ビーズはなおもとのままである
が、或る細胞の増殖がこれらのビーズの内側で見ることができる。
【図７】より大きなアルギネートビーズに捕捉されたカルシウムアルギネートビーズ上の
ＭＤＣＫ細胞の球状の単層の図を示す。



(20) JP 4869945 B2 2012.2.8

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】



(21) JP 4869945 B2 2012.2.8

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   　　　　                                Ａ６１Ｋ  47/36    　　　　          　　　　　

    審査官  福井　悟

(56)参考文献  米国特許第０５６４３５９４（ＵＳ，Ａ）
              国際公開第９８／０２３２２６（ＷＯ，Ａ１）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              A61L  27/00-33/00
              A61K  47/36
              CA/REGISTRY/MEDLINE/EMBASE/BIOSIS(STN)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

