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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　反芻動物前胃の固有－粘膜下組織の細胞外マトリックスを含む組織スキャフォールド。
【請求項２】
　固有－粘膜下組織が第一胃に由来する、請求項１記載の組織スキャフォールド。
【請求項３】
　上皮、基底膜、筋層及びそれらの組み合わせから成る群より選ばれる脱細胞化された組
織をさらに含む、請求項１または請求項２に記載の組織スキャフォールド。
【請求項４】
　I型コラーゲン、III型コラーゲン、エラスチン及びそれらの組み合わせから成る群より
選ばれる繊維性タンパク質をさらに含む、請求項１－３のいずれか一項に記載の組織スキ
ャフォールド。
【請求項５】
　ＦＧＦ－２、ＴＧＦｂ１、ＴＧＦｂ２、ＶＥＧＦ及びそれらの組み合わせから成る群よ
り選ばれる成長因子をさらに含む、請求項１－４のいずれか一項に記載の組織スキャフォ
ールド。
【請求項６】
　ヒアルロン酸、ヘパラン硫酸及びそれらの組み合わせから成る群より選ばれるグリコサ
ミノグリカンをさらに含む、請求項１－５のいずれか一項に記載の組織スキャフォールド
。
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【請求項７】
　フィブロネクチン、ラミニン、IV型コラーゲン及びそれらの組み合わせから成る群より
選ばれる接着タンパク質をさらに含む、請求項１－６のいずれか一項に記載の組織スキャ
フォールド。
【請求項８】
　起伏のある管腔表面を有する、請求項１－７のいずれか一項に記載の組織スキャフォー
ルド。
【請求項９】
　単一または積層シートとして構成される、請求項１－８のいずれか一項に記載の組織ス
キャフォールド。
【請求項１０】
　２－１２の積層シートを含む、請求項９記載の組織スキャフォールド。
【請求項１１】
　２またはそれ以上の積層シートの間に配置されたポリマーをさらに含む、請求項１０記
載の組織スキャフォールド。
【請求項１２】
　該ポリマーが、コラーゲン、キトサン、アルギン酸塩、ポリビニルアルコール、カルボ
キシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース及びそれらの組み合わせから成る
群より選ばれる、請求項１１記載の組織スキャフォールド。
【請求項１３】
　該ポリマーが生物活性分子をさらに含む、請求項１１または請求項１２に記載の組織ス
キャフォールド。
【請求項１４】
　該生物活性分子が、該ポリマーの層全体に分布している、請求項１３記載の組織スキャ
フォールド。
【請求項１５】
　該生物活性分子が非共有的に該ポリマーに結合している、請求項１３記載の組織スキャ
フォールド。
【請求項１６】
　該生物活性分子が共有的に該ポリマーに結合している、請求項１３記載の組織スキャフ
ォールド。
【請求項１７】
　該生物活性分子が小分子またはポリペプチドである、請求項１３記載の組織スキャフォ
ールド。
【請求項１８】
　該生物活性分子が、成長因子、抗菌剤、鎮痛剤、止血剤、血管新生促進剤、血管新生抑
制剤及びそれらの組み合わせから成る群より選ばれる、請求項１７記載の組織スキャフォ
ールド。
【請求項１９】
　該生物活性分子が、ＦＧＦ２、ＮＧＦ、ドキシサイクリン、ポリ－Ｌ－リジン及びそれ
らの組み合わせから成る群より選ばれる、請求項１８記載の組織スキャフォールド。
【請求項２０】
　該積層シートが縫合によりまとまって固定されている、請求項１０－１９のいずれか一
項に記載の組織スキャフォールド。
【請求項２１】
　少なくとも１０ｃｍの幅及び少なくとも１０ｃｍの長さを有する、請求項１－２０のい
ずれか一項に記載の組織スキャフォールド。
【請求項２２】
　少なくとも８０Ｎの平均バースト強度を有する、請求項１－２１のいずれか一項に記載
の組織スキャフォールド。



(3) JP 5518066 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

【請求項２３】
　該反芻動物が、Ｃａｐｒａ、Ｂｏｓ、Ｃｅｒｖｕｓ及びＯｖｉｓから成る群より選ばれ
る属に属する、請求項１－２２のいずれか一項に記載の組織スキャフォールド。
【請求項２４】
　該反芻動物がＯｖｉｓ　ａｒｉｅｓである、請求項１－２３のいずれか一項に記載の組
織スキャフォールド。
【請求項２５】
　請求項１－２４のいずれか一項に記載の組織スキャフォールドを含む、組成物。
【請求項２６】
　組織欠損を被覆するための組織スキャフォールドの製造における、反芻動物前胃の固有
－粘膜下組織の細胞外マトリックスの使用。
【請求項２７】
　該組織欠損が、少なくとも１０ｃｍの幅及び少なくとも１０ｃｍの長さを有する、請求
項２６記載の使用。
【請求項２８】
　該組織スキャフォールドが、該組織欠損内部での細胞増殖を増進するものである、請求
項２６または請求項２７に記載の使用。
【請求項２９】
　該組織スキャフォールドが、該組織欠損内部の脈管形成を増進するものである、請求項
２６または請求項２７に記載の使用。
【請求項３０】
　軟組織を強化するための組織スキャフォールドの製造における、反芻動物前胃の固有－
粘膜下組織の細胞外マトリックスの使用。
【請求項３１】
　該組織スキャフォールドが、少なくとも１０ｃｍの幅及び少なくとも１０ｃｍの長さを
有する、請求項３０記載の使用。
【請求項３２】
　損傷組織の修復を誘導するための組織スキャフォールドの製造における、反芻動物前胃
の固有－粘膜下組織の細胞外マトリックスの使用。
【請求項３３】
　軟組織再生を活性化するための組織スキャフォールドの製造における、反芻動物前胃の
固有－粘膜下組織の細胞外マトリックスの使用。
【請求項３４】
　該組織スキャフォールドが細胞増殖を誘導するものである、請求項３２または請求項３
３に記載の使用。
【請求項３５】
　該組織スキャフォールドが脈管形成を誘導するものである、請求項３２または請求項３
３に記載の使用。
【請求項３６】
　組織の脈管形成を誘導するための組織スキャフォールドの製造における、反芻動物前胃
の固有－粘膜下組織の細胞外マトリックスの使用。
【請求項３７】
　反芻動物前胃の固有－粘膜下組織の細胞外マトリックスを含む、患者内部の乳房組織を
支持するための移植可能な組織スキャフォールド装置。
【請求項３８】
　該乳房組織が人工器官を含む、請求項３７記載の装置。
【請求項３９】
　２またはそれ以上の細胞外マトリックスの層を含む積層シートとして構成された、請求
項３７または請求項３８に記載の装置。
【請求項４０】



(4) JP 5518066 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

　該積層シートが、４－８の細胞外マトリックスの層を含む、請求項３９記載の装置。
【請求項４１】
　該細胞外マトリックス層が、縫合によってまとまって固定されている、請求項３９また
は４０に記載の装置。
【請求項４２】
　凹面を有する、請求項３７－４１のいずれか一項に記載の装置。
【請求項４３】
　該細胞外マトリックスに孔が開いている、請求項３７－４２のいずれか一項に記載の装
置。
【請求項４４】
　該細胞外マトリックスに孔が開いていない、請求項３７－４２のいずれか一項に記載の
装置。
【請求項４５】
　該装置が三日月型を有する、請求項３７－４４のいずれか一項に記載の装置。
【請求項４６】
　該装置が楕円型を有する、請求項３７－４４のいずれか一項に記載の装置。
【請求項４７】
　患者内部の乳房組織を支持するための組織スキャフォールドの製造における、反芻動物
前胃の固有－粘膜下組織の細胞外マトリックスの使用。
【請求項４８】
　該乳房組織が人工乳房を含む、請求項４７記載の使用。
【請求項４９】
　該乳房組織が天然組織を含む、請求項４７記載の使用。
【請求項５０】
　該組織スキャフォールドが、該乳房組織を支持する位置で、該乳房組織の下部及び側面
部を被覆するように配置されるものである、請求項４７－４９のいずれか一項に記載の使
用。
【請求項５１】
　シートの間に配置されたポリマーによって積層された、反芻動物前胃の固有－粘膜下組
織の２またはそれ以上の細胞外マトリックスのシートを含む、組織スキャフォールド。
【請求項５２】
　該細胞外マトリックスがコラーゲンを含む、請求項５１記載の組織スキャフォールド。
【請求項５３】
　該ポリマーがコラーゲン、キトサン、アルギン酸塩、ポリビニルアルコール、カルボキ
シメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース及びそれらの組み合わせから成る群
より選ばれる、請求項５１または請求項５２に記載の組織スキャフォールド。
【請求項５４】
　該ポリマーが生物活性分子をさらに含む、請求項５１－５３のいずれか一項に記載の組
織スキャフォールド。
【請求項５５】
　該生物活性分子が非共有的に該ポリマーに結合している、請求項５４記載の組織スキャ
フォールド。
【請求項５６】
　該生物活性分子が共有的に該ポリマーに結合している、請求項５４記載の組織スキャフ
ォールド。
【請求項５７】
　該生物活性分子が小分子またはポリペプチドである、請求項５４記載の組織スキャフォ
ールド。
【請求項５８】
　該生物活性分子が、成長因子、抗菌剤、鎮痛剤、止血剤、血管新生促進剤、血管新生抑
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制剤及びそれらの組み合わせから成る群より選ばれる、請求項５７記載の組織スキャフォ
ールド。
【請求項５９】
　該生物活性分子が、ＦＧＦ２、ＮＧＦ、ドキシサイクリン、ポリ－Ｌ－リジン及びそれ
らの組み合わせから成る群より選ばれる、請求項５８記載の組織スキャフォールド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　この出願は、２００８年７月３０日出願の米国仮出願第６１／１３７，３６７号及び２
００９年４月２４日出願の米国仮出願第６１／１７２，６７１号の優先権を主張する。該
先行出願の全ての内容は、参照によって本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　細胞外マトリックス（ＥＣＭ）は、組織の成長と再生にとって最適な化学的及び構造的
環境を提供することにおいて重要な役割をもっている。組織再生に用いられるＥＣＭスキ
ャフォールドは従来、様々な器官や様々な動物の粘膜下組織及び基底膜源から単離された
、脱細胞されたヒト及び動物の真皮から調製される。これらスキャフォールドは、組織再
生を促進し、免疫学的に寛容性が良好である。一般的な粘膜下組織の移植片組成物は、小
腸、膀胱、及び単一の腺胃（simple glandular stomach）由来である（例えば米国特許第
４，９０２，５０８号、米国特許第５，５５４，３８９号、及び米国特許第６，０９９，
５６７号を参照のこと、これらの全内容は、参照により本明細書に組み込まれる）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　ＥＣＭスキャフォールドの生産及び使用における進歩にも関わらず、理想的なスキャフ
ォールド組成物は特定されていない。理想的スキャフォールドは非アレルギー性で、非発
ガン性で、持続的応力下で機械的に安定で、毛細血管化を可能とするのに十分に多孔質で
あり、適切な細胞及び脈管の内部成長を促進及び進めることができ、宿主組織と同様の適
合性を持ち、感染に対して抵抗性があり、非血栓形成性であり、安価であり、そして元の
組織の完全な機能的アナログになることができるものである。これらの性質を持つＥＣＭ
スキャフォールドは、創傷修復及び軟組織再生を含む様々な臨床的応用にとって有用であ
ろう。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
発明の概要
　本発明は、反芻動物の前胃に由来し、また、本明細書では“前胃マトリックス”（ＦＭ
）スキャフォールドと呼ばれる細胞外マトリックス（ＥＣＭ）スキャフォールドを提供す
る。本発明のＦＭスキャフォールドは、先行の組織スキャフォールドに優る多くの利点を
提供し、創傷修復及び組織再生を含む、様々な臨床的及び治療的応用に有用である。さら
に、本発明は、反芻動物前胃を含むがそれに限られない、哺乳類器官からＥＣＭスキャフ
ォールドを生産するための改良法を提供する。特定の実施形態では、本発明のＦＭスキャ
フォールドは、例えばＣａｐｒａ　ａｅｇａｇｒｕｓ　ｈｉｒｃｕｓ、Ｂｏｓ　ｔａｕｒ
ｕｓまたはＯｖｉｓ　ａｒｉｅｓといったＣａｐｒａ、Ｂｏｓ、ＣｅｒｖｕｓまたはＯｖ
ｉｓ属に属する反芻動物に由来してもよい。
【０００５】
　従って、第一の態様では、本発明は、反芻動物の前胃の固有－粘膜下組織（propria-su
bmucosa）のＥＣＭを含む、組織スキャフォールド（ＦＭスキャフォールド）を特徴とす
る。特定の一実施形態では、固有－粘膜下組織は前胃の第一胃、第二胃、または第三胃に



(6) JP 5518066 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

由来する。これらの組織スキャフォールドは、典型的には起伏のある管腔表面を有する。
本発明のＥＣＭ組織スキャフォールドは、上皮、基底膜または筋層（tunica muscularis
）の一部分、及びそれらの組み合わせを含む、脱細胞された組織を追加的に含んでもよい
。該組織スキャフォールドはまた、I型コラーゲン、III型コラーゲンまたはエラスチン、
及びそれらの組み合わせを含むがそれらに限られない、１つまたはそれ以上の繊維性タン
パク質を含んでもよい。他の実施形態においては、該組織スキャフォールドは、ＦＧＦ－
２、ＴＧＦｂ１、ＴＧＦｂ２またはＶＥＧＦ及びそれらの組み合わせを含むがそれらに限
られない、１つまたはそれ以上の成長因子を含むことができる。さらに他の実施形態では
、該組織スキャフォールドは、ヒアルロン酸及びヘパラン硫酸、及びそれらの組み合わせ
を含むがそれらに限られない、１つまたはそれ以上のグリコサミノグリカンを含むことが
できる。別の実施形態では、該組織スキャフォールドは、フィブロネクチン、IV型コラー
ゲンまたはラミニン、及びそれらの組み合わせを含むがそれらに限られない、１つまたは
それ以上の接着タンパク質を含むことができる。
【０００６】
　本発明のＦＭスキャフォールドは、単層シート、またはＦＭの多数のシートを含む積層
シートのような、様々な様式に合わせることができる。ある実施形態では、ＦＭスキャフ
ォールドは２～１５の積層シートを含む。該積層シートは、縫合（stitches or sutures
）によってまとめることができる。もう一つの方法として、該積層シートは、１つまたは
それ以上のシートの間の中に配置されたポリマーによってまとめることができる。一つの
実施形態では、該積層シートは、縫合によって貼り付けられ、追加的に１つまたはそれ以
上のシートの間に配置されたポリマーを含む。別の実施形態では、積層組織スキャフォー
ルドは、それぞれの積層シートの間に配置されたポリマーを含む。該ポリマーは、該シー
ト間に散りばめてもよく、またはポリマー層として均一に配置してもよい。コラーゲン、
キトサン、アルギン酸塩（alginate）、ポリビニルアルコール、カルボキシメチルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルセルロース及びそれらの組み合わせを含むがそれらに限られな
い、あらゆる適切なポリマーを、本発明のＦＭスキャフォールドに用いてよい。
【０００７】
　特定の一実施形態では、該ポリマーはさらに、例えば、小分子またはぺプチドのような
生物活性分子を含む。該生物活性分子は例えば、粒子、微小粒子またはコロイドとして封
入された懸濁液として、またはそれらの混合物として、非共有的に該ポリマー中に組み込
まれてよい。該生物活性分子はまた、該生物活性分子を該ポリマーに付着させるためのあ
らゆる適切な化学的性質を用いて、共有的にポリマー中に組み込まれてよい。該生物活性
分子は成長因子、抗菌剤、鎮痛剤、止血剤、血管新生促進剤または血管新生抑制剤といっ
た、あらゆる治療的に望ましい分子でありうる。典型的実施形態では、該ポリマーはＦＧ
Ｆ２、ＮＧＦ、ドキシサイクリン、アモキシシリン及びポリ－Ｌ－リジンのうちの１つま
たはそれ以上を含む。
【０００８】
　別の特定の実施形態では、ＦＭスキャフォールドは少なくとも１０ｃｍの幅を有する。
例えば、該スキャフォールドは、少なくとも１０ｃｍの幅、及び少なくとも１０ｃｍの長
さを有することができる。従って、あるＦＭスキャフォールドは、例えば４００ｃｍ２と
いった１００ｃｍ２より大きい表面積を有することができる。一実施形態では、ＦＭスキ
ャフォールドの単層または積層シートは孔が開いている。別の実施形態では、ＦＭは流体
化、または微粉化されている。
【０００９】
　本発明のＦＭスキャフォールドは一般的に、他の胃腸または泌尿生殖器源から得られた
スキャフォールドより大きな２軸強度を有する。従って、特定の一実施形態では、ＦＭス
キャフォールドは、少なくとも８０Ｎまたはそれ以上の平均２軸強度を有する。
【００１０】
　本発明の組織スキャフォールドは、組織欠損の被覆及び軟組織強化を含むがそれらに限
られない、多数の応用に用いることができる。特定の一実施形態では、該組織欠損または
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該軟組織は少なくとも１０ｃｍの幅を有する。別の実施形態では、該組織欠損または該軟
組織は少なくとも１０ｃｍの幅及び少なくとも１０ｃｍの長さを有する。さらに別の実施
形態では、該組織欠損または該軟組織は少なくとも１００ｃｍ２の表面積を有する。
【００１１】
　従って、別の態様では、本発明は損傷組織の修復を誘導するための方法を特徴とし、該
方法は、該損傷組織を本発明のＦＭスキャフォールド、例えば、反芻動物の固有－粘膜下
組織のＥＣＭを含むものと接触させることを含む。本発明はさらに、軟組織再生を促進す
る方法を特徴とし、該方法は、該軟組織を本発明のＦＭスキャフォールドと接触させるこ
とを含む。
【００１２】
　ＦＭスキャフォールドがある組織と接触状態に置かれたとき、該ＦＭスキャフォールド
は、該スキャフォールド近くに位置する細胞の増殖を増進させることができる。加えて、
該ＦＭスキャフォールドは、それが付着する組織内部の脈管形成（vascularization）を
促進することができる。よって、別の態様では、本発明は、組織における細胞増殖を促進
する方法を提供し、該方法は、細胞増殖が促進されるように、該組織をＦＭスキャフォー
ルドに接触させることを含む。本発明はさらに、組織の脈管形成を誘導する方法を提供し
、該方法は、脈管形成が該組織内部で起こるように、該組織をＦＭスキャフォールドに接
触させることを含む。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、患者内部で乳房組織を支持するための移植可能な組織ス
キャフォールド装置を特徴とする。ここで、該装置は反芻動物前胃の固有－粘膜下組織の
細胞外マトリックスを含む。該乳房組織は、人工乳房、即ち乳房インプラントを含んでも
よい。該組織スキャフォールド装置は、細胞外マトリックスの２つまたはそれ以上の層を
含む積層シートとして構成されてもよい。特定の一実施形態では、該積層シートは細胞外
マトリックスの層を２～１５層含む。
【００１４】
　該組織スキャフォールド装置は、平坦でもよい、または凹面を有していてもよい。一実
施形態では、該装置の細胞外マトリックスの層は、縫合によってまとまって固定されても
よい。該細胞外マトリックスは、孔を開けてもよい、または開けなくてもよい。ある実施
形態では、該装置は三日月型を有する。他の実施形態では、該装置は楕円型を有する。
【００１５】
　別の態様において、本発明は患者内部で乳房組織を支持する方法を提供し、該方法は、
前述の組織スキャフォールド装置を該患者内部の該乳房組織に対する支持位置に配置する
ことを含む。一実施形態では、該乳房組織は人工乳房を含む。別の実施形態では、該乳房
組織は、天然組織を含む。特定の一実施形態では、該組織スキャフォールドの配置は、該
乳房組織の下部及び側面部分を覆うことを含む。
【００１６】
　別の態様では、本発明は、シート間に配置されたポリマーによって積層された、２つま
たはそれ以上の細胞外マトリックス層を含む組織スキャフォールドを提供する。該スキャ
フォールドは、小腸、胃、膀胱、心膜及び真皮からなる群より選ばれる組織の粘膜下組織
の細胞外マトリックスを含んでもよい。特定の一実施形態では、該細胞外マトリックスは
コラーゲンを含む。該ポリマーはコラーゲン、キトサン、アルギン酸塩、ポリビニルアル
コール、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、及びそれらの組
み合わせを含んでもよい。
【００１７】
　前述した態様の、特定の一実施形態では、該ポリマーはさらに生物活性分子を含む。該
生物活性分子は、非共有的にまたは共有的に、該ポリマーと結合していてもよい。一実施
形態では、該生物活性分子は、例えば、成長因子、抗菌剤、鎮痛剤、止血剤、血管新生促
進剤、血管新生抑制剤またはそれらの組み合わせといった小分子またはポリペプチドでも
よい。典型的生物活性分子には、ＦＧＦ２、ＮＧＦ、ドキシサイクリン、ポリ－Ｌ－リジ
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ン及びそれらの組み合わせが含まれる。
【００１８】
　さらにもう一つの態様では、本発明は組織の全部または一部の内部の層を分離する、及
び／または脱細胞化することによって、ＥＣＭ組織スキャフォールドを作り出す方法を提
供する。該方法は、該組織の全部または一部の内部の層が分離される、及び／または脱細
胞化されるように、該組織の２つの側面の間で貫壁性（transmural）浸透流を作り出すこ
とを含む。該貫壁性浸透流は、該組織の全部または一部の管腔側から反管腔側へ、または
該組織の全部または一部の反管腔側から管腔側へ向けることができる。これは、例えば高
張溶液と低張溶液との間で該組織を分離することによって、貫壁性浸透流が該低張溶液か
ら該高張溶液へ流れるように、達成することができる。該方法は、さらに、上皮、基底膜
または筋層及びそれらの組み合わせを含む組織層の全部または一部を除去することを含み
うる。
【００１９】
　特定の一実施形態では、本発明の方法は、器官または組織（またはその一部）内部に第
一の溶液を封入すること、及び該器官または組織（またはその一部）を、該第一の溶液よ
り高張である第二の溶液に浸すことを含む。この方法はさらに、例えば該組織をさらに脱
細胞化するために、該器官または組織を該第二の溶液から取り出すこと、及び該器官また
は組織、またはその一部を、同様に該第一の溶液より高張である第三の溶液に浸すことを
含むことができる。
【００２０】
　別の実施形態では、該方法は、器官または組織（またはその一部）内部に第一の溶液を
封入すること、及び該器官または組織（またはその一部）を該第一の溶液より高張である
第二の溶液に浸すこと、続いて、任意に、該器官または組織、またはその一部を同様に該
第一の溶液より高張な第三の溶液に浸すことを含む。
【００２１】
　該高張及び低張溶液は、例えば、水、及び任意に少なくとも１つのバッファー、デター
ジェントまたは塩を含むことができる。該高張溶液は該低張溶液よりも、より高い濃度の
溶質を含む。特定の一実施形態では、該高張溶液は４Ｍ　ＮａＣｌを含み、及び該低張溶
液は０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及び０．１％ＥＤＴＡを含む。別の特定の実
施形態では、該低張溶液は０．１％ＳＤＳを含む。さらに別の実施形態では、該低張溶液
は０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００、０．１％ＥＤＴＡ、及び０．１％ＳＤＳを含
む。
【００２２】
　本発明の方法は、例えば、４℃またはそれ以下（例えば、約２℃から約４℃の間）の低
温で行うことができる。本発明の方法は、かわりに、室温または室温付近（例えば約１８
℃から約２４℃の間）で行うことができる。該方法はまた、他の方法を用いたときに可能
な時間よりもより短い時間で、組織層を分離及び脱細胞化させることができる。特定の実
施形態では、該組織層は、３６時間以内で、より好ましくは２４時間以内で、分離及び脱
細胞化される。他の実施形態では、該組織層は６時間以内（例えば５時間以内、４時間以
内、または、３時間以内）で分離及び脱細胞化される。
【００２３】
　本発明の方法は、あらゆる適切な組織源または器官を用いることができる。特定の一実
施形態では、該組織は角化重層扁平上皮を含む。他の特定の実施形態では、該組織は反芻
動物、例えば、Ｃａｐｒａ、Ｂｏｓ、Ｃｅｒｖｕｓ及びＯｖｉｓ属に属する動物の前胃由
来である。さらに他の実施形態では、該組織は、前胃の第一胃、第二胃または第三胃由来
である。該組織は、任意に、分離及び脱細胞化がさらに促進するように、該組織層を横断
する貫壁性浸透流を増やすために膨張させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１Ａ】図１は、未処理状態及びＳＴＯＦ処理後両方の（Ａ）前胃壁及び（Ｂ）腺胃壁
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の横断面概要図である。
【図１Ｂ】図１は、未処理状態及びＳＴＯＦ処理後両方の（Ａ）前胃壁及び（Ｂ）腺胃壁
の横断面概要図である。
【図２Ａ】図２は、豊胸手術、乳房再建または乳房固定術に有用なＦＭスキャフォールド
の２つの典型的形状を説明する。（Ａ）は三日月型のスキャフォールドを示す。（Ｂ）は
楕円型のスキャフォールドを示す。
【図２Ｂ】図２は、豊胸手術、乳房再建または乳房固定術に有用なＦＭスキャフォールド
の２つの典型的形状を説明する。（Ａ）は三日月型のスキャフォールドを示す。（Ｂ）は
楕円型のスキャフォールドを示す。
【図３】図３は、器官を横断して流れる貫壁性浸透流を確立することによって、該器官を
処理する方法の一実施形態を説明する。
【図４】図４は、破砕された基底膜を持つ脱細胞化されたＦＭスキャフォールドを生産す
るための、ＳＴＯＦを用いた組織処理の典型的実施例を示す。
【図５】図５は、ＳＴＯＦ処理前後の組織の全核酸含量を示す。
【図６】図６は、前胃組織の表面積とＳＴＯＦ処理後の前胃全体積の増加との間の線形関
係を示す。
【図７】図７は、貫壁性浸透流の結果としての組織重量変化を示す。該組織を通過及び進
入する液体により組織水和が増加したため、重量増加が起きた。
【図８】図８は、ＳＴＯＦ処理完了時のＳＴＯＦ溶液中におけるラミニンのウェスタンブ
ロット検出を示す。
【図９】図９は、ＦＭの相対的強度を示しているボールバースト試験の結果を示す。
【図１０】図１０は、多層ヒツジＦＭプロダクトのボールバースト強度をグラフにより示
す。単層または多層のヒツジＦＭプロダクトの２軸強度は、ASTM D 3797-89 “Standard 
Test Method for Bursting Strength of Knitted Goods, Constant-Rate-of-Traverse (C
RT) Ball-burst Test”に準じたボールバースト試験を用いて、またボールバースト圧縮
ケージを取り付けた、Ｉｎｓｔｒｏｎ５８００シリーズの電気機械テスターを用いて決定
した。該機械により、２５．４ｍｍのステンレス鋼ボールが、３０５＋／－１３ｍｍ／ｍ
ｉｎの送り速度で、試験材料に対し、破損するまで押された。破損時における最大圧縮負
荷（Ｎ）を記録するために１ｋＮのロードセルを用いた。エラーバーは、少なくとも５サ
ンプルの標準誤差を示している。
【図１１】図１１は、４層のヒツジＦＭ及び市販のインプラントプロダクトに関する、正
規化された最大圧縮負荷の比較を示す。エラーバーは、少なくとも５サンプルの、または
、既報のデータからの標準誤差を示す。
【図１２】図１２は、ＦＭの相対的強度を示している１軸試験の結果を示す。
【図１３Ａ－Ｃ】図１３は、単層及び多層ヒツジＦＭプロダクトの強度の比較を示す。（
Ａ）破損時の最大負荷（Ｎ）；（Ｂ）最大接線剛性（Ｎ／ｍｍ）；（Ｃ）最大伸長（ｍｍ
）；（Ｄ）弾性係数（ヤング係数）（ＧＰａ）；（Ｅ）降伏応力（ＭＰａ）及び（Ｆ）厚
み。単層及び多層プロダクトの破損時の最大負荷は、Ｉｎｓｔｒｏｎ５８００シリーズ電
気機械テスターを用いて決定した。様々な材料は、幅０．６ｃｍのイヌ用骨型サンプルに
切断した。サンプルを、７．５ｃｍのゲージ長で固定し、破損するまで２５．４ｍｍ／ｍ
ｉｎの速度で伸ばした。負荷（Ｎ）は、５００Ｎロードセルを用いて記録した。剛性は、
負荷（Ｎ）対伸長（ｍｍ）曲線の傾きから計算した。該負荷対伸長曲線は、該プロダクト
の厚みから計算された断面積を用いて、応力（Ｎ／ｍ２）対ひずみ曲線に変換した。この
後者の曲線の傾きを弾性係数即ちヤング係数（ＧＰａ）を計算するために用いた。エラー
バーは、少なくとも５サンプルの標準誤差を示す。
【図１３Ｄ－Ｆ】図１３は、単層及び多層ヒツジＦＭプロダクトの強度の比較を示す。（
Ａ）破損時の最大負荷（Ｎ）；（Ｂ）最大接線剛性（Ｎ／ｍｍ）；（Ｃ）最大伸長（ｍｍ
）；（Ｄ）弾性係数（ヤング係数）（ＧＰａ）；（Ｅ）降伏応力（ＭＰａ）及び（Ｆ）厚
み。単層及び多層プロダクトの破損時の最大負荷は、Ｉｎｓｔｒｏｎ５８００シリーズ電
気機械テスターを用いて決定した。様々な材料は、幅０．６ｃｍのイヌ用骨型サンプルに
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切断した。サンプルを、７．５ｃｍのゲージ長で固定し、破損するまで２５．４ｍｍ／ｍ
ｉｎの速度で伸ばした。負荷（Ｎ）は、５００Ｎロードセルを用いて記録した。剛性は、
負荷（Ｎ）対伸長（ｍｍ）曲線の傾きから計算した。該負荷対伸長曲線は、該プロダクト
の厚みから計算された断面積を用いて、応力（Ｎ／ｍ２）対ひずみ曲線に変換した。この
後者の曲線の傾きを弾性係数即ちヤング係数（ＧＰａ）を計算するために用いた。エラー
バーは、少なくとも５サンプルの標準誤差を示す。
【図１４】図１４は、１及び２層のヒツジＦＭプロダクトと、市販の硬膜修復プロダクト
の降伏応力の比較を示す。エラーは、少なくとも５サンプル、または既報のデータからの
標準誤差を示す。
【図１５】図１５は、多層ヒツジＦＭプロダクトの縫合保持力強度（suture retention s
trength）の比較を示す。多層ヒツジＦＭプロダクトのサンプルを、縫合保持力について
、ANSI/AAMI VP20-1994 Guidelines for Cardiovascular Implants Vascular Prostheses
 Measured in Newton’sに従ってテストした。４ｃｍ×２．５ｃｍのサンプルを、咬み深
さ（bite-depth）２ｍｍの縫い目で、縫合した。破損時の負荷を、進行速度１００ｍｍ／
ｍｉｎを用い、１００Ｎロードセルを取り付けたＩｎｓｔｒｏｎ５８００シリーズ電気機
械テスターを用いて記録した。破損時の負荷は、実測負荷の９０％換算として規定した。
該サンプルの遊離端を２５ｍｍの万力グリップで固定し、一方、該縫い目はステンレスフ
ックを介して、反対側の止め具に固定した。エラーバーは、少なくとも６サンプルの標準
誤差を示す。
【図１６】図１６は、ヒツジＦＭプロダクト及び硬膜修復プロダクトの、正規化された縫
合保持力強度の比較を示す。エラーは、５つの独立したサンプル、または既報データから
の標準誤差を示す。
【図１７】図１７は、４層ヒツジＦＭプロダクト及び市販のインプラントマトリックスの
、正規化された縫合保持力強度の比較を示す。エラーは、少なくとも５サンプル、または
既報データからの標準誤差を示す。ＳｕｒｇｉｓｉｓＴＭについては、エラーは報告され
ていなかった。ＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭ及びＳｔｒａｔｔｉｃｅＴＭは咬み深さ１０ｍｍで
テストし、４層ヒツジＦＭ及びＳｕｒｇｉｓｉｓＴＭは、咬み深さ２ｍｍでテストした。
【図１８】図１８は、ブタの創傷治癒研究において、ブタ背部に作られた全層切除創傷の
配置の一例を示す。
【図１９】図１９は、該創傷治癒研究の過程で採取された組織生検における、ＥＣＭスキ
ャフォールドの持続性を示す。
【図２０】図２０は、創傷治癒中の細胞増殖の定量化をグラフで示す。創傷組織は、ヒツ
ジＦＭ（１層、２層）、ＳＩＳで処置または処置せず、上皮層から取られた３つの４０倍
フレーム及び再生真皮中の層から取られた３つの４０倍フレーム中の、Ｋｉ６７陽性細胞
の全数をＩＨＣ及びデジタル方式でカウントした。一元配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　
ＡＮＯＶＡ）を用いたところ、未処置のコントロールに対して、＊＊Ｐ＜０．０１で有意
であった。
【図２１Ａ】図２１はヒツジＦＭ（１層及び２層）、ＳＩＳで処置した創傷組織、または
、処置しなかった創傷組織における血管の定量化をグラフで示す。（Ａ）は、各組織生検
について分析した、フレームごとにカウントした血管全数の平均値を示す。エラーバーは
、示した時点において各処置群について分析した、２０生検からの標準誤差を示す。一元
配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）を用いたところ、未処置のコントロールに
対して＊＊Ｐ＜０．０１及び＊Ｐ＜０．０５で有意であった。（Ｂ）は、示した時点にお
ける、（小、中及び大）血管の数を、各処置について観察された全血管の比率として示す
。（Ｃ）は、フレームごとにカウントされた小血管（３００－５００μｍ２）の平均数を
示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームについて平均化し
た。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレームからの標準
誤差を示す。（Ｄ）は、フレームごとにカウントされた中血管（５００－１５００μｍ２

