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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下を含む、移植可能な細胞培養デバイス：
　（ａ）半透膜を介した成長因子の拡散を可能にする、半透膜；および
　（ｂ）半透膜内に配置された該成長因子を生成するように遺伝子操作されたＡＲＰＥ－
１９細胞。
【請求項２】
　前記半透膜が免疫隔離性である、請求項１に記載のデバイス。
【請求項３】
　前記半透膜が微小孔性である、請求項１に記載のデバイス。
【請求項４】
　前記半透膜内に配置されたマトリックスをさらに含む、請求項１に記載のデバイス。
【請求項５】
　前記成長因子が、脳由来の神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、ニューロトロフィン－４（ＮＴ
－４）、毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）、アキソカイン、ｂＦＧＦ、ＩＧＦ　Ｉ、ＩＧ
Ｆ　ＩＩ、ＴＧＦβ　ＩＩ、ミッドカイン、ＩＬ－１β、神経成長因子（ＮＧＦ）、ＩＬ
－２／３、ＩＬ－６、ニューロチュリン（ＮＴＮ）、ノイブラスチン、ＶＥＧＦ、グリア
細胞由来の神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、血小板由来の成長因子（ＰＤＧＦ）、レンズ上皮
由来の成長因子（ＬＥＤＧＦ）、および色素上皮由来の因子（ＰＥＤＦ）からなる群より
選択される、請求項１に記載のデバイス。
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【請求項６】
　前記成長因子が毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）である、請求項５に記載のデバイス。
【請求項７】
　前記成長因子がグリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）である、請求項５に記載のデ
バイス。
【請求項８】
　レシピエント宿主内の標的領域にカプセル化された細胞を移植した後に該レシピエント
宿主に生物学的因子を送達するための医薬の製造における、半透膜内にカプセル化された
ＡＲＰＥ－１９細胞の使用であって、該ＡＲＰＥ－１９細胞は、生物学的因子を生成する
ように遺伝子操作されており、該膜は、該膜を介した該生物学的因子の拡散を可能にし、
ここで、該生物学的因子は、成長因子である、使用。
【請求項９】
　前記標的領域が中枢神経系（ＣＮＳ）である、請求項８に記載の使用。
【請求項１０】
　前記標的領域が眼である、請求項８に記載の使用。
【請求項１１】
　前記標的領域が皮下部位または腹腔内部位である、請求項８に記載の使用。
【請求項１２】
　前記生物学的因子が、ニューロトロフィン、インターロイキン、およびサイトカインか
らなる群より選択される、請求項８に記載の使用。
【請求項１３】
　前記生物学的因子が、ＢＤＮＦ、ＮＴ－４、ＣＮＴＦ、アキソカイン、ｂＦＧＦ、ＩＧ
Ｆ　Ｉ、ＩＧＦ　ＩＩ、ＴＧＦβ　ＩＩ、ミッドカイン、ＩＬ－１β、ＴＮＦ、ＮＧＦ、
ＩＬ－２／３、ＩＬＦ、ＩＬ－６、ＮＴＮ、ノイブラスチン、ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ、ＰＤ
ＧＦ、ＬＥＤＧＦ、ＰＥＤＦからなる群より選択される、請求項８に記載の使用。
【請求項１４】
　前記生物学的因子が、毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）、およびグリア細胞由来神経栄
養因子（ＧＤＮＦ）からなる群より選択される、請求項８に記載の使用。
【請求項１５】
　前記生物学的因子のレシピエント宿主への送達が、癌、心臓血管疾患、喘息、または代
謝病を処置するためのものである、請求項８～１４のいずれかに記載の使用。
【請求項１６】
　前記生物学的因子のレシピエント宿主への送達が、変性疾患を処置するためのものであ
る、請求項８～１４のいずれかに記載の使用。
【請求項１７】
　前記変性疾患が、パーキンソン病、ハンティングトン病、ＡＬＳ、アルツハイマー病、
脊髄損傷、未熟児網膜症、糖尿病性網膜症、老齢関連の黄斑変性、緑内障、色素性網膜炎
、白内障形成、網膜芽細胞腫、網膜虚血からなる群より選択される、請求項１６に記載の
使用。
【請求項１８】
　変性疾患を処置するための医薬の製造における、請求項１に記載の移植可能なデバイス
の使用であって、該処置が、宿主レシピエント内の標的領域への該デバイスの移植後の、
該レシピエント宿主への前記成長因子の治療有効量の分泌を含む、使用。
【請求項１９】
　前記成長因子が毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）である、請求項１８に記載の使用。
【請求項２０】
　前記標的領域が、前記宿主レシピエントの眼にある、請求項１８に記載の使用。
【請求項２１】
　前記変性疾患が網膜変性障害である、請求項１８に記載の使用。
【請求項２２】
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　前記網膜変性障害が、未熟児網膜症、糖尿病性網膜症、老齢関連黄斑変性、緑内障、色
素性網膜炎、白内障形成、網膜芽細胞腫、網膜虚血からなる群より選択される、請求項２
１に記載の使用。
【請求項２３】
　網膜分解を処置または阻害するための医薬の製造における、請求項１に記載の移植可能
なデバイスの使用であって、該デバイスは、宿主レシピエントの眼に該デバイスが移植さ
れた後に、該宿主レシピエントの眼に前記成長因子の治療有効量を放出し、それによって
、網膜分解を処置または阻害する、使用。
【請求項２４】
　前記成長因子が毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）である、請求項２３に記載の使用。
【請求項２５】
　前記ＣＮＴＦの治療有効量が約１００～３５０ｎｇ／１０6細胞／２４時間（ｎｇ／Ｍ
／ｄ）の間である、請求項２４に記載の使用。
【請求項２６】
　前記ＣＮＴＦの治療有効量が約１．６２±０．４ｎｇ／デバイス／２４時間である、請
求項２４に記載の使用。
【請求項２７】
　請求項２４に記載の使用であって、ここで、前記網膜分解が、未熟児網膜症、糖尿病性
網膜症、老齢関連黄斑変性、緑内障、色素性網膜炎、白内障形成、網膜芽細胞腫、網膜虚
血からなる群より選択される障害によって引き起こされる、使用。
【請求項２８】
　網膜変性障害を有する宿主の眼における慢性組織分解を阻害するための医薬の製造にお
ける、請求項１に記載の移植可能なデバイスの使用であって、前記成長因子がＣＮＴＦで
あり、該デバイスが、宿主レシピエントの対応する組織への該デバイスの移植の後に、該
宿主レシピエントの標的組織にＣＮＴＦの治療有効量を放出し、それによって該眼におけ
る慢性組織分解を阻害する、使用。
【請求項２９】
　レシピエント宿主内の標的領域へのカプセル化された細胞の移植の後に該レシピエント
宿主に生物学的因子を送達するための、半透膜内にカプセル化されたＡＲＰＥ－１９細胞
を含む組成物であって、該ＡＲＰＥ－１９細胞は該生物学的因子を生成するように遺伝子
操作されており、該膜は、それを介した該生物学的因子の拡散を可能にし、ここで、該生
物学的因子は、成長因子である、組成物。
【請求項３０】
　前記標的領域が中枢神経系（ＣＮＳ）である、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３１】
　前記標的領域が眼である、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３２】
　前記標的領域が皮下部位または腹腔内部位である、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記生物学的因子が、ニューロトロフィン、インターロイキン、およびサイトカインか
らなる群より選択される、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記生物学的因子が、ＢＤＮＦ、ＮＴ－４、ＣＮＴＦ、アキソカイン、ｂＦＧＦ、ＩＧ
Ｆ　Ｉ、ＩＧＦ　ＩＩ、ＴＧＦβ　ＩＩ、ミッドカイン、ＩＬ－１β、ＴＮＦ、ＮＧＦ、
ＩＬ－２／３、ＩＬＦ、ＩＬ－６、ＮＴＮ、ノイブラスチン、ＶＥＧＦ、ＧＤＮＦ、ＰＤ
ＧＦ、ＬＥＤＧＦ、ＰＥＤＦからなる群より選択される、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３５】
　前記生物学的因子が、毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）、およびグリア細胞由来神経栄
養因子（ＧＤＮＦ）からなる群より選択される、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３６】
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　癌、心臓血管疾患、喘息、または代謝病を処置するための、請求項２９～３５のいずれ
かに記載の組成物。
【請求項３７】
　変性疾患を処置するための、請求項２９～３５のいずれかに記載の組成物。
【請求項３８】
　前記変性疾患が、パーキンソン病、ハンティングトン病、ＡＬＳ、アルツハイマー病、
脊髄損傷、未熟児網膜症、糖尿病性網膜症、老齢関連の黄斑変性、緑内障、色素性網膜炎
、白内障形成、網膜芽細胞腫、網膜虚血からなる群より選択される、請求項３７に記載の
組成物。
【請求項３９】
　変性疾患を処置するための、請求項１に記載の移植可能なデバイスであって、該処置が
、宿主レシピエント内の標的領域への該デバイスの移植後の、該レシピエント宿主への前
記成長因子の治療有効量の分泌を含む、デバイス。
【請求項４０】
　前記成長因子が毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）である、請求項３９に記載のデバイス
。
【請求項４１】
　前記標的領域が、前記宿主レシピエントの眼にある、請求項３９に記載のデバイス。
【請求項４２】
　前記変性疾患が網膜変性障害である、請求項３９に記載のデバイス。
【請求項４３】
　前記網膜変性障害が、未熟児網膜症、糖尿病性網膜症、老齢関連黄斑変性、緑内障、色
素性網膜炎、白内障形成、網膜芽細胞腫、網膜虚血からなる群より選択される、請求項４
２に記載のデバイス。
【請求項４４】
　網膜分解を処置または阻害するための、請求項１に記載の移植可能なデバイスであって
、該デバイスは、宿主レシピエントの眼に該デバイスが移植された後に、該宿主レシピエ
ントの眼に前記成長因子の治療有効量を放出し、それによって、網膜分解を処置または阻
害する、デバイス。
【請求項４５】
　前記成長因子が毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）である、請求項４４に記載のデバイス
。
【請求項４６】
　前記ＣＮＴＦの治療有効量が約１００～３５０ｎｇ／１０6細胞／２４時間（ｎｇ／Ｍ
／ｄ）の間である、請求項４５に記載のデバイス。
【請求項４７】
　前記ＣＮＴＦの治療有効量が約１．６２±０．４ｎｇ／デバイス／２４時間である、請
求項４５に記載のデバイス。
【請求項４８】
　請求項４４に記載のデバイスであって、ここで、前記網膜分解が、未熟児網膜症、糖尿
病性網膜症、老齢関連黄斑変性、緑内障、色素性網膜炎、白内障形成、網膜芽細胞腫、網
膜虚血からなる群より選択される障害によって引き起こされる、デバイス。
【請求項４９】
　網膜変性障害を有する宿主の眼における慢性組織分解を阻害するための、請求項１に記
載の移植可能なデバイスであって、前記成長因子がＣＮＴＦであり、該デバイスが、宿主
レシピエントの対応する組織への該デバイスの移植の後に、該宿主レシピエントの標的組
織にＣＮＴＦの治療有効量を放出し、それによって該眼における慢性組織分解を阻害する
、デバイス。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
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（発明の技術分野）
本発明は、一般に細胞治療およびカプセル化デバイスに関する。
【０００２】
（発明の背景）
