
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
封入内部空間を定める外部表面を少なくとも一つの流出チャンネルと共に有する多孔性メ
ンブレン構造に付着した尿細管類似体を含む、患者に対して移植するために適したネフロ
ン類似体であって、前記尿細管類似体が尿細管細胞の三次元集合体を含み、糸球体構造の
形成を誘導するように宿主組織に接触するように形成された露出した刷子縁および前記メ
ンブレン構造の内部空間と液体伝達をするための管腔を有し、そして前記集合体中の尿細
管細胞が刷子縁を示す、ネフロン類似体。
【請求項２】
多孔性メンブレン構造が、セルロースエーテル、セルロース、セルロースエステル、フッ
化ポリエチレン、フェノール類、ポリ -4-メチルペンテン、ポリアクリロニトリル、ポリ
アミド、ポリアミドイミド、ポリアクリル酸、ポリベンゾキサゾール、ポリカーボネート
、ポリシアノアリルエーテル、ポリエステル、ポリエステルカーボネート、ポリエーテル
、ポリエーテルエーテルケトン、ポリエーテルイミド、ポリエーテルケトン、ポリエーテ
ルスルホン、ポリエチレン、ポリフルオロオレフィン、ポリイミド、ポリオレフィン、ポ
リオキサジアゾール、ポリフェニレンオキシド、ポリフェニレンスルフィド、ポリプロピ
レン、ポリスチレン、ポリスルフィド、ポリスルホン、ポリテトラフルオロエチレン、ポ
リチオエーテル、ポリトリアゾール、ポリウレタン、ポリビニル、ポリビニリデンフッ化
物、再生セルロース、シリコン、尿素－ホルムアルデヒド、またはそれらのコポリマーま
たはそれらの物理的混合物から選択される生体適合性物質を含む、請求項１のネフロン類
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似体。
【請求項３】
多孔性メンブレン構造が生物分解性物質を含む、請求項１のネフロン類似体。
【請求項４】
多孔性メンブレン構造が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能にする
孔サイズを有する、請求項１のネフロン類似体。
【請求項５】
多孔性メンブレン構造が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、請求項１のネ
フロン類似体。
【請求項６】
多孔性メンブレン構造が直径約 0.4ミクロンから約４ミクロンの孔を含む、請求項１のネ
フロン類似体。
【請求項７】
前記尿細管細胞の集合体がほ乳類細胞を含む、請求項１のネフロン類似体。
【請求項８】
前記ほ乳類細胞がヒト細胞である、請求項７のネフロン類似体。
【請求項９】
刷子縁が前記尿細管細胞の集合体の自由表面上に多数の微絨毛を含む、請求項１のネフロ
ン類似体。
【請求項１０】
細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領域にお
ける尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、請求項１のネフロン類似体。
【請求項１１】
細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、請求項１のネフロン類似体
。
【請求項１２】
前記封入空間中に尿酸を排出する、請求項１のネフロン類似体。
【請求項１３】
以下の段階：
ａ）少なくとも一つの流出チャンネルを有する封入内部空間を定める外部表面を有する多
孔性メンブレン構造を提供する段階；
ｂ）前記外部表面を腎臓組織細胞の懸濁物と接触させる段階；そして
ｃ）前記腎臓細胞を in vitroにおいて前記外部表面上で培養して複数の尿細管類似体を形
成する段階であって、前記尿細管類似体は尿細管細胞の三次元集合体を含み、前記集合体
は前記メンブレン構造の封入空間と液体伝達を行う管腔を含み、そして前記集合体中の尿
細管細胞が刷子縁を示す段階；
を含む、ネフロン類似体を作成する方法。
【請求項１４】
刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、請求項１３の方法。
【請求項１５】
細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領域にお
ける尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、請求項１３の方法。
【請求項１６】
細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、請求項１３の方法。
【請求項１７】
尿細管類似体がフィブロネクチンを発現する、請求項１３の方法。
【請求項１８】
尿細管細胞が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、請求項１３の方法。
【請求項１９】
腎臓細胞が胎児腎臓細胞、または幼若体（ juvenile）の腎臓細胞である、請求項１３の方
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法。
【請求項２０】
腎臓細胞が腎臓皮質由来である、請求項１３の方法。
【請求項２１】
腎臓細胞がヒトのものである、請求項１３の方法。
【請求項２２】
封入多孔性メンブレン構造が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能に
する、請求項１３の方法。
【請求項２３】
封入多孔性メンブレン構造が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、請求項１
３の方法。
【請求項２４】
封入多孔性メンブレン構造が直径約 0.4ミクロンから約４ミクロンの孔を含む、請求項１
３の方法。
【請求項２５】
内部空間を定める外部表面を有する生体適合性ポリマーの半透性膜を含む人工腎臓のため
の折りたたみ可能な多孔性メンブレン構造であって、前記メンブレン構造がヘッダーと液
体伝達を行う複数の中空チューブを含み、そして前記ヘッダー上の流出チャンネルが前記
内部空間のドレナージを可能にするが、但し、前記流出チャンネルは前記多孔性メンブレ
ン構造への液体の侵入を阻止するように配置された非還流バルブを含む、前記折りたたみ
可能な多孔性メンブレン構造。
【請求項２６】
以下の段階：

） 腎臓組織を酵素的処理により分離して細胞懸濁物を形成する段階；
）前記腎臓細胞懸濁物を in vitroにおいて培養する段階；
）封入多孔性メンブレン構造を細胞外マトリックスタンパク質で処理する段階；
）前記腎臓細胞を封入多孔性メンブレンの処理した外部表面上で培養して尿細管

そして前記尿細管細胞は刷子縁を示す、前記段階；
を含む、尿細管類似体を作成する方法。
【請求項２７】
以下の段階：
ａ）封入多孔性メンブレン構造を細胞外マトリックスタンパク質でコーティングする段階
；
ｂ）腎臓細胞懸濁物を前記物質上に播く段階；
ｃ）前記腎臓細胞を前記封入多孔性メンブレン上で培養して尿細管を形成する段階であっ
て、前記尿細管は内部に管腔を含む尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み、そして前記尿
細管細胞は刷子縁を示す、前記段階；
を含む、腎臓細胞上の物質の効果を測定する方法。
【請求項２８】
以下の段階：
ａ）物質を尿細管類似体細胞培養物に接触させる段階であって、前記尿細管類似体は多孔
性メンブレンが付着し内部に管腔を有する尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み、前記尿
細管が刷子縁を示す、前記段階；そして
ｂ）前記腎臓細胞に対する物質の効果を決定する段階；
を含む、腎臓細胞に対する物質の効果を測定する方法。
【発明の詳細な説明】
背景
１．発明の分野
本発明は人工腎臓（ prosthetic kidney）、人工腎臓を作成する方法および人工腎臓を用
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ａ 単離された
ｂ
ｃ
ｄ 類似体
を形成する段階であって、前記尿細管類似体は内部に管腔を含む尿細管細胞の三次元細胞
集合体を含み、



