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【誤訳訂正書】
【提出日】平成24年11月26日(2012.11.26)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物組織とヘパリンとを含む、化学的に殺菌されたバイオインプラントであって、当該
ヘパリンが当該生物組織に共有結合しており、当該バイオインプラントがカルボジイミド
を用いて殺菌されたものである、バイオインプラント。
【請求項２】
　前記生物組織が、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複
合コンポジットを含む、請求項１記載のバイオインプラント。
【請求項３】
　（１）天然組織には、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜、並びにこれらの組み合わせ物
が含まれ、（２）天然型処理組織には、架橋組織、脱細胞化（decellularized）粉砕骨片
、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜若し
くは骨結合組織組み合わせ物が含まれ、（３）非天然型処理組織には、結合組織由来の可
溶化又は精製コラーゲン、哺乳動物又は魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨が含まれ、
（４）コンポジットには、天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み
合わせ物が含まれ、（５）複合コンポジットには、天然組織、天然型処理組織、非天然型
処理組織、若しくは天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織と生体適合性
材料とのコンポジットが含まれる、請求項２記載のバイオインプラント。
【請求項４】
　アルコールの存在下でカルボジイミドを用いて殺菌されたものである、請求項１～３の
いずれか１項に記載のバイオインプラント。
【請求項５】
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　前記アルコールがＣ２～Ｃ４アルカノールである、請求項４記載のバイオインプラント
。
【請求項６】
　前記カルボジイミドが１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド塩酸塩（ＥＤＣ）である、請求項１～５のいずれか１項に記載のバイオインプラント。
【請求項７】
　前記ヘパリンが、その天然活性の少なくとも一部を維持する、請求項１～６のいずれか
１項に記載のバイオインプラント。
【請求項８】
　前記ヘパリンがインビボで放出されるようになされ、当該ヘパリンはインビボでひとた
び放出されると、その天然活性の少なくとも一部を有する、請求項１～７のいずれか１項
に記載のバイオインプラント。
【請求項９】
　（ａ）生物組織をヘパリンと接触させて、組み合わせ物を形成するステップと、
　（ｂ）当該組み合わせ物を、カルボジイミドを用いて殺菌するステップと
を含む、請求項１記載のバイオインプラントの作製方法。
【請求項１０】
　ステップ（ａ）と（ｂ）の間に、前記組み合わせ物を凍結乾燥するステップを含む、請
求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生物組織が、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複
合コンポジットを含む、請求項９又は１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記カルボジイミドがＥＤＣである、請求項９～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記殺菌がアルコールの存在下で行われる、請求項９～１２のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１４】
　前記アルコールがＣ２～Ｃ４アルカノールである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記アルコールがイソプロパノールである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記天然組織が、骨結合組織組み合わせ物を含む、請求項３に記載のバイオインプラン
ト。
 
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【発明の詳細な説明】
【発明の名称】活性補助剤が結合した、安定化殺菌コラーゲン足場
【技術分野】
【０００１】
関連出願の優先権主張及び相互参照
　本出願は、３５．Ｕ．Ｓ．Ｃ１１９条に基づき、２００６年３月１７日提出の米国特許
仮出願第６０／７４３，５４２号の優先権を主張するものであり、参照によりその全体を
本明細書に組み込む。
【背景技術】
【０００２】
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　多くの外科的手法で、合成インプラントに対する有利な選択肢として、天然組織のバイ
オインプラントが許容されている。他の有利な選択肢の中で、バイオインプラントは、交
換のために設計された生物学的構造に、大きさ、形及び性能の点で合成インプラントより
も非常に似ている。したがって、バイオインプラントは多くの状況で、内部組織及び臓器
の交換又は構造拡張のために最適な装置と考えられる。
【０００３】
　バイオインプラントの供給源としては、非ヒト及びヒトのドナーがあげられる。一般的
にドナーの選択は、ドナーと受容者の相対的大きさを含む多くの要素に左右される。例え
ば、ヒトの死体に代わり、ヒツジ、ブタ、ウシ又はウマがドナーとして機能しうる。一部
の例としては、ドナーと受容者が同じであってもよい。免疫原性の制限は、組織を架橋し
、組織で抗原分子を隠すことによって克服する。殺菌は一般的に、組織を化学的殺菌剤と
接触させて行う。多くの場合、架橋し、殺菌したバイオインプラントは、天然組織の多く
の特徴を提供し、一方で生組織の移植の特徴である、異種組織の拒絶反応の問題を大きく
回避している。
【０００４】
　多くの場合、バイオインプラントは、合成インプラントを超えたさらなる利点を提供す
る。例えば、多くのバイオインプラントは、受容者自身の細胞をバイオインプラントに浸
潤させることができる。具体的には、浸潤する細胞が、受容者自身の細胞を含む臓器又は
組織の構造を再構築するための鋳型又は足場として、バイオインプラントを使用できる。
一部の例では、バイオインプラントの全体又は一部を、受容者自身の体細胞と交換できる
。リモデリングというこの方法は、移植部位へのバイオインプラントの統合が改善できる
点で有利である。当該利点により、バイオインプラント組織のリモデリングを促進するこ
とは有利であると考えられる。
【０００５】
　一部のバイオインプラントは、天然起源及び組織再生のために足場の役割を果たすコラ
ーゲン基質を有して単独でリモデリングを促進できるが、場合によっては、組織の成長を
促す１又はそれ以上の薬剤をバイオインプラントの受容者に投与して、リモデリングを促
進することも有利であると考えられる。例えば、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）は、脊椎固
定手術で骨の再生を促進するために実験的に使用されている。例えば、組換え骨形成タン
パク質－２（ｒｈＢＭＰ－２）を注入した再吸収性コラーゲンスポンジは、脊椎手術で使
用が承認されている。スポンジからのｒｈＢＭＰ－２の放出は、骨芽細胞の浸潤、増殖及
び組織化を促進すると考えられる。コラーゲンスポンジは再吸収できるため、最終的に、
再生した宿主組織はスポンジと置き換わる。ｒｈＢＭＰ－２を注入したコラーゲンスポン
