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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞の増殖を支持するための膜であって、
前記膜は非生物分解性かつ多孔性であり、
孔の径が約０．２μｍ～０．５μｍであり、
該膜の孔密度が約１×１０7～３×１０8孔／ｃｍ2であり、
さらに前記膜上に網膜色素上皮細胞またはその前駆細胞の層を有する、
細胞の増殖を支持するための膜。
【請求項２】
前記膜の水力学的コンダクタンスが５０×１０-10ｍ ｓｅｃ-1 Ｐａ-1超である、請求項
１に記載の膜。
【請求項３】
前記膜が、分解されることなく、ガンマ線照射、エチレンオキシド、オートクレーブまた
はＵＶ滅菌により滅菌されてよい、請求項１又は２に記載の膜。
【請求項４】
前記膜が、超音波シール、高周波シールまたはインサート成形により密封されてよい、請
求項１～３のいずれか１項に記載の膜。
【請求項５】
約１１μｍの最大厚を有する、請求項１～４のいずれか１項に記載の膜。
【請求項６】
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約１．５ｍｇ／ｃｍ2の最大重量を有する、請求項１～５のいずれか１項に記載の膜。
【請求項７】
前記膜が親水性である、請求項１～６のいずれか１項に記載の膜。
【請求項８】
前記膜が４～８のｐＨを有する、請求項１～７のいずれか１項に記載の膜。
【請求項９】
前記膜が少なくとも一方の面において被覆を有する、請求項１～８のいずれか１項に記載
の膜。
【請求項１０】
前記被膜がラミニン、マトリゲルフィブロネクチンまたはＰＬＧＡである、請求項９記
載の膜。
【請求項１１】
前記被覆成分に結合した薬理学的または生物学的作用物質を有する、請求項９または１０
記載の膜。
【請求項１２】
前記細胞がヒト網膜色素上皮細胞である、請求項１～１１のいずれか１項に記載の膜。
【請求項１３】
前記細胞が不死化細胞である、請求項１２に記載の膜。
【請求項１４】
前記膜がポリエステル、ポリウレタン、ポリウレア－ウレタン、ポリアミド、ポリエーテ
ル－エステル、ポリカーボネート、ポリアクリレート、ポリ（テトラフルオロエテン）、
ポリシロキサン、ポリオレフィンおよびポリオキシメチレンから選択される親水性ポリマ
ーより製造される、請求項１～１３のいずれか１項に記載の膜。
【請求項１５】
前記細胞がヒト胚の破壊以外の手段によって得られたものである、請求項１～１４のいず
れか１項に記載の膜。
【請求項１６】
細胞のコロニーを支持するための、請求項１～１０のいずれか１項に記載の膜。
【請求項１７】
治療用である、請求項１～１６のいずれか１項に記載の膜。
【請求項１８】
前記細胞が自己由来である、請求項１７に記載の膜。
【請求項１９】
加齢黄斑変性の治療用である、請求項１７または１８に記載の膜。
【請求項２０】
網膜色素上皮細胞またはその前駆細胞の増殖を支持するための膜であって、
前記膜は、糖タンパク質を含有する被覆により少なくとも一方の面がコーティングされた
、実質的に非生物分解性かつ多孔性の支持層を有し、
前記支持層の孔密度が約１×１０7～３×１０8孔／ｃｍ2である、
細胞の増殖を支持するための膜。
【請求項２１】
前記糖タンパク質がラミニン－１である、請求項２０に記載の膜。
【請求項２２】
前記膜上に網膜色素上皮細胞またはその前駆細胞の層をさらに含む、請求項２０または２
１に記載の膜。
【請求項２３】
前記網膜色素上皮細胞またはその前駆細胞がヒト胚性幹細胞に由来する、請求項２２に記
載の膜。
【請求項２４】
請求項１～２１のいずれか１項に記載の膜上に網膜色素上皮細胞またはその前駆細胞を播
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種する方法であって、該細胞を該膜上に２０００００細胞／ｃｍ2以上の密度で播種する
工程を含む、
膜上に細胞を播種する方法。
【請求項２５】
網膜色素上皮細胞の増殖を支持するための膜であって、
前記膜は、ポリエステルから製造され、実質的に非生物分解性かつ多孔性の支持層を有し
、
前記支持層は、約１１μｍの最大厚を有し、糖タンパク質を含有する被覆により少なくと
も一方の面がコーティングされており、
前記孔の径が約０．４μｍであり、
前記支持層中の孔の孔密度が約１×１０8孔／ｃｍ2であり、
前記膜の上に網膜色素上皮細胞またはその前駆細胞の層をさらに含む、膜。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は細胞の増殖を支持するための膜に関する。また、本発明は該細胞の増殖、該膜
の製造および該細胞の使用のための方法にも関する。特に、該細胞は加齢黄斑変性の治療
に用いることができる。
【背景技術】
【０００２】
　加齢黄斑変性（ＡＭＤ）は高齢者に見られる疾患であり、網膜の黄斑部の菲薄化、萎縮
および出血を伴う。その結果、視覚の中心部の視力が喪失し、特に、細部を見ることや、
読むこと、または顔の認識を行うことが不可能となる。
【０００３】
　ＡＭＤは、萎縮型（非新生血管型）または滲出型（新生血管型）のいずれかに分類され
る。滲出型ＡＭＤは、本来と異なる領域における新生血管の成長を伴う。萎縮型は滲出型
よりも一般的であり、ＡＭＤ患者の約８５～９０％が萎縮型ＡＭＤと診断される。通常、
滲出型のこの疾患は、より深刻な視力の喪失につながる。
【０００４】
　萎縮型ＡＭＤはこの疾患の初期段階にあたり、黄斑組織の老化および菲薄化、黄斑内の
色素沈着、またはこれら２つの過程の組み合わせに起因する場合がある。萎縮型黄斑変性
は、主に黄斑部領域における変質しつつある組織に由来する沈着物または組織片により、
ドルーゼンとして知られる黄色がかった斑点が蓄積し始めた際に診断される。萎縮型黄斑
変性により、中心視力の喪失が徐々に起こりうる。
【０００５】
　萎縮型ＡＭＤは滲出型ＡＭＤに進行する場合があり、後者においては新生血管が網膜下
で成長し、血液及び体液が漏出する。この漏出が光感受性網膜細胞に恒久的な損傷を与え
