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(57)【要約】
三次元構造を備え、ビーズを有するフィブリルおよび／または粒子を含む細胞または組織
培養用の装置と、細胞または組織培養用の装置を製造する新規な方法を提供する。 
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つ以上のフィブリルおよび１つ以上のビーズを備える
　ことを特徴とする三次元構造を備える細胞または組織培養用の装置。
【請求項２】
　前記三次元構造は、開けていて制御可能である
　請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記三次元構造は、開口した孔を備えている
　請求項１または２に記載の装置。
【請求項４】
　前記フィブリルのサイズは、５０ｎｍから５，０００ｎｍまでの範囲である
　請求項１ないし３のいずれかに記載の装置。
【請求項５】
　少なくとも１つのフィブリルは、オリゴマー、プレポリマー、モノマー、またはポリマ
ー材料からなる
　請求項１ないし４のいずれかに記載の装置。
【請求項６】
　前記ポリマー材料は、脂肪族ポリエステル、ポリスチレン、ポリオレフィン、多糖、コ
ラーゲン、ゼラチン、ゼイン、ポリビニルピロリドン、ヒドロキシプロピルメチルセルロ
ース、ポリエチレンオキシド、ポリエチレンイミンポリビニルアルコール、ポリアミド、
またはポリウレタンである
　請求項５に記載の装置。
【請求項７】
　前記脂肪族ポリエステルは、ポリカプロラクトン、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸
塩）、ポリ（ジオキサノン）、ポリヒドロキシアルカノエート、またはその共重合体であ
る
　請求項６に記載の装置。
【請求項８】
　少なくとも１つのビーズは、細胞毒性のないものである
　請求項１ないし７のいずれかに記載の装置。
【請求項９】
　少なくとも１つのビーズは、有機材料、無機材料、合成材料、または天然材料からなる
　請求項１ないし８のいずれかに記載の装置。
【請求項１０】
　少なくとも１つのビーズは、天然材料の粉末からなる
　請求項９に記載の装置。
【請求項１１】
　少なくとも１つのビーズは、キトサン粉末、コラーゲン粉末、ゼラチン粉末、ゼイン粉
末、またはこれらを組み合わせたものからなる
　請求項１０に記載の装置。
【請求項１２】
　少なくとも１つのビーズは、ガラスビーズ、生物活性分子、増殖因子、分化因子、細胞
接着分子またはタンパク質、医薬小分子、生体巨大分子、または吸収粒子からなるか、こ
れに組み込まれる
　請求項８に記載の装置。
【請求項１３】
　前記増殖因子は、ＶＥＧＦ、コラーゲン、骨形成因子－β、ＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＮＧＦ
、ＦＧＦ、ＩＧＦ、またはＴＧＦである
　請求項１２に記載の装置。
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【請求項１４】
　前記分化因子は、ニューロトロフィン、ＣＳＦ、またはＴＧＦである
　請求項１２に記載の装置。
【請求項１５】
　前記細胞接着分子は、免疫グロブリンスーパーファミリの一種である
　請求項１２に記載の装置。
【請求項１６】
　前記免疫グロブリンスーパーファミリのＣＡＭは、インテグリン、カドヘリン、または
セレクチンからなる
　請求項１５に記載の装置。
【請求項１７】
　前記吸収粒子は、ポリアクリルアミド共重合体、エチレン無水マレイン酸共重合体、架
橋カルボキシメチルセルロース、ポリビニルアルコール共重合体、架橋ポリビニルピロリ
ドン、架橋ポリエチレンオキシド、ポリアクリロニトリルの澱粉グラフト共重合体、ポリ
ウレタン、プルロニック、ゼラチン、シリカゲル、架橋デキストラン（セファデックス）
、アルギン酸塩、寒天、微生物セルロース、改質粘土、またはその混合物からなる
　請求項１２に記載の装置。
【請求項１８】
　前記吸収粒子は、液体を吸収するとサイズが大きくなる
　請求項１７に記載の装置。
【請求項１９】
　前記吸収粒子は、前記吸収粒子が液体を吸収すると前記三次元構造の開口した孔のサイ
ズを大きくする能力がある
　請求項１８に記載の装置。
【請求項２０】
　前記装置は、前記ビーズが飽和すると多孔性が高まる
　請求項１２および１７ないし１９のいずれかに記載の装置。
【請求項２１】
　少なくとも１つのビーズは、細胞拡大、細胞付着、細胞成長、または細胞の分化を促進
するために活性していてよい
　請求項１ないし２０のいずれかに記載の装置。
【請求項２２】
　少なくとも１つのビーズは、前記三次元構造の開口した孔のサイズを大きくする能力が
ある
　請求項１ないし２１のいずれかに記載の装置。
【請求項２３】
　前記ビーズのサイズは、１０μｍよりも大きい
　請求項１ないし２２のいずれかに記載の装置。
【請求項２４】
　前記ビーズは、前記三次元構造を支持または保持する能力がある
　請求項１ないし２３のいずれかに記載の装置。
【請求項２５】
　前記ビーズの充填範囲は、０．１％から７０％である
　請求項１ないし２４のいずれかに記載の装置。
【請求項２６】