成長因子は、神経変性障害についての優れた治療潜在性を有する。しかし、成長因子は、
成長因子のような大きなタンパク質が血液－脳関門を通過しないという事実に起因して、
臨床的処置へと首尾良く発展しなかった。成長因子を生成するように遺伝子操作された細
胞の移植は、成長因子送達の問題に対する部分的な解決法を提供する。なぜなら、成長因
子生成細胞の移植片は、血液－脳関門を迂回し得、かつ標的部位に直接治療因子を送達し
得るからである。不運なことに、これらの移植物は、宿主の免疫拒絶を受けやすく、そし
て免疫抑制を必要とする。また、いくらかの遺伝子操作された細胞株の移植片は、致死的
な腫瘍を形成し得る。
【０００３】
半透性ポリマー膜にマクロカプセル化された細胞を移植することにより、これらの問題に
対するよりよい解決法が提供される。成長因子を生成するように遺伝子操作された哺乳動
物細胞は、半透性ポリマー膜にカプセル化されうる。この半透膜は、急性の宿主免疫拒絶
からカプセル化された細胞を保護するが、宿主組織への治療剤の送達を可能にする。これ
らの小さな生体人工（ｂｉｏａｒｔｉｆｉｃｉａｌ）デバイス（半透膜にマクロカプセル
化された細胞）は、部位特異的に連続して長期間低レベルで所望の因子を送達するために
標的部位に直接移植されうる。半透膜に細胞をカプセル化することはまた、腫瘍発生の危
険性を減少する。さらに、ポリマーにカプセル化された細胞移植物は、感染の発生率を低
下させる。なぜなら、この移植物は、連続的な成長因子の送達についての標的部位への透
過のみを単に必要とするからである。
【０００４】
所望の成長因子の送達に関して、前臨床研究により、ポリマーにカプセル化された細胞が
齧歯類モデルにおいて治療効力を伴って、連続的に毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）を送
達しうることを示した（Ｅｍｅｒｉｃｈら、１６　Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．５１６８－８
１（１９９６））。治験により、ポリマーによりカプセル化された細胞を用いた、ヒト中
枢神経系（ＣＮＳ）への慢性的ＣＮＴＦ送達の安全性が支持されている（Ａｅｂｉｓｃｈ
ｅｒら、７　Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８５１－６０（１９９６）、Ａｅｂｉｓｃｈ
ｅｒら、２　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　６９６－９（１９９６））。しかし、こ
のような成功を齧歯類モデルからヒトへと転換する際の大きな挑戦は、インビボでのカプ
セル化デバイスにおける細胞生存性を確実に長期化することである。
【０００５】
（発明の要旨）
ＡＲＰＥ－１９細胞株は、カプセル化された細胞がベースの送達技術についての優れたプ
ラットホーム細胞株であり、そしてまたカプセル化されていない細胞がベースの送達技術
についても有用である。ＡＲＰＥ－１９細胞株は強い（すなわち、この細胞株は、中枢神
経系または眼内環境における移植のような厳しい条件下で生存可能である）。ＡＲＰＥ－
１９細胞は、治療目的の物質を分泌するように遺伝的に改変されうる。ＡＲＰＥ－１９細
胞は、比較的長い寿命を有する。ＡＲＰＥ－１９細胞は、ヒト起源である。さらに、カプ
セル化されたＡＲＰＥ－１９細胞は、良好なインビボデバイス生存性を有する。ＡＲＰＥ
－１９細胞は、成長因子の効果的な量を送達しうる。ＡＲＰＥ－１９細胞は、ごくわずか
な宿主免疫拒絶を誘発する。さらに、ＡＲＰＥ－１９細胞は、非腫瘍形成性である。
【０００６】
ポリマーにカプセル化されたＡＲＰＥ－１９細胞がベースの毛様体神経栄養因子（ＣＮＴ
Ｆ）の送達が変性疾患の処置に対して治療的に有用であることは、齧歯類およびイヌ両方
の色素性網膜炎モデルで示された。ＡＲＰＥ－１９細胞を、ＣＮＴＦを分泌するように遺
伝的に改変した。遺伝的に改変され、カプセル化されたＡＲＰＥ－１９細胞を、例えば、
７週間の移植間隔で、ＣＮＴＦの一致した量を送達した。カプセル化デバイス内の細胞生
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存性は優れていた。眼におけるカプセル化された細胞デバイスの存在により、網膜炎に対
する有意な有害な影響は引き起こされなかった。これらの結果は、カプセル化されたＡＲ
ＰＥ－１９細胞がベースの所望の神経栄養因子の送達の治療的潜在性についての原理の証
拠を提供する。
【０００７】
（発明の詳細な説明）
（Ａ．カプセル化された細胞がベースの送達系のための、プラットホーム細胞株としての
ＡＲＰＥ－１９細胞株）
カプセル化された細胞がベースの送達系のためのプラットホーム細胞株であるために、こ
の細胞株は、可能な限り以下の特徴のうちの多くを有するべきである：（１）この細胞は
、厳しい条件下で強くであるべきである（カプセル化された細胞は、中枢神経系または眼
、特に眼内環境におけるような無血管の組織腔において機能的であるべきである）。（２
）この細胞は、遺伝的に改変され得るべきである（所望の治療因子は、細胞へ操作される
ことが必要である）。（３）この細胞は、比較的長期の寿命を有するべきである（細胞は
、預けられ、特徴付けられ、操作され、安全性試験され、そして治療ロットで製造される
に十分な子孫を生成すべきである）。（４）この細胞は、好ましくは、ヒト起源である（
カプセル化される細胞と宿主との間の適合性を増大させる）べきである。（５）この細胞
は、（長期送達を確実にする）デバイスにおいて、インビボで１ヶ月を超える期間にわた
り、８０％を超える生存性を示すべきである。（６）このカプセル化された細胞は、有用
な生物学的産物の有効な量（処置の有効性を確実にする）を送達すべきである。（７）こ
の細胞は、（移植片の長生を確実にする）低レベルの宿主免疫反応を有するべきである。
（８）この細胞は、非腫瘍形成性であるべきである（デバイス漏出の場合に、宿主に対す
る付加的な安全性を提供するために）。
【０００８】
本発明者らは、いくつかの細胞株をスクリーニングし、かつ特徴付け、最適なカプセル化
された細胞デバイス形態を確認し、そして異なる動物モデルにおいてデバイス内の細胞生
存性を評価した。本発明者らは、カプセル化された細胞がベースの送達系のための首尾良
いプラットホーム細胞の特徴全てをＡＲＰＥ－１９細胞株（Ｄｕｎｎら、６２　Ｅｘｐ．
Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．１５５－６９（１９９６）、Ｄｕｎｎら、３９　Ｉｎｖｅｓｔ．Ｏｐｈ
ｔｈａｌｍｏｌ．Ｖｉｓ．Ｓｃｉ．２７４４－９（１９９８）、Ｆｉｎｎｅｍａｎｎら、
９４　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１２９３２－７（１９９７）、
Ｈａｎｄａら、６６　Ｅｘｐ．Ｅｙｅ．４１１－９（１９９８）、Ｈｏｌｔｋａｍｐら、
１１２　Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３４－４３（１９９８）、Ｍａｉｄｊｉら
、７０　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．８４０２－１０（１９９６））が有することを見出した。ＡＲ
ＰＥ－１９細胞株は、本発明者らが試験した他の細胞株より優れていた。
【０００９】
ＡＲＰＥ－１９細胞株は、アメリカンタイプカルチャーコレクションから入手可能である
（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－２３０２）。ＡＲＰＥ－１９細胞は、正常網膜色素上皮（ＲＰＥ
）細胞であり、そして網膜色素上皮細胞特異的マーカーＣＲＡＬＢＰおよびＲＰＥ－６５
を発現する。ＡＲＰＥ－１９細胞は、安定な単層を形成し、形態学的かつ機能的極性を示
す。
【００１０】
ＡＲＰＥ－１９細胞は、完全増殖培地（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　ｍｅｄｉｕｍ
）（細胞寄託者により血清含有培地が推奨される）において培養される。完全増殖培地は
、ダルベッコ改変イーグル培地およびＨａｍ’ｓ　Ｆ１２培地の１：１混合物（３ｍＭ　
Ｌ－グルタミン、９０％；ウシ胎仔血清、１０％含有）またはダルベッコ改変イーグル培
地およびＨａｍ’ｓ　Ｆ１２培地の１：１混合物（１０％ウシ胎仔血清、５６ｍＭ最終濃
度の炭酸水素ナトリウムおよび２ｍＭのＬ－グルタミンを含有するＨＥＰＥＳ緩衝液を含
有する）のいずれかである、そして３７℃で５％　ＣＯ2中でインキュベートされる。こ
の細胞を６０，０００／ｃｍ2でプレートした。細胞を、代表的には、Ｆａｌｃｏｎ組織
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培養処理した６ウェルプレートもしくは１２ウェルプレート、またはＴ２５フラスコもし
くはＴ７５フラスコにおいて増殖させた。
【００１１】
継代培養するために、使用した培地を除去し、そしてＡＲＰＥ－１９細胞を０．０５％ト
リプシン、０．０２％ＥＤＴＡ溶液でリンスし、そしてトリプシンを除去する。１～２ｍ
ｌのさらなるトリプシン溶液を添加する。ＡＲＰＥ－１９細胞が剥がれるまで室温で（ま
たは３７℃で）培養物をインキュベートする。継代培養の比は、１：３～１：５が推奨さ
れる。
【００１２】
（Ｉ．ＡＲＰＥ－１９細胞株は強い）
細胞株の強さを評価するために、３工程のスクリーニングを確立した。（ａ）細胞生存性
スクリーニング（細胞を人工水性体液（ａＡＨ）培地または人工脳脊髄液（ａＣＳＦ）培
地を用いたストレスがかかった（ｓｔｒｅｓｓｅｄ）条件下で評価した。（ｂ）インビト
ロＥＣＭスクリーニング（細胞をインビトロ細胞外マトリクス（ＥＣＭ）スクリーニング
において評価した）。（ｃ）インビボデバイス生存性スクリーニング（カプセル化した細
胞をインビボ膜スクリーニングにおいて評価した）。
【００１３】
（ａ）インビトロ細胞生存性スクリーニング。ａＡＨおよびａＣＳＦの試験細胞（ＡＲＰ
Ｅ－１９細胞を含む）に対する効果を試験した。人工水性体液（ａＡＨ）および人工脳脊
髄液（ａＣＳＦ）をＧｅｉｇｙ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｔａｂｌｅからのプロトコルに
従って処方した。詳細な処方を表１に列挙する：
【００１４】
【表１】
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【００１５】
細胞は最初に、培地を含む血清中にプレートし、細胞を付着させた。細胞は６０，０００
／ｃｍ2でプレートし、そして５％ＣＯ2の３７℃インキュベーターでインキュベートした
。細胞を付着させた後（１８～２４時間）、増殖培地を除去し、そして細胞を血清を除去
するためにＨａｎｋ’ｓバランス化塩溶液（ＨＢＳＳ）を用いて２回洗浄した。培地をａ
ＡＨまたはａＣＳＦ（予め３７℃に温めた）のいずれかを用いて置換した。使用済みのａ
ＡＨまたはａＣＳＦは、１日おきに（月曜日、水曜日、金曜日のスケジュール）新鮮なａ
ＡＨまたはａＣＳＦを用いて置換した。試験細胞は、顕微鏡観察によって形態、生存率お
よび％集密度に対して（コントロールと比較して）毎日評価した。全ての細胞は、１週間
の期間に対して評価した。観察は、写真を用いて文書にした。
【００１６】
完全増殖培地中での各細胞株のコントロールが、実験グループとの比較のためのスクリー
ニングを通して保持された。試験期間の終了時に、それらの結果を、形態学についての記
載と共に、細胞数および％コンフルエンシーで記録した。また、フルオレセインジアセテ
ート／ヨウ化プロピジウム（ＦＤＡ－ＰＩ）のような生存度染色を使用して、培養物の生
存度を評価した。インビトロスクリーニングにおける最初の細胞生存度を通過した細胞が
、インビトロＥＣＭスクリーニングに進行した。
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【００１７】
（ｂ）インビトロ細胞外マトリクス（ＥＣＭ）スクリーニング。種々の細胞外マトリクス
（ＥＣＭ）を使用する細胞生存性を、ａＣＳＦおよび低酸素条件下で評価し、そして最良
の生存性を提供したＥＣＭを選択した。各々の潜在的な「強い細胞（Ｈａｒｄｙ　Ｃｅｌ
ｌ）」の候補体について、細胞－基質相互作用を、以下の細胞外マトリクスについて評価
した（表２）：
【００１８】
【表２】