、その細胞の死滅によって中心視力に盲点が形成される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　現在、ＡＭＤに対する治療は限定的であるが、一部の治療によってその進行を遅らせた
り視力を改善させたりすることができる場合がある。黄斑変性の治療は、その疾患が初期
段階、すなわち萎縮型であるか、またはより進行している、すなわち深刻な視力の喪失に
至りうる滲出型であるかによって異なる。治療方法の１つは、萎縮型ＡＭＤを患っている
患者の目の健康な周辺部分に由来する細胞を患部に移植することである。ただし、これは
有効ではあるが、治療可能な患部の大きさには限界があり、また、手術が長く、多くの高
齢患者にとって不適当である。ＡＭＤの両型に対する改良された治療を提供することが有
利であろう。
【課題を解決するための手段】
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【０００７】
　本願発明者らは、必要な細胞を特に幹細胞を用いて製造することにより、置換用網膜上
皮細胞を得て移植を行う方法を研究した。本願発明者らはこのような細胞をその上で増殖
させることができ、その細胞とともに眼に移植することのできる膜を開発した。該膜は、
網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞とその派生細胞の増殖に対して特に有用であるが、他の細胞
型も増殖させることができる。
【０００８】
　これまで、細胞の増殖は膜上で行われてきた。Ｗｉｌｌｉａｍｓほか（Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｓｃｉｅｎｃｅ：　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉ
ｃｉｎｅ　１６（２００５）１０８７－１０９２）はポリウレタン膜を用いてＲＰＥ細胞
を培養したが、通常、該膜の表面に細胞の付着を可能にするための処理が必要であること
が明らかになった。他のグループはポリエステル膜を用いた。
【０００９】
　本発明により、細胞の増殖を支持するための膜であって、実質的に非生物分解性かつ多
孔性であり、該孔の径が約０．２μｍ～０．５μｍである膜が提供される。好ましくは、
孔径は０．３μｍ～０．４５μｍである。
【００１０】
　前記膜は眼に移植された際に細胞を確実に支持し続けるようにするため、非生物分解性
である。実質的に非生物分解性であるという語は、前記膜が体内への挿入後少なくとも５
年間、より好ましくは少なくとも１０年間、さらにより好ましくは少なくとも１５年間分
解しないことを意味する。
【００１１】
　前記孔がこの径を有することにより、全ての栄養素およびタンパク質の拡散が可能であ
る一方で、前記ポリマーを通り抜けて細胞が移動することが妨げられる。
【００１２】
　孔密度は好ましくは約１×１０7～３×１０8孔／ｃｍ、より好ましくは５×１０7～１
×１０8孔／ｃｍである。この密度により、所望の水準の透過性が得られ、血管新生も可
能となる。特に、前記孔の径および密度は、前記膜の一方の側から他方の側への栄養素の
移動を可能にし、また該膜を介した血管新生を可能にする上で重要である。これは移植後
に特に重要である。前記ポリマー体はリッチな脈絡膜（ｒｉｃｈ　ｃｈｏｒｏｉｄａｌ　
ｂｅｄ）からの血管新生を受容することができる。これは眼の外側のリッチな血管床（ｒ
ｉｃｈ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｂｅｄｓ）において示されているが（Ｃａｓｓｅｌｌ　ｅｔ
　ａｌ，　２００２；　Ｐａｔｒｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ，　１９９９；　Ｓａｘｅｎａ　ｅ
ｔ　ａｌ，　１９９９；　Ｐｅｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　１９９８）、多孔性が十分である
場合にのみ起こり得る（Ｍｅｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　１９９０）。
【００１３】
　好ましくは、水力学的膜コンダクタンスは５０×１０-10ｍ　ｓｅｃ-1　Ｐａ-1超であ
る。特に、前記膜の水力学的膜コンダクタンスは好ましくは約３３ｍＬ／ｍｉｎ／ｃｍ2

である。これは８０１．２１×１０-10ｍ　ｓｅｃ-1　Ｐａ-1に等しく、若年黄斑死体ブ
ルッフ膜（ｙｏｕｎｇ　ｍａｃｕｌａｒ　ｃａｄａｖｅｒｉｃ　Ｂｒｕｃｈ’ｓ　ｍｅｍ
ｂｒａｎｅ）の水力学的透過性の
８倍である。前記人工膜は受動的な過程に完全に依存していることから、この余剰の透過
性は有用である。前記膜は上を覆っている細胞の栄養素に関する要求を満たすことができ
るとともに、ＲＰＥ層の基底側からの液体輸送の障害にならない必要もあり、そうでなけ
れば該ＲＰＥはポリマー表面から剥離してしまう。このことは、高齢者のブルッフ膜の水
力学的透過性の減少がＡＭＤにおいて色素上皮剥離を引き起こすと仮説が立てられている
ことと矛盾しない（Ｂｉｒｄ　＆　Ｍａｒｓｈａｌｌ，　１９８６）。
【００１４】
　好ましくは、前記膜は、分解されることなく、ガンマ線照射、エチレンオキシド、オー
トクレーブまたはＵＶ滅菌により滅菌されてよい。
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【００１５】
　好ましくは、前記膜は、超音波シール、高周波シールまたはインサート成形により密封
されてよい。これにより、他の層を該膜に付着させることができ、例えば、薬剤または被
覆層を該膜に付着させることができる。例えば、ＰＬＧＡ等のより強固な生物分解性の層
を付着させ、該膜に硬さを与えてそのデリバリーを補助したい場合があるかもしれない。
あるいは、薬理学的または生物学的作用物質を含有する層、または他の細胞を支持する層
を付着させてもよい。
【００１６】
　前記膜は好ましくは約１１μｍの最大厚を有する。より好ましくは、膜厚は９μｍ～１
１μｍである。前記膜の厚さは栄養素の拡散を可能にし、血管新生を可能にし、また、該
膜を眼に容易に挿入し得るように選択される。
【００１７】
　従って、実質的に非生物分解性かつ多孔性であって約１１μｍの最大厚を有する、細胞
