
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
予め選択された分子を体循環に放出する移植可能な器具で、器具は以下のものの組み合わ
せからなる :
(a)血管の内壁に固定可能な血液浸透性素子で、該血液浸透性素子は (i)ひとつの金属フィ
ラメントまたは (ii)複数のフィラメントを含み、血管の内壁に固定されると、血管の血液
がそこを通過することができる ;及び
(b)予め選択された分子を産生し分泌する生細胞をその中に配置しているカプセルで、そ
のカプセルは血管内に導入されると、血液浸透性素子により血管内に保持され、カプセル
に配置された細胞は予め選択された分子を産生し、カプセルを通して血液に分泌する。
【請求項２】
血液浸透性素子が血栓抗移動フィルターである請求項 1記載の器具。
【請求項３】
カプセルが血液浸透性素子の上流に配置されている請求項 1記載の器具。
【請求項４】
カプセルが少なくともひとつの中空繊維を含む請求項 1記載の器具。
【請求項５】
中空繊維が半透膜でできている請求項 4記載の器具。
【請求項６】
半透膜が、予め選択された分子がそれを通って通過するのに十分な大きさであり、かつ、
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細胞がそれを通って通過するには十分な大きさでない孔を保有する請求項 5記載の器具。
【請求項７】
半透膜が 150キロダルトン以下の溶質を通過させ得る孔を保有する請求項 5記載の器具。
【請求項８】
孔が細胞生存性に有害な血液中の物質を排除する大きさである請求項 6または 7記載の器具
。
【請求項９】
孔が抗体が通過しないような大きさである請求項 8記載の器具。
【請求項１０】
半透膜がポリ塩化ビニル、ポリフッカビニリデン、ポリウレタンイソシアネート、ポリア
ルギン酸、酢酸セルロース、二酢酸セルロース、三酢酸セルロース、硝酸セルロース、ポ
リスルフォン、ポリスチレン、ポリウレタン、ポリビニルアルコール、ポリアクリロニト
リル、ポリアミド、ポリメチルメタクリレート、ポリエチレンオキサイド、ポリテトラフ
ルオロエチレン及びそれらの混合物からなる群から選択される素材からなる請求項 5記載
の器具。
【請求項１１】
細胞が真核細胞である請求項 1記載の器具。
【請求項１２】
細胞が哺乳動物の細胞である請求項 11記載の器具。
【請求項１３】
細胞が遺伝子工学的に作られたものである請求項 1記載の器具。
【請求項１４】
予め選択された分子が蛋白質である請求項 1記載の器具。
【請求項１５】
蛋白質がホルモンである請求項 14記載の器具。
【請求項１６】
ホルモンがエリスロポイチンである 15記載の器具。
【請求項１７】
ホルモンがインスリンである請求項 15記載の器具。
【請求項１８】
細胞が複数の予め選択された分子を産生する請求項 1記載の器具。
【請求項１９】
細胞が血液中の刺激に反応して予め選択された分子を産生する請求項 1記載の器具。
【請求項２０】
細胞が予め選択された分子を継続して産生する請求項 1記載の器具。
【請求項２１】
細胞が刺激に反応してエリスロポイチンを産生する 記載の器具。
【請求項２２】
細胞が血液の低下した酸素運搬能に反応してエリスロポイチンを産生する請求項 21記載の
器具。
【請求項２３】
細胞が刺激に反応してインスリンを産生する請求項 1記載の器具。
【請求項２４】
細胞が血液のグルコースレベルに反応してインスリンを産生する請求項 23記載の器具。
【請求項２５】
血管の内壁に固定された (i)ひとつの金属フィラメントまたは (ii)複数のフィラメントを
含む血液浸透性素子によって、血管内に保持されて使用されるカプセルで、そのカプセル
は以下のものからなる :
繊維の外に拡散できる予め選択された分子を産生し分泌する細胞を含有する選択的透過性
を有する複数の中空繊維で、その繊維は予め選択された分子がそれを通って通過するのに
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十分な大きさであり、かつ、細胞がそれを通って通過するには十分な大きさでない孔を保
有し、その繊維は、血管に沿って動くことができ、かつ血管の血流を維持するような大き
さの束を形成するよう接続されている。
【請求項２６】
中空繊維が少なくとも末端キャップで束ねられている請求項 25記載のカプセル。
【請求項２７】
中空繊維が半透膜でできている請求項 25記載のカプセル。
【請求項２８】
中空繊維が約 1000μｍ以下の内部直径を有する請求項 25記載のカプセル。
【請求項２９】
中空繊維が約 500μｍ以下の内部直径を有する請求項 25記載のカプセル。
【請求項３０】
細胞が真核細胞である請求項 25記載のカプセル。
【請求項３１】
細胞が哺乳動物の細胞である請求項 30記載のカプセル。
【請求項３２】
予め選択された分子が蛋白質である請求項 25記載のカプセル。
【請求項３３】
蛋白質がホルモンである請求項 32記載のカプセル。
【請求項３４】
蛋白質がインスリンである請求項 33記載のカプセル。
【請求項３５】
蛋白質がエリスロポイチンである請求項 33記載のカプセル。
【請求項３６】
カプセルが血栓抗移動フィルターで捕捉される大きさの請求項 25記載のカプセル。
【請求項３７】
以下のものの組み合わせからなる移植可能な器具 :
(a)血管の内壁に固定可能なひとつのフィラメントを含む血液浸透性素子で、血管の内壁
に固定されると、血管の血液がそこを通過することができる ;及び
(b)複数の孔とカプセルの中に配置された 生細胞
を保有するカプセルで、その孔は、カプセルに配置された細胞の生存能力を維持するため
の栄養物がカプセルに入ることが

【請求項３８】
血液浸透性素子が血栓抗移動フィルターである請求項 37記載の器具。
【請求項３９】
血液浸透性素子が血管の内壁に固定可能な複数のフィラメントを含む請求項 37記載の器具
。
【請求項４０】
血液浸透性素子がヘッドとそこから伸長する血管の内壁に固定可能な複数の脚 (legs)をも
つ請求項 37記載の器具。
【請求項４１】
フィラメントが金属性である請求項 37記載の器具。
【請求項４２】
カプセルが半透膜でできている請求項 37記載の器具。
【請求項４３】
体循環に生細胞を導入するのに使用するための、請求項 1～ 42のいずれか一つに記載の器
具またはカプセル。
【請求項４４】
予め選択された分子を体循環に配達するのに使用するための、請求項 1～ 43のいずれか一
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でき、そのカプセルは血管内に導入されると、血液浸透
性素子により血管内に保持される。



つに記載の器具またはカプセル。
【発明の詳細な説明】

本発明は体循環へ予め選択された分子を放出する移植可能な器具に関する。より詳細には
、本発明は生細胞を含有する移植可能な器具に関する。本器具を血管に移植すると細胞は
予め選択された分子を産生し、器具を通じて血液循環にそれを分泌する。

哺乳動物の予め選択され部位への薬剤放出器具の開発は進行中である。現在までに、各種
の外科的移植可能な薬剤放出器具が開発されてきているが、以下にそれらについて述べる
。
米国特許第４、３７８、０１６号には、例えばホルモンのような活性因子を、例えば哺乳
動物の腹腔等のような予め選択された部位に放出する外科的に移植可能な器具について説
明されている。その器具は哺乳動物のなかに移植するための液体浸透性膜のサックおよび
、一端がサックの開口部と接続され、他端が哺乳動物の体の外側に残るように設計された
非浸透性の中空管から構成される。管は膜性のサックへの接近通路を提供し、サックが哺
乳動物に外科的に移植された後で細胞含有包が管を通ってサックに導入される。細胞含有
包をサックに挿入するとき、細胞は活性因子を産生し、引き続き受容者の周辺の組織、若
しくは器官に拡散することができる。
米国特許第５、１８２、１１１号には、哺乳動物の、例えば、組織若しくは器官のような
予め選択された部位に活性因子を放出する外科的に移植可能な器具にてついて説明されて
いる。その器具は、特定の活性因子を産生する少なくとも１細胞型、及び増強因子を産生
する第２細胞型を含有する半透膜から構成される。第２細胞型により産生される増強因子
は、引き続き、第一細胞型が活性因子を産生するのを誘導する。
米国特許第４、４７９、７９６号には、予め選択された薬剤を直接血流に注入するための
外科的に移植可能な分与器について説明されている。簡単には、分与器は、血管に外科的
に結合されている。分与器は置換可能なカートリッジ、例えば微生物のような細胞を包含
し、それがカートリッジを通して血流に薬剤を産生、及び分泌する。
米国特許第４、３０９、７７６号には、血管壁に外科的移植をするための移植細胞を含有
するチェンバーを有する血管内薬剤放出器具について説明されている。その器具は移植細
胞から産生されるホルモンをチェンバーから血流へ拡散させる多孔壁から構成される。し
かしながら、哺乳動物に非外科的に、若しくは侵襲を最小限に抑えた外科的操作により移
植され、一度移植されると予め選択された分子を直接哺乳動物の血管内に分泌する器具を
作ることが望ましい。さらに、移植されたときに、長期間哺乳動物に予め選択された分子
を投与し、また必要に応じていつでも簡単に取り除くことができる器具を作ることが望ま
しい。従って、本発明の目的は、長期間、予め選択された分子を哺乳動物の体循環に放出
する、容易に移植可能な器具を提供することにある。他の目的は、体循環に予め選択され
た分子を放出するための哺乳動物の血管内に器具を非外科的に移植する方法を提供する。
本発明のこれらや他の目的、及び特徴については以下の明細書、図面及び請求項から、よ
り明確に理解される。

本発明は哺乳動物の体循環に予め選択された分子を放出する移植可能な器具を提供する。
本発明の器具は、非侵襲的に、若しくは最小限に侵襲を抑えた外科的操作により移植する
ことができ、一度移植されると、予め選択された分子を直接血流に放出する。さらに、本
発明の器具は、目的の場所で予め選択された分子を産生し、その後、長期間、血流に分泌
するように適応される。本発明の器具と方法は治療的に効果のある量の、例えば、ホルモ
ン、成長因子、抗凝固物質、免疫調整物質、サイトカインのような、遺伝子産物を受容者
の血流に、直接放出する容易な再現性のよい系を提供する。本発明の器具は、各種の用途
があるが、特に、ホルモン置換治療に適している。
最も広義にみて、器具は血液浸透素子からなり、血管の内部表面に固定するように適応さ
れる。血液浸透性素子は、本明細書で開示されるように、血管の内部表面に固定されると
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きに、素子は血管の血がそれを通る様に設計されている。器具は、さらに、血管内に配置
されている素子と接触することにより、あるべき場所に配置され、維持されているカプセ
ルからなる。カプセルは、予め選択される分子を産生し、血流に分泌する生細胞を含有す
る。
本明細書で使用される用語“体循環”は哺乳動物の全ての組織に血流を提供する、肺循環
により潅流される肺組織を除く、いずれの血管も、即ち、動脈、細動脈、細静脈、静脈を
包含するものと理解される。体循環は、大循環、若しくは抹消循環としてもこの分野では
引用される。
本明細書で使用される用語“血液浸透性素子”とは一度挿入されると血管の内部表面に、
例えば、鈎やかえしにより固定することができる体循環の血管の管腔に挿入する全ての構
造を意味するものと理解される。血管の内部表面に固定されたとき、素子が血管を通る血
流を閉塞したり、妨げないような特徴をさらに有する素子である。
好ましい実施の態様としては、血液浸透性素子は、血液凝固抗移動フィルターのような血
栓抗移動フィルターである。本発明の実施に使用できる抗移動フィルターが当業者には知
られている。現在のところ好ましい血液浸透性の素子としては”Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M

