
(57)【要約】
以下の工程：
ｉ )欠損の位置を同定する工程、
ii)軟骨細胞、軟骨芽細胞、骨細胞及び骨芽細胞並びにこれらの組合せからなる群より選
択される細胞を軟骨又は骨の欠損中に適用する工程
を含む動物における軟骨又は骨の欠損を治療するための内視鏡法。詳細には、本発明は、
ｉ )欠損を含有する腔又は表面に流体を関節鏡視下又は内視鏡視下で適用する工程、及び
以下の工程
ii)流体により覆われた欠損で実施される、支持体材料と実質的に同時に細胞を欠損に適
用する工程、
iii)細胞と支持材料とを混合する工程、
iv)欠損が実質的な量の流体を伴わずに細胞と支持体材料との混合物により覆われるよう
に支持材料を固化させる工程、及び
ｖ )任意に、排出又は吸引により腔又は表面から流体を除去する工程
を含む、動物体の欠損中への同種又は自家細胞の関節鏡視下又は内視鏡視下の体内移植法
に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 ：
　 ｉ )欠 損 の 位 置 を 同 定 す る 工 程 、
　 ii)軟 骨 細 胞 、 軟 骨 芽 細 胞 、 骨 細 胞 及 び 骨 芽 細 胞 並 び に こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 細 胞 を 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 中 に 適 用 す る 工 程 、
を 含 む 、 動 物 に お け る 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 を 治 療 す る た め の 内 視 鏡 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ｉ )欠 損 を 含 有 す る 腔 又 は 表 面 に 流 体 を 関 節 鏡 視 下 又 は 内 視 鏡 視 下 で 適 用 す る 工 程 、 及
び 以 下 の 工 程
　 ii)流 体 に よ り 覆 わ れ た 欠 損 で 実 施 さ れ る 、 支 持 体 材 料 と 実 質 的 に 同 時 に 細 胞 を 欠 損 に
適 用 す る 工 程 、
　 iii)細 胞 と 支 持 材 料 と を 混 合 す る 工 程 、
　 iv)欠 損 が 実 質 的 な 量 の 流 体 を 伴 わ ず に 細 胞 と 支 持 体 材 料 と の 混 合 物 に よ り 覆 わ れ る よ
う に 支 持 材 料 を 固 化 さ せ る 工 程 、 及 び
　 ｖ )任 意 に 、 排 出 又 は 吸 引 に よ り 腔 又 は 表 面 か ら 流 体 を 除 去 す る 工 程
を 含 む 、 動 物 体 の 欠 損 中 へ の 同 種 又 は 自 家 細 胞 の 関 節 鏡 視 下 又 は 内 視 鏡 視 下 の 体 内 移 植 の
た め の 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 工 程 ｉ )が 工 程 ii)～ ｖ )の 前 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程 ｉ )の 流 体 の 適 用 が 工 程 ii)の 細 胞 の 適 用 及 び 工 程 iii)の 支 持 媒 体 の 適 用 と 実 質 的 に
同 時 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 流 体 が 気 体 で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 動 物 が ヒ ト の よ う な 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 欠 損 が 関 節 又 は 骨 の 欠 損 で あ る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 欠 損 が 軟 骨 欠 損 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 細 胞 が 適 切 な 組 織 を 標 的 と す る に 適 切 な 起 源 で あ り 、 可 視 化 が 内 視 鏡 に よ り な さ れ る 請
求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 細 胞 が 軟 骨 細 胞 、 骨 細 胞 又 は 骨 芽 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 が 軟 骨 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 が 同 種 及 び /又 は 自 家 の 軟 骨 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 工 程 ｉ )の 流 体 が 液 体 で あ る 請 求 項 ２ 、 ３ 、 ５ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 液 体 が 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 細 胞 培 養 培 地 、 細 胞 フ レ ン ド リ ー な 液 体
及 び 同 様 の も の か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 水 性 媒 体 で あ る 請 求 項 １
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 工 程 ii)の 支 持 体 材 料 が 、 可 溶 性 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 及 び ア プ ロ チ ニ ン か ら
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な る 群 よ り 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 支 持 体 材 料 が 水 性 組 成 物 の 形 態 で 適 用 さ れ る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 水 性 組 成 物 が 更 に 、 １ 若 し く は そ れ よ り 多 い 接 着 促 進 剤 及 び /又 は １ 若 し く は そ れ よ り
多 い 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る カ ル シ ウ ム イ オ ン 若 し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な イ オ ン
を 含 む 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 工 程 ii)の 細 胞 が 細 胞 懸 濁 液 の 形 態 で 適 用 さ れ る 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 細 胞 が １ 又 は そ れ よ り 多 い 増 殖 因 子 を 任 意 に 含 む 例 え ば 適 切 な 増 殖 培 地 の よ う な 適 切 な
媒 体 に 懸 濁 さ れ る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 支 持 体 材 料 と の 接 触 の 際 に 支 持 体 材 料 の 固 化 を 開 始 す る １ 又 は そ れ
よ り 多 い 凝 固 性 成 分 を 含 む 請 求 項 １ ８ 又 は １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 １ 若 し く は そ れ よ り 多 い 接 着 促 進 剤 及 び /又 は １ 若 し く は そ れ よ り
多 い 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る カ ル シ ウ ム イ オ ン 若 し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な イ オ ン
を 含 む 請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 凝 固 性 成 分 が ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 成 分 で あ る 請 求 項 ２ ０ 又 は ２ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 支 持 体 材 料 の 固 化 が 支 持 体 材 料 と ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 成 分 と の 間 の 相 互 作 用 の
結 果 で あ り 、 固 化 が 固 化 し た 材 料 中 に 細 胞 を 包 み 込 む 請 求 項 ２ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 懸 濁 液 が 支 持 体 材 料 を 含 み 、 凝 固 剤 を 含 有 す る 溶 液 を 適 用 す る 工 程 を 更 に 含 む 請 求
項 １ ８ 又 は １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 工 程 iii)の 細 胞 と 支 持 体 材 料 と の 混 合 が 陽 圧 下 で の 支 持 体 材 料 及 び /又 は 細 胞 の 適 用 に
よ り 実 施 さ れ る 請 求 項 ２ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 細 胞 及 び 支 持 体 材 料 を 含 む 懸 濁 液 が 、 陽 圧 下 で の 凝 固 剤 を 含 有 す る 溶 液 の 適 用 に よ り 凝
固 剤 と 混 合 さ れ る 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ２ つ の 別 個 の 容 器 を 含 み 、 第 １ の 容 器 は 細 胞 を 含 み 、 第 ２ の 容 器 は 支 持 体 材 料 を 含 む 請
求 項 １ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で 使 用 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 １ の 容 器 中 の 細 胞 が 細 胞 懸 濁 液 の 形 態 で あ る 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 細 胞 が １ 又 は そ れ よ り 多 い 増 殖 因 子 を 任 意 に 含 む 例 え ば 適 切 な 増 殖 培 地 の よ う な 適 切 な
媒 体 に 懸 濁 さ れ る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 支 持 体 材 料 と の 接 触 の 際 に 支 持 体 材 料 の 固 化 を 開 始 す る １ 又 は そ れ
よ り 多 い 凝 固 性 成 分 を 含 む 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 １ 若 し く は そ れ よ り 多 い 接 着 促 進 剤 及 び /又 は １ 若 し く は そ れ よ り
多 い 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る カ ル シ ウ ム イ オ ン 若 し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な イ オ ン
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を 含 む 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 凝 固 性 成 分 が ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 成 分 で あ る 請 求 項 ３ ０ 又 は ３ １ に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 凝 固 性 成 分 を 含 む 第 ３ の 容 器 を 更 に 含 む 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ２ つ の 別 個 の 容 器 を 含 み 、 第 １ の 容 器 は 細 胞 を 含 み 、 第 ２ の 容 器 は 凝 固 剤 を 含 む 請 求 項
１ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で 使 用 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 第 １ の 容 器 が 支 持 体 材 料 を 含 む 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 支 持 体 材 料 を 含 む 第 ３ の 容 器 を 更 に 含 む 請 求 項 ３ ４ 又 は ３ ５ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 キ ッ ト が ２ つ の 別 個 の チ ャ ン バ を 含 有 す る シ リ ン ジ の 形 態 で あ り 、 第 １ の チ ャ ン バ は 細
胞 を 含 有 し 、 第 ２ の チ ャ ン バ は 支 持 体 材 料 又 は 凝 固 剤 を 含 有 す る 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ６ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 シ リ ン ジ が 二 連 シ リ ン ジ 又 は 同 様 な も の で あ る 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 キ ッ ト の 使 用 の た め の 指 示 書 を 更 に 含 む 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 粒 子 の 形 態 で あ る ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト の 適 用 を 更 に 含 む