の増殖を支持するための膜が提供される。該膜は好ましくは実質的に平面であり、その最
小寸法は好ましくは約１１μｍ未満である。その寸法における厚さは様々であってよいが
、好ましくは９μｍ～１１μｍ厚である。
【００１８】
　前記膜は好ましくは約１．５ｍｇ／ｃｍ2の最大重量を有する。より好ましくは、該膜
の重量は１．０ｍｇ／ｃｍ2～１．４ｍｇ／ｃｍ2である。該膜の最小引っ張り強さは好ま
しくは１００ｂａｒであり、これによって手術中に適切であるように十分な強度が提供さ
れる。最大引っ張り強さは好ましくは３００ｂａｒであり、同様に、これによって手術中
に膜を容易に扱うことができる。前記膜の破裂強度は好ましくは少なくとも１０ｐｓｉで
ある。
【００１９】
　好ましくは、前記膜は親水性である。これにより、膜に良好な湿潤性が与えられ、細胞
や他の望ましい被覆を容易に付着させることができる。
【００２０】
　前記膜は好ましくは４～８のｐＨを有しており、これは生理学的に許容されるｐＨであ
る。
【００２１】
　前記膜は好ましくは少なくとも一方の面に被覆を有する。該被覆は好ましくは、ラミニ
ン、マトリゲル、コラーゲン、フィブロネクチンおよびＰＬＧＡ乳酸・グリコール酸共重
合体等の、タンパク質または糖タンパク質である。該被覆はまた、被覆成分に結合した薬
理学的または生物学的作用物質も有していてよい。例えば、該被覆は、神経栄養物質、抗
炎症薬または血管新生阻害剤を含有していてもよい。
【００２２】
　特に前記被覆は、好ましくはラミニン、特にラミニン－１またはその断片、例えばＩｇ
ＶＡＶを含有する。特に該被覆は、好ましくは他のタンパク質または糖タンパク質よりも
多くのラミニン－１を含有する。該被覆は、好ましくは少なくとも３０％、より好ましく
は少なくとも４０％のラミニン、特にラミニン－１を有する。該被覆は、膜上で好ましく
は約４０～４５μｇ／ｃｍ2のラミニン－１濃度となるように塗布される。
【００２３】
　従って、ラミニン－１を含有する被覆により少なくとも一方の面がコーティングされた
、実質的に非生物分解性かつ多孔性の支持層を有する、細胞の増殖を支持するための膜が
提供される。
【００２４】
　前記膜は、好ましくは親水性ポリマーより製造される。ＵＶ光をポリマー上に照射する
ことによって疎水性ポリマーを親水性にしたものも用いてよい。特に、好ましいポリマー
の例として、ポリエチレンテレフタレート、ポリブチレンテレフタレート等のポリエステ
ル類；ポリウレタン類およびポリウレア－ウレタン類、特にポリカーボネートおよびポリ
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シロキサンを含有するもの、およびポリエステルまたはポリエーテルを基盤としたもの；
ナイロン等のポリアミド類；Ｓｙｍｐａｔｅｘ等のポリエーテル－エステル類；Ｍａｋｒ
ｏｌｏｎ等のポリカーボネート類；Ｐｅｒｓｐｅｘ等のポリアクリレート類；ポリ（テト
ラフルオロエテン）（ＰＴＦＥ）；ポリシロキサン類；ポリエチレンおよびポリプロピレ
ン等のポリオレフィン類；ならびに、ＤｕＰｏｎｔ社の商標名がＤｅｌｒｉｎ（登録商標
）として一般的に知られるポリオキシメチレン（ＰＯＭ）等が挙げられる。前記膜はポリ
エチレンテレフタレートまたはポリブチレンテレフタレートから製造されることが特に好
ましい。他の好ましい態様において、前記膜はポリエステルから製造される。
【００２５】
　前記膜は細胞の層を成長させるために有用である。該膜は好ましくは膜上に細胞の層を
有する。該細胞は該膜および細胞の用途に応じて選択されたどのような細胞であってもよ
い。細胞の種類は単層で増殖し得るものであればどのような細胞であってもよく、網膜細
胞、皮膚細胞および内皮細胞、ならびに人工多能性幹細胞等が挙げられる。該細胞は各種
の供給源に由来するものであってよく、例えば個人から採取された自家細胞であって、そ
の個人へ移植し戻すものであってよく、またはその用途に対して特異的に増殖させた細胞
であってもよい。前記細胞は幹細胞、特にヒト胚性幹細胞に由来したものであってよい。
細胞が胚性幹細胞に由来したものである場合、該細胞は非胚性の供給源、例えば細胞バン
ク等から入手可能であることが好ましい。好ましい一態様において、ヒト胚性幹細胞は胚
性多能性幹細胞である。より好ましくは、本発明のヒト胚性幹細胞はヒト胚の破壊以外の
手段、例えばＬｏｎｚａ　ｅｔ　ａｌ，　Ｎａｔｕｒｅ，　４４４：４８１－４８５，　
Ｎｏｖ．　２００６に開示されているｈＥＳＣの単離の方法によって得られる。細胞はＡ
ＲＰ－１９細胞等の不死化細胞であってよい。特に、本発明は変性疾患、特に網膜の変性
疾患の治療に対して有用である。従って、前記細胞は網膜色素上皮細胞（ＲＰＥ細胞）ま
たは関連する細胞、例えば分化してＲＰＥ細胞を形成する細胞、もしくはＲＰＥ細胞（網
膜派生細胞）の分化により形成される細胞、またはそれらの前駆細胞であってよい。この
ような細胞には光受容細胞、水平細胞、アマクリン細胞または網膜神経節細胞が含まれ得
る。それら以外の高度に分化した細胞を用いてもよい。
【００２６】
　前記の膜および細胞層は好ましくは少なくとも３ｍｍ×５ｍｍの長さおよび幅を有する
。好ましくは該膜および細胞層は少なくとも４ｍｍ×６ｍｍである。
【００２７】
　前記細胞を前記膜に付着させる際には、細胞を高密度で播種することが、細胞の脱分化
の可能性を減ずるために有利である。理想的には、細胞は少なくとも２０００００細胞／
ｃｍ2、より好ましくはおよそ２５００００細胞／ｃｍ2の密度、または例えば３００００
０もしくは３５００００細胞／ｃｍ2等の高密度で播種されるべきである。
【００２８】
　従って、細胞のコロニーを支持するための多孔性かつ非生物分解性の膜であって、該膜
が少なくとも一方の面に細胞の層を有し、該細胞が少なくとも２０００００細胞／ｃｍ2

の密度で播種される膜が提供される。
【００２９】
　また、膜上に細胞を播種する方法であって、該細胞を該膜上に２０００００細胞／ｃｍ
2以上の密度で播種する工程を含む方法が提供される。
【００３０】
　前記膜は好ましくは本発明の膜である。さらに、前記細胞は好ましくはＲＰＥ細胞等の
高度に分化した細胞である。
【００３１】
