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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動物由来組織に、媒体中で１００～１５００ＭＰａの静水圧を印加する印加工程と、
　前記静水圧を印加した動物由来組織を、界面活性剤を含有する洗浄液で洗浄する洗浄工
程と、を有し、
　前記界面活性剤の含量は、前記洗浄液全体に対して０．０１～３．００質量％である、
脱細胞組織の製造方法。
【請求項２】
　前記印加工程と、前記界面活性剤を含有する洗浄液で洗浄する洗浄工程との間、又は、
前記界面活性剤を含有する洗浄液で洗浄する洗浄工程の後に、前記動物由来組織を、核酸
分解酵素を含有する洗浄液で洗浄する洗浄工程を有する請求項１記載の脱細胞組織の製造
方法。
【請求項３】
　前記界面活性剤が、アルキルスルホン酸塩、アルキル硫酸エステル塩、ポリオキシエチ
レンアルキル硫酸エステル塩、α－スルホ脂肪酸エステル塩、ポリオキシエチレンアルキ
ルエーテル、ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル及びアルキル（ポリ）グリコ
シドから選択される１種以上の界面活性剤である請求項１又は２に記載の脱細胞組織の製
造方法。
 
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、再生医療に好適に使用できる脱細胞組織の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　他人の生体組織由来の移植片を移植する場合、被移植者側組織による移植片の拒絶反応
が問題となる。このような問題の解決方法として、人工組織の開発が期待されている。素
材として種々の高分子が試されているが、これら素材と生体組織との適合性が低いため、
移植片と生体組織との接合部位における脱落や感染症が発生する場合がある。そこで、生
体組織との適合性を向上すべく、生体組織から細胞を除却して残存する支持組織である脱
細胞化生体組織を移植片として使用する技術が開発されてきた。特別な装置を使用するこ
となく、効率的に生体組織から細胞を除去できることから、界面活性剤による脱細胞方法
（例えば、特許文献１～３を参照）が広く行われている。しかしながら、界面活性剤によ
る脱細胞方法では、組織に対するダメージが大きく、脱細胞化された組織の力学的な強度
が大きく低下し、特に肝臓、腎臓、肺等では、移植時に臓器の損傷が起きるおそれがあっ
た。一方、超高静水圧処理による脱細胞方法（例えば、特許文献４～６を参照）が知られ
ているが、処理後の細胞片や核酸の洗浄に長時間を要したり、大型の臓器の場合には洗浄
が十分に行えなかったりという問題があった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】特開昭６０－５０１５４０号公報
【特許文献２】特表２００３－５１８９８１号公報
【特許文献３】特表２００９－５０５７５２号公報
【特許文献４】特開２００４－０９４５５２号公報
【特許文献５】国際公開第２００８／１１１５３０号パンフレット
【特許文献６】特表２０１３－５０２２７５号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明が解決しようとする課題は、組織に対するダメージが少ない脱細胞化組織を製造
する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、動物由来の生体組織の、界面活性剤による処理の前に、超高静水圧を印
加することにより、界面活性剤によるダメージが軽減されることを見出し、本発明を完成
するに至った。即ち本発明は、動物由来組織に、媒体中で３００～１５００ＭＰａの静水
圧を印加する工程、当該動物由来組織を、界面活性剤を含有する洗浄液で洗浄する工程を
有する脱細胞組織の製造方法である。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明により、組織に対するダメージが少ない脱細胞化組織を製造する方法が提供され