　ｖｅｎａ　ｃａｖａ　ｆｉｌｔｅｒ”として知られている抗移動フィルターである。有
用なＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M　ｖｅｎａ　ｃａｖａ　ｆｉｌｔｅｒは米国特許第４、８１
７、６００号及び第５、０５９、２０５に詳細に開示されている。
本明細書で使用される用語”カプセル”とは、血管の管腔内にはまるような大きさの中空
構造で、一度血管に導入されると血管を通る血液を閉塞しないし、妨げもしないようなも
のを意味するものと理解される。カプセルは血液浸透性素子により、血管内のあるべきと
ころに保持される。例えば、カプセルが血液浸透性素子を通ることができないような大き
さの時には、カプセルは血液浸透性素子の上流に保持される。また、カプセルは血液浸透
性素子の下流であってもよく、血液浸透性素子からカプセルまでつなげる、例えば、鈎や
、かえし、のような接続手段であるべきところに保持することができる。さらに、カプセ
ルは楔のような形のもので、楔の狭い方の端が素子を通るが、大きな方の端は素子と接触
し素子の中をカプセルが通過するのを妨げるようなものであってもよい。
カプセルは半透膜からできた単一の中空繊維、若しくは一束の中空繊維のいずれかよりな
る。半透膜は好ましくは予め選択された分子が、それを通って拡散するのに十分な大きさ
で、しかしながら、細胞がそれを通過しないような小さな孔を有する。孔は、好ましくは
、細胞により産生された、予め選択された分子が中空繊維を通る血流に直接拡散するよう
になっていて、しかしながら、細胞が中空繊維から体循環へ移動していかないように設計
されているのが好ましい。より詳細には、孔は、好ましくは、リンパ球や細胞、特にマク
ロファージやリンパ球により産生される、例えば、蛋白質、特に抗体や細胞溶解因子、の
ような薬剤、それらは血流から中空繊維に孔を通るなら、そこに包含されている生細胞を
損傷してしまうが、を血流より排除するが、分子量が約１５０キロダルトン以下の溶質が
それを通るような大きさに作られる。もし予め選択された分子の分子量が１５０キロダル
トン以上であれば、カプセルは予め選択された分子がカプセルから血流に拡散できるよう
な大きさの孔を持つべきである。しかしながら、分子量１５０キロダルトン以上の予め選
択された分子を産生し、分泌するのに有用な生細胞は、好ましくは、カプセル内に包含さ
れている細胞に対する宿主免疫反応（体液性、及び／若しくは細胞性）を最小限にするた
め本来自己由来のものがよい事に注意すべきである。
本発明の生体適合性の半透膜を作るのに有用なポリマーは、限定されるものではないが、
ポリ塩化ビニル、ポリフッカビニリデン、ポリウレタンイソシアネート、ポリアルギン酸
、酢酸セルロース、二酢酸セルロース、トリアセチルセルロース、硝酸セルロース、ポリ
スルフォン、ポリスチレン、ポリウレタン、ポリビニルアルコール、、ポリアクリロニト
リル、ポリアミド、ポリメチルメタクリレート、ポリエチレンオキサイド、ポリテトラフ
ルオロエイレン等が挙げられる。さらに、有用な半透膜はそのようなポリマーの組み合わ
せから作ることができることも意図されている。
他の好ましい実施の態様には、カプセルの半透性中空繊維内に包含されている生細胞が、
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好ましくは真核細胞で、さらに好ましくは哺乳動物の細胞である。本発明で開示される器
具は、もともと、予め選択された分子を産生し、分泌する細胞からなるが、遺伝子操作さ
れた細胞、即ち、予め選択された分子をコードする核酸でトランスフェクトされ、それを
発現できる細胞も本発明の実施に有用であることも意図されている。
さらに他の実施の態様では、予め選択された分子とは、好ましくは、蛋白質、さらに好ま
しくは、例えば、エリスリポイチンやインスリンのようなホルモンがよい。しかしながら
、本器具は生細胞から産生され、分泌されるいかなる分子も体循環に放出するのに使用す
ることができることも意図されている。単一の予め選択された分子を産生し、分泌する単
一細胞型が本発明で使用することができるが、複数の予め選択された分子様のものを産生
し、分泌する特定の細胞型に属する細胞を本発明の実施に使用することができる事も理解
される。同様に、複数の細胞型を、そこでは各細胞型に属する細胞が異なる、予め選択さ
れた分子を産生し、分泌するが、循環系へ、好ましい組み合わせの予め選択された分子を
放出する器具を作るのにカプセルに配合することができる。
ある応用では、例えば、ホルモン置換治療の間に、外部刺激に反応して、予め選択された
分子を産生する細胞を用いるのが好ましい。そのような制御された細胞を含有する器具は
、従って、予め選択された分子の過剰生産を防ぐような必要性が生じたときに予め選択さ
れた分子を産生するが、分子によるが受容者にとっては有害であることもある。しかしな
がら、他の応用の間、例えば、因子 VIII欠損血友病の因子 VIII、因子 IX欠損血友病の因子
IX、α 1ー抗トリプシン欠損気腫のα 1ー抗トリプシンの置換治療の間、これらの予め選択
された分子を組成的に産生する細胞が器具の中空繊維に包含されていることも意図されて
いる。
ある型の貧血、例えば、末期腎臓病に起因するエリスロポイチン欠損貧血は十分な量の赤
血球の産生を誘導するのに十分な量のエリスロポイチンを産生する宿主の不全の結果であ
る。この病気の結果、患者の赤血球の量が減少し、それにより血液の酸素運搬能を低下さ
せる。一つの好ましい実施の態様は、従って、本発明は受容者の血液の低下した酸素運搬
能に反応して、エリスロポイチンを産生するエリスロポイチン産生細胞を含有する器具を
提供する。本発明は、細胞の内分泌機能を効果的に認識できるように、本発明はエリスロ
ポイチン産生細胞を血液に暴露するようにしている。従って、本発明の移植可能なエリス
ロポイチン産生、及び分泌器具はエリスロポイチン欠損貧血の治療に有用であることも意
図されている。
さらに、例えば真性糖尿病のような、ある型の糖尿病は血流を循環しているグルコースの
レベルを調整するのに十分な量のインスリンを産生する宿主の不全の結果である。他の好
ましい実施の態様では、本発明は血液のグルコースのレベルに反応してインスリンを産生
するインスリン産生細胞を含有する器具を提供する。従って、本発明の移植可能なインス
リン産生及び分泌器具はインスリン依存性糖尿病の治療に有用であることも意図されてい
る。
他の局面では、本発明は体循環へ予め選択された分子を放出する器具を哺乳動物の血管に
経皮的に導入する方法を提供する。方法は以下のステップからなる：（ａ）生の血管の内
部壁に、血液浸透性の素子を固定し、それが固定されたときそれを通って血液をその血管
にいれ；（ｂ）固定された素子の上流に予め選択された分子を産生及び分泌する生細胞を
含有するカプセルを導入し；そして（ｃ）カプセルを素子と接触させる。
この方法では、血液浸透性素子はカテーテルにより血管に導入される。さらに、カプセル
は同様に、同じ若しくは異なるカテーテルで血管に導入することができる。そのような操
作の間、血液浸透性素子及び／若しくはカプセルはカテーテルで哺乳動物の大腿静脈、若
しくは頚静脈に導入され、例えば下大静脈、上大静脈、門脈、若しくは腎静脈のような生
体の静脈に固定することができ、または例えば外科的に発生させた動静脈瘻から派生した
静脈のような人工的な静脈に固定することができる。器具の導入及び固定の適当な部位の
選択は当業者の技術の範囲内であることは意図されている。

本発明は添付する図面によりさらに詳しく説明されるが限定されるものではない：
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図１は本発明の実施に有用な第一細胞型含有カプセルの概要断面図である。
図２は本発明の実施に有用な第二細胞型含有カプセルの概要断面図である。
図３は本発明の好ましい血液浸透性素子を描いた図である。
図４は図３の素子の平面図である。
図５は生の血管に配置された本発明の器具の概要横断図である。
図６ＡからＥまでは本発明の器具の好ましい実施の態様を示した図である。
図には、それぞれの図の文字のように相当する部分が示されている。

最も一般的な応用は、本発明は哺乳動物の体循環に予め選択された分子を放出する移植可
能な器具を提供する。本発明の器具は血管へ、好ましくはカテーテルを用いて直接移植す
るのに適している。移植後、器具は予め選択された分子を器具から受容者の血流に拡散し
、ある局面では、例えば、エリスロポイチン産生細胞の場合は酸素張力のような血液のパ
ラメーターに反応する。
器具は受容者に移植されたときに相互に作用し合う２成分から構成される。第一成分は血
液浸透性素子で、好ましくは篭様フィラメント構造で、生の血管の管腔に挿入されるよう
な大きさのものである。所望の位置に導入されると、素子は血管の内壁のあるべきところ
に、一般的には素子に設けられた鈎や、かえし、などで固定される。血液浸透性の素子は
、血管の内壁に固定されたとき、血管の血液がその素子を通過するように設計される。第
二成分は血管の管腔に挿入されるような大きさのカプセルである。カプセルは、予め選択
された分子を産生及び分泌する生細胞を含有する半透膜性の入れ物である。カプセルは血
管の素子の上流に挿入される。挿入されると、カプセルは血管の中を血流に沿ってそれが
固定された素子に到達するまで移動し、そこでカプセルは素子に捕捉され連動する。予め
選択された分子はカプセル内に包含されている細胞により産生され、分泌されるが、細胞
から分泌した後は、カプセルからカプセルを通る血液に拡散していく。予め選択された分
子は血流にはいると、宿主の血管系全体に早く拡散していく。器具は正しく操作すること
により血管を閉塞させない、即ち、移植された器具は血液が血管を通過するのを妨げるこ
とはない。
本発明の器具を、添付した図面を参照いてより詳細に説明するが、添付した図面は説明の
ためのものであって本発明の範囲を限定するものではない。図１及び２は本発明の実施に
有用なカプセル１０の概要図である。図１には、カプセル１０が生細胞１４を封入する半
透膜１２でできている単一中空繊維からなっている。図２には、カプセル１０が生細胞１
４を封入する複数の半透膜中空繊維１６を含有する半透膜１２からなっている。半透膜１
２及び１６は同じかまたは異なるポリマー組成物で特定できることが意図されている。そ
のような膜を製造するための方法や材料は以下に説明するように当業者には既知のもので
ある。生細胞１４は繊維の内部表面に付着してもよいし、しなくてもよいが、この特徴は
器具に含まれる細胞の型に依存する。例えば、ある細胞型のものは固体表面に固定的に増
殖し、一方他の型の細胞は非固定的に、懸濁液中で増殖する。しかしながら、細胞の型の
選択は目的とする応用に依存する。
図３及び４は本発明の実施に有用な好ましい血液浸透性素子２０を示している。素子２０
は頭部６及びそこから伸びている複数の弾力性のある脚２２（代表的に金属）からなる。
頭部に遠位の脚の端は標的血管の内壁に固定するように外側の方へ向いている鈎あるいは
かえし２４を有している。この設計に基づくそのような各種の素子は当業者には既知であ
るが、以下により詳細に説明する。しかしながら、例えば本明細書で開示される鳥の巣フ
ィルターのような他の設計に基づく他の血液浸透性素子もまた本発明の実施に使用するこ
とができる。
図５は、本発明の移植可能な器具の好ましい設計配置を示す。血液浸透性素子２０は生の
血管の内壁３２に固定される。放射状に拡がっている脚２２を有する素子２０の頭部２６
は鈎２４の下流若しくは近位の血管に配置される。外側の方へ向いている脚２２は、血流
の方向（矢印で示されている）に素子が移動するのを防ぐように、血管３０の壁に鈎２４
を固定させるために、バネの張力でかたよらせ、蝙蝠傘のように放射状に拡がっている。
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素子２０の上流には生細胞含有のカプセル１０がある。カプセルはカプセルに包含された