　また、細胞のコロニーを支持するための本発明の膜の使用が本発明により提供される。
【００３２】
　さらに、治療における使用のための本発明の膜が提供される。特に、加齢黄斑変性、網
膜裂孔、黄斑変性、コロイデレミア（ｃｈｏｒｏｉｄｅｍｉａ）、レーバー先天黒内障（
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Ｌｅｂｅｒ　Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ　Ａｍａｒｏｓｉｓ）、およびシュタルガルト病の治
療における前記膜の使用が提供される。
【００３３】
　また、
　　ａ）ヒト胚性幹細胞をマイトマイシンＣで不活性化したマウス胎児線維芽細胞（ＭＥ
Ｆ）フィーダーとともに少なくとも１．２×１０4／ｃｍ2の播種密度で播種するか、また
はヒト線維芽細胞フィーダーとともに少なくとも６×１０3／ｃｍ2の播種密度で播種する
工程；および
　　ｂ）前記細胞を次の成分またはその同等物を含有する培地内で維持する工程：２０％
ノックアウト血清代替物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）添加高グルコース（４．８ｇ／Ｌ）ノ
ックアウトダルベッコ修飾イーグル培地（ＤＭＥＭ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、１％非必
須アミノ酸溶液、１ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、４ｎｇ／ｍｌ　ヒ
トｂＦＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）および０．１ｍＭ　β－メルカプトエタノール（Ｓ
ｉｇｍａ）；
を含む、細胞培養のための方法が提供される。
【００３４】
　増殖中の細胞には好ましくは１日おきに培地を供給する。好ましくは継代後１０日目に
培地の供給様式を毎日の供給ルーチンに変え、ヒト塩基性線維芽細胞成長因子を含まない
培地を用いる。
【００３５】
　増殖中の細胞は好ましくは少なくとも３０日間、より好ましくは少なくとも３５日間培
養する。
【００３６】
　前記培地は好ましくは少なくとも１５％、より好ましくは少なくとも１８％、または少
なくとも２０％のＫＳＲを含有する。さらに、該培地は好ましくはプラスマネート、ヒト
ＬＩＦおよび／またはｂＦＧＦを含有しない。
【００３７】
　細胞は色素性病巣（ｐｉｇｍｅｎｔｅｄ　ｆｏｃｉ）を形成する。好ましくは該病巣を
取り出し、細胞外マトリクス上に配置して、その単層を付着させ、展開させる。
【００３８】
　以下、本発明を、例として図面を参照して詳細に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】図１に、移植後１ヶ月のブタの眼のｉｎ　ｓｉｔｕにおけるＨＥＳＣ－ＲＰＥを
用いた生体高分子パッチを示す（Ａ）。Ｂ：Ａの光学マイクロ写真であって、生体高分子
上のＨＥＳＣ－ＲＰＥに隣接する内部／外部セグメントを有する光受容体を示す。Ｃ：ポ
リマーのみをブタの眼に移植した場合を示し、光受容体は変性している。染色：クレジル
バイオレット。スケールバー：Ａ，１ｍｍ；Ｂ，１００μｍ。これは、前記高分子のｉｎ
　ｖｉｖｏにおける生体適合性と、生存可能な光受容体を維持するのにＲＰＥ細胞の前記
単層が必須であることとを示している。
【図２】図２は、生存１ヶ月のブタの眼における生体高分子上のＨＥＳＣ－ＲＰＥの共焦
点像である。ＨＥＳＣ－ＲＰＥは、均一な色素性のシートを、ブタ光受容体（ロドプシン
、ＦＩＴＣ）に隣接してブタＲＰＥを覆うように形成している。一部の光受容物質がＨＥ
ＳＣ－ＲＰＥ細胞内に存在する（Ａ）。Ｂは、ドナーＲＰＥ細胞がＲＰＥ６５（ＴＲＩＴ
Ｃ）を発現することを示す。これは、移植されたＨＥＳＣ－ＲＰＥがｉｎ　ｖｉｖｏで正
常に機能することを示している。
【図３】３週齢のジストロフィーＲＣＳラットに移植されたＨＥＳＣ－ＲＰＥを、５週間
のシクロスポリン投与後に分離したものを示す。移植されたヒト細胞は独自の抗ヒト表面
マーカー（ＨＳＭ）抗体で赤く標識されている。ＨＥＳＣ－ＲＰＥ由来細胞の標識された
突起（ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）は外境界膜を通過し、宿主のシナプス層と一体となっている
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。Ａの枠内の部分を拡大したものをＢに示す。これは、移植された細胞が、移植を受けた
眼において、（同種の動物の移植を受けていない眼と比較して）良好な水準の視覚機能を
維持し得たということを示している。本願発明者らの視線運動性装置（ｏｐｔｏｋｉｎｅ
ｔｉｃ　ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ）を用いた視力についてはサイクル／度（ｃ／ｄ）で表され
ている。
【図４】各種の膜上における細胞の増殖を示す。
【発明を実施するための形態】
【実施例１】
【００４０】
膜の作製
　ポリエステルの薄膜を原子炉からの平行な荷電粒子（ｃｏｌｌｉｍａｔｅｄ，　ｃｈａ
ｒｇｅｄ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ）に曝露する。これらの粒子が該ポリエステル材料を通過
する際、感光跡（ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ　ｔｒａｃｋｓ）が残る。次いで、これらのポリ
マー上の跡をエッチング液で溶解し、円筒形の孔を形成する。該エッチング液の温度およ
び強度、およびそれに対する曝露時間を変え、孔径を正確に調節する。
【００４１】
　その結果得られる膜は薄く、半透明で、微小孔を有するポリエステルフィルムであり、
径および数が調節された孔を持つ、滑らかで平坦な表面を有している。
【００４２】
ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）からのヒト網膜色素上皮細胞（ｈＲＰＥ）の製造
細胞培養