る。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　以下、本発明について詳細に説明する。
【０００８】
〔動物由来組織〕
　本発明の脱細胞化組織の製造方法に使用する動物由来組織（生体組織ともいう。）は、
脊椎動物由来の細胞を有する生体組織であれば、特に限定されないが、拒絶反応が少ない
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ことから、哺乳類又は鳥類由来の生体組織が好ましく、入手が容易であることから、哺乳
類の家畜、鳥類の家畜又はヒト由来の生体組織が更に好ましい。哺乳類の家畜としては、
ウシ、ウマ、ラクダ、リャマ、ロバ、ヤク、ヒツジ、ブタ、ヤギ、シカ、アルパカ、イヌ
、タヌキ、イタチ、キツネ、ネコ、ウサギ、ハムスター、モルモット、ラット、マウス、
リス、アライグマ等が挙げられる。また、鳥類の家畜としては、インコ、オウム、ニワト
リ、アヒル、七面鳥、ガチョウ、ホロホロ鳥、キジ、ダチョウ、ウズラ等が挙げられる。
これらの中でも、入手の安定性から、ブタ、ウサギ、ヒトの生体組織が好ましい。
【０００９】
　生体組織の部位としては、細胞外にマトリックス構造を持った部位が使用でき、このよ
うな部位としては、例えば、肝臓、腎臓、尿管、膀胱、尿道、舌、扁桃、食道、胃、小腸
、大腸、肛門、膵臓、心臓、血管、脾臓、肺、脳、骨、脊髄、軟骨、精巣、子宮、卵管、
卵巣、胎盤、角膜、骨格筋、腱、神経、皮膚等が挙げられる。生体組織の部位として、組
織再生の効果が高いことから軟骨、骨、肝臓、腎臓、心臓、肺、脳、及び脊髄が好ましい
。生体組織は採取後、腐敗や機能の低下を防ぐための処理を行うことが好ましい。このよ
うな処理としては、薬剤による殺菌処理、冷凍による凍結処理等が挙げられ、組織へダメ
ージが少ないことから凍結処理が好ましい。
【００１０】
〔印加工程〕
　本発明の製造方法では、動物由来組織に媒体中で１００～１５００ＭＰａの静水圧を印
加する。印加する静水圧が１００ＭＰａよりも低い場合には、界面活性剤を含有する洗浄
液する工程での組織へのダメージが大きくなり、１５００ＭＰａを超える場合は印加に耐
えられる圧力容器が必要であり、多大なエネルギーを要するとともに、印加に用いる媒体
が水性媒体の場合には氷が生成しやすくなる。印加する静水圧は３００～１３００ＭＰａ
が好ましく、５００～１２００ＭＰａが更に好ましく、７００～１１００ＭＰａが最も好
ましい。本発明によれば、従来よりも低い値の静水圧による印加であっても効果的に脱細
胞化を行うことができる。したがって、より低い圧力で印加工程を行うという観点から、
印加する静水圧は１００～８００ＭＰａ、好ましくは、２００～７００ＭＰａ、更に好ま
しくは５００～７００ＭＰａであってもよい。
【００１１】
　静水圧の印加に使用する媒体としては、水、生理食塩水、プロピレングリコール又はそ
の水溶液、グリセリン又はその水溶液、糖類水溶液等が挙げられる。緩衝液としては、酢
酸緩衝液、リン酸緩衝液、クエン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、酒石酸緩衝液、トリス緩衝液
、ＨＥＰＥＳ緩衝液、ＭＥＳ緩衝液等が挙げられる。糖類水溶液の糖類としては、エリト
ロース、キシロース、アラビノース、アロース、タロース、グルコース、マンノース、ガ
ラクトース、エリスリトール、キシリトール、マンニトール、ソルビトール、ガラクチト
ール、スクロース、ラクトース、マルトース、トレハロース、デキストラン、アルギン酸
、ヒアルロン酸等が挙げられる。
【００１２】
　高静水圧処理の温度は、氷が生成せず、熱による組織へのダメージがない温度であれば
、特に限定されないが、脱細胞処理が円滑に行われ組織への影響も少ないことから０～４
５℃が好ましく、４～３７℃が更に好ましく、１５～３５℃が最も好ましい。高静水圧処
理の時間は、短すぎると細胞の破壊が十分行われず、長い場合にはエネルギーの浪費につ
ながることから、５～６０分が好ましく、７～３０分が更に好ましい。
【００１３】
〔界面活性剤を含有する洗浄液による洗浄工程〕
　高静水圧が印加された生体組織は、組織中の破壊された細胞を、界面活性剤を含有する
洗浄液で洗浄液により除去される。界面活性剤は、イオン性からアニオン性界面活性剤、