細胞が生存するのに必要な酸素、グルコース、及び／若しくは他の栄養素が血流からカプ
セルの腔へ拡散でき、かつ、細胞の代謝物、例えば予め選択された分子や他の排泄物など
がカプセルの腔から血流へ拡散できるような半透膜でできている。
図６は本発明の実施に有用と確信する各種の形態である。図６Ａは末端キャップ４０によ
り一緒に保持されている一束の中空繊維からなる単一カプセル１０を示す。単一カプセル
は単一血液浸透性素子２０の中に配置されている。鈎若しくはかえし２４が血管の内壁に
埋め込まれていると、カプセル１０は血液浸透性素子２０と接触する血液浸透性素子の上
流の血管内の所定の場所に保持されている。図６Ｂに示されている器具の形体は、二つの
カプセル１０が一つの血液浸透性素子の中にあって、接触していることを除けば、本質的
に図６Ａと同じである。図６Ｃは血液浸透性素子の中で、かつ、接触して保持されている
単一カプセル１０を示す。血液浸透性素子２０と接触しているカプセル１０の部分は、生
体適合性のあるゲル、例えば自己由来の凝血塊、の中に配置され、血液浸透性素子２０に
よるカプセル１０の捕捉が最適化されている。図６Ｄは血液浸透性素子２０により所定の
場所に保持されている二つのカプセル１０を示す。カプセル１０は鈎若しくはつなぎ鎖６
０により血液浸透性素子２０と接触している。血液浸透性素子２０の、かえし２４が血管
の内壁に埋め込まれていると、カプセル１０は血液浸透性素子の下流に配置される。図６
Ｅは二つの血液浸透性素子２０によって所定の場所に保持されている二つのカプセルを示
す。この型の形態は予め選択された分子の好ましい量を産生するのに多数の細胞が必要な
ときに特に有用であって、従って、多数の生細胞を収容する長いカプセルが必要となる。

上述の如く、本発明の実施に有用な血液浸透性素子の技術は十分ある。有用な血液浸透性
素子は血液を通る血流を閉塞したり、妨げることなく、血管の管腔内に固定できる能力に
より特徴づけられる。
本発明の実施に有用な血液浸透性素子は栓塞、若しくは血液凝固塊抗移動フィルターとし
て市販品として入手でき市場にでている。これらの抗移動フィルターは脈管構造内での命
を脅かしうる血液凝固塊の移動を防ぐのに臨床医により通常使用されている。血液凝固塊
抗移動フィルターは一般的には血管の管腔に移植され、固定されるよう設計されている。
移植されると、抗移動フィルターは、血管内の血液が通過し、一方では同時に血液凝固塊
を捕捉しながら通過するようになっている。
本発明の実施に有用な各種の血液凝固塊抗移動フィルターは当業者には公知で市販品とし
て入手できる。例えば、米国特許第４、８１７、６００号、及び第５、０５９、２０５号
に開示されている現在の好ましい血液凝固塊抗移動フィルターでメリーランド州、ウオタ
ータウン、Ｍｅｄｉ．Ｔｅｃｈ，Ｂｏｓｔｏｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｃｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎから入手できるＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T Mフィルターは本発明の実施に特によく適
している。円錐型Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M静脈フィルターは血栓を捕捉した後血管の開通
性を維持しながら血液凝固塊を捕捉する最大の包含面積を提供するよう設計されている。
例えば、円錐の幾何学は、横断面積が６４％に減少するまではその深さの８０％まで充填
されるようになっており、フィルターの深さの少なくとも８０％はフィルターの表裏で著
しい圧力勾配がないように充填することができる。Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ静脈フィルター
の６脚の配置は３ｍｍ以上の血栓の捕捉を確実にする（Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ等（１９８
９）”Ｖｅｎｏｕｓ　Ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｉｏｎ”６８章、９２９ー９３９頁、”Ｈａｉ
ｍｏｖｉｃｉ’ｓ　Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｓｕｒｇｅｒｙ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，第３版”Ａｐｐｌｅｔｏｎ　ａｎｄ　Ｌａｎｇｅ、Ｎｏｒわｌ
ｋ，コネクチカット／サンマテオ、カリフォルニア）。従って、フィルターは直径３ｍｍ
以上のカプセルを捕捉することができる。
本発明の実施に有用な他の血液凝固塊抗移動フィルターは、例えば米国特許第４、７８１
、１７７号；第４、４９４、５３１号；第４、７９３、３４８号；第５、１５２、７７７
号；第５、３５０、３９８号；及び第５、３８３、８８７号に開示されており、これらは
参照することにより本明細書に援用する。また、Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ（１９９１）、”
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Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｓｕｒｅｇｅｒｙ、Ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｒｅｖｉｅｗ
”、Ｍｏｏｒｅ．編、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，フィラデルフィア、ロンドン
、トロント、モントリオール、シドニー、東京、６６９ー６７９頁等に開示されている他
の血液凝固塊抗移動フィルターには、Ｎｉｔｉｎｏｌフィルター、Ｇｕｎｔｈｅｒフィル
ター、Ｖａｎａｔｅｃｈフィルター、Ａｍｐｌａｔｚフィルター、及び鳥の巣フィルター
などが同様に本発明の実施に有用である。血液凝固塊抗移動フィルター固有の性質のため
に、即ち血管の管腔内に導入し、固定する仕様、さらに、血管に固定されると、フィルタ
ーは血管の血液をそのなかを通過させ、本発明の血液浸透性素子として望ましいものにな
る。しかしながら、本明細書で開示されている以外で、上述した特徴を有するが血液浸透
性素子もまた、本発明の実施に有用である。

本発明の移植できる薬剤放出器具は長期間、好ましくは数カ月から数年間予め選択された
薬剤を放出することができる。しかしながら、消費された細胞カプセル、即ち、カプセル
の中の実質的な分画の細胞が、もう既に活きていないか、あるいは予め選択された分子を
もはや分泌しない状態になっているカプセルは、受容者から回収し、予め選択された分子
を産生し分泌する新鮮な細胞を含有する新しいカプセルと取り替えることができることも
意図されている。
カプセルは単一中空繊維（図１に示されるように）、若しくは複数の中空繊維（図２に示
されている）のいずれかからなる。繊維の数は過度の実験無しで決定できる一組の変数に
依存する。例えば一つの変数は器具に取り込まれた細胞の生産性にある。第一細胞型の方
が第二細胞型より予め選択された分子をより多く産生する場合は、予め選択された分子を
同じ量産生するためには、第一型の細胞はより少ない数でよいことが理解でされる。他の
変数は、受容者に所望の治療効果を生じるのに必要な予め選択された分子の量；細胞の栄
養要求性；移植後細胞が生存し続ける時間；細胞が生存性を失わずに増殖する密度等が含
まれる。これらの変数を一度確立すると、細胞型及び中空繊維幾何学の賢明な選択により
実務家は適当な細胞型を宿主で生存し、長期間、所望の予め選択された分子を産生するよ
うに選択することができる。
器具は長期間、予め選択された分子を放出するので、従って、重要なことは、宿主への移
植後に器具に包含される細胞の生存性を維持するカプセルの開発を考えることである。例
えば、カプセルの中の細胞への酸素や栄養の供給；カプセルの中の細胞からの排泄物の除
去；カプセルの中の細胞に対する宿主の免疫反応の最小化；細胞の増殖活性；カプセルの
中心にある細胞が圧力で壊死するかどうかなどの、１、若しくはそれ以上の因子が細胞含
有カプセルの設計及び調製に影響するこが理解される。
酸素の輸送が、移植された細胞の生存性と機能を律する因子になるので、中空繊維の幾何
学は、適切な酸素供給を維持するように注意して選択されなければならない。血管の管腔
からカプセルに包含された細胞への酸素の輸送は、殆ど例外なく拡散によるものである。
血流、若しくは血液供給から締め出された細胞の生存性を維持するために、細胞は好まし
くは血液供給から約５００μｍの臨界的な拡散距離、より好ましくは約３００μｍに位置
するのがよいと研究結果は示している。例えば、哺乳動物の胸大動脈の溶解酸素のレベル
を酸素電極で直接測定すると、動脈壁の溶解酸素のレベルは血液管腔から約３００μｍの
ところで２５ｍＨｇの最下点に近づくことがわかった（Ｂｕｅｒｋ等（１９８２）Ａｍ．
Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２４３：Ｈ９４８－Ｈ９５８）。最適通気条件を確実にするために
、細胞含有中空繊維は好ましくは約１０００μｍ（１．０ｍｍ）、さらに好ましくは約５
００μｍ（０．５ｍｍ）以下の内部直径を有する。代謝活性が低く、従って酸素要求量も
低い、例えば筋芽細胞のような細胞は約５００μｍを超える内部直径を有する中空繊維で
も生存しているが、高代謝活性を示す細胞型は好ましくは約２００μｍの内部直径を揺す
る中空繊維に包含されるのがよい。予め選択された細胞型の最適カプセル直径は以下に説
明されるような方法で過度の実験無しで決定することができる。
適当な通気に加えて、包含された細胞が生存するために十分な量の必須栄養素を血液供給
から得ることが重要である。酸素拡散は細胞生存性を維持するのに最も重要で、従って、
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中空繊維の幾何学が酸素輸送に最適化されると、中空繊維は本質的に血流からカプセルの
管腔に適当な量の栄養素を拡散できる。同様に、そのような幾何学は中空繊維から血流へ
排泄物や予め選択された分子などの細胞代謝物の拡散をもできるようにすることが意図さ
れている。
中空繊維は、好ましくは、一方では細胞排泄物や予め選択された分子を中空繊維から排出
しながら、酸素や栄養素の中空繊維の管腔への拡散が可能な大きさの孔を有する半透膜か
ら作成される。さらに、孔は、好ましくは、細胞がそれを通過しないような大きさのもの
である。従って、孔は生細胞が中空繊維の管腔から血流へ移動するのを防ぐように設計さ
れており、それにより、必要になれば除去しやすいように移植細胞を宿主の単一の部位に
維持する。孔は、また、例えばマクロファージやリンパ球のような宿主免疫細胞の流入を
防ぐよう設計されている。もしそれらが中空繊維の管腔にはいるようにされていると、そ
こに包含されている生存細胞に有害であるからである。膜は、従って、そこに包含されて
いる細胞を免疫反応から守るために、免疫を免除する環境を提供する。
さらに、孔は予め選択された分子が出ていくことができるのに十分な大きさのものである
が、分子量が１５０キロダルトンより大きな、例えば抗体やサイトカインのような分子を
排除できるものが好ましいことも意図されている。宿主の抗体やサイトカインの除去は器
具を宿主へ移植した後生存細胞の寿命を延ばすことも意図されている。排除する孔の大き
さを好ましいものを用いた結果、中空繊維は分子量が１５０キロダルトンより小さい予め
選択された分子の排出を許容できるように適用されることを意図されている。孔の大きさ
はカプセルに包含されている細胞が自己の細胞でないときには重要な考慮事項である。従
って、予め選択された分子が、例えば約３３０キロダルトンの分子量を有する因子 VIIIの