　ｈＥＳＣを、０．１％ゼラチンで被覆されたフラスコ内で維持し、マイトマイシンＣ不
活性化マウス胎児線維芽細胞（ＭＥＦ）フィーダー（１．２×１０4／ｃｍ2の播種密度）
または同等のヒト線維芽細胞フィーダーとともに播種する。細胞を、次の成分からなる塩
基性ＨＥＳＣ培地内で維持する：２０％ノックアウト血清代替物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）添加高グルコース（４．８ｇ／Ｌ）ノックアウトダルベッコ修飾イーグル培地（ＤＭＥ
Ｍ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、１％非必須アミノ酸溶液、１ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）、４ｎｇ／ｍｌ　ヒトｂＦＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）および０．
１ｍＭ　β－メルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）。ＨＥＳＣ株は凍結保存から取り出し
たらすぐに、７４継代まで、１日おきに培地を替えながら維持する。細胞は定期的に分割
し（１：５）、未分化ＨＥＳＣのコロニーを維持する。（これはＳＳＥＡ３、ＳＳＥＡ４
，ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１８１のマーカーに対する染色によって評価した。シ
ェフィールド大学におけるルーチンのスクリーニングにより、使用したＨＥＳＣが正常な
核型（Ｓｈｅｆ１（４６ＸＹ）およびＳｈｅｆ７（４６ＸＸ））のものであることを確認
した。
【００４３】
ＨＥＳＣ－ＲＰＥの分化および展開
　本願発明者らは、ＭＥＦ上でｈＥＳＣコロニーが超コンフルエント（ｓｕｐｅｒｃｏｎ
ｆｌｕｅｎｔ）になればｈＥＳＣ－ｈＲＰＥが確実に形成されることを見出した。個々の
ｈＥＳＣコロニーの境界が融合したら（継代１０日後）、培地の交換様式を１日おきから
毎日へと変更し、前記に詳細を示した塩基性ｈＥＳＣ培地を用いる（ｂＦＧＦ非含有）。
この因子を培地から取り除いたのは、ｂＦＧＦとＲＰＥの特異化の抑制との間に関連が報
告されているためである。色素性病巣は、超コンフルエントなｈＥＳＣ培養物内に、培地
供給様式を毎日にしてから１～２週間後に現れる。
【００４４】
　色素性病巣が形成されたら、それをガラス製パスツールピペットの先端およびマイクロ
手術用の刃を使用して機械的に切除する。この手法は病巣が少なくとも１ｍｍの直径で得
られた場合にのみ実用的である。この手順においては周囲の非色素性材料を切り離すこと
に最大限の努力を払い、その後、色素性病巣を、増殖因子を減少させたマトリゲル（登録
商標）（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、１：３０希釈）またはラミニンで被覆された３
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５ｍｍの組織培養皿上に配置する。各皿に計１０個の色素性病巣を配置し、ＲＰＥ細胞を
マトリゲル上でさらに３５日間（すなわち、ｂＦＧＦを含まない塩基性ＨＥＳＣ培地内で
５週間）展開させる。この段階において、培地の交換は２～３日ごとに行う。この時間枠
は２～３ｍｍの範囲の色素性細胞の単層のシートを生ずるのに十分である。この方法を用
い、ＲＰＥのシート（１ｃｍに近い）を、本願発明者らの研究室においてｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏで４ヶ月間まで維持した。
【００４５】
　当該分野で公知の他の分化法および技術を用いて対象とする細胞を製造してもよく、そ
の例としてＲＰＥ細胞をｋｈＥＳ－１およびｋｈＥＳ－３細胞株から得る方法（Ｏｓａｋ
ａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００８）　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，　２６，　２
１５－２２４）およびＲＰＥ細胞をＨ１、Ｈ７およびＨ９細胞から得る方法（Ｋｌｉｍａ
ｎｓｋａｙａ　ｅｔ　ａｌ．，　（２００４）　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｓｔｅｍ　ｃ
ｅｌｌｓ，　６，　２１７－２４５）が挙げられる。
【００４６】
ヒトＥＳ細胞の膜上への播種およびその後の培養の方法
細胞の回収：
　滅菌したメスを用いて組織培養フラスコ内で色素性細胞塊周辺を切断し、それらを非色
素性細胞集団から分離する。次いで、該細胞塊をピペットチップまたは滅菌済ガラスピペ
ットを用いて取り出す。一部の例では、これを行う際に同時に吸引を行うことにより、細
胞塊を掻き裂いて取り易くする。
【００４７】
　次いで色素性細胞塊をその増殖培地とともにエッペンドルフチューブに回収する。細胞
塊がしっかりと沈殿するように１２，０００ｒｐｍ～１３，５００ｒｐｍで３～５分間遠
心分離を行い、その後、培地を分離溶液に交換する。該分離溶液は次のように構成される
：９０％非酵素的細胞分離溶液（ＰＢＳ中；カルシウムまたはマグネシウム非含有）（Ｓ
ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、および０．２５％トリプシン。残余はカルシウムまたはマ
グネシウム非含有のダルベッコリン酸緩衝食塩水である。細胞塊をこの分離溶液中で３７
℃において５～１５分間インキュベートする。
【００４８】
　ピペットを用いて、色素性細胞塊が分解するまで細胞塊を細かく粉砕する。１２，００
０ｒｐｍ～１３，５００ｒｐｍで５分間、再度遠心分離を行う。ペレットを巻き上げない
ようにしながら分離溶液を吸引する。ここで増殖培地を添加し、細胞ペレットを粉砕によ
り再懸濁する。この段階で細胞密度を、血球計算機を用いて測定し、それにより播種密度
を計算する。
【００４９】
　膜の作製：
　層流フードＵＶランプ（ｌａｍｉｎａｒ　ｆｌｏｗ　ｈｏｏｄ　ＵＶ　ｌａｍｐ）を片
面に対して用いて膜を滅菌する。その後、膜を培養皿内に配置し、適切なインサートを用