　前記ビーズの充填範囲は、０．５％から５０％である
　請求項２５に記載の装置。
【請求項２７】
　前記フィブリルは、プラズマ処理または生体適合性材料で表面処理される
　請求項１ないし２６のいずれかに記載の装置。
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【請求項２８】
　前記装置の厚み範囲は、０．５ｍｍから２０ｍｍである
　請求項１ないし２７のいずれかに記載の装置。
【請求項２９】
　細胞または細胞の凝集体は、細胞播種後に前記ビーズに付着する
　請求項１ないし２８のいずれかに記載の装置。
【請求項３０】
　前記装置は、神経再生装置用に使用される
　請求項１ないし２９のいずれかに記載の装置。
【請求項３１】
　前記装置または前記フィブリルは、静電紡糸、ガスジェット式の紡糸、溶融、または強
制的な紡糸工程で製造される
　請求項１ないし３０のいずれかに記載の装置。
【請求項３２】
　請求項１ないし３１のいずれかに記載の細胞または組織培養用の装置を製造する方法で
あって、
（１）ビーズを含むポリマー溶液を用意するステップ；
（２）前記ポリマー溶液を紡糸して前記ビーズを有するフィブリルを形成するステップ；
および
（３）前記ビーズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用の前記装置を形成す
るステップ
を含む
　ことを特徴とする方法。
【請求項３３】
　前記ポリマー溶液は、ポリスチレン溶液またはバイオプラスチック溶液である
　請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記バイオプラスチック溶液は、ポリヒドロキシアルカノエート溶液またはポリ（乳酸
）溶液である
　請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記ポリマー溶液は、ポリカプロラクトン溶液である
　請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
　前記ビーズは、キトサンからなる
　請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　請求項１ないし３１のいずれかに記載の細胞または組織培養用の装置を製造する方法で
あって、
（１）第１のポリマーの溶液を用意するステップ；
（２）第２のポリマーの溶液を用意するステップ；
（３）前記第１のポリマーの溶液および前記第２のポリマーの溶液を合わせて紡糸してビ
ーズを有するフィブリルを形成するステップ；および
（４）前記ビーズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用の前記装置を形成す
るステップ
を含み、
　少なくとも前記第１のポリマーの溶液または前記第２のポリマーの溶液は前記ビーズを
含む
　ことを特徴とする方法。
【請求項３８】



(5) JP 2016-520328 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

　前記第１のポリマーはポリスチレンであり、前記第２のポリマー溶液はポリウレタンで
ある
　請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　請求項１ないし３１のいずれかに記載の細胞または組織培養用の装置を製造する方法で
あって、
（１）ポリマー溶液を用意するステップ；
（２）前記ポリマー溶液を紡糸してフィブリルを形成するステップ；
（３）前記ポリマー溶液の紡糸過程でビーズを組み込んで、前記ビーズを有するフィブリ
ルを形成するステップ、
（４）前記ビーズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用の前記装置を形成す
るステップ
を含む
　ことを特徴とする方法。
【請求項４０】
　前記ポリマー溶液は、ポリスチレン溶液またはポリカプロラクトン溶液である
　請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記ビーズは吸収材からなる
　請求項３９または４０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１３年６月６日に出願された特許文献１に基づく優先権を主張し、その
内容を参照することによりその全容を本願に援用する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞または組織培養用の標準装置として二次元のプラスチック皿が数十年にわたって使
用されている。しかしながら、このような二次元のプラスチック皿では自然な細胞外マト
リクス環境を再現できない。二次元の細胞培養系と比較すると、三次元の細胞培養系で見
られる細胞活動および細胞形状の方がｉｎ　ｖｉｖｏの結果に類似している。したがって
、特に再生医療および医薬品の研究などの生命科学における最近の発展により、三次元構
造の細胞培養装置に対する需要が高まっている。
【０００３】
　三次元構造を必要とするとされる最新の細胞または組織培養装置は、ほとんどが静電紡
糸法によって製造されている。静電紡糸法は、不織布として収集できる繊維を生産できる