いて腎臓疾患を治療する方法に向けられる。
２．背景の説明
腎臓は血液から代謝廃棄物を除去し、ホメオスタシスを維持することにより体液バランス
を調節し、そしてホルモンを分泌することにより重要な制御活性を提供する。通常、心臓
により拍出された血液の約 20％が腎臓により処理される。
ネフロンは、腎臓の機能単位であり、 3つの過程により血液を処理する：すなわち、ろ過
、再吸収および分泌である。それぞれの腎臓は、およそ 100万個のネフロンを含み、それ
ぞれのネフロンは腎小体および尿細管からなる。ネフロンの形状は、非常に長い回旋状の
柄を持つ小型の漏斗に似ている。血液は糸球体を通じて腎小体に入る。血液からのろ過液
は、ボーマン嚢とも呼ばれる糸球体嚢に入り、そして尿細管中を流れる。尿細管は 4つの
部分：すなわち、近位曲尿細管、ヘンレ係蹄、遠位曲尿細管および集合管を含む。
腎小体は、糸球体と呼ばれる、からまる血液毛細管の一群を含み、糸球体は直径およそ 20
0ミクロンで、糸球体嚢と呼ばれる薄い壁の袋状構造に囲まれている。血液は輸入および
輸出細動脈を通して糸球体に入り、そして糸球体から出る。糸球体内では血圧により、糸
球体ろ過液として、水およびさまざまな溶解物質が糸球体毛細管から糸球体嚢へとこし出
される。
血漿、糸球体ろ過液および尿中のいくつかの物質の相対濃度を、表 Iおよび表 IIに示す。
これらの値は、患者の液体消費量、投薬、年齢、食餌、健康状態および腎機能などの多く
の要素に依存して変化しうる。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
糸球体ろ過の総速度は、典型的には、 1人当たり 1日約 180リットルである。この量のほと
んどは、再吸収過程を経て、血流に戻される。再吸収は、物質が尿細管から出て血液に入
る移動である。再吸収物質には、水、グルコースおよびその他の栄養素、ナトリウムおよ
びその他のイオンが含まれる。再吸収は近位曲尿細管で始まり、そしてヘンレ係蹄、遠位
曲尿細管および集合管内で続く。
分泌は、遠位尿細管および尿細管の周囲の毛細管中の血液から、物質および液体が遠位尿
細管および集合管へ移動する過程である。分泌される物質は、水素イオン、カリウムイオ
ン、アンモニア、およびある種の薬剤である。尿細管分泌は体の酸／塩基バランスを維持
するのにきわめて重要な役割を果たしている。
ホメオスタシスは、体により腎臓の機能に影響する特殊なホルモンによって維持されてい
る。下垂体ホルモン ADH（抗利尿ホルモン）は、遠位尿細管および集合管の水に対する透
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過性を持たせることにより、尿量を減少させる。副腎から分泌されるアルドステロンは、
尿細管の塩およびその他の電解質の再吸収を調節する。主として、アルドステロンは尿細
管を刺激し、ナトリウムをより速く再吸収させる。
ホルモンは腎機能に作用するが、腎臓はまた、他の器官の機能を調節するホルモンを産生
する。エリスロポエチンは腎細胞により分泌されるホルモンで、赤血球細胞形成速度を調
節する。レニンは腎臓が分泌する第二のホルモンで、血圧を調節する。さらに腎臓は、骨
格完全性（ integrity）に関与するビタミン Dを活性化する。
要約すると、血漿の糸球体ろ過、尿細管再吸収および尿細管分泌の結果、血液が処理され
、そして尿が形成される。尿細管再吸収では、グルコース、アミノ酸、タンパク質、クレ
アチン、乳酸、クエン酸、尿酸、アスコルビン酸、リン酸イオン、硫酸イオン、カルシウ
ム、カリウムイオン、ナトリウムイオン、水および尿素が再吸収される。尿細管分泌では
、ペニシリン、クレアチニン、ヒスタミン、フェノバルビタール、水素イオン、アンモニ
ア、およびカリウムが分泌される。
患者の両方の腎臓が不全になると、血圧が上がる可能性があり、体液が体内にたまる可能
性があり、廃棄物レベルが血液中において有害なレベルにまで増加する可能性があり、そ
して赤血球産生が減少する可能性がある。前記のことが起こると、不全の腎臓の機能を置
き換える治療が必要になる。腎機能不全の治療には、血液透析、腹膜透析および腎移植が
含まれる。
血液透析は、腎臓機能不全の患者の血液を清浄化しそしてろ過する治療法である。当該治
療法により、有害廃棄物、余分な塩および体液のレベルが減少する。血液透析はまた、血
圧を調節するのを助け、そして体内のカリウム、ナトリウム、および塩化物などの化学物
質の適切なバランスを維持する。
血液透析は、透析機または特別なフィルターを用いて、血液を処理する。処理中、患者血
液は管を通って体外の透析機に移動する。透析機は、廃棄物および余分な体液をこし出し
、そして新たに清浄化された血液を体内に戻す。典型的な治療計画は、週に 3回、 1回 2～ 4
時間かかる血液透析治療を含んでもよい。治療中、移動は制限されるが、患者は読み書き
など、過剰な動きを必要としない活動に従事してもよい。
血液透析の不都合な点には、治療中に患者の体液および化学物質バランスが急速に変化す
ることにより引き起こされる副作用および合併症が含まれる。筋肉の痙攣および低血圧は
2つのよく見られる副作用である。血圧の急激な低下である低血圧は極端な脱力感および
めまい感を引き起こす可能性がある。
患者が血液透析の副作用に適応するには普通、数か月を要する。副作用は、指示された通
り、適切な食餌および薬剤消費に厳密に従うことにより、抑えられる可能性がある。適切
な食餌は患者血液中に蓄積する廃棄物量を減少させ、そして腎臓の負荷を減少させるのを
助ける。医師の指示に従って食餌計画を立てるのには栄養士の助けが必要である。
血液透析のさらなる不都合な点には、高い経費、およびしばしばかつ長時間透析施設に通
わなくてはならないことが含まれる。透析施設の代わりに家庭で透析を行う方法もある。
家庭での透析にはヘルパーが必要であり、そして患者およびヘルパー双方が、特別な訓練
を受ける必要がある。さらに、機械および必需品を家庭に保管する場所が必要である。
腹膜透析は患者の腹部内層、腹膜を用い、血液をろ過する。透析液（ dialysate）と呼ば
れる浄化溶液を特殊な管を通じて患者の腹部へ移動させる。液体、廃棄物、および化学物
質が、腹膜の小さな血管から透析液へと通過する。数時間後、透析液を腹部から排出させ
、それと共に廃棄物を血液から除く。その後、腹部を新しい透析液で満たし、そして清浄
化過程を再開する。
当該透析法には、さまざまな程度の困難および著しい治療時間が伴われる。治療計画はさ
まざまだが、一般に著しい不便な体勢をとる。典型的な治療計画は、例えば、 4から 6時間
おきに 30から 40分、毎夜 10から 12時間、 1週間に 36から 42時間、または 24時間の治療期間
を含む。さらに、透析に加え、特別な、カロリー制限カリウム制限食餌が必要となる。
腹膜透析の合併症としてありうるものには、腹膜炎、または腹膜感染が含まれる。腹膜透
析法には、細菌などの病原体が体内に導入される可能性がある多くの段階が含まれる。腹
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膜炎の症状には、炎症、血清フィブリン細胞および膿の滲出、吐き気、めまい感、発熱、
腹痛、圧痛、便秘および嘔吐が含まれる。腹膜炎を防ぐため、透析法に正確に従った医療
が必要である。患者は腹膜炎の初期徴候を認識する訓練を受ける必要がある。素早い干渉
に失敗すると、深刻な問題につながる可能性もある。
血液透析および腹膜透析には、短期の不便および副作用に加え、深刻な長期の合併症があ
る。骨疾患、高血圧、神経損傷、および貧血などの合併症は、時間と共に破壊的な影響を
有する可能性がある。これらの合併症の結果、腎透析患者の 60％は雇用されず、そして 30
％は身体障害者となっている。腎透析患者は概して、一般的な人々に比べ、生存期間がよ
り短く、そして入院期間が 5倍も長い。
腎移植は、ドナーの人からから患者の体内に健康な腎臓を配置する方法である。移植され
た腎臓は、患者の不全になりつつある腎臓の血液ろ過容量を増大させるかまたは置換する
。移植腎は大腿上部および腹部の間に配置される。新たな腎臓の動脈および静脈は、患者
の動脈および静脈と連結され、そして新たな腎臓を通って血液が流れそして尿が作られる
。依然として一部機能を持っている可能性がある患者自身の腎臓は、感染または高血圧を
引き起こしているのでなければ、取り除かれない。
透析同様、組織非適合移植は治癒法ではない。組織拒絶反応は、組織適合性が優れている
場合であっても重大な危険である。シクロスポリンなどの薬剤に基づいた、拒絶を防ぐ免
疫抑制治療計画は、ほとんどの移植後医療の基礎であり続けている。しかし、同一患者お
よび患者間で薬物動態および薬力学が著しく変わりやすいことにより決定されるように、
適切な免疫抑制と毒性との間の、薬剤免疫抑制の治療量行きの範囲が狭いため、効果的で
あるが、しかし毒性が最小である免疫抑制効果のある薬剤レベルを見つけるのは困難なも
のになっている。したがって、移植後医療はいまだに著しく高い経費および危険性を招く
。
長期の免疫抑制剤消費により、副作用が引き起こされる可能性がある。最も深刻なのは、
免疫系が弱まり、より容易に感染が発生することである。いくつかの薬剤はまた、体重増
加、ざ瘡、顔の発毛、白内障、胃酸過剰、股関節疾患、肝臓または腎臓損傷を引き起こす
。移植患者の食餌は、透析患者のものより制限が少ないが、それでも患者は何種類かの食
物を減らす必要がある。免疫抑制剤でも腎臓拒絶反応を防げないこともある。拒絶反応が
起これば、患者はある種の透析を受け、そしておそらく別の移植を待つ必要があるであろ
う。
腎ドナーを見つけるのにかかる時間はさまざまである。移植を必要とするすべての人に十
分なほどの死体ドナーはなく、そしてこの問題は腎移植の症例では特に深刻である。腎臓
の別の供給源は、親戚および配偶者などの生存ドナーである。組織適合性がより優れてい
るため、遺伝的に関係がある生存ドナーからの移植は、しばしば、死体ドナーからの移植
よりもよく機能する。
Humes（米国特許第 5,429,938号）は、 in vitroの尿細管形成および ex vivoの尿細管構築
のための腎細胞培養法を報告している。当該方法において、腫瘍増殖因子β 1、上皮増殖
因子および全トランス体レチノイン酸の存在下で腎細胞を培養し、三次元集合体を形成す
る。当該方法の不都合な点の中には、増殖因子を投与する必要があることおよび糸球体形
成がないことがある。患者への増殖因子の投与は、望ましくない副作用および合併症を有
する可能性がある。 Humesは損傷を受けた腎組織の再増殖を助ける可能性がある方法を開
示しているが、人工腎臓の構築法および使用法は開示されなかった。
半多孔性メンブレン（ semiporous membrane）構造に固定された肝臓（ Rozgaら， Hepatolo
gy 17, 258-65）および血液（ Schwartzら， Blood 78, 3155-61）細胞増殖が報告されてい
る。これらの器官構造は、体外で糸球体ろ過液の収集および体外への排出を考慮していな
いため、人工腎臓構築に適していない。
Naughtonおよび Naughton（米国特許第 5,516,680号）は、三次元腎臓細胞および組織培養
系を報告している。生存間質細胞の三次元構造は、間質支持マトリックスの上部に播かれ
る。腎細胞はこの三次元系の上部に重層され、そして培養される。
Vacantiおよび Langer（ WO 88/03785）は、生体分解性ポリマーの三次元ポリマー－細胞骨
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格中で細胞を培養する方法を開示している。ポリマー－細胞骨格中で培養された器官細胞
は、患者体内に移植され、そして人工器官を形成する。
したがって、総合すると、腎臓培養の既知の方法は固有の欠点および欠陥を含み、そして
その設計の限界のため培養物を人工腎臓として使用する能力には特定の限界があることは
、明白である。これら各方法は人工腎臓を構築する際に直面するいくつかの問題について
述べようと試みてはいるものの、開示された方法で、血液をろ過し、糸球体ろ過、分泌、
または再吸収を行うことが可能な現実の人工腎臓を構築する方法を示唆するものはない。

本発明は、腎機能障害および腎不全の治療に関する、現在の戦略および設計に関する問題
および不都合な点を克服し、そして治療に関する方法および装置を提供する。
本発明の 1つの態様は、少なくとも 1つの人工腎単位（ ARU）を含む人工腎臓に向けられる
。人工腎単位は、少なくとも 1つの流出チャンネルを有する封入内部空間の形を定める外
部表面を有する多孔性メンブレン構造を含み、そして当該メンブレン構造はさらにその外
部表面に付着し、そして複数のネフロン類似体（ analog）である封入内部空間と液体伝達
を行っている。各ネフロン類似体は、尿細管類似体の少なくとも 1つの領域に糸球体様構
造を形成する、血管新生を有する尿細管類似体を含む。尿細管類似体は、尿細管細胞の三
次元細胞集合体を含み、集合体はメンブレン構造の内部空間と液体伝達を行う管腔（ lume
n）を含み、そして集合体中の尿細管細胞は刷子縁（ brush border）を示す。
本発明の別の態様は、少なくとも 1つの流出チャンネルを有する封入内部空間の形を定め
る外部表面を有する多孔性メンブレン構造を含み、そして当該メンブレン構造がさらにそ
の外部表面に付着し、そして複数のネフロン類似体である封入内部空間と液体伝達を行う
ことを含む、人工腎単位に向けられる。各ネフロン類似体は、尿細管類似体の少なくとも
1つの領域に糸球体様構造を形成する、血管新生を有する尿細管類似体を含む。尿細管類
似体は、尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み、集合体はメンブレン構造の内部空間と液
体伝達を行う管腔を含み、そして尿細管細胞は刷子縁を示す。
本発明の別の態様は、付加的な腎機能が必要である患者に移植するのに適した人工腎単位
前駆体であって、封入内部空間の形を定める外部表面を有し、そして少なくとも 1つの流
出チャンネルを有する多孔性メンブレン構造を含む前記前駆体に向けられる。当該メンブ
レン構造はさらにその外部表面に付着し、そして複数の尿細管類似体であるその封入内部
空間と液体伝達を行っている。尿細管類似体は、尿細管細胞の三次元集合体を含み、集合
体はメンブレン構造の内部空間と液体伝達を行う管腔を含み、そして集合体中の尿細管細
胞は刷子縁を示す。
本発明の別の態様は、付加的な腎機能が必要である患者に移植するのに適した人工腎単位
を作成する方法であって、少なくとも 1つの流出チャンネルを有する封入内部空間の形を
定める外部表面を有する多孔性メンブレン構造を提供し ;腎組織細胞の懸濁物と外部表面
を接触させ ;そして in vitroの外部表面上で腎細胞を培養し、メンブレン構造の封入空間
と液体伝達を行う管腔を含む尿細管細胞の三次元集合体を含む複数の尿細管類似体を形成
し、そして集合体中の尿細管細胞は刷子縁を示す、段階を含む、前記方法に向けられる。
本発明の別の態様は、患者の腎疾患を治療する、または腎機能を増大させる方法であって
、患者の天然の血管供給がある領域に上述の人工腎単位前駆体を移植し；天然血管供給を
誘導して 1つの領域において糸球体様構造形成し ;そしてメンブレン構造から患者の泌尿系
に流出チャンネルを連結する、段階を含む、前記方法に向けられる。
本発明の別の態様は、人工腎臓の多孔性メンブレン構造であって、内部空間の形を定める
外部表面を有する生体適合性ポリマーの半透性膜を含み、そしてメンブレン構造がヘッダ
ーと液体伝達を行う複数の中空チューブおよび内部空間の排出を可能にするヘッダーへの
流出チャンネルを含む、ことを含む、前記メンブレン構造に向けられる。
本発明の別の態様は、尿細管類似体を作成する方法であって、腎組織を単離し；腎組織を
酵素処理により細胞懸濁物を形成するよう分離し；腎細胞懸濁物を in vitroで培養し；封
入多孔性メンブレン構造を細胞外マトリックスタンパク質で処理し；封入多孔性メンブレ
ン構造の処理した外部表面上で腎細胞を培養し、尿細管類似体を形成させ、該尿細管類似
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体は三次元細胞集合体内部に管腔を含む尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み；そして尿
細管細胞は刷子縁を示す、段階を含む、前記方法に向けられる。
本発明の他の態様および利点は、一部は以下の説明で明らかにされ、そして一部は本説明
から明らかとなるであろうし、そして本発明を実施することにより学ばれる可能性がある
。

本特許の情報は、彩色して作成した図を少なくとも 1つ含む。彩色図を含む本特許のコピ
ーは、特許商標庁に請求し、そして必要な料金を支払うことにより提供されるであろう。
図 1A-Dは、人工腎単位（ ARU）または多孔性メンブレン構造のさまざまな折りたたみ可能
な形状を示している。
図 2A-Cは、人工腎単位 ARUまたは多孔性メンブレン構造の膨張性の折りたたみ可能な形状
を示している。
図 3A-Jは、人工腎単位または多孔性メンブレン構造のさまざまな形状を示している。
図 4は、集合管および貯蔵容器に連結された、孔サイズが 4ミクロンのポリカーボネート細
管膜からなる人工腎装置を示している。
図 5は、人工腎単位切片の抗オステオポンチン抗体による免疫細胞化学染色を示している
。
図 6は、新たに形成された細管の細胞外マトリックス中のフィブロネクチンが均一に染色
されているのを示している。
図 7A-Bは、抗アルカリ性ホスファターゼ抗体により染色された ARU切片を示している。
図 8A-Bは、糸球体様構造および異なる大きさの非常に組織化された細管様構造の形成を示
す、移植 ARU切片を示している。