【００１９】
最適なＥＣＭを使用して足場をコートし、細胞は、最終的に、デバイスの内側でこの足場
に接着する。「強い細胞」の候補体、ＥＣＭおよび足場の最適な組み合わせを、中程度の
透過性を有する膜を使用してカプセル化し、ストリンジェントな組織培養条件（ａＡＨま
たはａＣＳＦ）下で試験した。生存性を、１、２および４週間隔で、代謝的方法および組
織学的方法の両方を使用してモニターした。
【００２０】
（ｃ）インビボデバイス生存度スクリーニング：ＥＣＭスクリーニング由来の強い細胞を
、異なる膜および足場を使用してさらに評価した。細胞／ＥＣＭ／足場の最適な組み合わ
せを、異なる膜型（異なる拡散特性を有する膜）でカプセル化し、そしてデバイスを、ラ
ットの室に移植した。デバイスの性能を、１ヶ月のインビトロ移植期間後に評価した。
【００２１】
ＡＲＰＥ－１９生存度（および他の所望の特性）が、試験した他の細胞株よりも優れてい
た。表３は、ヒト細胞株についての結果を要約する。
【００２２】
【表３】
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表４は、異種細胞株についての結果を要約する。
【００２４】
【表４】
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（２．ＡＲＰＥ－１９細胞は、遺伝的に改変され得る）
ＡＲＰＥ－１９細胞を遺伝的に改変して、所望の因子を生じ得る。本発明者らは、Ｆｕｇ
ｅｎｅ６（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ製の脂質ベースのトランスフェク
ション試薬）を製造業者のプロトコルに従って使用して、ＡＲＰＥ－１９細胞を適切なプ
ラスミドでトランスフェクトした。ポリクローン性の安定な細胞株を、例えば、Ｇ４１８
（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を１．０ｍｇ／ｍｌの濃度で
使用して選択し、そして０．２５ｍｇ／ｍｌで維持した。安定なＡＲＰＥ－１９／ＧＤＮ
Ｆ細胞株、ＡＲＰＥ－１９／ＣＮＴＦ細胞株およびＡＲＰＥ－１９／ＥＧＦＰ細胞株を樹
立した。ＥＬＩＳＡによって測定されるような、ＧＤＮＦまたはＣＮＴＦの生成は、１０
０～２００ｎｇ／１００万細胞／２４時間（ｎｇ／Ｍ／ｄ）の間であった（これは、「治
療的に有効な」量の一例である）。
【００２６】
（（ａ）ＣＮＴＦ）　ＡＲＰＥ－１９細胞を、種々のＣＮＴＦコードプラスミド（表５を
参照のこと）でトランスフェクトした。Ｐ５４４（ｐＮＵＴ－ＩｇＳＰ－ＣＮＴＦ（ゲノ
ム性））でトランスフェクトしたＡＲＰＥ－１９細胞を、ＡＲＰＥ－Ｐ５４４（ＡＴＣＣ
登録番号＃＃＃）と命名した。
【００２７】
【表５】
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【００２８】
（（ｂ）ＧＤＮＦ）　ＡＲＰＥ－１９細胞を、異なるプロモーターおよびシグナル配列下
でｈＧＤＮＦを発現する５つのプラスミド構築物（表６）でトランスフェクトした。細胞
を、ＦｕＧｅｎｅ６によってトランスフェクトした。トランスフェクトされた細胞を、薬
剤Ｇ４１８（ゲネチシン（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ））またはメトトレキサートに対する耐性
によって選択した。
【００２９】
【表６】