ものである。しかしながら、これらの従来の静電紡糸した繊維質の装置には、細胞または
組織培養用に使用するには多くの欠点がある。例えば、静電紡糸した不織布には通常ミク
ロンサイズの範囲で小孔があり、この小孔は小さすぎるため、細胞が細胞培養装置の中に
完全に浸透できない。その上、静電紡糸した不織布は非常に薄いため、そのような細胞培
養装置では現実的な三次元環境を提供できない。さらに、静電紡糸した薄い不織布を扱う
ことは極めて困難である。なぜなら、不織布は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの実験およびｉｎ　ｖ
ｉｖｏの実験過程で簡単に折り畳まれてしまうからである。近年、複数の層を重ね合わせ
て静電紡糸した不織布を薄くするためのいくつかの試行が行われている。しかしながら、
その場合は層間剥離が問題となり、この問題を研究者らはこれまで解決していない。これ
らの欠点を本発明によって克服できる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
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【特許文献１】米国特許出願第６１／８３２，０７４号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は全体的に、三次元構造を含み、さらにビーズを有するフィブリルを備える細胞
または組織培養装置を提供する。ビーズは、フィブリルの中に全体的または部分的に組み
込まれてもよいし、ビーズは、フィブリルの表面上に／表面に化学的または物理的に付着
してもよいし、あるいはビーズは、フィブリルどうしの間の空間に分散していてもよい。
本発明によって提供される装置は、吸収性または非吸収性のいずれかであってよい。
【０００６】
　本明細書で使用したように、「ビーズ」という用語は、「粒子」という用語と入れ替え
可能であってよい。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置に含まれる三次元構造は、制御可能で開けた（
密閉されていない）細胞培養系を提供する。例えば、三次元構造は、毛羽立っていてよく
、開口した大きな孔を含んでいてよい。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置に含まれるフィブリルは、その化学組成または
物理的特性のいずれかの点で、互いに同じであっても異なっていてもよい。同じく、本発
明の装置に含まれるビーズは、その化学組成または物理的特性（例えば水親和性、機械的
強度、生物分解性、分子重量、またはサイズ）のいずれかの点で、同じであっても異なっ
ていてもよい。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置に含まれるフィブリルは、生体適合性材料また
は生分解性材料からなる。いくつかの他の実施形態では、フィブリルは、生体ポリマーで
ある。いくつかの実施形態では、フィブリルは、合成ポリマー、またはコラーゲン、ゼラ
チン、キトサン、およびゼインなどの天然ポリマーであってよい。
【００１０】
　いくつかの他の実施形態では、フィブリルは、オリゴマー、プレポリマー、またはモノ
マーである。いくつかの実施形態では、フィブリルは、ポリスチレン、ポリオレフィン、
多糖類、コラーゲン、ゼラチン、ゼイン、ポリビニルピロリドン、ヒドロキシプロピルメ
チルセルロース、ポリエチレンオキシド、ポリエチレンイミンポリビニルアルコール、ポ
リアミド、またはポリウレタンなどのポリマー材料である。いくつかの実施形態では、フ
ィブリルは、脂肪族ポリエステルであってよい。適切な脂肪族ポリエステルの例には、ポ
リカプロラクトン（例えばポリ（ε－カプロラクトン））、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコ
ール酸塩）、ポリ（ジオキサノン）、ポリヒドロキシアルカノエートおよびその共重合体
などがある。これらの脂肪族ポリエステルは、米国食品医薬品局（ＦＤＡ）が承認してい
るいくつかの合成ポリマーに含まれ、術用縫合糸やいくつかの移植装置など、ヒトに対す
る特定の臨床用途向けのものである。１つの実施形態では、本発明の装置に含まれるフィ
ブリルは、ｉｎ　ｖｉｖｏでのヒトへの応用に適した脂肪族ポリエステルから製作または
製造される。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、フィブリルはナノ繊維である。いくつかの他の実施形態では
、フィブリルは、物理的処理、化学的処理、プラズマ処理などの生物学的処理で表面処理
されたもの、あるいは生体適合性材料を有するものである。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置内のビーズは、（１）細胞の基盤；（２）増殖
因子、分化因子、医薬小分子、生体巨大分子、または細胞接着分子などの生物活性成分に
対する貯蔵領域または貯蔵空間；（３）装置が飽和した際に装置の３次元構造を保持する
支持体；および／または（４）ビーズが膨張した際に孔を開けるものであってよい。例え