本明細書中に例示され、そして広く記載されているように、本発明は人工腎臓、人工腎臓
を作成する方法、および人工腎臓により腎臓疾患を治療する方法に向けられる。
腎疾患を治療するのに用いられてきた数多くの方法および装置は、それぞれ、腎機能をう
まく増大させるために重要と認められる 1つまたはそれ以上の問題の解決を試みてきた。
これらの方法の例には、血液透析およびさまざまな型の腹膜透析が含まれる。しかし、こ
れらの方法および装置はすべて、系の複雑さ、サイズおよび重さが大きいこと、長期間の
治療または感染調節の困難さにに関する問題に悩まされてきた。透析機および腹腔内透析
などの、現在、腎疾患を治療する装置および方法に関連する問題には、移動性が高く、適
度の運動のための適切な腎機能、厳密な食餌計画からの自由、および感染、吐き気、掻痒
、栄養不足、偽痛風、 B型肝炎感染、心臓血管疾患の加速、高血圧、腎性骨形成異常、貧
血、胸水、血栓症、漿膜炎、心膜炎、透析腹水および透析痴呆などの合併症からの自由が
得られる、質の高い生活を提供できないことが含まれる。
移植腎は、腎疾患を治療するための広く行き渡った基礎として、効果的に使用することが
可能であり、そして長期間の生存が可能であることが立証されてきた。しかし、今日まで
、 1つの腎臓を必要とするすべての患者に対するドナー肝臓は不十分であり、そして広い
適用に対し真に実用的な人工腎臓は開発されてこなかった。さらに、現在の腎移植患者に
は、患者免疫系の医学的管理を含む、非常に高度な追跡医療が必要である。
本発明の目的は、高いクオリティ・オブ・ライフを何年も維持することが可能な人工腎臓
であって、腎臓疾患を治療する現時点の方法に関連する合併症、例えば嘔吐、感染、低血
圧、痙攣、出血、白血球減少、低酸素症、電解質障害、および透析平衡異常および吐き気
などの危険性が低い、前記人工腎臓を提供することである。
本発明の別の目的は、高いろ過速度で効果的に機能し、そしてしたがって占める容積がか
なり小さい人工腎臓を提供することである。
本発明の別の目的は、患者に移植し、天然腎臓の機能を置換しまたは増大させる人工腎臓
を提供することである。
本発明の別の目的は、患者自身の腎細胞またはドナーの細胞から人工腎臓を作成する方法
を提供することである。
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本発明の別の目的は、本質的に組織適合性であり、耐久性があり、そして信頼できる、そ
して長期間に渡り血液をろ過することが可能な、人工腎臓を提供することである。
本発明の別の目的は、 1つまたはそれ以上の構成要素が不全となった場合も、適切な腎機
能を果たすことができる代理機能性（ redundancy）を有する人工腎臓を提供することであ
る。
本発明の別の目的は、生体分解性構造であって、人工腎臓を形成するための初期の構造的
役割を果たし、そしてその後、生体分解性構造が分解されるにつれ組織増殖を促進しても
よい前記構造を含む、人工腎臓を提供することである。
本発明の別の目的は、流出ドレナージおよび収集系を備えた人工腎臓を提供することであ
る。
本発明の 1つの態様は、 1つまたはそれ以上の人工腎単位（ ARU）を含む人工腎臓に向けら
れる。こうした装置を作成する 1つの好ましい過程を、ここに記載する。

ARUは一部、ドナーからの腎細胞を用いて構築される。自家人工腎臓では、腎細胞が患者
自身の腎臓に由来していてもよい。同種異系人工腎臓では、腎細胞が患者の種の他のメン
バー由来であってもよい。異種人工腎臓では、腎細胞が患者とは異なる種由来であっても
よい。ドナー細胞は、例えばヒト、ウシ、ブタ、ウマ、ヤギおよびヒツジなどの多くの哺
乳動物供給源の腎皮質由来であってもよい。腎細胞は生検または死体解剖により単離して
もよい。さらに、細胞は使用前に凍結するか、または増殖させてもよい。
ARU構築の準備として、腎臓または腎組織切片を分離して細胞懸濁物とする（実施例 1）。
1週間など、ある程度の期間 in vitro培養を行った後、単一細胞懸濁に至る可能性がある
ため、初めの初代培養に細胞を単一細胞段階にまで分離するのは必要不可欠ではない。組
織分離は、細胞外マトリックスおよび細胞を共につなぎ合わせている細胞間結合を、機械
的および酵素的に破壊することにより行ってもよい。胎児、新生児、幼児から成人まで、
あらゆる発生段階由来の腎細胞を使用してもよい。胎児または新生児組織からは、より高
い収率で細胞が得られる可能性がある。
細胞へのストレスを減少し、そして扱いを容易にするため、破壊前に、腎組織切片を平衡
化塩溶液に置いてもよい。平衡化塩溶液には、組織培養培地、ハンクス平衡化塩溶液およ
びリン酸緩衝生理食塩水およびそれに匹敵するものなどがあり、 Gibco（メリーランド州
ゲティスバーグ）および Sigma（ミズーリ州セントルイス）などの商業的供給源から入手
可能である。腎組織は外科用メス、針、はさみまたは細胞分離ふるい（ Sigma，ミズーリ
州セントルイス）などの機械的組織破壊装置により破壊してもよい。機械的破壊の後、組
織はさらに、トリプシン、コラゲナーゼ、ディスパーゼなどのタンパク質分解酵素により
酵素的に、そしてエチレンジアミン四酢酸（ EDTA）などのカルシウムイオンに結合するま
たはカルシウムイオンをキレートする薬剤により、処理してもよい。カルシウムキレート
剤は細胞細胞接着が依存するカルシウムイオンの生物学的利用能を除去する。
細胞生存率を維持するため、酵素的分離は、目または顕微鏡によりモニターしてもよい。
望ましい分離が得られた後だが細胞生存率が実質的に損なわれる前に、酵素を失活させて
もよい。酵素失活は、等張液洗浄または血清処理により行ってもよい。
初代培養は、細胞分画段階を含みまたは含まず分離した細胞から調製してもよい。細胞分
画は、当業者に知られる蛍光表示式細胞分取法などの技術を用いて行ってもよい。細胞分
画は、細胞の大きさ、 DNA含有量、細胞表面抗原、および生存率に基づいて行ってもよい
。例えば、細管細胞を濃縮してもよく、そして繊維芽細胞を減少させてもよい。細胞分画
を用いてもよいが、本発明の実行に必要ではない。
細胞分取は、例えば、ドナーが腎臓癌またはその他の癌の腎臓への転移などの疾患を有す
るときなどに、望ましい可能性がある。腎細胞集団は悪性腎細胞または他の腫瘍細胞を、
正常非癌腎細胞から分離するために分取してもよい。 1つまたはそれ以上の分取技術によ
り単離された正常非癌腎細胞を、人工腎臓を産生するために使用してもよい。
当該方法の別の任意の方法は、凍結保存である。凍結保存は、例えば、複数回の侵入的外
科的方法の必要を減らすため、有用である可能性がある。腎臓から得られた細胞を増幅し
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、そして増幅された細胞の一部を使用してもよく、そして別の一部を凍結保存してもよい
。細胞を増幅しそして保存することができれば、ドナー細胞の選択にかなりの柔軟性が生
まれる。例えば、組織適合するドナーからの細胞を増幅し、 1人以上のレシピエントに利
用してもよい。凍結保存および増幅のさらなる利点は、 1つの腎臓由来の細胞を増幅し、
第二の腎臓を産生してもよいことである。
凍結保存の利用の別の例は、組織バンクである。ドナー細胞を組織適合性データと共に凍
結保存してもよい。ドナー細胞は、例えば、ドナー組織バンクに貯蔵される。患者の腎臓
疾患を治療するのに組織が必要とされると、患者に最も組織適合する細胞を選択すること
が可能である。腎臓に危険が及ぶ可能性がある疾患を有するかまたはそうした可能性があ
る治療を受ける患者は、自らの腎臓の生検を凍結保存してもよい。後に、患者自身の腎臓
が衰えたならば、凍結保存された腎細胞を融解し、治療に用いてもよい。腎臓に損傷を与
える疾患の例には、例えば、高血圧および糖尿病が含まれる。腎臓に損傷を与える治療法
の例には、例えば、化学療法および放射線療法が含まれる。

ARUを開始するに十分な材料を産生するため多くの細胞を増幅するのが望ましい可能性が
ある。増幅することにより、必要とされるドナー組織量を減らせるなどの利点がある。た
とえば、生存ドナーから小さな腎生検切片を除いてもよい。除かれる組織は、ドナーの腎
機能および能力を実質的に減少させないほど小さくてもよい。除かれた腎生検切片を増幅
し、 1人またはそれ以上の患者に人工腎臓を提供してもよい。自家移植であって、患者が
すでにかなり腎損傷を受けている場合など、いくつかの状況では、腎細胞を増幅し、そし
て ARUを再生することができれば、かなりの利点を有する。
細胞増幅は、細胞を何度も引き続き、より大きなまたはより多くの培養容器に継代培養す
ることにより、行ってもよい。細胞は何週間、何か月および何年も連続して継代培養して
もよい。したがって、腎臓の小さな切片 1つ、例えば生検による 1グラム未満の組織を、連
続培養後、 ARU構築に使用する約 10グラム、約 50グラム、約 200グラムまたはそれ以上の組
織に増やすことも可能である。
1つの好ましい態様において、実施例 2および 3で論じられる条件下で、細胞を培養し、そ
して増幅する。簡潔には、全ての細胞をコラーゲン処理したプレート上で、約 10％のウシ
胎児血清、約 5μ g/mlのウシインシュリン、約 10μ g/mlのトランスフェリン、約 10μ g/ml
の亜セレン酸ナトリウム、約 0.5μ Mのヒドロコルチゾン、約 10ng/mlのプロスタグランジ
ン E2、約 100ユニット /mlのペニシリン G、約 100μ g/mlのストレプトマイシンを補ったダル
ベッコの修飾イーグル培地中で、約 37℃および約 5％ CO2のインキュベーターで培養する。
すべての培地および試薬は、例えばミズーリ州セントルイスの Sigmaなどの組織培養供給
源から商業的に購入してもよい。
他の培地、例えば、 MCDB、 199、 CMPL、 RPMI、 F10、 F-12、 MEMおよびそれに匹敵する培地
は、 Gibco（メリーランド州ゲティスバーグ）および Sigma（ミズーリ州セントルイス）な
どの商業的供給源から入手可能であり、これらを腎細胞の培養に使用してもよい。補助剤
（ supplement）もまた、血清濃度を例えば、約 15％、約 20％、約 30％、約 40％、または約
50％などに増加して補ってもよい。さまざまな哺乳動物細胞に適した培地、血清、平衡化
塩溶液、および補助剤の組成は、本明細書に援用される Gibco（メリーランド州ゲティズ
バーグ）および Sigma（ミズーリ州セントルイス）カタログに掲載されている。
培地および生存腎細胞を長期間維持するのに使用するマトリックスは、これらの細胞がホ
ルモンに反応する状態に保持されるよう、選択しなくてはならない。少量のインシュリン
、ヒドロコルチゾンおよびレチノイン酸は、細胞が尿細管類似体および人工腎単位を形成
できるよう維持するのに、望ましい。インシュリン、ヒドロコルチゾンおよびレチノイン
酸は、特に、細胞増幅中に遭遇するより長く培養される場合に望ましい。