請 求 項 １ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 骨 芽 細 胞 /骨 細 胞 の よ う な 細 胞 の た め の 培 養 培 地 と し て の ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト の 使 用
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 関 節 鏡 視 下 で 移 植 さ れ る 細 胞 の た め の 培 養 培 地 と し て の コ ラ ー ゲ ン 溶 液 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 内 視 鏡 視 下 で 移 植 さ れ る 細 胞 の た め の 培 養 培 地 と し て の コ ラ ー ゲ ン 溶 液 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 関 節 鏡 又 は 内 視 鏡 の 使 用 を 含 む 細 胞 の 体 内 移 植 (implantation)又 は 移 植 (tra
nsplantation)の 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 の 関 節 鏡 視 下 及 び /又 は 内 視 鏡 視 下 の 体
内 移 植 を 可 能 に し 、 容 易 、 安 全 で 安 価 な 方 法 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 Mats Brittbergら は 、 テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )の よ う な フ ィ ブ リ ン 接 着 剤 が 、 成 長 ホ ル モ
ン を 伴 っ て も 伴 わ な く て も 、 未 成 熟 軟 骨 細 胞 に 対 し て 軟 骨 形 成 効 果 を 有 さ ず 、 し た が っ て
軟 骨 又 は 骨 軟 骨 の 欠 損 の 修 復 を 促 進 す る た め の 足 場 と し て 適 切 で な い こ と を 示 し た (Britt
berg, M, Sjogren-Jansson, Lindahl, A, Peterson, L, 「 The influence of fibrin sea
lant on Osteochondral Defect Repair in the Rabbit Knee」 , Goteborg University（
ス ウ ェ ー デ ン ） Institute of Laboratory Medicine臨 床 化 学 科 及 び Institute of Surgica
l Sciences整 形 外 科 の Mats Brittbergの 学 位 論 文 「 Cartilage Repair. On cartilaginous
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 tissue engineering with the emphasis on chondrocyte transplantation」 , 1996)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Lazovic及 び Messner (Lazovic, Dら 、 Acta Ortop. Scand, 1993,64:583-586)は 、 イ ヌ
に お い て 、 切 断 し た 前 十 字 靱 帯 の 治 癒 の 改 善 を 試 み て フ ィ ブ リ ン 接 着 剤 (テ ィ シ ー ル (登 録
商 標 ))の 使 用 を 試 験 し 、 該 接 着 剤 を 使 用 し て 修 復 し た 靱 帯 が 、 単 な る 靱 帯 の 縫 合 (実 際 、
よ り ず っ と 高 い コ ラ ー ゲ ン 含 量 を 生 じ た )に 対 し て 、 低 い 程 度 の コ ラ ー ゲ ン 発 生 を 示 す こ
と を 見 出 し た 。 彼 ら は 、 フ ィ ブ リ ン 接 着 剤 が 細 胞 増 殖 を 化 学 的 に 増 強 す る が 、 形 成 さ れ た
修 復 組 織 は 低 品 質 で あ る と 仮 定 し た 。 ウ サ ギ に お け る 骨 軟 骨 欠 損 の 修 復 の た め に テ ィ シ ー
ル (登 録 商 標 )を 使 用 し た Brittbergら の 実 験 に お い て 、 彼 ら は 、 テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )群
で は 修 復 組 織 は 少 な い が 、 修 復 組 織 は 、 テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )を 使 用 し た か 否 か に か か わ
ら ず 、 同 じ 線 維 － 線 維 軟 骨 品 質 で あ る こ と を 見 出 し た 。 彼 ら は 、 テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )が
骨 軟 骨 欠 損 の 修 復 を 改 善 し な い が 、 支 持 体 と し て 使 用 し た 自 家 又 は 同 種 の フ ィ ブ リ ン 凝 塊
が 更 な る イ ン ビ ボ 実 験 に 値 す る 十 分 に 有 益 な 効 果 を 示 す よ う に み え る こ と を 結 論 付 け た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 更 に 、 Brittbergら は 、 軟 骨 細 胞 を テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )と 共 に 使 用 し た 実 験 は 毒 性 反
応 を 示 さ な い が 、 軟 骨 細 胞 が テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )凝 塊 の 表 面 で の み 増 殖 し て い る こ と を
見 出 し た 。 こ の こ と は 、 テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )が 、 例 え ば 、 カ バ ー (例 え ば 、 ACIに お い て
使 用 さ れ る 骨 膜 移 植 物 の よ う な カ バ ー )の 周 縁 を シ ー ル す る よ う な 障 壁 と し て 使 用 さ れ 得
る こ と を 示 す 。 し か し 、 同 種 フ ィ ブ リ ン 凝 塊 を 含 む 実 験 は 、 ウ サ ギ 及 び ヒ ト の 両 方 の 軟 骨
細 胞 の 十 分 な 内 部 成 長 (in-growth)を 示 し た 。 し た が っ て 、 こ の 型 の 凝 塊 は 軟 骨 細 胞 に 対
す る 「 足 場 伝 導 (scaffold-conductive)」 効 果 を 示 す こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )を 用 い 成 長 因 子 (GH)の 注 射 を 用 い た 実 験 に お い て 、 足 場 効 果 を 何
ら 強 化 し な か っ た が 、 む し ろ 止 血 障 壁 と し て 働 く 一 方 、 同 種 (及 び 自 家 )フ ィ ブ リ ン は 、 フ
ィ ブ リ ン 凝 塊 中 へ の 軟 骨 細 胞 の 浸 潤 及 び 成 長 を 促 進 す る よ う で あ っ た 。 し た が っ て 、 こ の
こ と は 、 こ の 型 の フ ィ ブ リ ン は 、 足 場 効 果 を 提 示 し て い る か も し れ な い こ と を 示 す 。 し た
が っ て 、 同 種 (又 は 自 家 )フ ィ ブ リ ン は 軟 骨 細 胞 に 対 す る 成 長 促 進 効 果 及 び フ ィ ブ リ ン 中 へ
の 増 大 し た 移 動 を 提 示 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 膝 蓋 骨 の 骨 軟 骨 炎 、 変 形 性 関 節 症 (骨 関 節 症 と も 呼 ば れ る )及 び 軟 骨 軟 化 症 な ど の 修 復 に
理 論 的 に 使 用 さ れ る 、 軟 骨 細 胞 体 内 移 植 、 よ り 具 体 的 に は 自 家 軟 骨 細 胞 体 内 移 植 に 、 並 び
に 細 胞 体 内 移 植 法 に － 加 え て 軟 骨 損 傷 の 修 復 に － 適 切 な 関 節 鏡 法 の 開 発 は 、 膝 の 観 血 療 法
の 間 に 実 施 さ れ る ACI(自 家 軟 骨 細 胞 体 内 移 植 )(著 者 に よ っ て は ACT(自 家 軟 骨 細 胞 移 植 )と
も 呼 ば れ る )と 比 較 し た と き 、 費 用 を 有 意 に 引 き 下 げ る 。 次 に 、 軟 骨 細 胞 体 内 移 植 及 び 他
の 細 胞 体 内 移 植 は 、 整 形 外 科 分 野 に お け る ACI技 術 及 び 他 の 細 胞 体 内 移 植 技 術 を 、 膝 関 節
に 加 え て 他 の 関 節 で 、 よ り 利 用 し 易 く す る 。 更 に 、 関 節 鏡 視 下 の 介 入 を 実 施 す る 実 質 的 に
任 意 の 整 形 外 科 ク リ ニ ッ ク が 、 ACI技 術 の 使 用 を 利 用 で き る よ う に な り 、 そ の こ と に よ っ
て よ り 多 く の 患 者 が 軟 骨 欠 損 の 修 復 で ACIを 用 い て 治 療 さ れ る こ と が 可 能 に な る (そ の 後 、
他 の 整 形 外 科 的 疾 患 に 細 胞 体 内 移 植 が 利 用 可 能 に な る と 、 こ れ ら の 技 術 は ま た 、 関 節 鏡 視
下 で ガ イ ド さ れ る 治 療 の 開 発 に 付 さ れ る )。
【 ０ ０ ０ ７ 】
し た が っ て 、 整 形 外 科 の 分 野 に お け る 細 胞 体 内 移 植 技 術 の よ り 十 分 な 利 用 を 可 能 に す る た
め に 、 関 節 鏡 法 を 開 発 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 足 場 が 欠 損 中 に 挿 入 さ れ る 種 々 の 形 態 の 足 場 技 術 (足 場 で の 細 胞 の 増 殖 を 伴 っ て も 伴 わ
な く て も )を 使 用 す る 方 法 は 、 関 節 鏡 検 査 に よ っ て の み ガ イ ド さ れ る 細 胞 体 内 移 植 手 順 の
実 施 の 困 難 性 に 苦 労 し て き た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
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発 明 の 詳 細 な 開 示
　 本 発 明 の 目 的 は 、 人 体 又 は 動 物 の 種 々 の 関 節 に お け る 関 節 軟 骨 欠 損 、 骨 欠 損 又 は 軟 骨 欠
損 と 骨 欠 損 と の 組 合 せ (変 形 性 関 節 症 )の 関 節 鏡 視 下 ACI治 療 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ
の 方 法 は 、 細 胞 懸 濁 液 が 入 口 (鍵 穴 )を 通 じ て 関 節 中 に 適 用 さ れ て 、 培 養 細 胞 の 堆 積 並 び に
軟 骨 下 骨 及 び /又 は 軟 骨 へ の 細 胞 の 接 着 を 導 く 技 術 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、
被 検 体 に お け る 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 を 治 療 す る た め の 内 視 鏡 法 に 関 し 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の
工 程 を 含 む ：
i)欠 損 の 位 置 を 同 定 す る 工 程 、
ii)軟 骨 細 胞 、 軟 骨 芽 細 胞 、 骨 細 胞 及 び 骨 芽 細 胞 並 び に こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 細 胞 を 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 中 に 適 用 す る 工 程 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 関 節 鏡 が 工 程 ｉ )で 欠 損 の 位 置 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 、 工 程 ii)で 培 養 自 家 又 は 同 種
細 胞 の 注 入 を ガ イ ド す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 そ の 方 法 は 関 節 鏡 視 下 ACIと 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 出 願 及 び 本 発 明 に 関 し て は 、 以 下 の 定 義 が 適 用 さ れ る ：
【 ０ ０ １ ２ 】
　 関 節 鏡 視 下 自 家 細 胞 体 内 移 植 (関 節 鏡 視 下 ACI)は 、 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 を 治 療 す る た め の
医 学 的 手 順 で あ り 、 こ の 手 順 に よ っ て 培 養 細 胞 が 、 例 え ば 「 先 を 丸 め た (blunt)」 注 射 針
又 は カ テ ー テ ル の よ う な ニ ー ド ル に よ り 欠 損 中 に 体 内 移 植 さ れ る 。 こ の 体 内 移 植 手 順 は 、
関 節 鏡 に よ り 可 視 化 さ れ 、 ガ イ ド さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 懸 濁 液 は 、 不 溶 成 分 が 溶 媒 に 分 散 し て い る と き 形 成 す る 。 こ の 特 定 の 発 明 に お い て 、 懸