いてそれを押さえる。次いで、この構成を用い、膜を１：３０マトリゲル（ＢＤ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ）で３７℃にて３０分間（厚ゲル法）または４℃にて一晩（薄ゲル法）
被覆する。ラミニンも表面濃度１～１０μｇ／ｃｍ2でうまく用いた。ラミニンの利点は
、ヒトラミニンが市販されており、臨床グレードの規格（Ｌｅｉ　ｅｔ　ａｌ，　２００
７）を達成するために重要な異種成分不含（ｘｅｎｏ－ｆｒｅｅ）法が可能なことである
。
【００５０】
　前記膜のパッチをブタの眼およびラットの目に移植した。移植の結果を図１～３に示す
。図１に、移植後１ヶ月のブタの眼のｉｎ　ｓｉｔｕにおけるＨＥＳＣ－ＲＰＥを用いた
生体高分子パッチを示す。これは、前記高分子のｉｎ　ｖｉｖｏにおける生体適合性と、
生存可能な光受容体を維持するのにＲＰＥ細胞の前記単層が必須であることとを示してい
る。
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　図２に、生存１ヶ月のブタの眼における生体高分子上のＨＥＳＣ－ＲＰＥの像を示す。
これは、移植されたＨＥＳＣ－ＲＰＥがｉｎ　ｖｉｖｏで正常に機能することを示してい
る。
【００５２】
　図３に、３週齢のジストロフィーＲＣＳラットに移植されたＨＥＳＣ－ＲＰＥを、５週
間のシクロスポリン投与後に分離したものを示す。これは、移植された細胞が、移植を受
けた眼において、（同種の動物の移植を受けていない眼と比較して）良好な水準の視覚機
能を維持し得たということを示している。視力は本願発明者らの視線運動性装置（ｏｐｔ
ｏｋｉｎｅｔｉｃ　ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ）を用いて測定され、サイクル／度（ｃ／ｄ）で
表されている。
【実施例２】
【００５３】
膜への播種
　ＲＰＥ細胞を膜上に各種密度で播種し、高度に分化した細胞の播種の最適密度を調べた
。細胞は、色素形成や敷石状形態等のＲＰＥ細胞の特徴について観察した。結果を次の表
に示す。
【００５４】
【表１】

【実施例３】
【００５５】
各種膜上における細胞の増殖
　多数の異なる膜について、細胞の増殖を支持する能力を試験した。結果を次の表に示す
。
【００５６】
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【表２】

【実施例４】
【００５７】
ＲＰＥ細胞の増殖
　形態：透明ポリマーについては、形態を、位相差機能付倒立顕微鏡（ｐｈａｓｅ　ｃｏ
ｎｔｒａｓｔ　ｅｎａｂｌｅｄ　ｉｎｖｅｒｔｅｄ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）上での生細
胞像キャプチャを用いて評価した。不透明ポリマーについては、形態を、結合マーカー（
ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｍａｒｋｅｒｓ）（通常はＺＯ－１）に対する免疫染色により評
価した。
【００５８】
細胞増殖の試験：
　光学顕微鏡検査、共焦点顕微鏡を用いた免疫化学、電子顕微鏡検査、および細胞生死判
別試験を併用して、細胞増殖を評価した。
【００５９】
細胞生死判別試験（Ａｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅアッセイ）：
　ＰＬＧＡについては各種ポリウレタンポリマーを組織培養用の市販のインサートに結合
させた。簡単に述べると、もとのフィルターを切り出し、残余の材料をサンドペーパーで
取り除いた。ＰＢＳで十分にすすぎ、実験用ポリマーを家庭用シアノアクリレート接着剤
（Ｌｏｃｔｉｔｅ、Ｈｅｎｋｅｌ社、Ａｖｏｎ、Ｏｈｉｏ）でインサート上にマウントし
た。ポリウレタンを基盤としたポリマーの適合性を試験するために、Ａｌｍａｒ　ｂｌｕ
ｅ細胞生死判別試験を行い、生細胞の密度を次のように測定した。このアッセイは次のよ
うに行われた。細胞を血清添加培地を用いて低密度で各表面上に播種し、最適に付着させ
る。細胞を３７℃で２４時間インキュベートして十分に付着させる。それを無血清培地で
２回リンスして付着していない細胞を洗い落とし、次いで無血清培地中で少なくとも１２
～２４時間インキュベートして細胞を同期（ｓｙｎｃｈｒｏｎｉｓｅ）させる。そして、
該培養物を所望の時間増殖させる。測定を行うため、培養物をフェノールレッドを含まな
いＨａｎｋの平衡塩類溶液（ＰＲＦ－ＨＢＳＳ）で一度リンスした後、ＰＲＦ－ＨＢＳＳ
中のＡｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅの１０％溶液を一定量適用する。該培養物を３７℃で４５分
間インキュベートする。上清は生細胞の数に応じて青から蛍光赤色に変化する。上清を９
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６穴プレートに回収し、プレートリーダーで蛍光（励起５３０～５６０ｎｍ、発光５９０
ｎｍ）を分析した。各種材料のＡｌｍａｒ　ｂｌｕｅ細胞生死判別試験の結果を下表に示
す。さらに、ポリウレタン類およびポリエステル上における細胞増殖を比較した結果を図
４に示す。ポリウレタンを基盤とした全ての前記ポリマーは、本願発明者らのポリエステ
ルフィルターと比べ、細胞増殖の減少を示した。
【００６０】
【表３】

【００６１】
　免疫細胞化学および共焦点顕微鏡検査により、ポリウレタンを基盤としたポリマー類の
ほとんどにおいて細胞が極めてまばらにしか存在しないことが示され、これらの発見が確
認された。前記のポリウレタンを基盤としたポリマー類（固体ポリマー）のうちの１つで
は良好な細胞増殖と結合染色（ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）が見られたが
、細胞のシートがポリマー表面から容易に剥がれた。
【００６２】
　前記アッセイの結果から明らかなのは、上記の表に示されるように、前記ポリエステル
が他の考えうる膜材料に対して有意な利点を有しているということである。
【００６３】
ＰＬＧＡ法：