本発明の ARUは、封入多孔性メンブレン構造を含む。この多孔性メンブレン構造は、封入
内部空間および少なくとも 1つの流出チャンネルの形を定める外部表面と共に、多孔膜を
含む。後述するように、尿細管類似体は多孔性メンブレン構造の外部表面上に形成される
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。本発明の最も単純な態様において、当該メンブレン構造は両端が堅く閉じられた中空チ
ューブである。流出チャンネルは、封入管に結合し、内部空間の排出を行ってもよい。
本発明の多孔性メンブレン構造はまた、例えば、複数の中空チューブまたは中空繊維であ
って、それぞれが一端で閉じられ、そして別の端でヘッダーと液体伝達を行っていてもよ
い。中空繊維は商業的に購入してもよく、そして細胞培養のための中空繊維構築は当業者
によく知られている。中空繊維製造の 1つの方法は、膜ポリマーを細かいダイス型に突き
出し、管が堅くなり、そして非常に孔が多い管を形成することを含む。数百から数千、数
万の繊維をヘッダーに連結してもよい。さらに、複数のヘッダーを液体路によりつなぎ、
人工腎臓のための超構造を形成してもよい。中空繊維構築は、広い表面を容積率にして比
較的小さい容積に包み込むことが可能である。
別の多孔性メンブレン構造は、両端が開放された複数の中空多孔管または繊維を含み、そ
して一端は第一のヘッダーと液体伝達があり、他の端は第二のヘッダーと液体伝達があっ
てもよい。この設計では、多孔性メンブレン構造を通して押し流すこと（ flushing）また
は液体を一掃することができる可能性がある。押し流すことにより、多孔性メンブレン構
造の使用前および使用中の、清浄化、消毒、治療、または薬剤または化学物質の供給がで
きる可能性がある。
多孔性メンブレン構造はまた、粒子を焼結融合（ sintering-fusion）させ、三次構造を形
成させることによって構築してもよい。多孔性メンブレン構造のその他の構築法には、ケ
ーシング（ casing）、伸張（ stretching）、滲出（ leaching）、核生成（ nucleation）、
およびレーザーによる製造が含まれる。ケーシングでは、ポリマーおよび溶剤を含む溶液
の薄いフイルムを、時に布または紙の基盤の上に成形（ cast）する。溶剤は流れ去り、そ
してポリマー沈殿により多孔形成が起こる。伸張では、テフロン T M、ポリプロピレン、ま
たはその他のポリマーシートを、均等にすべての方向に引き伸ばし、規則正しい多孔を生
成する。滲出では、 2つの構成要素を含む溶液をフィルム状に伸ばす。次に溶剤を用い、 1
つの構成要素を分解し去ることで、多孔が形成される（本明細書に援用される Mikos、米
国特許第 5,514,378号を参照されたい）。核生成では、薄いポリカーボネート膜を放射性
核分裂産物に曝露し、放射損傷成分の軌道を生成する。次に当該ポリカーボネートシート
を酸または塩基でエッチングし、放射損傷物質を孔にする。最後に、レーザーを使用し、
多くの物質に個別に穴を焼ききり、多孔性メンブレン構造を形成してもよい。レーザーに
よる製造では、ポリマー材に加え、金属、ガラス、およびセラミックスを用いて多孔性メ
ンブレン構造を形成してもよい。いずれの製造法の後でも、電子顕微鏡を用いて、品質管
理およびメンブレン構造の決定を行ってもよい。
多孔性メンブレン構造は、天然または合成生体適合性ポリマー材、例えばセルロースエー
テル、セルロース、セルロースエステル、フッ化ポリエチレン、フェノール類、ポリ -4-
メチルペンテン、ポリアクリロニトリル、ポリアミド、ポリアミドイミド、ポリアクリル
酸、ポリベンゾキサゾール、ポリカーボネート、ポリシアンアリルエーテル、ポリエステ
ル、ポリエステルカーボネート、ポリエーテル、ポリエーテルエーテルケトン、ポリエー
テルイミド、ポリエーテルケトン、ポリエーテルスルホン、ポリエチレン、ポリフルオロ
オレフィン、ポリイミド、ポリオレフィン、ポリオキサジアゾール、ポリフェニレンオキ
シド、ポリフェニレンスルフィド、ポリプロピレン、ポリスチレン、ポリスルフィド、ポ
リスルホン、ポリテトラフルオロエチレン、ポリチオエーテル、ポリトリアゾール、ポリ
ウレタン、ポリビニル、ポリビニリデンフッ化物、再生セルロース、シリコン、尿素－ホ
ルムアルデヒド、またはそれらのコポリマーまたは物理的混合物などを用いて製造しても
よい。ポリマー材は体液および宿主細胞の攻撃に適合し、そして抵抗性があるものを選択
しなくてはならない。さらに、当該ポリマー材は、腎臓疾患または患者がやはり有してい
る可能性がある他のいずれの疾患の治療の一部として、患者がさらされる可能性がある薬
剤または化学療法物質などの、いかなる薬剤または化学物質の攻撃にも抵抗性があること
が好ましい。
多孔性メンブレン構造材は、生分解性であり、そして体内でゆっくり分解されるよう設計
されてもよい。生分解性物質はまた、人工腎臓形成における初期構造の役割を果たし、そ
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してその後、それらが分解されると共に、組織増殖を促進してもよい。さらに、生分解性
物質およびその分解産物は毒性がなく、そして容易に疾患患者または健常患者の系から除
去することが可能であることが好ましい。生体分解性構造を形成する代表的な物質には、
天然または合成ポリマーが含まれ、例えば、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸）、ポリ
オルトエステルおよびポリ無水物などのポリ（アルファエステル）およびそれらのコポリ
マーがあり、調節された速度で加水分解により分解され、そして再吸収される。これらの
物質は、分解性、扱いやすさ、大きさおよび形状に関し最大限の調節を提供する。
多孔性メンブレン構造上の孔は、液体および気体が通過するに十分な大きさだが細胞を透
過しない程度の小ささでなくてはならない。この目的を達成するに適した孔の大きさは、
直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンであってもよく、好ましくは直径約 0.4ミクロンか
ら約 4ミクロンの間である。ポリカーボネート膜は、特に適切である。例えば、約 0.Olミ
クロン、約 0,.05ミクロン、約 0.1ミクロン、約 0.2ミクロン、約 0.45ミクロン、約 0.6ミク
ロン、約 1.0ミクロン、約 2.0ミクロンおよび約 4.0ミクロンなどの非常に調節された孔の
大きさで製造することが可能であるからである。 1ミクロン未満のレベルでは、多孔膜は
、細菌、ウイルス、および他の微生物を通さない可能性がある。
多孔性メンブレン構造は、完全に多孔であっても、または部分的に多孔であってもよい。
多孔性メンブレン構造の領域が非多孔であることが望ましい可能性もある。非多孔領域に
は、例えば、蝶つがい領域、構造領域、輸出および輸入ポート、接続部および結合部位が
含まれる可能性がある。
流出チャンネルは、多孔性メンブレン構造中のいかなる排出開口部でもよく、例えば、ノ
ズル、管、型、穴、または液体が多孔性メンブレン構造の内部空間から出てもよいような
開口部またはそれに匹敵するものなどがある。所望により、一般にチェックバルブとして
知られる、非逆流バルブを流出チャンネルに取り入れて、輸出液が多孔性メンブレン構造
に逆流するのを防いでもよい。液体が通過するのに十分な大きさであるが、微生物が通過
するのを防げるほど小さい孔を有するフィルターを流出チャンネルに加え、人工腎臓の感
染可能性を防ぎまたは減少させてもよい。所望により、輸出液を収集しそして貯蔵する手
段、例えば人工膀胱、中空チューブまたはそれに匹敵するものを、流出チャンネルまたは
多孔性メンブレン構造に連結してもよい。輸出液は、排出期間の間またはその後の分析の
ために蓄えてもよい。
多孔性メンブレン構造は、折りたたみ可能な構造、例えば図 1に示される構造であっても
よい。折りたたみ可能な構造は、 1つの形状に展開し（ deploy）、そして第二のよりコン
パクトな形状に収縮させることが可能な構造すべてである。図 1には、形状を変換するこ
とが可能な構造の例が含まれる。例えば、平面から球根状に（図 1A）、延長型かららせん
に（図 1B）、延長型から超らせんに（図 1C）、および筒型からふいご型構造に（図 1D）な
どである。展開された形状は、腎細胞を植え付ける、または移植するのにより適している
可能性があり、一方収縮された形状は長期の移植により適している可能性がある。折りた
たみ可能な多孔性メンブレン構造の展開された形状は、例えば、長いまたは平たい筒（図
3A、 3G）、延長型管（図 3B、 3E）、コイル（図 3J）、らせん（図 1Bおよび 3C）、二重また
は多重らせん（図 1C）、腎臓型（図 3D）、立方体（図 3H）、平たい袋（図 3I）、またはそ
れらの組み合わせであってもよい。多孔性メンブレン構造はさらに、移植前または移植後
の構造の変形および成形のため、ふいご 10（図 1D）、管、ひもまたはワイヤ 20（図 1D）を
含んでもよい。さらに、多孔性メンブレン構造は、完全性を維持しそして ARU細胞の圧に
よる壊死を防ぐための支持体を含んでもよい。こうした支持体は、多孔性メンブレン構造
に結合していてもしていなくてもよく、そしてその内部または外部にあってもよい、柱、
リブ（ rib）、またはそれに匹敵するものを含んでもよい。折りたたみ可能な多孔性メン
ブレン構造の収縮された形状は、より複雑であることを除けば展開された形状に類似であ
ってもよい。その他の収縮された形状は、平面、球体および腎臓型を含んでもよい。他の
望ましい折りたたみ可能構造は、患者の皮下にまたは腹部または胸部に適するように設計
された収縮された形状を含んでもよい。
人工腎臓に適した折りたたみ可能な構造の例には、アコーディオン様またはふいご型の折
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りたたみ可能構造（図 2C）が含まれ、最も好ましくは多孔生物適合性ポリマーで形成され
る。折りたためみ可能な多孔性メンブレン構造は、腎細胞が付着する間、展開されてもよ
い。その後、展開された形状の折りたたみ可能構造を、患者に移植してもよい。患者の血
管新生活動が人工腎臓を灌流する際、構造はゆっくりと収縮する可能性がある。また別に
、腎細胞付着後、構造を収縮しそして患者に移植してもよい。折りたたみ可能な三次元多
孔性メンブレン構造は、さまざまな形で開発してもよい。三次元折りたたみ可能メンブレ
ン構造が、望ましい最終時および初期構造を有することが好ましい。望ましい構造は、人
工腎臓の移植位置により決定される。皮下に移植されるよう設計された人工腎臓は、平面
であってもよく、正規の腎臓と置換する人工腎臓は、腎臓型であってもよい。他の設計上
考慮する点は、当該構造が折りたたまれたまたは展開された状態のいずれであっても、分
解または構成要素の衰えを引き起こさずに展開可能でなくてはならないことである。例え
ば、こうした構造は構造完全性を維持し、そして広がった状態および折りたたまれた状態
で、人工腎臓への血液供給を遮断するまたは減少させる可能性がある閉塞を起こさないこ
とが望ましい。
折りたたみ可能な多孔性メンブレン構造を形成する別の方法は、膨張性構造（図 2A、 2B、
および 2C）である。例えば、膨張性折りたたみ構造およびその対応する横断面構造の 1つ
の態様を、それぞれ図 2Aおよび 2Bに示す。当該構造は、柔軟であるが実質的に非伸縮性で
そして横断面が凸である壁 20を有する膨張体 10を含んでもよい。横断面が凸である壁は、
伸張し、そして弓なりまたは凹であるよう適応させてもよく、そしてしたがってその幅に
沿って柔軟性がある。膨張性構造は、腎細胞を植え付けるために膨張させてもよく、そし
て移植前または移植後のいずれかにしぼませてもよい。膨張性折りたたみ可能メンブレン
構造の他の態様は、アコーディオン型であり、そして図 2Cに示されている。
封入多孔性メンブレン構造は、所望により、 ARUに機械的損傷を与えるのを防ぐにたる強
度を持った、変形可能な外部外被（ casing）を含んでもよい。変形可能な外被は、いくつ
でもよい望ましい形状に成形し、いくつでもよい全体系、構造または空間的制約を満足さ
せてもよい。変形可能な外被は、フィルム、ガーゼ、帯紐、ワイヤメッシュ、布、フォー
ムラバー、およびそれに匹敵するもので形成されてもよい。外被を構築するのに適した材
料には、例えば、鋼鉄、チタンのような金属、ガラス、ポリマー、グラスファイバー、プ
ラスチックまたはそれらに匹敵するものが含まれる。外部外被を有する多孔性メンブレン
構造の最終的形状は、例えば、筒（図 3A、 3B、 3G）、コイル（図 3J）、らせん（図 3C）、
二重または多重らせん（図 1C）、腎臓型（図 3D）、立方体（図 3H）、平たい袋（図 3I）ま
たはそれらの組み合わせ（図 4）であってもよい。変形度の唯一の制限は、多孔性メンブ
レン構造およびそれに関連する ARUの重要な領域が、人工腎臓の腎機能が損なわれ、減少
し、またはそうでなければ有害な影響を受けるほど、著しく破損し、伸張し、ひだをつけ
られ、または過剰なストレス、圧力、または圧迫下に置かれることがないことである。
本発明の態様において、多孔性メンブレン構造を、放射線療法が人工腎臓の腎機能を好ま
しくなく改変しないように、放射線耐性である材質で作成してもよい。ある疾患、例えば
腎臓癌などの治療においては、放射線を手術後に適用することが必要とされる可能性があ
る。放射線耐性多孔性メンブレン構造により、必要であれば、残った腫瘍の治療部位で、
人工腎臓に重い放射線を当てることが可能になるであろう。
本発明の態様において、多孔性メンブレン構造は超音波耐性である材質で作成される。泌
尿系中の結石（ calculi）蓄積および被覆、例えば腎結石は、腎能力が低下した患者には
よく見られる問題である。結石蓄積、被覆および石（ stone）の 1つの治療法は、超音波エ
ネルギーを用いて蓄積物を破壊することである。超音波耐性多孔性メンブレン構造により
、人工腎臓を好ましくなく改変することなく、移植後に超音波治療を行うことが可能にな
るであろう。
本発明の別の態様は、薬剤、増殖因子を送り込む手段、および多孔性メンブレン構造への
輸入路を少なくとも 1つ提供することにより、人工腎単位（ ARU）の多孔性メンブレン構造
中の結石蓄積および被覆を抑制する手段に向けられる。輸入路は、固体、液体または気体
を多孔性メンブレン構造に導入することが可能になる、いかなる手段、例えばポートまた
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は型であってもよい。輸入路は、流出チャンネルから遠位の点に置き、導入された液体が
実質的に多孔性メンブレン構造の全内部表面を通過し、流出チャンネルから出て行くよう
にしてもよい。
当業者には、トランスフォーミング増殖因子β 1、上皮増殖因子、および全トランス体レ
チノイン酸などの増殖因子の組み合わせが、尿細管形成を誘導する可能性があるζとが知
られている。また、クエン酸カリウムおよびアセトヒドロキサミン酸などのさまざまな化
学物質および薬剤が、ほとんど溶けないカルシウムおよびマグネシウム塩の結晶化を阻害
することも知られている。抗生物質および金属化合物などのさまざまな化学物質および薬
剤が、微生物の生長を阻害するか、または殺す可能性があることが知られている。増殖因
子、抗被覆因子、および抗生物質を、輸入路から液体の形で多孔性メンブレン構造に加え
てもよい。輸入路はさらに、例えば ARUから皮下部位に伸長する管を含んでもよい。例え
ば、腹部 ARUを持つ患者への増殖因子、抗被覆因子、および抗生物質の添加は、皮下に移
植された注入口ポートに皮下針を連結することにより、容易に達成できる可能性がある。
本発明の 1つの態様は、 in vitroで尿細管類似体が生長および発達するため、多孔性メン
ブレン構造上を細胞外マトリックス成分で覆うことを提供する。 ARU構築のための腎細胞
の急速な三次元増殖は、細胞が落ち着きそして再生することが可能な生物成分マトリック
スが入手可能であれば容易になる可能性がある。したがって、多孔性メンブレン構造の外
部表面を、細胞外マトリックスタンパク質のような、細胞増殖制御の適切な情報を与える
成分で処理することが好ましい可能性がある。
細胞外マトリックスタンパク質には、糖タンパク質、プロテオグリカンおよびコラーゲン
が含まれる。多孔性メンブレン構造の外部表面は、これらタンパク質の 1つまたは組み合
わせにより処理してもよい。使用してもよい適切な細胞外タンパク質の例には、コラーゲ
ン、フィブロネクチン、トロンボスポンジン、サイトアクチン、エキノネクチン、エンタ
クチン、ラミニン、テネイシン、ウボモルリン、ビトロネクチン、ビグリカン、コンドロ
イチン硫酸、デコリン、デルマタン硫酸、ヘパリン、ヘパリン硫酸およびヒアルロン酸が
含まれる。
細胞外マトリックスタンパク質は、ラット尾などの哺乳動物供給源から新たに抽出しても
よい。コラーゲンのその他の哺乳動物供給源には、ウシ、ブタおよびヒトの供給源が含ま
れる。コラーゲンなどのヒト細胞外タンパク質は、胎盤または死体などのヒト組織から集
めてもよく、そして Sigma（ミズーリ州セントルイス）などの商業的供給者から購入して
もよい。
細胞外マトリックスタンパク質および多孔性メンブレン構造は、使用前に殺菌してもよい
。殺菌は、細胞外マトリックスタンパク質に微生物が混入する可能性を減少させる可能性
がある。殺菌の好ましい方法には、限外ろ過および放射線曝露が含まれる。放射線曝露は
、例えば、ガンマ線または X線曝露であってもよい。また別に、抗生物質、抗細菌および
細胞毒性剤、普通に効果的な用量の紫外線照射を使用してもよい。用いられる好ましい細
胞毒性剤の 1つは、エチレンオキシドである。
多孔性メンブレン構造の表面処理は、 ECMタンパク質溶液と多孔性メンブレン構造を接触
させることを含んでもよい。接触後、例えば水酸化アンモニウムにより pHを上げて、結合
、ゲル化、ポリマー化を促進してもよい。また別に、細胞外マトリックスタンパク質を多
孔性メンブレン構造にクロスリンクしてもよい。クロスリンクおよび誘導体化試薬は、 Pi
erce（イリノイ州ロックフォード）などの商業的供給者から購入してもよい。