濁 液 は 、 欠 損 に 適 用 す る 細 胞 を 水 性 媒 体 と 混 合 す る と き 形 成 す る 。 こ の 懸 濁 液 は 、 次 い で
、 欠 損 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 用 語 「 欠 損 領 域 」 又 は 「 欠 損 腔 」 は 、 傷 害 し た 関 節 軟 骨 、 骨 ま で の 及 び /又 は 骨 を 含 む
関 節 軟 骨 欠 損 (変 形 性 軟 骨 症 )、 軟 骨 欠 損 と 骨 欠 損 と の 組 合 せ 、 又 は 、 正 常 な 軟 骨 又 は 骨 に
よ り 取 り 囲 ま れ た 骨 を 意 味 す る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 内 視 鏡 は 、 観 血 療 法 の 必 要 な く (す な わ ち 、 被 検 体 の 皮 膚 の 入 口 を 通 じ て )、 骨 組 織 又 は
軟 骨 組 織 の 表 面 を 見 る た め に 使 用 す る こ と が で き る デ バ イ ス で あ る 。 関 節 鏡 は 、 関 節 の 検
査 に 使 用 す る 特 別 な 型 の 内 視 鏡 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う 関 節 鏡 は 、 目 視 検 査 の た め に 関 節 中 に 挿 入 さ れ る 道 具 (内 視 鏡 の １ つ の 型 )
で あ る 。 関 節 鏡 は 、 通 常 、 光 フ ァ イ バ ー を 含 有 す る チ ュ ー ブ 、 レ ン ズ 及 び 光 源 を 含 み 、 観
血 療 法 な し で 関 節 を 検 査 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 用 語 「 入 口 」 は 、 関 節 鏡 及 び 関 節 鏡 デ バ イ ス を 関 節 中 に 導 入 す る た め に 皮 膚 に 小 さ な 穴
を 創 る 小 規 模 操 作 手 順 (small operating procedure)を 意 味 す る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 「 軟 骨 外 植 片 」 は 、 適 切 な 道 具 の 使 用 に よ り 哺 乳 動 物 か ら 外 植 さ れ た 、 哺 乳 動 物 の
関 節 軟 骨 の 一 部 分 を 意 味 す る と 意 図 さ れ る 。 外 植 片 は 、 １ よ り 多 い 種 類 の 組 織 を 含 有 し 得
る 。 例 え ば 膝 か ら の 組 織 の 外 植 の 場 合 、 外 植 片 は 軟 骨 組 織 及 び 骨 組 織 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 動 物 体 の 欠 損 中 へ の 同 種 又 は 自 家 の 細 胞 の 関 節 鏡
視 下 又 は 内 視 鏡 視 下 の 体 内 移 植 法 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 上 記 の 要 求 を 満 た す 。 こ の 方
法 は 、
ｉ )修 復 す べ き 欠 損 の 領 域 又 は 細 胞 移 植 の 標 的 領 域 に 位 置 さ せ る よ う に 、 関 節 鏡 又 は 内 視
鏡 を 介 し て 、 該 欠 損 を 含 有 す る 腔 又 は 表 面 へ 流 体 を 適 用 す る こ と 、
ii)細 胞 を 欠 損 に 、 結 合 足 場 、 凝 固 足 場 又 は ゲ ル 化 足 場 と し て 作 用 す る 支 持 材 料 と 実 質 的
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に 同 時 に 適 用 す る こ と 、
iii)細 胞 と 支 持 材 料 と を 混 合 す る こ と 、
iv)欠 損 又 は 標 的 領 域 が 細 胞 と 支 持 材 料 と の 混 合 物 に よ り 覆 わ れ る よ う に 、 支 持 材 料 を 固
化 す る こ と 、 及 び
ｖ )任 意 に 、 排 水 又 は 吸 引 に よ り 腔 又 は 表 面 か ら 流 体 を 除 去 す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 工 程 ｉ )で 用 い る 流 体 は 、 液 体 、 例 え ば 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ
ン ゲ ル 液 、 細 胞 培 養 培 地 な ど で あ っ て も よ い し 、 又 は 、 気 体 、 例 え ば 問 題 の 組 織 (例 え ば
動 物 体 (例 え ば 、 ヒ ト の よ う な 哺 乳 動 物 な ど )の 関 節 又 は 器 官 )と 両 立 で き る 濃 度 の CO 2 を 含
む 滅 菌 エ ア ー な ど で あ っ て も よ い 。 通 常 、 約 ５ ％ の CO 2 濃 度 が 適 切 で あ る 。 こ の 流 体 は 通
常 、 関 節 鏡 検 査 及 び 内 視 鏡 検 査 の 間 に 使 用 さ れ 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 本 発 明 の 特 定 の 実
施 形 態 で は 、 流 体 は 液 体 で あ る 。 流 体 (例 え ば 液 体 )を 使 用 す る 目 的 は 、 関 節 鏡 に よ る 可 視
化 を 可 能 に す る た め に 欠 損 を 拡 げ る た め で あ る 。 し た が っ て 、 流 体 は 、 そ れ 自 体 、 欠 損 中
に 体 内 移 植 さ れ る 細 胞 を 含 有 し な い 。 更 に 、 欠 損 中 に 存 在 す る 流 体 に よ り 、 流 体 の 上 部 表
面 の 下 に 細 胞 を 適 用 す る こ と が 可 能 に な る (す な わ ち 、 ニ ー ド ル 又 は カ テ ー テ ル を 欠 損 の
底 に ま で 導 き 、 即 時 の ゲ ル 化 又 は 凝 固 が 欠 損 を 直 接 襲 う 様 式 で 欠 損 に 注 入 す る こ と に よ り
、 こ の 様 式 で 流 体 の 下 に 適 用 さ れ る 。 更 に 、 下 記 の よ う に 、 流 体 は 、 ２ つ の 必 要 と さ れ る
組 成 物 、 す な わ ち ｉ )細 胞 (例 え ば 細 胞 懸 濁 液 の 形 態 )と ii)支 持 体 材 料 (例 え ば 支 持 体 材 料
を 含 む 組 成 物 の 形 態 )を 混 合 す る た め に 適 切 な 媒 体 で あ る 。 下 記 の よ う に 、 細 胞 と 支 持 体
材 料 と の 混 合 は 、 欠 損 に 細 胞 を イ ン サ イ チ ュ で 固 定 化 す る た め に 重 要 で あ る 。 一 旦 適 用 さ
れ れ ば 、 支 持 体 材 料 及 び 細 胞 は 、 支 持 体 材 料 が 固 化 又 は ゲ ル 化 す る こ と に よ り 支 持 体 中 に
細 胞 が 維 持 さ れ る 前 に 、 実 質 的 に 均 質 に 混 合 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 関 し て 、 用 語 「 組 織 」 は 、 軟 組 織 (器 官 な ど )及 び 硬 組 織 (骨 、 関 節 な ど )を 包 含
す る よ う に 広 義 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 旦 欠 損 が 可 視 化 さ れ る と 、 細 胞 を 適 用 す る こ と が 可 能 に な る 。 細 胞 は 同 種 又 は 自 家 の
細 胞 で あ り 、 問 題 の 欠 損 を 修 復 す る た め の 使 用 に 適 切 で あ る 型 で あ る 。 本 発 明 に 関 し て 用
語 「 同 種 細 胞 」 は 、 細 胞 が そ れ が 適 用 さ れ る 組 織 に 適 合 性 で あ る こ と を 意 味 す る と 意 図 さ
れ る 。 用 語 「 自 家 細 胞 」 は 、 細 胞 が そ れ が 適 用 さ れ る 同 じ 被 検 体 に 由 来 す る こ と を 示 す 。
以 下 で は 、 例 え ば 軟 骨 細 胞 及 び /又 は 骨 芽 細 胞 (骨 細 胞 )の 使 用 が 議 論 さ れ る 。 適 用 さ れ る
細 胞 は 、 通 常 、 懸 濁 液 で 提 供 さ れ る 。 す な わ ち 、 細 胞 は 、 適 切 な 媒 体 、 例 え ば ダ ル ベ ッ コ
最 少 イ ー グ ル 培 地 /F12、 任 意 に 血 清 (例 え ば 胎 仔 ウ シ 血 清 又 は 同 種 若 し く は 自 家 の 血 清 )及
び /又 は 成 長 因 子 を 含 有 し て も よ い DMEM/F12に 懸 濁 さ れ 、 適 用 時 に 、 支 持 材 料 と 混 合 さ れ
る 。 細 胞 懸 濁 液 は 、 媒 体 の み と 共 に 維 持 さ れ て 、 そ の 後 別 の 注 入 シ ス テ ム か ら の 凝 塊 を 形
成 す る 成 分 と 混 合 さ れ て も よ い し ； 又 は 、 細 胞 懸 濁 液 は 、 二 連 シ リ ン ジ の 一 方 の チ ャ ン バ
中 の １ 又 は そ れ よ り 多 い 成 分 と 共 に 配 置 さ れ て も よ い 。 こ の 成 分 は そ れ 自 体 該 チ ャ ン バ 中
で 細 胞 を 凝 塊 に し な い が 、 二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ か ら の 成 分 と 混 合 さ れ た 後 に は
、 ゲ ル 化 又 は 凝 固 を 引 き 起 こ す 。 混 合 は 、 ２ つ の チ ャ ン バ が 、 例 え ば 「 Ｙ 字 」 接 続 を 介 し
て 、 １ つ の 単 一 接 続 に 接 続 さ れ た 後 に 始 ま る 。 こ こ で 、 ゲ ル 化 又 は 凝 固 プ ロ セ ス は 、 細 胞
と 上 記 成 分 を 含 ん で (す な わ ち 、 注 射 針 又 は カ テ ー テ ル を 通 過 す る と き に )開 始 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 下 の 表 は 、 使 用 し 得 る が 限 定 的 で は な い い く つ か の 成 分 の 例 を 提 供 す る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 の よ う に 、 細 胞 は 、 支 持 体 材 料 と 、 実 質 的 に 同 時 に 、 好 ま し く は 同 時 に 、 欠 損 に 適
用 さ れ る 。 こ の よ う な 支 持 体 材 料 の 適 用 は 必 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 例 え ば 上 記 の よ う な 液
体 中 で 適 用 さ れ る 細 胞 は 欠 損 の 表 面 に 付 着 し 得 ず 、 し た が っ て 細 胞 が 確 実 に 欠 損 と 接 触 す
る か 又 は 欠 損 の 近 傍 に 保 持 さ れ る た め に 他 の 手 段 が 適 用 さ れ る か も し れ な い か ら で あ る 。
支 持 体 材 料 は 、 欠 損 へ の 適 用 の 際 に 凝 固 又 は 固 化 し 得 る 材 料 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 凝 固 、 固 化 又 は ゲ ル 化 は 、 任 意 に 例 え ば カ ル シ ウ ム 又 は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な
イ オ ン の 存 在 下 で 、 支 持 体 材 料 と ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 材 料 と の 接 触 に よ っ て 生 じ
る 。 し た が っ て 、 支 持 体 材 料 は 、 そ れ が イ ン サ イ チ ュ で 固 化 し た と き は 、 欠 損 又 は 標 的 領
域 に 接 着 す る 、 欠 損 を 充 填 す る 堅 固 な カ バ ー と し て 機 能 す べ き で あ り 、 細 胞 が 欠 損 又 は 標
的 領 域 で 維 持 さ れ る こ と を 可 能 に す べ き で あ る 。 し た が っ て 、 細 胞 は 欠 損 の 表 面 上 だ け で
な く 、 固 化 又 は 凝 固 し た 支 持 体 材 料 全 体 を 通 じ て 存 在 す る 。 す な わ ち 、 細 胞 は 、 欠 損 し た
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領 域 に 多 層 で 存 在 す る 。 し た が っ て 、 欠 損 の 表 面 の み が 単 層 の 細 胞 で 覆 わ れ る 場 合 よ り 相
当 高 い 量 の 細 胞 を 適 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 こ の カ バ ー は 、 治 療 さ れ る 欠 損 又 は 標 的
領 域 を 局 所 環 境 の 影 響 か ら 保 護 す る 機 能 を 有 し て い る 。 混 合 し て 凝 固 、 凝 塊 (接 着 性 )及 び
/又 は ゲ ル 化 し た 細 胞 /支 持 体 材 料 を 覆 う 追 加 の 層 の カ バ ー は 、 下 記 の 実 施 例 の い く つ か で
記 載 す る よ う に 、 凝 固 し た 細 胞 /支 持 体 を 覆 う 余 分 の 密 封 性 カ バ ー (欠 損 全 体 を 充 填 す る こ
と に よ っ て 覆 わ れ て い る )を 創 る た め に 、 例 え ば テ ィ シ ー ル (Baxter)及 び /又 は ベ リ プ ラ ス
ト (AventisBehring)の よ う な 市 販 の フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト で さ え あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 般 に 、 細 胞 が 混 合 又 は 分 散 さ れ る 支 持 材 料 は 、 代 表 的 に は 、 凝 固 性 、 接 着 性 、 結 合 性