ような１５０キロダルトンを越える分子量を持っていた場合、中空繊維内に包含されてい
る細胞は本来自原性で自己由来のものである事が理解できる。自原性、若しくは自己由来
の細胞は他の起源からの細胞より、より弱い免疫反応を誘導し、その結果生存性や寿命を
たかめることが意図されている。しかしながら、もし予め選択された分子が、例えば因子
IX（約５６キロダルトン）、α 1アンチトリプシン（約５２キロダルトンやエリスロポイ
チン（約３６キロダルトン）のような、１５０キロダルトンより小さい分子量の場合、自
原性若しくは自己由来の細胞が好ましいが、いずれの型の細胞も中空繊維内に包含させて
もよいことが予測される。
カプセルを構成しまたはカプセルの内に混入される中空繊維は限定されるものではないが
、ポリ塩化ビニル、ポリフッ化ビニリデン、ポリウレタンイソシアネート、ポリアルギネ
ート、酢酸セルロース、ポリアルギン酸、二酢酸セルロース、三酢酸セルロース、硝酸セ
ルロース、ポリスルフォン、ポリスチレン、ポリウレタン、ポリビニルアルコール、ポリ
アクリロニトリル、ポリアミド、ポリメチルメタクリレート、ポリエチレンオキサイド、
ポリテトラフルオロエチレン、若しくはそれらのコポリマーを含む生体適合性ポリマーか
ら作成することができる。その製造方法お呼び市販者の名前を含む、現在入手可能な中空
繊維の概要には、Ｒａｄｏｖｉｃｈ（１９９５）”透析膜：構造及び予測”Ｃｏｎｔｒｉ
ｂ．Ｎｅｐｈｒｏｌ．Ｂａｓｅｌ　Ｋａｒｇｅｒ、１１３：１１ー２４に示されている。
これは参照することにより本発明細書に援用する。さらに、有益なポリテトラフルオロエ
チレンポリマー中空繊維はＩｍｐｒａ、Ｉｎｃ．，Ｔｅｍｐｅ，ＡＺ、若しくはＷ．Ｌ．
Ｇｏｒｅ　＆　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ、Ｆｌａｇｓｔａｆｆ，ＡＺ．から市販されている
。
血流のなかで所望のレベルの予め選択された分子を産生するように十分な細胞が単一の中
空繊維に移植できるとすると、本発明のカプセルは好ましくは単一中空繊維（例えば、図
１）を含む。別のものとして、もし必要な数の細胞が単一の中空繊維に取り込むことがで
きない場合、適当な数の細胞を一束の中空繊維に包含する事ができ、その一束の中空繊維
はさらに第二のマクロ細孔の多孔性の外膜のなかにカプセル化することができる（例えば
図２）。多孔性の外膜は、好ましくは、栄養素や細胞代謝物が細胞含有中空繊維の中へ及
び外へ拡散するのに影響しないような孔を特徴とする。外膜の目的は、一束の中空繊維を
一緒に保持し、酸素や栄養素の中空繊維への拡散または排泄物、即ち、二酸化炭素や予め
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選択された分子の中空繊維外への拡散を制限しないようにすることである。そのような形
態で、通常、束の中空繊維は血液浸透性素子のカプセルにより包含できるように十分な外
部直径を有する。さらに、一束の中空繊維はエンドキャップで一緒に保持することができ
る（例えば、図６Ａのエンドキャップ４０）。別のものとしては、中空繊維は例えば意図
された受容者から抽出された血液から調製される自己由来の血液凝固塊のような生体適合
性のゲルの中に入れることができ、それにより、血液浸透性素子により捕捉される栓を作
ることができる（例えば、図６Ｃの栓５０）。さらに、カプセルが血液浸透性素子により
捕捉されるには小さすぎる場合は、鈎やかえしにより血液浸透性素子と接触させ続けるこ
とができる（例えば図６Ｄのかえし６０）。各血液浸透素子及びカプセルにとって最適の
形態は当業者により、過度な実験無しで決定することができる。
カプセルの中の細胞の生存性と性能は、カプセル及び／若しくは中空繊維の血液との接触
表面上へのフィブリン、及び／若しくは血小板沈着、若しくはその周辺での血栓形成によ
り昂進することができる。カプセル及び／若しくは中空繊維の血液との接触表面上へのフ
ィブリン、及び／若しくは血小板沈着、若しくはその周辺での血栓形成はより大きな酸素
拡散距離を生じ、それにより細胞の生存性を制限するさらに付加的な境界層を作ることが
意図されている。この問題は膜の血液適合性で改善される。
この点に関しては、体循環に置かれた生物素材の血液適合性を改善する多くの方法が開発
されてきた。最も、広範囲に渡って開発された方法としては、生物素材の表面に局所的な
抗凝固活性を持たせるために生物素材にヘパリンを混合することが含まれる。例えば、Ｄ
ｕｒａｆｌｏ　 II　ヘパリン膜（Ｂｅｎｔｌｅｙ　Ｌａｂｓ．Ｂａｘｔｅｒ　Ｈｅａｌｔ
ｈｃａｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｉｒｖｉｎｅ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）は少なく
とも数日間は有効である膜表面に塗布されたヘパリン層からなる。例えば、Ｈｓｕ（１９
９１）Ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ６：２０９－２１９；Ｔｏｎｇ等（１９９２）ＡＳＡＩＯ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　３８：Ｍ７０２－Ｍ７０６．別のものとして、ポリエチレンイミンのポリ
マーコーティングを生物素材の表面に沈着したり、イオン的に結合したりすることができ
る。例えば、ヘパリンの亜硝酸分解で調製されたヘパリン分画をＰＥＩへヘパリンを末端
接着法により化学的に共有結合させることができる（Ｌａｒｍ等（１９８３）Ｂｉｏｍａ
ｔ．，Ｍｅｄ．Ｄｅｖ．，Ａｒｔ　Ｏｒｇａｎｓｌｌ（２＆３）：１６１－１７３，Ｌａ
ｒｓｓｏｎ等（１９８７）Ａｎｎ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．，Ｓｃｉ．５１６：１０２－１１
５）。この方法で数カ月間有効な生物素材表面での抗凝固活性を提供できることが示され
た（Ｌａｒｓｏｎ等（上述））。カプセル若しくは中空繊維の血液との接触表面のヘパリ
ン化はフィブリン、血小板沈着及び／若しくは血栓形成を最小にすることができる。

本発明の実施に各種の型の細胞を使用することができることが意図されている。細胞は好
ましくは真核細胞、さらに好ましくは哺乳動物の細胞がよい。最も好ましくは、移植細胞
は本来自原性のもの、即ち移植細胞は予定の受容者由来のものがよい。上述の如く、本発
明の細胞は半透膜の中で免疫反応が起こらないような環境のなかに包含することができる
ので、例えば、予め選択された分子が１５０キロダルトンより小さい分子量を有する場合
には、同種異系の細胞、即ち予定された受容者と同種であるが他の個体由来の細胞、若し
くは外因性の細胞、即ち予定された受容者の種とは違う種由来の細胞を本発明の実施に用
いることができる。
器具に取り込まれた細胞は、好ましくは、予め選択された分子を産生し分泌する、単離さ
れた細胞、樹立された細胞若しくは細胞株がよい。そのような細胞若しくは細胞株は、通
常、当業者には公知の標準的な細胞培養及びスクリーニング方法で単離される。そのよう
な従来の培養及びスクリーニング方法についての概観は、例えば、”組織培養、方法及び
応用”（１９７３）Ｋｒｕｓｅ　＆　Ｐａｔｅｒｓｏｎ編、アカデミックプレス、ニュー
ヨーク、サンフランシスコ、ロンドン；”動物細胞の培養、基礎技術マニュアル”第二版
（１９８７）Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編、ウィリー・リス、ニューヨーク、チチェスター、ブリ
スベーン、トロント、シンガポール；”細胞生物学、実験ハンドブック”（１９９４）Ｃ
ｅｉｓ編、アカデミックプレス；そして”動物細胞増殖制御”（１９８５）Ｂｏｙｔｏｎ
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　＆　Ｌｅｆｆｅｅｒｔ編、アカデミックプレスが含まれ、その開示は参照することによ
り本明細書に援用される。
問題の細胞または細胞株は移植に先立って、受容者から単離され標準的な細胞培養方法で
増やされのが好ましいが、予定の受容者とは異なる同種の個体から単離することができる
。有用な細胞または細胞株は他の種、即ちブタ、ネズミ、ウマ、ウシ、サル、イヌ、ネコ
起源から単離することができる。例えば、ドーパミンを産生し、分泌する、単離されたブ
タ胎児の腹側中脳細胞ヒト脳組織にパーキンソン病に関連する徴候を軽減するのに移植さ
れているた（Ｌｉｎｄｗａｌｌ等（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　５７５－５７７）
細胞は、好ましくは、環境条件によりきまる若しくは反応して予め選択された分子を産生
し分泌する。実務家の細胞、若しくは細胞株の賢明な選択により各種の病気を治療する移
植可能な薬剤放出器具を作ることができる。しかしながら、細胞型は治療すべき病気や徴
候に依存することは理解される。例えば、エリスロポイチン欠損貧血症の治療に適切な器
具を作るために、エリスロポイチン産生細胞を本発明の器具に取り込むことができる。エ
リスロポイチンを産生するいずれの細胞も使用できるが、最適の細胞型はその環境、即ち
血流中の溶解酸素のレベルに反応してエリスロポイチンを産生し、分泌することが考えら
れる。例えば、溶解酸素の変数に反応してエリスロポイチンを産生し分泌する細胞が単離
され、特徴づけられてきた。例えば米国特許第４、３９３、１３３号やＧｏｌｄｂｅｒｇ
等（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８４：７９２７ー７９
７６を参照。従って、血液の酸素運搬能２反応してエリスロポイチンを産生し、分泌する
いずれの細胞、若しくは細胞株の取り込みは本発明の実施に有用である。同様に、インス
リン産生細胞を含有している器具はインスリン依存性糖尿病の治療に用いることができる
。そのような器具の中の、有用性を有する細胞は、受容者と同種の健康な個体、若しくは
他種の、即ちブタ、ウシ、ウマ、サル等の哺乳動物起源の健康なものから単離されるのが
好ましい。インスリン産生細胞とインスリン産生（ランゲルハンス）島や分散したＢ細胞
を単離し、スクリーニング四、培養する方法は当業者に公知で徹底的に議論されている。
例えば、Ｌａｃｙ等（１９７６）、Ｄｉａｂｅｔｅｓ　２５；５８５ー５９４；Ｗｏｌｌ
ｈｅｉｍ等（１９９０）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１９２；１８８
－２２３；Ｗｏｌｌｈｅｉｍ等（１９９０）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ　１９２：２２３ー２３５を参照。
問題の分子を産生し、分泌する天然に存在する細胞、若しくは細胞株の使用に加えて、従
来の組換ＤＮＡ技術により注文作りされた細胞を所望の予め選択された分子若しくはその
ような組み合わせを産生し、分泌するように工学的に作ることができる。問題の予め選択
された分子をコードする拡散を、操作し、増幅し、組み換える方法は当業者に既知であり
、従って、詳細は本明細書には記載しない。予め選択された遺伝子を同定し、単離する方
法もまたよく理解されており、本特許、及び他の文献に説明されている。
簡単に説明すると、問題の予め選択された分子をコードするＤＮＡの産生は、種々の制限
酵素を用いる公知の技術によって達成することができる。これらの技術には、ＤＮＡ特異
配列切断しブラント端と接着端を作る各種の制限酵素、ＤＮＡリガーゼ、ＤＮＡブラント
端に接着端を酵素的に付加する事ができる技術、短い、若しくは中間の長さのオリゴヌク
レオチドの組み合わせによる合成ＤＮＡの構築、ｃＤＮＡ合成技術、ライブラリーから適
当な核酸配列を増幅するポリマラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術がある。発現を達成するの
に使用される細菌、哺乳動物、若しくは二三の昆虫からの各種のプロモーター配列及び他