）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームにつ
いて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレー
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ムからの標準誤差を示す。（Ｅ）は、フレームごとにカウントされた大血管（＞１５００
μｍ２）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレー
ムについて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析
フレームからの標準誤差を示す。
【図２１Ｂ】図２１はヒツジＦＭ（１層及び２層）、ＳＩＳで処置した創傷組織、または
、処置しなかった創傷組織における血管の定量化をグラフで示す。（Ａ）は、各組織生検
について分析した、フレームごとにカウントした血管全数の平均値を示す。エラーバーは
、示した時点において各処置群について分析した、２０生検からの標準誤差を示す。一元
配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）を用いたところ、未処置のコントロールに
対して＊＊Ｐ＜０．０１及び＊Ｐ＜０．０５で有意であった。（Ｂ）は、示した時点にお
ける、（小、中及び大）血管の数を、各処置について観察された全血管の比率として示す
。（Ｃ）は、フレームごとにカウントされた小血管（３００－５００μｍ２）の平均数を
示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームについて平均化し
た。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレームからの標準
誤差を示す。（Ｄ）は、フレームごとにカウントされた中血管（５００－１５００μｍ２

）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームにつ
いて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレー
ムからの標準誤差を示す。（Ｅ）は、フレームごとにカウントされた大血管（＞１５００
μｍ２）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレー
ムについて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析
フレームからの標準誤差を示す。
【図２１Ｃ】図２１はヒツジＦＭ（１層及び２層）、ＳＩＳで処置した創傷組織、または
、処置しなかった創傷組織における血管の定量化をグラフで示す。（Ａ）は、各組織生検
について分析した、フレームごとにカウントした血管全数の平均値を示す。エラーバーは
、示した時点において各処置群について分析した、２０生検からの標準誤差を示す。一元
配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）を用いたところ、未処置のコントロールに
対して＊＊Ｐ＜０．０１及び＊Ｐ＜０．０５で有意であった。（Ｂ）は、示した時点にお
ける、（小、中及び大）血管の数を、各処置について観察された全血管の比率として示す
。（Ｃ）は、フレームごとにカウントされた小血管（３００－５００μｍ２）の平均数を
示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームについて平均化し
た。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレームからの標準
誤差を示す。（Ｄ）は、フレームごとにカウントされた中血管（５００－１５００μｍ２

）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームにつ
いて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレー
ムからの標準誤差を示す。（Ｅ）は、フレームごとにカウントされた大血管（＞１５００
μｍ２）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレー
ムについて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析
フレームからの標準誤差を示す。
【図２１Ｄ】図２１はヒツジＦＭ（１層及び２層）、ＳＩＳで処置した創傷組織、または
、処置しなかった創傷組織における血管の定量化をグラフで示す。（Ａ）は、各組織生検
について分析した、フレームごとにカウントした血管全数の平均値を示す。エラーバーは
、示した時点において各処置群について分析した、２０生検からの標準誤差を示す。一元
配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）を用いたところ、未処置のコントロールに
対して＊＊Ｐ＜０．０１及び＊Ｐ＜０．０５で有意であった。（Ｂ）は、示した時点にお
ける、（小、中及び大）血管の数を、各処置について観察された全血管の比率として示す
。（Ｃ）は、フレームごとにカウントされた小血管（３００－５００μｍ２）の平均数を
示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームについて平均化し
た。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレームからの標準
誤差を示す。（Ｄ）は、フレームごとにカウントされた中血管（５００－１５００μｍ２

）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームにつ
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いて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレー
ムからの標準誤差を示す。（Ｅ）は、フレームごとにカウントされた大血管（＞１５００
μｍ２）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレー
ムについて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析
フレームからの標準誤差を示す。
【図２１Ｅ】図２１はヒツジＦＭ（１層及び２層）、ＳＩＳで処置した創傷組織、または
、処置しなかった創傷組織における血管の定量化をグラフで示す。（Ａ）は、各組織生検
について分析した、フレームごとにカウントした血管全数の平均値を示す。エラーバーは
、示した時点において各処置群について分析した、２０生検からの標準誤差を示す。一元
配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）を用いたところ、未処置のコントロールに
対して＊＊Ｐ＜０．０１及び＊Ｐ＜０．０５で有意であった。（Ｂ）は、示した時点にお
ける、（小、中及び大）血管の数を、各処置について観察された全血管の比率として示す
。（Ｃ）は、フレームごとにカウントされた小血管（３００－５００μｍ２）の平均数を
示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームについて平均化し
た。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレームからの標準
誤差を示す。（Ｄ）は、フレームごとにカウントされた中血管（５００－１５００μｍ２

）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレームにつ
いて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析フレー
ムからの標準誤差を示す。（Ｅ）は、フレームごとにカウントされた大血管（＞１５００
μｍ２）の平均数を示す。カウントは、研究中の５体の動物から分析された全てのフレー
ムについて平均化した。エラーバーは、示した時点における各処置群につき２０個の分析
フレームからの標準誤差を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
発明の詳細な説明
　本発明は、反芻動物の前胃の固有－粘膜下組織に由来し、本明細書では‘前胃マトリッ
クス’（ＦＭ）と呼ばれる、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）スキャフォールドの開発に関
する。ＦＭスキャフォールドは、腺胃を含む他器官由来のＥＣＭスキャフォールドとは異
なる独特な特性を有する。これらの特徴により、ＦＭスキャフォールドは組織の再生及び
修復を含む臨床的応用に特にうまく適合する。本発明はさらに、前胃を含むが、それに限
定されない哺乳類の器官からＥＣＭスキャフォールドを生みだす改良方法に関する。
【００２６】
I．定義
　本発明がよりたやすく理解されるように、特定の用語を最初に定義する。
【００２７】
　本明細書で使用される“前胃マトリックス”（略してＦＭ）という用語は、反芻動物の
前胃の固有－粘膜下組織を含むＥＣＭスキャフォールドを言う。
【００２８】
　本明細書で使用される“固有－粘膜下組織 ”という用語は、反芻動物前胃における粘
膜固有層及び粘膜下組織の混成により形成される組織構造を言う。
【００２９】
　本明細書で使用される“粘膜固有層”という用語は、細胞外マトリックスの緻密な層を
含む、固有－粘膜下組織の管腔部を言う。
【００３０】
　本明細書で使用される“反芻動物”という用語は、４室の胃を有する哺乳類を言う。こ
れらは、第一胃、第二胃及び第三胃で構成される前胃、及び第四胃として知られる第四室
を含む。反芻動物の非限定例に、Ｃａｐｒａ、Ｂｏｓ、Ｃｅｒｖｕｓ及びＯｖｉｓ属に属
する哺乳類が含まれる。
【００３１】
　本明細書で使用される“に由来する”という用語は、ＥＣＭの組織源または起源を言う
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。ＥＣＭは、全体または一部として組織に由来することができ、固有－粘膜下組織などの
組織の少なくとも一要素を保持する。
【００３２】
　本明細書で使用される“固有－粘膜下組織”という用語は、反芻動物の前胃壁の一部を
言い、粘膜固有層及び筋層からなる。
【００３３】
　本明細書で使用される“密封貫壁性浸透流（Sealed Transmural Osmotic Flow）”（Ｓ
ＴＯＦ）という用語は、組織または器官の層の脱細胞化及び／または分離方法を言い、そ
れにおいて、貫壁性浸透流が、該組織または器官の壁の全てまたは一部を横断して確立さ
れる。
【００３４】
　本明細書で使用される“高張”という用語は、もう１つの溶液と比較して溶質濃度がよ
り高い溶液を言う。
【００３５】
　本明細書で使用される“低張”という用語は、もう１つの溶液と比較して溶質濃度がよ
り低い溶液を言う。
【００３６】
　本明細書で使用される“層剥離された”という用語は、組織または器官内の層の分離を
言う。
【００３７】
　本明細書で使用される“脱細胞化された”という用語は、例えばＥＣＭなど、組織また
は器官の一部からの、細胞及びそれに関連した残骸の除去を言う。
【００３８】
　本明細書で使用される“乳房再建（breast reconstruction）”という用語は、患者に
おける乳房丘のサイズ、形、配置または外観を変えようとするあらゆる行為を言う。該行
為には、豊胸手術、乳房固定術（即ち、胸のたるみを取る手術）、及び乳房切断後の再建
が含まれるが、それらに限定されない。
【００３９】
　本発明の様々な態様について、以下のサブセクションにおいて、さらに詳細に述べる。
他に定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術的及び科学的用語は、本発明が
属する技術分野の当業者に通常理解されるのと同じ意味を有する。対立する場合、定義を
含む本明細書が優先する。本明細書に記載されたものと同様または等価な方法及び材料を
、本発明の実施に用いることができるが、適切な方法及び材料の例を下に記載する。本明
細書に記載された材料、方法及び例は、単なる実例であり、限定することを意図するもの
ではない。本明細書で言及された、あらゆる出版物、特許出願、特許及びその他の参考文
献は、その全てが参照により組み込まれる。
【００４０】
II．反芻動物前胃の構造
　反芻動物（例えばウシ、ヒツジ及びヤギ）は、複合胃を有し、該複合胃は、他の哺乳類
の単一胃（simple stomach）とは、大きさが実質的により大きく、第一胃、第二胃、第三
胃、及び第四胃の４つの部分に分けられるという点で、異なる。これら各部分は、異なる
物理的及び組織学的構造を有する。第一胃、第二胃及び第三胃はまとまって、前胃（prov
entriculus）として知られている。第一胃（rumen）及び第二胃（reticulum）は、構造及
び機能上密接に関係しており、よく“ｒｕｍｅｎｏｒｅｔｉｃｕｌｕｍ”と言われる。複
合胃の最後の室である第四胃のみ、単一の腺胃と構造的に類似している。前胃と単一の腺
胃との間の解剖学的違いは、それらの異なる機能的役割を反映している。前胃の主な機能
は、貯蔵、発酵及び吸収であり、一方、単一の腺胃は分泌及び消化機能を果たしている。
【００４１】
　結果として、前胃は、腺胃のそれとは全く異なる、巨視的な解剖学的及び組織学的特徴
を有する。前胃の解剖学的特徴は、図１Ａに示す。そして、腺胃の解剖学的特徴は、図１
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Ｂに示す。重要なことに、前胃は腺性粘膜（glandular mucosa）を持たないが、代わりに
無腺の角化重層扁平上皮からなり、これは角質層、顆粒層、有棘層及び基底層からなり、
多くの点で皮膚構造と類似しているように見える。上皮は、前胃の管腔側に位置しており
、基底膜によって下部の固有－粘膜下組織とは分離されている。前胃の反管腔側は、筋層
（tunica muscularis）として知られている筋肉層を含む。
【００４２】
　前記した胃粘膜下組織の組成は、腺胃壁に由来し、次の層を有する：粘膜（tunica muc
osa；上皮層、網状または細かい疎性結合組織からなる粘膜固有層、及び腺層を含む）、
粘膜下組織層（tunica submucosa layer；疎性結合組織からなり、腺が欠落している）、
筋層（tunica muscularis layer；３つの筋肉の層からなる）、及び漿膜（筋肉層を取り
巻く疎性結合組織の外にある中皮の層）。胃壁内部における腺層の存在は、単胃哺乳類の
腺胃、胃（gastric）または単一胃に特徴的である。反芻動物の複合胃の最後の室である
第四胃のみ、この腺層を有する。前胃及び腺胃の追加的特徴は、表１に示す。
【００４３】