、 ゲ ル 化 性 /又 は シ ー ラ ン ト 製 品 で あ る 。 支 持 材 料 は 、 欠 損 又 は 標 的 領 域 へ 適 切 な デ バ イ
ス を 通 じ て 適 用 す る 前 に 、 適 切 な 媒 体 で 希 釈 さ れ て も よ い 。 支 持 体 材 料 を 含 む 組 成 物 は 、
例 え ば フ ィ ブ リ ン 、 Ｉ 型 、 III型 、 II型 コ ラ ー ゲ ン な ど の よ う な 適 切 な 材 料 を 、 例 え ば イ
ン ス リ ン 成 長 因 子 (IGF)及 び /又 は 他 の 成 長 因 子 と 共 に 含 有 し て も よ い 。 現 在 溶 液 と し て 投
与 さ れ 得 る コ ラ ー ゲ ン フ ィ ル (collagen fill)と し て 使 用 さ れ る 組 成 物 は 、 市 販 さ れ て い
る も の 、 例 え ば ゼ ラ チ ン 、 III型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 II型 コ ラ ー ゲ ン (フ ィ ブ ロ
ゲ ン (Fibrogen)(California)に よ り 開 発 中 で あ る )及 び 短 鎖 コ ラ ー ゲ ン (こ れ ら の い く つ か
は 市 販 さ れ て い る )で あ る 。 凝 固 誘 導 物 質 は 、 上 記 の 表 に 関 連 し て 前 述 さ れ た よ う に 、 １
つ の 又 は 別 の 形 態 の ト ロ ン ビ ン で あ る 。 凝 固 用 の 血 液 製 剤 の 領 域 内 で 、 そ れ は 、 純 粋 の 又
精 製 さ れ て い な い (例 え ば 寒 冷 沈 降 物 の 一 部 で あ る タ ン パ ク 質 の よ う な 他 の タ ン パ ク 質 を
含 有 す る )任 意 の フ ィ ブ ロ ゲ ン (fibrogen)(１ つ の 又 は 別 の 形 態 の 、 任 意 の 種 で あ る が 、 好
ま し く は ヒ ト )； ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 凝 固 若 し く は ゲ ル 化 を 誘 導 す る 効 果 を 有 す
る 任 意 の 誘 導 体 で あ り 得 る 。  こ の 目 的 で 使 用 す る 全 て の も の は 、 細 胞 に 対 し て 非 毒 性 で
あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ２ つ の 異 な る 液 体 [す な わ ち 、 ｉ )細 胞 を 有 す る 媒 体 、 及 び ii)支 持 材 料 を 含 む 組 成 物 ]が
実 質 的 に 同 時 に 適 用 さ れ る こ と が 重 要 で あ る 。 支 持 材 料 の 流 れ に よ り 、 細 胞 と 材 料 と の 必
要 な 混 合 を し て 欠 損 又 は 標 的 領 域 中 に 導 入 す る こ と が 可 能 に な り 、 固 化 又 は 凝 固 す る 前 に
支 持 体 材 料 に お け る 細 胞 の 均 一 な 分 布 が 確 実 に な る 。 或 い は 又 は 追 加 的 に 、 流 体 又 は 気 体
の 流 れ が 代 わ り に (例 え ば 、 こ れ も ま た 関 節 鏡 を 介 し て )適 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 １ の 部 分 で は 、 関 節 鏡 の 一 般 的 な 使 用 法 (流 体 は 可 視 化 用 の 関 節
開 口 を 維 持 す る た め に 使 用 さ れ る )を 用 い て 、 流 体 の カ バ ー の 下 で 実 施 さ れ る 支 持 材 料 (そ
の 中 に 細 胞 が 適 用 の 間 に 混 合 さ れ る )と 同 時 の 細 胞 の 体 内 移 植 の 利 用 を 包 含 す る 。 本 発 明
の 第 ２ の 部 分 と し て 、 ま た 関 節 鏡 と の 組 合 せ で 、 本 発 明 は 、 執 刀 医 が 治 療 下 領 域 を 可 視 化
す る の を 助 け る た め の (例 え ば 他 の 内 視 鏡 (例 え ば 腹 部 検 査 な ど 用 )で 使 用 さ れ る よ う な )あ
る 種 の 圧 の ガ イ ド さ れ た 滅 菌 エ ア ー 又 は 僅 か な 陽 圧 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 エ ア ー (例 え ば
大 気 と CO 2 (混 合 さ れ た 細 胞 /凝 固 性 支 持 体 材 料 に よ っ て 十 分 に 寛 容 さ れ る 濃 度 の )と の 組 合
せ の よ う な )は あ る 種 の 圧 の 下 で 供 給 さ れ る 。 本 発 明 の こ の 第 ２ の 部 分 で は 、 「 カ バ ー 」
が 使 用 さ れ る 。 こ の カ バ ー の 下 の エ ア ー ポ ケ ッ ト (圧 は 約 20～ 30mmHgで あ り 得 る )下 に 、 混
合 さ れ た 細 胞 /凝 固 支 持 体 材 料 が 配 置 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 部 分 は 、 流 体 の 下 又 は 膨 張 し た エ ア ー の 下 の い ず れ か で 適 用 さ れ る 凝 固
性 物 質 (支 持 体 材 料 )の 層 に 関 す る 。 こ の 支 持 体 材 料 は 、 そ れ 自 体 は 細 胞 を 含 ま な い が 、 そ
れ が 固 化 す る 前 に イ ン サ イ チ ュ で 細 胞 と 混 合 さ れ る
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 固 化 し た 層 の 厚 さ は 、 欠 損 の サ イ ズ 及 び 特 定 の 動 物 種 に 依 存 す る 。 ヒ ト に つ い て は 、 厚
さ は 一 般 に ２ ～ ６ mmで あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 第 １ の 部 分 は 、 支 持 体 材 料 を 細 胞 と 混 合 す る 間 又 は し な い 間 、 支 持 体 材 料
(例 え ば 細 胞 と 組 み 合 わ さ れ た 支 持 体 材 料 )を 適 所 (例 え ば 軟 骨 欠 損 の 底 又 は 他 の 標 的 領 域 )
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に 維 持 す る た め に 圧 力 を 利 用 す る こ と に よ る 、 細 胞 (例 え ば 軟 骨 欠 損 の 修 復 の た め に は 軟
骨 細 胞 の よ う な 細 胞 )と 混 合 さ れ た 液 体 物 質 の 体 内 移 植 を 制 御 す る こ と と 組 み 合 せ た 、 関
節 鏡 視 下 又 は 内 視 鏡 視 下 で ガ イ ド さ れ る 手 順 の 間 の 流 体 の 存 在 の 利 用 、 関 節 に お け る 流 体
の 圧 力 (及 び 恐 ら く は 滅 菌 エ ア ー の 圧 力 )の 変 化 の 可 能 性 に 関 す る 。 最 後 の シ ナ リ オ が 生 じ
て も よ い 。 こ の と き 、 覆 っ て い る フ ィ ブ リ ン 又 は 他 の 細 胞 非 含 有 シ ー ラ ン ト の 余 分 の 層 が
細 胞 /支 持 体 凝 固 物 、 凝 塊 又 は ゲ ル 一 面 に 配 置 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 ２ つ の 異 な る 媒 体 、
す な わ ち 、 ｉ )欠 損 を 可 視 化 す る た め に 欠 損 に 適 用 さ れ る 流 体 (流 体 の カ バ ー )、 及 び ii)関
節 鏡 を 介 し て 支 持 体 を 適 用 す る た め に 使 用 さ れ る 媒 体 、 に お け る 支 持 体 材 料 の 溶 解 度 の 差
を 利 用 す る 。 支 持 体 材 料 は 、 流 体 の カ バ ー と し て 使 用 さ れ る 流 体 の 存 在 に か か わ ら ず 、 固
化 又 は 凝 固 し て 欠 損 に 接 着 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 圧 力 の 適 用 に よ り 、 流 体 の カ バ ー と 混 合 し な く と も 、 支 持 体 材 料 を 含 む 組 成 物 の 局 在 が
制 御 さ れ る 。 換 言 す れ ば 、 支 持 体 材 料 又 は 支 持 体 材 料 を 含 む 組 成 物 は 、 そ の 適 用 の 間 、 関
節 に 存 在 す る 近 接 の 流 体 に 可 溶 で は な い 。 す な わ ち 、 支 持 体 材 料 は 適 用 領 域 (例 え ば 関 節
の 底 )に 維 持 さ れ 、 そ こ で 支 持 体 材 料 が 固 化 し 適 用 領 域 に 接 着 す る 。 細 胞 の 同 時 適 用 に よ
り 、 細 胞 も ま た 適 用 領 域 で 維 持 さ れ る よ う に 、 支 持 材 料 が 細 胞 を 組 み 込 む か 又 は 包 み 込 む
こ と が 可 能 に な る 。 細 胞 は 、 そ の 後 48時 間 以 内 に 又 は そ れ よ り 長 く で 、 そ れ 自 体 が マ ト リ
ク ス を 産 生 し 始 め る 。 こ の マ ト リ ク ス は 、 最 終 的 に 、 接 着 を 助 け 、 後 に は 接 着 性 軟 骨 マ ト
リ ク ス と な る 。 支 持 体 材 料 は 、 最 終 的 に は 、 短 期 間 後 又 は 長 期 間 後 に 吸 収 さ れ る 可 能 性 が
最 も 高 い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 流 体 又 は (関 節 中 の 圧 力 と 比 較 し て )増 加 し た 圧 力 若 し く は 陽 圧 の 存 在 を 組 み 合 せ る こ の
方 法 は 、 新 規 な 技 術 で あ り 、 外 科 医 が 細 胞 /支 持 体 材 料 、 細 胞 を 含 有 し な い が 細 胞 /支 持 体
材 料 に 積 層 さ れ 、 適 用 さ れ た 材 料 が 関 節 中 に 漏 れ る の を 予 防 す る フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト 材
(例 え ば 市 販 製 品 )の 適 用 を 実 施 す る た め に 、 細 胞 と 共 に 又 は 細 胞 を 伴 わ ず に 物 質 を 適 用 す
る 間 に 固 化 及 び 接 着 が 体 内 移 植 物 を 欠 損 中 の 適 所 に 保 持 す る に 十 分 と な れ ば 圧 力 の 減 少 及
び /又 は 圧 力 の 除 去 を 実 施 す る た め に 、 及 び 、 体 内 移 植 し た 細 胞 を 危 険 に 曝 す 圧 力 を 超 え
る こ と な く 、 必 要 に 応 じ て 、 流 体 の 圧 力 を 変 更 す る (又 は エ ア ー ガ ス が 使 用 さ れ る 場 合 に
は そ の ガ ス の 圧 力 を 変 更 す る )た め に 、 十 分 な 視 覚 化 を 提 供 す る 。 軟 骨 細 胞 の 増 殖 及 び 移
動 を 可 能 に す る あ る 種 の フ ィ ブ リ ン の 能 力 は 、 上 記 の よ う に 、 Mats Brittbergに よ り 記 載
さ れ て い る 。 し か し 、 Brittbergに よ り な さ れ た こ の 手 順 は 、 例 え ば 可 視 化 に 使 用 さ れ る
流 体 又 は 気 体 の 下 で 、 「 二 相 」 系 と し て 実 施 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 流 体 又 は エ ア ー 圧 力 下 で 支 持 材 料 に 混 合 さ れ た 細 胞 を 配 置 す る こ
と を 含 む 記 載 さ れ た 方 法 が ま た 、 例 え ば 骨 関 節 炎 病 巣 の 底 部 分 が 流 体 及 び /又 は エ ア ー 圧
力 下 で 実 施 さ れ る 骨 形 成 細 胞 と 支 持 材 料 と の 混 合 物 で 最 初 に 治 療 さ れ 、 次 い で 軟 骨 形 成 細
胞 と 支 持 材 料 と の 混 合 物 が 流 体 及 び /又 は エ ア ー 圧 力 下 で 第 １ の 細 胞 /支 持 材 料 (層 １ )一 面
に 積 層 さ れ る 二 工 程 手 順 を 可 能 に す る た め に 、 １ よ り 多 い 細 胞 型 、 例 え ば 軟 骨 形 成 細 胞 (
軟 骨 細 胞 /軟 骨 芽 細 胞 又 は 他 の 軟 骨 形 成 細 胞 )及 び 骨 形 成 細 胞 (例 え ば 骨 芽 細 胞 、 骨 細 胞 、
又 は 他 の 細 胞 )な ど の 適 用 の た め に 使 用 さ れ 得 る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の な お 別 の 観 点 は 、 培 養 し た 骨 形 成 細 胞 を 含 有 す る か 又 は 骨 形 成 細 胞 と 共 に 送 達
さ れ る か い ず れ か の ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 粒 子 (例 え ば 、 Bio-Oss, Geistlich Biomateria
ls, Wolhusen, Switzerland)を 送 達 す る こ と で あ る 。 混 合 物 中 の 全 て は 、 欠 損 (例 え ば 関
節 に お け る 骨 関 節 炎 欠 損 )で 、 流 体 及 び /又 は エ ア ー 圧 力 下 に 、 支 持 材 料 を 即 座 に 伴 っ て 適
用 さ れ る 。 次 に 、 軟 骨 形 成 細 胞 /支 持 材 料 の 混 合 物 の 層 が 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 粒 子 か
ら な る 底 層 一 面 に 積 層 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 と 適 切 な 支 持 材 料 の 混 合 物 又 は 細 胞 と ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト と 支 持 材 料 の 混 合 物 が