ジの脊椎手術への使用により、脊椎手術の失敗率が大幅に減少したという功績がある。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　すでに提供されている、成長因子を注入したバイオインプラントによる、外科手術の成
果における改善にもかかわらず、多くの克服すべき課題が残されている。例えば、バイオ
インプラントの注入は、バイオインプラントが吸収性である場合のみ有用であり、つまり
、成長因子を含む溶液に組織を浸漬する場合、組織へ注入した成長因子が十分に存在し、
受容者への移植後に組織の成長を促す。したがって、注入方法は、心臓弁、植皮、腱、骨
及び靱帯の修復組織等の多孔質ではないバイオインプラント装置は、有効とは考えられな
い。別の制限は、拡散による成長因子の放出である。拡散は、ある場合には放出の有用な
方法であり得るが、他の状況では、拡散は放出の初速度が高すぎて放出の後期の速度が低
すぎる結果になり得る。それ故、拡散放出の１つの欠点は、過剰な成長因子が初めからバ
イオインプラントに注入されていなければ、有効な放出期間は所望より短いと思われるこ
とである。しかし、これは必ずしも実現可能又は実行可能でさえないであろう。さらに、
過剰な成長因子がバイオインプラントに注入できたとしても、この取り組みの範囲外で、
成長因子の局所濃度が、成長因子の毛細血管、静脈及び動脈を含む周囲の組織への拡散を
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起こす可能性があり、有害な局所又は全身性の効果をもたらすという不都合が生じると思
われる。一部の場合では、当該拡散により、新規の成長が望まれる範囲とは離れた範囲で
、新組織の成長が起こると思われる。
【０００７】
　したがって、先行技術の成長因子注入コラーゲンスポンジの制限を克服する装置が必要
である。所望の範囲に成長因子を送達できる、先行技術の成長因子注入コラーゲンスポン
ジからの放出拡散速度より遅い速度で、成長因子がバイオインプラント装置から放出され
るバイオインプラント装置が必要である。同様に、成長因子を注入した先行技術のコラー
ゲンスポンジより、成長因子の分解度が低い成長因子を伴うバイオインプラント装置が必
要である。さらに、バイオインプラントと共有結合している成長因子を伴う、バイオイン
プラント装置が必要である。同様に、当該バイオインプラント装置の製造方法が必要であ
る。これら及び他の必要性は、本発明の実施形態で説明する。
【０００８】
　さらに、補助剤を担持するバイオインプラント装置が必要である。また、所望の範囲に
補助剤を送達することができ、補助剤が、注入コラーゲンスポンジから、補助剤の拡散放
出速度よりも低い速度でバイオインプラントから放出される、バイオインプラント装置が
必要である。同様に、補助剤注入コラーゲンスポンジ中の補助剤より分解度の低い補助剤
を伴ったバイオインプラント装置が必要である。さらに、バイオインプラントと共有結合
している補助分子を伴う、バイオインプラント装置が必要である。同様に、当該バイオイ
ンプラント装置の製造方法が必要である。これら及び他の必要性は、本発明の実施形態で
説明する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　前記及び他の必要性を、化学的に殺菌した生物組織及び生物組織と共有結合している少
なくとも１種の補助剤を含むバイオインプラントを提供する、本発明の実施形態で説明す
る。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣのような水溶性カルボジイミド
を用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個
の炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する
。好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４の
アルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。
【００１０】
　前記及び他の実施形態を、さらに（ａ）生物組織を補助剤と接触させて、組み合わせ物
を作製するステップと、（ｂ）組み合わせ物を化学的殺菌剤と接触させて、バイオインプ
ラントを製造するステップとを含む、バイオインプラントの製造方法を提供する、本発明
の実施形態で説明する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性
カルボジイミドを用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、
特に１～約６個の炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在
の下で実施する。好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特
にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。
【００１１】
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を補助剤と接触させて、中間体を形成
するステップと、（ｂ）（ａ）の中間体産物を凍結させて、凍結中間体を製造するステッ
プと、（ｃ）（ｂ）の凍結中間体を凍結乾燥させて、凍結乾燥中間体を製造するステップ
と、（ｄ）凍結乾燥中間体を、カルボジイミド殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイ
オインプラントを製造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供
することによって、前記及び関連する必要性をさらに説明する。一部の実施形態では、バ
イオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを用いて化学的に殺菌する。一部
の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原子及び少なくとも１個の
極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好ましい実施形態では、浸透促
進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も具体的にはイ
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ソプロパノール等のアルコールである。
【００１２】
　本発明は、（ａ）出発組織を含む組成物を調製するステップと、（ｂ）（ａ）の組成物
を凍結させて、凍結組成物を形成するステップと、（ｃ）（ｂ）の凍結組成物を凍結乾燥
させて、凍結乾燥組成物を形成するステップと、（ｄ）（ｃ）の凍結乾燥組成物を、殺菌
剤及び補助剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを製造するステップとを
含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供して、前記及び関連する必要性をさらに
説明する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミ
ドを用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６
個の炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施す
る。好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４

のアルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。
【００１３】
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を架橋剤と接触させ、出発組織を少な