【表１】

【００４４】
　腺胃と比較した、前胃のユニークな２つの特徴は、前胃の粘膜固有層が非常に緻密であ
ること、及び、腺も腺層も含んでいないことである。加えて、腺胃の粘膜層の基底領域に
おける微細な筋肉層である粘膜筋板が、第一胃と第二胃の大部分とから欠落している。筋
層（lamina muscularis）の欠如により、粘膜固有層が粘膜下組織と融合し、集合的に固
有－粘膜下組織と呼ばれる層を形成する。また、上皮表面に対して平行に走る粘膜固有層
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内部の非常に厚く緻密なＥＣＭ帯も、前胃に独特なものである。この帯状組織は、細胞の
成長、分化ならびに組織の発達及び再構築中の移動において重要な役割をするIV型コラー
ゲンとラミニンを含む。この帯状組織の下でＥＣＭは、より典型的な目の粗い網状パター
ン（open reticular pattern）を有する。成長因子ＦＧＦ２の生物活性を調節する重要な
補助因子である、グリコサミノグリカンであるヘパラン硫酸が、前胃ＥＣＭに含まれる。
米国特許第６，０９９，５６７号で言及されるように、ヘパラン硫酸は、腺胃粘膜下組織
には存在しない。これは、２つのＥＣＭの間の重要な区別である。
【００４５】
　前胃組織はまた、第一胃においては乳頭、第二胃においては網状クレスト（reticular 
crests）、第三胃においてはラメラ（lamellae）として知られる表面突起を有する。固有
－粘膜下組織はこれらの突起に広がっている。
【００４６】
III．前胃由来の組織スキャフォールド
　本発明によれば、ＥＣＭスキャフォールドは前胃の第一胃、第二胃、または第三胃に由
来し得る。該ＥＣＭスキャフォールド（本明細書では、“前胃マトリックス”またはＦＭ
と呼ばれる）は、前胃壁の粘膜固有層及び粘膜下組織（固有－粘膜下組織）層を有する点
で特徴付けられる。本発明の特定の実施形態では、ＦＭスキャフォールドは第一胃由来ま
たは第三胃内部の個々の薄膜（laminae）由来であり得る。固有－粘膜下組織に加え、Ｆ
Ｍスキャフォールドは、脱細胞された上皮、基底膜または筋層（tunica muscularis）の
無傷または部分的な層を任意に含んでもよい（図１Ａ参照）。
【００４７】
　前胃のユニークな構造及び機能の結果として、前胃由来の本発明のＥＣＭ組織スキャフ
ォールドは、腺胃、腸及び膀胱から単離された、以前に記載されたスキャフォールドと比
べて、異なる生化学的、構造的及び物理的特徴を有する。特に、ＦＭは粘膜固有層内部に
緻密なＥＣＭ帯を含む。加えて、ＦＭは任意に、無傷または破壊された基底膜を含む。対
照的に、腺胃粘膜下組織または小腸粘膜下組織由来のスキャフォールドは、粘膜固有層が
、粘膜の腺と腺の間に主に位置し、結果として粘膜が層剥離されると除去されるため、粘
膜固有層を、あるとしても、ほとんど含まないだろう。重要なことに、組織像は、ＦＭス
キャフォールドの反管腔側が目の粗い網状マトリックスとして構築されているのに対して
、粘膜固有層が非常に緻密なことを示している。より緻密でない側が障壁とならず、従っ
て細胞侵入を許す一方、緻密な側が細胞移動に対する障壁として働くため、これらの違い
は、上皮再生において重要な役割を果たす。この構造によりＦＭは、医療用装置として組
織再生のために用いられたときに、該マトリックスの緻密な管腔側での上皮再生、及び、
該マトリックスのより緻密でない反管腔側での繊維芽細胞の侵入を促進するのに、よく適
したものとなる。対照的に、腺胃及び膀胱由来の粘膜下組織の移植片は均一な密度を有す
る。
【００４８】
　粘膜固有層由来のＥＣＭの緻密な層は、他の器官由来のものと比べて、ＦＭスキャフォ
ールドの増加した厚み及び強度に貢献する。前胃由来組成物と他の器官由来の組成物との
、厚み及び破裂強度の比較は、実施例１１及び１２に提供されている。前胃の大きな表面
積と、前胃由来スキャフォールドの増加した厚み及び強度とは、他の器官で可能なものよ
りも、より大きな前胃由来ＥＣＭスキャフォールドの単離を可能にする。例えば、本発明
のＥＣＭスキャフォールドは、５ｃｍ（例えば０．５ｃｍ、１ｃｍ、２ｃｍ、３ｃｍ、４
ｃｍまたは５ｃｍ）、より好ましくは少なくとも６ｃｍ、７ｃｍ、８ｃｍまたは９ｃｍ、
及び最も好ましくは少なくとも１０ｃｍまたはそれ以上の幅を有することができる。加え
て、本発明のＥＣＭスキャフォールドは、５ｃｍ（例えば０．５ｃｍ、１ｃｍ、２ｃｍ、
３ｃｍ、４ｃｍまたは５ｃｍ）、より好ましくは少なくとも６ｃｍ、７ｃｍ、８ｃｍまた
は９ｃｍ、及び最も好ましくは少なくとも１０ｃｍまたはそれ以上の長さを有することが
できる。従って、特定の一実施形態では、本発明のＦＭスキャフォールドは、他の器官由
来のＥＣＭスキャフォールドよりかなり大きなサイズの、１０ｃｍまたはそれ以上の幅及
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び長さを有することができる。典型的ＦＭスキャフォールドは少なくとも１００ｃｍ２、
２００ｃｍ２、３００ｃｍ２、４００ｃｍ２、５００ｃｍ２、６００ｃｍ２、７００ｃｍ
２、８００ｃｍ２、９００ｃｍ２または１０００ｃｍ２またはそれ以上の表面積を有する
。特定の一実施形態では、ＦＭスキャフォールドは約４００ｃｍ２の表面積を有する。
【００４９】
　腺胃から得られるスキャフォールドとは違い、前胃由来のＥＣＭスキャフォールド（即
ちＦＭスキャフォールド）は、管腔表面の基底膜由来のIV型コラーゲン及びラミニンを含
みうる。驚くべきことに、これらのタンパク質も、粘膜固有層の緻密な帯内部に存在し、
上皮細胞の接着及び成長にとって重要な生息環境を提供している。腺胃スキャフォールド
は、上皮または基底膜、またはその一部を典型的には含まない。これらの層は壊れ易く、
物理的な層剥離に耐えられないからである（図１Ｂ参照）。腺胃粘膜下組織（glandular 
submucosal）スキャフォールドは、管腔側に粘膜筋板の、及び反管腔側に筋層の残部を含
みうる。
【００５０】
　ＦＭスキャフォールドは、真皮の乳頭間突起に類似した、起伏のある管腔表面を有する
。対照的に、小腸、膀胱及び腺胃粘膜下組織から層剥離されたスキャフォールドは、比較
的滑らかな管腔表面を有する。起伏のあるＦＭ管腔表面は、上皮再生に有利に働く複雑な
形態を提供する。この形態は、小腸粘膜下組織、腺胃粘膜下組織または膀胱粘膜下組織由
来のＥＣＭスキャフォールドには存在しない。
【００５１】
　本発明のＦＭスキャフォールドは、創傷治療の重要な制御因子を含み、該制御因子には
、成長因子ＦＧＦ－２、ＴＧＦｂ１、ＴＧＦｂ２及びＶＥＧＦ、及びグリコサミノグリカ
ンであるヒアルロン酸及びヘパラン硫酸が含まれるがそれらに限られない。ＦＧＦ２は創
傷治癒において、新しい組織及び脈管構造の形成に必要な細胞の移動及び分化のシグナル
を伝達することによって、重要な役割をする。ヘパラン硫酸は、ＦＧＦ２のレセプターに
作用することにより、ＦＧＦ２の生物活性を調節する重要な補助因子である。ヘパラン硫
酸はＦＧＦ２活性に必要であり、ＦＧＦ２の安定性を増す。重要なことに、ＦＧＦ２及び
ヘパラン硫酸は胃粘膜下組織には存在しない。ＦＭは、さらにI型コラーゲン、III型コラ
ーゲン及びエラスチンを含む繊維性タンパク質だけでなく、フィブロネクチン、IV型コラ
ーゲン及びラミニンを含む接着タンパク質も含む。これらのタンパク質、特にコラーゲン
及びエラスチンは、ＦＭスキャフォールドの高度な引っ張り強さ及び弾性に貢献する。Ｆ
Ｍスキャフォールドの分子組成の詳細な定量化は、実施例７に提供される。
【００５２】
　特定の実施形態において、ＦＭスキャフォールドは、多層シートを形成するためにまと
まって積層されうる。例えば、積層ＦＭは、２またはそれ以上のＦＭスキャフォールドの
シートを含んでよい（例えば、２から３０のＦＭスキャフォールドシート、例えば２、３
、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０またはそれ
以上のシート）。特定の一実施形態では、積層ＦＭは、２から１５のＦＭスキャフォール
ドシート、例えば２から１０シート、２から８シート、２から６シート、または２から４
シートのＦＭスキャフォールドを含む。ＦＭスキャフォールドのシートは、当技術分野で
公知のあらゆる適切な技術を用いて、まとまって積層できる。加えて、積層は、下に記載
したポリマーを用いて達成することができる。積層は、吸収可能な、または吸収不可能な
縫合材料または等価物を用いて縫製することで、または縫製することなく達成することが
できる。
【００５３】
　ＦＭスキャフォールドは、その強度及び物理的特徴によって、より薄くより弱いＥＣＭ
源由来のスキャフォールドに比べて改良された取扱特性となる。ＦＭスキャフォールドは
、例えば腺胃といった、他の源から単離されたＥＣＭスキャフォールドよりも物理的に丈
夫であるため、取扱がより容易になり、取扱時の変形により耐えることができる。これは
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、外科手術に先立って、及び外科手術中に、スキャフォールドの取扱が必要となる臨床業
務において、重要な影響を持つ。
【００５４】
　ＦＭスキャフォールドは、孔を開けなくてもよいし、孔を開けてもよい。穿孔は、手作
業による孔開け、またはレーザーによる孔開けを含む、あらゆる適切な方法を用いてＦＭ
スキャフォールドに導入してよい。孔サイズは、約１０から約５００ミクロンの間（例え
ば、約１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９
０、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、３２
５、３５０、３７５、４００、４２５、４５０、４７５、または約５００ミクロン）で変
えることができる。穿孔は、ＦＭスキャフォールド生成中いつ導入してもよいが、好まし
くは、殺菌前に行う。穿孔は、ＦＭスキャフォールドを完全に貫通してもよいし、または
ＦＭスキャフォールドを部分的にのみ貫通してもよい。多層のＦＭシートを含む積層ＦＭ
スキャフォールドでは、穿孔は、該スキャフォールドの全層を完全に突き抜けてもよいし
、いくつかの層のみを貫通、従って該スキャフォールドを部分的にのみ貫通してもよい。
穿孔により、細胞がより簡単にスキャフォールドに浸潤できるようになり、より早い組織
内部成長及びスキャフォールドのリモデリングが可能となる。
【００５５】
　本発明のＦＭスキャフォールドは、改良された取扱特性を兼ね備え、大型で使用可能で
あり、生化学的構成要素の新たな組み合わせを含む点において独自のものである。
【００５６】
　反芻動物の前胃からＥＣＭスキャフォールドを単離する適切な方法は、本明細書に記載
されているが、本発明は、下で述べられているＳＴＯＦ法を含むがそれに限定されないあ
らゆる方法で、反芻動物の前胃から単離されるＥＣＭスキャフォールドを包含することを
意図する。
【００５７】
IV．積層組織スキャフォールド
　ＥＣＭスキャフォールドは、まとまって結合し、多層積層シートを形成することができ
る。ＥＣＭスキャフォールドの積層は、スキャフォールドの強度を増し、スキャフォール
ドの耐荷重性が必要とされ、及び／または縫合もしくはステープルを保持することが必要
とされる応用にとって、特に適切な積層ＥＣＭ組成物を作る。シートは、いくつかの方向
でまとまって結合されてもよい。例えば、２またはそれ以上のシートは互いに同じ方向で
積み重ねられてもよい、即ちあるシートのマトリックスの管腔表面が、隣接するシートの
マトリックスの反管腔表面に接触するようにである。別の一実施形態では、２またはそれ
以上のシートは互いに反対の方向で積み重ねられてもよい、即ちあるシートのマトリック
スの管腔表面が、隣接するシートのマトリックスの管腔表面に接触するように、またはあ
るシートのマトリックスの反管腔表面が、隣接するシートのマトリックスの反管腔表面に
接触するようにである。積層ＦＭスキャフォールドは、ポリマー接着層、縫製、または接
触しているＦＭ層を単純に脱水することを含むがそれらに限定されない、多くの技術を用
いて、２またはそれ以上のＦＭスキャフォールド層を合わせて結合することによって作製
してもよい。
【００５８】
Ａ．接着性ポリマーを含む積層組織スキャフォールド
　多層シートを形成するためにＥＣＭスキャフォールドを積層する従来の方法は、ＥＣＭ
スキャフォールドを互いに直接架橋するための化学剤の使用を含む。ＥＣＭスキャフォー
ルドに直接作用することにより、該化学剤は該スキャフォールドを修飾し、結果として該
スキャフォールドの生物的特性を変える。本発明は、スキャフォールドそれ自身の化学的
修飾なしに積層ＥＣＭスキャフォールド（例えばＦＭスキャフォールド）を形成する方法
を提供することで、この制限を克服する。該方法の１つは、ＥＣＭスキャフォールドの１
またはそれ以上の層の間にポリマーを配置することを含む。該ポリマーは、接着剤として
働き、ＥＣＭスキャフォールドの次々に来る層を結合して、多層組成物にする。該ポリマ
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ーはまた、ＥＣＭスキャフォールドの外面に塗布することもできる。重要なことに、ＥＣ
Ｍスキャフォールドの積み重ねを結合するためのポリマーの使用は、積層組成物を作るた
めのＥＣＭの化学架橋または他の共有結合修飾の必要性をなくす。このようにして、もと
のＥＣＭスキャフォールドの生物学的特性は積層スキャフォールドにおいて保持される。
【００５９】
　本明細書に記載される積層ＥＣＭ組成物を生成するためにポリマーを使用する方法は、
ＦＭスキャフォールドの多くの層、または、例えば単一の腺胃、小腸粘膜下組織、膀胱粘
膜下組織、または真皮ＥＣＭ由来のＥＣＭ組成物といった当技術分野で公知の他のＥＣＭ
スキャフォールドの多くの層を一緒に積層するのに適用される。ある実施形態では、ポリ
マーはＡｌｌｏｄｅｒｍ（登録商標）、Ｓｔｒａｔｔｉｃｅ（登録商標）もしくはＳｕｒ
ｇｉｓｉｓ（登録商標）またはそれらの組み合わせの積層シートを形成するために使用す
ることができる。ポリマーはまた、ＦＭの層が、例えば、腺胃、小腸粘膜下組織、膀胱粘
膜下組織、心膜または真皮ＥＣＭ由来のスキャフォールド、例えば、Ａｌｌｏｄｅｒｍ（
登録商標）、Ｓｔｒａｔｔｉｃｅ（登録商標）またはＳｕｒｇｉｓｉｓ（登録商標）とい
った、他のＥＣＭスキャフォールドに積層されるような、積層組成物を形成するためにも
使用できる。
【００６０】
　ある実施形態では、積層ＥＣＭシート（例えばＦＭシート）は、２またはそれ以上の次
々にくるＥＣＭスキャフォールド（例えばＦＭスキャフォールド）層の間にポリマーを配
置することにより形成される。該ポリマーは、該ＥＣＭスキャフォールドにわたって断続
的に配置されてもよいし、または連続的な層として存在してもよい。ポリマー層は、無傷
のフィルムまたはシート、または溶液またはゲルとして塗布することができる。該ポリマ
ーは、２つの連続したＥＣＭシートを合わせて結合する効果を有する。好ましい実施形態
では、該ポリマーは、積層サンドウィッチ内部で連続した無傷の層を形成する。該ポリマ
ーは、積層ＥＣＭスキャフォールドの外面に、追加的にまたは代替的に塗布することがで
きる。コラーゲン、キトサン、アルギン酸塩、ポリビニルアルコール、カルボキシメチル
セルロースもしくはヒドロキシプロピルセルロースまたはそれらの組み合わせを含む、様
々な適切なポリマーは、ＥＣＭスキャフォールドの連続シートを積層するために使用でき
る。該ポリマーは、フィルム、シート、溶液、懸濁液またはゲルとして、凍結乾燥したＥ
ＣＭシートに塗布し、それから、積層ＥＣＭシートを作るために脱水することができる。
別の方法として、該ポリマーは、ぬれたＥＣＭシートに溶液、懸濁液、ゲルまたはドライ
フィルムとして塗布し、それから積層ＥＣＭを作るために脱水することができる。その他
の適切なポリマーは、その内容が、その全体において参照により本明細書に組み込まれる
、米国特許出願第２００２／０１１９１８０号または第２００３／００３１６９６号、ま
たは、米国特許第６，２８１，２５６号、６，４７２，２１０号、５，８８５，８２９号
、５，３６６，７３４号、５，３６６，７３３号、５，３６６，５０８号、５，３６０，
６１０号、５，３５０，５８０号、５，３２４，５２０号、５，３２４，５１９号、５，
３２４，３０７号、５，３２０，６２４号、５，３０８，６２３号、５，２８８，４９６
号、５，２８１，４１９号、５，２７８，２０２号、５，２７８，２０１号、５，２７１
，９６１号、５，２６８，１７８号、５，２５０，５８４号、５，２２７，１５７号、５
，１９２，７４１号、５，１８５，１５２号、５，１７１，２１７号、５，１４３，７３
０号、５，１３３，７５５号、５，１０８，７５５号、５，０８４，０５１号、５，０８
０，６６５号、５，０７７，０４９号、５，０５１，２７２号、５，０１１，６９２号、
５，００７，９３９号、５，００４，６０２号、４，９６１，７０７号、４，９３８，７
６３号、４，９１６，１９３号、４，８９８，７３４号、４，８９８，１８６号、４，８
８９，１１９号、４，８４４，８５４号、４，８３９，１３０号、４，８１８，５４２号
、４，７４４，３６５号、４，７４１，３３７号、４，６２３，５８８号、４，５７８，
３８４号、４，５６８，５５９号、４，５６３，４８９号、４，５３９，９８１号、４，
５３０，４４９号、４，３８４，９７５号、４，３００，５６５号、４，２７９，２４９
号、４，２４３，７７５号、４，１８１，９８３号、４，１６６，８００号、４，１３７
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，９２１号のいずれかに記載された、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、ポリ乳酸（ＰＬＡ）
、ポリ－Ｌ－乳酸（Poly-lactic co-lactic acid）（ＰＬＬＡ）及びポリ（乳酸）－ポリ
（グリコール酸）（ＰＬＧＡ）ポリマーを含むが、それらに限定されない。
【００６１】
　当業者によって理解されるように、該ポリマー層は、積層スキャフォールドの性能特性
全体に貢献する。従って、該積層物の異なる強度及び取扱特性は、該ポリマー層の性質を
変えることで生み出すことができる。加えて、該ポリマー層の組成変化により、該積層物
の水和速度及びそのタンパク分解安定性を変えることができる。例えば、比較的疎水性の
ポリマーの使用は、親水性ポリマーを使用して作った積層物と比べて、該積層物の水和速
度を遅くさせる。天然でない合成ポリマー（例えばポリビニルアルコール）は、天然に存
在するポリマー（例えば多糖）に比べて、酵素安定性が増すと予想されるだろう。
【００６２】
　ＥＣＭスキャフォールドの連続する層の間にポリマーを配置することによって、２また
はそれ以上のＥＣＭスキャフォールドシート（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、
２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０またはそれ以上のＥＣＭスキャフォー
ルドシート）を含む積層組成物を作ってもよい。典型的一実施形態では、該ＥＣＭスキャ
フォールドは、ＦＭスキャフォールドである。
【００６３】
　ある実施形態では、ＦＭから調製したコラーゲンゲルを２またはそれ以上のＦＭスキャ
フォールド層を合わせて積層するためのポリマーとして用いてもよい。このゲルは、親Ｆ
Ｍスキャフォールドの生化学的性質を保持し、例えば組織再生のために積層ＦＭスキャフ
ォールドの一部として使用されたとき、リモデリングされる。
【００６４】
Ｂ．縫合を用いて形成された積層組織スキャフォールド
　積層ＥＣＭシート（例えば、積層ＦＭシート）は、別の方法として、ＥＣＭの多くの層
を縫い合わせることによって形成することができる。ＦＭの物理的特性（サイズ、厚み、
強度など）により、シートはその後の使用のための積層物を形成するためにまとめて縫い
合わせることができる。積層物は、個々のＦＭシートの間に配置されたポリマー層を伴っ
てまたは伴わずに、縫い合わせることができる。
【００６５】
　縫製は積層スキャフォールドの性能特性を変えるためのもう一つの手段を提供する。縫
製は、特定の解剖学的部位に有用な、３Ｄ構造を有する単一または積層ＦＭシートの１つ
またはそれ以上のピースから装置を作ることにも役立ち得る。縫製は、再水和に続いての
、及び取り扱い中においての、該積層物の３Ｄ形態を保持するのに役立つ。
【００６６】
　ＦＭスキャフォールドのシートは、吸収性縫合糸（例えば、ポリグルカプロン２５（Ｍ
ｏｎｏｃｒｙｌ）、ポリジオキサノン（ＰＤＳ）、ポリグラクチン－９１０（Ｖｉｃｒｙ
ｌ）、ポリグリコール酸（Ｄｅｘｏｎ））、非吸収性縫合糸（例えば、ナイロン（Ｅｔｈ
ｉｌｏｎ）、ポリプロピレン（Ｐｒｏｌｅｎｅ）、綿糸または絹糸）を含むがそれらに限
定されない、あらゆる適切な糸を用いて縫製することができる。糸は、必要とされる強度
特性によって、様々な厚みまたは内径のものであり得（例えば、６－０、５－０または４
－０糸）、様々な一縫いの長さ（例えば、２ｍｍ、４ｍｍ、または６ｍｍ）及びパターン
（例えば、直線縫い、ランニングステッチ、ジグザグステッチ、オーバーロック縫いまた
は本縫い）を用いて縫製され得る。
【００６７】
Ｃ．生物活性分子を含む積層組織スキャフォールド
　上記したように、本発明は、一部分において、個々のＥＣＭシート間に配置されたポリ
マーを含む、積層ＥＣＭスキャフォールド（例えば、ＦＭスキャフォールド）に関する。
このポリマーにより、ＥＣＭスキャフォールドの隣接するシートをまとめて結合すること
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ができる。該ポリマーの組成は、積層ＥＣＭスキャフォールドが組織または器官に与える
影響を含む、該スキャフォールドの特性を変えるために、変更することができる。特定の
一実施形態では、該ポリマーは、生物活性分子が接触部位で放出されるように、該生物活
性分子を組織または器官に送達するビヒクルとして用いることができる。生物活性分子を
含む組織スキャフォールドは、例えば、組織再生の速度及び質を促進するために、及び、
急性または慢性の感染を予防または治療するために、用いることができる。
【００６８】
　あらゆる望ましい生物活性分子を該ポリマー中に組み込むことができる。適切な分子に
は、例えば、小分子、ペプチドまたはタンパク質、またはそれらの混合物が含まれる。あ
る実施形態では、２つまたはそれ以上（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
またはそれ以上）の異なる生物活性分子が該ポリマー中に組み込まれる。生物活性分子は
、粒子、微粒子及び／またはコロイドとして封入された懸濁液として、またはそれらの混
合物としてのどちらかで、非共有的に該ポリマー中に組み込むことができる。生物活性分
子はまた、該生物活性分子を該ポリマーに結合するための、適切な化学的性質を用いて、
共有的に該ポリマー中に組み込むことができる。１つまたはそれ以上の生物活性分子を含
む該ポリマーは、積層ＥＣＭスキャフォールド（例えばＦＭスキャフォールド）の、１つ
またはそれ以上のＥＣＭシートの間に配置することができる、及び／または、該スキャフ
ォールドの外面に塗布してもよい。特定の一実施形態では、第一の生物活性分子を含むポ
リマーが、積層ＥＣＭスキャフォールドのある層間に配置され、第二の生物活性分子を含
むポリマーが、積層ＥＣＭスキャフォールドの他の層間に配置される。適切な生物活性分
子には、抗菌剤、鎮痛剤、成長因子、止血剤、血管新生促進剤、血管新生抑制剤、及びそ
れらの組み合わせが含まれるが、それらに限定されない。特定の実施形態では、積層ＥＣ
Ｍスキャフォールドのポリマー層に組み込まれた生物活性分子には、ＦＧＦ２、ＮＧＦ、
ドキシサイクリン、ポリ－Ｌ－リジン及びそれらの組み合わせが含まれる。別の特定の実
施形態では、該ポリマー層は、抗菌剤及び成長因子を含む。重要なことに、本明細書で示
されているように、直接ＥＣＭに付着させることで、付加的分子がＥＣＭスキャフォール
ドに組み込まれる従来の方法とは対照的に、ＥＣＭスキャフォールド積層物のポリマー層
を、生物活性分子で機能的にしても、本来備わっている該ＥＣＭスキャフォールドの生物
学的特性は変わらない。
【００６９】
　生物活性剤がＥＣＭの連続する層の間に配置された接着性ポリマーに（例えばポリマー
層に）組み込まれている、生物活性積層ＥＣＭスキャフォールド（例えば、ＦＭスキャフ
ォールド）は、生物活性剤がＥＣＭに直接結合されている別の組成物に対して、いくつか
の重大な利点を有する。まず、生物活性剤を積層または積み込むために、スキャフォール
ドの共有的または化学的修飾を必要としないので、生物活性剤をポリマーまたはポリマー
層に組み込むことは、ＥＣＭスキャフォールドの本来備わっている組成を変えるものでは
ない。二番目に、生物活性剤の送達ビヒクルとして、事前に編成された生物活性ポリマー
層を使用することで、該生物活性分子の投与の均一性のよりよい制御及び一貫性をもたら
す。
【００７０】
IV．前胃マトリックス組成物の使用
　前胃マトリックススキャフォールドは、幅広い組織再生への活用に非常に適している。
これらは、創傷などの組織欠損を被覆するために、及び軟組織を強化及び／または修復す
るために使うことができる。これらは、単一または積層シートとして使用することができ
、特定の器官、解剖学的位置、または特定の外科的応用に合うようカスタマイズした装置
として作ってもよい。ＦＭスキャフォールドは、縫合、ステープルまたは包帯を含む、当
技術分野で公知のあらゆる適切な手法を用いて、適所に固定される。
【００７１】
　ある実施形態では、ＦＭスキャフォールドは広範囲の外傷または熱傷を被覆するために
使用され、全範囲を被覆するために多数のより小さなスキャフォールド装置をまとめて結
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合するといった、不便性及び複雑性を克服する。従って、本発明の特定のＦＭスキャフォ
ールドは、１０ｃｍまたはそれ以上の幅、及び１０ｃｍまたはそれ以上の長さを有する創
傷または傷害を被覆することができる。
【００７２】
　粘膜固有層内部の結合組織の緻密な層の存在及びその起伏のある表面形態により、ＦＭ
は真皮及び上皮再生への活用に、非常に適したものとなる。ＦＭスキャフォールドの高い
引っ張り強さはまた、スキャフォールドが耐荷重性を必要とされる、または張力下に置か
れるところで、特に有用である。従って、特定の一実施形態において、本発明のＦＭスキ
ャフォールドは、組織修復または組織再生を促進する、または組織強化する必要性がある
、創傷及び手術部位に適用される。該ＥＣＭは、ＦＭスキャフォールドが宿主組織によっ
て吸収及び置換されるように、自然に、徐々にリモデルされる。
【００７３】
　他の実施形態では、本発明のＦＭスキャフォールドは、損傷した、病気のまたは欠落し
た心臓弁、動脈、静脈、膀胱、肝臓、胃腸管の部分を置換するため、または、頭頸部構造
の修復または置換のための鋳型として、使用される。ＦＭは、あらゆる固体または流動化
された形で、真皮または表皮修復用のスキャフォールドとして、尿道括約筋または食道括
約筋または胃括約筋といった様々な体部括約筋に注入されて、神経組織の復元のためのパ
イプとして一つの管または部分的な管に折りたたまれて、または、組織再生組成物として
活用するために適したあらゆる形に押し出されまたは成型されて、使用することができる
。従って、本発明のＦＭスキャフォールドは、固体のシート型で所定の位置に縫合したり
、ゲル型で創傷または体部位に配置したり、または、液体または微粒子型で注入すること
ができる。本発明のＦＭスキャフォールドは、ｉｎ　ｖｉｖｏで標的組織に接触するよう
配置されると、上皮及び結合組織を含む内因性組織の成長を誘導する。加えて、該ＦＭは
任意に、新しい皮膚、心血管、泌尿生殖器、神経、筋膜、腱、鞘、靱帯及び胃腸組織を作
るための組織構築物を作るために、細胞と結合させることができる。ＦＭはまた、特定の
皮膚科学的活用において使用するために、該マトリックスのより緻密な管腔側にケラチノ
サイトを、より緻密でない反管腔側に繊維芽細胞を植えつけることができる。ＦＭスキャ
フォールドは、再生医療における利用のために、幹細胞を含む様々なタイプの細胞を植え
付けることができる。
【００７４】
　また他の実施形態において、本発明のＦＭスキャフォールドは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞
培養における付着生育環境として、及び、組織工学への応用において細胞成長のためのス
キャフォールドとして機能し、そこでＦＭは真核細胞の増殖を促進、及び／または分化を
誘導することができる。Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養への応用における、非ＦＭ粘膜下組織
を活用するプロトコルは、例えば、米国特許第５，６９５，９９８号に記載されており、
これはその全体が、参照により本明細書に組み込まれる。これらの方法は通常、ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ細胞培養を促進するための生育環境として、ＦＭを使用するのに適用できる。概
して、これは、真核細胞成長につながる条件下で、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで真核細胞にＦＭを
接触させることを含む。本明細書に記載されているように、本発明のＦＭスキャフォール
ドはまた、ドラッグデリバリーのための装置を構築するためにも使用できる。
【００７５】
　本明細書に記載されているように、ＦＭスキャフォールドは、該スキャフォールド付着
部位近くに位置する細胞の増殖を増進することができる。従って、ＦＭスキャフォールド
は、組織または器官において、細胞増殖を促進、活性化、または増進させるために使用す
ることができる。好ましい実施形態では、ＦＭスキャフォールドは、創傷組織または組織
欠損内部、例えば再生中の創傷内部において、細胞増殖を促進、活性化、増進させるため
に使用される。
【００７６】
　ＦＭスキャフォールドはまた、該ＦＭスキャフォールドが付着している組織または器官
内部で、脈管形成（例えば、血管新生（angiogenesis））を促進する。従って、ＦＭスキ
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ャフォールドは、組織または器官の脈管形成を促進、活性化または増進させるために使用
することができる。好ましい実施形態では、ＦＭスキャフォールドは、創傷組織または組
織欠損、例えば再生中の創傷内部における脈管形成を促進、活性化または増進させるため
に使用される。脈管形成を向上させることは、ＦＭスキャフォールドが創傷閉合を促進し
、及び創傷治癒の質を向上する、一つの方法である。
【００７７】
　本明細書に記載されている、生物活性積層ＦＭスキャフォールドは、多くのさらなる臨
床応用性がある。これには、微生物感染を治療、阻止または予防するために、抗生物質（
例えば、アモキシシリン、ペニシリン、ポリアミン、またはキノリン）を手術部位に送達
すること、その部位での微生物感染を治療、阻止または予防するために、創傷及び組織欠
損部に抗生物質を送達すること、組織再生及び／または該組織の脈管形成を促進するため
に創傷または手術部位に、成長因子（例えば、ＦＧＦ２、ＶＥＧＦまたはＰＤＧＦ）を送
達すること、慢性的な創傷において、タンパク質分解活性を低減するために酵素阻害剤を
送達すること、組織再生を促進するために創傷または手術部位に一酸化窒素のアナログを
送達すること、感染及び／または生物膜の形成を阻止または予防するために、創傷または
手術部位に抗菌剤または抗生物膜剤を送達すること、が含まれるがそれらに限定されない