　ＰＬＧＡ膜はＥ．Ｂ．ＬａｖｉｋおよびＲ．Ｌａｎｇｅｒ（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏ
ｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＭＩＴ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓ
ｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ）より快く提供していただいた。ＰＬＧＡ材料は最初にＲｅｓｏｍ
ｅｒ（登録商標）５０３Ｈ（ベーリンガーインゲルハイム、インゲルハイム、ドイツ）と
して購入され、非対称ＰＬＧＡ膜がこれらの著者らの記載（Ｌｕ　ｅｔ　ａｌ，　２００
０ａ　ａｎｄ　２０００ｂ；　Ｌａｖｉｋ　ｅｔ　ａｌ，　２００１　ａｎｄ　２００２
）の通り合成された。この非対称プロファイルにより、平滑な上面への細胞の付着が可能
でありながらも、細胞がポリマーの多孔性の下面を介して基底部の環境とやりとりを行う
ことが可能となる。
【００６４】
　もとの膜を除いた後、ＰＬＧＡ非対称膜を６．５ｍｍ　Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｔｒａｎｓｗ
ｅｌｌ（登録商標）インサートにマウントした。マウントは家庭用シアノアクリレート接
着剤（Ｌｏｃｔｉｔｅ、Ｈｅｎｋｅｌ社、Ａｖｏｎ、Ｏｈｉｏ）を用いて達成された。各
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面を層流フード（ｌａｍｉｎａｒ　ｆｌｏｗ　ｈｏｏｄ）内でＵＶランプに３０～６０分
間曝露することによりこれらのインサートを滅菌した。継代２８のＡＲＰＥ－１９細胞を
膜上に９０，０００細胞／ｃｍ2の密度で播種した。
【００６５】
　他のシリーズでは、非対象ＰＬＧＡ膜を空のインサート上にマウントした（上記同様）
。該インサートおよび組織培養ポリスチレン皿（コントロール用）を標準的な使用濃度の
ラミニン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、マウスＥｎｇｅｌｂｒｅｔｈ－Ｈｏｌｍ－Ｓｗ
ａｒｍ腫瘍由来）で被覆した。次いで、皿およびインサートの両者にｐ３０　ＡＲＰＥ１
９を１８０，０００細胞／ｃｍ2のより高密度で播種し、コンフルエントになるまでの時
間を短縮した。培養を、週２回のＤＭＥＭ高グルコースを基盤としたＲＰＥ培地で維持し
た。
【実施例５】
【００６６】
被覆
ＨＥＳＣ培養法：
　ＨＥＳＣ株Ｓｈｅｆ１およびＳｈｅｆ７を０．１％ゼラチンで被覆されたフラスコ内で
維持し、不活性化マウス胎児線維芽細胞（ＭＥＦ）フィーダー（Ｄｒａｐｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ，　２００２）を播種した。細胞を、２０％ノックアウト血清代替物（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）添加高グルコースノックアウトダルベッコ修飾イーグル培地（ＤＭＥＭ、Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）、１％非必須アミノ酸溶液、１ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）、４ｎｇ／ｍｌ　ヒトｂＦＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）および０．１ｍＭ　β
－メルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）を基盤とした塩基性ＨＥＳＣ培地中で維持した。
ＨＥＳＣ株は凍結保存から取り出したらすぐに、７４継代まで、１日おきに培地を替えな
がら維持した。細胞は定期的に分割し（１：４）、未分化ＨＥＳＣのコロニーを維持した
。
【００６７】
　次の被覆を、特に断りが無い限りそれらの製造者の標準的なプロトコルに従って施した
：マトリゲル（１：３０）、ラミニン、コラーゲンＩＶ、ヒトコラーゲンＩ、Ｐｕｒａｍ
ａｔｒｉｘ（登録商標）、プラスマネート、ポリ－Ｌ－リジン、およびコントロールとし
て非被覆。簡単に述べると、各被覆を４℃で解凍し、ＰＢＳまたは無血清培地中で希釈し
た。各製造者のガイドラインに従い、プレート／インサートを４℃、室温または３７℃で
被覆した。次いでマトリクス溶液を除去し、標準的な手順に従ってプレートを洗浄または
空気乾燥した。ＨＥＳＣ－ＲＰＥコロニー（一次コロニー）を培養フラスコから切り出し
、培地中に入れ、次いでそれを該プレート／インサート上に播種した。
【００６８】
　培養物の直接的な観察によりＨＥＳＣコロニーの付着およびその展開を評価した。播種
後２４時間から７２時間までの新しく播種されたＨＥＳＣを観察したところ、マトリゲル
およびラミニンのみでＨＥＳＣ－ＲＰＥコロニーの付着が起こったことが明らかになった
。すなわち、コロニーがよく固定され、培地で激しくリンスしてもコロニーが剥がれる傾
向が見られなかった。ヒトのペプシン処理済胎盤ラミニンのバッチの１つではＨＥＳＣ－
ＲＰＥコロニーの固定化が達成されたが、他のバッチでは失敗した。他の全ての被覆（コ
ラーゲンＩＶ、ヒトコラーゲンＩ、ポリ－Ｌ－リジン、Ｐｕｒａｍａｔｒｉｘ（登録商標
）、プラスマネート）は、これに関して完全に失敗であった。
【実施例６】
【００６９】
Ｓｈｅｌｆ１　ＨＥＳＣからのＲＰＥの培養
細胞培養
　Ｓｈｅｌｆ１　ＨＥＳＣを０．１％ゼラチンで被覆されたＴ２５フラスコ内で維持し、
ヒト線維芽細胞フィーダー（Ｔ２５（９×１０3／ｃｍ2）あたり最適播種密度：２．２５
×１０5細胞）を播種する。細胞を、次の成分からなる塩基性ＨＥＳＣ培地内で維持する
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：２０％ノックアウト血清代替物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）添加高グルコース（４．８ｇ