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ば、ビーズは、細胞拡大、細胞付着、細胞成長、細胞の分化を促進するために活性してい
ていよい。
【００１３】
　本発明の装置に含まれるビーズは、細胞毒性のないものであってよい。いくつかの実施
形態では、ビーズは、有機材料、無機材料、合成材料、または天然材料からなる。例えば
、ビーズは、全体的または部分的に、ガラス、生物活性分子、増殖因子、分化因子、（１
つまたは複数の）細胞接着分子、（１つまたは複数の）医薬小分子、（１つまたは複数の
）生体巨大分子、または（１つまたは複数の）吸収粒子などの材料から作製されてよい。
このようにする代わりに、ビーズは、生物活性分子、増殖因子、分化因子、細胞接着分子
またはタンパク質、医薬小分子または吸収粒子に組み込まれていてよい／で構成されてよ
い。例えば、ビーズ形状にした生物活性分子、増殖因子、分化因子、細胞接着分子／タン
パク質、医薬小分子、または吸収粒子を、紡糸工程で組み込むことができる。
【００１４】
　いくつかの他の実施形態では、ビーズは、コラーゲン、ゼラチン、キトサン、またはゼ
インなどの天然材料の粉末または球体からなる。このような天然材料の源は、ヒト、動物
、または植物であってよい。
【００１５】
　ビーズに含めるのに適している生物活性分子の例には、増殖因子、分化因子、繊維性タ
ンパク質、および接着タンパク質などがあるが、これに限定されない。増殖因子の例には
、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、コラーゲン、骨形成因子－β、上皮細胞増殖因子（Ｅ
ＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、神経成長因子（ＮＧＦ）、線維芽細胞増殖因
子（ＦＧＦ）、インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、およびトランスフォーミング増殖因子
（ＴＧＦ）などがある。分化因子の例には、ニューロトロフィン、コロニー刺激因子（Ｃ
ＳＦ）、およびトランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦ）などがある。細胞接着分子の例
には、ＩｇＳＦ　ＣＡＭなどの免疫グロブリン（Ｉｇ）スーパーファミリの一種であるイ
ンテグリン、カドヘリン、およびセレクチンなどがある。
【００１６】
　（１つまたは複数の）吸収粒子（ＡＰ）は、液体（例えば水）を吸収して保持できる。
ＡＰは水を吸収すると膨張してそのサイズが大きくなる。膨張したＡＰは、液体で飽和す
ると、本発明の装置内の孔を広げ、装置の全体的な多孔性は高まる。孔のサイズおよび装
置の全体的な多孔性は、装置に含まれるＡＰの量またはＡＰのサイズによっても制御でき
る。
【００１７】
　ＡＰは、ポリアクリルアミド共重合体、エチレン無水マレイン酸共重合体、架橋カルボ
キシメチルセルロース、ポリビニルアルコール共重合体、架橋ポリビニルピロリドン、架
橋ポリエチレンオキシド、ポリアクリロニトリルの澱粉グラフト共重合体、ポリウレタン
、プルロニック、ゼラチン、シリカゲル、架橋デキストラン（セファデックス）、アルギ
ン酸塩、寒天、微生物セルロース、改質粘土、またはその混合物などの材料で全体的また
は部分的に作製されるか、これらで構成されてよい。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置は、毛羽立った厚い不織布であり、制御可能な
ビーズ構造を備えている。このような装置は、大きく開口した孔を含んでいてよい。いく
つかの他の実施形態では、このような装置は、厚みの範囲が約０．５ｍｍから約２０ｍｍ
であってよく、よってビーズのサイズは、１０μｍより大きくてよい。
【００１９】
　いくつかの他の実施形態では、本発明の装置の三次元構造は、少なくとも１つの表面を
有する基板をさらに備え、ビーズを有する１つ以上のフィブリルをこの基板の表面上に載
置できる。表面は、載置したフィブリルおよび／またはビーズに対する構造支持体であっ
てよい。例えば、基板は、フィルムまたは培養容器であってよい。いくつかの実施形態で
は、基板は、ガラス、金属、またはプラスチック（例えば細胞毒性のないプラスチック）
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からなる。
【００２０】
　本発明の装置は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞または組織培養、特に多くの細胞拡大を必要
とする細胞培養に使用できるものである。細胞懸濁液が装置に投与されると、細胞の凝集
体はビーズに容易に付着できる。細胞は、装置の中に浸透して難なく増殖できる。細胞は
、装置の種類に応じてランダムにまたは規則的に拡大できる。いくつかの実施形態では、
本発明の装置は、一列に並んだ繊維を含み、これによって細胞はその一列に並んだ繊維に
沿って浸透できる。
【００２１】
　具体的な例として、本発明の装置を神経再生装置として、または神経再生装置用に使用
できる。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置または同装置に含まれるフィブリルは、溶融紡