の制御ＤＮＡ配列及び各種の宿主細胞もまたよく知られており入手できる。従来のトラン
スフェクション技術や、等しく、ＤＮＡをクローニング及びサブクローニングする従来の
技術は本発明の実施に有用であり熟練した当業者には公知のものである。プラスミドや動
物ウイルスを含むウイルスやバクテリオファージなどの各種のベクターを用いることがで
きる。ベクターは、うまくトランスフェクトされた細胞に、１ファミリーのクローンがベ
クターの組換ＤＮＡをうまく取り込んだことを同定するのに使用できる検出可能な表現型
を与える各種のマーカー遺伝子を利用する。
問題の分子をコードするＤＮＡを得る一つの方法は、例えば、本明細書で参考文献として
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引用しているＳａｍｂｒｏｏｋ等編（１９８９）”Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
”Ｃｏｌｄｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ
に説明されているようなコロニーハイブリダイゼーション操作及び／または例えば，Ｉｎ
ｎｉｓ等（１９９０）”ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ａ　ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ”Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓに説明され
ているＰＣＲ増幅技術により核酸のライブラリーから単離することができる。これらの開
示は参照することにより本明細書に援用する。問題の分子をコードする核酸が単離された
なら、発現ベクターに組み込んで蛋白質発現のための適当な宿主細胞にトランスフェクト
する。有用な前核細胞としては、限定するわけではないが、大腸菌と枯草菌がある。有用
な真核細胞としては、限定するわけではないが、酵母細胞、昆虫細胞、骨髄腫細胞、繊維
芽細胞３Ｔ３、サル腎臓若しくはＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ
）、ミンク肺表皮細胞、ヒト包皮繊維芽細胞、ヒトグリア芽細胞、悪性上皮腫細胞がある
。
ベクターには、さらに転写プロモーター、終止配列、エンハンサー配列、好ましいリボソ
ーム結合部位配列、好ましいｍＲＮＡリーダー配列、好ましい蛋白質プロセッシング配列
、好ましい蛋白質分泌のためのシグナル配列などを含む組換蛋白質の正しい発現を促進す
る各種の配列も含まれる。問題の遺伝子をコードするＤＮＡ配列は、阻害しうる配列を除
去したり、望ましくない第２構造形成を最小限にするよう操作することができる。
工学的に作られた遺伝子の真核細胞での発現にはトランスフェクトし易く、外来ＤＮＡを
安定に再配列しないようにすることができ、有効な転写、翻訳、翻訳後の修飾及び蛋白質
の分泌に必要な細胞性成分を有する細胞及び細胞株が必要である。さらに、問題の遺伝子
を運ぶ適切なベクターも必要である。哺乳動物の細胞にトランスフェクトするためのＤＮ
Ａベクターの設計は適当な転写開始、終止、及びエンハンサー配列及びＫｏｚａｋコンセ
ンサス配列のような翻訳効率を昂進する配列などを含む本明細書で開示されている問題の
遺伝子の発現を促進する適当な配列が含まれる。好ましいＤＮＡベクターはマーカー遺伝
子と問題の遺伝子のコピー数を増幅する手段を含有する。有用な細胞、蛋白質発現プロモ
ーター配列、マーカー遺伝子、遺伝子増幅方法を含む哺乳動物細胞での外来蛋白質の生産
技術に関する詳細な解説はＢｅｎｄｉｎｇ（１９８８）Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｒｉｎｇ　７：９１ー１２７に開示されている。
予め選択された分子の哺乳動物細胞発現に用いられる各種の細胞、細胞株およびＤＮＡ配
列は当業者によく特徴づけられ、容易に入手できる。他のプロモーター、選択可能なマー
カー遺伝子増幅法、及び細胞は本発明の蛋白質を発現させるのに用いることができる。ト
ランスフェクション及び発現プロトコールは当業者によく開示され、当業者の通常の技術
力を有するひとに理解される。哺乳動物細胞発現系での外来遺伝子の組換生産に使用され
る各ステップの各種技術的局面の更なる詳細については、例えば、Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅ
ｌ等、編、”Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ”、ＪｏｈｎＷｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８９）等の多く
の当業者のテキストや実験マニュアルに見つけることができる。
例えば、有用な因子 VIII産生細胞は従来の組換ＤＮＡ及び細胞培養技術を用いて調製し、
貧血症Ａの治療に用いることができる。例えば、研究者は齧歯類及びヒトの細胞（プライ
マリー細胞及び樹立した細胞株）で因子 VIIIのｃＤＮＡを移動させるＭＦＧレトロウイル
スベクター系を開発した。その細胞は高レベルの因子 VIII生産を示し、因子 VIII分泌細胞
を免疫欠損マウスに移動させ血漿中に著しいレベルの因子 VIIIを産生する。例えば、本明
細書で参考文献として開示されているＤｗａｒｋｉ等（１９９５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．９２：１０２３ー１０２７を参照。同様に、因子 IX産生細胞
は調製でき、貧血症Ｂの治療に使用できる。研究者らはレトロウイルスベクターをヒト、
若しくはイヌ因子 IXｃＤＮＡを培養マウスプライマリー筋芽細胞、イヌ筋芽細胞及び樹立
マウス筋芽細胞株に導入するのに使用した。全てのケースで、結果的に安定にトランスフ
ェクトした細胞は培養で、生物学的に活性な因子 IXを産生し、検出可能な量を分化の前で
は培地に、分化の後では筋管に分泌した。Ｒｏｍａｎ等（１９９２）Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃ
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ｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１８：２４７ー２４８；Ｙａ
ｏ等（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：３３５７－３
３６１；Ｙａｏ等（１９９４）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：９９ー１０７を参照。
さらにα 1－抗トリプシン産生細胞を調製し、気腫の治療にしよすることができる。例え
ば、レトロウイルスベクターは、それにより、ヒトα 1－抗トリプシンを産生し分泌する
マウス繊維芽細胞のクローン化集団を作るために、ヒトα 1－抗トリプシンｃＤＮＡをマ
ウス繊維芽細胞のゲノムに挿入するのに使用される。例えば，Ｇａｒｖｅｒ等（１９８７
）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３７：７６２ー７６４を参照。同様に実験動物の肝臓から取り出し
た肝細胞をα 1ー抗トリプシンＤＮＡ含有レトロウイルスベクターでトランスフェクトし
修飾する。結果としてできた肝細胞は受容者の門脈循環に注入すると検出可能なα 1－抗
トリプシンを１カ月まで産生し、分泌する。例えば，Ｃｒｙｓｔｅｌ（１９９２）Ａｍ．
Ｊ．Ｍｅｄ．９２（Ｓｕｐｐｌ　６Ａ）６Ａ　４４５－６Ａ　５２５；及びＫａｎ等（１
９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：８９ー９３を参照。
さらに、組換エリスロポイチン産生細胞は調製され、エリスロポイチン欠損貧血の治療に
使用できる。例えば、１．３４キロベースのヒトエリスロポイチンｃＤＮＡを運搬する筋
芽細胞クローンは高レベルのヒトエリスロポイチンを産生し、分泌する。そして、マウス
モデルに移したときに、少なくとも１２週間ヘマトクリット値を増加させるのに有効であ
った。Ｈａｍａｍｏｒｉ等（１９９５）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９５：１８０８ー
１８１３を参照。この開示は参照することにより本明細書に援用する。
さらに、以下のようなことが意図されている、即ち、アルドラーゼＢを発現及び分泌する
ことができる細胞を遺伝的果糖不耐症の治療に使用することができる；グルコースー６ー
リン酸産生細胞はタイプＩ糖原病の治療に使用することができる；酸αーグリコシダーゼ
産生細胞はタイプ II糖原病の治療に使用することができる；アミロー１、６ーグリコシダ
ーゼ産生細胞はタイプ III糖原病の治療に有用である；筋フォスフォリラーゼはタイプ IV
糖原病の治療に有用である；ガラクトースー１ーリン酸・ウリジル・トランスフェラーゼ
産生細胞はガラクトース血症の治療に有用である；フェニルアラニンヒドロキシラーゼは
フェニルケトン尿症の治療に有用である；チロシンアミノトランスフェラーゼ産生細胞は
チロシン血症の治療に有用である；アデノシンデアミナーゼ産生細胞は併発免疫欠損病の
治療に有用である；フォルボリノーゲン・デアミナーゼ及びＵＲＯデカルボキシラーゼ産
生細胞はポルフィリン症の治療に有用である；αイズロニダーゼ及びイズロン酸スルファ
ターゼ産生細胞はムコ多糖症に有用である；スフィンゴミエリニダーゼ産生細胞はニーマ
ンピック病の治療に有効である；グルコセレブロシダーゼ産生細胞はゴーシャー症候の治
療に有用である；αーガラクトシダーゼ産生細胞はファブリー病の治療に有用である。フ
ォン・ウィリブランド因子産生細胞はフォン・ウイリブランド病の治療に有用である；抗
トロンビン産生細胞は抗トロンビン欠損症の治療に有用である。上述の全ての細胞及び細
胞型は従来の組換ＤＮＡ技術及び同様に従来の細胞培養技術を用いて調製することができ
る。上述の例はいずれにしても限定するものではなく、特定の状況と関連する徴候を軽減
するのに有用な予め選択された分子を産生し、分泌するいずれの細胞、若しくは細胞株も
一度単離され調製されれば本発明に実施に使用することができる。
予め選択された分子の発現のための終わりから２番目の発現媒体は真核細胞、哺乳動物起
源のものが最も好ましい。真核細胞は外部刺激に反応して予め選択された分子を産生し、
分泌する制御された細胞の開発にはより適切である。しかしながら、例えば、制御メカニ
ズムが不要で予め選択された分子が継続的に生産されるような、特定の状況下では、工学
的に作られた前核細胞も本発明の実施に有用である。
例えば、ポリスルフォン中空繊維を使用している間のように、特定の状況下では、器具上
に、若しくはその周辺に血栓の形成、若しくは捕捉は器具周辺の血液の流れ及び／若しく
は、中空繊維へ、または中空繊維からの栄養素、若しくは代謝物の拡散に影響を与える。
これらの状況下では、例えば、組織プラスミン活性化因子、ストレプトキナーゼ、ウロキ
ナーゼ、ヒルジン等のような抗凝固物質を産生し、分泌する細胞型は中空繊維の中に包含
されることが意図されている。従って、当業者は、他の治療蛋白質に加えてそれ自身、若
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しくは一緒に抗凝固物質を産生する細胞を含有する器具を作ることができる。
例として、抗凝固蛋白質ヒルジンをコードする遺伝子を従来の遺伝子運搬技術で導入する
ことができる。内皮細胞による局所的なヒルジン産生は血管部位に血栓ができるのを防ぐ
のに、特に魅力的である。研究により、ヒルジンは in vivoで有効な抗凝固物質であり、
動脈損傷に続いて起こる実験動物モデルの血栓形成についてはヘパリンより優れている（
Ｈａｓｋｅｌ等（１９９１）Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　８３：１０４８－１０５６；Ｈｅ