カチオン性界面活性剤、両性界面活性剤及びノニオン性界面活性剤に分類される。
【００１４】
　アニオン性界面活性剤としては、アルキルスルホン酸塩（ドデシルスルホン酸ナトリウ
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ム等）、脂肪酸石鹸、アルコシキカルボン酸塩、ポリオキシエチレンアルコシキカルボン
酸塩、アルキルベンゼンスルホン酸塩、アルキル硫酸エステル塩、ポリオキシエチレンア
ルキル硫酸エステル塩、アルキルリン酸エステル塩、α－スルホ脂肪酸エステル塩、Ｎ－
アシルグルタミン酸塩、アシル－Ｎ－メチルタウリン塩、Ｎ－アルキルサルコシン塩、コ
ール酸及びその誘導体の塩等が挙げられる。
【００１５】
　カチオン性界面活性剤としては、アルキルジメチルアミン、アルキルジエタノールアミ
ン、アルキルトリメチルアンモニウム塩、ジアルキルジメチルアンモニウム塩、アルキル
ピリジウム塩、アルキルベンジルジメチルアンモニウム塩等のカチオン性界面活性剤；
両性界面活性剤としては、アルキルジメチルアミンオキシド、アルキルカルボキシベタイ
ン、アルキルアミドプロピルベタイン、アルキルアミドプロピルスルホベタイン、アルキ
ルイミダゾニウムベタイン、３－［（３－コールアミドプロピル）ジメチルアンモニオ］
－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホナート塩、３－［（３－コールアミドプロピル）
ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホナート塩等が挙げられる。
【００１６】
　ノニオン性界面活性剤としては、グリセリン脂肪酸エステル　、ソルビタン脂肪酸エス
テル、ショ糖脂肪酸エステル、ポリエチレングリコール脂肪酸エステル、ポリオキシエチ
レングリセリン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、ポリオ
キシエチレンアルキルエーテル、ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル、ポリオ
キシエチレンポリオキシプロピレンエーテル、アルキル（ポリ）グリセリンエーテル、脂
肪酸アルカノールアミド、ポリオキシエチレン脂肪酸アルカノールアミド、アルキル（ポ
リ）グリコシド等が挙げられる。
【００１７】
　本発明の脱細胞組織の製造方法において、これらの界面活性剤はいずれも使用可能であ
るが、洗浄効果が高いことから、アルキルスルホン酸塩、ポリオキシエチレンアルキルフ
ェニルエーテルが好ましい。アルキルスルホン酸塩としては、ドデシルスルホン酸ナトリ
ウム等が挙げられる。ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテルとしては、ポリオキ
シエチレンオクチルフェニルエーテル、ポリオキシエチレンノニルフェニルエーテル等が
挙げられる。
【００１８】
　洗浄液中の界面活性剤の含量は、洗浄する生体組織や、界面活性剤の種類により異なる
が、洗浄液全体に対して０．０１～３．００質量％が好ましく、０．０３～２．００質量
％が更に好ましく、０．０５～１．００質量％が最も好ましい。洗浄液中の界面活性剤の
含量は、公知の方法、例えば液体クロマトグラフィー等によって特定する。
【００１９】
　洗浄の温度は、熱による組織へのダメージがない温度であれば、特に限定されないが、
洗浄性が良好で組織への影響も少ないことから１０～４５℃が好ましく、１５～４０℃が
更に好ましく、２０～３５℃が最も好ましい。洗浄する場合には、必要に応じて、洗浄液
を振盪又は撹拌してもよい。
【００２０】
　本発明に使用する洗浄液は、界面活性剤に加えて、核酸分解酵素（ＤＮａｓｅ、ＲＮａ
ｓｅ等）、有機溶媒又はキレート剤を含有することが好ましいが、含有しなくともよい。
核酸分解酵素は、静水圧が印加された生体組織からの核酸成分、有機溶媒は脂質、それぞ
れの除去効率を向上させることができ、キレート剤は、脱細胞化組織中のカルシウムイオ
ンやマグネシウムイオンを不活性化することにより、本発明の粒子化脱細胞組織を疾患部
に適用した場合の石灰化を防ぐことができる。有機溶剤としては、脂質の除去効果が高い