例 え ば 関 節 鏡 視 下 の 介 入 の 間 に 又 は こ の 介 入 を 介 し て 配 置 さ れ る 本 発 明 の 上 記 の 部 分 に お
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い て は 、 カ バ ー 層 は フ ィ ブ リ ン (例 え ば テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )生 物 学 的 糊 の よ う な )の 無 細
胞 層 (こ こ で は 例 え ば 軟 骨 細 胞 は 内 部 に 移 動 し な い )で あ る 。 こ の 場 合 、 上 部 の カ バ ー 層 で
は 、 細 胞 を ほ と ん ど 又 は 全 く 凝 固 し な い 。 関 節 に お け る 陽 圧 の 存 在 の 間 で も 、 陽 圧 な し で
も 、 外 科 医 は 、 そ の 領 域 一 面 を 実 質 的 に 概 観 し て い る 限 り 、 シ ー ラ ン ト を 適 用 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 フ ィ ブ リ ン (例 え ば テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )複 合 物 )の カ バ ー 層 は 、 周 囲 の 健 常 な 軟 骨 に 対
し て 接 線 方 向 の 関 節 表 面 に 面 す る カ バ ー を 強 化 す る た め に 、 フ ィ ブ リ ン 又 は テ ィ シ ー ル (
登 録 商 標 )と 混 合 さ れ た 可 溶 性 物 質 と し て 別 の タ ン パ ク 質 (例 え ば コ ラ ー ゲ ン (例 え ば Ｉ 型
コ ラ ー ゲ ン ))と 混 合 さ れ て も よ い 。 こ れ は 、 例 え ば 流 体 又 は エ ア ー 圧 力 下 で 、 関 節 鏡 検 査
の 間 に な さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 カ バ ー は ま た 、 欠 損 の サ イ ズ に カ ッ ト さ れ た 膜 (例 え ば Ｉ /III型 コ ラ ー ゲ ン 膜 )で あ っ て
も よ く 、 細 胞 /凝 固 支 持 体 材 料 が 細 胞 を カ バ ー 中 へ 許 容 す る の を 防 ぎ 、 同 時 に 細 胞 /凝 固 支
持 体 材 料 に 縛 り 付 け る た め に 、 側 部 が 細 胞 /凝 固 支 持 体 材 料 に 面 し 、 新 鮮 な 高 濃 度 の 同 種
若 し く は 支 持 体 材 料 で 又 は 新 鮮 な テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )で コ ー ト さ れ て い る 。 こ の 膜 は ま
た 、 そ れ 自 体 が 細 胞 /凝 固 支 持 体 材 料 へ 接 着 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 関 節 鏡 法 を 使 用 す る と き 、 支 持 体 材 料 と 共 に 軟 骨 細 胞 (例 え ば 自 家 軟 骨 細
胞 )の 適 用 を 実 施 で き る こ と が 必 要 で あ る 。 自 家 軟 骨 細 胞 体 内 移 植 を 実 施 す る た め の ガ イ
ド と し て の 関 節 鏡 の 使 用 の た め 、 関 節 に お け る (滅 菌 )生 理 食 塩 水 又 は 栄 養 培 地 の 存 在 に か
か わ ら ず 、 細 胞 が 維 持 さ れ る べ き 領 域 に 残 存 す る (接 着 す る )支 持 体 材 料 に お け る 軟 骨 細 胞
の 適 用 を 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 者 に よ っ て 開 発 さ れ た 方 法 は 、 例 え ば 軟 骨 欠 損 (cartilage defect)(例 え ば 軟 骨
欠 損 (chondral defect)、 骨 軟 骨 欠 損 )中 の 制 御 さ れ た 領 域 に 軟 骨 細 胞 含 有 物 質 を 配 置 す る
と い う 新 た な 概 念 の た め に 、 顕 著 に 新 規 で あ り 、 物 質 (例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト な ど )
中 に 細 胞 (例 え ば 骨 芽 細 胞 /骨 細 胞 )を 、 骨 関 節 炎 に 罹 患 し て い る 関 節 中 に 薄 い 底 層 と し て
適 用 し 、 そ の 後 に 軟 骨 細 胞 /物 質 の 第 ２ の 層 を 適 用 す る こ と が で き る と き 、 並 び に 、 標 的
器 官 又 は 標 的 領 域 (例 え ば 肝 臓 、 心 臓 な ど )に 内 視 鏡 視 下 手 順 を 通 じ て 細 胞 を 適 用 す る と き
で さ え 、 顕 著 に 新 規 で あ る 。 物 質 は 、 天 然 物 で あ り 、 同 時 に 、 細 胞 に 対 し て 毒 性 で な い 。
軟 骨 細 胞 の 場 合 、 流 体 下 で 適 用 さ れ る 物 質 は 、 軟 骨 細 胞 に 対 し て 毒 性 で あ っ て は な ら ず 、
或 い は 、 軟 骨 細 胞 の 内 部 成 長 及 び /又 は 成 熟 段 階 (こ の 段 階 で 、 細 胞 は ま た 、 最 後 に は 新 た
な 軟 骨 と な る マ ト リ ク ス 構 造 を 産 生 す る )に 促 進 さ え し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 混 合 物 の た め に 使 用 さ れ る 適 切 な 支 持 体 材 料 の 異 な る 濃 度 レ ベ ル 、 及 び 凝 固 、 接 着 及 び
/又 は ゲ ル 化 時 間 の 変 動 、 並 び に そ の 支 持 材 料 と 混 合 す る 細 胞 の 容 量 及 び 濃 度 の 変 動 は 、
本 発 明 の 一 部 で あ る 。 更 に 、 細 胞 及 び /又 は 支 持 材 料 は 、 適 切 な 成 長 因 子 (例 え ば IGF-1の
よ う な )と 混 合 さ れ て も よ い 。 成 長 因 子 は 、 フ ィ ブ リ ン 中 で の 分 化 し た 軟 骨 細 胞 形 態 の 維
持 を 助 け 得 る (Fortier, LAら , Am. J. Vet. Res.  2002, 63(2) 301-305)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 不 可 分 の 一 部 は ま た 、 使 用 時 に 外 科 医 が 凸 形 又 は 凹 形 の 関 節 表
面 (こ こ に 以 下 の 図 面 に 示 さ れ る よ う な 欠 損 が 存 在 す る )に フ ィ ブ リ ン を 適 用 す る こ と を 可
能 に す る 拡 大 出 口 を 作 製 す る こ と に よ り 、 フ ィ ブ リ ン 若 し く は テ ィ シ ー ル (登 録 商 標 )、 又
は 比 較 的 強 力 な 引 張 強 度 を 有 す る 滑 面 を 作 り 得 る 別 の タ ン パ ク 質 (例 え ば 可 溶 性 コ ラ ー ゲ
ン の よ う な )と 共 に 適 用 さ れ る か 若 し く は 種 々 の 構 成 成 分 (例 え ば 可 溶 性 コ ラ ー ゲ ン 、 及 び
修 復 さ れ た 軟 骨 領 域 の 滑 面 を 提 供 す る 他 の 物 質 な ど の よ う な )と 恐 ら く 混 合 さ れ る こ れ ら
の 薬 剤 の １ つ の い ず れ か の 表 面 と し て 上 記 の カ バ ー を 作 製 す る こ と で あ る 。 関 節 鏡 検 査 の
間 、 軟 骨 の 表 面 を 覆 っ て 広 が り 、 流 体 又 は エ ア ー 圧 力 下 で 注 入 さ れ る と き フ ィ ブ リ ン /細
胞 混 合 物 及 び フ ィ ブ リ ン カ バ ー を 裏 打 ち し そ し て 制 限 す る 一 時 的 に 穿 孔 さ れ た 膜 が 配 置 さ
れ て も よ い 。 こ の 膜 は 、 関 節 鏡 検 査 の 間 に 使 用 さ れ る 流 体 (又 は 膨 張 す る エ ア ー )に 対 し て
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容 易 に 透 過 性 で あ る べ き で あ る 。 こ の 膜 は 、 次 い で 、 フ ィ ブ リ ン /細 胞 混 合 物 及 び フ ィ ブ
リ ン カ バ ー が 適 所 で 凝 固 す る と 、 切 開 部 の １ つ か ら 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 以 下 の 項 目 及 び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ る 。 該 当 す
る と き は い つ で も 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 詳 細 及 び 細 目 は こ れ ら の 観 点 に 必 要 な 変 更 を
加 え て 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 以 下 の 項 目 に 関 す る ：
１ ． 以 下 の 工 程 ：
ｉ )欠 損 の 位 置 を 同 定 す る 工 程 、
ii)軟 骨 細 胞 、 軟 骨 芽 細 胞 、 骨 細 胞 及 び 骨 芽 細 胞 並 び に こ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 細 胞 を 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 中 に 適 用 す る 工 程 、
を 含 む 、 動 物 に お け る 軟 骨 又 は 骨 の 欠 損 を 治 療 す る た め の 内 視 鏡 法 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
２ ． ｉ )欠 損 を 含 有 す る 腔 又 は 表 面 に 流 体 を 関 節 鏡 視 下 又 は 内 視 鏡 視 下 で 適 用 す る 工 程 、
及 び 以 下 の 工 程
ii)流 体 に よ り 覆 わ れ る 欠 損 で 実 施 さ れ る 、 支 持 体 材 料 と 実 質 的 に 同 時 に 細 胞 を 欠 損 に 適
用 す る 工 程 、
iii)細 胞 と 支 持 材 料 と を 混 合 す る 工 程 、
iv)欠 損 が 実 質 的 な 量 の 流 体 を 伴 わ ず に 細 胞 と 支 持 体 材 料 と の 混 合 物 に よ り 覆 わ れ る よ う
に 支 持 材 料 を 固 化 さ せ る 工 程 、 及 び
ｖ )任 意 に 、 排 出 又 は 吸 引 に よ り 腔 又 は 表 面 か ら 流 体 を 除 去 す る 工 程
を 含 む 、 動 物 体 の 欠 損 中 へ の 同 種 又 は 自 家 細 胞 の 関 節 鏡 視 下 又 は 内 視 鏡 視 下 の 体 内 移 植 の
た め の 項 目 １ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
３ ． 工 程 ｉ )が 工 程 ii)～ ｖ )の 前 で あ る 項 目 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
４ ． 工 程 ｉ )の 流 体 の 適 用 が 工 程 ii)の 細 胞 の 適 用 及 び 工 程 iii)の 支 持 媒 体 の 適 用 と 実 質 的
に 同 時 で あ る 項 目 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
５ ． 流 体 が 気 体 で あ る 項 目 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
６ ． 動 物 が ヒ ト の よ う な 哺 乳 動 物 で あ る 先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
７ ． 欠 損 が 関 節 又 は 骨 の 欠 損 で あ る 先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
８ ． 欠 損 が 軟 骨 欠 損 で あ る 項 目 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ １ 】
９ ． 細 胞 が 適 切 な 組 織 を 標 的 と す る に 適 切 な 起 源 で あ り 、 可 視 化 が 内 視 鏡 に よ り な さ れ る
先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
10． 細 胞 が 軟 骨 細 胞 、 骨 細 胞 又 は 骨 芽 細 胞 で あ る 先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
11． 細 胞 が 軟 骨 細 胞 で あ る 項 目 10に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
12． 細 胞 が 同 種 及 び /又 は 自 家 の 軟 骨 細 胞 で あ る 先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
13． 工 程 ｉ )の 流 体 が 液 体 で あ る 項 目 ２ 、 ３ 、 ５ ～ 12の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
14． 液 体 が 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 細 胞 培 養 培 地 、 細 胞 フ レ ン ド リ ー な 液
体 及 び 同 様 の も の か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 水 性 媒 体 で あ る 項 目 13
に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