糸、電界紡糸、ガスジェット式の紡糸（ＮＧＪ）、溶融、または適切なポリマーの強制的
な紡糸を含む紡糸工程などの先行技術で公知の多様な方法に従って製作されてよい。好ま
しくは本発明の装置は、静電紡糸工程で生産される。
【００２３】
　静電紡糸およびＮＧＪ技術により、有機溶媒と水性溶媒との両方からポリマーを処理す
ることが可能になる。さらに、本発明に基づき、これらの技術により、離散粒子および／
または繊維を形成しない可溶性の添加剤を、紡糸／ガスジェット流を介して得られた繊維
の中に組み込み、分散（均一分散と不均一分散との両方）させ、かつ／または局所分散さ
せることが可能になる。したがって、１つ以上のビーズを、本発明の細胞培養装置を形成
するために使用するフィブリルの中および／または上に組み込むことができる。
【００２４】
　もう１つの態様では、本発明は、紡糸（例えば静電紡糸）法によって前述した本発明の
装置を製造する方法を提供する。例えば、本発明の装置は、ビーズを含むポリマー溶液を
紡糸して生産されてよい。このようにする代わりに、装置は、紡糸工程で既に形成された
（紡糸された）繊維の中にビーズを組み込んで生産されてもよい。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、本発明の装置を製造する方法は、（１）ビーズを含むポリマ
ー溶液を用意するステップ；（２）ポリマー溶液を紡糸してビーズを有するフィブリルを
形成するステップ；（３）ビーズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用の装
置を形成するステップを含んでいてよい。例えば、ポリマー溶液は、ポリスチレン溶液、
ポリヒドロキシアルカノエート溶液（ＰＨＡ）などのバイオプラスチック溶液、ポリ（乳
酸）（ＰＬＡ）溶液である。もう１つの例として、ポリマー溶液はポリカプロラクトン溶
液であり、ビーズはキトサン粒子で構成されてよい。
【００２６】
　いくつかの他の実施形態では、本発明の装置を製造する方法は、（１）第１のポリマー
溶液を用意するステップ；（２）第２のポリマー溶液を用意するステップ；（３）第１の
ポリマーの溶液および第２のポリマーの溶液を合わせて紡糸してビーズを有するフィブリ
ルを形成するステップ；（４）ビーズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用
の装置を形成するステップを含んでいてよく、少なくとも第１のポリマー溶液または第２
のポリマー溶液は、ビーズを含む。例えば、第１のポリマー溶液はポリスチレン溶液であ
り、第２のポリマー溶液はポリウレタン溶液である。
【００２７】
　いくつかの他の実施形態では、本発明の装置を製造する方法は、（１）ポリマー溶液を
用意するステップ；（２）ポリマー溶液を紡糸するステップ；（３）ポリマー溶液の紡糸
過程でビーズを組み込んで、ビーズを有するフィブリルを形成するステップ；（４）ビー
ズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用の装置を形成するステップを含んで
いてよい。例えば、ポリマー溶液はポリスチレン溶液であり、ビーズは吸収粒子である。
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【００２８】
　引き続きいくつかの他の実施形態では、本発明の装置を製造する方法は、（１）ポリマ
ー溶液を用意するステップ；（２）ポリマー溶液を紡糸するステップ；（３）ポリマー溶
液の紡糸過程でビーズを組み込んで、ビーズを有するフィブリルを形成するステップ；（
４）ビーズを有するフィブリルを用いて細胞または組織培養用の装置を形成するステップ
を含んでいてよい。例えば、ポリマー溶液はポリカプロラクトン溶液であり、ビーズは吸
収粒子である。
【００２９】
　さらに、本発明は、本明細書に記載した装置を用いて細胞を培養する方法に関する。い
くつかの実施形態では、本方法は、フィブリルおよびビーズをさらに備える三次元構造を
含む装置と細胞を（例えば細胞懸濁液の形態で）接触させるステップを含む。いくつかの
他の実施形態では、本方法は、本発明の装置を生物細胞の近傍に配置してその細胞を装置
の中または上で増殖させるステップを含む。
【００３０】
　本明細書で使用したように、「ビーズ（ｂｅａｄまたはｂｅａｄｓ）」という用語は、
「粒子（ｐａｒｔｉｃｌｅまたはｐａｒｔｉｃｌｅｓ）」という用語と入れ替え可能であ
ってよい。ビーズは一般に、球状または楕円形であってよいか、あるいは不規則な形状で
あってよい粒子またはマイクロ粒子を指す。ビーズは、サイズ範囲が広くてよい（例えば
１０μｍよりも大きいサイズ）。ビーズは、有機材料、無機材料、合成材料、または天然
材料であってよい。例えば、ビーズは、天然材料の粉末（例えばコラーゲン粉末、ゼラチ
ン粉末、キトサン粉末、ゼイン粉末）からなるものであってよい。ビーズは、１つ以上の
材料からなるものであってよく、それには、ガラスビーズ、生物活性分子、増殖因子、分
化因子、細胞接着分子またはタンパク質、医薬小分子および吸収粒子などがあるが、これ
に限定されない。いくつかの実施形態では、ビーズは、表面処理されているか、その表面