腎細胞の多孔性メンブレン構造外部表面への付着は、分離した腎細胞を多孔性メンブレン
構造と結合させることにより達成してもよい。好ましい方法の 1つが、実施例 3に詳細に記
載される。簡潔には、多孔性メンブレン構造表面 1平方センチメートル当たり約 1x107の細
胞密度で、腎細胞懸濁と多孔性メンブレン構造を穏やかに接触させる。覆われた多孔性メ
ンブレン構造を、約 100％の湿度、約 37℃、約 5％ CO2下の組織培養インキュベーター中で
、約 30分から約 1時間インキュベーションする。この期間の後、培地を穏やかに加え、多
孔性メンブレン構造を完全に沈める。
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多孔性メンブレン構造上の細胞外膜タンパク質は、腎細胞の付着を促進する可能性があり
、そしてこの付着は実質的に、約 30分から約 24時間以内、例えば 1時間、 2時間、 4時間、 8
時間または 16時間以内に完成する。完全付着に要する正確な時間は、多孔性メンブレン構
造の表面特性および表面組成物、培地、および細胞外マトリックスおよび当該腎細胞に依
存する。

付着後、腎細胞を含む構造を、尿細管類似体を形成するに足る時間および条件下で in vit
roで培養する。例えば、約 5％ CO2および約 37℃下で約 3日から約 20日、好ましくは約 7から
約 10日の間培養すれば、一般には十分である。多孔性メンブレン構造を覆う培地は、約 1
日から約 6日の時間間隔、好ましくは 2日から 5日の間、より好ましくは 3日から 4日の間で
必要に応じて交換してもよい。培地交換の間隔は、培地の容積および培地中の栄養素の消
費速度および廃棄産物の集積速度に依存する。培地の容積を調整することで、培地交換の
間を、 7日、 8日、 9日または 10日などのより長い期間にすることも可能であると理解され
ている。ウシ血清、インシュリン、トランスフェリン、亜セレン酸ナトリウム、ヒドロコ
ルチゾン、プロスタグランジン E2、ペニシリン、およびストレプトマイシンなどの栄養素
、抗生物質およびホルモンを付加することで、培地交換の期間を延長することも可能であ
ると理解されている。
細胞外マトリックスタンパク質処理により、多孔性メンブレン構造表面特性が変化し、付
着細胞形態および移動に影響を与える。処理した多孔性メンブレン構造上で培養すると、
腎細胞はまず単層で広がるが、時間と共に自発的に自己集合し、それぞれ内部管腔を含む
三次元細胞集合体になる。細胞集合体の形状は尿細管の直線状部分に似ている。細胞集合
体は支持体に付着し、そして細胞細胞境界が事実上区別できない滑らかな表面を有する。
尿細管類似体は、一端が開放されていてもまた閉じていてもよい。 1細胞当たりを基準と
すると、尿細管類似体は、腎細胞単層と比較して、より高い腎臓特異的活性を示し、そし
てより長い間生存可能である。細管細胞に特異的な細胞機能には、分泌、吸収、および、
アルカリ性ホスファターゼ（図 7Aおよび B）およびオステオポンチン（図 5）などの細胞特
異的遺伝子産物発現が含まれ、そして単層の腎細胞より、より組織に似た超構造を示す。
尿細管類似体の多孔性メンブレン構造上の自己集合の過程で発展する腎特異的活性を、表
現型上および機能上モニターを行ってもよい。表現型としては、尿細管類似体は、天然細
管に似た刷子縁、管腔、および細胞結合などの特徴を有する。オステオポンチンおよびア
ルカリ性ホスファターゼなどの尿細管特異的遺伝子発現は、ノーザンブロット、ウェスタ
ンブロット、ポリメラーゼ連鎖反応および in situハイブリダイゼーションなど、当業者
に知られるいかなる分子生物学的または免疫学的方法により、モニターしてもよい。グル
コース代謝を調べる過ヨウ素酸シッフ（ PAS）試験など、腎近位細管細胞に局在する活性
に対する試験を用いて、腎近位表現型を検出してもよい。
腎近位尿細管は、多孔性メンブレン構造表面上に楕円から伸長した型の細胞の連続シート
を形成することが観察された。植付け 24時間後当初は、多孔性メンブレン構造上の腎細胞
は、厚さが一細胞層であるが、集密（ confluence）に近づくにつれ、複数細胞層である領
域が見られる可能性がある。尿細管類似体のそれぞれの細胞は、明確な 1つまたは 2つの仁
を持つ、目立つ丸い核を有する。細胞内空間は細胞内ブリッジに似た領域で付着する細胞
では大きい。いくつかの領域では、細胞表面内への折りたたみまたはポケットが目立つ。
いくつかの細胞は、多数の顆粒、おそらくリソソームを含む。これは近位尿細管細胞の特
徴である。この細胞の顆粒化は、 7日以上の培養体で有意に増加した。
顕微鏡下で調べると、尿細管類似体は、天然の細管同様、刷子縁に似た、細胞表面からの
長細い微絨毛突起に満たされた広い細胞内空間を示す。刷子縁は線条縁とも呼ばれるが、
近位腎尿細管細胞の頂端表面に特有な特徴である。顕微鏡では、刷子縁は細胞の接着して
いない表面の特殊化として現れ、表面領域を非常に増加させる細かい筒状変化（微絨毛）
からなる。尿細管類似体上の刷子縁は、細胞表面に沿って形成される折りたたみまたはポ
ケット内に続く、伸長した微絨毛表面を示す。細胞表面に平行だが、細胞表面下の折りた
たみを通る組織切片は、細胞質に囲まれた微絨毛が並んだ路として現れる。刷子縁または
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微絨毛形成が並んだポケットは、微絨毛が多い立方体細胞が、そうでなければうろこ状の
細胞培養環境中に、その広い頂端表面領域を維持する機構を代表する可能性がある。ポケ
ットまたは路に連結した微絨毛がない細胞表面領域でも、細胞境界はまた、そこから突き
出る長い微絨毛を有する。しかしその数は減少し、そしてその構造組織はポケットまたは
路が隣接する表面と並んでいるのが観察される刷子縁とは異なる。微絨毛数が少ない領域
は、正常の立方体腎細管細胞の側部および基底表面である可能性がある。
尿細管類似体は、損なわれていない（ intact）近位尿細管細胞に典型的な細胞内組織を含
む。細管細胞核は楕円であり、そして散在するヘテロクロマチンを主に核周囲に含む。核
物質の多くは、外見上ユークロマチンであり、 1つまたは 2つの仁が顕微鏡下で視覚化され
る。尿細管類似体細胞の細胞質は、しばしば細胞表面に平行に配置された多くの繊維状ミ
トコンドリアを含む。棚状のクリステは概して、ミトコンドリアの長軸に直角に配置され
ている。より伸長した細胞では、特に細胞内結合と連続して、細かい細胞質微繊維束およ
び細胞質微繊維の広いネットワークもまた存在する。これらの繊維束は、細胞の側表面に
平行に走っている。ほとんどの細胞で、粗面小胞体の側面は短いが、非常に長くなりうる
細胞もある。他の細胞小器官には、密なリソソーム顆粒および目立つゴルジネットワーク
がある。リソソーム内容物は培養を続けると有意に増加する可能性がある。
個々のデスモソームは、隣接する細胞との側縁に沿って接触部位に見られる可能性がある
。より伸長した細胞群が単一の領域で接触する場所では、心筋の介在板に似た非常に複雑
なデスモソーム様結合複合体が形成されることがある。これらの複合体から広い単一繊維
のネットワークが放射状に作られる。これらの結合複合体は正常近位尿細管細胞の頂端境
界の帯状デスモソームに似ている。したがって、これらの形態に基づき、尿細管類似体は
近位尿細管の特徴をすべて有することが明らかである。
遺伝子発現解析もまた、尿細管類似体が天然細管に典型的な遺伝子を発現することを示す
。天然腎細管は尿細管の全長でオステオポンチンを発現し、そして近位端に優先的にアル
カリ性ホスファターゼを発現する。単層培養腎細胞は、抗オステオポンチンおよび抗アル
カリ性ホスファターゼ抗体をプローブとして切片を染色すると低いレベルの染色が見られ
る、非常に低いレベルのオステオポンチンおよびアルカリ性ホスファターゼ活性を示す。
腎細胞が尿細管類似体に集合し始めるにつれ、アルカリ性ホスファターゼ活性は上昇する
。単一尿細管類似体内で、この活性の分布は相同ではない。尿細管類似体の近位端では、
検出可能なレベルのアルカリ性ホスファターゼが示される。細胞を、例えばトリプシンな
どで分離すると、細胞は増強された活性を失い、そして最初の単層で見られた低いレベル
に戻る。しかし、尿細管類似体構造に残った細胞は、増強された活性を保持する。増強さ
れた細胞細胞接触およびより組織に似た構造が、尿細管類似体に見られる増強された活性
に貢献していると仮定される。