ｒａｓ等（１９９０）Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　８２：１４７６－１４８４）。例えば、
ヒルジンをコードしている遺伝子は標準的なＰＣＲプロトコルで単離し、例えばｐＭＦＧ
　Ｍｏｌｏｎｅｙマウス白血病腫瘍ウイルス（Ｄｒａｎｏｆｆ等（１９８８）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：３５３９ー３５４２）のフォン・ウイルブ
ランド因子（ｖＷＦ）のシグナル配列をコードする核酸配列の下流のようなレトロウイル
スベクターに結合することができる。ベクターは、次に、φークリップ、両栄養性の複製
欠損の組換レトロウイルスに導入される（Ｄａｎｏｓ等（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：６４６０ー６４６４）。内皮細胞、即ちウサギ内皮
細胞若しくはヒト臍静脈内皮細胞、を組換レトロウイルスで感染させ、ヒルジン遺伝子を
内皮細胞のゲノムに運搬する結果となる。感染した内皮細胞は次に継続的に組み換えヒル
ジン遺伝子産物を産生し、分泌する。

予め選択された分子を産生し、分泌する適当な細胞及び細胞株が一度単離され、調製され
ると、細胞及び細胞株はその後カプセルを作るのに使用される中空繊維で培養される。細
胞を中空繊維に導入し、細胞をそこで培養する好ましい方法は、市販のバイオリアクター
によることができる。市販で入手できるバイオリアクターの製造者のリストは、“Ｇｅｎ
ｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｎｅｗｓ”２月１日、１９９５年に示されている。
本発明の実施に有用な好ましいバイオリアクターは、カリフォルニア州Ｓｅｔｅｃ．Ｌｉ
ｖｅｍｏｒｅからのＴｒｉｃｅｔｒｉｃ T M及びＭａｂＭａｘ T Mバイオリアクター，マサチ
ューセッツ州ミルフォードのＵｎｉｓｙｎ　ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓからのＣｅｌｌ－
Ｐｈａｒｍ T M，Ｍｉｃｒｏ　Ｍｏｕｓｅ T M、メリーランド州、ジャーマンタウン、Ｃｅｌ
ｌｃｏ，Ｉｎｃ．からのＣｅｌｌｍａｘ T MＱｕａｄ及びマサチューセッツ州ビバリー、Ａ
ｍｉｃｏｎ，Ｉｎｃ．，Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ　＆　Ｃｏ．，からのＶｉｔａｆｉｂｅｒ II
中空繊維細胞培養システムなどがある。
一般的に、細胞培養培地で予め選択された分子を産生し、分泌する細胞の懸濁液をバイオ
リアクターの中に細胞含有培地をバイオリアクターの中空繊維に注入することにより播種
する。このステップで中空繊維の中に細胞が捕捉されることになる。その後、細胞を製造
指針に従って特定の細胞型の最適培養条件下で培養する。
得られた中空繊維は、次に、単一中空繊維、若しくは一束の中空繊維として血液浸透性素
子と一緒に受容者の血管に移植することができる。移植の方法は以下に説明されている。

本発明の器具は好ましくは宿主の血管に非外科的に、若しくは侵襲性を最小限にした外科
的方法で挿入される。より詳細には、本発明の器具は血管へ血液凝固塊抗移動フィルター
を移植するときに開発された各種のカテーテルを基礎にした器具により導入される。
例えば、米国特許第５、１４７、３７９号及び第３、９５２、７４７号及び国際特許出願
番号ＰＣＴ／ＵＳ９２／０８３６６号には受容者の血管に血液凝固塊抗移動フィルターを
移植するためのカテーテルを基礎にした器具と方法について開示されている。一般的には
、カテーテルを基礎にしたフィルター挿入器具は血液凝固塊抗移動フィルターを折りたた
んだコンパクトな状態で支えるキャリア；射出メカニズムは通常予め選択された部位にフ
ィルターを射出するためのキャリアの中に配置され；予め選択された位置に血管に沿って
キャリアを進めるキャリアに長い、フレキシブルなチューブからなる。血管の中の好まし
い位置に一度導入されると、フィルターはキャリアから射出される。自動的に開き移植さ
れるフィルターを用いると、フィルターは簡単にキャリアから射出され、そこで血管壁に
それ自身を固定する。しかしながら、マニュアルで開き、固定するフィルターを用いると
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、挿入器具は、そのような開き、固定するステップを効果的にするための付加的な手段を
含む。しかしながら、熟練した実務家であれば、フィルターの製造会社により推薦されて
いるフィルター挿入器具や方法を使用して市販で入手できる血液凝固塊抗移動フィルター
を挿入する事も意図されている。
例えば、好ましい実施の態様では、本発明の器具は、米国特許第４、８１７、６００号及
び第５、０５９、２０５号に開示されているもののような、Ｂｏｓｔｏｎ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ　Ｃｏｒｐ．，ウオタータウン、マサチューセッツ州の，Ｍｅｄｉ－ｔｅｃｈ T M

から市販で入手でき、Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ大静脈フィルターとして知られているフィル
ター素子からなる。Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄフィルターは導入カテーテルに予め装填された
ものが購入できる。従って、フィルターと一緒に提供されるＭｅｄｉーｔｅｃｈの「使用
説明書」に従って、米国特許第４、８１７、６００号及び第５、０５９、２０５号に開示
されているようなフィルター素子を外科医が移植するのを意図されている。従って，Ｍｅ
ｄｉーｔｅｃｈの「使用説明書」は以下に説明する。
簡単にいうと、フィルターは、一般的には、経皮的穿刺により内部頚静脈、若しくは大腿
静脈を通じて挿入される。経皮的挿入の間に、従来の大静脈造影の後、頚静脈、若しくは
大腿静脈のいずれかが針で穿刺され、導線がその針を通して血管に挿入される。その後、
シースと拡張器を合体したものを導線を通じて静脈に、シースの端が移植部位を越えるま
で挿入する。シースをそこに保持しながら、シースを後ろに放して、拡張器と導線を除去
する。シースはフィルターを保持しているキャリアを含有している導入カテーテルの挿入
を許容する通路としての役割りを果たす。導入カテーテルを挿入する間に起こるかも知れ
ないシース内での血栓形成を防ぐために滅菌ヘパリン化食塩水でシースを洗浄する。導入
カテーテルはフィルターキャリアカプセルの先端が移植部位の隣に来るまでシースの中へ
進ませるが、その端を越えてはいけない。その後、シースはキャリアカプセルが完全に暴
露されるまで導入カテーテルの上に後退させる。そして、フィルターを押し手メカニズム
で、キャリアカプセルから押し出す。そこではフィルターの脚が外側にはねていて、フィ
ルターをそれによりあるべきところに固定している血管の内壁にかみ合っている。一度フ
ィルターが血管に射出され、固定されると、生細胞を同様に含有している１以上のカプセ
ルが同じカテーテル経由で固定されているフィルターの上流の位置の血管に導入される。
その後、導入カテーテルがシースを通じて血管から除去される。導入カテーテルが除去さ
れると、シースも除去され、穿刺部位をホメオスタシスが達成されるまで圧迫する。
しかしながら、体循環の中の器具の好ましい移植場所は器具を用いる目的に依存する。例
えば、ある場合には、器具を大腿静脈、若しくは頚静脈を通して導入し、下大静脈、上大
静脈、門静脈、若しくは腎静脈等のような生体内の静脈の中に血液浸透性器具を固定する
のが望ましいことが意図されている。また別のものとして、本発明の器具は外科的に開発
された動静脈フィステルから開発された静脈のような人工静脈に固定することもできる。
しかしながら、もし器具がホルモン置換治療に使用されるものであれば、外科医は予め選
択された分子を産生する本来の部位の下流の位置に器具を移植する事を選択する。例えば
、α 1ー抗トリプシンは一般的には肝実質細胞で産生される；従って、本発明のα 1ー抗ト
リプシン産生器具を例えば肝静脈のような肝臓の下流に導入し固定するのが望ましい。さ
らには、上述の如く、インスリンは膵臓β細胞で産生される；従って、本発明のインスリ
ン産生器具を膵臓の下流の門静脈に固定するのが望ましい。
しかしながら、臨床状況を基礎にして、外科医はケース毎に、器具を導入する最適モード
及び器具を固定する最適位置を決定することができる。そのような判断は熟練した当業者
の技術範囲と考えられる。
本発明の実施について、以下の実施例からさらに詳しく理解できるであろう。これらは単
なる例示であっていずれにしても発明を限定するものではない。
実施例１．エリスロポイチン産生細胞の培養での増殖
エリスロポイチンは腎臓の特別の細胞で産生され、それらの特別の細胞への酸素供給が落
ちたときに循環系へ放出されるホルモンである。赤血球量の低下による低酸素血症条件下
では、組織への酸素供給の低下が起こる。次に、溶解酸素量の低下が特別の腎臓細胞のエ
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リスロポイチン産生増加を誘導し、それにより、赤血球の産生増加を促進する。正常な血
液中の酸素状態か赤血球の増加により正常な酸素供給に戻ると、エリスロポイチンの昂進
していた産生が抑制され、本来のフィードバック回路は閉じる。エリスロポイチンは赤血
球量のホメオスターシスに必須であるが、例えば、慢性腎不全、リウマチ関節炎、自己免
疫疾患、慢性感染症、ヒト免疫不全症候群及び癌等の多くの慢性病で欠損している。
エリスロポイチンは１６５のアミノ酸の鎖長を有するペプチドからなる３６キロダルトン
の糖蛋白質である（Ｍｉｙａｋｅ等（１９７７）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５２：５５
５８－５５６４）。エリスロポイチンの遺伝子がクローン化され、チャイニーズハムスタ
ー卵巣細胞にトランスフェクトされ、活性エリスロポイチンを産生するよう発現された（
Ｌｉｎ等（１９８５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：７５８０
ー７５８５）。研究者達は、Ｈｅｐ　Ｇ２と呼ばれるヒトヘパトーマ由来の細胞株を単離
し、引き続き、培地の酸素張力の変化に対応してエリスロポイチンを産生分泌することが
分かった（Ｇｏｌｄｂｅｒｇ等（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８４：７９７２ー７９７６）。Ｈｅｐ　Ｇ２細胞株は前に引用している米国特許第
４、３９３、１３３号に説明されており、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ
　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）ロックビル、メリーランド州を通して、問い合わせ
番号ＡＴＣＣＨＢ８０６５で入手できる。
酸素欠乏を示すために、エリスロポイチン産生Ｈｅｐ　Ｇ２細胞を細胞培養皿に播種し１
０％ウシ胎児血清加ＲＰＭＩ１６４０培地で３７℃の温度で５％炭酸ガスの湿潤な雰囲気
で増殖した。培養３～５日後、培地に溶解している酸素のレベルを酸素供給の酸素含量を
変えて調節した。酸素十分な基礎的な条件下で、空気供給の組成は約２１％酸素、５％炭
酸ガス、及び７４％の窒素であった。酸素欠乏条件下の空気供給の組成は約１ー２％酸素
、５％炭酸ガス、９３ー９４％窒素であった。
３日間インキュベーションの後、エリスロポイチンの産生はＲ＆Ｄシステム社からのＱｕ
ａｎｔｉｋｉｎｅ T MＩＶＤ T Mエリスロポイチンイムノアッセーキットを利用して、酸素十
分、及び酸素欠乏条件下で測定された。アッセーは製造元の指示に従って行われた。
酸素十分な条件下では、Ｈｅｐ　Ｇ２細胞は、２４時間で、約２０ｍＵのエリスロポイチ