に官能基を有する。いくつかの実施形態では、装置へのビーズの充填は、０．１％～７０
％の範囲内である。好ましくは、充填は、０．５％から５０％の範囲内である。
【００３１】
　本明細書で使用したように、「生体適合性材料」という用語は、生物機能への毒性また
は有害作用が一切ない任意の物質である。
【００３２】
　本明細書で使用したように、本明細書の「生体ポリマー」という用語は、ペプチド、タ
ンパク質、核酸またはウイルス粒子－未加工のものも生物学的または合成して修正された
ものも－を意味し、断片、多量体、凝集体、複合体、融合産物などもこれに含まれる。
【００３３】
　本明細書で使用したように、「合成ポリマー」という用語は、ポリマーが自然に生じる
生体材料で作製されているとしても自然界では発見されないポリマーを指す。「天然ポリ
マー」という用語は、自然に生じるポリマーを指す。
【００３４】
　本明細書で使用したように、「ガラスビーズ」という用語は、球状または不規則な形状
をしたガラスを作製するための先行技術で公知の方法で生産された粒子を指す。ガラスビ
ーズは、先行技術で公知の任意数の酸化物の化合物で作製されてよい。通常ガラスは、シ
リコン酸化物を少なくとも約５０％必要とする。
【００３５】
　本明細書で使用したように、「生物活性分子」という用語は、細胞または組織へ作用す
る分子を意味する。本発明に有益な生物活性分子には、増殖因子、分化因子、繊維性タン
パク質、および／または接着タンパク質などがあるが、これに限定されない。
【００３６】
　本明細書で使用したように、「増殖因子」という用語は、細胞または組織の増殖を促進
する分子を意味する。好ましくは、増殖因子は、ＶＥＧＦ、コラーゲン、骨形成因子－β
、ＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＮＧＦ、ＦＧＦ、ＩＧＦ、またはＴＧＦである。
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【００３７】
　本明細書で使用したように、「分化因子」という用語は、細胞の分化を促進する分子を
意味する。好ましくは、分化因子は、ニューロトロフィン、ＣＳＦ、またはＴＧＦである
。
【００３８】
　本明細書で使用したように、「接着分子またはタンパク質」あるいは「細胞接着分子ま
たはタンパク質」という用語は、細胞のビーズおよび／またはフィブリルへの付着を促進
する分子またはタンパク質を意味する。好ましくは、細胞接着分子は、Ｉｇ（免疫グロブ
リン）スーパーファミリの一種である。例えばＩｇＳ　ＦＣＡＭには、インテグリン、カ
ドヘリン、およびセレクチンなどがある。
【００３９】
　本明細書で使用したように、「吸収粒子」という用語は、吸収材から作製される材料を
意味し、吸収材は、水を吸収する能力があり水膨潤性で水不溶性の有機材料または無機材
料である。例えば、吸収ポリマーには、ポリアクリルアミド共重合体、エチレン無水マレ
イン酸共重合体、架橋カルボキシメチルセルロース、ポリビニルアルコール共重合体、架
橋ポリビニルピロリドン、架橋ポリエチレンオキシド、ポリアクリロニトリルの澱粉グラ
フト共重合体、ポリウレタン、プルロニック、ゼラチン、シリカゲル、架橋デキストラン
（セファデックス）、アルギン酸塩、寒天、微生物セルロース、改質粘土などがあるが、
これに限定されない。
【００４０】
　本明細書で使用したように、「フィブリル」という用語は、断面または直径が小さく（
例えば５０ｎｍから２０，０００ｎｍまたは５０ｎｍから５，０００ｎｍ）細長い構造体
を指す。フィブリルは、相溶性および／または生物分解性であってよい。さらに、フィブ
リルは、表面処理されてよい。
【００４１】
　１つの実施形態では、本発明で使用され、かつ／または本発明に含まれる繊維および／
またはナノ繊維の直径の範囲は、約５０ナノメートルから約５，０００ナノメートルであ
る。もう１つの実施形態では、本発明で用いる繊維は、直径が約３ナノメートルから約５
，０００ナノメートル、または約１０ナノメートルから約５，０００ナノメートル、また
はさらに約５０ナノメートルから約５，０００ナノメートルの範囲内である静電紡糸繊維
である。ここでもまた、明細書および請求項のいずれかの箇所に記載したように、個別に
記載した様々な範囲の制限を組み合わせて新たな範囲を形成してよい。
【００４２】
　本明細書で使用したように、「または（ｏｒ）」という用語は、「および（ａｎｄ）」
も「または（ｏｒ）」も両方含むという意味である。
【００４３】
　本明細書で使用したように、「１つの（ａまたはａｎ）」という用語は、複数という意
味および「任意の」という意味を含むことを意味していてよい。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】フィブリルおよびビーズを含む本発明の装置の画像
【図２】ビーズを含むポリマー溶液を紡糸して生産した本発明の装置の概略上面図
【図３】ポリマー溶液の紡糸過程でビーズを散在させて生産した本発明の装置の概略上面
図
【図４】細胞播種後の本発明の装置の概略上面図。装置は、ビーズを含むポリマー溶液を
紡糸して生産される。
【図５】細胞播種後の本発明の装置の概略断面図。装置は、ビーズを含むポリマー溶液を
紡糸して生産される。