。
【００７８】
　本発明のＦＭスキャフォールドは、粉、エマルジョン（流動化ＦＭ）、ゲルまたは抽出
物を含むがそれらに限定されない、様々な形式で、処方及び使用してよい。さらに、該Ｆ
Ｍスキャフォールドは、エチレンオキサイド処理、γ線照射処理、プラズマガス滅菌、ま
たは電子線処理を含む、従来の方法により、使用前に滅菌してよい。
【００７９】
V．乳房再建に有用な、積層ＦＭスキャフォールド
　本発明のＦＭ組織スキャフォールドは、その特徴、例えば、本明細書に記載されている
強度、弾性、縫合保持力などにより、軟組織を支持または強化する必要がある様々な応用
に適したものとなる。特定の一実施形態では、該ＦＭ組織スキャフォールドは、乳房再建
中に、人工乳房を被覆、配置、及び／または固定するために、または、乳房固定術（即ち
、乳房のたるみをとる手術）の間に、天然の乳房組織または人工乳房を被覆、配置、及び
／または固定するために使用される。
【００８０】
　豊胸手術は、一般的美容処置であり、大胸筋の上かつ乳房組織の下（腺の下(subglandu
lar)）、部分的に筋肉の下（partial submuscular）または完全に筋肉の下(submuscular)
、の３つの位置のうちの一つにおいて、胸部に、人工器官、即ち、乳房インプラントが典
型的に配置される。該インプラントの位置に係らず、該処置の美的な成果は、該人工器官
が患者内部でその位置を維持するように、該人工器官を支持する周囲組織の能力に大部分
依存している。徐々に、人工器官は内側にずれてｓｙｍｍａｓｔｉａを生じ得、または側
面へとずれて胸腔の腋窩内へのインプラントのずれを生じ、または下にずれて“ずり落ち
（bottoming out）”を生じうる。位置異常の原因はしばしば、インプラントの重みに対
する不十分な軟組織の支持である。不十分な軟組織の支持は、例えば、非常に大きなイン
プラントを受けた患者、及び、非常に体重が落ちた患者によく見られる。
【００８１】
　この問題は、特に乳癌の治療に続いて、乳房再建を受けた患者において悪化する。放射
線療法や、化学療法などの癌治療は、人工器官を支持するのに必要な軟組織を弱める。加
えて、乳房切断術後、筋肉または軟組織によって、十分に人工器官を被覆することは、技
術的に難しい課題である。十分に被覆できるかどうかは、組織欠損の程度及び残余組織の
質による。十分な被覆が不可能なとき、被覆は、患者の別の場所から取られた筋肉組織を
移すことにより、通常達成されるが、これはドナー部位の不健全さ、治癒不良、瘢痕及び
拘縮、感染の危険性及び将来起こりうる皮弁壊死を伴い得る。
【００８２】
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　本発明のＦＭ組織スキャフォールドは、乳房組織を強化し、豊胸手術／乳房再建中、様
々な人工乳房を十分に支持できるという点で、これらの問題に対処する。該組織スキャフ
ォールドはまた、乳房固定術中、天然の乳房組織または人工乳房を支持するために用いて
もよい。本明細書に記載されているように、反芻動物の前胃由来の細胞外マトリックスに
よって、該組織スキャフォールドの付加的な支持が、ある程度得られる。
【００８３】
　乳房再建のためのＦＭスキャフォールドは、例えば、平ら、または、凹型状でありうる
。好ましい実施形態では、該ＦＭスキャフォールドは、凹面を有する。該凹面により、平
らなシートに比べ、デッドスペースが減り、配置、組織接合及び固定が改善し、適合性が
改善されて、乳房組織及び／または人工乳房の丸い型に近いものが得られる。ＦＭは、前
胃の自然な湾曲と形が、自然な凹面を有するＥＣＭスキャフォールドを形成するのに有用
であるため、こうした利用によく適している。加えて、ＦＭスキャフォールドは、特定の
利用に必要となるように形を変えるために（例えば、該スキャフォールドの湾曲を増した
り減らしたりすることによって）、鋳型のまわりに形成することができる。
【００８４】
　乳房再建のためのＦＭスキャフォールドはまた、単一または積層ＦＭシートを含むこと
ができる。例えば、ＦＭの多重シートは、本明細書に記載されているように、スキャフォ
ールドの強度及び厚みを増すために、合わせて積層することができる。人工乳房及び／ま
たは天然の乳房組織を支持するためには、比較的強いスキャフォールドが必要とされる。
従って、乳房再建のためのＦＭスキャフォールドは、まとめて結合された２またはそれ以
上のＦＭシート（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５またはそれ以上のシート）を含む積層シートを有利に含むことができる。本明
細書に記載されているように、該ＦＭシートは、ポリマーを用いて、縫合（stitch and s
uture）によって、またはポリマーと縫合両方によって、積層してよい。特定の一実施形
態では、乳房再建のための積層ＦＭスキャフォールドの層は、縫合によって、まとまって
固定される。縫合及び／または接着性ポリマーを多くのＦＭシートの積層に用いることで
、ＦＭスキャフォールドが、移植に先立ち、及び移植中に、患者において、その３Ｄ形状
を保持することが確実になる。
【００８５】
　ＦＭスキャフォールドはまた、本明細書に記載されているように、孔を開けてもよいし
、開けなくてもよい。穿孔によって、インプラント下における体液の蓄積及び漿液腫形成
の危険性が減り、細胞が該スキャフォールドをより容易に浸潤しやすくなって、より早い
組織内成長及び該スキャフォールドのリモデリングが可能となる。
【００８６】
　乳房再建のためのＦＭスキャフォールドは、豊胸手術中に人工乳房を、または乳房固定
術中に天然の乳房組織を十分被覆するために、多くの異なる形を有してよい。好ましい実
施形態では、該ＦＭスキャフォールドは、図２（Ａ）に示されるように三日月形を、また
は図２（Ｂ）に示されるように楕円型を有する。半円または半月型も使用してよい。ある
実施形態では、該スキャフォールドは、人工乳房または乳房組織の下部及び／または側面
部を、完全にまたは部分的に被覆するのに十分大きい。これにより、該スキャフォールド
は、下及び側面の乳房下溝をまねて、人工乳房及び／または天然の乳房組織の下極を支持
することができる。この実施形態では、該スキャフォールドは、水平または垂直な方向で
配置してよい。該スキャフォールドはまた、側面へのまたは内側への人工器官のずれを防
ぐために、該人工乳房の側面または内側に、垂直な方向で配置するためのサイズにできる
。
【００８７】
　本発明の特定の実施形態では、乳房再建のためのＦＭスキャフォールドは、約３ｃｍか
ら約３５ｃｍの長さ（例えば、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２
７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４または３５ｃｍ）、及び約３ｃｍから約
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３５ｃｍの幅（例えば、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２
８、２９、３０、３１、３２、３３、３４または３５ｃｍ）である。乳房再建のための典
型的ＦＭスキャフォールドは、約３ｃｍから約１２ｃｍの幅、及び約２５ｃｍから約３５
ｃｍの長さである。スキャフォールドのさらなる適切な形やサイズは、例えば、国際公開
第２００８／０１６９１９号パンフレット及び米国特許公開公報第２００７／００８８４
３４号に記載されているように、当技術分野において既知のものであり、それらの内容は
、その全体において参照により本明細書に組み込まれる。これらの形及びサイズは全て、
本発明のＦＭスキャフォールドに適用できる。
【００８８】
　患者に移植されたとき、乳房再建のためのＦＭスキャフォールドは、元々のスキャフォ
ールドがリモデルされるように、生細胞に置き換わった結果として、制御された生分解を
受ける。患者の細胞が該スキャフォールドに浸潤することで、最終的に、浸潤細胞によっ
て作られたマトリックスによる該スキャフォールドのＥＣＭの置換が生じる。徐々に、該
スキャフォールドは、通常の構造的リモデリングを受け、人工乳房及び／または乳房組織
を支持する新しい組織が形成される。このアプローチによって、乳房切断術後の乳房再建
の場合特に、患者の別の部位から組織を移す必要性がなくなり、それによって、外科的処
置の複雑さ及び処置時間が減少する。
【００８９】
　従って、本明細書に記載されている乳房再建のためのＦＭスキャフォールドは、豊胸手
術または乳房固定術を含む処置、例えば、その時点でのまたは最初の人工乳房の配置時に
おける予防機能、その後の配置修正処置、乳房切断術後の乳房再建、胸のたるみを取る手
術を含む様々な処置に用いてよい。前述の処置において組織スキャフォールドを用いる方
法は、当技術分野において良く知られているものである。該方法は通常、例えば、人工乳
房／乳房組織の下極を支持するために乳房の下部及び側面部をまたがって、または、側面
へのまたは内側へのずれを予防するために乳房の側面または内側面に、といったような望
ましい場所に該スキャフォールドを固定することを含む。固定は、当技術分野において公
知のあらゆる適切な方法を用いて、例えば、縫合またはステープルの配置によって、また
は仮縫い装置の使用によって、達成してよい。徐々に、該ＦＭスキャフォールドは、周辺
組織と一体化していく。乳房再建において人工の組織スキャフォールドを用いるための、
その他の典型的技術は、例えば、国際公開第２００８／０１６９１９号パンフレット及び
米国特許公開公報第２００７／００８８４３４号に記載されており、それらの内容は、そ
の全体において参照により本明細書に組み込まれる。当技術は、乳房再建処置における本
明細書のＦＭ組織スキャフォールドにも同様に適用される。
【００９０】
VI．密封貫壁性浸透流（ＳＴＯＦ）を用いた、哺乳類器官からの組織スキャフォールドの
単離
　細胞外マトリックススキャフォールドは従来、物理的に、または組織を処理溶液に浸す
前または後の化学的分離により、上皮細胞及び粘膜筋板を除去することによって、胃腸組
織（例えば腺胃及び小腸）または泌尿生殖器組織（例えば膀胱）から作られる。粘膜層（
mucosal layer）の物理的分離は、典型的には、上皮、基底膜、腺層、及び粘膜固有層及
び筋層の全てでなくとも大部分を除去する。
【００９１】
　脱細胞処理によって、ＥＣＭの生物学的活性だけでなく、機械的及び構造的完全性を保
持しつつ、該スキャフォールドから抗原性要素が除去される。細胞除去の物理的方法は、
従来、急速冷凍、機械力、撹拌及び超音波処理を含む。従来脱細胞化に用いられた化学剤
には、アルカリ及び酸処理、非イオン性デタージェント（例えばＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０）、イオン性デタージェント（例えば、ＳＤＳ、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００）、両イオ
ン性デタージェント（例えばＣＨＡＰＳ、ＳＢ－１０、ＳＢ－１６）、トリ（ｎ－ブチル
）フォスフェート、低張及び高張処理、及びキレート剤（例えばＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ）が
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含まれる。酵素処理方法は従来、トリプシン、ジパーゼ（dipase）、エンドヌクレアーゼ
及びエキソヌクレアーゼを用いる。
【００９２】
　今まで用いられた処理方法は、開放系の無傷の器官または該器官の一部を、一連の処理
溶液に浸し、そうすることで、該溶液のそれぞれに、全ての面がさらされる。筋肉及び上
皮組織の性質が異なるということは、一つの組織層によい効果をもたらす溶液が、もう一
方の組織層には負の影響を与えるかもしれないことを意味し得る。これは、たびたび、多
数の処理ステップの使用という結果となり、処理時間を延ばすことになる。全ての処理溶
液は、生化学的組成、組織の超微細構造、及び残存ＥＣＭの機械的挙動に影響を与えるだ
ろう。処理剤、例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ＳＢ－１０、ＳＢ－１６、Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－２００、ＳＤＳ及びトリプシンへの長期の曝露は、ＥＣＭに有害となりうるた
め、処理時間がより短くなることが望ましい。より短い処理時間はまた、より高い処理量
を可能とし、加工上の経済性を向上し、天然のＥＣＭの超微細構造に障害を与えうる細胞
性プロテアーゼへの曝露を減らす。現在まで用いられている処理方法は、処理溶液の組織
中への拡散に依存しており、これは、撹拌及び温度を上げることでいくらか向上しうる。
従って、生理的な温度下での組織処理は、４℃での処理に対して処理時間を短縮する。し
かしながら、生理的温度は、内因性プロテアーゼ活性を増し、使用される溶液によっては
、微生物の汚染物質の増殖を促進し得る。
【００９３】
　本発明は、こうした障害を打開し、哺乳類の組織または器官からＥＣＭスキャフォール
ドを生成するための改良方法を提供する。本発明の方法によって、異なる溶液が組織の各
面に隔離され、各溶液が、個々の組織層をターゲットとするのに最適化される。１つの溶
液は、もう一つの溶液に対して高張または低張であるように調製され、該溶液が組織また
は器官の反対面（例えば、管腔側及び反管腔側）にさらされたとき、該組織または器官の
壁を通り抜ける貫壁性浸透流が確立される。この処理方法は、脱細胞化、組織層の分離、
及び細胞残骸と処理剤の除去に役立つ。加えて、この方法は、処理時間を効果的に減らす
。
【００９４】
　器官の壁を横断して貫壁性浸透流が確立される、本明細書に記載された本発明の方法は
、“密封貫壁性浸透流”（ＳＴＯＦ）と呼ばれる。ＳＴＯＦ手法は、あらゆる無傷または
密封された動物またはヒトの組織を、組織層を分離及び／または脱細胞化し、それによっ
てＥＣＭベースのスキャフォールドを抽出するために処理するのに用いることができる。
従って、この方法は、ＦＭスキャフォールドを生成するために反芻動物の前胃組織を処理
するため、または、他のあらゆる哺乳類組織を処理するために用いてもよい。ＳＴＯＦ手
法の典型的で非限定的な実施形態は、図３に示されている。この図は、１つの溶液で満た
され、密封され、それから別の溶液に浸された器官を示す。２つの溶液間の塩分濃度の違
いにより、貫壁性浸透流が生じる。該溶液（即ち、高張溶液及び低張溶液）の配置を変え
ることによって、浸透圧勾配をどちらの方向でも確立できることがわかるだろう。該勾配
は、器官の自然な流れを模倣する方向で好ましくは確立される。例えば、反芻動物の前胃
由来の組織を処理する際、該勾配は、該組織の管腔面から反管腔面に向けて、好ましくは
確立される。貫壁流を確立する方向を決定するために生物模倣を使用することで、該組織
の自然な生理機能及び流れの性質により処理を高めることができる。
【００９５】
　本発明のＳＴＯＦ法は、組織層が特定の剤で標的化されるため、角化重層扁平上皮を有
する組織のような、層剥離が困難な組織を処理するのに、特に有用である。ＳＴＯＦは、
貫壁性浸透流が作られるように密封することができる、あらゆる無傷の、または部分的に
無傷の組織または器官を処理するために用いることができる。例えば、これには、胃腸、
泌尿生殖器、心血管及び真皮由来の組織または器官が含まれる。このアプローチは、塩（
例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ）、デタージェント（例えば、Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００、ドデシル硫酸ナトリウム、デオキシコー
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ル酸ナトリウム、ＣＨＡＰｓ、スルホベタイン、トリ（ｎ－ブチル）フォスフェート）、
及び酵素（例えば、トリプシン、エンドヌクレアーゼ及びエキソヌクレアーゼ）を含む溶
液が含まれるが、それらに限定されない様々な処理溶液を用いて、幅広い組織または器官
を処理するために使用してもよい。従って、この手法は、貫壁性浸透圧勾配が作られるよ
うに組織もしくは器官またはその一部が密封されるよう適合させることができる、あらゆ
る動物またはヒトの組織または器官を用いた使用のために、適合させることができる。貫
壁性浸透圧勾配はまた、ある容器中の一つの溶液を、組織が浸される第二の溶液から隔離
する組織の一部を横断して確立されてもよい。
【００９６】
　流れが、拡散及びブラウン運動に依存するのではなく、浸透圧勾配によって駆動されて
いるため、ＳＴＯＦ手法は、低温で非常によく機能する。低温下でのこの手法の短時間で
の効率性は、ＥＣＭスキャフォールドの生物的要素の、内因性のプロテアーゼによる分解
を最小限にし、また微生物成長を妨げるという点において、特に有利である。ある実施形
態では、該手法は、６℃以下の温度（例えば２℃～４℃）で、３６時間未満（例えば、好
ましくは２４時間以内）で機能する。この手法は、例えば、ヒツジ前胃の角化重層扁平上
皮を４℃で２４時間未満で層剥離するために、効果的に用いられている。比較すると、食
道の無細胞マトリックススキャフォールドを作るための処理は、１週間より長くかかると
以前報告されている（例えば、Bhrany et al., “The Development of an Esophagus Ace
llular Matrix Tissue Scaffold,” Tissue engineering (2006) 12(2)を参照、これは参
照によって本明細書に組み込まれる）。貫壁性浸透流が、組織を通って処理溶液を引き込
むため、この改良が可能なのである。別の実施形態では、該手法は、室温または室温付近
（例えば、１８℃～２４℃）で行われる。室温または室温付近では、処理時間をより短縮
することができる。例えば、ＳＴＯＦ処理は、室温にて６時間未満でヒツジ前胃を脱細胞
化し、層剥離するために用いられている。ＳＴＯＦ処理はまた、異なる組織表面を、ター
ゲット層（例えば、筋肉または上皮）を除去するために最適化された異なる溶液で処理す
る利点を与える。
【００９７】
　貫壁性浸透流の性質は、組織を通り抜ける流体の量が表面積に依存するというものであ
る。組織の表面積は、その内部に封入された液体の量（膨張度）によって制御してよい。
従って、組織または器官は、浸透圧勾配にさらされる組織の表面積をさらに増し、それに
よって該組織又は器官中へ移行する浸透流を増すために、完全にまたは部分的に膨張させ
てよい。
【００９８】
　本発明のＳＴＯＦ手法は、処理されている組織の単一または多数の層の全てまたは一部
を除去するために使用してよい。例えば、上皮、基底膜または筋層の全てまたは一部、及
びそれらの組み合わせは、処理中または処理に続いて除去されてよい。処理する組織及び
層剥離する組織層の組成によって、多数の異なる溶液を用いてよい。ある実施形態では、
高張溶液が組織または器官に封入され、該組織または器官が低張溶液に浸される。別の実
施形態では、低張溶液が器官内部に封入され、該器官が高張溶液に浸される。両方の場合
において、浸透流の方向は、低張溶液と接している器官表面から、高張溶液に接している
表面の方向であるだろう。
【００９９】
　高張溶液は、１つまたはそれ以上のバッファー、デタージェント、塩またはそれらの組
み合わせを含んでよい。同様に、低張溶液は１つまたはそれ以上のバッファー、デタージ
ェント、塩またはそれらの組み合わせを含んでよい。全ての例において、高張溶液は、低
張溶液よりも高い溶質濃度を含む。例えば、高張塩溶液は、低張溶液よりも高い塩濃度を
含む。好ましい実施形態では、高張溶液は、処理されている器官より高い塩濃度を含み、
低張溶液は、処理されている器官よりも低い塩濃度を含む。
【０１００】
　特定の一実施形態では、高張溶液はＮａＣｌを含む。適切なＮａＣｌ濃度は、例えば、
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約０．５Ｍ～１０Ｍの間（例えば、約０．５Ｍ、１Ｍ、１．５Ｍ、２Ｍ、２．５Ｍ、３Ｍ
、３．５Ｍ、４Ｍ、４．５Ｍ、５Ｍ、５．５Ｍ、６Ｍ、６．５Ｍ、７Ｍ、７．５Ｍ、８Ｍ
、８．５Ｍ、９Ｍ、９．５Ｍまたは１０Ｍ）の範囲である。典型的一実施形態では、高張
溶液は、約４ＭのＮａＣｌを含む。
【０１０１】
　別の特定の実施形態では、低張溶液は、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及びＥＤＴＡを含む
。該低張溶液における、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００の適切な濃度は、例えば、約０．００
１％から１％の間（例えば、約０．００１％、０．００５％、０．０１％、０．０５％、
０．１％、０．２５％、０．５％、０．７５％または１％）の範囲である。該低張溶液に
おけるＥＤＴＡの適切な濃度は、例えば、約０．０１％から１％の間（例えば、約０．０
１％、０．０５％、０．１％、０．２５％、０．５％、０．７５％または１％）の範囲で
ある。典型的一実施形態では、低張溶液は、約０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及
び約０．１％ＥＤＴＡを含む。
【０１０２】
　別の特定の実施形態では、低張溶液は、ＳＤＳを含む。該低張溶液におけるＳＤＳの適
切な濃度は、約０．００１％から１％の間（例えば、約０．００１％、０．００５％、０
．０１％、０．０５％、０．１％、０．２５％、０．５％、０．７５％または１％）の範
囲である。典型的一実施形態では、低張溶液は、約０．１％ＳＤＳを含む。別の典型的実
施形態では、低張溶液は、約０．０２８％ＳＤＳを含む。特定の一実施形態では、低張溶
液は、約０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００、０．１％ＥＤＴＡ及び０．１％ＳＤＳ
を含む。別の特定の実施形態では、低張溶液は、約０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２０
０、０．１％ＥＤＴＡ及び０．０２８％ＳＤＳを含む。
【０１０３】
　器官の最初の処理が、該器官内部への１つの溶液の封入によって達成された後、該器官
の壁を通り抜けて流れる貫壁性浸透流が確立されるように、該器官は第二の溶液に浸され
、該第二の溶液から該器官を取り出すことによって、更なる処理が可能になり（必要では
ないが）、該器官は、貫壁性浸透流が再び確立されるように、第三の溶液に浸される。貫
壁性浸透流の方向は、処理の両ステージの間、同じ方向であるのが好ましい（即ち、管腔
表面から反管腔表面へ、または、反管腔表面から管腔表面へ）。該器官内部に封入された
溶液は、さらなる処理に先立って、またはさらなる処理の間、取り除く必要はない。
【０１０４】
　従って、典型的一実施形態では、ＮａＣｌを含む高張溶液（例えば約４ＭのＮａＣｌ）
は、哺乳類の器官（またはその一部）内部に封入される。該器官はそれからＴｒｉｔｏｎ
　Ｘ－２００及びＥＤＴＡ（例えば約０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及び０．１
％ＥＤＴＡ）を含む低張溶液に浸される。該器官はそれから、ＳＤＳ（例えば約０．１％
ＳＤＳまたは約０．０２８％ＳＤＳ）を含む低張溶液に浸される。該溶液は、それらが処
理された組織に与える望ましい効果にもとづいて選択される。例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ
－２００及びＥＤＴＡを含む低張溶液は、上皮と固有－粘膜下組織との間の基底膜の分解
を目標とし、一方、ＳＤＳを含む低張溶液は、主として脱細胞化を達成するために用いら
れる。ＳＴＯＦ手法において、ＳＤＳ溶液を使用することで、細胞壁及び細胞残骸の除去
が早まる。従って、複数回のＳＴＯＦ処理が、多数の異なる処理溶液によって得られる利
益を得るために使用されてもよい。
【０１０５】
　別の典型的実施形態では、ＳＴＯＦ手法は、ＦＭを生成するために反芻動物前胃の組織
層を分離及び脱細胞化するために用いられる。該処理は例えば、ウシ、ヤギまたはヒツジ
の前胃に用いてもよい。ＳＴＯＦ手法を用いて、ＦＭを第一胃、第二胃または第三胃から
生成することができる。典型的一実施形態では、該手法は、ヒツジ（Ｏｖｉｓ　ａｒｉｅ
ｓ）の前胃からＦＭを生成するために用いられる。前胃の上皮表面は、基底膜に固く結合
している角化重層扁平上皮である。それは、層剥離によるダメージに耐えるために適応し
ており、他の手作業または機械的手法を用いた除去を困難にしている。好ましい一実施形
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態では、器官の自然な流れを模倣するように、貫壁性浸透流が管腔表面から反管腔表面に
向けて、前胃を横断して確立される。
【０１０６】
　本発明の別の典型的実施形態では、ＳＴＯＦ手法を用いた、時宜に即した様式での前胃
組織の分離及び細胞除去での使用において、３つの特定の溶液が用いられる。溶液Ａは約
４ＭのＮａＣｌを含み、溶液Ｂは約０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及び０．１％
ＥＤＴＡを含み、溶液Ｃは約０．１％ＳＤＳを含む。溶液Ａは、溶液Ｂ及び溶液Ｃに対し
て高張である。前胃組織を処理するためにこれらの溶液を用いて、裏返しにされた前胃は
約１０Ｌの溶液Ａで満たされ、ケーブルタイで密封することができる。それから、満たさ
れた第一胃は約１６時間溶液Ｂに浸すことができる。この組み合わせは、上皮と固有－粘
膜下組織との間の基底膜の分解を目標とする。加えて、貫壁性浸透流及び溶液Ａへの筋肉
層の曝露は、筋繊維を柔軟にし、物理的分離を助ける。それから、満たされた前胃は約４
時間、脱細胞化を達成するために溶液Ｃに浸すことができる。
【０１０７】
　ＳＴＯＦ手法は、細胞壁及び細胞残骸の除去を早める。流れは単にブラウン運動に限ら
れないので、該プロトコルを用いることで、従来の処理方法に比べて処理時間枠を圧縮で
きる。さらに、処理は、内因性のプロテアーゼ活性及び微生物増殖を制限するために、低
温（例えば４℃またはそれ以下）で行うことができる。低温で短い時間枠で組織を処理す
る能力は、他の手法を用いた処理に対して、完成したスキャフォールドにおけるＥＣＭ生
来の生物分子（例えば、成長因子、繊維性タンパク質、接着タンパク質、グリコサミノグ
リカン等）のより高いレベルでの回収を可能にする。従って、ＳＴＯＦ手法を用いて生成
されたＥＣＭスキャフォールドは、他のプロセスによって単離されたスキャフォールドに
対して、異なる生化学的性質を有する。
【０１０８】
　本発明は、さらに、以下の実施例によって示されるが、これらは、限定として解釈され
るべきではない。
【実施例】
【０１０９】
実施例１
密封貫壁性浸透流（ＳＴＯＦ）による、前胃マトリックス（ＦＭ）の調製
　２歳未満の子ヒツジ由来の前胃は、地元の食肉処理場から調達した。該前胃は、上皮面
が外に、筋層が内側になるよう裏返した。該器官を１０Ｌの４Ｍ　ＮａＣｌで膨張させる
ように満たし、ケーブルタイで密封した。それから、該前胃を０．１％ＥＤＴＡ及び０．
０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００を含む溶液中で１６時間浮かし、その後、さらに４時
間、０．１％ＳＤＳを含む溶液中へ移した。浸透流を限定し得る互いの面を含む該器官が
、他の面に触れないよう注意した。この処理により、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００／ＥＤＴ
Ａ及びＳＤＳ溶液が、組織を通って引き込まれ、脱細胞化を起こし、効率的に基底膜を破
壊した。
【０１１０】
　該前胃を、ＳＴＯＦ処理から取り出し、内容物を出した。それから筋肉及び上皮面が層
剥離されるように、該器官を切って開いた。これは、例えば、ＦＭを単離するための手作
業または機械的かき取りによって、実行されてよい。該ＦＭを室温で３０分間、かきまわ
しながら水で洗浄し、それから０．１％過酢酸、１Ｍ　ＮａＣｌを含む５％エタノール溶
液に移した。これを６０分間混合し、その後、水（１５分）、ｐＨ７．２のＰＢＳ（１５
分）、水（１５分）及びｐＨ７．２のＰＢＳ（１５分）からなる、４回の無菌洗浄ステッ
プを行った。該ＦＭをそれから凍結乾燥し、無菌状態で梱包し、最後にエチレンオキサイ
ドで滅菌した。ＳＴＯＦ処理のこの実施形態は、図４において概要が述べられている。ヘ
マトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色した切片の、組織学的検査によって、脱細胞化が
効果的だったことが確認された。これはさらに、前胃組織とＦＭスキャフォールドにおけ
るＤＮＡ濃度を比較することで検証された。パパイン消化サンプルを、ヘキスト３３２５
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トし、相対蛍光単位をマイクロタイタープレートリーダーを用いて定量化した。全ＤＮＡ
濃度をウシ胸腺ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ－Ｍｉｓｓｏｕｒｉ，ＵＳＡ）の標準曲線から計算し
た。図５に示されているように、核酸含量は前胃組織と比較してＦＭスキャフォールドに
おいて顕著に減少しており、ＦＭスキャフォールドが脱細胞されたことを示している。
【０１１１】
実施例２
ＳＴＯＦ手法中の流れ特性及び組織方向の影響
　以下の実験は、前胃の表面積と前胃を通り抜ける水の浸透流との間の関係を決定するた
めに行った。この研究では、４Ｍ　ＮａＣｌと水を、前胃組織を隔てた浸透圧勾配を確立
するために用いた。前胃の表面積は、球体の表面積（４πｒ２）を基にして概算すること
ができる。ＳＴＯＦ前後の前胃における液体体積を用いて、内部溶液（Ｌ）の体積変化を
計算した。図６に示されているように、ＳＴＯＦ前の前胃の表面積（膨張度）と前胃への
水の流入（体積変化）との間には線形関係があった。図６に示されているように、前胃を
通り抜ける水の浸透流は、密封された前胃表面積の増加と共に増加した。典型的に浸透流
れ速度の減少が徐々に見られ、最も早い流れは、ＳＴＯＦの最初の２４時間の間に達成さ
れた。
【０１１２】
　ＳＴＯＦ処理中に浸透圧勾配に沿って前胃を通る流れを証明する手段として、前胃の重
量を貫壁性浸透流の適用前後に測定した。該ＳＴＯＦの設定は、実施例１及び実施例３に
記載されたものと同様とした。組織内へ流体が移動した結果として、前胃の重量がＳＴＯ
Ｆ中に増加した。該処理開始時の前胃の重量は、７８９＋／－４５ｇであったが、一方、
該処理終了時の同じ前胃の重量は、１１６０＋／－９２ｇを超えていた。前胃組織に移行
する流体によって、組織の水和が増加したため、重量の増加が起きた。こうした結果は、
図７に示されている。
【０１１３】
　組織の方向性は、ＳＴＯＦで得られる結果に非常に影響を与える。自然な生理的流れ（
即ち、上皮から筋肉への流れ、例えば前胃の管腔面から反管腔面への流れ）の方向で、前
胃を横断した浸透圧勾配を確立することで、前胃から筋肉層、上皮層及び細胞を除去する
ことに成功した。対照的に、浸透圧勾配が、自然な生理的流れの方向に反して確立された
とき（即ち、筋肉から上皮への流れ、例えば、前胃の反管腔面から管腔面への流れ）、該
組織は、脱水し、ねばねばするようになり、その後の筋肉及び上皮層の除去がより困難だ
った。このデータは、表２に要約してある。流れの方向はまた、処理終了時の組織の外観
にも影響を与えた。
【０１１４】
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【表２】