15． 工 程 ii)の 支 持 体 材 料 が 、 可 溶 性 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 及 び ア プ ロ チ ニ ン か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 項 目 ２ ～ 14の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
16． 支 持 体 材 料 が 水 性 組 成 物 の 形 態 で 適 用 さ れ る 項 目 15に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
17． 水 性 組 成 物 が 更 に 、 １ 若 し く は そ れ よ り 多 い 接 着 促 進 剤 及 び /又 は １ 若 し く は そ れ よ
り 多 い 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る カ ル シ ウ ム イ オ ン 若 し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な イ オ
ン を 含 む 項 目 16に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
18． 工 程 ii)の 細 胞 が 細 胞 懸 濁 液 の 形 態 で 適 用 さ れ る 先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 ０ ０ ６ １ 】
19． 細 胞 が １ 又 は そ れ よ り 多 い 増 殖 因 子 を 任 意 に 含 む 例 え ば 適 切 な 増 殖 培 地 の よ う な 適 切
な 媒 体 に 懸 濁 さ れ る 項 目 18に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
20． 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 支 持 体 材 料 と の 接 触 の 際 に 支 持 体 材 料 の 固 化 を 開 始 す る １ 又 は そ
れ よ り 多 い 凝 固 性 成 分 を 含 む 項 目 18又 は 19に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
21． 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 １ 若 し く は そ れ よ り 多 い 接 着 促 進 剤 及 び /又 は １ 若 し く は そ れ よ
り 多 い 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る カ ル シ ウ ム イ オ ン 若 し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な イ オ
ン を 含 む 項 目 18～ 20の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
22． 凝 固 性 成 分 が ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 成 分 で あ る 項 目 20又 は 21に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
23． 支 持 体 材 料 の 固 化 が 支 持 体 材 料 と ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 成 分 と の 間 の 相 互 作 用
の 結 果 で あ り 、 固 化 が 固 化 し た 材 料 中 に 細 胞 を 包 み 込 む 項 目 ２ ～ 22の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
24． 細 胞 懸 濁 液 が 支 持 体 材 料 を 含 み 、 凝 固 剤 を 含 有 す る 溶 液 を 適 用 す る 工 程 を 更 に 含 む 項
目 18又 は 19に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
25． 工 程 iii)の 細 胞 と 支 持 体 材 料 と の 混 合 が 陽 圧 下 で の 支 持 体 材 料 及 び /又 は 細 胞 の 適 用
に よ り 実 施 さ れ る 項 目 ２ ～ 23の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
26． 細 胞 及 び 支 持 体 材 料 を 含 む 懸 濁 液 が 、 陽 圧 下 で の 凝 固 剤 を 含 有 す る 溶 液 の 適 用 に よ り
凝 固 剤 と 混 合 さ れ る 項 目 24に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
27． ２ つ の 別 個 の 容 器 を 含 み 、 第 １ の 容 器 は 細 胞 を 含 み 、 第 ２ の 容 器 は 支 持 体 材 料 を 含 む
先 行 す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 規 定 さ れ る 方 法 で 使 用 す る た め の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
28． 第 １ の 容 器 中 の 細 胞 が 細 胞 懸 濁 液 の 形 態 で あ る 項 目 27に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ７ １ 】
29． 細 胞 が １ 又 は そ れ よ り 多 い 増 殖 因 子 を 任 意 に 含 む 例 え ば 適 切 な 増 殖 培 地 の よ う な 適 切
な 媒 体 に 懸 濁 さ れ る 項 目 28に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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30． 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 支 持 体 材 料 と の 接 触 の 際 に 支 持 体 材 料 の 固 化 を 開 始 す る １ 又 は そ
れ よ り 多 い 凝 固 性 成 分 を 含 む 項 目 28又 は 29に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
31． 細 胞 懸 濁 液 が 更 に 、 １ 若 し く は そ れ よ り 多 い 接 着 促 進 剤 及 び /又 は １ 若 し く は そ れ よ
り 多 い 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る カ ル シ ウ ム イ オ ン 若 し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の よ う な イ オ
ン を 含 む 項 目 28～ 30の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
32． 凝 固 性 成 分 が ト ロ ン ビ ン 又 は ト ロ ン ビ ン 様 成 分 で あ る 項 目 30又 は 31に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
33． 凝 固 性 成 分 を 含 む 第 ３ の 容 器 を 更 に 含 む 項 目 27～ 32の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
34． ２ つ の 別 個 の 容 器 を 含 み 、 第 １ の 容 器 は 細 胞 を 含 み 、 第 ２ の 容 器 は 凝 固 剤 を 含 む 先 行
す る 項 目 の い ず れ か １ 項 に 規 定 さ れ る 方 法 で 使 用 す る た め の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
35． 第 １ の 容 器 が 支 持 体 材 料 を 含 む 項 目 34に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
36． 支 持 体 材 料 を 含 む 第 ３ の 容 器 を 更 に 含 む 項 目 34又 は 35に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
37． キ ッ ト が ２ つ の 別 個 の チ ャ ン バ を 含 有 す る シ リ ン ジ の 形 態 で あ り 、 第 １ の チ ャ ン バ は
細 胞 を 含 有 し 、 第 ２ の チ ャ ン バ は 支 持 体 材 料 又 は 凝 固 剤 を 含 有 す る 項 目 27～ 36の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
38． シ リ ン ジ が 二 連 シ リ ン ジ 又 は 同 様 な も の で あ る 項 目 37に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ８ １ 】
39． キ ッ ト の 使 用 の た め の 指 示 書 を 更 に 含 む 項 目 27～ 38の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
40． 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 粒 子 の 形 態 で あ る ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト の 適 用 を 更 に 含
む 項 目 １ ～ 26の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
41． 骨 芽 細 胞 /骨 細 胞 の よ う な 細 胞 の た め の 培 養 培 地 と し て の ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト の 使
用 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
42． 関 節 鏡 視 下 で 移 植 さ れ る 細 胞 の た め の 培 養 培 地 と し て の コ ラ ー ゲ ン 溶 液 の 使 用 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
43． 内 視 鏡 視 下 で 移 植 さ れ る 細 胞 の た め の 培 養 培 地 と し て の コ ラ ー ゲ ン 溶 液 の 使 用 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る 意 図 で あ り 、 如 何 な る 方 法 で あ っ て も 本 発 明 の 範 囲
を 限 定 す る 意 図 で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 １
　 動 物 に 由 来 す る 関 節 (例 え ば ブ タ 若 し く は ウ マ 又 は 他 の 動 物 か ら の 膝 関 節 )を 関 節 鏡 検 査
に 付 し 、 細 胞 /支 持 材 料 が 関 節 鏡 を 介 し て 適 用 さ れ る 流 体 又 は 気 体 と 混 合 し な い 様 式 で 、
標 的 領 域 に 接 着 す る 能 力 が 保 持 さ れ て 、 細 胞 と 混 合 さ れ た 支 持 材 料 を 適 用 す る こ と を 可 能
に す る た め に 、 0.9％ 滅 菌 食 塩 水 の よ う な 流 体 又 は 気 体 を そ の 関 節 に 充 填 し て 、 例 え ば 軟
骨 欠 損 の よ う な 領 域 の 関 節 鏡 視 下 修 復 の た め に 標 的 と さ れ る 領 域 を 可 視 化 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 或 い は 、 細 胞 及 び 又 は ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 懸 濁 液 (例 え ば Bio-Oss)中 で 混 合 さ れ る か
若 し く は そ の 中 で 増 殖 さ れ た 細 胞 は 、 シ リ ン ジ を 通 じ て 送 達 さ れ て も よ く 、 処 置 さ れ る べ
き 領 域 中 へ の シ リ ン ジ の 出 口 で 混 合 さ れ て も よ い 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 ２
　 本 実 施 例 で は 、 細 胞 の 体 内 移 植 の 前 に 他 の 液 体 か ら の 圧 力 下 で 、 支 持 体 材 料 が 配 置 さ れ
得 る 。 こ の 場 合 、 支 持 材 料 は 、 例 え ば 固 化 ま で 関 節 鏡 を 介 し て 働 く 圧 力 に よ り 適 所 に 維 持
さ れ る 他 の 液 体 の 下 に 配 置 さ れ て も よ い 。 次 い で 、 流 体 圧 力 に よ り 適 所 に 維 持 さ れ る 支 持
材 料 中 に 細 胞 を 単 に 注 入 す る こ と に よ り 、 液 状 物 質 の 配 置 後 又 は 固 化 が 開 始 し た 後 の 任 意
の 時 点 で 細 胞 が 注 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 ３
　 第 ２ の フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト と 組 み 合 せ た 関 節 鏡 視 下 の 自 家 軟 骨 細 胞 の 体 内 移 植 (前 臨
床 )
第 １ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 ５ 匹 の ヤ ギ を 前 臨 床 試 験 に 使 用 す る 。 ヤ ギ を ２ つ の 外 科 的 介 入 に 付 す る 。 第 １ の 外 科 的
介 入 は 、 ヤ ギ の 膝 か ら の 軟 骨 生 検 の 関 節 鏡 視 下 採 集 で あ る 。 ヤ ギ を デ ン マ ー ク Aalborg Sy