ン／１０ 6細胞を産生した。酸素欠乏条件下では、枝りす路歩チン産生レベルは同じ時間
で妬く１００－２００ｍＵ／１０６細胞まで増加した。
実施例２．中空繊維でのエリスロポイチン産生細胞の増殖
例えば末期腎臓病患者のような、エリスロポイチン欠乏貧血患者は１週間に約１０、００
０単位の組換ヒトエリスロポイチンを必要とする（”Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｆｒｏｍ
　ＥＳＲＤ　Ｐａｔｉｅｎｔ　Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ：Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　
Ｍｅｅｉｔｎｇ　ｔｈｅ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｅｃｏｎｏｍｉｃ　Ｃｈａｌｌｅ
ｎｇｅｓ”、Ｎｉｓｓｅｎｓｏｎ編（１９９３）Ａｍ．Ｊ．Ｋｉｄ．Ｄｉｓｅａｓｅｓ　
２２（１）補）。従って、平均的な患者は一日約１０００単位のエリスロポイチンを必要
とすると推定されている。さらに、刺激された条件では、Ｈｅｐ　Ｇ２は２４時間にわた
って２００ミリ単位／１０ 6細胞産生すると仮定すると、約１０ 9の細胞がそのような患者
では適当なヘマトクリット値を維持するのに十分エリスロポイチンを産生することができ
ると推定される。
本発明の細胞は中空繊維で供給されるので、本実験の目的はエリスロポイチン産生細胞が
中空繊維の中で細胞生存性、及びエリスロポイチン産生を落とさずに増殖することができ
ることを示すことにある。
エリスロポイチン産生Ｈｅｐ　Ｇ２細胞（約４．５　ｘ　１０ 7／ｍｌ）を中空繊維、特
にポリスルフォン中空繊維（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ　ａｎｄ　Ａｓｓｏｓｉａｔｅｓ）及び
酢酸セルロース（Ｃｅｌｌｃｏ，Ｉｎｃ．）、それらは分子量５０キロダルトンカットオ
フで内部直径が２１０、３５０、若しくは５１０μｍのものであるが、そこに播種された
。中空繊維は以前にラミニン若しくはコラーゲンタイプ IVでライン化されていた。これら
の実験で使用される膜は分子量が５０キロダルトンより低い溶質が中空繊維から、及び培
地へ通過できるような孔の大きさを有している。従って、孔の大きさはエリスロポイチン
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（３６キロダルトン）が中空繊維から周辺の培地へ拡散することができ、一方、同時にＨ
ｅｐ　Ｇ２細胞が中空繊維から移動するのを防いでいる。播種後、中空繊維を１０％ウシ
胎児血清加ＲＰＭＩ１６４０培地に入れて、細胞を２～３週間３７℃良酸素条件下（２１
％酸素）で増殖した。
培養２～３週間後、培地に分泌したエリスロポイチン量は実施例１で説明してあるように
分析された。さらに、中空繊維は培地から取り除かれ中空繊維に細胞壊死があるかどうか
と、中空繊維の微小環境内に組換エリスロポイチンをコードする細胞性ｍＲＮＡの分布を
調べる病理学的検査のために固定した。細胞の病理は標準的な病理学的技術を用いて分析
され、エリスロポイチンの細胞性ｍＲＮＡは標準的な in situハイブリダイゼーションで
調べられた（“ In Situ Hybridization Histochemistry”（ 1990） Chesslet,ed., CRC Pr
ess,Boca Raton,Ann Arbor,Boston）。
内部直径が２１０μｍの中空繊維の中で増殖したＨｅｐ　Ｇ２細胞は、酸素核酸の臨界的
距離が、細胞が培地から十分な酸素と栄養素をとれるのに十分小さかったので、明らかに
生存性を維持していた。しかしながら、直径が３５０μｍの繊維で増殖したＨｅｐ　Ｇ２
細胞は中空繊維の中心で壊死がみられた。従って、中空繊維の中間の細胞は、あまりにも
密度が高く、周辺の培地から十分な栄養素と酸素を得ることができなかったことは明らか
である。内部直径が５１０μｍの中空繊維で増殖したＨｅｐ　Ｇ２細胞は壊死はしていな
かったが、中空繊維の内壁に付着していた細胞層は約１５０μｍの厚さであった。この距
離は十分な栄養素と酸素がＨｅｐ　Ｇ２細胞の生存性を維持するために拡散することがで
きる距離と相関することが分かる。従って、内部直径が５１０μｍの中空繊維は、酸素と
栄養素のレベルが限界になるまで細胞が増殖することができるので、Ｈｅｐ　Ｇ２細胞含
有器具の開発には有用である。
実施例３．中空繊維でのＨｅｐ　Ｇ２細胞のエリスロポイチン産生の酸素制御
この実験の目的はエリスロポイチン遺伝子発現と蛋白質産生を中空繊維周辺の培地の酸素
張力により制御することができることを示すためである。この実験はエリスロポイチン産
生速度が培地に溶解している酸素の濃度とともに以下に変化していくかを測定するために
単一、若しくは束の中空繊維を用いて行うことができる。
直径の異なる単一、若しくは束の中空繊維、例えば２１０μｍ，若しくは５１０μｍのコ
ラーゲン処理してあるポリスルフォン中空繊維（Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ，ＵＳＡ、ウオルナ
ットクリーク、カリフォルニア州、製で約５０キロダルトンの分子量をカットオフする）
にＨｅｐ　Ｇ２細胞を播種し、実施例２で決定されたような最適条件下で増殖させる。細
胞がコンフルエントになった後、周辺の増殖培地の酸素濃度は空気供給の酸素濃度を変え
るとにより調整された。空気供給の組成は２１％、５％、３％、２％、若しくは１％の酸
素濃度により調整される。２４時間後に、培地に分泌されたヒトエリスロポイチンの量を
実施例１に開示されている方法を用いて測定する。
各中空繊維の細胞は細胞生存性が周辺培地内の低酸素条件下で維持され得るかどうかを測
定するために細胞生存性を分析される。さらに、中空繊維の中心の細胞が固定され、中心
のまわりのエリスロポイチンｍＲＮＡレベルが実施例２で用いられている標準的な in sit
uハイブリダイゼーションで測定される。
実施例４．エリスロポイチン産生細胞の生体内移植
この実験の目的はＨｅｐ　Ｇ２細胞含有中空繊維の動物の体循環への移植の後にＨｅｐ　
Ｇ２細胞の生存性を測定することにある。
実験用イヌをケタミンで麻酔する。麻酔されている間に、米国特許第５、０５９、２０５
号に開示されているようにＸ線透視誘導装置によりチタニウムＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M大
静脈フィルターを大腿静脈にカテーテルで導入する。フィルターを下大静脈のなかに、Ｘ
線透視で決定された正しい配置にしてフィルターを挿入器具から射出する。一度放出され
ると、フィルターの脚の鈎がフィルターを大静脈壁に固定する。
実施例３で見つけられた最適条件に従って調製されるＨｅｐ　Ｇ２細胞含有中空繊維が、
固定されたＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ大静脈フィルターの上流に静脈内に移植するために調製
される。中空繊維は宿主動物から除去された血液から作られるフィブリン血液凝固塊のな
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かに入れることにより射出用に調製される。さらに、従来の放射線不透過性のプラチナ標
識を繊維の適切な位置を確認し、動物を殺した後に繊維を回収するのに役立つように中空
繊維の中にいれる。その後、フィブリン凝固塊含有中空繊維を固定されたＧｒｅｅｎｆｉ
ｅｌｄ T M大静脈フィルターの上流に静脈内カテーテルを通して投与する。フィブリン凝固
塊含有中空繊維は下大静脈のあるべきところにフィルターにより捕捉され維持される。
それから、フィルター挿入器具は動物から除去され、動物は麻酔から回復する。動物は次
に移植後時間間隔を変えながら観察される。術後約２週間から約６カ月までの間に、動物
が殺され中空繊維が細胞生存性のために回収される。さらに、中空繊維のいろいろな微小
環境でのエリスロポイチンｍＲＮＡの量を実施例１で開示されている方法を用いて in sit
uハイブリダイゼーションにより測定される。
カプセル内の移植された細胞は生存性を維持し、検出可能なレベルのエリスロポイチンの
細胞性ｍＲＮＡが移植細胞内で産生されることが予測できる。
実施例５．エリスロポイチン産生細胞のエリスロポイチン欠損貧血症の動物への移植
この実験の目的は生存性を有するＨｅｐ　Ｇ２細胞を含有する本発明の器具が動物への移
植の後にエリスロポイチン欠損貧血症と関連する徴候を軽減するかどうかを測定するため
である。
実験用イヌ（１及び２／３腎臓摘出イヌ）をケタミンで麻酔する。麻酔されている間に、
Ｘ線透視誘導装置によりチタンＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M大静脈フィルターをカテーテルに
より大腿静脈経由で下大静脈に挿入する。フィルターが下大静脈内にＸ線透視により決定
された正しい配置にされると、フィルターを挿入器具から射出し下大静脈壁に固定する。
それから、実施例４で見つけられた最適条件に従って調製されたＨｅｐ　Ｇ２細胞含有中
空繊維が固定されたＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M大静脈フィルターの上流に静脈内移植のため
に調製される。中空繊維は宿主動物から除去された血液から作られるフィブリン血液凝固
塊のなかに入れることにより射出用に調製される。さらに、従来の放射線不透過性のプラ
チナ標識を繊維の適切な位置を確認し、動物を殺した後に繊維を回収するのに役立つよう
に中空繊維の中にいれる。その後、フィブリン凝固塊含有中空繊維を固定されたＧｒｅｅ
ｎｆｉｅｌｄ大静脈フィルターの上流に静脈内カテーテルを通して投与する。フィブリン
凝固塊含有中空繊維は下大静脈の所定の場所でフィルターにより捕捉され維持される。
それから、フィルター挿入器具は動物から除去され、動物は麻酔から回復する。その後、
ヘマトクリット及びエリスロポイチンの値を移植後時間間隔を変えながら観察される。術
後約２週間から約６カ月までの間に、動物が殺され中空繊維が細胞生存性のために回収さ
れる。さらに、中空繊維のいろいろな微小環境でのエリスロポイチンｍＲＮＡの量を実施
例１で開示されている方法を用いて in situハイブリダイゼーションにより測定される。
細胞を含有しない器具を腎臓摘出イヌに移植したものと、細胞含有器具を正常なイヌに移
植した対照実験が行われる。
本発明のエリスロポイチン産生器具を移植された腎臓摘出イヌは、細胞を含有しない器具
で処置された腎臓摘出イヌと比較して、エリスロポイチン、及びヘマトクリット値が上昇
し、ホメオスタシスの維持を示した。さらに、腎臓摘出していないイヌより腎臓摘出した
イヌへ移植した細胞の方がエリスロポイチンの細胞性ｍＲＮＡレベルが高くなるであろう
ことが意図されている。
実施例６．インスリン産生細胞の単離及び培養
インスリンはジスルフィド結合で結合している２本のペプチド鎖からなる５．８キロダル
トンのペプチドホルモンである。インスリンは血流の中を循環しているグルコースのレベ
ルに反応して、膵臓にある特別の細胞（ランゲルハンス島のβ細胞）により産生される。
グルコースの高いレベルに反応して、インスリンは肝臓や筋肉内でグリコーゲン合成が促
進されることにより産生される。哺乳動物が正常血糖を維持するのに十分な量のインスリ
ンを産生できないと、糖尿病の状態になり、現在までのところ、外部で調製したインスリ
ンの非経口投与により調整されてきている。
ランゲルハンス島及びβ細胞を単離し、培養する方法については、完全に文献に記載され
ている。例えば、Ｌａｃｙ等（１９７６）Ｄｉａｂｅｔｅｓ２５：４８４－４９３；Ｗｏ
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ｌｌｈｅｉｍ等（１９９０）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎＥｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１９２：１８