【０１１５】
実施例３
接着性ポリマーを用いた、積層前胃マトリックスの調製
　本明細書に記載されているＦＭスキャフォールドは、単一のシートとして構成されても
よいし、またはＦＭの多層積層組成物を形成するように積層されてもよい。以下の実施例
は、コラーゲンポリマー接着剤、またはポリビニルアルコールまたはヒドロプロピルセル
ロース（hydropropyl cellulose）から調製された接着剤層を用いた、積層ＦＭスキャフ
ォールドの調製を表している。コラーゲンで結合された積層物を調製するために、最初に
、コラーゲンポリマーのゲルを親ＦＭスキャフォールドから調製した。このコラーゲンゲ
ルは、親材料と同じ生化学的性質を保持し、組織再生において、積層ＦＭスキャフォール
ドの一部として用いられると、リモデリングを受ける。該コラーゲンポリマーゲルは、親
ＦＭスキャフォールドを熱変性して調製した。細かく粉末化したＦＭ（１０％ｗ／ｖ）を
、純水またはＰＢＳ中で９０分間９５℃で加熱した。混合物を、微粒子を除去するために
３５℃で３０分間１０ｋｒｐｍにて遠心し、その上澄みを取っておいた。放置して室温ま
で冷やすと、該溶液はゲルに凝固した。該コラーゲン懸濁液のゼラチンは、可逆性であり
、そしてそれ自体、２（またはそれ以上の）シートの間の層として、ＦＭシートにゲル状
態で直接適用する前に、加熱した（＞３７℃）。冷やし、乾燥させると、該コラーゲンゲ
ルは、ＦＭシートを効果的に積層し、２層の積層物を生成した。
【０１１６】
　ポリマー層は、積層スキャフォールドの全体的性能特性に寄与するので、該積層物の異
なる強度及び取扱特性を、該ポリマー接着剤層の性質を変えることで得た。さらに、該ポ
リマー層の変化を、該積層物の水和速度、そのタンパク質分解安定性を変えるため、及び
生物活性物の送達のために用いた。
【０１１７】
　ポリビニルアルコール及びヒドロキシプロピルセルロースポリマー接着剤をドライフィ
ルムとして適用し、これを湿ったＦＭスキャフォールドと接触させて再水和した。引き続
いて、該ポリビニルアルコール及びヒドロキシプロピルセルロースを含む積層物を凍結乾
燥させることで、該ポリマー層を脱水し、積層サンドウィッチを生成した。
【０１１８】
　実施例１３に従って、該２層積層物の一軸強度をテストした。結果は、表３に要約して
ある。ポリビニルアルコール及びヒドロキシプロピルセルロースで積層したＦＭスキャフ
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かしながら、強度の増加は、弾性係数の増加及び最大伸長の減少に反映されるとおり、ポ
リビニルアルコール及びヒドロキシプロピルセルロースで積層したＦＭスキャフォールド
の弾性減少によって相殺された。ポリビニルアルコール積層したＦＭスキャフォールドは
、サンプルの厚みに正規化した項（term）である降伏応力に基づいて、最もよく機能した
。
【０１１９】
　この実施例は、ポリマー層が、積層スキャフォールドの全体的性能特性に寄与している
ので、該積層物の異なる強度及び取扱特性が、該ポリマー接着剤層の性質を変えることで
得られたことを示している。
【０１２０】
【表３】

【０１２１】
実施例４
積層物に縫製されたＦＭスキャフォールド
　本明細書に記載されているＦＭスキャフォールドは、積層物を形成するためにＦＭスキ
ャフォールドシートを縫い合わせる（sewn or sutured）ことを可能にする、固有の物理
的性質（例えば、サイズ、厚み、強度）を有する。積層物は、ポリマーを個々のＦＭシー
トの間に配置して、または配置せずに縫合できる。以下の実施例は、綿糸でＦＭ層を縫い
合わせる（stitch）ことによる、２層の積層ＦＭスキャフォールドの調製を示している。
【０１２２】
　ＦＭスキャフォールドを、２層積層物を形成するために、綿糸を用いて、縫い合わせた
。縫製機を用いて、２層のＦＭスキャフォールドシートを直線縫いした（約２ｍｍ長の縫
い目）。該２層積層物を、該積層物の長さを走る、約５ｍｍ離れた平行な縫い目によって
、縫い合わせた。該縫合積層物の一軸強度試験を、実施例１３に記載されたプロトコルで
行い、該縫合積層物を、縫い合わせていない、コラーゲンポリマー接着剤層を用いて作製
した２層積層物と比較した。結果は、表４に示されている。最大負荷及び降伏応力に示さ
れているように、該縫合積層物の強度は、コラーゲンベースの積層物よりも優れていた。
しかしながら、強度が増加すると、該縫合積層物の弾性及び伸長は、コラーゲンベースの
積層物と比較して、減少した。
【０１２３】



(32) JP 5518066 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

【表４】

【０１２４】
実施例５
破壊された基底膜におけるIV型コラーゲン及びラミニンの分布
　実施例１に述べられている処理に従って得られたＦＭスキャフォールド、ならびに前胃
組織の層剥離中に除去された上皮を、中性に中和された７％のホルマリンに浸して固定し
、パラフィンワックスに包埋した。ミクロトームを用いて、切片を１０μｍ厚に切り、そ
の後該切片を温水中で緩ませ、ＡＰＥでコートしたスライドにマウントした。１０分間パ
ラフォルムアルデヒドに浸して切片を該スライドに固定し、ちりの無い環境で室温保存し
た。１００％キシレンを用いた５分間洗浄４回で浸し、パラフィンをスライドから溶解さ
せた。エタノール濃度下降系列を通して再水和し、その後５０ｍＭ　ＴＢＳ（ｐＨ７．４
）に浸した。３０分間５％Ｈ２Ｏ２含有７０％メタノールを用いて、内因性のペルオキシ
ダーゼを失活させた。ＤＡＢ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ（Ｃｈ
ｅｍｉｃｏｎ）のプロトコルに従って、染色処理を行った。切片をＴＢＳ中で各回５分間
、計３回洗浄し、その後非特異的結合を防ぐために、３０分間ブロッキングセラム中でイ
ンキュベートした。引き続いて、１：１００の希釈濃度で適切な一次抗体（即ち、ウサギ
抗ヒツジ一次抗体などの、ラミニンまたはIV型コラーゲンを認識する抗体）中で切片をイ
ンキュベートした（両一次抗体はこのアッセイで使用する前に、該組織中で最適化した）
。切片を、室温で３０分間、加湿チャンバーにおいて一次抗体中でインキュベートした。
それから切片を０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含むＴＢＳ（ＴｒＴＢＳ）中で洗浄
し、その後各回５分間計２回ＴＢＳ中で、洗浄した。切片を、上記したＤＡＢ　ｓｅｃｏ
ｎｄａｒｙ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔにおいて提供されている二次抗体と共に、室温
で１０分間インキュベートした。引き続いて、切片をＴｒＴＢＳ中で１度、ＴＢＳ中で２
度洗浄し、ストレプトアビジン－ビオチン（strepavidin-biotin）複合体（Ｖｅｃｔｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＵＳＡ）と共に、室温にて１０分間インキュベートした。
スライドをＴＢＳ中で３回洗い、ジアミノベンジジンテトラヒドロクロライド（ＤＡＢ）
色素原と共に、バックグラウンドの染色が最小に、抗原染色が最大となるよう、１～５分
間インキュベートした。蒸留水（ｄＨ２Ｏ）中で切片を洗うことにより、ＤＡＢ標識を止
めた。それから切片をヘマトキシリンで対比染色し、流水中で再洗浄し、エタノール濃度
上昇系列中で脱水し、キシレンできれいにして、ＤＰＸ包埋剤を用いてマウントし、観察
まで室温保存した。標識タンパクは、茶色に見え、一方、ヘマトキシリン標識した核はブ
ルーに見えた。上記処理中に該一次及び／または二次抗体を使用しないことでネガティブ
コントロールをとった。光学顕微鏡下でスライドを観察し、ＡｎａｌｙＳＩＳソフトウェ
アを用いて写真撮影した。
【０１２５】
　ＦＭスキャフォールドの免疫組織化学的検査により、IV型コラーゲン及びラミニンが上
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皮及び脈管基底膜に局在していること、また、粘膜固有層内部深くの、マトリックスの緻
密な層内部にも存在していることが明らかとなった。ＦＭスキャフォールドにおけるラミ
ニン及びIV型コラーゲン染色により、基底膜は連続面ではなく、むしろ非連続または破壊
されることが明らかとなった。さらにIV型コラーゲン及びラミニンは、組織層剥離後に採
取された上皮サンプルにも見られた。該上皮組織の染色によって、IV型コラーゲン及びラ
ミニンが基底膜断片に局在していることがわかった。ＦＭスキャフォールドの上皮層及び
管腔面両方における、ラミニン及びIV型コラーゲンの存在は、基底膜が前胃組織の層剥離
中に破壊されることを示している。処理中の基底膜の破壊及び破砕（Disruption and fra
cture）により、上皮が放出される。重要なことに、ＦＭスキャフォールドの粘膜固有層
において、ラミニン及びIV型コラーゲンが存在することで、組織再生中の、これらの重要
な細胞接着分子源が提供される。
【０１２６】
実施例６
基底膜の破壊及び破砕
　０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及び０．１％ＥＤＴＡ含有低張処理溶液中に、
ＮａＣｌを含むヒツジ前胃を１６時間浮かせることで、基底膜が破壊され、下にある固有
－粘膜下組織から上皮が取り除かれる。
【０１２７】
　上皮シートから採取された切片の免疫組織化学的分析によって、ＦＭ及び除去された上
皮層（上記した）両方の基底膜の残存物において、IV型コラーゲン及びラミニンが存在す
ることがわかった。上記に基づけば、該処理溶液が基底膜構造を破壊し、基底膜がバラバ
ラになって、上皮層が放出されることは明らかである。処理に続いて、上皮が、下にある
固有－粘膜下組織から一枚一枚バラバラにはがれた。上皮のこの‘シート化（sheeting）
’は、該ＳＴＯＦ処理中にＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００及びＥＤＴＡ溶液への浸漬後に起き
た。
【０１２８】
　ウェスタンブロッティングにより、基底膜の主要な要素であるラミニンが、ＳＴＯＦ処
理の間、溶液中へ放出されることがわかった。これは、０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
２００、または０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００＋０．１％ＥＤＴＡどちらかの溶
液を、ＳＴＯＦ処理中にサンプリングしたとき、明らかだった。サンプル中に存在してい
るタンパクをゲル電気泳動法によって分離し、抗ラミニン抗体を用いて可視化した（図８
）。０．０２８％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－２００を含む溶液（図８のレーン２及びレーン４）
によってラミニンが可溶化されたが、ＮａＣｌを含む溶液（図８のレーン３）でも０．１
％ＳＤＳを含む溶液（図８のレーン５）でも、ラミニンは、可溶化されなかった。
【０１２９】
　ＦＭスキャフォールド、及び処理中に除去された上皮層の生化学的分析によって、主要
な基底膜要素であるラミニンが両フラクションに存在することが明らかになった。ＦＭス
キャフォールド及び上皮組織両方において、以下の実施例７に従いＥＬＩＳＡを用いて、
ラミニンを定量化した。ＦＭスキャフォールド及び上皮組織におけるラミニン濃度は、そ
れぞれ５．８７±２．１６μｇ／ｇ及び１７．３±１．１μｇ／ｇであった。ラミニンが
、除去された上皮組織に比較的高濃度で検出されたという事実は、ＳＴＯＦ処理中に、前
胃組織の基底膜がバラバラにされ、上皮層が喪失したという観察をさらに支持するもので
ある。
【０１３０】
実施例７
ＦＭスキャフォールドの生化学的組成
　ＦＭスキャフォールド、例えば、実施例１に述べられている処理に従って得られたスキ
ャフォールドの主要な構成要素、及び微量構成要素を理解するために、広範囲の研究を行
った。巨視的に、該プロダクトは、細胞の充填及び分化を支えるであろうコラーゲンマト
リックスと考えることができる。しかしながら、製造工程は、微量の生物学的に活性な構
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成要素、例えば、成長因子及びグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）を保持するように開発さ
れた。これらの微量構成要素は、創傷治癒に等しく重要な役割を果たしており、ＦＭスキ
ャフォールドにおけるそれらの存在が、該プロダクトに有益な創傷治癒特性を与える。
【０１３１】
　あらゆるケースにおいて、ＦＭスキャフォールドの生化学的組成を、ブタ小腸粘膜下組
織（ＳＩＳ）及び、原材料であるヒツジ前胃と比較した。
【０１３２】
　あらゆるケースにおいて、組織サンプルをまず液体窒素で凍結し、スパイスグラインダ
ーで挽いて、細かな微粒子を得た。該粉を抽出し、生化学的巨大分子を、確立された手法
によって分析した。主要構成要素の生化学的分析は表５に要約してある。
【０１３３】
　全可溶性コラーゲンは、パウダーになったサンプルを酵素消化することで定量し（５ｍ
ｇ／ｍＬペプシン、０．５Ｍ　酢酸、３７℃で１６時間）、ＳｉｒｃｏｌＴＭ　Ｓｏｌｕ
ｂｌｅ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｋｉｔ（Ｂｉｏｃｏｌｏｒ－Ｃｏｕｎｔｙ　Ａｎｔｒｉｍ，
ＵＫ）を用いて上澄みの遠心及び分析を行った。該サンプルの全可溶性コラーゲンは、ラ
ットのしっぽのI型コラーゲンの標準曲線から計算した（Ｇｉｂｃｏ　Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ－Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）。全可溶性コラーゲン濃度は、ヒツジ前胃、ＦＭ
スキャフォールド及びＳＩＳにおいて、ほぼ同じであった。
【０１３４】
　可溶性コラーゲンの定量化は、生理的に使用可能なコラーゲンの相対的豊富さを表して
いるかもしれないが、マトリックスのペプシン不溶性コラーゲン要素を考慮に入れていな
い。それ故に、テストサンプルの全コラーゲン含量を知るために、確立された方法に従い
、ヒドロキシプロリン分析を行った。サンプルを６Ｍ　ＨＣｌで加水分解し（１２０℃、
６０分）、それから、ヒドロキシプロリン残基を、ピロール発色団を形成するよう反応さ
せ、吸光度で定量化した。全コラーゲンは、全コラーゲンに対するヒドロキシプロリンの
比率が７．１４であると仮定して、ヒドロキシプロリンの標準曲線（Ｓｉｇｍａ－Ｍｉｓ
ｓｏｕｒｉ，ＵＳＡ）から計算した。ＦＭ及びＳＩＳスキャフォールドにおいて、コラー
ゲンは組成のおよそ８０－８０％であった。予想されたように、ペプシン可溶性コラーゲ
ンは、該サンプルに存在する全コラーゲンのごく一部のみであった。
【０１３５】
　IV型コラーゲンは、細胞の接着及び増殖を促進する基底膜の重要な構成要素である。Ｆ
Ｍの基底膜は部分的に無傷で、この特徴が、該プロダクトに有益な増殖特性を与えている
かもしれないことを示唆している。IV型コラーゲンを抽出バッファー中で４％ＳＤＳで可
溶化し（３７℃、１６時間）、ＰＢＳに対して透析し、抗IV型コラーゲン抗体（Ａｂａｃ
ｕｓ　ＡＬＳ－Ｑｕｅｅｎｓｌａｎｄ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）でプローブした直接ＥＬＩ
ＳＡを用いて定量化し、ＨＲＰに結合した２次抗体（Ａｂａｃｕｓ　ＡＬＳ－Ｑｕｅｅｎ
ｓｌａｎｄ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を用いて検出した。IV型コラーゲンは、部分的に精製
したウシIV型コラーゲン（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ－Ｍａｓｓａｃｈｕｓ
ｅｔｔｓ，ＵＳＡ）の標準曲線と比べて定量した。IV型コラーゲンは、マトリックス中の
全コラーゲンのわずかな一部であった（約２％）。
【０１３６】
　エラスチンは、ＥＣＭ内部で弾性繊維ネットワークを形成し、弾性、感触、耐久性、及
び伸ばした後反動で戻る能力を与えている、重要な構造タンパク質である。該タンパク質
の弾性は、可溶性トロポエラスチンモノマーが広範囲に架橋して広範囲の共有結合配置を
産んでいることにより与えられている。その広範囲のリジン架橋を考えると、エラスチン
は特に不溶性で、それ故に生物サンプルにおいて定量するのが困難である。エラスチンの
相対的濃度を知るために、‘可溶性’及び‘不溶性’エラスチン両方を定量した。マトリ
ックスのサンプルは、０．２５Ｍ　シュウ酸で可溶化し（１０５℃、１６時間）、遠心し
て不溶性物質をペレットにし、それから、上澄みを、ＦａｓｔｉｎＴＭ　Ｅｌａｓｔｉｎ
　Ｋｉｔ（Ｂｉｏｃｏｌｏｒ－Ｃｏｕｎｔｙ　Ａｎｔｒｉｍ，ＵＫ）を用いメーカーの推
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奨に従って、解析した。可溶化したエラスチンは、部分的に精製したウシエラスチンの標
準曲線と比べて定量した。可溶化エラスチン組成物の濃度は、ＦＭにおいて、ＳＩＳと比
較して約１０分の１であった。不溶性エラスチンは、質量収支解析を用いて、確立された
手法に従い、定量化した。手短に言えば、サンプルは、（１）エタノール／ジエチルエー
テル（１：１、１５分、室温）；（２）０．３％ＳＤＳ（１６時間、室温）；及び（３）
０．１Ｍ　ＮａＯＨ（１５分、１００℃）で抽出した。サンプルを遠心し、その上澄みを
各抽出ステップ後に捨てた。不溶性エラスチンは、該抽出工程後に残った；そのようにし
て、全不溶性エラスチン量を、該抽出前後の該サンプルの乾燥重量を比較することで計算
した。全不溶性エラスチン濃度は、ＳＩＳにおいてよりもＦＭにおいて低かった（それぞ
れ３．０％及び５．３％）。
【０１３７】
　ヘパラン硫酸及びコンドロイチン硫酸を含むグリコサミノグリカン分子（ＧＡＧ）は、
成長因子及びサイトカインを結合し、ＥＣＭ内部の水分保持及びゲル特性を制御している
。多くの細胞表面レセプター及び多くの成長因子（例えば、ＦＧＦファミリー、ＶＥＧＦ
）のヘパラン結合特性によって、ヘパランリッチなＧＡＧは、組織修復にとってきわめて
望ましいスキャフォールドの要素となっている。全ＧＡＧを、色素結合比色分析（Ｂｌｙ
ｓｃａｎ　Ｓｕｌｆａｔｅｄ　Ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｅ　Ｋｉｔ；Ｂｉｏｃｏｌｏｒ－Ｃ
ｏｕｎｔｙ　Ａｎｔｒｉｍ，ＵＫ）を用いて定量し、その後粉状のサンプルをパパイン消
化（１２５μｇ／ｍＬ）した。ＧＡＧ濃度は、コンドロイチン硫酸（Ｓｉｇｍａ－Ｍｉｓ
ｓｏｕｒｉ，ＵＳＡ）の標準曲線から計算した。ＳＩＳは、ヒツジ前胃及びＦＭ両方より
も全硫酸化ＧＡＧの濃度が高かった（それぞれ７．３±０．４，３．９±０．１及び０．
６±０．１ｍｇ／ｇ）。ヘパラン硫酸濃度は、ＦＭ及びＳＩＳにおいて、それぞれ０．２
ｍｇ／ｇ及び２．１±０．１ｍｇ／ｇであった。ヘパラン硫酸の定量化についてのより詳
細な考察を以下に示す。３つのサンプルのそれぞれにおいて、ヒアルロン酸（ＨＡ）濃度
をＥＬＩＳＡ　ｋｉｔ（Ｅｃｈｅｌｏｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ－Ｕｔａｈ，ＵＳＡ）
を用いて決定した。ＨＡは、３つ全てのサンプルにおいて、低濃度で存在していることが
わかった。
【０１３８】
　ＦＭの製造における重要な特徴は、ＥＣＭを脱細胞化し、それによって、異種移植（xe
noplant）に対するあらゆるネガティブな宿主反応を減らすステップである。典型的には
、脱細胞化は、細胞溶解及び細胞要素の可溶化をまねく、デタージェントを介した細胞膜
破壊を通して達成される。核酸の存在を、マトリックスの細胞性に対するサロゲートマー
カーとして用いた。ＤＮＡ断片はそれ自体で、宿主を介した免疫反応を引き起こすいくら
かのリスクももたらす。全ＤＮＡは、蛍光色素結合分析によって定量した。パパイン消化
したサンプルをヘキスト３３２５８色素（１０μｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ－Ｍｉｓｓｏｕｒ
ｉ，ＵＳＡ）と共にインキュベートし、相対蛍光単位を、マイクロタイタープレートリー
ダーを用いて定量した。全ＤＮＡ濃度はウシ胸腺ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ－Ｍｉｓｓｏｕｒｉ
，ＵＳＡ）の標準曲線から計算した。ＦＭのＤＮＡ濃度は、ＳＩＳのものよりも少なかっ
た（それぞれ０．２％及び０．４％）。予想されたように、ヒツジ前胃の原材料と比べて
、ＦＭのＤＮＡ濃度は著しく減少していた（それぞれ０．２％及び２．６％）。
【０１３９】
　組織の脂質は、細胞膜で主に見つかり、それ故に、ＥＣＭマトリックスの脱細胞化の程
度の評価に有用でありうる、別のサロゲートを提供する。ＦＭスキャフォールドの脂質量
を質量収支解析を用いて決定し、その後サンプルをエーテル抽出にかけた。ＦＭ及びＳＩ
Ｓスキャフォールド両方とも、約６％の脂質組成を有していた。一方、ヒツジ前胃は、１
４．４％の脂質組成を有していた。
【０１４０】
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【表５】