／Ｌ）ノックアウトダルベッコ修飾イーグル培地（ＤＭＥＭ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、
１％非必須アミノ酸溶液、１ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、４ｎｇ／
ｍｌ　ヒトｂＦＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）および０．１ｍＭ　β－メルカプトエタノ
ール（Ｓｉｇｍａ）。Ｓｈｅｌｆ１　ＨＥＳＣを凍結保存から取り出した後は１日おきに
培地を替え、定期的に分割し（１：４）、未分化ＨＥＳＣのコロニー（ＳＳＥＡ３、ＳＳ
ＥＡ４，ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１８１のマーカーに対する染色によって評価）
を維持した。
【００７０】
ＨＥＳＣ－ＲＰＥの分化および展開
　本願発明者らは、Ｓｈｅｌｆ１　ＨＥＳＣコロニーをフィーダー上で超コンフルエント
にするとＨＥＳＣ－ＲＰＥが確実に形成されることを見出した。個々のＨＥＳＣコロニー
の境界が融合したら（継代約１０日後）、培地の交換様式を１日おきから毎日へと変更し
、前記に詳細を示した塩基性ＨＥＳＣ培地を用いる（ｂＦＧＦ非含有）。この因子を培地
から取り除いたのは、ｂＦＧＦとＲＰＥの特異化の抑制との間に関連が報告されているた
めである。色素性病巣は、超コンフルエントなＨＥＳＣ培養物内に、培地供給様式を毎日
にしてから１～２週間後に現れる。
【００７１】
　細胞をさらに５週間培養後、色素性病巣をガラス製パスツールピペットの先端およびマ
イクロ手術用の刃を使用して機械的に切除する。この手法は病巣が少なくとも１ｍｍの直
径で得られた場合にのみ実用的であるため、５週間よりも長く培養した細胞に対して有利
であると思われる。この手順においては周囲の非色素性材料を切り離すことに最大限の努
力を払い、その後、色素性病巣を、ラミニン－１で被覆された３５ｍｍの組織培養皿上に
配置する。各皿に計１０～２０個の色素性病巣を配置することができ、ＲＰＥ細胞を２ｍ
ｌの培地内でさらに３５日間（すなわち、ｂＦＧＦを含まない塩基性ＨＥＳＣ培地内で５
週間）展開させる。この段階において、培地の交換は２～３日ごとに行う。この時間枠は
２～３ｍｍの範囲の色素性細胞の単層のシートを生ずるのに十分である。
【００７２】
　この方法は他の発表済のプロトコルと次の点で異なる：１．本願発明者らはより高度に
標準化された濃度のＫＳＲ（Ｌａｎｚａのグループによる８～１５％の各種濃度に対して
本発明においては２０％）ＳＴＡＴＥＭＥＮＴを用いる。２．本願発明者らは、超コンフ
ルエントなＨＥＳＣ培養物からのＲＰＥ細胞の製造において、プラスマネート、ヒトＬＩ
ＦまたはｂＦＧＦを使用しない。
【００７３】
ＨＥＳＣ－ＲＰＥの分離および懸濁
　色素性ＨＥＳＣ－ＲＰＥを、フィーダー上のＨＥＳＣ－ＲＰＥコロニー（継代０）を含
むＴ２５フラスコ、またはフィーダー上の展開しつつあるＨＥＳＣ－ＲＰＥシート（継代
１）のいずれかから回収した。細胞を移す際にはその周囲を滅菌済マイクロブレードで切
断し、滅菌済ピペットチップで細胞を取り外した。その後、ＨＥＳＣコロニー／シートを
吸引し、さらなる使用の際までＨＥＳ培地　－ｂＦＧＦ（ｂＦＧＦ非含有）中に懸濁した
。
【００７４】
　所望の量の塊をその増殖培地とともにチューブ内に入れ、２４００～３６００ｒｐｍで
５分間遠心分離することで、上清培地の除去を可能にした。遠心分離を必要に応じて繰り
返し、次のように溶液を交換できるようにした：細胞をＰＢＳで２回洗浄し、次いで３７
℃で２０分間、９０％非酵素的分離溶液（ＰＢＳ中；Ｓｉｇｍａ　＃Ｃ５９１４）および
１０％トリプシン　１０×（ＰＢＳ中；ブタ膵臓由来トリプシン，Ｓｉｇｍａ；最終トリ
プシン濃度０．２５％）の中でインキュベートした。このインキュベート期間の後、細胞
を十分に粉砕して完全に懸濁する。すなわち、視認できる細胞塊が無い状態にする。さら
に遠心分離を行って分離バッファーを除去できるようにし、その後細胞をＨＥＳ培地　－
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ｂＦＧＦ中に再懸濁し、さらなる使用の際まで３７℃のインキュベーター中に置いた。
【００７５】
ポリマーシートの培養インサート上への設置
　孔径０．４μｍ、孔密度約１×１０8孔／ｃｍ2の１３ｍｍのポリエステルフィルターデ
ィスクを、もとのフィルターの代わりに、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌインサートに生物学グレー
ドのビニルを基盤としたシリコーンエラストマー（Ｋｗｉｋ－Ｓｉｌ，Ｗｏｒｌｄ　Ｐｒ
ｅｃｉｓｉｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｉｎｃ．，Ｓａｒａｓｏｔａ，Ｆｌｏｒｉｄ
ａ）を用いて付着させた。インサートは５～１２μｍ厚の範囲であった。ポリエステルは
１．２ｍｇ／ｃｍ2の重量であった。インサートはＰＢＳ中で１回洗浄し、風乾し、層流
フード内でＵＶランプによる３０分間の照射を各面に対して行って滅菌した。次いで、滅
菌済インサートを無菌層流フード内に貯蔵した。
【００７６】
作製した培養インサートの被覆、および該培養インサートへの播種
　滅菌済インサートを、１：３０希釈したラミニン－１により、３０分間３７℃で被覆し
た。ラミニン（４３μｇ／ｃｍ2の濃度で３７℃、３０分間インキュベート）。ラミニン
は細胞播種直前に吸引した。ＨＥＳＣ－ＲＰＥ懸濁液の細胞密度は、Ｎａｕｂａｕｅｒ（
登録商標）Ｈａｅｍｏｃｙｔｏｍｅｔｅｒを１：１希釈Ｔｒｙｐａｎ　Ｂｌｕｅとともに
用いて測定した。Ｔｒｙｐａｎ　Ｂｌｕｅ染色を用いて細胞の生死を確認したところ、ど
のケースにおいても９３％超であった。細胞を２００，０００～４００，０００細胞／ｃ
ｍ2の最適密度で播種した。播種した細胞を少なくとも２４時間、典型的には４８時間付
着させてから最初の培地交換を行った。以降は培地を毎週３回交換した。

【図１】 【図２】
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