ことから、水溶性の有機溶剤が好ましく、エタノール、イソプロパノール、アセトン、ジ
メチルスルホキシドが好ましい。キレート剤としては、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴ
Ａ）、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、ジエチレントリミン五酢酸（ＤＴＰＡ）、ヒドロキシ
エチルエチレンジアミン三酢酸（ＨＥＤＴＡ）、トリエチレンテトラミン六酢酸（ＴＴＨ
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Ａ）、１，３－プロパンジアミン四酢酸（ＰＤＴＡ）、１，３－ジアミノ－２－ヒドロキ
シプロパン四酢酸（ＤＰＴＡ－ＯＨ）、ヒドロキシエチルイミノ二酢酸（ＨＩＤＡ）、ジ
ヒドロキシエチルグリシン（ＤＨＥＧ）、グリコールエーテルジアミン四酢酸（ＧＥＤＴ
Ａ）、ジカルボキシメチルグルタミン酸（ＣＭＧＡ）、３－ヒドロキシ－２，２’－イミ
ノジコハク酸（ＨＩＤＡ）、ジカルボキシメチルアスパラギン酸（ＡＳＤＡ）等のイミノ
カルボン酸系キレート剤又はその塩；クエン酸、酒石酸、リンゴ酸、乳酸等のヒドロキシ
カルボン酸系キレート剤又はその塩が挙げられ、これらのキレート剤の塩としては、ナト
リウム塩又はカリウム塩が挙げられる。
【００２１】
　高静水圧処理された組織を洗浄する場合には、洗浄液に組織を浸漬、又は組織に洗浄液
を灌流する。洗浄液に組織を浸漬する場合には、必要に応じて、洗浄液を振盪又は撹拌し
てもよい。洗浄時間は、生体組織の部位や大きさ、媒体中の界面活性剤の種類や含量に応
じて選択すればよく、特に限定されないが、例えば１２～１４４時間、好ましくは１２～
７２時間、更に好ましくは１２～４８時間でよい。本発明によれば、従来の技術よりも短
時間で脱細胞化を行い得る。
【００２２】
〔核酸分解酵素を含有する洗浄液による洗浄工程〕
　界面活性剤の種類によっては、核酸分解酵素が変性し失活してしまうことがあることか
ら、界面活性剤を含有する洗浄液に核酸分解酵素を添加して洗浄するのではなく、界面活
性剤を含有する洗浄液で洗浄した後に、界面活性剤を含有せず、核酸分解酵素を含有する
洗浄液で洗浄する、若しくは、動物由来組織に静水圧を印加した後に、界面活性剤を含有
せず、核酸分解酵素を含有する洗浄液で洗浄し、この後に界面活性剤を含有する洗浄液で
洗浄することが好ましい。つまり、本発明の製造方法は、印加工程と、界面活性剤を含有
する洗浄液による洗浄工程との間に、核酸分解酵素を含有する洗浄液による洗浄工程を有
し得る。
【００２３】
　洗浄液中の核酸分解酵素の含量は、洗浄する生体組織や、核酸分解酵素の種類により異
なるが、洗浄液全体に対して０．１～５０ｐｐｍが好ましく、１．０～３０ｐｐｍが更に
好ましく、５．０～３０ｐｐｍが最も好ましい。洗浄液中の核酸分解酵素の含量は、タン
パク質の測定方法として公知の方法、例えば、液体クロマトグラフィー、電気泳動等によ
って特定する。
【００２４】
　核酸分解酵素による洗浄工程の洗浄条件は、界面活性剤による洗浄工程と同様の条件を
使用できる。
【００２５】
〔本発明における脱細胞組織〕
　界面活性剤を含有する処理液で脱細胞した脱細胞組織では、通常、物理的強度が大きく
低下するのに対し、本発明の脱細胞化組織の製造方法では、界面活性剤を含有する洗浄液
による洗浄工程があるにもかかわらず、物理的強度の低下が小さい。この原因については
わかっていないが、静水圧の印加によりタンパク質が変質し、界面活性剤によるダメージ
を受けにくくなったためと考えられる。
【００２６】
　本発明の製造方法により、組織に対するダメージが少ない脱細胞組織が、比較的短時間
で製造できるようになり、特に高静水圧による方法では困難だった大型の臓器、例えば、
心臓、肝臓、腎臓、膵臓等の脱細胞が容易に行える。
【００２７】
　本発明の製造方法により製造された脱細胞組織は、生体への移植、疾患部位や損傷部位
の修復に好適に適用できる。本発明の脱細胞組織を生体に適用する場合には、単独で適用
してもよいし、疾患部位の再生・治癒効果のある他の成分とともに適用してもよい。この
ような他の成分としては、成長因子、プロテオグリカン又はグリコサミノグリカン、細胞