【００３０】
これらのトランスフェクトされた細胞由来の馴化培地を収集し、そしてｈＧＤＮＦの発現
についてウエスタンブロットによって分析した。ＧＤＮＦは、ヘパリン結合性の、ジスル
フィド結合されたホモダイマーであり、これは、非相同的にグリコシル化され、そして３
３～４５ｋＤａの見かけの分子量でＳＤＳ－ＰＡＧＥ上を移動する。グリコシル化されて
いないＧＤＮＦは、３０ｋＤａの見かけの分子量を有する（Ｌｉｎら、６３（２）Ｊ．Ｎ
ｅｕｒｏｃｈｅｍ．７５８－７６８（１９９４））。ｈＧＤＮＦ発現のウエスタンブロッ
ト分析のために、馴化培地を、親ＡＲＰＥ－１９およびトランスフェクトされたＡＲＰＥ
－１９から収集した。ＧＤＮＦを、Ｃｅｌｌｕｆｉｎｅ（ヘパリンセファロースに類似の
特性を有するセルロース親和性媒体（Ａｍｉｃｏｎ　Ｍａｔｒｅｘ））によって、馴化培
地から半精製した。非特異的に結合したタンパク質を、２５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ／１５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．４で洗い流し、そして結合タンパク質を、２５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ
／２Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．４中で溶出した。この溶出されたタンパク質を、Ｐａｌｌ　
Ｆｉｌｔｒｏｎ遠心分離濃縮器（ＭＷＣＯ　３ｋＤａ）で濃縮し、そして緩衝液を２５ｍ
Ｍ　Ｈｅｐｅｓと交換して、馴化培地（ＣＭ）の２００倍濃縮を達成した。非還元型の半
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精製ＣＭの１／２０までを、変性１０～２０％勾配Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲ
ル上にロードし、そしてＩｍｍｏｂｉｌｏｎ－Ｐ　ＰＶＤＦ膜にエレクトロブロットした
。ウエスタンブロットを、化学発光によって検出した。
【００３１】
５つの抗体（３つのポリクローナル抗体および２つのモノクローナル抗体）のパネルを使
用して、ＧＤＮＦ産生を検出した。ＣｈｅｍｉｃｏｎウサギｐＡＢ（ＡＢ１４５４）；Ｐ
ｒｏｍｅｇａニワトリｐＡｂ（Ｇ２７９１）；Ｒ＆Ｄ　ＳｙｓｔｅｍｓヤギｐＡｂ（ＡＦ
２１２ＮＡ）；Ｐｒｏｍｅｇａ　ｍＡｂ（ＧＤＮＦ　Ｅにおいてのみ利用可能、Ｉｍｍｕ
ｎｏＡｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｇ３２４０／Ｇ３５２０キット）；Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ　ｍＡｂ（ＭＡＢ２１２）。非特異的結合が最も小さく、そして最も高い感度を有
する抗体は、ＰｒｏｍｅｇａおよびＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ製のモノクローナル抗体であ
った。ＡＲＰＥ－１９／ｐ５５９（ＡＴＣＣ登録番号＃＃＃）。
【００３２】
（（ｃ）緑色蛍光タンパク質）　ＡＲＰＥ－１９細胞を、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）
コードプラスミドｐＥＧＦＰ－Ｎ１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＰａｌｏＡｌｔｏ，ＣＡ）でト
ランスフェクトした。緑色蛍光タンパク質の発現は、蛍光顕微鏡を使用して可視的に容易
にモニターされ得るので、この外来遺伝子の異種発現の安定性は、多くの世代を通してモ
ニターされ得る。手短に言うと、ＡＲＰＥ－１９細胞を遺伝的に改変し、緑色蛍光タンパ
ク質を発現させる。クローン株を、限界希釈によってポリクローン性のＡＲＰＥ－１９／
ＧＦＰから誘導し、次いで、Ｔ－２５フラスコに拡大した。これらの株のうちの１つ、Ｐ
－３９３－１（ＡＴＣＣ登録番号＃＃＃）を維持し、そして週毎に継代した。
【００３３】
Ｐ３９３－１を、最初のＴ－２５に拡大してから、少なくとも５回継代した。Ｐ３９３－
１は、クローン化してから３０回以上倍化させた。緑色蛍光タンパク質の発現は、株の寿
命全体を通して強いままであった。
【００３４】
（３．ＡＲＰＥ－１９は、長い寿命を有する）
血清培養培地（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％ＦＢＳ）中のＡＲＰＥ－１９細胞の増殖速度は
、約１倍化／４８時間である。全継代数は、１００を超えた。ＡＲＰＥ－１９細胞は、正
常な表現型を有し、そして安定した速度で増殖するようである。
【００３５】
（４．ＡＲＰＥ－１９は、ヒト起源である）
ＡＲＰＥ－１９は、１９８６年に交通事故による頭部外傷で死亡した１９歳の男性の正常
な眼由来の、自発的に生じた網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞株である（ＡＴＣＣ）。
【００３６】
（５．ＡＲＰＥ－１９は、許容可能なインビボデバイス生存度を示す）
カプセル化されたＡＲＰＥ－１９細胞のデバイス生存度を、中枢神経系および眼の環境下
において、インビボで評価した。ＡＲＰＥ－１９細胞またはＡＲＰＥ－Ｐ５４４細胞（Ｃ
ＮＴＦを発現する）をカプセル化し、そして得られたデバイスを、ラットの室（ＩＣＶ）
、ウサギの眼、イヌの眼、およびヒツジの鞘内領域に移植した。手短に言うと、これらの
細胞を、ＣｙｔｏＰＥＳ１４（ポリエーテルスルホン）膜またはＣｙｔｏＰＥＳ１０００
膜でカプセル化した。ＣｙｔｏＰＥＳ１４膜については、マトリクス足場は、ＰＥＴヤー
ン（ｙａｒｎ）、６ストランドであり；細胞外マトリクス（ＥＣＭ）コーティングは、ラ
ミニン／ＩＶ型コラーゲンであり；デバイスアンカーは、チタンループであり；デバイス
の全長は、１．１ｃｍであり；細胞負荷密度は、６６Ｋ／μｌであり、負荷容量は、６μ
ｌであり、保持培地（ｈｏｌｄｉｎｇ　ｃｕｌｔｕｒｅ）は、Ｕｌｔｒａ　Ｃｕｌｔｕｒ
ｅであった。ＣｙｔｏＰＥＳ　１０００膜については、マトリクスは、２工程のコーティ
ングプロセスでヒトＩＶ型コラーゲンおよびラミニンを、それぞれ１ｍｇ／ｍｌおよび０
．１ｍｇ／ｍｌでコートしたＰＥＴヤーンであった。ラットＩＣＶについて、これらのデ
バイスは、０．７ｃｍ長であった。イヌおよびウサギの眼について、これらのデバイスは
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、１．０ｃｍ長であった。ヒツジの鞘内領域について、これらのデバイスは、７．０ｃｍ
長であった。全てのデバイスを、Ｔｉｔａｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｄｅｎｖｅｒ，ＣＯ）で
、反り返らない（ｎｏｎ－ｓｔｒｕｔｔｅｄ）、Ｅ－Ｂｅａｍ（電子ビーム）滅菌した。
保持培地は、Ｕｌｔｒａｃｕｌｔｕｒｅ＋１％　Ｌ－ＧｌｕｔａｍｉｎｅまたはＡＣＳＦ
＋０．８３％ＦＢＳ、０．２６％Ｌ－Ｇｌｕｔａｍｉｎｅおよび１５ｍＭ　ＨＥＰＥＳを
含む緩衝液であった。
【００３７】
外科移植後１ヶ月で、これらのデバイスを外植し、これらのデバイスにおける細胞生存度
を、組織学的に評価した。細胞デバイス生存度は、試験した全ての移植部位において優れ
ていた。この結果を、表７に示す。
【００３８】
【表７】

【００３９】
（６．ＡＲＰＥ－１９は、有効量の成長因子を送達するために改変され得る：概念の証明
（Ｐｒｏｏｆ　ｏｆ　ｃｏｎｃｅｐｔ））
ＡＲＰＥ－Ｐ５４４細胞を分泌するＣＮＴＦの治療的効果（網膜保護）を、網膜変性につ
いてのラットおよびイヌの両方の動物モデルにおいて評価した。
【００４０】
（（ａ）トランスジェニックラット試験－非カプセル化ＡＲＰＥ－５４４）
生後（ＰＤ）９日目に、２μｌのリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）中の約１０5のＡＲ
ＰＥ－Ｐ５４４細胞を、３２ゲージ針を使用して、Ｓ３３４ｔｅｒ－３ラットの左眼の硝
子体に注射した。コントロールの眼（右眼）に、トランスフェクトしていないＡＲＰＥ－
１９細胞を注射した。ＣＮＴＦボーラス注射のために、１μｌのＰＢＳ中の１μｇのＣＮ
ＴＦを、ＰＤ９日目でその硝子体に注射した。これらの眼を、ＰＤ２０日目に収集し、そ
して組織学的評価のために処理した。１μｍ厚のプラスチック包理切片を、光学顕微鏡に
よって試験した。
【００４１】
処置していないＳ３３４ｔｅｒトランスジェニックラットにおいて、重篤な光受容体変性
が、送達後（ＰＤ）２０日目までに観察された。外核層（ｏｕｔｅｒ　ｎｕｃｌｅｉ　ｌ
ａｙｅｒ）（ＯＮＬ）は、ただ１列の核を有するのみであった。ＡＲＰＥ－Ｐ５４４を注
射した眼において、ＯＮＬは、５～６列の核を有し、一方、ＡＲＰＥ－１９細胞を注射し
たコントロールの眼においては、１～２列の核が残存した。精製したヒト組換えＣＮＴＦ
のボーラス注射で処置したラットにおいて、ＯＮＬは、２～３列の核を有した。結果を、
図１に示す。
【００４２】
ＣＮＴＦでトランスフェクトしたカプセル化していないＡＲＰＥ－１９細胞からのＣＮＴ
Ｆの持続的な放出は、精製されたＣＮＴＦタンパク質のボーラス注射よりも、より良好な
光受容体の保護を達成した。
【００４３】
（（ｂ）変異体イヌ試験－カプセル化したＡＲＰＥ－５４４）　この研究は、杆状体サイ