【図６】本発明の装置の画像。装置は、１％のキトサン粒子を含むポリカプロラクトン溶
液を紡糸して生産される。
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【図７】図６の装置の断面図
【図８】本発明の装置の画像。装置は、３％のキトサン粒子を含むポリカプロラクトン溶
液を紡糸して生産される。
【図９】図８の装置の断面図
【図１０】キトサン粒子のないポリカプロラクトン溶液を紡糸して生産した対照装置の画
像
【図１１】図１０の装置の断面図
【図１２】（ａ）図６の装置で細胞が拡大する画像。（ｂ）図８の装置で細胞が拡大する
画像。（ｃ）図１０の装置で細胞が拡大する画像
【図１３】図６、図８、および図１０の装置で細胞が拡大するアスペクト比を示すグラフ
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　本発明の１つの態様は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで細胞または組織を培養するための装置に関
する。各装置は、三次元構造を備え、ビーズおよび／または粒子を含むフィブリルをさら
に備える。
【００４６】
　装置の主要構成要素として、三次元構造が開けていて制御可能になるようにビーズは装
置の構造を支持する能力があり、装置は毛羽立っていて薄い。細胞または細胞の凝集体は
、ビーズのサイズが原因で細胞播種後にビーズに付着でき、その後、装置が厚くても（例
えば毛羽立った構造内部にある開口した大きな孔を通って）装置の中に浸透して難なく増
殖できる。細胞は、装置の種類に応じてランダムにまたは規則的に拡大できる。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、ビーズは、細胞拡大、細胞接着、細胞成長、および／または
細胞の分化を促進するために活性であってよい。例えばビーズは、生物活性分子、増殖因
子、分化因子、細胞接着分子、医薬小分子、または生体巨大分子からなるものでもよいし
、これらに組み込まれていてもよい。
【００４８】
　いくつかの他の実施形態では、ビーズを使用して、装置が飽和した際に装置の三次元構
造を支持または保持し、かつ／またはビーズが膨張した際に孔を開くことができる。例え
ば、ビーズは吸収性粒子であってよく、この吸収性粒子は、液体を吸収して保持すると同
時にビーズのサイズを大きくする能力がある。その結果、膨張したビーズによって装置の
孔が広がり、装置の全体的な多孔性はビーズが飽和すると高まる。孔のサイズおよび装置
の全体的な多孔性は、吸収性粒子の量またはサイズによって制御できる。
【００４９】
　本発明のもう１つの態様は、細胞または組織培養用の装置を製造する新規な方法を提供
する。以下の図面および例に示したように、本発明の装置は、ビーズを含むポリマー溶液
を紡糸するか、紡糸工程でビーズをフィブリルに組み込んで製造できるものである。
【００５０】
　図１は、フィブリルおよびビーズを含む装置１０の例示的画像を示している。ビーズが
あることにより、装置１０（例えば不織布）は、毛羽立っていて厚く、その三次元構造内
に大きく開口した孔を含んでいる。図１の実施形態は、球状構造を示しているが、装置は
これ以外の任意の種類の三次元構造であってよい。
【００５１】
　図２は、本発明の装置の上面図である。装置は、フィブリル２０およびビーズ３０を含
み、ビーズ３０を含むポリマー溶液を紡糸して製造される。本明細書で示したように、ビ
ーズ３０は毛羽立った三次元構造を支持する能力があるため、装置は大きく開口した孔を
有する。前述したように、ビーズは活性していもよいし、あるいは吸収材（またはビーズ
の粒子）を含んでいてもよい。
【００５２】
　図３は、本発明のもう１つの装置の上面図である。この装置は、フィブリル２０および
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ビーズ４０を含み、ビーズ４０はポリマー溶液の紡糸工程で組み込まれる。
【００５３】
　図４は、本発明の装置の上面図であり、フィブリル２０およびビーズ５０を含んでいる
。装置は、ビーズ５０を含むポリマー溶液を紡糸して生産される。本明細書で示したよう
に、細胞播種後（例えば細胞懸濁液を装置に投与した後）、細胞の凝集体は、ビーズおよ
び／または粒子に付着する。
【００５４】
　図５は、播種後の本発明の装置の断面図である。フィブリル２０およびビーズ６０を備
える装置は、ビーズ６０を含むポリマー溶液を紡糸して製造される。播種後、細胞はビー
ズ６０に付着でき、その後、（例えば装置内の開口した空間または孔を通って）装置の中
に浸透して難なく増殖できる。細胞は、装置の種類に応じてランダムにまたは規則的に拡
大できる。
【００５５】
　以下の実施例を参照して本発明を例示的にさらに説明できる。
【００５６】
　実施例
　本発明の吸収性ポリマー装置を、ビーズを有するポリカプロラクトン（ＰＣＬ）溶液を
紡糸して生産する。具体的には、２５重量％のＰＣＬ溶液を用意し、アセトンを添加して
懸濁液を形成した。米国標準篩を用いてサイズが７５から１５０ミクロンのキトサン粒子
を用意した。その後、懸濁液にキトサン粒子を添加した。様々な量のキトサン粒子を使用