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、β－１，３－グルカン、メバロン酸等が挙げられる。また、本発明の脱細胞化組織は、
そのまま生体に適用してもよいし、細胞を播種し培養し定着させてから適用してもよい。
【００２８】
　成長因子としては、インシュリン類似成長因子（ＩＧＦ）、塩基性繊維芽細胞成長因子
（ｂＦＧＦ）、酸性繊維芽細胞成長因子（ａＦＧＦ）、形質転換成長因子－α（ＴＧＦ－
α）、形質転換成長因子（ＴＧＦ－β）、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）、血小板由来成長
因子（ＰＤＧＦ）、角質細胞成長因子（ＫＧＦ）、表皮細胞成長因子（ＥＧＦ）、血管内
皮細胞成長因子（ＶＥＧＦ）、造血促進因子（ＥＰＯ）、顆粒大食細胞成長因子（ＧＭ－
ＣＳＦ）、顆粒細胞成長因子（Ｇ－ＣＳＦ）、神経細胞成長因子（ＮＧＦ）、ヘパリン結
合（ＥＧＦ）等が挙げられる。プロテオグリカン又はグリコサミノグリカンとしては、コ
ンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸、ケラタン硫酸、デルマタン硫酸、ヒアルロン酸、ヘパ
リン等が挙げられる。
【００２９】
　本発明の脱細胞組織は、生体への適用以外にも、細胞の培養、例えば、幹細胞（ＥＳ細
胞、ｉＰＳ細胞等）の培養の培地の基材に適用することができる。
【実施例】
【００３０】
　以下、実施例により本発明を更に説明するが、本発明はこれらの実施例によって限定さ
れるものではない。なお、特に限定のない限り、実施例中の「部」や「％」は質量基準に
よるものである。
【００３１】
〔サンプルの調製〕
　ラットから腎臓を摘出し、腎臓につながる動脈と静脈にカニューレを挿入し瞬間接着剤
で固定した。この腎臓を生理食塩水に浸漬し、動脈側から生理食塩水を注入し１２時間灌
流させたものをサンプルとして用いた。
【００３２】
〔印加工程〕
　ポリエチレン製チャック付き袋に、サンプルと、高静水圧処理の媒体として生理食塩水
を入れ、研究開発用高圧処理装置（神戸製鋼製、商品名：Ｄｒ．ＣＨＥＦ）を用いて、５
００ＭＰａ又は１０００ＭＰａの静水圧を１５分間印加した。
【００３３】
〔洗浄工程〕
　サンプルを洗浄液に浸漬し、動脈側から洗浄液を注入し２４～４８時間灌流させた。な
お、洗浄液としては、リン酸緩衝生理食塩水（表１中、「ＰＢＳ」）、ドデシルスルホン
酸ナトリウム（表１中、「ＳＤＳ」）又はＤＮａｓｅを表１に示す濃度で含有するリン酸
緩衝生理食塩水を用いた。なお、表１中の（　）内の数字は灌流を行った時間を表わし、
矢印「→」は洗浄を行った順番を表わす。「→」の前に記載された工程が、先に行った工
程である。
【００３４】
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【表１】

【００３５】
＜脱細胞性の評価例＞
　脱細胞処理したサンプルを目視し、以下の基準で脱細胞性を評価した。結果を表２に示
す。
○：赤みが見られず、透明～きれいな白色であり脱細胞性が良好である
△：やや赤みが見られ、脱細胞性がやや不良である
×：明らかに赤みが残り、脱細胞性が不良である
【００３６】
＜形状保持性評価＞
強度試験の評価例
　脱細胞処理したサンプルを腰高シャーレに入れてサンプルの高さを測定し、この腰高シ
ャーレを２５℃恒温槽に２４時間保存した後、サンプルの高さを再度測定した。高さの減
少率から、下記の基準にて形状保持性を判断した。結果を表２に示す。なお、形状保持性
が高いほど脱細胞組織のダメージが少ないことを示す。
○：高さの減少率が０～２０％であり形状保持性が高い
△：高さの減少率が２０～５０％であり形状保持性がやや低い
×：高さの減少率が５０％以上であり形状保持性が低い
【００３７】
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【表２】

【００３８】
　表２の結果から明らかなように、本発明の製造方法で得られた脱細胞組織は、比較的短
時間で脱細胞化されており、組織へのダメージも少ないことがわかる。
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