尿細管類似体が付着した封入多孔性メンブレン構造を含む、人工腎単位前駆体を、宿主に
移植して、細管端で糸球体を形成することにより、ネフロン類似体形成を誘導してもよい
。血管新生は人工腎臓機能に重要である。人工腎臓の機能および増殖は血管供給を必要と
する。
血管新生において、宿主組織は人工腎臓細胞により産生される情報に反応する。この反応
は、少なくとも 3つの構成要素を含むようである。まず、尿細管類似体の毛細管内皮細胞
が、存在する血管を囲む基底層を破る；血管新生の間、宿主の内皮細胞はプラスミノーゲ
ン活性化因子などのプロテアーゼを分泌し、親毛細管または細静脈の基底層を破って消化
を進める。次に、宿主内皮細胞が腎細胞に向かい移動する。第三に、内皮細胞が増殖し、
そして尿細管類似体の近位端に形成される糸球体様構造を灌流する、毛細管を形成する。
その結果できる構造はネフロン類似体と称され、宿主に尿細管類似体を移植し、そして尿
細管類似体の近位端に糸球体形成を誘導することにより、 in vivoに形成される。糸球体
形成は、移植 2週間後までに、いくつかの尿細管類似体の端で見られる可能性がある。移
植 8週間後、糸球体形成は広がり、そしてほとんどの尿細管類似体上で見られるようにな
る。
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人工腎単位前駆体は、新血管系形成を誘導する能力を有し、そして患者体内の血管化が少
ないまたは多い領域のどちらに移植してもよい。皮下移植 1週間後、血管形成は尿細管類
似体の長さに沿って広がる。尿細管類似体は、細管および尿細管類似体の少なくとも 1つ
の領域に形成される糸球体に沿った血管新生により、 8週間後の終わりまでには、ネフロ
ン類似体に発展する。複数の糸球体または糸球体様構造もまた、各尿細管類似体上に見ら
れる。組織学的観察により、各尿細管類似体の長さに沿って広い血管形成が検出された。
調べた ARUは、近位腎細管および糸球体の特徴を示す。 ARUはアルカリ性ホスファターゼお
よびガンマグルタミルトランスフェラーゼを発現する。ほぼ近位細管細胞でしか発現され
ない 2つの遺伝子である。人工糸球体を機能的または免疫組織化学的に試験すると、凝固
因子 VIIIの存在が示された。
血管供給がない人工腎臓は、栄養素供給を拡散に頼っているため、血管新生が適切な灌流
を供給することが可能になるまで、厚さ数ミリメートル未満の生存層に限られる可能性が
ある。本発明の 1つの態様は、この限界を、宿主に複数の ARU構造を移植し、そして血管新
生により ARUを動脈または静脈に連結させることにより克服する方法に向けられる。その
後 ARUを、動脈および静脈と共に宿主から除き、そして外科的により大きいまたはより厚
い ARUと組み合わせ、そして患者に再移植する。 ARUの動脈および静脈を、患者の動脈およ
び静脈と連結し、組み立てた人工腎臓に血液供給を提供する。

ARUの流出チャンネルは、患者のどの部位に連結して、人工腎臓からの輸出液を除去させ
てもよい。本発明の態様において、流出チャンネルを患者の器官に連結して、人工腎臓か
らのろ過液を除去させてもよい。流出チャンネルを、腎臓、尿管、腎盤、膀胱、尿道、精
巣、前立腺または輸精管を含む尿路に連結してもよい。また別に、流出チャンネルを大腸
または小腸などの腸に、腸導管手術で連結してもよい。さらに、流出チャンネルは管によ
り延長し、人工腎臓を移植した患者の皮膚から突き出してもよい。人工腎臓の腹部移植に
おいて、例えば、流出チャンネルは腹壁を通して伸長されてもよい。流出チャンネルの端
にキャップを取りつけ、輸出液の漏れを防いでもよい。望ましい時、患者がキャップをは
ずし、そして輸出液を外部に排出してもよい。
流出チャンネルの結合は縫合によってもよい。外科医により ARUを患者に取りつけること
により ARUを適合させるためには、異なる ARUの流出チャンネルが、異なる大きさを含んで
もよい。それにより流出チャンネル結合部位に適合させることが可能になる。さらに、流
出チャンネルは、移植中、手術時の状況および部位に合うように簡単な適合が行える材質
で構築されてもよい。

本発明の別の態様において、人工腎臓をその動脈および静脈と共に宿主から除き、そして
in vitroで培養してもよい。ネフロン類似体を含む人工腎臓は、実験台上の生物反応器と
して実験台上の人工腎臓を形成するのに用いてもよい。 In vitro人工腎臓は、哺乳動物血
清を用いてまたは直接哺乳動物に連結することにより栄養を与えてもよい。 In vitro人工
腎臓の初期パイロット規模を、それに続く産生規模 in vitro人工腎臓の開始物質としても
よい。例えば、付加的多孔性メンブレン構造を人工腎臓に結合させて、培養により大きく
増殖するよう誘導してもよい。 In vitro人工腎臓はその後、個々に合わせた治療産物とし
て患者に移植してもよい。人工腎臓は、 in vitroで、産物の大規模工業的加工および採取
が可能になる程度まで、保存し、そして増殖させてもよい。例えば、 in vitro人工腎臓を
レニン製造に用いてもよい。
本発明の態様は、腎臓への物質の影響を解析するための人工腎臓の使用に向けられる。物
質は薬剤（ drug）または製薬（ pharmaceutical）、化学物質、微生物、生物学的産物また
は要素であってもよい。薬剤または製薬は、ヒトおよび動物を含む患者に、診断、治療、
または疾患または他の異常状態の予防の一助として、使用されまたは投与されてもよい、
すべて化学物質である。薬剤は痛みの緩和のため、またはいかなる生理学的または病理学
的異常を制御しまたは改善するために用いられてもよい。薬剤の例には、ワクチン、組換
え剤、化学物質、組換え核酸、組換えタンパク質、および生存、死亡または減弱微生物が
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含まれる。試験に有用な薬剤には、候補薬剤、化学物質、薬剤の特性を有すると疑われる
化合物および剤が含まれる。試験してもよい化学物質には、患者または腎臓が曝露される
可能性があるすべての化学物質または物質が含まれる。こうした化学物質には、環境化学
物質、個人の衛生用品および化粧品が含まれる。微生物には、細菌、真菌、ウイルス、ア
メーバ、寄生虫、および酵母などの生存生命体すべて、または試験時に生存、死亡、仮死
、不活発または減弱していてもよいそれに匹敵するものが含まれる。生物学的産物には、
生存生命体が産生するタンパク質、脂質、核酸、糖、毒などの、生存生命体からの産物お
よび廃棄産物が含まれる。

本発明の 1つの態様において、人工腎臓は外部で維持されそして操作され、そして ex vivo
で機能してもよい。血液処理を要する患者は、一定期間、患者の血液供給を人工腎臓に連
結してもよい。処理血液は、処理後、人工腎臓から分けられ、そして患者に戻されてもよ
い。
本発明の別の態様は、患者に人工腎臓を移植することにより、腎機能を増大させて、腎疾
患を治療する方法に向けられる。腎疾患は一般的な用語であり、腎結石などそれほど生命
に危険を与えない疾患から、腎多嚢胞病およびネフローゼ、一時的および慢性および永久
腎不全などの、より生命に危険を与える障害が含まれる。本発明の方法により治療される
可能性がある腎疾患には、腎機能の増大により利益を受ける可能性がある疾患すべてが含
まれる。腎嚢胞形成異常、腎多嚢胞病、髄質の嚢胞疾患などの腎先天性異常、後天性（透
析関連）嚢胞病および単純嚢胞；急性糸球体腎炎、三日月様糸球体腎炎、ネフローゼ症候
群、膜性糸球体腎炎、最小変化病（ minimal change disease）、リポイドネフローゼ、巣
状分節性糸球体腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、 IgA腎症、巣状増殖性糸球体腎炎、慢性糸
球体腎炎、全身性エリテマトーデス、ヘーノホ－シェーンライン紫斑病、細菌性心内膜炎
、糖尿病性糸球体硬化症、アミロイドーシスおよび遺伝性腎炎などの糸球体疾患、急性細
管壊死、急性腎不全などの細管疾患、および、微小血管障害性溶血性貧血、アテローム塞
栓性腎疾患、鎌状細胞疾患腎症、拡散皮質壊死、腎梗塞、線腫、癌、後腎芽、免疫的仲介
腎疾患、薬剤誘導腎炎、尿酸腎症、高カルシウム症および腎石灰症などのその他の腎疾患
などである。
治療してもよいその他の疾患には、患者の腎臓が損傷を受ける可能性があるすべての状態
が含まれる。例えば、本発明の方法は、ネフロンに毒性を持つ薬剤による化学療法を受け
る、健康な腎臓を持つ患者の治療に使用してもよい。治療を要する可能性があるその他の
異常には、例えば、外傷、毒物摂取、自己免疫疾患、老齢、およびそれらに匹敵するもの
が含まれる。
本発明の方法は、患者の正規腎臓機能の増大が望ましい、いかなる腎疾患の治療にも有用
である。人工腎臓は、腎機能増大の必要性が一時的かまたは永久であるかに依存して、限
られた期間または永久に移植してもよい。
人工腎臓は、患者および移植部位の必要に合うように多くの異なる形状であってもよい。
例えば、患者に存在する腎臓が除かれない場合、伸長または平面またはコンパクトな形状
が、腹部または皮下移植に最適である可能性がある。また別に、天然腎臓の解剖学的形状
をとる人工腎臓は、腎置換が必要な患者には最も適している可能性がある。人工腎臓の大
きさもまた、最適な成果をあげるため、さまざまであってもよい。大きな患者は大きい人
工腎臓を必要とする可能性があり、一方、子供などの小さな患者は小さい人工腎臓により
適している可能性がある。
本発明の他の態様および利点は、一部は以下の説明に明示され、そして一部はこの説明か
ら明らかであろうし、そして本発明を実行することにより学ばれる可能性がある。

小さい腎臓および大きい腎臓の切片、 1週齢の C57ブラックマウス由来などを、被膜を剥離
し、切断し、切り刻み、そして 15mM Hepes、 pH7.4および 0.5μ g/mlのインシュリン、 1.0m
g/mlのコラゲナーゼ、および 0.5mg/mlのバシラス・ポリミキサル（ Bacillus polymyxal）
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由来の中性プロテアーゼ、ディスパーゼ（ Boehringer Mannheim、インディアナ州インデ
ィアナポリス）を含むダルベッコの修飾イーグル培地（ DMEM； Sigma、ミズーリ州セント
ルイス）に懸濁した。
大きい腎臓、ブタ腎臓などは、抽出の 3時間以内に、無カルシウムイーグル最少必須培地
を用い 37℃で 10分、動脈灌流した。腎臓はその後、 1.5mM MgCl2および 1.5mM CaCl2を補っ
た同じ緩衝液中の 0.5mg/mlのコラゲナーゼ（ Type IV, Sigma、ミズーリ州セントルイス）
で灌流した。腎臓はその後、被膜を剥離し、切断し、切り刻み、そして 15mM Hepes、 pH7.
4および 0.5μ g/mlのインシュリン、 1.0mg/mlのコラゲナーゼ、および 0.5mg/mlのバシラス
・ポリミキサル由来の中性プロテアーゼ、ディスパーゼ（ Boehringer Mannheim、インデ
ィアナ州インディアナポリス）を含むダルベッコの修飾イーグル培地（ DMEM； Sigma、ミ
ズーリ州セントルイス）に懸濁した。
大きいまたは小さい腎臓由来のものどちらかの腎細胞懸濁を、ウォーターバス中で、 37℃
で 30分、穏やかに攪拌した。細胞および破片は 50g、 5分の遠心分離により回収された。沈
殿はタンパク質分解を止めるため 10％ウシ胎児血清（ Biowhittaker、メリーランド州ウォ
ーカーズビル）を含む DMEMに再懸濁し、そして濁った溶液を無菌 80メッシュナイロンスク
リーンに通し、大きな破片を除いた。細胞は遠心分離により回収し、そして無カルシウム
ダルベッコの修飾イーグル培地で 2回洗浄した。

ラット尾から腱を除き、そして 50ml試験管の 0.12M酢酸を含む脱イオン水に貯蔵した。 4℃
で 16時間、一晩保存した。
透析バッグは孔サイズが均一であり、そして重金属が除かれたことを確実にするため前処
理した。簡潔には、透析バッグを 2％炭酸水素ナトリウムおよび 0.05％ EDTAの溶液に沈め
、そして 10分間煮沸した。蒸留水で複数回リンスし、炭酸水素ナトリウムおよび 0.05％ ED
TAを除いた。
ラット腱を含む 0.12M酢酸溶液を処理した透析バッグに入れ、そして酢酸を除くため 2から
3日透析した。透析溶液は 3から 4時間おきに交換した。
多孔性メンブレン構造のコラーゲンによる処理
多孔性メンブレン構造（図 4）は、約 30μ g/mlのコラーゲン（ Vitrogenまたはラット尾コ
ラーゲン）、約 10μ g/mlのヒトフィブロネクチン（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）お
よび約 10μ g/mlのウシ血清アルブミン（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）を含む溶液を
、総容積約 2mlの補足培地と、 37℃で 3時間インキュベーションして接触させ、処理した。
その後、コラーゲンでコーティングされた多孔性メンブレン構造を、 1mlの濃縮水酸化ア
ンモニウム（約 28％から約 30％の NH4 OH、 Sigma、ミズーリ州セントルイス）と共に 30分イ
ンキュベーターに置き、 pHを上げ、そしてコラーゲンのゲル化を促進した。多孔性メンブ
レン構造の水酸化アンモニウム処理後、構造を等張培地でよく洗浄し、使用前に多孔性メ
ンブレン構造の pHを中性化した。

培養フラスコ 75cm2は、約 30μ g/mlのコラーゲン（ Vitrogenまたはラット尾コラーゲン）
、約 10μ g/mlのヒトフィブロネクチン（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）および約 10μ g
/mlのウシ血清アルブミン（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）を含む溶液を含む、総容積
約 2mlの補足培地中で、 37℃で 3時間インキュベーションすることにより、コーティングし
た。