(17) JP 4954374 B2 2012.6.13

10

20

30

40

50

クリックＧＭＰホスホジエステラーゼβサブユニット遺伝子（ＰＤＥ６Ｂ）変異を有する
、杆状体－錐状体異常形成（ｒｃｄ１）イヌにおいて行った。１セットの試験に、７週齢
の６匹のイヌを使用した。２匹のイヌが罹患（網膜変性）しており、そして４匹のイヌは
、遺伝子キャリア（正常）であった。この２匹の罹患したイヌについて、左眼に、ＡＲＰ
Ｅ－Ｐ５４４含有デバイスを与え、そして右眼は、処置しなかった（コントロール）。４
匹の正常なイヌについて、両眼に、ＡＲＰＥ－Ｐ５４４含有デバイスを与えた。これらの
デバイスは、チタン固定ループを備える、１．１ｃｍ長であった。各デバイスは、Ｃｙｔ
ｏＰＥＳ１４膜ならびにラミニンおよびＩＶ型コラーゲンでコートしたＰＥＴヤーン足場
からなった。本研究の期間は、７週間であった。１匹の正常なイヌにおける２つのデバイ
スを除く全てのデバイスを外植し、そしてＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）によっ
てＣＮＴＦの生成について、そして組織学的分析によって細胞生存度について評価した。
【００４４】
ＡＲＰＥ－Ｐ５４４のＣＮＴＦ生成は、１５０～２００ｎｇ／１０6細胞／２４時間（カ
プセル化されず、インビトロでの、完全増殖培地中で）と推測された。これらの細胞を、
Ｔ－７５フラスコ中で増殖させ、そして１０％ＦＢＳを補充したＤＭＥＭベースの培地中
、５％ＣＯ2、９５％湿度、３７℃のインキュベーター内で維持した。カプセル化の前に
、細胞のＣＮＴＦ生成を、酵素連結イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）によってア
ッセイした。
【００４５】
カプセル化の前に、これらのデバイスを、制御環境下で構築し、パッケージングし、次い
で、ｅ－ビーム滅菌した（他のカプセル化プロトコルの詳細については以下を参照のこと
）。ＡＲＰＥ－１９細胞を、カプセル化の日に収集し、そして６６，０００細胞／μｌの
密度でＵｌｔｒａｃｕｌｔｕｒｅ無血清培地中に懸濁した。次いで、この滅菌デバイスに
、Ｈａｍｉｌｔｏｎシリンジを使用して各６μｌの容量をロードした。細胞懸濁物の封入
後、最終的な封鎖を行った。この細胞をロードしたデバイスを、１％　Ｌ－グルタミンを
補充したＵｌｔｒａｃｕｌｔｕｒｅ中で保存した。７日後、全てのデバイスを、ＥＬＩＳ
ＡによってＣＮＴＦ生成についてアッセイした。デバイスのインビトロコホートを、本研
究過程中６ウェルプレート中で維持した。栄養供給を週に一度行った。
【００４６】
手術には、動物をケタミンおよびキシラジンで鎮静させた。体重および体温を測定し、そ
して瞳孔を２滴の各マイドフリン（２．５％）およびシクロジル（１％）で拡大した。血
液試料を引き抜き、そして静脈内（ＩＶ）ラインを確立した。麻酔をペントタールナトリ
ウムで誘導した。次いで動物の気管内に挿管し、そしてイソフランの吸入が確立された手
術室中に移動し、そして生命徴候を監視した。あるいは、イソフランの吸入を挿管の前に
確立し、鎮痛剤およびペントタール導入の必要性を取り除いた。次いで動物を側位位置で
手術テーブル上に置き、そして加熱パッドで覆った。
【００４７】
　眼の移植手順では、眼の瞼および眼窩周囲領域を希釈ヨードフォア溶液で予備的に洗い
落とし、そして滅菌覆い布を取り付けた。眼瞼を瞼検鏡で引っ込め、そして、眼を、角膜
輪部に配置された単一の接続縫合で位置決めし、そして滅菌覆い布にクランプ固定し、眼
を内側に回転した。顕微鏡で観察して、６ｍｍの切開を平滑なハサミを用いて角膜輪部か
ら約３．５ｍｍの結膜および腱の両方を通じて作成した。＃７５ブレードを用いて２．０
－３．０ｍｍの長軸方向切開を強膜を通じて作成し、角膜輪部の約４ｍｍ側方に毛様体輪
を通じてデバイスを移植した。デバイスをその包装から取り出し、滅菌生理食塩水ですす
ぎ、そして肉眼で欠陥を検査した。ｊｅｗｌｅｒの鉗子を用い、このデバイスをつなぎ縄
（ｔｅｔｈｅｒ）のループにより掴み、そして硝子体中に切開を通じて挿入した。配置後
、強膜を、断続した８－０ナイロン（登録商標）縫合糸で閉じ、この縫合糸は、このデバ
イスの外部末端にあるループを通過させた。同様に結膜を断続した８－０ナイロン（登録
商標）縫合糸で閉じた。検鏡および覆い布を取り除き、そして動物を再配置し、そこで上
記の手順を対側の眼に繰り返すことができた。
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【００４８】
手術の日に、イヌ（７週齢、体重約１０ポンド）を、心拍、呼吸速度、直腸温度、血圧お
よび全身状態について監視した。各動物を唯一の番号で識別し、それは動物に書いた。シ
クロスポリンＡ（Ｓａｎｄｏｚ、１００ｍｇ／ｍｌ、１０ｍｇ／ｋｇ）を移植前１日から
開始して１日に１度与えた（経口）。プレドニソン（５ｍｇ／ｋｇ）およびクラバモック
ス（１５ｍｇ／ｋｇ）を移植の日に開始して１日に２度与えた（経口）。動物に、飼料お
よび水を自由摂取させ、そして西部標準時間に一致する暗闇／光サイクルで屋内に収容し
た。温度は、１８－２９℃（６５－８４゜Ｆ）に維持した。湿度範囲は、３０－７０％で
維持した。
【００４９】
手術手順の後、すべての動物を手術に関係する合併症の徴候について監視した。動物を１
週間を基礎に以下の存在について監視した：咳込み、体重損失の徴候、発熱、アフタ性口
内炎、眼炎症もしくは眼分泌物、または肉眼による運動欠陥。体重測定および体温測定を
、移植の３日以内、および移植後７日に行った。血圧もまた、移植前および屠殺の１週間
前に行った。
【００５０】
血液試料の収集には、３０ｍｌの血液を、免疫学的スクリーニングのために、（１）移植
のとき、および（２）屠殺時に引き抜いた。１０ｍｌを、末梢血リンパ球用に、ヘパリン
処理したレッドトップチューブ中に室温で置き；１０ｍｌを、血清用に、氷上抗凝固剤な
しでレッドトップチューブ中に置き；そして１０ｍｌを、血液化学プロファイル用に提示
した。
【００５１】
この実験の結論では、動物を、ケタミンおよびペントタールを用いた初期鎮痛後、３６０
ｍｇ／ｋｇ　ＩＶの過剰用量のペントバルビタールで安楽死させた。デバイスを外科的に
外植し、ＣＮＴＦ放出についてアッセイし、次いで組織学的提出のために４％パラホルム
アルデヒド中に置いた。眼球を摘出し、そして５０ｃｃのＢｏｕｉｎ溶液中、室温で８－
１２時間固定した。次いで眼を水中ですすぎ、そして７０％ＥｔＯＨ中に貯蔵し、そして
組織学的試験に供した。組織学的分析には、視神経、背側－外側を通じて切片化され、ヘ
マトキシリンおよびエオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した３スライドのパラフィン包埋眼を、各
眼について等級付けた。デバイスは、４％パラホルムアルデヒド中、３０分～２時間固定
し、そしてパラフィンまたはグリシジルメタクリレート（ＧＭＡ）包埋処理し、切片にし
、そして組織学的評価のために染色した。各デバイスを、細胞密度および細胞生存性を決
定するために調べた。
【００５２】
デバイスのＣＮＴＦアウトプットは、外植後評価した。簡単に述べれば、デバイスをＵｌ
ｔｒａｃｕｌｔｕｒｅ（０．５ｍｌ／ウェル）中２４時間インキュベートし、次いでそれ
をＣＮＴＦアウトプットについてアッセイした。ＣＮＴＦの平均デバイスアウトプットは
、１．６２±０．４ｎｇ／デバイス／２４時間であった（これは、「治療有効」量の１つ
の例である）。個々のデバイスのアウトプットを表８に示す。
【００５３】
【表８】
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【００５４】
カプセル化ＡＲＰＥ－Ｐ５４４細胞は、網膜分解について変異体イヌモデル中の光レセプ
ターを保護した。保護は、光レセプター節約の程度により規定した。影響されなかったイ
ヌは、１０－１２層のＯＮＬを有していたが、影響された未処理のイヌは、２－３層のＯ
ＮＬを有していた。影響されたＣＮＴＦ処理イヌは５－６層のＯＮＬを有していた。これ
らの結果を表９中に示す。
【００５５】
【表９】

【００５６】
ａ．影響されたｒｃｄ１イヌ
ｂ．影響されなかったイヌ
ｃ．良い網膜＝７－８　１０×視野長；１８　４０×視野
Ｓ１＝視神経からの末梢２　１０×視野（末梢４－４０×視野）
Ｓ２＝視神経と鋸状縁との間の中央点
Ｓ３＝鋸状縁から中央２　１０×視野（中央４－４０×視野）
ｄ．悪い網膜＝５－６　１０×視野長；１０　４０×視野
Ｉ１＝視神経からの末梢１　１０×視野（末梢３　４×視野）
Ｉ２＝視神経と鋸状縁との間の中央点
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Ｉ３＝鋸状縁から中央１　１０×視野（中央３－４０×視野）
組織学的評価は、すべてのデバイスが健康な生存細胞を含むことを示した。細胞の壊死は
どのデバイスでも観察されなかった。網膜に対する免疫反応、炎症または損傷は観察され
なかった。
【００５７】
７．ＡＲＰＥ１９は低レベルの宿主免疫反応の引きがねとなる。
【００５８】
（ａ）ＨＬＡクラスＩおよびクラスＩＩ－ＤＲ
細胞株Ｈｓ２７およびＡＲＰＥ１９に関するベースライン研究を、ヒトＨＬＡクラスＩお
よびＨＬＡクラスＩＩ－ＤＲ分子の休止発現レベルを決定するために実施した。主要組織
適合性マーカーＷ６／３２は、任意の有核細胞上で正常に発現される。対照的に、ＨＬＡ
クラスＩＩ－ＤＲマーカーは、より特異的な細胞の集団上で発現される。通常、ＨＬＡク
ラスＩＩ－ＤＲ分子は、Ｂリンパ球、単球、活性化Ｔ細胞、活性化ナチュラルキラー（Ｎ
Ｋ）細胞、およびヒト前駆細胞上に見出される。
【００５９】
表１０は、フローサイトメーターを用いる染色からの活性化されないレベルの発現を要約
する。
【００６０】
【表１０】