gehus Sydの 認 可 さ れ た 動 物 施 設 で 飼 育 す る 。 麻 酔 後 、 小 さ な 切 開 を 通 じ て 前 内 側 又 は 前
外 側 の い ず れ か の 進 入 に よ り 関 節 鏡 検 査 を 実 施 す る 。 膝 の 内 側 及 び 外 側 に ２ つ の 更 な る 切
開 を 準 備 す る 。 挺 子 を 用 い て 、 50～ 200mgの 軟 骨 を 鋭 利 な 挺 子 に よ り 除 去 し 、 滅 菌 ダ ル ベ
ッ コ MEM/F12及 び ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る 輸 送 管 に 無 菌 的 に 移 す 。 パ ン チ 器 具 を 用 い 、 ３
～ ５ 週 間 後 に 細 胞 の 体 内 移 植 に 使 用 す る た め に 、 0.6cm(直 径 )円 形 の 全 層 軟 骨 損 傷 を 準 備
す る 。 生 検 を イ ン タ ー フ ェ ー ス バ イ オ テ ッ ク 　 エ ー /エ ス の リ サ ー チ 細 胞 研 究 所 に 運 び 、
外 植 片 か ら の 培 養 に 付 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
第 ２ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 軟 骨 細 胞 培 養 物 が ４ ～ 10百 万 細 胞 に 拡 大 し た ら (通 常 は ３ ～ ５ 週 間 要 す る )、 細 胞 を 二 連
シ リ ン ジ に 、 該 二 連 シ リ ン ジ の 一 方 の チ ャ ン バ 中 の ヒ ト 組 換 え III型 コ ラ ー ゲ ン ＋ 例 え ば
短 い コ ラ ー ゲ ン フ ァ イ バ の 添 加 の よ う な 化 合 物 の 溶 液 と 共 に パ ッ ケ ー ジ ン グ し て 動 物 施 設
に 戻 す 。 短 い コ ラ ー ゲ ン フ ァ イ バ は 、 細 胞 増 殖 に 有 害 効 果 を 有 さ ず 、 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と 混
合 し た と き 、 成 分 が III型 コ ラ ー ゲ ン の み で あ る と き (短 い コ ラ ー ゲ ン フ ァ イ バ を 含 ま な い
)と 比 較 し て 100～ 1000倍 高 い 透 過 性 が 証 明 さ れ て お り (Gentleman E, Nauman, EA, Dee KC
 and Livesay GA, Tissue Eng. (2004) 10(3-4):421-427を 参 照 )、 し た が っ て (最 終 的 に
二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ か ら の 細 胞 ＋ ト ロ ン ビ ン (及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム )と 混 合 さ れ
る と き )組 換 え コ ラ ー ゲ ン に よ り 引 き 起 こ さ れ る 如 何 な る 可 能 性 の あ る 縮 小 も 制 限 す る 。
二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ は 、 １ ～ 10百 万 細 胞 の 範 囲 の 細 胞 濃 度 で ト ロ ン ビ ン (及 び C
aCl 2 )を 含 有 す る 。 一 方 の シ リ ン ジ チ ャ ン バ の 先 端 か ら の ラ イ ン は 、 他 方 の シ リ ン ジ チ ャ
ン バ か ら の 別 の ラ イ ン と 接 続 し て い る 。 ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル を 通 過 す る と き コ ラ ー ゲ ン
混 合 物 を 含 有 す る 混 合 物 が ト ロ ン ビ ン 及 び 細 胞 と 混 合 さ れ る よ う に 、 18ggの サ イ ズ の 先 を
鈍 ら せ た ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル を ２ つ の ラ イ ン に 接 続 す る 。 ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル の 鈍 い 端
部 は 、 外 科 的 操 作 の た め に 作 製 さ れ た 切 開 の １ つ を 通 じ て 関 節 鏡 に よ り ガ イ ド さ れ て 、 打
ち 抜 か れ た 0.6cm(直 径 )軟 骨 欠 損 に 進 め ら れ る 。 予 め 打 ち 抜 か れ た 0.6cm軟 骨 欠 損 は 、 コ ラ
ー ゲ ン 混 合 物 － ト ロ ン ビ ン /細 胞 混 合 物 (凝 固 に 関 与 す る 成 分 の 相 対 的 濃 度 に 依 存 し て 30～
180秒 以 内 に 凝 固 す る )が 充 填 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 別 の 二 連 シ リ ン ジ を 用 い て 、 無 細 胞 フ ィ ブ リ ン 糊 或 い は テ ィ シ ー ル (Baxter, Austria)
又 は Pantaject(登 録 商 標 )の 形 態 若 し く は ス プ レ ー セ ッ ト (Beriject(登 録 商 標 ))の 形 態 の
ベ リ プ ラ ス ト (共 に Aventis-Behring)の い ず れ か の よ う な フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト を 、 細 胞
混 合 物 の 適 用 直 後 に 、 欠 損 に お い て 凝 固 中 の 細 胞 混 合 物 を 全 体 的 に 覆 っ て 適 用 す る 。 次 い
で 、 シ ー ラ ン ト を 凝 固 さ せ て 切 開 を 閉 じ る 。 第 ２ の 関 節 鏡 視 下 介 入 を 完 了 し た 後 、 軟 骨 移
植 片 (体 内 移 植 片 )が 膝 関 節 の 極 大 屈 曲 に よ り 破 裂 す る こ と を 回 避 す る た め に ヤ ギ に (術 後
の )包 帯 を す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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　 次 い で 、 ヤ ギ を 、 最 後 の 関 節 鏡 視 下 治 療 の １ ～ ２ ヶ 月 後 に 、 修 復 し た 軟 骨 欠 損 の 関 節 鏡
視 下 で の 制 御 に 付 す る 。 関 節 鏡 視 下 治 療 の ６ ヶ 月 後 に 、 動 物 及 び 、 関 節 鏡 視 下 で の 軟 骨 細
胞 体 内 移 植 で 修 復 膝 を 麻 酔 す る 。 整 形 外 科 医 が 損 傷 を 検 査 し 、 写 真 、 ビ デ オ 撮 影 し 、 デ ン
シ ト メ ー タ 測 定 を 行 い 、 「 治 療 し た 」 領 域 を 採 取 し て 組 織 学 的 、 組 織 化 学 的 及 び 免 疫 組 織
化 学 的 分 析 に 付 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ４
第 ２ の フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト な し で の 関 節 鏡 視 下 の 自 家 軟 骨 細 胞 の 体 内 移 植 (前 臨 床 )
第 １ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 ５ 匹 の ヤ ギ を 前 臨 床 試 験 に 使 用 す る 。 ヤ ギ を ２ つ の 外 科 的 介 入 に 付 す る 。 第 １ の 外 科 的
介 入 は 、 ヤ ギ の 膝 か ら の 軟 骨 生 検 の 関 節 鏡 視 下 採 集 か ら な る 。 ヤ ギ を デ ン マ ー ク Aalborg 
Sygehus Sydの 認 可 さ れ た 動 物 施 設 で 飼 育 す る 。 麻 酔 後 、 小 さ な 切 開 を 通 じ て 前 内 側 又 は
前 外 側 の い ず れ か の 進 入 に よ り 関 節 鏡 検 査 を 実 施 す る 。 膝 の 内 側 及 び 外 側 に ２ つ の 更 な る
切 開 を 準 備 す る 。 挺 子 を 用 い て 、 50～ 200mgの 軟 骨 を 鋭 利 な 挺 子 に よ り 除 去 し 、 滅 菌 ダ ル
ベ ッ コ MEM/F12及 び ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る 輸 送 管 に 無 菌 的 に 移 す 。 パ ン チ 器 具 を 用 い 、
３ ～ ５ 週 間 後 に 細 胞 の 体 内 移 植 に 使 用 す る た め に 、 0.6cm(直 径 )円 形 の 全 層 軟 骨 損 傷 を 準
備 す る 。 生 検 を イ ン タ ー フ ェ ー ス バ イ オ テ ッ ク 　 エ ー /エ ス の リ サ ー チ 細 胞 研 究 所 に 運 び
、 外 植 片 か ら の 培 養 に 付 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
第 ２ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 軟 骨 細 胞 培 養 物 が ４ ～ 10百 万 細 胞 に 拡 大 し た ら (通 常 は ３ ～ ５ 週 間 要 す る )、 細 胞 を 二 連
シ リ ン ジ に 、 該 二 連 シ リ ン ジ の 一 方 の チ ャ ン バ 中 の ヒ ト 組 換 え III型 コ ラ ー ゲ ン ＋ 例 え ば
短 い コ ラ ー ゲ ン フ ァ イ バ の 添 加 の よ う な 化 合 物 の 溶 液 と 共 に パ ッ ケ ー ジ ン グ し て 動 物 施 設
に 戻 す 。 短 い コ ラ ー ゲ ン フ ァ イ バ は 、 細 胞 増 殖 に 有 害 効 果 を 有 さ ず 、 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と 混
合 し た と き 、 成 分 が III型 コ ラ ー ゲ ン の み で あ る と き (短 い コ ラ ー ゲ ン フ ァ イ バ を 含 ま な い
)と 比 較 し て 100～ 1000倍 高 い 透 過 性 が 証 明 さ れ て お り (Gentleman E, Nauman, EA, Dee KC
 and Livesay GA, Tissue Eng. (2004) 10(3-4):421-427を 参 照 )、 し た が っ て (最 終 的 に
二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ か ら の 細 胞 ＋ ト ロ ン ビ ン (及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム )と 混 合 さ れ
る と き )組 換 え コ ラ ー ゲ ン に よ り 引 き 起 こ さ れ る 如 何 な る 可 能 性 の あ る 縮 小 も 制 限 す る 。
二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ は 、 １ ～ 10百 万 細 胞 の 範 囲 の 細 胞 濃 度 で ト ロ ン ビ ン (及 び C
aCl 2 )を 含 有 す る 。 一 方 の シ リ ン ジ チ ャ ン バ の 先 端 か ら の ラ イ ン は 、 他 方 の シ リ ン ジ チ ャ
ン バ か ら の 別 の ラ イ ン と 接 続 し て い る 。 ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル を 通 過 す る と き コ ラ ー ゲ ン
混 合 物 を 含 有 す る 混 合 物 が ト ロ ン ビ ン 及 び 細 胞 と 混 合 さ れ る よ う に 、 18ggの サ イ ズ の 先 を
鈍 ら せ た ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル を ２ つ の ラ イ ン に 接 続 す る 。 ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル の 鈍 い 端
部 は 、 外 科 的 操 作 の た め に 作 製 さ れ た 切 開 の １ つ を 通 じ て 関 節 鏡 に よ り ガ イ ド さ れ て 、 打
ち 抜 か れ た 0.6cm(直 径 )軟 骨 欠 損 に 進 め ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 予 め 打 ち 抜 か れ た 0.6cm軟 骨 欠 損 は 、 コ ラ ー ゲ ン 混 合 物 － ト ロ ン ビ ン /細 胞 混 合 物 (凝 固
に 関 与 す る 成 分 の 相 対 的 濃 度 に 依 存 し て 30～ 180秒 以 内 に 凝 固 す る )が 充 填 さ れ る 。 第 ２ の
シ ー ラ ン ト は 使 用 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 第 ２ の 関 節 鏡 視 下 介 入 を 完 了 し た 後 、 軟 骨 移 植 片 (内 殖 片 )が 膝 関 節 の 極 大 屈 曲 に よ り 破
裂 す る こ と を 回 避 す る た め に ヤ ギ に (術 後 の )包 帯 を す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 次 い で 、 ヤ ギ を 、 最 後 の 関 節 鏡 視 下 治 療 の １ ～ ２ ヶ 月 後 に 、 修 復 し た 軟 骨 欠 損 の 関 節 鏡
視 下 で の 制 御 に 付 す る 。 関 節 鏡 視 下 治 療 の ６ ヶ 月 後 に 、 動 物 及 び 関 節 鏡 視 下 で の 軟 骨 細 胞
体 内 移 植 で 修 復 し た 膝 を 麻 酔 す る 。 整 形 外 科 医 が 損 傷 を 検 査 し 、 写 真 、 ビ デ オ 撮 影 し 、 デ
ン シ ト メ ー タ 測 定 を 行 い 、 「 治 療 し た 」 領 域 を 採 取 し て 組 織 学 的 、 組 織 化 学 的 及 び 免 疫 組