消化された単一懸濁腎細胞は、修飾コラーゲンマトリックス上に、約 1x106細胞 /mlの濃度
でまき、そして約 10％のウシ胎児血清、約 5μ g/mlのウシインシュリン、約 10μ g/mlのト
ランスフェリン、約 10μ g/mlの亜セレン酸ナトリウム、約 0.5μ Mのヒドロコルチゾン、約
10ng/mlのプロスタグランジン E2、約 100ユニット /mlのペニシリン G、約 100μ g/mlのスト
レプトマイシン（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）を補った DMEM中で、約 37℃、 5％ CO2
のインキュベーターで培養した。
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集密した単層は、約 0.05％のトリプシン、約 0.53mMの EDTA（ Gibco BRL、ニューヨーク州
グランドアイランド）を含む無カルシウムイオンリン酸緩衝生理食塩水（ PBS）（約 1.51m
Mの KH2 PO4、約 155.17mMの NaCl、約 2.8mMの Na2 HPO・ 7H2 O）で処理することにより、継代培
養した。
細胞は、懸濁から最初の継代以降、どの時点でも、約 10％ DMSOを含む培地で培養し、液体
培地中で凍結および貯蔵してもよい。

腎細胞は 10日間 in vitroで培養し、そして増殖させた。 In vitro培地、 10％のウシ胎児血
清、 5μ g/mlのウシインシュリン、 10μ g/mlのトランスフェリン、 10μ g/mlの亜セレン酸
ナトリウム、 0.5μ Mのヒドロコルチゾン、 10ng/mlのプロスタグランジン E2、 100ユニット
/mlのペニシリン G、 100μ g/mlのストレプトマイシン（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）
を補った DMEMは、 1日おきに交換した。細胞は、 0.05％トリプシン、約 0.53mM EDTA（ Gibc
o BRL、ニューヨーク州グランドアイランド）を含む無カルシウムイオンリン酸緩衝生理
食塩水（ PBS）（約 1.51mMの KH2 PO4、約 155.17mMの NaCl、約 2.8mMの Na2 HPO・ 7H2 O）を用い
たトリプシン処理により、採取した。 37℃で 10分消化した後、細胞をおよそ 5x106細胞 /ml
で DMEM培地に再懸濁した。
細胞懸濁を、ポリカーボネート膜で構築された、容器に続くシラスティック（ silastic）
カテーテルに一端が連結された、 4ミクロン孔サイズの前もって形成された細管装置を含
む、多孔性メンブレン構造上に、穏やかに重層した。多孔性メンブレン構造はラットコラ
ーゲンによりコーティングされた（実施例 2）。多孔性メンブレン構造表面の 1平方センチ
メートル当たり、およそ 107細胞が重層された多孔性メンブレン構造を、約 30分から約 40
分、 37℃、 5％ CO2下でインキュベーションした。インキュベーション時間の終わりに、さ
らに前もって温めた培地を穏やかに加え、多孔性メンブレン構造を沈めた。多孔性メンブ
レン構造は、 37℃、 5％ CO2下で約 7日から約 10日インキュベーションした。培地を交換し
、そして細胞には頻繁に、例えば約毎日、約 2日ごとまたは約 3日ごとなどに栄養を与えた
。
植付けてから約 7から約 10日後、人工腎単位前駆体が多孔性メンブレン構造表面に発達し
た。 In vitro培養の 30日後、液体が観察され、多孔性メンブレン構造の容器に集められた
。 In vitro培地は、フェノールレッドのため赤いが、容器中の液体は透明で、そして無色
であった。集められた液体が培地と異なることにより、人工腎単位前駆体がろ過または分
泌機能を示すことを示している。

植付けてから約 7から 10日後、表面に人工腎単位前駆体を含む多孔性メンブレン構造のい
くつかを、無胸腺マウスの皮下空間に移植した。無胸腺マウスは、メイン州バー・ハーバ
ーの Jackson Laboratoriesなどの供給者から商業的に購入してもよい。移植してから約 2
、約 4および約 8週間後に動物を屠殺し、そして人工腎単位前駆体を回収して、そして解析
した。
回収した標本は、全体的およびヘマトキシリンおよびエオジンにより組織学的に調べた。
オステオポンチン、フィブロネクチンおよびアルカリ性ホスファターゼの免疫組織化学染
色を行い、細胞の型およびその in vivoでの構造を決定した（図 5、 6、 7）。ヒトフィブロ
ネクチンモノクローナル抗体（ Sigma、ミズーリ州セントルイス）をフィブロネクチンマ
トリックスに対して用いた。ローダミン結合ヤギ抗マウス（ Boehringer Mannheim、イン
ディアナ州インディアナポリス）を二次抗体として用いた。オステオポンチンの免疫細胞
化学染色（図 5）は我々の研究室で産生されたポリクローナル抗体を用いて行った。抗体
は、ニュージーランドシロウサギ（ New Zealand white rabbit）で標準的方法（ Harlowお
よび Lane, Antibodies a laboratory manual, 1988, Cold Spring Harbor Press, コール
ドスプリングハーバー）を用いて産生され、そして 1:5000の希釈率で使用した。 FITCに結
合したヤギ抗ウサギ抗体（ Boehringer Mannheim、インディアナ州インディアナポリス）
を二次抗体として用いた。アルカリ性ホスファターゼの免疫組織化学染色は、ニトロブル
ー、テトラゾリウムおよび 5-ブロモ -4-クロロ -3-インドリルリン酸（ Sigma、ミズーリ州

10

20

30

40

50

(20) JP 4023828 B2 2007.12.19

実施例 3　人工腎臓の調製

人工腎単位前駆体の移植



セントルイス）を用いて行った。人工腎臓から集められたろ過液の色は、淡黄色であった
。ろ過液の尿酸レベル解析は尿酸検出キット（ Sigma Diagnostics、ミズーリ州セントル
イス）を用いて行った。
すべての動物は、屠殺するまで生存していた。回収した標本は元の構造を維持した。人工
腎単位前駆体は、全体に宿主組織で覆われていた。人工腎臓中の液体は、膜に連結したカ
テーテル中に集められた。移植人工腎臓を組織学的に調べると、広範な血管形成、糸球体
形成（図 8）および非常に組織化された細管様構造が見られた。主に近位および遠位細管
細胞から分泌されるオステオポンチンに対する抗体により免疫細胞化学染色すると、細管
部位が陽性に染色された。アルカリ性ホスファターゼに対する免疫組織化学染色により、
近位細管様構造が陽性に染色された。さらに、新規に形成された細管の細胞外マトリック
ス中に均一なフィブロネクチンの染色が見られた（図 6）。新規に形成された腎単位から
回収された黄色の液体は、 66mg/dlの尿酸を含んでおり、血漿中の 2mg/dlと比べると、こ
れらの細管が尿酸の一方向分泌および濃縮を行うことが可能であることを示唆している。
糸球体形成の証拠、組織学的染色および尿酸分泌により、移植 7日後までに、人工腎単位
前駆体は ARUに発達していることが示される。

腎臓の近位尿細管細胞の形状は立方体である。これらは 1つまたは 2つの目立つ仁を含む、
中心に配置された円から楕円の核を含む。細胞の頂端表面は、長細い指状の微絨毛を形成
し、ラットなどの動物では高さ 1.3mmに達しそして頂端表面領域をおよそ 22倍に増加させ
る。これに比べ、遠位曲尿細管は、通常、頂端表面に短くずんぐりした微絨毛を含み、そ
して集合管には刷子縁がない。
尿細管類似体の細胞は、天然尿細管に似ている。人工尿細管細胞は、表面陥入部に続く長
細い微絨毛の長い刷子縁を有する。培養細胞の微絨毛密度は、 in vivoの近位細管細胞に
見られるものに匹敵する。近位細胞の側面および基底部の境界は、非常に不規則で、そし
て隣接する細胞と広く絡み合っている。これは培養細胞で観察されるものと似ている。
近位細管細胞の 1つの特徴は、多数の培養細胞でも見られる、多数のリソソーム、ファゴ
ソームおよびペルオキシソームの存在である。近位細管細胞の刷子縁に対するマーカー酵
素である、アルカリ性ホスファターゼおよびガンマグルタミルトランスフェラーゼ活性が
、長期間の培養に渡り維持されるのは、人工尿細管の同一性および完全性のさらなる証拠
である。
本発明の他の態様および使用は、本明細書に開示される本発明の明細および実行を考慮す
れば、当業者には明らかであろう。本明細書中に述べられたすべての米国特許および他の
参考文献は明確に本明細書に援用される。明細および実施例は、以下の請求項に示される
、本明細書の真の範囲および精神のみを模範として考慮すべきである。
本発明の具体的態様には次のものが含まれる。
１．少なくとも一つの人工腎単位を含む人工腎臓であって、前記人工腎単位は少なくとも
一つの流出チャンネルを有する封入内部空間を定める外側表面を有する多孔性メンブレン
構造を含み、そして前記メンブレン構造がさらにその外側表面に付着し、そして複数のネ
フロン類似体であるその封入内部空間と液体伝達を行っており、前記各ネフロン類似体は
血管新生を有し前記尿細管類似体の少なくとも一つの領域において糸球体様構造を形成す
る尿細管類似体を含み、前記尿細管類似体は尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み、前記
集合体が前記メンブレン構造の内部空間と液体伝達を行う管腔からなり、そして前記集合
体中の尿細管細胞が刷子縁を示す、前記人工腎臓。
２．多孔性メンブレン構造が、ルロースエーテル、セルロース、セルロースエステル、フ
ッ化ポリエチレン、フェノール類、ポリ -4-メチルペンテン、ポリアクリロニトリル、ポ
リアミド、ポリアミドイミド、ポリアクリル酸ポリベンゾキサゾール、ポリカーボネート
、ポリシアノアリルエーテル、ポリエステル、ポリエステルカーボネート、ポリエーテル
、ポリエーテルエーテルケトン、ポリエーテルイミド、ポリエーテルケトン、ポリエーテ
ルスルホン、ポリエチレン、ポリフルオロオレフィン、ポリイミド、ポリオレフィン、ポ
リオキサジアゾール、ポリフェニレンオキシド、ポリフェニレンスルフィド、ポリプロピ