【００６１】
（ｂ）同種異系　対　異種抗体応答
イヌ宿主またはヒト宿主のいずれかからの血清試料を、標的細胞としてＡＲＰＥ１９、Ｈ
ｓ２７（ヒト由来）およびＳＩＲＣ（ウサギ由来）を用いて評価した。特異的抗ＡＲＰＥ
１９　ＩｇＧ力価を評価するために、ＡＲＰＥ１９細胞を、フローサイトメトリー分析の
ための標的細胞として用いた。ＡＲＰＥ１９細胞（１００，０００細胞／１００μｌ）を
、２５μｌの宿主血清とインキュベートし、４×１０6の力価まで系列希釈し、次いで二
次抗体（ＩＣＮ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｃｏｓｔａ　Ｍｅｓｓ、ＣＡ、ＵＳ
Ａ）で標識したフルオロセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）でタグを付けた。データ
取得およびヒストグラム分析は、４８８ｎｍ励起および１つの空冷アルゴンレーザを備え
たＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ　ＦＡＣＳｏｒｔTM（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎ
ｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ、
ＵＳＡ）を用いて実施した。データは、２５６チャネルプログラムおよび幾何学／チャネ
ル選択を備えたＣＥＬＬＱｕｅｓｔTM（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ、ＵＳＡ）ソフトウェ
アを用いて解釈した。
【００６２】
すべてのデータは、ネガティブコントロール試料に対する平均チャネルシフト蛍光（ＭＣ
Ｓ）における増加として報告した。１０チャネルを超えるシフトをポジティブと考えた。
結果は、イヌ血清が、ヒト血清と比較してかなり高い力価で抗体を含んでいたことを示す
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（図２）。
【００６３】
同種異系　対　異種補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）応答
ＡＲＰＥ１９細胞に特異的な細胞傷害性抗体の力価を決定するために、ＡＲＰＥ１９細胞
を、補体依存性細胞傷害性アッセイにおける標的細胞として用いた。細胞傷害性抗体力価
の補体固定を、イヌ血清またはヒト血清試料のいずれかを用いて評価した。ＡＲＰＥ１９
、Ｈｓ２７およびＳＩＲＣ細胞を標的として用いた。すべての血清試料を、３重複で２つ
の群に配置し、そして標準のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔ
ｈ（ＮＩＨ）組織型決定技法（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｈｉｓｔｏ
ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ（ＡＳＨＩ）Ｍａ
ｎｕａｌ、１９９４）を採用してアッセイした。３重複の１つの群は、１μｌの宿主血清
およびＡＲＰＥ１９細胞（１０００細胞／１μｌ）で分析し；３重複の第２の群は、５μ
ｌの外因性の予備スクリーニングしたウサギ補体（Ｐｅｌ　Ｆｒｅｅｚ　Ｂｒｏｗｎ　Ｄ
ｅｅｒ、ＷＩ、ＵＳＡ）の添加とともに同様の方法でアッセイした。試料は、二色免疫蛍
光微小細胞傷害性分析手順を用いて調製した。宿主血清とＡＲＰＥ１９細胞の１時間の室
温インキュベーションの後、さらなるウサギ補体とのまたはなしの第２の１時間室温イン
キュベーションを行った。同じマイクロタイターウェルにおいて、生存細胞（ネガティブ
反応性）の百分率を二酢酸フルオレセインを用いて見えるようにし、その一方、死細胞（
ポジティブ反応性）の百分率はヨウ化プロピディウムを用いて見えるようにした。すべて
の血清標品は、１：２系列希釈で最大１：１００，０００希釈まで設定した。すべてのデ
ータは、４８８ｎｍの波長励起でＮｉｋｏｎ　ＤｉａｐｈｏｔTM倒立蛍光顕微鏡を用いて
スコアした。
【００６４】
結果は、イヌ血清が、これら細胞の存在下で補体を活性化し得る抗体を含んでいたことを
示す。対照的に、ヒト血清は、補体を固定しなかった（図３）。
【００６５】
８．ＡＲＰＥ１９細胞株は腫瘍形成性である。
【００６６】
ＡＲＰＥ１９細胞の腫瘍形成性研究を米国Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓ
ｔｒａｔｉｏｎ（ＦＤＡ）、Ｐｏｉｎｔｓ　ｔｏ　ｃｏｎｓｉｄｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃ
ｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈ
ｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ、５８　Ｆｅｄｅｒａｌ　Ｒ
ｅｇｉｓｔｅｒ　４２９７４（１９９３年８月１２日）により要求される手順に従って実
施した。簡単に述べれば、０．２ｍｌの無血清培地（ＰＢＳ＋１０ｍＭグルコース）中の
１０百万細胞を、ヌードマウス（放射線照射Ｓｗｉｓｓヌードマウス、照射後２－７日、
ｎ＝１０）に皮下注射した。動物を３週間の間毎日腫瘍形成の証拠について観察した。そ
のとき、動物の半分を屠殺し、解剖しそして細胞の存在を組織学的に調べた。残りの動物
をさらに１２週間観察した。ＡＲＰＥ１９細胞は、１５週間の研究期間の間ヌードマウス
で腫瘍形成を示さなかった。
【００６７】
Ｂ．細胞カプセル化法およびデバイス。
【００６８】
カプセル化細胞治療は、宿主内移植の前に半透過性の生体適合性材料で細胞を取り囲むこ
とにより、レシピエント細胞の免疫系から細胞を隔離するコンセプトに基づく。本発明は
、ＡＲＰＥ１９細胞が、免疫隔離カプセルにカプセル化されているデバイスを含む。「免
疫隔離カプセル」は、このカプセルが、レシピエント宿主中への移植に際し、デバイスの
コアにあるＡＲＰＥ１９細胞に対する宿主の免疫系の有害な影響を最小にすることを意味
する。ＡＲＰＥ１９細胞は、微小孔膜により形成された移植可能なポリマー性カプセル内
にそれらを封入することにより宿主から免疫隔離されている。このアプローチは、宿主と
移植された組織との間の細胞－細胞接触を防ぎ、直接提示による抗原認識を無くする。用
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いられる膜はまた仕立てられ、抗体および補体のような分子の拡散を、それらの分子量を
基に制御し得る（Ｌｙｓａｇｈｔら、５６　Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９６（１
９９６）、Ｃｏｌｔｏｎ、１４　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５８（１９９
６））。カプセル化技法を用いて、ＡＲＰＥ１９細胞を、免疫抑制剤の使用とともにまた
はなしのいずれかで、免疫拒絶を受けずに宿主中に移植し得る。有用な生体適合性ポリマ
ーカプセルは、通常、液体培地中に懸濁されるかまたは固定化マトリックス内に固定化さ
れるかいずれかの細胞を含むコア、および生体適合性であり、しかもコア中の細胞を有害
な免疫学的攻撃から保護するに十分である隔離された細胞を含まない透過選択性であるマ
トリックスまたは膜（「ジャケット」）の周辺または周縁領域を含む。カプセル化は、免
疫系のエレメントがカプセルに侵入することを妨げ、それによってカプセル化されたＡＲ
ＰＥ１９細胞を免疫破壊から保護する。カプセル膜の半透過性性質はまた、目的の生物学
的に活性な分子が、カプセルから周辺宿主組織中に容易に拡散することを可能にする。
【００６９】
このカプセルは、生体適合性材料から作成され得る。「生体適合性材料」は、宿主内への
移植後、カプセルの拒絶を生じるか、または例えば分解によりそれを稼動不能にするに十
分な有害な宿主応答を惹起しない材料である。この生体適合性材料は、宿主の免疫系成分
のような、高分子に対しては比較的不透過性であるが、インスリン、成長因子および栄養
分のような小分子に対しては、代謝老廃物の除去を可能にしながら透過性である。種々の
生体適合性材料が、本発明の組成物による成長因子の送達に適切である。多くの生体適合
性材料が公知であり、種々の外表面形態、ならびにその他の機械的および表面特徴を有す
る。好ましくは、本発明のカプセルは、本明細書に参考として援用される、ＰＣＴ国際特
許出願ＷＯ９２／１９１９５またはＷＯ９５／０５４５２；または本明細書に参考として
援用される米国特許第５，６３９，２７５号；第５，６５３，９７５号；第４，８９２，
５３８号；第５，１５６，８４４号；第５，２８３，１８７号；または第５，５５０，０
５０号に記載されるものと同様である。このようなカプセルは、宿主の免疫系の有害な影
響を最小にしながら、代謝産物、栄養分および治療物質の通過を可能にする。生体適合性
材料の成分は、周辺の半透過性膜および内部の細胞を支持する足場を備え得る。好ましく
は、形質転換細胞は、この足場上に接種され、これは、透過選択性膜によりカプセル化さ
れる。繊維状の細胞を支持する足場は、アクリル、ポリエステル、ポリエチレン、ポリプ
ロピレンポリアセトニトリル、ポリエチレンテレフタレート、ナイロン（登録商標）、ポ
リアミド、ポリウレタン、ポリブトエステル（ｐｏｌｙｂｕｔｅｓｔｅｒ）、絹、綿、キ
チン、カーボン、および生態適合性金属からなる群から選択される任意の生体適合性材料
から作成され得る。細胞移植には、結合され繊維構造もまた用いられ得る（本明細書に参
考として援用される米国特許第５，５１２，６００号）。生分解性ポリマーは、ポリ（乳
酸）ＰＬＡ、ポリ（乳酸－コグリコール酸）ＰＬＧＡ、ならびにポリ（グリコール酸）Ｐ
ＧＡおよびそれらの等価物からなるポリマーを含む。フォーム（ｆｏａｍ）足場を用いて
、移植細胞が接着し得る表面が提供されている（本明細書に参考として援用されるＰＣＴ
国際特許出願９８／０５３０４）。織物メッシュチューブが血管移植片として用いられて
いる（本明細書に参考として援用されるＰＣＴ特許出願ＷＯ９９／５２５７３）。さらに
、コアは、細胞の位置を安定化するヒドロゲルから形成される固定化マトリックスから構
成され得る。ヒドロゲルは、実質的に水からなるゲルの形態にある架橋親水性ポリマーの
三次元ネットワークである。
【００７０】
種々のポリマーおよびポリマー混合物が、周囲半透膜を製造するために使用され得、その
ようなポリマーおよびポリマー混合物としては、ポリアクリレート（アクリルコポリマー
を含む）、ポリビニリデン、ポリ塩化ビニルコポリマー、ポリウレタン、ポリスチレン、
ポリアミド、酢酸セルロース、硝酸セルロース、ポリスルホン（ポリエーテルスルホンを
含む）、ポリフォスファーゼン、ポリアクリロニトリル、ポリ（アクリロニトリル／ｃｏ
－塩化ビニル）ならびにそれらの誘導体、コポリマーおよび混合物が、挙げられる。好ま
しくは、この周囲半透膜は、生体適合性の半透性中空線維膜である。このような膜、およ
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びこの膜を作製する方法は、米国特許第５，２８４，７６１号および同第５，１５８，８
８１号（参考として援用される）に開示される。この周囲半透膜は、ポリエーテルスルホ
ン中空線維（例えば、米国特許第４，９７６，８５９号または同４，９６８，７３３号（
参考として援用される）により記載されるもの）から形成される。代替的周囲半透膜材料
は、ポリ（アクリロニトリル／ｃｏ－塩化ビニル）である。
【００７１】
このカプセルは、生物学的活性を維持し、そして生成物または機能の送達のための接近を
提供するために適切な、任意の形状であり得、例えば、その形状としては、円柱状、矩形
、円板形状、パッチ形状（ｐａｔｃｈ－ｓｈａｐｅｄ）、卵形、星状または球状が、挙げ
られる。さらに、このカプセルは、メッシュ様構造または入れ子構造へと、輪状にされ得
るしまたは巻かれ得る。このカプセルが移植された後に回収されるべきである場合、移植
部位からのこのカプセルの移動をもたらす傾向がある形状（例えば、レシピンエト宿主の
血管において移動するに十分に小さい、球状カプセル）は、好ましくない。特定の形状（
例えば、矩形、パッチ、円板、円柱、および平板）は、より強い構造的完全性を提供し、
回収が所望される場合には好ましい。
【００７２】
微小カプセルが使用される場合、各デバイスにて、好ましくは１０3個と１０8個との間の
ＡＲＰＥ－１９細胞がカプセル化され、最も好ましくは１０5～１０7個のＡＲＰＥ－１９
細胞が、カプセル化される。投薬量は、より少ない数のカプセルまたはより多い数のカプ
セル、好ましくは患者あたり１個の１０個との間のカプセルを、移植することにより制御
され得る。
【００７３】
その足場は、細胞外基質（ＥＣＭ）分子でコートされ得る。細胞外基質分子の適切な例と
しては、例えば、コラーゲン、ラミニン、およびフィブロネクチンが、挙げられる。この
足場の表面はまた、プラズマ照射で処理してＡＲＰＥ－１９細胞の接着を増強するような
電荷を付与することによって、改変され得る。
【００７４】
このカプセルをシールする適切な任意の方法が使用され得、このような方法としては、ポ
リマー接着剤の使用、またはクリンピング（ｃｒｉｍｐｉｎｇ）、ノッティング（ｋｎｏ
ｔｔｉｎｇ）および熱シールが、挙げられる。さらに、例えば、米国特許第５，６５３，
６８７号（参考として援用される）に記載されるような、適切な任意の「乾燥」シール法
もまた使用され得る。
【００７５】
このカプセル化された細胞デバイスは、公知技術に従って移植される。多くの移植部位が
、本発明のデバイスおよび方法のために意図される。これらの移植部位としては、中枢神
経系（脳、脊髄を含む）（米国特許第５，１０６，６２７号、同第５，１５６，８４４号
、および同第５，５５４，１４８号（参考として援用される）を参照のこと）、ならび眼
の房水および硝子体液（ＰＣＴ国際特許出願ＷＯ　９７／３４５８６（参考として援用さ
れる）を参照のこと）が、挙げられるが、これらに限定されない。
【００７６】
（Ｃ．ＡＲＰＥ－１９細胞の遺伝子操作）上記のように、ＡＲＰＥ－１９細胞は、遺伝子
操作され得る。用語「遺伝的改変」および「遺伝子操作」とは、外因性ＤＮＡの意図的導
入によるＡＰＲＥ－１９細胞の遺伝子型の安定な変更または一過性変更をいう。ＤＮＡは
、合成であっても、天然由来であってもよく、そして遺伝子を含んでも、遺伝子の部分を
含んでも、または他の有用なＤＮＡ配列を含んでもよい。用語「遺伝的改変」は、天然の
ウイルス活性、天然の遺伝子組換えなどを介して生じるような、天然に存在する改変を含
むことは意図されない。
【００７７】
ＡＰＲＥ－１９細胞の有用な任意の遺伝的改変が、本発明の範囲内である。例えば、ＡＰ
ＲＥ－１９細胞は、神経伝達物質または成長因子などのような、生物学的に活性な物質を
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生成するようにかまたは生物学的に活性な物質の生成を増加するように、改変され得る。
この遺伝的改変は、ウイルスベクター（レトロウイルスベクター、改変型ヘルペスウイル
スベクター、ヘルペスウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルス
ベクターなど）による感染か、または当該分野で公知の方法（リポフェクチン、リン酸カ
ルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン、エレクトロポレーションなど
）（Ｍａｎｉａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、
Ｎ．Ｙ．、１９８２を参照のこと）を使用するトランスフェクションのいずれかによって
、実施され得る。例えば、キメラ遺伝子構築物は、ウイルス（例えば、レトロウイルス）
長末端反復（ＬＴＲ）、シミアンウイルス４０（ＳＶ４０）、サイトメガロウイルス（Ｃ
ＭＶ））プロモーター；または哺乳動物細胞特異的プロモーターを含み得る。さらに、こ
のベクターは、薬物選択マーカー（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉアミノグリコシドホスホトラン
スフェラーゼ遺伝子（試験遺伝子と同時感染された場合、ジェネティシン（Ｇ４１８）（
タンパク質合成インヒビター）に対する耐性を付与する）を含み得る。
【００７８】
ＡＰＲＥ－１９細胞は、発現ベクターを用いるトランスフェクションを使用して、遺伝的
に改変され得る。「発現ベクター」とは、ゲノム中に組み込まれるかまたは細胞質に存在
するかのいずれかであり、かつポリペプチド、タンパク質またはウイルスベクターの発現
を可能にし得る、核酸である。１つのプロトコルにおいて、遺伝子を含むベクターＤＮＡ
が、０．１×ＴＥ（１ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ）中に、濃度
４０μｇ／ｍｌまで希釈される。２２μｌのＤＮＡが、ディスポーザブルの滅菌５ｍｌプ
ラスチックチューブ中の２５０μｌの２×ＨＢＳ（２８０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　Ｋ
Ｃｌ、１．５ｍＭ　Ｎａ2ＨＰＯ4、１２ｍＭデキストロース、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ）に
添加する。３１μｌの２Ｍ　ＣａＣｌ2がゆっくり添加され、そしてその混合物が、室温
で３０分間インキュベートされる。この３０分間のインキュベーションの間に、細胞が４
℃にて８００ｇで５分間遠心分離される。この細胞が２０容量の冷ＰＢＳに再懸濁され、
そして１×１０7細胞のアリコートへと分割され、これが再び遠心分離される。細胞の各
アリコートが、１ｍｌのＤＮＡ－ＣａＣｌ2懸濁物中に再懸濁され、そして室温で２０分
間インキュベートされる。次いで、この細胞が増殖培地に希釈され、そして５％～７％　
ＣＯ2中にて３７℃で６～２４時間インキュベートされる。この細胞が再び遠心分離され
、ＰＢＳ中で洗浄され、そして１０ｍｌの増殖培地に４８時間戻される。
【００７９】
直接のＤＮＡ投与、プラスミドポリヌクレオチド投与、または組換えベクター投与に適切
なビヒクルとしては、生理食塩水、またはスクロース、プロタミン、ポリブレン、ポリリ
ジン、ポリカチオン、タンパク質、リン酸カルシウム、またはスペルミジンが挙げられる
が、限定ではない。例えば、ＰＣＴ国際特許出願ＷＯ　９４／０１１３９を参照のこと。
【００８０】
ＡＰＲＥ－１９細胞はまた、リン酸カルシウムトランスフェクション技術を使用して、遺
伝的に改変され得る。標準的リン酸カルシウムトランスフェクションのために、細胞は、
単一の細胞懸濁物へと機械的に解離され、そして５０％コンフルエンス（５０，０００～
７５，０００細胞／ｃｍ2）にて組織培養処理ディッシュ上にプレートされ、そして一晩
付着させられる。１つのプロトコルにおいて、改変型リン酸カルシウムトランスフェクシ
ョン手順が、以下のように実施される：滅菌ＴＥ緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、０．２５
ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．５）中のＤＮＡ（１５～２５μｇ）がＴＥで４４０μλに希釈
され、そして６０μｌの２Ｍ　ＣａＣｌ2（１Ｍ　ＨＥＰＥＳ緩衝液によりｐＨ５．８ま
で）が、このＤＮＡ／ＴＥ緩衝液に添加される。合計５００μｌの２×ＨｅＢＳ（ＨＥＰ
ＥＳ緩衝化生理食塩水；２７５ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＫＣｌ、１．４ｍＭ　Ｎａ2