している。添加するキトサン粒子の割合を以下の表１に詳細に示している。得られた溶液
をその後、本発明の装置の達成に応じて紡糸（例えば静電紡糸）できる。
【００５７】
【表１】

【００５８】
　図６から図１１は、装置の試料Ａ、試料Ｂ、および試料Ｃを走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ
）で見た画像を示している。図６に示したように、試料Ａは、フィブリル（すなわちＰＣ
Ｌ）および１％のビーズ（すなわちキトサン粒子）を含む。図７は、フィブリル（すなわ
ちＰＣＬ）および１％のビーズ（すなわちキトサン粒子）の断面図である。図８は、試料
Ｂがフィブリル（すなわちＰＣＬ）および３％のビーズ（すなわちキトサン粒子）を含ん
でいることを示している。図９は、フィブリル（すなわちＰＣＬ）および３％のビーズ（
すなわちキトサン粒子）の断面図である。対照として、図１０の試料Ｃはフィブリル（す
なわちＰＣＬ）のみを含み、ビーズは一切ない。図１１は、対照の断面図である。
【００５９】
　細胞培養
　試料Ａ、試料Ｂ、および試料Ｃを細胞培養用に使用した。Ａ１０平滑筋細胞（ＳＭＣ）
を使用し、細胞培養培地はダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭであり、１０％のウシ
胎児血清（ＦＢＳ）、１％のペニシリン／ストレプトマイシン（１０，０００ｕ／ｍｌの
ペニシリン、１０，０００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン）、および１ｍＭのピルビン
酸ナトリウムを添加した高グルコース（４．５ｇ／Ｌ）であった。細胞は、標準の細胞培
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。細胞は、全試料に播種するのに十分な細胞を得るために培養で増殖させた。試料Ａ、試
料Ｂ、および試料Ｃを小サイズ（１ｃｍ2）に切断し、２４ウェルのプレートの中に配置
し、エチレンオキシド滅菌を用いて滅菌した。次に、このような試料を１ｍｌの培地に浸
漬させ、細胞播種の１日前に血清蛋白質を材料に付着させるために標準の細胞培養条件で
培養した。培地は、播種直前に吸引した。細胞播種するために、細胞をトリプシン処理し
、遠心分離機にかけてペレットを得て、培地で再度懸濁した。２４ウェルのプレートのウ
ェル全体にわたっておよそ２８，５００の細胞に播種した（１５，０００細胞／ｃｍ2）
。
【００６０】
　３日目に、細胞のアスペクト比を用いて細胞拡大を計算した。大きいアスペクト比は試
料全体にわたって大きく細胞が拡大したことを指し、小さいアスペクト比は細胞が同一方
向に拡大していることを指す。拡大画像を得るため、ＤＡＰＩ（３４５／４５５ｎｍの励
起／発光、細胞核）、ＦＩＴＣ（接着斑）、およびＴＲＩＴＣ（細胞骨格）のチャネルを
用いて４０倍の倍率で試料を画像化した。図１２（ａ）、図１２（ｂ）、および図１２（
ｃ）は、試料Ａ、試料Ｂ、および試料Ｃのそれぞれに対する例示的な細胞拡大画像を提供
している（スケールバーは２０ミクロン）。各標本に対して３０枚の画像を取得し、細胞
を伸ばした最長の長さを測定し、それを核全体にわたる細胞の端から端までの最短距離で
除算して計算して、アスペクト比に対してＩｍａｇｅ　Ｊを用いて分析した。３０枚の画
像に対する各標本の平均アスペクト比を用いて、別の標本の端から端までを試料の平均に
対して平均化した。図１３は、試料Ａ、試料Ｂ、および試料Ｃのアスペクト比を示してい
る。これらの試料のうち、ＰＣＬフィブリルおよび１％のキトサン粒子を含む試料Ａはア
スペクト比が最大である（ほぼ６．０）。ＰＣＬフィブリルおよび３％のキトサン粒子を
含む試料Ｂはアスペクト比が約５．５である。対照（試料Ｃ）はキトサン粒子を含まず、
アスペクト比が最小である（約４．５）。
【００６１】
　このように、異なるフィブリルおよび／またはビーズ（例えば試料Ａと試料Ｂ）を含む
本発明の装置は、細胞培養に対して細胞の挙動（例えば細胞拡大）が異なる結果になるこ
とがあることもわかる。そのため、本発明の特定の利点は、さらに多くの細胞拡大を必要
とする細胞培養に使用すべきものである。例えば、本発明の装置を神経再生装置として、
または神経再生装置用に使用できる。
【００６２】
　本明細書では本発明の特定の実施形態を説明してきたが、本発明の精神を逸脱しない限
り、何らかの修正および変更を加えてよいことは当業者に理解される。上記の実施例およ
び説明は、本発明の範囲を限定しない。さらに、本発明は、その同じ目的を達成すること
を計算された何らかの編成、および添付の特許請求の範囲に収まるあらゆるそのような変
形例および修正を含む。
【００６３】
　上記で言及した全文献は、参照することによりその全容を本願に援用する。本明細書で
開示した特徴はすべて（任意の添付の請求項、要約書および図面を含む）、特に別途明記
しない限り、同一、同等、または同様の目的を果たす別の特徴に入れ替えられてよい。そ
のため、特に別途明記しない限り、開示したそれぞれの特徴は、包括的な一連の同等また
は同様の特徴のうちの一例である。
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