【０１４１】
　ヒツジ前胃と同様に、ＦＭ及びＳＩＳ組織スキャフォールドも、微量生化学的構成要素
であるフィブロネクチン、ラミニン、ならびに成長因子であるＶＥＧＦ、ＦＧＦ２、ＴＧ
Ｆβ１及びＴＧＦβ２について分析を行った。結果は表６に要約してある。
【０１４２】
　フィブロネクチンは、ＥＣＭに広く分布している糖タンパク質で、細胞成長接着、移動
及び分化において、重要な役割を果たしている。フィブロネクチンは、コラーゲン及びヘ
パランに結合し、重要なことに、細胞の接着及び増殖をもたらす、細胞表面インテグリン
レセプターの接着のためのリガンドを提供する。フィブロネクチンを、ＱｕａｎｔｉＭａ
ｔｒｉｘ　Ｈｕｍａｎ　Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔ（Ｃｈｅｍｉｃｏ
ｎ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ－Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ，ＵＳＡ）を用いて定量化し、そ
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濃度は、ＳＩＳよりもかなり高く、それぞれ１３．６７±１．６４及び５．００±０．０
５μｇ／ｇだった。
【０１４３】
　ラミニンは、ＥＣＭタンパクで、IV型コラーゲン分子、ヘパラン硫酸及びインテグリン
レセプターへ結合することができ、そうして、細胞と基底膜またはＥＣＭとの間に重要な
接続を形成する。ラミニンは、ＱｕａｎｔｉＭａｔｒｉｘ　ｈｕｍａｎ　Ｌａｍｉｎｉｎ
　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ－Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅ
ｔｔｓ，ＵＳＡ）を用いて、４％ＳＤＳで抽出したサンプルにおいて定量し、濃度をヒト
ラミニン標準と比較して決定した。ＦＭ及びＳＩＳにおけるラミニン濃度はおおよそ等し
かった。
【０１４４】
　塩基性繊維芽細胞成長因子（ＦＧＦ２）は、多機能であり、血管新生中の内皮細胞分化
促進、及び多くの細胞型の細胞分化及び移動を含む、創傷治癒における重要な役割を果た
している。ＦＧＦ２の存在に関して、サンプルをＨｕｍａｎ　ＦＧＦ－Ｂａｓｉｃ　ＥＬ
ＩＳＡ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｋｉｔ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ－Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ
，ＵＳＡ）を用いて分析した。スキャフォールドサンプルは、４％ＳＤＳ抽出バッファー
で抽出し、ＰＢＳに対して透析した。その後、ヒトＦＧＦ２を標準として用い、ＦＧＦ２
を定量した。ヒツジ前胃及びＦＭにおけるＦＧＦ２濃度は、ＳＩＳで見られた濃度よりも
少なかった（それぞれ１．７０±１．３８，０．７４±０．０．０９及び４．８５±０．
８４）。
【０１４５】
　成長因子ＶＥＧＦ、ＴＧＦβ１、及びＴＧＦβ２を、市販のＥＬＩＳＡキットを用い、
メーカーの指示（Ｂｅｎｄｅｒ　Ｍｅｄｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）
に従って、定量した。まず、粉状にしたＦＭを２Ｍ　尿素（３７℃、４８時間）または４
Ｍ　グアニジウム　ハイドロクロライド（３７℃、４８時間）を用いて抽出した。サンプ
ルを遠心し、ＥＬＩＳＡ定量の前に、上澄みを濾過した。成長因子ＴＧＦβ２及びＶＥＧ
Ｆもまた、確立された手法に従ってウェスタンブロットを用いて定量した。該成長因子に
対する抗体及びポジティブコントロール（使用可能な場合）を適宜用いた；これらは、ウ
サギ抗ＴＧＦβ２ポリクローナル（Ａｂｃａｍ（登録商標））、ＴＧＦβ２モノクローナ
ル（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ）、及びウサギポリクローナル抗ＶＥＧＦ（Ａｂｃａｍ（
登録商標））を含んでいた。加えて、ＴＧＦβ１を、ウサギポリクローナル抗ＴＧＦβ１
（Ａｂｃａｍ（登録商標））及びポジティブコントロールとして精製ＴＧＦβ１（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎＴＭ）を使い、ドットブロット法を用いて定量した。
【０１４６】
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【表６】

【０１４７】
実施例８
ＦＭスキャフォールドはグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）ヘパラン硫酸を含む。
　Ｎ－硫酸化ＧＡＧヘパラン硫酸は、ＦＧＦ２の生物活性に対する補因子として重要な役
割を果たしている、重要なＥＣＭ結合ＧＡＧである。ヘパラン硫酸は、ＦＧＦ２存在下で
ＦＧＦ２レセプターに直接結合し、そうすることでＦＧＦ２－レセプター複合体を安定化
するので、ＦＧＦ２の生物活性に必要である。ヘパラン硫酸はまた、遊離ＦＧＦ２にも結
合し、該成長因子を安定化させ、その循環半減期を延ばす。米国特許第４，９０２，５０
８号及び米国特許第６，０９９，５６７号によれば、小腸粘膜下組織は、ヘパラン硫酸を
含み、一方、胃粘膜下組織は含まない。胃粘膜下組織におけるヘパラン硫酸の欠如は、胃
粘膜下組織由来のＥＣＭスキャフォールドにおけるＦＧＦ２に関連したあらゆる生物活性
を限定する。
【０１４８】
　ヘパラン硫酸の存在を決定するために、前胃粘膜下組織を分析した。パパインで消化し
たＦＭサンプルを、確立された手法に従って、酢酸セルロースＧＡＧゲル電気泳動により
分離した。該ＦＭサンプルに存在するＧＡＧは、ヘパラン硫酸の標準サンプルと似たよう
に移動したが、コンドロイチン硫酸Ｂまたはヒアルロン酸は移動しなかった。アルシアン
ブルー染色ゲルのデンシティオメトリーを分析することで、該ＦＭサンプルに存在するヘ
パラン硫酸の量を定量することが可能になった。ヘパラン硫酸濃度は約０．２ｍｇ／ｇだ
った。
【０１４９】
　ヘパラン硫酸レベルはまた、より定量的な方法を用いて決定した。ＦＭにおける全ＧＡ
Ｇを、上記した市販のＢｌｙｓｃａｎ　ＧＡＧ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔを用いて定
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量した。このアプローチを用いることで、コンドロイチン硫酸（４－及び６－硫酸化）、
ケラタン硫酸（アルカリ感受性型及び耐性型）、デルマタン硫酸（イズロン酸＆グルクロ
ン酸を含む）及びヘパラン硫酸（ヘパランを含む）を含むサンプルにおける全ＧＡＧ（Ｎ
－硫酸化及びＯ－硫酸化ＧＡＧ両方）濃度を決定することができた。該手法の修飾により
、Ｏ－硫酸化ＧＡＧの存在下で、亜硝酸処理により、Ｎ－硫酸化ヘパラン硫酸ポリマーを
それらの構成モノマーにまで開裂することが可能になる。この方法では、１サンプルに存
在する全ＧＡＧ中のパーセンテージとしてヘパラン硫酸を定量することができる。このア
プローチを用いて、ＳＩＳが２．１±０．１ｍｇ／ｇの濃度でヘパラン硫酸を有すること
が示された。驚くべきことに、同じ条件下で、ＦＭまたはヒツジ前胃組織のいずれにおい
ても、ヘパラン硫酸は検出することができなかった。
【０１５０】
　Ｂｌｙｓｃａｎ　ａｓｓａｙに対する亜硝酸修飾は、ＦＭ抽出物におけるヘパラン硫酸
の分解に効果がなかった可能性がある。そのため、ＦＭマトリックスにおけるヘパラン硫
酸の存在をさらに検証するために、別の方法を探索した。
【０１５１】
　ヘパラン硫酸の存在は、Ｂｌｙｓｃａｎ　ａｓｓａｙを用いた全ＧＡＧ分析の前に、Ｆ
Ｍ抽出物をヘパラナーゼ消化することで確認した。パパイン処理したＦＭ抽出物を、ヘパ
ランリアーゼI（０．５ｍＵ）、II及びIII（共に０．５ｍＵで）（Ｓｅｉｋａｇａｋｕ　
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎ）を３７℃で２４時間用い、構成要素である二糖ま
で消化した。２４時間後、追加のリアーゼ消化を行い、サンプルの完全消化を確かにした
。リアーゼ消化前後のサンプルを、Ｂｌｙｓｃａｎ　ａｓｓａｙを用いて全ＧＡＧ分析を
行った。二糖は、Ｂｌｙｓｃａｎ　ＧＡＧ　ａｓｓａｙに反応しない。結果は、表７に要
約してある。
【０１５２】
【表７】

【０１５３】
　Ｂｌｙｓｃａｎ　ａｓｓａｙにより決定されたように、該サンプルのヘパランリアーゼ
消化によって、全ＧＡＧ濃度は顕著に減少した（表７）。例えば、（５０μｇ／ｍＬで調
製された）ヘパラン硫酸標準の濃度は、リアーゼ消化前後で、それぞれ５２μｇ／ｍＬ及
び１５μｇ／ｍＬであった。２４時間または４８時間処理したサンプルにおいて、顕著な
違いは見られず、リアーゼ消化が最初の２４時間のインキュベーション後に、本質的に完
了したことを示唆している。ヘパラン硫酸標準のリアーゼ消化によって、Ｂｌｙｓｃａｎ
試薬に対する該サンプルの反応性が落ちたが、バックグラウンドレベルに対しては落ちな
かった。これは、ヘパラナーゼ消化に対する感受性のない、ヘパラン標準中の追加のＧＡ
Ｇの存在によって、及び／または該標準のヘパラナーゼ消化が、ヘパランをその構成要素
である二糖に変換するのに、１００％有効ではないことで、説明されるかもしれない。Ｆ
Ｍ抽出物のヘパランリアーゼ消化によって、消化されたサンプルに存在する全ＧＡＧは顕
著に減少した。（例えば、リアーゼ消化前後でそれぞれ７０μｇ／ｍＬ，４２μｇ／ｍＬ
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）。この分析に基づくと、リアーゼ感受性ヘパラン硫酸は、ＦＭに存在する全ＧＡＧの約
４０％をなす。これは、リアーゼ消化前の全ＧＡＧ濃度が０．７ｍｇ／ｇであるとすると
、ヘパラン硫酸濃度が０．２ｍｇ／ｇであることを表す。この知見は、ヘパラン硫酸濃度
が０．２ｍｇ／ｇと決定した、上記のゲル電気泳動分析と一致している。
【０１５４】
　ＦＭマトリックスに存在すると予想され得る、もう一つの主要なＧＡＧ、コンドロイチ
ン硫酸の存在を立証するために、ＨＰＬＣによって、ＦＭ抽出物をさらに分析した。コン
ドロイチンポリマーを、構成モノマー、即ち非硫酸化コンドロイチン、コンドロイチン６
－硫酸、コンドロイチン４－硫酸、コンドロイチン２，６－硫酸、コンドロイチン２，４
－硫酸、及びコンドロイチン２，６－硫酸に加水分解するために、パパイン消化したＦＭ
抽出物を、Ｔｒｉｓバッファー（５０ｍＭ　ｐＨ８．０，０．４Ｍ　酢酸ナトリウム，０
．１％ＢＳＡ）中５Ｕ／ｍＬのコンドロイチナーゼＡＢＣ（Ｓｅｉｋａｇａｋｕ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｊａｐａｎ）で消化した（３７℃で２０時間）。コンドロイチナーゼ
消化サンプルも、ＨＰＬＣで分析し、それによって、抽出物中のコンドロイチンモノマー
濃度をコンドロイチナーゼ消化の前のコンドロイチン硫酸濃度を推察するために用いた。
サンプルを遠心し、その上澄みをＲＰ－ＨＰＬＣで分析した。ＰｈｅｎｏｓｐｈｅｒｅＴ

Ｍ　ＳＡＸ　５μｍ　ｃｏｌｕｍｎ（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ－Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，Ｕ
ＳＡ）に対して、２２℃で注入（２０μＬ）した。混合物を、流速１．０ｍＬ／ｍｉｎで
、含水ＨＣｌ（ｐＨ３．５）／１．５Ｍ　ＮａＣｌを含むＨＣｌ（ｐＨ３．５）勾配を用
いて分離した。ピークは、２３２ｎｍで検出した。
【０１５５】
　このＨＰＬＣ手法を用いたところ、予想されたコンドロイチン硫酸モノマーは検出され
ず、コンドロイチン硫酸がＦＭにおいて検出された全ＧＡＧの主要な構成要素ではないこ
とを示唆している。
【０１５６】
　総合すると、これらの知見は、ヘパラン硫酸はＦＭスキャフォールドに存在するが、Ｓ
ＩＳで見つかったヘパラン硫酸より低い濃度で存在することを示唆している（表８）。Ｆ
Ｍの全ＧＡＧ濃度が０．６±０．１ｍｇ／ｇと決定され、これは、ゲル電気泳動で分離さ
れなかった、コンドロイチン硫酸を除く他のＧＡＧ構成要素が、該抽出物に存在している
かもしれないことを示唆していることに言及するのは興味深い。
【０１５７】
【表８】
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【０１５８】
実施例９
ＦＭ組織２面スキャフォールド構造
　実施例１で概要を述べた方法を用いて、ヒツジＦＭを調製した。ヒツジ腺胃粘膜下組織
も、粘膜下組織から筋肉及び上皮を層剥離し、その後、細胞を溶解するために、２時間水
中に該スキャフォールドを浸すことによって、腺胃から調製した。ヘマトキシリン・エオ
シン（Ｈ＆Ｅ）染色スライドを、標準的な方法を用いて、組織像を得るために調製した。
【０１５９】
　（i）巨視的形態：腺胃粘膜下組織は、管腔表面及び反管腔表面両方において、似たよ
うな巨視的外観を有していた。対照的に、ＦＭスキャフォールドは、該マトリックスの管
腔側と反管腔側との間で、表面外形において、明らかな違いを有していた。管腔側の乳頭
は、通常の皮膚の乳頭間突起と非常によく似たトポロジーを示し、一方、筋層が除去され
たとき残される反管腔側は滑らかであった。このスキャフォールドの２面の性質は、治癒
の状況で、異なる細胞型と相互作用する点において、重要である。
【０１６０】
　（ii）組織像：固有－粘膜下組織層は、反芻動物の前胃に独特なものであり、他の胃腸
組織では存在しない。腺胃及び小腸の粘膜固有層は、層剥離過程中に大部分除去される粘
膜の腺の間にある、目の粗い疎性結合組織（loose areolar layer）である。粘膜筋板と
呼ばれる組織層は、小腸及び腺胃において、粘膜固有層と粘膜下組織とを分離する。粘膜
筋板は、前胃の第一胃では欠落しており、結果として、粘膜固有層及び粘膜下組織は融合
して、固有－粘膜下組織を形成している。ＦＭスキャフォールドは、基底膜残部及び固有
－粘膜下組織から成る。顕微鏡によるスキャフォールドの分析によって、ＦＭが、固有－
粘膜下組織の粘膜固有層内部にＥＣＭの緻密な層を有し、それは、該マトリックスの厚み
において、上位約２０％をしめることが明らかとなった。ＦＭスキャフォールドの反管腔
側は、より目の粗い網状構造を有していた。ＦＭスキャフォールドは、起伏のある管腔表
面、及び管腔側に緻密な粘膜固有層を有し、一方、反管腔側では、粘膜下組織のＥＣＭは
より目の粗い網状であった。従って、ＦＭスキャフォールドは、２面構造を有する。この
構造によって、ＦＭは組織再生のための医療装置として用いられる際、該マトリックスの
緻密な管腔側における上皮再生の促進、及び該マトリックスのより緻密でない反管腔側に
おける繊維芽細胞の侵入を促進するのに非常に適したものとなる。
【０１６１】
　（iii）走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）：管腔表面及び反管腔表面を比較するために、１
週齢のウシ及び６ヶ月齢の子ヒツジ由来の凍結乾燥した組織において、ＦＭ及び腺胃粘膜
下組織の走査型電子顕微鏡観察を行った。子ヒツジ由来のＦＭスキャフォールドは、本明
細書で述べられている手法を用いて調製した。“未処理”前胃固有－粘膜下組織は、上皮
及び筋肉層を除去することによって調製したが、該組織のＳＴＯＦ処理は行っていない。
腺胃粘膜下組織は、粘膜下組織から筋肉及び上皮を層剥離し、その後細胞を溶解するため
２時間水中に該スキャフォールドを浸すことによって、子ヒツジの腺胃から調製した。ウ
シ新生児のＦＭ、ヒツジのＦＭ及び腺胃のＳＥＭ画像の比較から、ＦＭが２つの異なる表
面及び明確な側面を有すること、一方、腺胃粘膜下組織は、両面において非常によく似て
いることが明確に示された。
【０１６２】
　ＦＭ及び腺胃粘膜下組織の断面ＳＥＭ像は、腺胃粘膜下組織のより薄くかつより一様な
構造と比べて、ＦＭ固有－粘膜下組織の管腔表面における、厚く緻密なＥＣＭ層の存在を
示した。特に、ＥＣＭの緻密な層は腺胃粘膜下組織から欠落している。
【０１６３】
実施例１０
ＦＭ組織マトリックスの表面積
　６ヶ月齢の子ヒツジからの６つの前胃及び６つの腺胃を地元の食肉処理場から収集した
。巨視的に、前胃は腺胃よりもかなり大きな器官であり、それ故に、大きな表面積のスキ
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ャフォールドを生成するのに理想的である。
【０１６４】
　サイズ上の違いを比較するために、前胃及び腺胃のそれぞれの体積を測定した。前胃は
典型的には１２－１５リットルの体積で、一方腺胃は、２．５－３リットルに限定されて
いた。球体の表面積に近似すると、これは、腺胃の表面積が１０４ｃｍ２であるのに比べ
て、前胃の表面積はおよそ４０５ｃｍ２であることを示す。
【０１６５】
　表９は、ヒツジ前胃及び腺胃由来のＥＣＭスキャフォールド間の違いを要約している。
これらのＥＣＭシートの典型的寸法は、表９に示されており、前胃及び腺胃から得られる
スキャフォールドの面積のおおよその違いを示している。また、腺胃粘膜下組織マトリッ
クスが、もろく繊細な構造を有しており、単離するのが困難であること、一方ＦＭはより
頑丈で入手しやすいということも指摘された。
【０１６６】
【表９】