ＨＰＯ4、１２ｍＭデキストロース、４０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液粉末、ｐＨ６．９２）
が、この混合物に滴下される。この混合物は、室温で２０分間静置される。この細胞が、
１×ＨｅＢＳで短く洗浄され、そして１ｍｌのリン酸カルシウム沈殿ＤＮＡ溶液が、各プ
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レートに添加され、そして細胞が３７℃にて２０分間インキュベートされる。このインキ
ュベーションの後に、１０ｍｌの「完全培地」が細胞に添加され、そしてプレートが、イ
ンキュベーター（３７℃、９５％　ＣＯ2）中にさらに３～６時間配置される。ＤＮＡお
よび培地が、このインキュベーション期間の最後に吸引により除去される。この細胞が洗
浄され、新鮮な培地が添加され、次いで細胞がインキュベーターに戻される。
【００８１】
あるいは、ＰＣＴ国際特許出願ＷＯ　９３／０６２２２に記載されるような、リン酸カル
シウム同時沈殿技術が使用され得る。
【００８２】
さらに、ＡＲＰＥ－１９細胞は、所望の分泌因子を生成するように遺伝子操作され得る。
所望の分泌因子は、合成ポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチドのいずれかによ
りコードされ得る。用語「組換え（体）」とは、有用な生物学的産物を生成するようにポ
リヌクレオチドを組み合わせるための分子生物学技術、ならびにこの技術により生成され
たポリヌクレオチドおよびペプチドをいう。このポリヌクレオチドは、調節エレメント（
例えば、プロモーター、ターミネーションシグナルなど）をコードするポリヌクレオチド
の作動的制御下において、所望の分泌因子をコードするポリヌクレオチドを含む組換え構
築物（例えば、ベクターまたはプラスミド）であり得る。「作動的に連結された」とは、
そのように記載される成分が、それらが意図される様式で機能するのを可能にする関係に
ある、並置をいう。コード配列に作動的に連結された制御配列は、そのコード配列の発現
が制御配列と適合可能な条件下で達成されるように、連結されている。「制御配列」とは
、コード配列および非コード配列が連結された場合にそれらの発現をもたらすのに必要な
、ポリヌクレオチド配列をいう。制御配列には、一般的には、プロモーター、リボソーム
結合部位、および転写終結配列が挙げられる。さらに、「制御配列」とは、コード配列中
にコードされるペプチドのプロセシングを制御する配列をいい；これらとしては、ペプチ
ドの分泌、プロテアーゼ切断、およびグリコシル化を制御する配列が挙げられるが、これ
らに限定されない。用語「制御配列」は、その存在が発現に影響し得る成分を最低限含み
、そしてまた、その存在が有利であるさらなる成分（例えば、リーダー配列および融合パ
ートナー配列）も含み得ることが、意図される。「コード配列」とは、転写されそしてポ
リペプチドへと翻訳される、ポリヌクレオチド配列をいう。２つのコードポリヌクレオチ
ドは、その連結が三つ組の読み取り枠の変化または妨害を伴わずに、連続的に翻訳可能な
配列を生じる場合に、「作動可能に連結されている」。ポリヌクレオチドは、その連結が
、所望の分泌因子の発現を生じるように遺伝子発現エレメントの適切な機能を生じる場合
に、その遺伝子発現エレメントに「作動可能に連結されている」。「形質転換」とは、宿
主細胞への外因性ポリヌクレオチド（すなわち、「導入遺伝子」）の挿入である。この外
因性ポリヌクレオチドは、宿主ゲノム中に組み込まれる。ポリヌクレオチドは、それが転
写および翻訳の調節情報を含むヌクレオチド配列を含み、かつこのような配列が所望の分
泌因子をコードするポリヌクレオチドに「作動可能に連結されている」場合に、所望の分
泌因子を「発現し得る」。次いで、ペプチドコード領域をコードするポリヌクレオチドは
、例えば、標準的著作であるＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｐｒｅｓｓ　１９８９）に記載される従来の方法に従って、例えば、細菌ベクター中での
調製によって、増幅され得る。発現ビヒクルとしては、プラスミドまたは他のベクターが
挙げられる。
【００８３】
所望の分泌因子をコードするポリヌクレオチドは、化学的合成法または組換え技術によっ
て、調製され得る。ポリペプチドは、化学的合成技術（例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、
８５　Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．２１４９～２１５４（１９６３）（Ｓｔｅｍｍ
ｅｒら、１６４　Ｇｅｎｅ　４９（１９９５）を参照のこと）により記載される）によっ
て、従来のように調製され得る。そのインビトロまたはインビボでの転写および翻訳が、
所望の分泌因子タンパク質の生成を生じる、合成遺伝子が、当該分野で周知の技術により
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構築され得る（Ｂｒｏｗｎら、６８　Ｍｅｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１０
９～１５１（１９７９）を参照のこと）。コードポリヌクレオチドは、Ａｐｐｌｉｅｄ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｍｏｄｅｌ　３８０Ａまたは３８０Ｂ　ＤＮＡ合成機（Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．、８５０　Ｌｉｎｃｏｌｎ　Ｃｅｎｔｅｒ　Ｄ
ｒｉｖｅ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ、ＵＳＡから市販）のような、従来のＤＮＡ合
成装置を使用して、生成され得る。
【００８４】
所望の分泌因子をコードするｃＤＮＡの発現に有用なポリヌクレオチド遺伝子発現エレメ
ントとしては、（ａ）ウイルス転写プロモーターおよびそのエンハンサーエレメント（例
えば、ＳＶ４０初期プロモーター、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲ、およびモロニーマウス白
血病ウイルスＬＴＲ）；（ｂ）スプライス領域およびポリアデニル化部位（例えば、ＳＶ
４０後期領域由来のもの）；ならびに（ｃ）ポリアデニル化部位（例えば、ＳＶ４０中）
が、挙げられるがこれらに限定されない。次いで、所望の分泌因子を発現し得るレシピエ
ント細胞が、トランスフェクトされる。このトランスフェクトされたレシピエント細胞が
、所望の分泌因子の発現を可能にする条件下で培養され、この所望の分泌因子が培養から
回収される。ＡＲＰＥ－１９細胞が、ポックスウイルスベクター（例えば、ワクシニアま
たはブタポックス）と組み合わせて使用され得る。合成遺伝子を宿主の細胞中へと運ぶよ
うに操作され得る適切な非病原性ウイルスとしては、ワクシニアのようなポックスウイル
ス、アデノウイルス、レトロウイルスなどが挙げられる。多数のこのような非病原性ウイ
ルスが、ヒト遺伝子治療のため、そして他のワクチン薬剤のキャリアとして、一般的に使
用されており、そして当業者により公知でありかつ選択可能である。他の適切な宿主細胞
、ならびに形質転換、培養、増幅、スクリーニングおよび産物の生成および精製のための
方法が、公知の技術（例えば、ＧｅｔｈｉｎｇおよびＳａｍｂｒｏｏｋ、２９３　Ｎａｔ
ｕｒｅ　６２０～６２５（１９８１）を参照のこと）を照会することによって、当業者に
より実施され得る。別の好ましい系としては、バキュロウイルス発現系およびベクターが
、挙げられる。
【００８５】
所望の分泌因子をコードするポリヌクレオチドが、種々の様式で使用され得る。例えば、
ポリヌクレオチドは、宿主細胞培養物中でインビトロで所望の分泌因子ペプチドを発現し
得る。次いで、この発現される所望の分泌因子は、適切な精製の後、薬学的試薬またはワ
クチンへと組み込まれ得る（下記）。
【００８６】
本明細書中に記載される所望の分泌因子をコードするポリヌクレオチドコード領域につい
ての配列の決定は、市販のコンピュータープログラム（例えば、ＤＮＡ　Ｓｔｒｉｄｅｒ
およびＷｉｓｃｏｎｓｉｎ　ＧＣＧ）を使用して実施され得る。遺伝コードの天然の縮重
が原因で、当業者は、特許請求されるペプチドをコードするかなり多いが規定数のＤＮＡ
配列が、構築され得ることを認識する（Ｗａｔｓｏｎら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅ、４３６～４３７（ｔｈｅ　Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍ
ｍｉｎｇｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．１９８７）を参照のこと）。
【００８７】
用語「生物学的因子」とは、神経細胞に対して効果を（そのような効果が有害、有益であ
っても、そうでなくとも）有し得る、任意の因子（例えば、ウイルス、タンパク質、ペプ
チド、アミノ酸、脂質、炭水化物、核酸、ヌクレオチド、薬物、プロドラッグまたは他の
物質）をいう。神経細胞に有益な生物学的因子は、「神経学的因子」であり、この用語は
、ＣＮＳもしくは眼の細胞の増殖、分化もしくは機能、神経学的または眼科学的（ｏｐｔ
ｈａｌｍｏｌｏｇｉｃａｌ）な疾患または障害の処置に潜在的に有用であることを示し得
る、生物学的または薬学的に活性な任意の物質を包含する。例えば、この用語は、特定の
神経伝達物質、神経伝達物質レセプター、成長因子、成長因子レセプターなど、ならびに
これらの因子の合成にて使用される酵素を包含し得る。
【００８８】
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遺伝的改変が生物学的因子の生成のためである場合、その物質は、所定のＣＮＳまたは眼
の障害の処置に有用である物質であり得る。ＡＲＰＥ－１９細胞は、生物学的に活性な因
子（例えば、成長因子、成長因子レセプター、神経伝達物質、神経伝達物質合成遺伝子、
神経ペプチド、およびクロム親和性顆粒アミントランスポーター）を発現するように遺伝
的に改変され得る。例えば、細胞を、その細胞が増殖誘導性成長因子または分化誘導性成
長因子を分泌するように遺伝的に改変することが所望され得る。
【００８９】
生物学的因子は、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）、酸性線維芽細胞増殖因子、上
皮成長因子、トランスホーミング成長因子α、トランスホーミング成長因子β、神経成長
因子、インスリン様成長因子、血小板由来成長因子、グリア由来神経栄養因子、脳由来神
経栄養因子、毛様体神経栄養因子、ホルボール１２－ミリステート１３－アセテート、ト
リオホチン（ｔｒｙｏｐｈｏｔｉｎ）、アクチビン、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン、
インターロイキン、骨形成タンパク質、マクロファージ炎症タンパク質、ヘパラン硫酸、
アンフィレグリン（ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ）、レチノイン酸、腫瘍壊死因子α、線維
芽細胞増殖因子レセプター、上皮成長因子レセプター、または潜在的標的組織に対して治
療上有用な効果を有すると予期される他の因子であり得る。生物学的因子の例としては、
栄養因子（例えば、グリア由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ））；成長因子活性に関係する細
胞内経路の調節因子（例えば、スタウロスポリン、ＣＧＰ－４　１２５１など）；ホルモ
ン；種々のタンパク質およびポリペプチド（例えば、インターロイキン）；例えば、レセ
プターの転写物に対する、オリゴヌクレオチド（例えば、アンチセンス鎖）；ヘパリン様
分子；ならびに放射状神経膠細胞もしくはＣＮＳ神経幹細胞に対して効果を有する他の種
々の分子が、挙げられる。
【００９０】
ＩＬ－２を分泌するＡＲＰＥ－１９細胞は、プラスミドベクターｐＢＣＭＧ－ｈｙｇｒｏ
－ｈＩＬ－２（Ｒｏｕｘら、１５９　Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．１０１～１１３（
１９９４））（ヒトＩＬ－２　ｃＤＮＡ配列をサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモー
ターの転写制御下に含み、ウサギβ－グロビンイントロン、続いてポリ（Ａ）配列、およ
び選択用のハイグロマイシン耐性遺伝子を含む、エピソーム発現ベクター）でのＡＲＰＥ
－１９のトランスフェクションにより生成され得る。このｈＩＬ－２タンパク質をコード
する発現ベクターをＡＲＰＥ－１９細胞株に導入するために、リン酸カルシウム沈殿技術
が使用され得る。ｐＰＣＨＩＬプラスミド（ｐＢＣＭＧ－ｈＩＬ－２）は、ｈＩＬ－２　
ｃＤＮＡ配列、続いて選択用のハイグロマイシンＢ耐性遺伝子を含む。そのゲノムに外来
ＤＮＡが安定に組み込まれた細胞は、培地中のハイグロマイシンＢの存在下で選択される
。
【００９１】
ＩＬ－１０を分泌するＡＲＰＥ－１９細胞が生成され得る。インターロイキン－１０（Ｉ
Ｌ－１０）（ＣＤ4細胞のサブセットである、Ｔｈにより生成される）は、ＣＤ４+ヘルパ
ーＴリンパ球のＴｈ1サブセットによるサイトカイン生成を抑制する。ＩＬ－１０はまた
、単球による多数の炎症性サイトカインの生成を阻害する。ＩＬ－１０発現が、ヒト悪性
神経膠腫において、そして悪性腫瘍において、低悪性度（ｌｏｗ　ｇｒａｄｅ）腫瘍に対
してよりも高いレベルで、検出されている。これは、内因性ＩＬ－１０が脳内の抗神経膠
腫免疫を抑制するように機能するという仮説をもたらした。内因性ＩＬ－１０の潜在的に
免疫抑制性および抗炎症性の作用にも関わらず、操作された腫瘍細胞により高レベルで生
成されるトランスジェニックＩＬ－１０が、抗腫瘍免疫を刺激することまたは腫瘍関連脈
管形成を阻害することのいずれかによって、全身の腫瘍の成長を阻害し得るという証拠が
、増加している。ＩＬ－１０を生成するＡＲＰＥ－１９細胞は、リポフェクタミン（ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ）（ＧＩＢＣＯ）の存在下で、Ｋｕｎｄｕら、８８　Ｊ．Ｎａｔ
ｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．５３６～４１（１９９６）の手順と類似する手順を使用し
て、プラスミドｐＢＭＧｎｅｏ．ＩＬ－１０でのトランスフェクションにより生成され得
る。
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【００９２】
ＦＧＦを分泌するＡＲＰＥ－１９細胞が作製され得る。線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）は
、中枢神経系において他の細胞型に対して神経保護的であり得る内皮細胞マイトジェンで
ある。ＡＲＰＥ－１９細胞株は、遺伝的に改変されて、ＦＧＦ－１に対してインフレーム
で融合されたＦＧＦ－４のｈｓｔ／ＫＳ３シグナル配列からなるキメラヒトＦＧＦ－１遺
伝子（ｓｐ－ｈｓｔ／ＫＳ３：ＦＧＦ－１）を発現し得る。（Ｆｏｒｏｕｇｈら、２６８
　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２９６０－８（１９９３））。
【００９３】
ＡＰＲＥ－１９細胞は、操作されて種々の神経伝達物質またはそれらのレセプター（例え
ば、セロトニン、Ｌ－ドパ、ドーパミン、ノルエピネフリン、エピネフリン、タキキニン
、サブスタンスＰ、エンドルフィン、エンケファリン、ヒスタミン、Ｎ－メチルＤ－アス
パルテート、グリシン、グルタメート、ＧＡＢＡ、ＡＣｈなど）を産生し得る。有用な神
経伝達物質合成遺伝子としては、ＴＨ、ＤＤＣ、ＤＢＨ、ＰＮＭＴ、ＧＡＤ、トリプトフ
ァンヒドロキシラーゼ、ＣｈＡＴ、およびヒスチジンデカルボキシラーゼが挙げられる。
ＣＮＳ障害の処置における有用性を証明し得る種々の神経ペプチドをコードする遺伝子と
しては、サブスタンス－Ｐ、神経ペプチド－Ｙ、エンケファリン、バソプレシン、ＶＩＰ
、グルカゴン、ボンベシン、ＣＣＫ、ソマトスタチン、カルシトニン遺伝子関連ペプチド
などが挙げられる。
【００９４】
あるいは、ＡＲＰＥ－１９細胞は、米国特許第５，６１４，４０４号（これは、欠損非自
己増殖ウイルス粒子中にアセンブルし得る異種ポリペプチドを同時発現する、組換えウイ
ルスベクターを記載する）の方法を使用して、レトロウイルス遺伝子移入ベクターを産生
するように構築され得る。遺伝子移入ベクターとして有用なウイルスとしては、ヒトの臨
床試験に最も一般に使用されるベクターであるレトロウイルスが挙げられる。遺伝子治療
ベクターを作製するために、目的の遺伝子が複製欠損レトロウイルスプラスミド中にクロ
ーン化される。このプラスミドは、２つの長い末端反復（ＬＴＲ）、プライマー結合部位
、パッケージングシグナル、ならびに感染後のレトロウイルスの逆転写および組込み機能
に必須であるポリプリントラクトを含む。ウイルスベクターを作製するために、プラスミ
ド形態のウイルスは、粒子構築に必要とされるレトロウイルス構造タンパク質のＧａｇ、
ＰｏｌおよびＥｎｖを産生するパッケージング細胞株にトランスフェクトされる。産生細
胞株は、通常、選択マーカーを用いて作製され、しばしばＧ４１８耐性遺伝子がレトロウ
イルスベクターによって保有される。得られた細胞株は、ＰＣＴ国際特許出願ＷＯ９７／
４４０６５（これは、標的細胞の感染のためのウイルスベクターを分泌する生パッケージ
ング細胞を含む生体適合性カプセル、およびその標的細胞の有利な感染性のための送達方
法を記載する）に記載されるようにカプセル化され得る。
【００９５】
レシピエント宿主中のＣＮＳまたは眼の細胞に対する生物学的薬剤の効果は、中枢神経系
細胞からのモデル細胞培養物（例えば、ラットクロム親和性細胞腫のＰＣ１２細胞、培養
された初代中枢神経ニューロンなど）の間；または眼の細胞（例えば、ＩＯ／ＬＤ７／４
細胞株、ＡＲＰＥ－４細胞、培養された網膜初代上皮細胞など）の間の、コントロール培
養物に対する有意な差違に基づいてインビトロで同定され得る。この同定は、発現された
表現形（ニューロン、グリア細胞または神経伝達物質または他のマーカー）の割合、細胞