８ー２２３；Ｗｏｌｌｈｅｉｍ等（１９９０）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏ
ｇｙ　１９２：２２３ー２３５などを参照。
例えば、コラゲナーゼを基礎にした方法では、コラーゲンで予め処理された膵臓組織を供
与側の哺乳動物から摘除する。コラゲナーゼ処理後、ランゲルハンス島を約４００μｍの
メッシュの孔を有するフィルターを通し、細胞を通った細片をＨａｎｋｓ－ＨＥＰＥＳー
ウシ血清アルブミン緩衝液を含有している試験管に収穫する。それから、その細片をＨｉ
ｓｔｏｐａｑｕｅ１０７７含有グラージェントで密度勾配遠心分離で他の細胞から分離す
る。島は収穫されＨａｎｋ’ｓ－ＨＥＰＥＳーＢＳＡ含有の細胞培養皿に移される。再懸
濁時に解剖用顕微鏡の助けを借りて、島をシリコン化されたパスツールピペットでつまみ
上げ，Ｈａｎｋｓ溶液を含有する遠心管に移す。島を遠心分離で収穫し抗生物質、及び１
０％ウシ胎児血清加ＲＰＭＩ１６４０組織培養培地に再懸濁し、５％炭酸ガス含有する雰
囲気下で、３７℃でインキュベートする。
５日間のインキュベーションの後、培地へのインスリン分泌のレベルをＳｉｇｍａ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，セントルイス、ミズリー州、より供給されたシグマ製品番号Ｉ８
５１０の使用のためのラジオイムノアッセー操作法”Ｓｉｇｍａ　Ｉｍｍｕｎｏ－ｆｉｌ
ｅ”を用いて測定する。
実施例７．中空繊維の中でのインスリン産生細胞の増殖
島細胞を膵臓に移植したイヌを用いて、約２ｘ１０ 5の島細胞が２０ｋｇのイヌの内分泌
機能を維持することを決定した。キロ当たり１０ 4の島細胞を仮定すると、５０ｋｇのヒ
トは内分泌機能を維持するのに約１０ 5の島細胞が必要だろうことが推定できる。内部直
径が２５０μｍの中空繊維が本発明の器具に使用され、さらに、直径２００μｍの島の細
片が単離されたと仮定すると、約２５０の島が５ｃｍの中空繊維に挿入されることができ
ることが推定される。従って、１０００ものそのような繊維は約２．５ｘ１０ 5の島を含
有する器具となるであろう。
本発明の細胞は中空繊維に入れて供給されるので、この実験の目的は、インスリン産生島
細胞が中空繊維の中で細胞生存性やインスリン産生を落とすことなく増殖できるかどうか
を測定するためにある。
実施例６で単離された約２００の島細胞が中空繊維、特に、分子量５０キロダルトンのカ
ットオフで内部直径が２１０、３５０、若しくは５１０μｍのポリスルフォン中空繊維や
酢酸セルロースがよいが、に播種される。この実験に使用される膜は分子量が５０キロダ
ルトン以下の溶質を通過させ従ってインスリンはそれを通り、同時に、中空繊維からの島
の移動を防いでいる孔の大きさを有する。２１０μｍの中空繊維に導入できるよう十分小
さい島を産生するために、コラゲナーゼ処理により作られた島は約１９０μｍの孔の大き
さを有するフィルターで濾過されることは留意すべきである。播種後、中空繊維は１０％
ウシ胎児血清加ＲＰＭＩ１６４０培地に置かれ、２～３週間、３７℃で増殖させる。
培養２～３週間後、培地中に分泌されるインスリンの量を実施例６に記載されているよう
に分析する。さらに、中空繊維を培地から取り除き中空繊維の中での生存性、及び中空繊
維の各微小環境での細胞性インスリン蛋白質のレベルの分布を測定する病理学的検査のた
めに固定する。島の病理は標準的な病理学的な方法を用いて分析され、細胞性インスリン
蛋白質のレベルは標準的な免疫病理学的な操作で測定できる（例えば、”Ｉｍｍｕｎｏｃ
ｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｐ
ａｔｈｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”Ｐｏｌａｋ　＆　Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ
編（１９８３）Ｗｒｉｇｈｔ　ＰＳＧ，ブリストル、ロンドン、ボストン、及び”Ｉｍｍ
ｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”Ｍａｙｅｒ  & Ｗａｌｋｅｒ、編（１９８３）Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ、ロンドン、サンディエゴ、ニューヨーク、ボストン、シドニー、東京、トロ
ント、などを参照）。
中空繊維に包含された島細胞は生存性を維持し検出可能なレベルのインスリンを産生する
ことが意図されている。
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実施例８．中空繊維の島によるインスリン産生のグルコース制御
この実験の目的は、インスリン産生が中空繊維の周辺の培地のグルコースのレベルによっ
て制御できることを示すものである。この実験は単一、若しくは束の中空繊維を用いて、
インスリン産生速度が培地のグルコースレベルに関連して変化するのを測定するために行
われる。
例えば２１０μｍ，若しくは５１０μｍ（コラーゲン処理されたポリスルフォン中空繊維
（Ｗ．Ｒ．Ｇｒａｃｅ　＆　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ）及び酢酸セルロース中空繊維（Ｃｅ
ｌｌｃｏ，Ｉｎｃ．）のように直径の異なる、分子量約２０～５０キロダルトンカットオ
フ）の単一、若しくは束の中空繊維に島を播種し、実施例７で決定された最適条件下で増
殖させる。培養７日後、培地をグルコース濃度が約１００と約５００ｍｇ／ｄｌになるよ
うグルコースを加えた新しい培地で置換した。２４時間後培地に分泌したインスリンの量
を実施例６で開示されている方法を利用して測定する。
各中空繊維の島は細胞生存性が in vivo条件と類似しているところで維持されているかど
うかを測定するために細胞依存性を分析する。さらに、中空繊維の中心部の細胞は固定さ
れ、中心部のインスリン蛋白質レベルを実施例７で開示されているように標準的な免疫化
学的方法により測定される。
このような実験を利用して、細胞の生存性やインスリンの産生をどれだけの島が導入でき
るのか、どのくらいの中空繊維が所望のインスリンを産生する本発明の器具に用いられな
ければならないのかを測定することができることは予測できる。単一でも束の中空繊維構
成物でもスケールアップが島のグルコース依存性インスリン産生に影響するかどうか測定
するために試験される。
実施例９．生体内でのインスリン産生細胞の移植
この実験の目的はそのような細胞を含有する中空繊維を動物の体循環に移植した後、島細
胞の生存性を測定することにある。
実験用イヌをケタミンで麻酔する。麻酔されている間に、米国特許第５、０５９、２０５
号に開示されているようにＸ線透視誘導装置によりチタニウムＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M大
静脈フィルターを大腿静脈にカテーテルで導入する。フィルターを下大静脈のなかに、Ｘ
線透視で決定された正しい配置にしてフィルターを挿入器具から射出する。一度放出され
ると、フィルターの脚の鈎がフィルターを大静脈壁に固定する。
実施例８で見つけられた最適条件に従って調製される島細胞含有中空繊維が、固定された
Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ T M大静脈フィルターに静脈内投与及び移植するために調製される。
中空繊維は宿主動物から除去された血液から作られるフィブリン血液凝固塊のなかに入れ
ることにより射出用に調製される。さらに、従来の放射線不透過性のプラチナ標識を繊維
の適切な位置を確認し、動物を殺した後に繊維を回収するのに役立つように中空繊維の中
にいれる。その後、フィブリン凝固塊含有中空繊維を固定されたＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ大
静脈フィルターの上流に静脈内カテーテルを通して投与する。フィブリン凝固塊含有中空
繊維は下大静脈のあるべきところにフィルターにより捕捉され維持される。
それから、フィルター挿入器具は動物から除去され、動物は麻酔から回復する。動物は次
に移植後時間間隔を変えながら観察される。術後約２週間から約６カ月までの間に、動物
が殺され中空繊維が細胞生存性のために回収される。さらに、中空繊維の中でのいろいろ
な微小環境でのインスリン蛋白質産生のレベルが免疫化学的方法で分析される。
カプセルに包含されている移植された島細胞は生存性を維持し、移植細胞内で検出可能な
レベルの細胞性インスリン産生があることが予測される。
実施例１０．インスリン欠損性糖尿病の動物でのインスリン産生細胞の移植
この実験の目的は生存島細胞を含有する本発明の器具が、動物へ移植された後、インスリ
ン欠損性真性糖尿病と関連する徴候を軽減するかどうかを測定することである。
実験用イヌ（膵臓摘出されている）をケタミンで麻酔する。麻酔されている間に、米国特
許第５、０５９、２０５号に開示されているようにＸ線透視誘導装置によりチタニウムＧ
ｒｅｅｎｆｉｅｌｄ大静脈フィルターを大腿静脈にカテーテルで導入する。フィルターを
下大静脈のなかに、Ｘ線透視で決定された正しい配置にしてフィルターを挿入器具から射
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出する。一度放出されると、フィルターの脚の鈎がフィルターを大静脈壁に固定する。
実施例９で見つけられた最適条件に従って調製される島細胞含有中空繊維が固定されたＧ
ｒｅｅｎｆｉｅｌｄ大静脈フィルターに静脈内投与及び移植するために調製される。中空
繊維は宿主動物から除去された血液から作られるフィブリン血液凝固塊のなかに入れるこ
とにより射出用に調製される。さらに、従来の放射線不透過性のプラチナ標識を繊維の適
切な位置を確認し、動物を殺した後に繊維を回収するのに役立つように中空繊維の中にい
れる。その後、フィブリン凝固塊含有中空繊維を固定されたＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄ大静脈
フィルターの上流に静脈内カテーテルを通して投与する。フィブリン凝固塊含有中空繊維
は下大静脈のあるべきところにフィルターにより捕捉され維持される。
それから、フィルター挿入器具は動物から除去され、動物は麻酔から回復する。動物は次
に移植後、時間間隔を変えながら観察される。術後２週間から６カ月までの間に、動物が
殺され中空繊維が細胞生存性のために回収される。さらに、中空繊維の中でのいろいろな
微小環境でのインスリン蛋白質産生のレベルが免疫化学的方法で分析される。対象の膵臓
摘出イヌはインスリン産生細胞を器具から除去した以外は全く同じように処置された。
インスリン産生器具を移植した実験用イヌは正常血糖を維持し適当な血漿インスリンレベ
ルを維持することが予測される。しかしながら、インスリン産生細胞を有しない器具を移
植した対照のイヌは正常血糖値を示さず、適当な血漿インスリンレベルも有しない。
他の実施の態様
本発明はその真意、もしくは本質的な特性から離れることなく他の特定の形態でも実施で
きる。本実施例は従って全ての面で例示的であり限定的ではなく本発明の範囲は、前述の
開示よりむしろ添付したクレームにより示されクレームの均等の意味及び範囲内の全ての
変化は従って本発明に包含されるものと意図されている。
他の実施の態様は以下のクレームの範囲内にある。
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【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｄ 】 【 図 ６ Ｅ 】
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