織 化 学 的 分 析 に 付 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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実 施 例 ５
　 第 ２ の フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト と 組 み 合 せ た 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン － ト ロ ン ビ ン ア プ ロ ー チ を
用 い る 関 節 鏡 視 下 の 自 家 軟 骨 細 胞 の 体 内 移 植 (前 臨 床 )
第 １ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 ５ 匹 の ヤ ギ を 前 臨 床 試 験 に 使 用 す る 。 ヤ ギ を ２ つ の 外 科 的 介 入 に 付 す る 。 第 １ の 外 科 的
介 入 は 、 ヤ ギ の 膝 か ら の 軟 骨 生 検 の 関 節 鏡 視 下 採 集 か ら な る 。 ヤ ギ を デ ン マ ー ク Aalborg 
Sygehus Sydの 認 可 さ れ た 動 物 施 設 で 飼 育 す る 。 麻 酔 後 、 小 さ な 切 開 を 通 じ て 前 内 側 又 は
前 外 側 の い ず れ か の 進 入 に よ り 関 節 鏡 検 査 を 実 施 す る 。 膝 の 内 側 及 び 外 側 に ２ つ の 更 な る
切 開 を 準 備 す る 。 挺 子 を 用 い て 、 50～ 200mgの 軟 骨 を 鋭 利 な 挺 子 に よ り 除 去 し 、 滅 菌 ダ ル
ベ ッ コ MEM/F12及 び ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る 輸 送 管 に 無 菌 的 に 移 す 。 プ ラ ン ジ ャ を 用 い 、
３ ～ ５ 週 間 後 の 細 胞 移 植 (細 胞 の 体 内 移 植 )の 時 点 で の 使 用 の た め に 、 0.6cm(直 径 )円 形 の
全 層 軟 骨 損 傷 を 準 備 す る 。 生 検 を イ ン タ ー フ ェ ー ス バ イ オ テ ッ ク 　 エ ー /エ ス の リ サ ー チ
細 胞 研 究 所 に 運 び 、 外 植 片 か ら の 培 養 に 付 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
第 ２ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 軟 骨 細 胞 培 養 物 が １ ～ 10百 万 細 胞 に 拡 大 し た ら (通 常 は ３ ～ ５ 週 間 要 す る )、 細 胞 を 二 連
シ リ ン ジ に 、 該 二 連 シ リ ン ジ の 一 方 の チ ャ ン バ 中 の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の 溶 液 と 共 に 、 0.5cc
の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 溶 液 中 に １ ～ 10百 万 細 胞 の 細 胞 濃 度 で パ ッ ケ ー ジ ン グ し て 動 物 施 設 に 戻
す 。 二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ は 、 ト ロ ン ビ ン (及 び CaCl 2 )を 含 有 す る 。 或 い は 、 フ
ィ ブ リ ノ ゲ ン 溶 液 は 第 １ の チ ャ ン バ に あ り 、 細 胞 は 、 他 方 の チ ャ ン バ に お い て ト ロ ン ビ ン
及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム と 組 み 合 わ さ れ て い て も よ い 。 一 方 の シ リ ン ジ チ ャ ン バ の 先 端 か ら の
ラ イ ン は 、 他 方 の シ リ ン ジ チ ャ ン バ か ら の 他 の ラ イ ン と 接 続 し て い る 。 ニ ー ド ル /カ テ ー
テ ル を 通 過 す る と き 細 胞 及 び フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を 含 有 す る 混 合 物 が ト ロ ン ビ ン 及 び 細 胞 と 混
合 さ れ る よ う に 、 18ggの サ イ ズ の ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル を ２ つ の ラ イ ン に 接 続 す る 。 ニ ー
ド ル /カ テ ー テ ル の 鈍 い 端 部 は 、 外 科 的 操 作 の た め に 作 製 さ れ た 切 開 の １ つ を 通 じ て 関 節
鏡 に よ り ガ イ ド さ れ て 、 打 ち 抜 か れ た 0.6cm(直 径 )軟 骨 欠 損 に 進 め ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 予 め 打 ち 抜 か れ た 0.6cm軟 骨 欠 損 は 、 細 胞 － フ ィ ブ リ ノ ゲ ン － ト ロ ン ビ ン 混 合 物 、 或 い
は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン － ト ロ ン ビ ン /細 胞 混 合 物 (30～ 180秒 以 内 に 凝 固 す る )が 充 填 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 別 の 二 連 シ リ ン ジ を 用 い て 、 無 細 胞 フ ィ ブ リ ン 糊 或 い は テ ィ シ ー ル (Baxter, Austria)
又 は Pantaject(登 録 商 標 )の 形 態 若 し く は ス プ レ ー セ ッ ト (Beriject(登 録 商 標 ))の 形 態 の
ベ リ プ ラ ス ト (共 に Aventis-Behring)の い ず れ か の よ う な フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト を 、 細 胞
混 合 物 の 適 用 直 後 に 、 欠 損 中 の 凝 固 性 細 胞 混 合 物 を 全 体 的 に 覆 っ て 適 用 す る 。 次 い で 、 シ
ー ラ ン ト を 凝 固 さ せ て 切 開 を 閉 じ る 。 第 ２ の 関 節 鏡 視 下 介 入 を 完 了 し た 後 、 軟 骨 移 植 片 (
体 内 移 植 片 )が 膝 関 節 の 極 大 屈 曲 に よ り 破 裂 す る こ と を 回 避 す る た め に ヤ ギ に (術 後 の )包
帯 を す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 次 い で 、 ヤ ギ を 、 最 後 の 関 節 鏡 視 下 治 療 の １ ～ ２ ヶ 月 後 に 、 修 復 し た 軟 骨 欠 損 の 関 節 鏡
視 下 で の 制 御 に 付 す る 。 関 節 鏡 視 下 治 療 の ６ ヶ 月 後 に 、 動 物 及 び 関 節 鏡 視 下 で の 軟 骨 細 胞
体 内 移 植 で 修 復 し た 膝 を 麻 酔 す る 。 整 形 外 科 医 が 損 傷 を 検 査 し 、 写 真 、 ビ デ オ 撮 影 し 、 デ
ン シ ト メ ー タ 測 定 を 行 い 、 「 治 療 し た 」 領 域 を 採 取 し て 組 織 学 的 、 組 織 化 学 的 及 び 免 疫 組
織 化 学 的 分 析 に 付 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 ６
　 第 ２ の フ ィ ブ リ ン シ ー ラ ン ト な し で 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン － ト ロ ン ビ ン ア プ ロ ー チ を 用 い る
関 節 鏡 視 下 の 自 家 軟 骨 細 胞 の 体 内 移 植 (前 臨 床 )
第 １ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 ５ 匹 の ヤ ギ を 前 臨 床 試 験 に 使 用 す る 。 ヤ ギ を ２ つ の 外 科 的 介 入 に 付 す る 。 第 １ の 外 科 的
介 入 は 、 ヤ ギ の 膝 か ら の 軟 骨 生 検 の 関 節 鏡 視 下 採 集 か ら な る 。 ヤ ギ を デ ン マ ー ク Aalborg 
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Sygehus Sydの 認 可 さ れ た 動 物 施 設 で 飼 育 す る 。 麻 酔 後 、 小 さ な 切 開 を 通 じ て 前 内 側 又 は
前 外 側 の い ず れ か の 進 入 に よ り 関 節 鏡 検 査 を 実 施 す る 。 膝 の 内 側 及 び 外 側 に ２ つ の 更 な る
切 開 を 作 製 す る 。 挺 子 を 用 い て 、 50～ 200mgの 軟 骨 を 鋭 利 な 挺 子 に よ り 除 去 し 、 滅 菌 ダ ル
ベ ッ コ MEM/F12及 び ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る 輸 送 管 に 無 菌 的 に 移 す 。 プ ラ ン ジ ャ を 用 い 、
３ ～ ５ 週 間 後 の 細 胞 移 植 (細 胞 の 体 内 移 植 )の 時 点 で の 使 用 の た め に 、 0.6cm(直 径 )円 形 の
全 層 軟 骨 損 傷 を 準 備 す る 。 生 検 を イ ン タ ー フ ェ ー ス バ イ オ テ ッ ク 　 エ ー /エ ス の リ サ ー チ
細 胞 研 究 所 に 運 び 、 外 植 片 か ら の 培 養 に 付 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
第 ２ の 外 科 的 関 節 鏡 視 下 介 入
　 軟 骨 細 胞 培 養 物 が １ ～ 10百 万 細 胞 に 拡 大 し た ら (通 常 は ３ ～ ５ 週 間 要 す る )、 細 胞 を 二 連
シ リ ン ジ に 、 該 二 連 シ リ ン ジ の 一 方 の チ ャ ン バ 中 の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の 溶 液 と 共 に 、 0.5cc
の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 溶 液 中 に １ ～ 10百 万 細 胞 の 細 胞 濃 度 で パ ッ ケ ー ジ ン グ し て 動 物 施 設 に 戻
す 。 二 連 シ リ ン ジ の 他 方 の チ ャ ン バ は 、 ト ロ ン ビ ン (及 び CaCl 2 )を 含 有 す る 。 或 い は 、 フ
ィ ブ リ ノ ゲ ン 溶 液 は 第 １ の チ ャ ン バ に あ り 、 細 胞 は 、 他 方 の チ ャ ン バ に お い て ト ロ ン ビ ン
及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム と 組 み 合 わ さ れ て い て も よ い 。 一 方 の シ リ ン ジ チ ャ ン バ の 先 端 か ら の
ラ イ ン は 、 他 方 の シ リ ン ジ チ ャ ン バ か ら の 他 の ラ イ ン と 接 続 し て い る 。 ニ ー ド ル /カ テ ー
テ ル を 通 過 す る と き 細 胞 及 び フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を 含 有 す る 混 合 物 が ト ロ ン ビ ン と 混 合 さ れ る
よ う に 、 18ggの サ イ ズ の ニ ー ド ル /カ テ ー テ ル を ２ つ の ラ イ ン に 接 続 す る 。 ニ ー ド ル /カ テ
ー テ ル の 鈍 い 端 部 は 、 外 科 的 操 作 の た め に 作 製 さ れ た 切 開 の １ つ を 通 じ て 関 節 鏡 に よ り ガ
イ ド さ れ て 、 打 ち 抜 か れ た 0.6cm(直 径 )軟 骨 欠 損 に 進 め ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 予 め 打 ち 抜 か れ た 0.6cm軟 骨 欠 損 は 、 細 胞 － フ ィ ブ リ ノ ゲ ン － ト ロ ン ビ ン 混 合 物 、 或 い
は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン － ト ロ ン ビ ン /細 胞 混 合 物 (個 々 の 凝 固 性 成 分 の 濃 度 に 依 存 し て 30～ 180
秒 以 内 に 凝 固 す る )が 充 填 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 第 ２ の 関 節 鏡 視 下 介 入 を 完 了 し た 後 、 軟 骨 移 植 片 (体 内 移 植 片 )が 膝 関 節 の 極 大 屈 曲 に よ
り 破 裂 す る こ と を 回 避 す る た め に ヤ ギ に (術 後 の )包 帯 を す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 次 い で 、 ヤ ギ を 、 最 後 の 関 節 鏡 視 下 治 療 の １ ～ ２ ヶ 月 後 に 、 修 復 し た 軟 骨 欠 損 の 関 節 鏡
視 下 で の 制 御 に 付 す る 。 関 節 鏡 視 下 処 置 の ６ ヶ 月 後 に 、 動 物 及 び 関 節 鏡 視 下 で の 軟 骨 細 胞
体 内 移 植 で 修 復 し た 膝 を 麻 酔 す る 。 整 形 外 科 医 が 損 傷 を 検 査 し 、 写 真 、 ビ デ オ 撮 影 し 、 デ
ン シ ト メ ー タ 測 定 を 行 い 、 「 治 療 し た 」 領 域 を 採 取 し て 組 織 学 的 、 組 織 化 学 的 及 び 免 疫 組
織 化 学 的 分 析 に 付 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ 】  
【 図 ２ 】  
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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