生存能力および遺伝子発現における変化のような判断基準に関する。細胞の物理的特徴は
、細胞および軸索の、形態および増殖を顕微鏡で観察することによって分析され得る。新
規または増加したレベルの、タンパク質（例えば、酵素、レセプター分子および他の細胞
表面分子）、神経伝達物質、アミノ酸、神経ペプチドおよび生体アミンの発現誘導は、当
該分野で公知の任意の技術を用いて分析され得、この技術はそのような分子の変化のレベ
ルを同定し得る。これらの技術としては、そのような分子に対する抗体を用いた免疫組織
化学、または生化学的分析が挙げられる。そのような生化学的分析としては、タンパク質
アッセイ、酵素的アッセイ、レセプター結合アッセイ、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩ
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ＳＡ）、電気泳動分析、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いた分析、ウエス
タンブロット、およびラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）が挙げられる。ノーザンブロット
およびＰＣＲのような核酸分析を使用して、これらの分子またはこれらの分子を合成する
酵素をコードするｍＲＮＡのレベルを調べ得る。また、インビボにおける所望の分泌因子
の転写物の細胞性検出が、免疫化学または他の免疫学的方法によって実施され得る。
【００９６】
Ｄ．成長因子のポリマーでカプセル化されたＡＲＰＥ－１９細胞の送達に関する治療的有
用性。中枢神経系は、慢性変性に供される部位である。成長因子は、神経変性障害の処置
に対する大きな治療的可能性を有することが公知である。例えば、成長因子を分泌するよ
うに遺伝子操作された、ポリマーでカプセル化された異種細胞は、ラット（Ｗｉｎｎら、
９１　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　２３２４－８（１９９４））、
霊長類（Ｅｍｅｒｉｃｈら、３４９　Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１４８－６４（１９
９４））、および老齢霊長類（Ｋｏｒｄｏｗｅｒら、９１　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０８９８－９０２（１９９４））における中枢神経系の病変誘導
の細胞損失に対して保護し得る。治療的効果は、ポリマーでカプセル化された細胞デバイ
スが、有害反応の形跡がない中枢神経系の標的部位の範囲に種々の成長因子を直接送達し
て、産生される（Ｅｍｅｒｉｃｈら、１３０　Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１４１－５０（１
９９４）、Ｅｍｅｒｉｃｈら、７３６　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．９９－１１０（１９９６）
、Ｅｍｅｒｉｃｈら、３４９　Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１４８－６４（１９９４）
、Ｈｏｆｆｍａｎら、１２２　Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１００－６（１９９３）、Ｋｏｒ
ｄｏｗｅｒら、７２　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　６３－７７（１９９６）、Ｋｏｒｄｏ
ｗｅｒら、９１　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０８９８－９０２
（１９９４）、Ｗｉｎｎら、９１　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　２
３２４－８（１９９４））。成長因子のポリマーでカプセル化された細胞送達の安全性は
、最大１年まで脳に対して送達された成長因子を受けた動物において有害反応が見出され
なかったという研究によって支持される（Ｌｉｎｄｎｅｒら、５　Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓ
ｐｌａｎｔ．２０５－２３（１９９６）、Ｗｉｎｎら、１４０　Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．
１２６－３８（１９９６））。これらの研究により、神経毒性に対して非常に感受性であ
る学習行動の試験においてでさえ有害反応がないということが見出された。
【００９７】
網膜は、慢性変性に供される別の部位である。網膜変性に対する処置の発達はまた、後眼
房への薬物送達の問題によって複雑化されている。近年、毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ
）が眼の障害に対する治療剤であり得ることが、いくつかの研究によって示された。ＣＮ
ＴＦが、網膜を虚血性損傷から保護することが示された（ＵｎｏｋｉおよびＬａ　Ｖａｉ
ｌ，３５　Ｉｎｖｅｓｔ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．Ｖｉｓ．Ｓｃｉ．９０７－１５（１９
９４））。ＬａＶａｉｌら（８９　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１
１２４９－５３（１９９２）；および３９　Ｉｎｖｅｓｔ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．Ｖｉ
ｓ．Ｓｃｉ．５９２－６０２（１９９８））は、成長因子が光誘導の変性に対して曝露さ
れたラットの眼において網膜光レセプターを保護する能力に関して、ＣＮＴＦが８つの他
の成長因子よりも、より治療的可能性を示すことを報告した。Ｃａｙｏｕｅｔｔｅら（１
８　Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．９２８２－９３（１９９８）、ＣａｙｏｕｅｔｔｅおよびＧ
ｒａｖｅｌ、８　Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．４２３－３０（１９９７））は、慢性Ｃ
ＮＴＦ送達が、色素性網膜炎のマウスモデルにおいて耐久細胞（ｌａｓｔｉｎｇ　ｃｅｌ
ｌ）の節約を引き起こし、そして生存光レセプターの機能を向上することを示した。
【００９８】
老齢関連黄斑変性（ＡＭＤ）は、ＵＳＡにおける不可逆視覚損失の主要な原因である。老
齢関連黄斑変性は、失明を導く最も一般的な老人の眼の障害であり、眼の黄斑領域におけ
る神経上皮の変性によって特徴付けられる。アポリポタンパク質Ｅ（ａｐｏＥ）は、神経
変性と関連しているようである。この疾患の乾燥形態は、濡れたものよりもより一般的で
あるが、この濡れた形態は最も重篤な視覚の損失を引き起こす。視覚の補助（例えば、眼
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鏡、虫眼鏡）以外、乾燥黄斑変性を有する患者に対して現在利用可能な処置または予防手
段がなく、そしてフルオレセイン血管造影法を用いるレーザー光凝固術が、血管新生疾患
に対する唯一の臨床的に証明された治療である（Ｓｔａｒｒら、１０３（５）Ｐｏｓｔｇ
ｒａｄ　Ｍｅｄ．１５３－６、１６１－４（１９９８）を参照のこと）。滲出性ＡＭＤ中
の脈絡膜血管新生膜（ＣＮＶＭ）のレーザー光凝固術のみが、以前に十分研究され、そし
て広く処置様式に受け入れられた。この処置は、十分に区分された「古典的」ＣＮＶＭを
示す少ない少数の患者に対してのみ有効である。
【００９９】
色素性網膜炎（ＲＰ）は、遺伝的障害であり、網膜中の細胞の変性を引き起こす。重篤な
場合、完全な失明を引き起こし得る。
【０１００】
糖尿病性の眼の疾患は、糖尿病を有する人がこの疾患の合併症として発達し得る視覚脅迫
性（ｓｉｇｈｔ－ｔｈｒｅａｔｅｎｉｎｇ）の眼の問題の群である、糖尿病を有する人は
、疾患の合併症として発生し得る。これらとしては、網膜中の血管にダメージを与える糖
尿病性網膜症、光を脳が視覚として解釈する電気的インパルスに変換する、眼の後の光感
受性組織が挙げられる。糖尿病性網膜症は、糖尿病性網膜症の少なくとも初期の徴候を有
する糖尿病を有する米国の１６００万人と概算される人の約半分に影響を及ぼす。この群
の約７００，０００人は、重篤な網膜疾患を有し、約６５，０００人のアメリカ人は、各
年、増殖性網膜症、最も視覚脅迫性段階の疾患に進行する。年間、２５，０００人もの数
の人がこの障害から失明し、労働年齢のアメリカ人の間の失明の主要な原因にしている。
【０１０１】
糖尿病性網膜症の費用は高く、年間の失明の費用は、社会保証給付金、所得税収入の損失
および医療保健費用において、米国政府に年間１人あたり約１３，６０７ドルの費用をか
ける。
【０１０２】
成長因子が神経変性または網膜変性の処置に有用であることが公知であり、そしてカプセ
ル化されたＡＲＰＥ－１９細胞が遺伝子操作されて成長因子を分泌し得るので、本発明は
、神経変性または網膜変性を処置するための方法を提供する。
【０１０３】
Ｅ．結論。ＡＲＰＥ－１９細胞株は、因子のレシピエント宿主への、細胞ベースの送達に
驚くべきほど有用である。例：
（ａ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は細胞性治療のためのプラットホーム細胞株である。
（ｂ）ＡＲＰＥ－１９細胞の移植は、神経変性疾患を処置するための所望の治療因子の投
与に関して有用である。
（ｃ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞株である（ここ
で、ＡＲＰＥ－１９細胞は、カプセル化されていない）。
（ｄ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞株である（ここ
で、ＡＲＰＥ－１９細胞は、カプセル化されている）。
（ｅ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞株であり、ここ
で、ＡＲＰＥ－１９細胞は、遺伝的に改変されて所望の治療因子を分泌する細胞である。
（ｆ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞であって、ここ
で、所望のタンパク質が、ニューロトロフィン、インターロイキン、サイトカイン、抗ア
ポトーシス因子、脈管形成因子および抗脈管形成因子、ならびに抗原を含む（がこれらに
限定されない）場合、ＡＲＰＥ－１９細胞は、遺伝的に改変されて所望の治療タンパク質
を分泌する。そのような因子としてはまた、脳由来の神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、ニュー
ロトロフィン－４（ＮＴ－４）、ＣＮＴＦ、アキソカイン（Ａｘｏｋｉｎｅ）（第二の世
代の毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）；ＲｅｇｅｎｅｒｏｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌｓ　Ｉｎｃ．）、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）、インシュリン様増殖因子の
ＩＧＦ　ＩおよびＩＧＦ　ＩＩ、ＴＧＦβ　ＩＩ、ヘパリン結合サイトカインミッドカイ
ン（Ｍｉｄｋｉｎｅ）（ＭＫ）、インターロイキン１（ＩＬ－１β）、腫瘍壊死因子（Ｔ
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ＮＦ）、神経成長因子（ＮＧＦ）、ＩＬ－２／３、ＩＬＦ、ＩＬ－６、ニューロチュリン
（Ｎｅｕｒｔｕｒｉｎ）（ＮＴＮ）、ノイブラスチン（Ｎｅｕｂｌａｓｔｉｎ）、ＶＥＧ
Ｆ、グリア細胞株由来の神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、血小板由来の成長因子（ＰＤＧＦ）
、レンズ上皮由来の成長因子（ＬＥＤＧＦ）、および色素上皮由来の因子（ＰＥＤＦ）が
挙げられる。
（ｇ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は細胞性治療のためのプラットホーム細胞株であって、ここ
で、ＡＲＰＥ－１９細胞が、治療有効量の所望の因子を哺乳動物に投与するために、哺乳
動物に移植される。
（ｈ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞株であって、こ
こで、ＡＲＰＥ－１９細胞が中枢神経系、眼または任意の他の目的の組織に移植される。
（ｉ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞株であって、こ
こで、ＡＲＰＥ－１９細胞が中枢神経系に移植され、ここで中枢神経系の部位が、心室領
域および鞘内領域、線条ならびに脳または脊髄実質中の他の部位を含む。
（ｊ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、細胞性治療のためのプラットホーム細胞株であって、こ
こで、ＡＲＰＥ－１９細胞が、眼に移植され、ここで、眼の部位が、網膜下の領域および
硝子体内領域を含む。
（ｋ）ＡＲＰＥ－１９細胞の移植は、変性疾患を処置するための治療タンパク質を投与す
ることに有用であって、ここで、変性疾患が、パーキンソン病、ハンティングトン病、Ａ
ＬＳ、アルツハイマー病、脊髄損傷、未熟児網膜症、糖尿病性網膜症、老齢関連の黄斑変
性、緑内障、色素性網膜炎、白内障形成、網膜芽細胞腫、網膜虚血を含む（これらに限定
されない）。
（ｌ）ＡＲＰＥ－１９細胞の移植は、癌および癌関連障害、心臓血管疾患、喘息、代謝病
および他の関連する病理学の処置のための治療タンパク質を投与するための方法である。
（ｍ）ＡＲＰＥ－１９細胞の移植は、所望の抗原性因子をワクチンとして投与するための
方法である。
（ｎ）ＡＲＰＥ－１９細胞株は、ウイルス遺伝子移入ベクターを産生するためのパッケー
ジング細胞株であり得る。
（ｏ）ＡＲＰＥ－１９細胞の移植は、所望の因子をレシピエント宿主に送達するための方
法である。成長因子の拡散を可能にする半透膜内にカプセル化されたＡＲＰＥ－１９細胞
は、レシピエント宿主内の標的領域に移植され、その結果カプセル化されたＡＲＰＥ－１
９細胞が標的領域に対して所望の因子を分泌する。
【０１０４】
本培養物への調達を保証する条件下で寄託された上記の寄託された培養物は、３７Ｃ．Ｆ
．Ｒ．§１．１４および３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１２２の下、その培養物を開示する特許出願
の係属の間、それに対して権利を付与する特許庁および商標庁の長官によって決定される
者に対して、利用可能である。寄託物は、本出願の対応またはその子孫が出願されている
国の外国の特許法によって要求されるように利用可能である。しかし、寄託物の利用可能
性は、政府のアクションによって付与される特許権の損傷において、本発明の実施に対し
てライセンスを与えない。
【０１０５】
さらに、本培養物の寄託物は、微生物の寄託に関するブタペスト条約の規定に従って、保
存され、そして公に利用可能である。すなわち、これらは、寄託の日の後少なくとも３０
年間、または寄託からのサンプルに対する最後の要求の後、その培養物を開示することを
公布し得る任意の特許の行使可能期間に加えて５年間、生存し汚染されないように維持す
る全ての必要な保護をして保存される。寄託者は、寄託物の条件に起因して保管者がサン
プルの分譲が不可能であり要求された場合、寄託物を交換する義務を承認する。本培養物
の寄託物の公への利用可能性に対する全ての制限は、それらを開示する特許の付与に対し
て、取消不能に排除される。
【０１０６】
本発明の１つ以上の実施形態の詳細が、上記の説明を伴って示される。本明細書中に記載
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される任意の方法および材料に類似または等価な、方法および材料が、本発明の実施また
は試験に使用され得るが、好ましい方法および材料はたった今記載した。本発明の他の特
徴、目的および利点が、説明および特許請求の範囲から明らかである。明細書および添付
の特許請求の範囲において、単数形は、文脈に明確に示されない限り複数形を含む。規定
されない限り、本明細書中に使用される全ての技術用語および科学用語は、本発明が属す
る当業者によって通常理解されるような意味と同じ意味を有する。本明細書中に引用され
る全ての特許および刊行物は、参考として援用される。
【０１０７】
前述の説明は、例示の目的のみに対して示され、そして、ここに添付される特許請求の範
囲による以外は、開示される明確な形式に対して本発明を制限することが意図されない。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、ＡＲＰＥ－１９／ＣＮＴＦ細胞によりロドプシン変異Ｓ３３４ｔｅｒ
を有するトランスジェニックラットにおける光レセプターの保護を示す写真である。（Ａ
）Ｓ３３４ｔｅｒ未処置ラット；（Ｂ）ＡＲＰＥ－１９親細胞処置コントロールラット；
および（Ｃ）ＡＲＰＥ－１９／ＣＮＴＦ細胞処置ラット。
【図２】　図２は、イヌ対ヒトの血清における抗ＡＲＰＥ－１９特異的ＩｇＧ力価を示す
棒グラフである。ＡＲＰＥ－１９、Ｈｓ２７、およびＳＩＲＣ細胞をイヌまたはヒトいず
れかの血清希釈物とともにインキュベートした。この抗体力価を、フローサイトメトリー
クロスマッチ（ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　ｃｒｏｓｓｍａｔｃｈ）（ＦＣＸＭ）
により測定した。
【図３】　図３は、イヌ対ヒトの血清における細胞傷害性ＡＲＰＥ－１９特異的抗体力価
を示す棒グラフである。ＡＲＰＥ－１９、Ｈｓ２７、およびＳＩＲＣ細胞をイヌまたはヒ
トいずれかの血清希釈物とともにインキュベートした。この細胞傷害性抗体力価を、補体
依存性細胞傷害性クロスマッチ（ＣＤＣ）により測定した。

【図１】 【図２】

【図３】
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