【０１６７】
　他の既知の組成物に勝るＦＭの重要な利点は、大きな構造体を、一つの器官（例えば前
胃）から得ることができるということである。例えば、あらゆる年齢または体重の動物に
関して、前胃から得られるＦＭシートは、腺胃から得られ得るものより典型的には３－４
倍大きく、同様に、腺胃から得られるものは膀胱から得られるものより典型的には大きい
。小腸のような管状臓器から得られるＥＣＭシートは、幅において、該器官の円周に限定
される。例えば、市場の重量のブタ（market weight pigs）由来の小腸粘膜下組織は、該
小腸の円周に因って、１０ｃｍ未満の幅に限定される。
【０１６８】
実施例１１
ＦＭスキャフォールドの厚み
　ＦＭスキャフォールドの４枚のシートを、約２５ｋｇで５－６ヶ月齢の４体の子ヒツジ
の前胃から調製した。４サンプルそれぞれにおいて、ＦＭシートの厚みを、十分にスペー
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スを空けて、１３箇所で測定した。その結果を表１０に示す。
【０１６９】
【表１０】

【０１７０】
　（米国特許第５，３７２，８２１号に示されているように）１８０ｋｇより重いブタ由
来の小腸粘膜下組織は典型的には、１００μｍ厚しかない。上記測定結果は、成熟ブタの
２０％未満のサイズの未成熟の子ヒツジから、ブタ小腸粘膜下組織から得られるものの少
なくとも３倍の厚みのＥＣＭシートが得られることを示している。そのようなより厚いス
キャフォールドは、ｉｎ　ｖｉｖｏでの移植後のより強い強度及びより長い耐久性といっ
た、有利な特性を有する。より厚いＦＭスキャフォールドは、より年齢が高く、体重も重
い動物を用いて得ることができる。
【０１７１】
実施例１２
ＦＭスキャフォールドの２軸強度
　１層のＦＭスキャフォールドシートのサンプルを実施例３に記載されているように、コ
ラーゲンポリマー層を用いて積層し、２、３、４、及び８層の積層物を得た。加えて、前
胃の固有－粘膜下組織及び腺胃粘膜下組織を、前胃及び腺胃より手作業でそれぞれ単離し
た。これら‘未処理の’サンプルに対して、実施例１に示されているようなＳＴＯＦ処理
は行わなかった。
【０１７２】
　ボールバースト強度によって、２軸の力が加えられたときの、負荷に対する生体材料の
抵抗性の測定値が得られる。試験は、テスト材料を丸い開口部（オリフィス）に固定し、
サンプルが破壊されて球が通り抜けるまで、該サンプルの中央に金属球を押すことによっ
て行われる。材料の相対的強度を、‘最大圧縮負荷’（Ｎｅｗｔｏｎｓ，Ｎ）と呼ばれる
、該材料の破損時点での力を用いて比較する。サンプルの最大圧縮負荷は、サンプルの厚
みと同様に、サンプルの弾性及び強度に依存するだろう。ボールバースト試験は、全ての
方向に力を均等に加えて２軸強度を決定する。比べて、一軸強度（下参照）は、一方向の
みでの破損までの負荷を決定する。
【０１７３】
　Standard Test Method for Bursting Strength of Knitted Goods, Constant-Rate-of-
Traverse (CRT) Ball-Burst Test (ASTM D 3797-89)に従って、Ｉｎｓｔｒｏｎ１１２２
　Ｍａｃｈｉｎｅを用いて、２４．５ｍｍの磨かれたステンレス半球体を、ＥＣＭシート
が破損するまで、シートに押し付けた。最大圧縮負荷を、該シートを破裂するのに要する
力と定義した。各ＥＣＭについて、少なくとも６サンプル（ｎ＝６）試験した。結果を表
１１及び図９に示す。ＦＭスキャフォールドは、未処理の前胃固有－粘膜下組織と同程度
の強度があり（それぞれ９２．８±１２．７及び１１４．３±８．１Ｎ）（表１１及び図
９）、両方の前胃ＥＣＭ材料は腸組織及び腺胃組織由来のものよりかなり強度があった。
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【表１１】

【０１７５】
　ＦＭ積層物の強度における顕著な増加は、追加のシートを一連の多層（２、３、及び４
層の）装置を生成するために積層したときに見られた。例えば、図１０に示されるように
、４層のヒツジＦＭは３６１．５±２４．９Ｎの最大圧縮負荷を有し、一方、１層のＦＭ
は（９２．８±１２．７Ｎ）の最大圧縮負荷を有していた。
【０１７６】
　４層ＦＭ積層物の２軸強度を、ＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭ（ＬｉｆｅＣｅｌｌ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ）、ＳｔｒａｔｔｉｃｅＴＭ（ＬｉｆｅＣｅｌｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
）、そしてＳｕｒｇｉｓｉｓＴＭ（Ｃｏｏｋ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）といった、
市販のＥＣＭベースプロダクトの既報のボールバーストデータと比較した（表１２参照）
。該４層ＦＭは、他のインプラントプロダクトよりも低い最大圧縮強度を有していた。し
かしながら、ボールバースト強度比較において、テスト材料の厚みの寸法は最大圧縮負荷
の実測値にかなり影響を与えるだろうため、該テスト材料の厚みも考慮することが重要で
ある。例えば、報告されているＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭの厚みは１．９±０．１３ｍｍだっ
たが、一方、４層ＦＭプロダクトは０．４７±０．０１ｍｍと、約７５％より薄かった。
該ＥＣＭプロダクトの異なる厚みを考慮に入れ、それにより該ＥＣＭプロダクトの２軸強
度に関して有意義な比較をするために、該プロダクトの最大圧縮負荷（Ｎ）を、それらの
厚み（ｍｍ）に正規化した。この分析を用いると、４つのプロダクトの相対的２軸強度は
統計的に類似であることがわかった（表１２及び図１１参照）。
【０１７７】
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【表１２】

【０１７８】
実施例１３
一軸の引っ張り強さ
　一軸強度は、一片の材料の一端を固定し、反対方向の力を加えることにより、生体材料
の一次元での力への耐性を測定する。材料の破損時の力を“最大負荷”（Ｎ）と呼ぶ。サ
ンプルの最大負荷は、テスト材料のサイズ及び厚みと同様、テスト材料固有の強度に依存
する。一軸試験は、Ｉｎｓｔｒｏｎ１１２２　Ｍａｃｈｉｎｅで行った。サンプルは、以
前記載されたように、中央部分の幅が１ｃｍのイヌ用骨型にカットした（Freytes et al.
, “Effect of Storage Upon Material Properties of Lyophilized Porcine Extracellu
lar Matrix Derived from the Urinary Bladder” (2005) J. Biomed. Mater. Res. B: A
ppl. Biomater. and  Freytes et al., “Uniaxial and Biaxial Properties of Termina
lly Sterilized Porcine Urinary Bladder Matrix Scaffolds” (2007) J. Biomed. Mate
r. Res. B: Appl. Biomater.参照、共に、その全体において参照により本明細書に組み込
まれる）。
【０１７９】
　ＦＭスキャフォールドは実施例１に従って調製した。さらに、‘未処理’前胃固有－粘
膜下組織及び胃粘膜下組織を手作業で調製した。これらの未処理サンプルは、ＳＴＯＦ処
理をかけなかった。全てのサンプルを、Ｉｎｓｔｒｏｎ試験機に取り付け、２０ｍｍ／ｍ
ｉｎの一定速度で破損するまで引っ張った。少なくとも、各ＥＣＭについて８サンプル（
ｎ＝８）をテストした。
【０１８０】
　表１３及び図１２に示されているように、その結果は、未処理前胃固有－粘膜下組織が
、同じ動物由来の胃粘膜下組織よりかなり強いことを示した。加えて、米国特許第６，０
９９，５６７号で報告されているように、６ヶ月齢の動物（約２５ｋｇ）由来のヒツジＦ
Ｍスキャフォールドは、成熟動物（約５０ｋｇ）由来のブタ胃粘膜下組織よりも強かった
。このデータは、動物の年齢ひいては体重に関係なく、ＦＭスキャフォールドが胃粘膜下
組織よりかなり強いことを示している。従って、ＦＭは、組織強化の適用において、単一
シートで用いられたとき、胃由来ＥＣＭに比べて、損傷または機械的破損をより被りにく
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くなる。また、ＥＣＭシートを合わせて積層することにより、高い引っ張り強度の組成物
を得ることが望ましいとき、他の胃腸または泌尿生殖器由来のＥＣＭスキャフォールドと
比較して、必要とされるＦＭシートがより少なくすみ、この処理をより簡単で費用効果の
あるものにすることが理解されるだろう。
【０１８１】
　ＦＭ固有の強度はまた、胎児または新生児組織から単離されたＦＭの使用を実用的にし
、一方、他の胎児または新生児粘膜下組織源は、その薄さ及び未成熟状態故に非常に弱い
組織を生む。
【０１８２】
【表１３】

【０１８３】
　前述のデータに加えて、最大接線剛性（Ｎ／ｍｍ）、破損時の伸長（ｍｍ）、弾性係数
（ＧＰａ）及び降伏応力（ＭＰａ）と同様に、単一及び多層のＦＭスキャフォールドに関
する最大一軸負荷を決定した。降伏応力は、テストサンプルの寸法に正規化した用語であ
り、異なる厚みを持った類似のプロダクトを比較するために用いることができる。この用
語は、材料固有の強度の尺度である。弾性係数即ちヤング係数は、材料の弾性ポテンシャ
ルの尺度であり、これは破損することなく変形され、元の状態に戻ることができる能力で
ある。弾性係数は材料の固有の性質であり、それにより異なるサイズのサンプルを比較す
ることができる。弾性係数では、より低い数値がより大きな弾性を示す。例えば、ゴムの
該係数は、０．０１－０．１ＧＰａである。
【０１８４】
　１層から４層までのＦＭ積層物の一軸強度特性の比較を図１３に示す。予想されたよう
に、積層状態、従ってプロダクトの厚みを増加させると、一軸強度及び剛性が著しく向上
した。しかしながら、統計的には、積層により最大伸長または弾性係数は変化しなかった
。これは、積層加工によりプロダクトの強度は増すが、その柔軟性は変わらないことを示
し、１層及び多層のプロダクトの取扱性も同様であろうことを示唆している。
【０１８５】
　ヒツジＦＭプロダクトの相対的一軸強度を評価するために、文献調査を行い、代替ＥＣ
Ｍ様プロダクトの強度に関連しているデータを同定・抽出した。１層及び２層のＦＭスキ
ャフォールドの一軸強度特性及び厚みを、硬膜修復プロダクトＤｕｒａＧｕａｒｄＴＭ及
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びＤｕｒａｒｅｐａｉｒＴＭの既報データと比較した（表１４及び図１４）。該１層及び
２層ＦＭスキャフォールドは、統計的に等価な降伏応力を有していた（それぞれ１０．１
５±１．８１及び９．７７±１．６８ＭＰａ）。これは、同じ材料から調製された異なる
厚みの２つのサンプルで同一の降伏応力となるように、降伏応力をサンプルの厚みに正規
化したためと予想される。１層及び２層のＦＭプロダクトはＤｕｒａ－ＧｕａｒｄＴＭ（
１３．５±３．３４ＭＰａ）に類似の降伏応力を有し、３つのプロダクト全てＤｕｒａＤ
ｅｒｍＴＭ（６．２７±４．２０ＭＰａ）より、優れていた。Ｄｕｒａｒｅｐａｉｒは、
最も強いプロダクトで、２２．７±２．８３ＭＰａの降伏応力を有していた。該１層及び
２層のＦＭスキャフォールド（それぞれ０．０４±０．０１及び０．０５±０．０１ＧＰ
ａのヤング係数）は、Ｄｕｒａ－ＧｕａｒｄＴＭ及びＤｕｒａｒｅｐａｉｒＴＭ（それぞ
れ０．０８±０．０２及び０．０７±０．０１ＭＰａ）よりも、弾性特性が良好だった。
ＤｕｒａＤｅｒｍＴＭは、最もよい弾性ポテンシャルを示した（係数０．００２±０．０
０９ＧＰａ）が、上記したように、調査したプロダクトの中では最も弱かった。
【０１８６】
　この分析は、ＦＭスキャフォールドが、現在市販されている硬膜修復プロダクトと同程
度か、またはそれより良好な強度及び弾性特性を有することを示唆する。この分析は、４
層ＦＭスキャフォールドが市販の硬膜プロダクトと同等の強度を有することを示している
。
【０１８７】
【表１４】

【０１８８】
　積層ＦＭスキャフォールドの移植への適性を評価するために、一軸強度テストから導か
れるような、スキャフォールドの生物物理学的特性を、市販プロダクトＡｌｌｏｄｅｒｍ
ＴＭに関する類似の既報データと比較した（表１５参照）。報告されたデータの広がりか
ら、ＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭの本当の強度及び弾性ポテンシャルについての同意が文献では
達成されていないことは明らかである。これは該プロダクトが、厚みの実測値のばらつき
を含むプロダクトの不規則性をもたらす、死体由来であることを反映しているのかもしれ
ない。報告されたＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭの降伏応力は、７．００±１．００から１６．７
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９±２．１０ＭＰａの範囲である。有意義な比較をするために、データの広がりの中心点
を１１．９０ＭＰａとして、計算した。これは、４層積層物の降伏応力（１１．９７±１
．１６ＭＰａ）と同程度である。ＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭに関して報告されている２つの弾
性係数は、互いに一桁分違い、４層プロダクトとの比較を困難にしている。しかしながら
、４層プロダクトは、１層と２層のプロダクトの弾性特性を保持し、硬膜修復プロダクト
Ｄｕｒａ－ＧｕａｒｄＴＭ及びＤｕｒａｒｅｐａｉｒＴＭの弾性特性と似ている（上記考
察参照）。
【０１８９】
　従って、本明細書で行われた研究は、ＦＭスキャフォールドがＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭを
製造するために使用される材料と同等の強度特性を有することを示している。特に、デー
タは、多層ＦＭスキャフォールドが、固有の強度がインプラント材料にとって必要とされ
る、インプラントへの適用に適した強度及び弾性特性を有することを示している。
【０１９０】
【表１５】

【０１９１】
実施例１４
縫合保持力強度
　縫合保持力テストは、縫合‘引き抜き’に対する生体材料の耐性を決める実用的な臨床
的検討である。該テストプロトコルは一軸強度と似ているが、本実施例では、テスト材料
の一端を固定し、もう一方を、該テスト材料を通っている縫い目を介して反対側の留め具
で固定した。規定した‘咬み深さ（bite-depth）’（縫合部位から、該テスト材料の端ま
での距離）で、該縫い目を生体材料に固定した。該材料が破損し、該縫い目が該テスト材



(49) JP 5518066 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

料から引き抜かれるまで、反対方向への力を一定速度で与えた。材料の破損時の負荷は、
‘最大負荷’（Ｎ）と呼ばれるが、テスト材料固有の強度、サンプルの咬み深さ及び厚み
に依存する。
【０１９２】
　一連の積層ＦＭスキャフォールドを縫合保持力についてテストした。予想されたように
、図１５に示されるように、ＦＭシートの積層により、縫合引き抜きに対する該プロダク
トの耐性が増した。例えば、１層ＦＭの破損までの負荷は５．９１±０．６０Ｎだったが
、一方、（上記の、一軸及びボールバースト試験から決定されたように）より強い４層Ｆ
Ｍスキャフォールドは、１５．９６±１．３０Ｎの破損までの負荷だった。
【０１９３】
　図１５で見られるように、実測された縫合保持力強度はサンプルの厚みに依存している
。よって、ヒツジＦＭ積層物の縫合保持力強度を、既報データを用いて、市販プロダクト
と比較するために、最大負荷をサンプルの厚みに正規化した。ＦＭスキャフォールド、及
び硬膜修復プロダクトＤｕｒａｒｅｐａｉｒＴＭ及びＤｕｒａ－ＧｕａｒｄＴＭの比較分
析は、表１６及び図１６に示されている。１層（４．７±０．４Ｎ）及び２層（７．１±
０．５Ｎ）のＦＭスキャフォールドの縫合保持力強度は、Ｄｕｒａ－ＧｕａｒｄＴＭ（１
０．０２±１．３５Ｎ）及びＤｕｒａｒｅｐａｉｒＴＭ（１２．３８±２．１０Ｎ）より
小さかった。しかしながら、正規化した縫合保持力によって、４つのプロダクトの相対的
厚みを考慮に入れると、４つのプロダクトは、縫合引き抜きに耐える同等の潜在能力を有
していた。
【０１９４】

【表１６】

【０１９５】
　比較研究を、市販のインプラントプロダクトＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭ、Ｓｔｒａｔｔｉｃ
ｅＴＭ及びＳｕｒｇｉｓｉｓＴＭと比べて、積層ＦＭスキャフォールドの性能を決定する
ために拡大した。その結果は、表１７及び図１７に示されている。縫合保持力テストに関
するＡＳＴＭ基準が２ｍｍの咬み深さを規定しているのに対し、これらの研究にわたって
、約２ｍｍから約１０ｍｍの様々な咬み深さを用いたことを指摘することは重要である（
表１７）。テスト中に用いる咬み深さを増すことにより、サンプルをさらに深いところで
通っている縫い目を、端に達して実際に引き抜かれるまで引っ張るためには、より大きい
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力が必要となるため、実際の最大負荷が増加する。４層ＦＭ積層スキャフォールドは、Ｓ
ｕｒｇｉｓｉｓＴＭプロダクト（正規化した縫合保持力強度、それぞれ３４．２±２．８
及び１８．０Ｎ／ｍｍ）よりはるかに、縫い目引き抜きに対して耐性があった。Ａｌｌｏ
ｄｅｒｍＴＭ及びＳｔｒａｔｔｉｃｅＴＭ両方の、報告されている縫合保持力強度は、１
０ｍｍの咬み深さを用いて、ＡＳＴＭ基準へ修正を加えている（表１７）。これらのプロ
ダクトの正規化された縫合保持力強度はそれぞれ、７１．２±１０．７１及び４０．２±
３．４３Ｎ／ｍｍであった。比べて、４層ＦＭスキャフォールドの正規化された縫合保持
力強度は２ｍｍの咬み深さを用いたとき、３４．２±２．８Ｎ／ｍｍであった。このデー
タは、３つのプロダクトを全て同等の咬み深さを用いた比較実験でテストをした場合、４
層ＦＭスキャフォールドの縫合保持力強度が、ＡｌｌｏｄｅｒｍＴＭ及びＳｔｒａｔｔｉ
ｃｅＴＭ両方と同等でありうることを示している。この指摘は、４層ＦＭスキャフォール
ドが、一軸試験のもとで同等の降伏応力を有する（表１５参照）、及び、該３つのプロダ
クトが同等の正規化されたボールバースト強度を有する（表１２参照）という観察によっ
て支持される。
【０１９６】
【表１７】

【０１９７】
実施例１５
ＦＭスキャフォールドの静水浸透性インデックス（ＰＩ）
　移植可能なＥＣＭスキャフォールドの浸透性は、外因性インプラントの中へ及び外因性
インプラントからの、細胞浸潤及び分子拡散の速度に影響を与えうる。インプラントの望
ましい浸透性は、その応用次第であろう。例えば、硬膜代替のためのインプラント装置は
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。組織再建用インプラントは、有用な成長因子の交換、ならびに細胞浸潤及び創傷浸出液
の放出が可能なように、比較的高い浸透性を必要とする。従って、理想的には、本発明に
よって提供されるような組織スキャフォールド技術は、目的とする応用によって必要とさ
れるように、浸透性を調節できる。
【０１９８】
　単一及び多層ヒツジＦＭプロダクトの水浸透性の程度を評価するために、静水浸透性テ
スト用具を用い、確立された手順(Freytes,Tullius et al.2006)に従って、浸透性インデ
ックス（ＰＩ）を決定した。上皮の接合部及び筋肉の接合部に由来する面を有し、ＦＭス
キャフォールドが異方性であることを考慮して、異方性材料を通る流れの方向に依存して
、１層スキャフォールドが異なる浸透性を有するかどうか決めることを本研究は求めた。
生物学的に誘導されたＥＣＭの“掌性（handedness）”の結果としての示差的浸透性は以
前に指摘されている。表１８では、１層ＦＭスキャフォールドの浸透性を、ブタ膀胱マト
リックス由来ＥＣＭに関する既報の浸透性インデックスと比較している。その結果は、Ｆ
Ｍスキャフォールドが水溶液に対して浸透性があることを示した。とりわけ、１層ＦＭス
キャフォールドは、両方向において、膀胱マトリックスよりも低い約１０分の１の浸透性
を有していた。
【０１９９】
　本研究は、天然のウシ硬膜、ならびに１及び４層のＦＭスキャフォールドの水浸透性を
決定するために拡大した。硬膜を約２歳のウシから取り出し、確立された手順を用い、該
硬膜の浸透性についてテストした。硬膜は、漏出及び異物傷害から哺乳類の中枢神経系を
守るよう進化したため、比較的不透過性の膜であると考えられる。該硬膜の浸透性は、１
層ＦＭスキャフォールドと似ており（それぞれ０．００２２±０．０００３及び０．００
３１±０．０００５ｍＬ／ｃｍ２／ｍｉｎ）、一方、４層ＦＭスキャフォールドは約１０
分の１の低い浸透性だった（０．０００１０±０．００００１ｍＬ／ｃｍ２／ｍｉｎ）。
従って、１層スキャフォールドは、天然の硬膜と非常に類似した浸透性を有するという利
点がある。２層と４層ＦＭスキャフォールドとの間の違いは、おそらくシートを積層する
ために用いられたポリマーの特性を反映している。従って、さらなる積層プロダクトは、
硬膜インプラントプロダクトと特に関係があるであろう特徴、‘調節された’浸透性をも
って開発されうる。
【０２００】