10

20

30

40

50

(21) JP 4023828 B2 2007.12.19

尿細管類似体および天然細管の表現型比較



レン、ポリスチレン、ポリスルフィド、ポリスルホン、ポリテトラフルオロエチレン、ポ
リチオエーテル、ポリトリアゾール、ポリウレタン、ポリビニル、ポリビニリデンフッ化
物、再生セルロース、シリコン、尿素－ホルムアルデヒド、またはそれらのコポリマーま
たはそれらの物理的混合物から選択される生体適合性物質を含む、前項１の人工腎臓。
３．多孔性メンブレン構造が生物分解性物質を含む、前項１の人工腎臓。
４．多孔性メンブレン構造が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能に
する孔サイズを有する、前項１の人工腎臓。
５．多孔性メンブレン構造が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、前項１の
人工腎臓。
６．多孔性メンブレン構造が直径約 0.4ミクロンから約 4ミクロンの孔を含む、前項１の人
工腎臓。
７．前記腎臓細胞集合体がほ乳類細胞を含む、前項１の人工腎臓。
８．前記ほ乳類細胞が人細胞である、前項７の人工腎臓。
９．前記人工腎臓が in vivoまたは ex vivoにおいて機能する、前項１の人工腎臓。
１０．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項１の人工腎臓。
１１．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項１の人工腎臓。
１２．細胞集合体がフィブロネクチンを発現する、前項１の人工腎臓。
１３．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項１の人工腎臓。
１４．前記流出チャンネルが前記多孔性メンブレン構造中に体液が進入することを防ぐよ
うに位置取りされた非還流性バルブを含む、前項１の人工腎臓。
１５．前記流出チャンネルが半多孔性のメンブレンバルブを含み、前記半多孔性メンブレ
ンが微生物の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能にする孔サイズを有する
、前項１の人工腎臓。
１６．少なくとも一つの流出チャンネルを有する封入内部空間を定める外部表面を有する
多孔性メンブレン構造を含む人工腎単位であって、前記メンブレン構造がさらにその外部
表面に付着しそして複数のネフロン類似体であるその封入された内部空間と液体伝達を行
い、前記各ネフロン類似体は前記尿細管類似体の少なくとも一つの領域における糸球体様
構造を形成する血管新生を有する尿細管類似体を含み、前記尿細管類似体は尿細管細胞の
三次元細胞集合体を含み、前記集合体は前記メンブレン構造の内部空間と液体伝達を行う
管腔を含み、そして前記集合体中の尿細管細胞が刷子縁を示す、前記人工腎単位。
１７．多孔性メンブレン構造が、ルロースエーテル、セルロース、セルロースエステル、
フッ化ポリエチレン、フェノール類、ポリ -4-メチルペンテン、ポリアクリロニトリル、
ポリアミド、ポリアミドイミド、ポリアクリル酸、ポリベンゾキサゾール、ポリカーボネ
ート、ポリシアノアリルエーテル、ポリエステル、ポリエステルカーボネート、ポリエー
テル、ポリエーテルエーテルケトン、ポリエーテルイミド、ポリエーテルケトン、ポリエ
ーテルスルホン、ポリエチレン、ポリフルオロオレフィン、ポリイミド、ポリオレフィン
、ポリオキサジアゾール、ポリフェニレンオキシド、ポリフェニレンスルフィド、ポリプ
ロピレン、ポリスチレン、ポリスルフィド、ポリスルホン、ポリテトラフルオロエチレン
、ポリチオエーテル、ポリトリアゾール、ポリウレタン、ポリビニル、ポリビニリデンフ
ッ化物、再生セルロース、シリコン、尿素－ホルムアルデヒド、またはそれらのコポリマ
ーまたはそれらの物理的混合物から選択される生体適合性物質を含む、前項１６の人工腎
単位。
１８．多孔性メンブレン構造が生物分解性物質を含む、前項１６の人工腎単位。
１９．多孔性メンブレン構造が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能
にする孔サイズを有する、前項１６の人工腎単位。
２０．多孔性メンブレン構造が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、前項１
６の人工腎単位。
２１．多孔性メンブレン構造が直径約 0.4ミクロンから約 4ミクロンの孔を含む、前項１６
の人工腎単位。
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２２．前記腎臓細胞集合体がほ乳類細胞を含む、前項１６の人工腎単位。
２３．前記ほ乳類細胞が人細胞である、前項１６の人工腎単位。
２４．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項１６の人工腎単位
。
２５．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項１６の人工腎単位。
２６．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項１６の人工腎単
位。
２７．前記人工腎単位が in vivoまたは ex vivoにおいて機能する、前項１６の人工腎単位
。
２８．前記人工腎単位が前記封入空間中に尿酸を排出する、前項１６の人工腎単位。
２９．封入内部空間を定める外部表面を有しそして少なくとも一つの流出チャンネルを有
する多孔性メンブレン構造を含む、追加的な腎臓機能を必要とする患者に対して移植する
ために適した人工腎単位前駆体であって、前記メンブレン構造がさらにその外部表面に付
着しそしてさらに複数の尿細管類似体であるその封入内部空間と液体伝達を行い、前記尿
細管類似体が尿細管細胞の三次元集合体を含み、前記集合体が前記メンブレン構造の内部
空間と液体伝達をするための管腔を含み、そして前記集合体中の尿細管細胞が刷子縁を示
す、前記人工腎単位前駆体。
３０．多孔性メンブレン構造が、ルロースエーテル、セルロース、セルロースエステル、
フッ化ポリエチレン、フェノール類、ポリ -4-メチルペンテン、ポリアクリロニトリル、
ポリアミド、ポリアミドイミド、ポリアクリル酸、ポリベンゾキサゾール、ポリカーボネ
ート、ポリシアノアリルエーテル、ポリエステル、ポリエステルカーボネート、ポリエー
テル、ポリエーテルエーテルケトン、ポリエーテルイミド、ポリエーテルケトン、ポリエ
ーテルスルホン、ポリエチレン、ポリフルオロオレフィン、ポリイミド、ポリオレフィン
、ポリオキサジアゾール、ポリフェニレンオキシド、ポリフェニレンスルフィド、ポリプ
ロピレン、ポリスチレン、ポリスルフィド、ポリスルホン、ポリテトラフルオロエチレン
、ポリチオエーテル、ポリトリアゾール、ポリウレタン、ポリビニル、ポリビニリデンフ
ッ化物、再生セルロース、シリコン、尿素－ホルムアルデヒド、またはそれらのコポリマ
ーまたはそれらの物理的混合物から選択される生体適合性物質を含む、前項２９の人工腎
単位前駆体。
３１．多孔性メンブレン構造が生物分解性物質を含む、前記２９の人工腎単位前駆体。
３２．多孔性メンブレン構造が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能
にする孔サイズを有する、前項２９の人工腎単位前駆体。
３３．多孔性メンブレン構造が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、前項２
９の人工腎単位前駆体。
３４．多孔性メンブレン構造が直径約 0.4ミクロンから約 4ミクロンの孔を含む、前項２９
の人工腎単位前駆体。
３５．前記腎臓細胞集合体がほ乳類細胞を含む、前項２９の人工腎単位前駆体。
３６．前記ほ乳類細胞が人細胞である、前項３５の人工腎単位前駆体。
３７．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項２９の人工腎単位
前駆体。
３８．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項２９の人工腎単位前
駆体。
３９．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項２９の人工腎単
位前駆体。
４０．前記人工腎単位が前記封入空間中に尿酸を排出する、前項２９の人工腎単位前駆体
。
４１．以下の段階：
a) 少なくとも一つの流出チャンネルを有する封入内部空間を定める外部表面を有する多
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孔性メンブレン構造を提供する段階；
b) 前記外部表面を腎臓組織細胞の懸濁物と接触させる段階；そして
c)前記腎臓細胞を in vitroにおいて前記外部表面上で培養して複数の尿細管類似体を形成
する段階であって、前記尿細管類似体は尿細管細胞の三次元集合体を含み、前記集合体は
前記メンブレン構造の封入空間と液体伝達を行う管腔を含み、そして前記集合体中の尿細
管細胞が刷子縁を示す段階；
を含む、追加の腎臓機能を必要とする患者体内に移植するために適した人工腎単位前駆体
を作成する方法。
４２．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項４１の方法。
４３．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項４１の方法。
４４．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項４１の方法。
４５．尿細管類似体がフィブロネクチンを発現する、前項４１の方法。
４６．尿細管細胞が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項４１の方法。
４７．腎臓細胞が胎児腎臓細胞、または幼若体（ juvenile）の腎臓細胞である、前項４１
の方法。
４８．腎臓細胞が腎臓皮質由来である、前項４１の方法。
４９．腎臓細胞がヒトのものである、前項４１の方法。
５０．封入多孔性メンブレン構造が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を
可能にする、前項４１の方法。
５１．封入多孔性メンブレン構造が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、前
項４１の方法。
５２．封入多孔性メンブレン構造が直径約 0.4ミクロンから約 4ミクロンの孔を含む、前項
４１の方法。
５３．以下の工程：
a) 患者体内の天然血管供給を有する領域に、前項２９の方法により作成した人工腎単位
前駆体を移植する工程；
b) 天然血管供給を誘導して前記位置の領域において一またはそれ以上の糸球体様構造を
形成する工程；そして
c) 前記メンブレン構造からの前記流出チャンネルを患者の泌尿器系に連結する工程；
を含む、前記患者において腎臓疾患を治療する方法。
５４．前記糸球醸造が第 VIII因子を発現する、前項５３の方法。
５５．流出チャンネルが前記患者の尿管に接続される、前項５３の方法。
５６．尿管が本来の尿管であるかまたは人工尿管である、前項５５の方法。
５７．内部空間を定める外部表面を有する生体適合性ポリマーの半透性膜を含む人工腎臓
のための多孔性メンブレン構造であって、前記メンブレン構造がヘッダーと液体伝達を行
う複数の中空チューブを含み、そして前記ヘッダー上の流出チャンネルが前記内部空間の
ドレナージを可能にする、前記多孔性メンブレン構造。
５８．半透膜が多孔性メンブレン構造が生物分解性物質を含む、前項５７の多孔性メンブ
レン構造。
５９．半透膜が細胞の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能にする孔サイズ
を有する、前項５７の多孔性メンブレン構造。
６０．半透膜が直径約 0.04ミクロンから約 10ミクロンの孔を含む、前項５７の多孔性メン
ブレン構造。
６１．半透膜が直径約 0.4ミクロンから約 4ミクロンの孔を含む、前項５７の多孔性メンブ
レン構造。
６２．前記中空チューブが円形の横断面を有する、前項５７の多孔性メンブレン構造。
６３．円形状、単一コイル状、多重コイル（ multiple coil）状、渦巻き（ spiral）状、
球状、らせん（ helix）状、多重ヘリックス状、楕円状、平面状、Ｕ字型、四角状、また
はそれらの組合せの形状である、前項５７の多孔性メンブレン構造。
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６４．前記流出チャンネルが前記多孔性メンブレン構造中に体液が進入することを防ぐよ
うに位置取りされた非還流性バルブを含む、前項５７の多孔性メンブレン構造。
６５．前記流出チャンネルが半多孔性のメンブレンバルブを含み、前記半多孔性メンブレ
ンが微生物の通過を阻害し、そして体液およびガスの通過を可能にする孔サイズを有する
、前項５７の多孔性メンブレン構造。
６６．前記多孔性メンブレン構造が機械的損傷から保護するための外側ケーシング（ casi
ng）をさらに含む、前項５７の多孔性メンブレン構造。
６７．流れ込み（ affluent）チャンネルをさらに含む、前項５７の多孔性メンブレン構造
。
６８．回収手段および前記流出チャンネルからの流出物貯蔵手段をさらに含む、前項５７
の多孔性メンブレン構造。
６９．以下の段階：
a) 腎臓組織を単離する段階；
b) 前記腎臓組織を酵素的処理により分離して細胞懸濁物を形成する段階；
c) 前記腎臓細胞懸濁物を in vitroにおいて培養する段階；
d) 封入多孔性メンブレン構造を細胞外マトリックスタンパク質で処理する段階；
e) 前記腎臓細胞を封入多孔性メンブレンの処理した外部表面上で培養して尿細管類似体
を形成する段階であって、前記尿細管類似体は尿細管細胞の三次元細胞集合体内に管腔を
有する腎臓細胞の集合体内に管腔を含み、そして前記尿細管細胞は刷子縁を示す、前記段
階；
を含む、尿細管類似体を作成する方法。
７０．細胞外マトリックスがコラーゲンを含む、前項６９の方法。
７１．コラーゲンがラットの尾のコラーゲンである、前項６９の方法。
７２．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項６９の方法。
７３．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項６９の方法。
７４．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項６９の方法。
７５．以下の段階：
a) 封入多孔性メンブレン構造を細胞外マトリックスタンパク質でコーティングする段階
；
b) 腎臓細胞懸濁物を前記物質上に播く段階；
c) 前記腎臓細胞を前記封入多孔性メンブレン上で培養して尿細管を形成する段階であっ
て、前記尿細管は内部に管腔を含む尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み、そして前記尿
細管細胞は刷子縁を示す、前記段階；
を含む、腎臓細胞上の物質の効果を測定する方法。
７６．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項７５の方法。
７７．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項７５の方法。
７８．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項７５の方法。
７９．以下の段階：
a) 物質を尿細管類似体細胞培養物に接触させる段階であって、前記尿細管類似体は多孔
性メンブレンが付着し内部に管腔を有する尿細管細胞の三次元細胞集合体を含み、前記尿
細管が刷子縁を示す、前記段階；そして
b) 前記腎臓細胞に対する物質の効果を決定する段階；
を含む、腎臓細胞に対する物質の効果を測定する方法。
８０．物質が薬物、医薬品、化学物質、微生物、化学物質、または元素である、前項７９
の方法。
８１．刷子縁が前記腎臓細胞の自由表面上に多数の微絨毛を含む、前項７９の方法。
８２．細胞集合体がオステオポンチンを発現し、そして前記集合体の少なくとも一つの領
域における尿細管細胞がアルカリ性ホスファターゼを発現する、前項７９の方法。
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８３．細胞集合体が過ヨウ素酸－シッフ染色アッセイに陽性である、前項７９の方法。

【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】

(27) JP 4023828 B2 2007.12.19



【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ３ Ｅ 】

【 図 ３ Ｆ 】

【 図 ３ Ｇ 】

【 図 ３ Ｈ 】

【 図 ３ Ｉ 】

【 図 ３ Ｊ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

(29) JP 4023828 B2 2007.12.19



フロントページの続き

(74)代理人           
            弁理士　小林　泰
(74)代理人           
            弁理士　村上　清
(72)発明者  アタラ，アンソニー
            アメリカ合衆国マサチューセッツ州０２１９３，ウエストン，ウエスタリー・ロード　７４
(72)発明者  ヨー，ジェームズ・ジェイ
            アメリカ合衆国マサチューセッツ州０２１４６，ブルックライン，チャペル・ストリート　２０，
            アパートメント　ビー３１１
(72)発明者  アシュカー，サミー
            アメリカ合衆国マサチューセッツ州０２１１５，ボストン，ストーンホルム・ストリート　１２，
            アパートメント　６０６

    審査官  小原　深美子

(56)参考文献  国際公開第９５／０１１０４８（ＷＯ，Ａ２）
              特表平０４－５０１６５７（ＪＰ，Ａ）
              特表平０７－５０４３２３（ＪＰ，Ａ）
              特表平０３－５０５５３２（ＪＰ，Ａ）
              特開昭５４－０９２５８０（ＪＰ，Ａ）
              Taub, M. et al., ”Epidermal growth factor or transforming growth factor α is require
              d for kidney tubulogenesis in matrigel cultures in serum-free medium”, Proc. Natl. Ac
              ad. Sci., 米国, １９９０年　５月, vol.87, pp.4002-4006.

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              A61M  1/14
              A61F  2/02
              C12N  5/06
              G01N 33/15
              G01N 33/50

(30) JP 4023828 B2 2007.12.19


	bibliographic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