(52) JP 5518066 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

【表１８】

【０２０１】
実施例１６
創傷治癒のげっ歯類モデルにおける、ＦＭスキャフォールドのｉｎ　ｖｉｖｏにおける有
効性
　以下の研究は、創傷治癒におけるＦＭの有効性を示すために行った。１週齢のウシから
調製した前胃マトリックスを、楕円形のインプラントに切り取った（２５×１２ｍｍ）。
平均体重が３７０ｇで、２０～２３週齢の１２匹のオスＬｅｗｉｓラットを得た。該ラッ
トの皮膚を０．５％クロルヘキシジン及び７０％エタノールで消毒した。頭蓋の縁を測定
後、頭蓋底から脊髄軸に沿って６ｃｍとなるよう、滅菌した１２ｍｍのバイオプシーパン
チで全層の創傷を施した。該創傷を被覆し、頭蓋周辺の皮膚の下に広がるよう、該マトリ
ックスを移植した。該マトリックスを再水和するために無菌ＰＢＳを用い、該創傷をＩｎ
ｔｒａｓｉｔｅ　Ｇｅｌ（Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｎｅｐｈｅｗ）で被覆した。類似の創傷
を負った６匹のラットを、コントロールとして無菌生理食塩水で処置した。実験の最初の
４日間において、ＦＭで処置したラットは、コントロールと比較して、はるかに早い速度
で閉合した。この後、ＦＭ創傷の治癒速度は、推測するに、該スキャフォールドが創傷の
収縮の程度を減らしたため、コントロールと比較して、より遅かった。２３日目までに、
ＦＭ処置した創傷及びコントロールの未処置創傷は、元のサイズの２０％未満となった。
創傷または皮下インプラント領域において、ＦＭに対する炎症性または免疫反応の兆候は
無かった。
【０２０２】
実施例１７
創傷治癒のブタモデルにおけるＦＭスキャフォールドのｉｎ　ｖｉｖｏでの有効性
　ＦＭスキャフォールドのｉｎ　ｖｉｖｏでの性能をさらに評価し、組織再生促進におけ
るその有効性、及びリモデリングを受ける能力を決定するために、ブタモデル系における
包括的な創傷治癒研究を行った。ブタ創傷治癒モデルは、通常、創傷治癒過程、及び臨床
的または治療的介入の有効性を研究するための、一般的に認められた動物モデルと考えら
れている（Lindblad 2008）。これは、ブタ真皮の治癒が、ヒトでの治癒過程と大部分似
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ているためである。例えば、創傷拘縮は、げっ歯類における創傷閉合の主要なメカニズム
であるが、一方、ブタ及びヒトでは、創傷閉合は、主に組織欠損の充填を介して起こる(L
indblad 2008)。
【０２０３】
　現在の研究が、創傷治癒の急性ブタモデルに焦点を当てている一方、本発明のＦＭスキ
ャフォールドは、急性及び慢性の適応症の両方で用いられてよいことを指摘するのは重要
である。研究は以下のように進んだ。０日目に、６週齢の麻酔をしたメスブタ（約１８－
２０ｋｇ）の背に、皮膚穴あけ器を用いて、２０ｍｍ直径の全層創傷計２０個を外科的に
作った。図１８に示されるように、該創傷は、スペースを３ｃｍずつ空けて、横５列縦４
列となるように作った。該研究には、計５体の動物を用いた（全部で１００の創傷部位）
。
【０２０４】
　該創傷それぞれを、未処置または、無菌の１層ＦＭ、２層積層ＦＭ、もしくは確立され
たＥＣＭベースプロダクトであるＳＩＳのいずれかで処置した。それぞれの場合において
、前述のスキャフォールドの一つから取った円形の一片（直径２０ｍｍ）を、該創傷に適
用し、無菌食塩水を用いてｉｎ　ｓｉｔｕで再水和した。あらゆる位置的なバイアスを平
均化するために、同じ処置レイアウトを受ける動物が２体とないように、４つの処置の位
置をそれぞれの動物の間で変えた。処置及び未処置の創傷を同じように包帯した。
【０２０５】
　０、３、７、１４、２８及び４２日目に、全ての創傷を、デジタル画像化し、創傷面積
及び深さ（もし適切ならば高さ）を記録した。加えて、それぞれの動物から、１列の創傷
において生検を行った。該生検は外科的に切除され、創傷床だけでなく、創傷周辺からの
正常な組織の一部も含んでいた。全ての生検をホルマリンで固定、マウントし、切片に切
って、分析用に染色した。切片化した組織は、Ｈ＆Ｅ、Ｖｅｒｈｏｆｆ　ｖｏｎ　Ｇｉｅ
ｓｏｎ、及びＧｏｍｏｒｉのトリクロム染色で染色した。組織は、免疫染色化学を用いて
、細胞分化、内皮細胞増殖（endothelialisation）及び免疫応答のマーカーでも染色した
。
【０２０６】
（Ａ）創傷治癒中、ＦＭスキャフォールドはリモデルされ、細胞で浸潤される。
　該研究過程の間に採取された、固定組織生検の検査により、ＦＭスキャフォールドが治
癒過程の間、細胞によって浸潤されたことが示された。ＥＣＭマトリックスは、Ｇｏｍｏ
ｒｉのトリクローム染色切片において、緑色のリボンとして見え、該ＥＣＭマトリックス
は、７日目に特に顕著であった。７日目に、外因性のＥＣＭスキャフォールド内部で、細
胞がはっきりと見えた。ＦＭスキャフォールドマトリックス及び市販プロダクトＳＩＳ両
方とも、約１４－２８日間見え、その後該マトリックスは完全に分解され、リモデリング
過程で成熟コラーゲンが据えられた。
【０２０７】
（Ｂ）処置創傷におけるＦＭスキャフォールドの持続性
　該ブタ創傷治癒モデルにおいてＦＭスキャフォールドの持続性を評価した。治癒創傷に
おけるＥＣＭ処置の持続性を定量化（qualitate）するために、Ｖｅｒｈｏｆｆ　ｖａｎ
　Ｇｉｅｓｏｎ（エラスチン）染色組織切片を、該マトリックスまたはマトリックス断片
の外観に関して、それぞれ調べた。エラスチン染色切片において、スキャフォールド（１
及び２層ＦＭまたはＳＩＳ）は、再生中の創傷と明らかに見分けることができる、赤から
黒の（red-to-black）リボンとして現れた。サンプリングされた時点でのスキャフォール
ドの持続性は図１９に要約した。
【０２０８】
　早い時点では（３日目及び７日目）、スキャフォールドは、典型的には、再生中の上皮
及び／またはかさぶたに関連して、創傷の上部１／３においてはっきりと見えた。タイム
コースが進むに従って、該スキャフォールドは、創傷床内に移動し、分解を受けているよ
うに見えた。３つのスキャフォールド処置の寿命にはほとんど差が無く、１４－２８日目
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までに、スキャフォールドは創傷の大部分から欠落していた。４２日目にはマトリックス
は観察されなかった。
【０２０９】
（Ｃ）ＦＭスキャフォールドは、小腸粘膜下組織由来のマトリックスよりも大きな程度ま
で、再生中の創傷内部での細胞増殖を促進する。
　再生中の創傷内部での細胞増殖は、細胞増殖が、有益な免疫応答、及び、繊維芽細胞及
び／またはケラチノサイトの移動及び増殖の指標であるため、創傷処置の有効性に対する
有効な指標になりうる。細胞増殖を定量化するために、上記のブタ創傷治癒研究中に得ら
れた生検組織の免疫組織化学を、細胞マーカーＫｉ６７を用いて行った。Ｋｉ６７は、細
胞周期のあらゆる活動期の間、発現しており、それ故に細胞増殖及び細胞活性の有用なマ
ーカーである。Ｋｉ６７は、静止細胞では発現していない。
【０２１０】
　ホルマリン固定した生検組織をパラフィン内にマウントし、１５μｍの切片に切り、エ
ピトープ除去用クエン酸バッファーにさらした。その後、活性細胞を、１：５０に希釈し
たＫｉ６７一次抗体を用いて検出し、Ｂｏｎｄ　ＭａｘＴＭ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ＩＨ
Ｃ／ＩＳＨ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ
　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）により、ＨＲＰを結合した二次抗体及びＤＡＢを用いて染色
を発色させた。その後切片を、Ｍａｙｅｒ’ｓ　ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎで軽く対比染
色した。上皮層（３、７、１４、２８及び４２日目）から取った３つのランダムな視野、
及び再生中の真皮層（７、１４、２８及び４２日目）から取った３つの画像を用いて、免
疫染色したスライドを４０倍率でデジタル画像化した。ＩｍａｇｅＪソフトウェア（国立
衛生研究所）を用いて、フレームあたりのＫｉ６７陽性細胞数を定量化するために、画像
処理した。まず画像をデコンボリュートして、茶色のＤＡＢ染色を画像に現れている他の
色要素から分離し、その後、閾値関数によって、バックグラウンドを差し引いた。Ｋｉ６
７陽性細胞を、３００－４５００ピクセルのサイズ範囲で黒いクラスターとして同定し、
それに従ってカウントした。
【０２１１】
　細胞増殖の定量化を、組織切片当たり、３つの上皮のフレーム及び３つの真皮のフレー
ムにおいて同定された、Ｋｉ６７陽性細胞の全数として表し、図２０に示す。４つの処置
グループそれぞれを、指定日にサンプリングした。３日目では、真皮層が存在していない
ので、真皮層におけるＫｉ６７陽性細胞は定量化しなかった。大体において、真皮の細胞
増殖は、４つの処置グループ全てに関して、７日目及び１４日目に急上昇した。７日目及
び１４日目両方で、ＦＭスキャフォールド処置した創傷は、ＳＩＳ処置及び未処置グルー
プよりも、細胞増殖が有意に激しかった（図２０参照；Ｐ＜０．０１、ＧｒａｐｈＰａｄ
　Ｐｒｉｓｍを用いた一元配置分散分析）。Ｋｉ６７陽性細胞が全ての処置グループにお
いて、４２日目に‘ベースライン（baseline）’に戻って、時間と共に、この増殖期は消
失した。
【０２１２】
（Ｄ）ＦＭスキャフォールドは、小腸粘膜下組織由来のスキャフォールドと比べて、治癒
創傷の脈管形成を増進する。
　　創傷内部での機能的な血液供給の存在は、創傷閉合及び治癒にとって重要である。そ
のようなものとして、治癒創傷の脈管分布状態を増すことは、特に慢性創傷において、創
傷治癒速度及び創傷治癒の質を向上させる手段として、かなり注目を受けてきた。ヒツジ
ＦＭスキャフォールド及び小腸粘膜下組織スキャフォールドでの処置に続く、脈管形成（
例えば、血管新生（angiogenesis））の程度を、上記のブタ創傷治癒モデルとの関連で決
定した。治癒創傷における、内皮細胞増殖及び脈管構造の発達の程度を定量化するために
、デジタル定量化法を併用した免疫組織化学を行った。固定した生検組織を１５μｍの切
片に切り、マウントし、ＥＤＴＡでバッファーした界面活性剤にさらした。Ｍａｙｅｒ’
ｓ　Ｈａｅｍｏｔｏｘｙｌｉｎで軽く対比染色する（light counterstaining）前に、内
皮細胞を１：１００に希釈した抗ＣＤ３４抗体で染色し、ＨＲＰ結合二次抗体及びＤＡＢ
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染色を用いて視覚化した。３日目に採取された組織生検は、明確に輪郭を示す真皮層が欠
けていたため、この分析から除外した。染色したスライドは、各組織切片の再生中の真皮
層の、無作為に選択された４つのフレームを記録することで、４０倍の倍率でデジタル画
像化した。ＩｍａｇｅＪソフトウェアを用いて、ＤＡＢカラーチャンネル（ＣＤ３４陽性
細胞）を各画像からデコンボリュートした。より小さな非特異的に染色された粒子、及び
、血管を代表していない小さなＣＤ３４陽性クラスター（＜３００μｍ２）を除去するた
めに、モノクロの茶色の画像にフィルターをかけた。その後、以下の基準を用いて血管数
を数えた。‘小血管’＝３００－５００μｍ２、‘中血管’＝５００－１５００μｍ２及
び‘大血管’＞１５００μｍ２。
【０２１３】
　実験コースにわたって（３日目は除く）、４つの処置群それぞれについて、フレームに
つき数えた血管の平均全数は、図２１Ａに示されている。未処置創傷に比べ、ヒツジＦＭ
スキャフォールドのいずれかで処置した創傷における血管数において、統計的に有意な増
加があった。未処置創傷と比較した全血管の増加は、１４日目（Ｐ＜０．０１、１層ＦＭ
及び２層ＦＭ）、２８日目（Ｐ＜０．０１、１層ＦＭ及び２層ＦＭ）及び４２日目（Ｐ＜
０．０１、１層ＦＭ及びＰ＜０．０５、２層ＦＭ）に明らかであった。比べて、ＳＩＳ処
置では、未処置のコントロールと比較して、血管全数は増加しなかった。
【０２１４】
　ヒツジＦＭスキャフォールドのいずれかによる処置で生じた結果の、小血管の数は、７
日目にＳＩＳ処置で生じた数または未処置群で生じた数よりも多く、この傾向は、該実験
コースを通して進行した（図２１Ｃ）。中及び大サイズの血管数は、タイムコースの７日
目では４つの処置群の間で、ほぼ同等であった（図２１Ｄ及び図２１Ｅ）。ヒツジＦＭベ
ースの処置は、より多い数の中血管及び大血管を有する点で、１４、２８及び４２日目で
はＳＩＳ及び未処置創傷とは異なっていた。例えば、４２日目に、ヒツジＦＭスキャフォ
ールド処置では、ＳＩＳ処置及び未処置創傷と比べて、約２倍の数の大血管を有していた
（図２１Ｅ）。
【０２１５】
　小血管、中血管及び大血管の数を定量化することで、結果として生じている血管の相対
的サイズ分布に対する４つの処置群の影響を理解することができた。小血管（約４０％）
、中血管（約４５％）及び大血管（約１５％）の比率は、該タイムコースにわたって、４
つの処置群の間で変化しなかった（図２１Ｂ）。これらの知見は、ヒツジ前胃マトリック
ス処置が、血管の全数は増やすが、処置によって、形成された血管の相対的サイズ分布は
影響を受けないことを示している。
【０２１６】
実施例１８
積層された生物活性ＦＭスキャフォールド
　上記したように、接着性ポリマーを含む積層ＦＭスキャフォールドを開発した。該ポリ
マーは、ＦＭスキャフォールドの隣接するシートを結合し、積層シートを作る。このポリ
マーはまた、生物活性分子の送達ビヒクルとして働くことができ、本明細書に記載されて
いるように、組織接触部位において、生物活性分子の放出を調節するために使用すること
ができる。該ポリマー層中に、以下の生物活性剤：成長因子ＦＧＦ２または神経成長因子
（ＮＧＦ）、または抗菌剤ドキシサイクリン、アモキシシリン及びポリ－Ｌ－リジンのう
ち一つを含むＦＭスキャフォールド積層物を調製した。引き続き、生物活性ポリマー層を
含むＦＭスキャフォールド積層物を、該積層物の生物活性を明らかにするために分析した
。
【０２１７】
　具体的には、実施例３に記載されているように、コラーゲンゲルを調製した。形成した
時点で、該ゲルに、ヒトリコンビナントＦＧＦ２またはＮＧＦいずれかを混ぜた。滅菌し
たＦＭスキャフォールドシートを８ｍｍディスクに切り取って、成長因子を混ぜたコラー
ゲンゲル（１０μＬ）を一方面に塗布した。積層物サンドウィッチ（即ち、ＦＭスキャフ
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ォールド／生物活性コラーゲンポリマー／ＦＭスキャフォールド）を作るために、２つ目
のＦＭスキャフォールドディスクに、該コラーゲン層を塗布した。結合積層物を生成する
ために、該生物活性ＦＭスキャフォールド積層物を、２５℃で２時間脱水した。該ＦＭ積
層物を、０、２５０または５００ｎｇ／ディスクいずれかの濃度でＦＧＦ２またはＮＧＦ
を含むよう作製した。細胞単層に適用する前に、結合した成長因子を抽出するために、生
物活性ＦＭスキャフォールドを、ＤＭＥＭ（１ｍＬ）中で３７℃２４時間インキュベート
した。ＰＣ１２細胞を、２０ｋ細胞／ウェル（ＤＭＥＭ（１ｍＬ）中）にて、２４ウェル
プレート上に播種し、３７℃で２４時間インキュベートした。細胞から媒体を除去し、生
物活性ＦＭスキャフォールド積層物と共にインキュベートしたＤＭＥＭ（１ｍＬ）で置換
した。ポジティブコントロール細胞を、最終濃度５０ｎｇ／ｍＬのＦＧＦ２またはＮＧＦ
どちらかの溶液で処理した。細胞を、４８時間インキュベートした。その後、倒立顕微鏡
を用いて、該細胞の単層を画像化した（ウェルあたり３フレーム）。フレームあたりの全
細胞数をカウントし、フレームあたりの細胞突起化の全数もカウントした。細胞突起は、
外因性の成長因子によって活性化される細胞分化を示している。細胞突起を、細胞体の幅
の２倍の長さを有するような、細胞体からの細胞伸長として定義した。成長因子によって
活性化された細胞分化を、フレームあたりの、細胞あたりの細胞突起の数として表現した
。結果を表１９に示す。ＮＧＦを混ぜた積層物及びＦＧＦ２を混ぜた積層物両方によって
、ＰＣ１２細胞から細胞応答が引き起こされた。加えて、該応答は用量依存的であり、５
００ｎｇの成長因子（ＦＧＦ２またはＮＧＦ）を混ぜた積層物の細胞応答は、２５０ｎｇ
を混ぜた積層物よりも高かった。
【０２１８】

【表１９】

【０２１９】
　上記したように、必要な生物活性物をコラーゲンゲルに混ぜることによって、小分子の
抗菌剤ドキシサイクリンまたはポリ－Ｌ－リジンポリマーどちらかを含むＦＭスキャフォ
ールド積層物のディスクも調製した。最終濃度が３０、１５、５、２．５、１及び０μｇ
／ディスクとなるように、ドキシサイクリンを混ぜたディスクを調製し、一方、ポリ－Ｌ
－リジンを混ぜたディスクを、５、２、１、０．５、０．１及び０μｇ／ディスクとなる
ように調製した。ドキシサイクリン（最終濃度３０μｇ／ディスク）またはポリ－Ｌ－リ
ジン（最終濃度５μｇ／ディスク）どちらかの溶液を無菌濾紙ディスク上にたらして、ポ
ジティブコントロールを調製した。Ｍｕｅｌｌｅｒ－Ｈｉｎｔｏｎ寒天プレートを調製し
、１００μＬの１０８個Ｓ．ａｕｒｅｕｓをストリークし、５－１０分間放置して乾燥さ
せた。無菌技術を用いて、ディスクを該プレートに移し、３５℃で２４時間該プレートを
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インキュベートした。２４時間後、プレートをデジタル画像化し、各ディスクのまわりの
抗菌阻止帯を、ポジティブコントロールと比較して記録した。積層ＦＭスキャフォールド
のＳ．ａｕｒｅｕｓに対する生物活性は表２０に示す。ポジティブコントロールに匹敵す
る生物活性を‘＋＋＋’で示し、生物活性なしを、‘－’で示して、被験物の生物活性を
記録した。
【０２２０】
【表２０】

【０２２１】
　ドキシサイクリンを含むコラーゲンポリマーで事前に積層したＦＭスキャフォールドデ
ィスクは、Ｓ．ａｕｒｅｕｓの培養に対して生物活性があった。ドキシサイクリン積層Ｆ
Ｍスキャフォールドの生物活性は、濃度依存的で、３０μｇ／ディスクの積層ディスクが
コントロールディスクとほぼ同等の生物活性を持ち、一方、１及び０μｇ／ディスクの積
層物は生物活性を示さなかった。ポリ－Ｌ－リジンを含むＦＭスキャフォールド積層物の
生物活性は、ドキシサイクリンＦＭスキャフォールド積層物よりも、顕著ではなかった。
しかしながら、テストした最高濃度のポリ－Ｌ－リジン（５μｇ／ディスク）では、生物
活性がみられ、コントロールディスクにかなり匹敵していた。
【０２２２】
　これらｉｎ　ｖｉｔｒｏでの研究結果は、成長因子タンパクまたは抗菌剤小分子及びポ
リマーの、ポリマー接着剤層から時間と共に拡散する能力を示した。従って、該結果は、
生物活性剤を含むポリマー層を有する積層ＦＭシートを、様々な処置目的に使用してよい
ことを示している。該積層物は、特殊な臨床応用及び、それによって必要とされる物理的
性能の程度に依存して、２層から１５層またはそれ以上（例えば２から３０層）の範囲で
ありうる。
【０２２３】
　Ｉｎ　ｖｉｖｏでは、生物活性ＦＭスキャフォールド積層物は同様に、ポリマー層から
周辺組織に生物活性剤を拡散させる。ポリマー層の種類及びこの層内部の生物活性剤の処
方を変化させることで、該積層物から局所的な組織への生物活性剤の拡散を制御すること
ができる。
【０２２４】
実施例１９
ヒツジＦＭスキャフォールドの生体適合性
　ヒツジＦＭスキャフォールドを、実施例１に従って調製し、４×４ｃｍの四角型装置に
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切り取って、最後にエチレンオキサイドで滅菌した。ＦＭスキャフォールド装置をＢｌｕ
ｅ　Ｂｏｏｋ　Ｍｅｍｏｒａｎｄｕｍ　Ｇ９５－１及びＩＳＯ１０９９３－１：２００３
に従って、生体適合性についてテストした。テストは、細胞毒性、感作及び刺激／皮内反
応を含んでいた。ＦＭスキャフォールド装置から生じるあらゆる微生物感染を検出する、
及び／または、あらゆる免疫的または炎症的応答を検出するために、必要なテストを、３
０日間のｉｎ　ｖｉｖｏ移植アッセイを含むまで拡張した。該装置のエンドトキシン濃度
も同様に定量化した。
【０２２５】
　あらゆる装置及び対照群をＩＳＯ１０９９３－１２：２００７‘Biological Evaluatio
n of Medical Devices, Part 12: Sample Preparation and Reference Materials’に従
って調製した。生体適合性テストの結果は表２１に要約してあり、ＦＭスキャフォールド
が、その生体適合特性によって、ｉｎ　ｖｉｖｏ送達に適したものとなっていることを示
している。
【０２２６】
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【表２１】

【０２２７】
実施例２０
ヒツジＦＭスキャフォールド製造中のウィルス不活化
　ＦＭスキャフォールド作製中のウィルス不活化は：１）デタージェント（Ｔｒｉｔｏｎ
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　Ｘ－２００及びＳＤＳ）処理中における、ウィルスタンパクの変性及び／またはウィル
ス外殻のウィルス脂質の破壊；２）過酢酸（ＰＡＡ）処理中における、活性酸素種の遊離
；及び３）エチレンオキサイドを用いた最終的な滅菌、の結果として起こり得る。該ＳＴ
ＯＦ処理及びＰＡＡ処理中のウィルス不活化を調べるために、３つのモデルウィルスを用
いて、研究を行った。
【０２２８】
　ウィルス不活化のレベルを、スケールダウンした製造工程でテストした。これは、２つ
の異なる製造工程段階を代表するサンプル中に３つの各モデルウィルスの高い力価のウィ
ルスストックを混ぜること、及び、混ぜたこれらのサンプルを、対応する製造段階と類似
の処理にかけることを含んでいた。各処理中のウィルス不活化のレベルを、各処理後の混
ぜたサンプルから回収されたウィルス力価を未処理サンプルからのウィルス回収と比べる
ことによって決定した。
【０２２９】
　該モデルウィルスは、外殻の有無、核酸ゲノムのタイプ（ＤＮＡまたはＲＮＡ）及び該
環境中での生存／消毒への抵抗性といった、異なる生理化学的特性を持つウィルスを含む
よう選んだ（表２２）。サンプル中に存在する感染性ウィルス量を、終点滴定によって決
定し、ウィルス力価を組織培養感染量、５０％（ＴＣＩＤ５０）として表した。
【０２３０】
　本研究で用いたモデル系によって、ＳＴＯＦ及びＰＡＡ処理は共に、６ｌｏｇｓ　ＴＣ
ＩＤ５０より大きいウィルス力価における全理論的減少をもって、該モデルウィルスを不
活化したことが示された（表２２）。
【０２３１】
　デタージェント処理は、外殻を持つウィルス（ＰＩ－３及びＦＨＶ－１）の不活化に効
果的だったが、外殻を持たないＢＥＶウィルスの不活化には、ほとんど効果が無かった。
外殻を持たないウィルスは一般的にデタージェント処理の影響を受けないので、この結果
は予想された。対照的に、ＰＡＡ処理は、３つ全てのモデルウィルスの不活化に効果的で
あった（表２２）。
【０２３２】
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【表２２】

【０２３３】
実施例２１
乳房再建用装置の製造
　自然にくぼんだＦＭスキャフォールドの湿潤シートを一列に並べ、連続的に相互に積み
重ねて、４層、６層及び８層の積層物を作った。該ＦＭスキャフォールドの自然な輪郭を
支持し補完するような曲面形を用いて、該シートを相互に積み重ねた。該積層物を凍結乾
燥し、結合積層物を生成した。引き続いて、これらの積層物を、約３ｍｍ長の縫い目でｖ
ｉｃｒｙｌ糸で直線縫いをして、縫い合わせた。積層物を、該積層物の湾曲に沿って、直
線縫いで縫った。縫い目線は、約１０ｍｍ離した。該乳房積層物は、図２Ａ及び図２Ｂに
おいてそれぞれ示されているように、三日月型または楕円型のどちらかとした。該乳房積
層物は、縫合やステープルを用いて、天然組織に取り付けることができる。
【０２３４】
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