くとも部分的に架橋させて、架橋組織を製造するステップと、（ｂ）（ａ）の架橋組織を
、殺菌剤及び補助剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを製造するステッ
プとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供して、前記及びさらなる必要性を
さらに説明する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボ
ジイミドを用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１
～約６個の炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で
実施する。好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２

～Ｃ４のアルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。
【００１４】
　本発明は、（ａ）出発組織を架橋剤及び補助剤と接触させ、出発組織を少なくとも部分
的に架橋させて、架橋組織補助剤結合組織を製造するステップと、（ｂ）（ａ）の架橋組
織を、殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを製造するステップとを
含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供して、前記及び関連する必要性にさらに
取り組む。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミ
ドを用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６
個の炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施す
る。好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４

のアルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。
【００１５】
　本発明は、（ａ）出発組織を、殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、殺菌中間体を製造
するステップと、（ｂ）（ａ）の殺菌中間体を補助剤と接触させて、バイオインプラント
を製造するステップと、（ｃ）場合により、インプラントを別の殺菌ステップに供するス
テップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供して、前記及び関連する必要
性をさらに満たす。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カル
ボジイミドを用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に
１～約６個の炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下
で実施する。好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ

２～Ｃ４のアルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。一部
の実施形態では、任意選択の最終殺菌ステップ（ｃ）は、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミ
ドの存在の下で実施する。他の実施形態では、グルタルアルデヒド等の別の殺菌剤を使用
するが、一方さらなる実施形態では、殺菌ステップ（ｃ）はγ線照射又は電子ビーム照射
を用いて実施できる。
【００１６】
　一部の実施形態では、本発明は化学的に殺菌された生物組織と、少なくとも１種の補助
剤を含み、該補助剤が生物組織と共有結合しているバイオインプラントを提供する。一部
の実施形態では、化学的に殺菌された生物組織を、ＥＤＣ等のカルボジイミドを用いて、
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場合によりＣ２～Ｃ４のアルカノール、特にイソプロパノール等のアルカノールの存在の
下で殺菌する。一部の実施形態では、化学的に殺菌された生物組織は、カルボジイミドと
、場合により二官能性架橋剤の存在の下で架橋する。一部の実施形態では、生物組織は天
然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コンポジットを含む
。一部の実施形態では、（１）前記天然組織は、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜並びに
骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、
これらの組み合わせ物を含み、（２）前記天然型処理組織は、架橋組織、脱細胞化粉砕骨
片、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜若
しくは骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含み、（３）
前記非天然型処理組織は、結合組織由来の可溶化又は精製コラーゲン、哺乳動物又は魚由
来のゼラチン若しくは脱塩した骨を含み、（４）前記コンポジットは、天然組織、天然型
処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み合わせ物、例えば心膜とゼラチン、骨とゼラ
チン、精製コラーゲンとゼラチン若しくは脱塩した骨と可溶化又は精製したコラーゲンと
を含み、（５）前記複合コンポジットは、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織
若しくは天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織と、ヒドロゲル、アルギ
ネート及び／又はキトサン等の生体適合性材料とのコンポジットを含む。一部の実施形態
では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリボ核酸、多糖類、
グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。一部の実施形態では、補助剤は（
１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグリカンのいかなるメ
ンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノグリカン、成長因子
（２）デオキシリボ核酸、（３）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ等のリボ核酸、（４
）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミ
ド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシ
ン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホ
ンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウ
ロリジン、及びキシベルノール（ｘｉｂｅｒｎｏｌ）から選択される抗生物質を含む。一
部の実施形態では、補助剤は、（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミ
ノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－
β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバ
ー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（
ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又は
それ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択され
るデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ
核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイ
シン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサ
イクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニ
トロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、
メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含む。一
部の実施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラーゲ
ンがあげられる。一部の実施形態では、バイオインプラントは、縫合糸、シート、インプ
ラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの形態で
ある。
一部の実施形態では、補助剤は生物組織に結合された後、その天然活性の少なくとも一部
を維持する。一部の実施形態では、補助剤はインビボで放出されるようになされ、補助剤
はインビボでひとたび放出されると、その天然活性の少なくとも一部を有する。
【００１７】
　一部の実施形態では、本発明は、化学的に殺菌された生物組織及び少なくとも１種の補
助剤を含み、該補助剤が該生物組織と共有結合しており、（ａ）生物組織を補助剤と接触
させて、組み合わせ物を形成するステップと、（ｂ）組み合わせ物を化学的殺菌剤と接触
させて、バイオインプラントを形成するステップとを含む、バイオインプラントの製造方
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法を提供する。一部の実施形態では、殺菌剤はＥＤＣ等のカルボジイミドであり、場合に
よりＣ２～Ｃ４のアルカノール、特にイソプロパノール等のアルカノールが存在する。一
部の実施形態では、生物組織としては天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コ
ンポジット又は複合コンポジットがあげられる。一部の実施形態では、（１）前記天然組
織は、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜を含み、前記天然組織は、骨、腱、靱帯、真皮、
筋膜、心膜並びに骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み
合わせ物を含む、これらの組み合わせ物を含み、（２）前記天然型処理組織は、架橋組織
、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、
腱、靱帯、筋膜若しくは骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ
物を含み、（３）前記非天然型処理組織は、結合組織由来の可溶化又は精製コラーゲン、
哺乳動物又は魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨を含み、（４）前記コンポジットは、
天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み合わせ物、例えば心膜とゼ
ラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若しくは脱塩した骨と可溶化又は精製
したコラーゲンとを含み、（５）前記複合コンポジットは、天然組織、天然型処理組織、
非天然型処理組織若しくは天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織と、ヒ
ドロゲル、アルギネート及び／又はキトサン等の生体適合性材料とのコンポジットを含む
。一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。一部の実施形態
では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノグリカン、（
２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β
）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー、（ｂ）血小
板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）インスリン
様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそれ以上のタン
パク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択されるデオキシリボ
核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ核酸、又は（５
）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含む。一部の実施形態で
は、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノグリカン、（２
）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）
等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー、（ｂ）血小板
由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）インスリン様
成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそれ以上のタンパ
ク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択されるデオキシリボ核
酸、（３）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類
、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリ
ン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフ
ラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナ
ミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質である。一部の実
施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラーゲンがあ
げられる。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、インプラント可
能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの形態に成形又は
形成するステップを含む。一部の実施形態では、本発明は、本明細書に記載のように、生
物組織を殺菌剤の存在下で補助分子と接触させるステップを含む方法により製造されるバ
イオインプラントを提供する。一部の実施形態では、補助剤は生物組織に結合された後、
その天然活性の少なくとも一部を維持する。一部の実施形態では、補助剤はインビボで放
出されるようになされ、補助剤はインビボでひとたび放出されると、その天然活性の少な
くとも一部を有する。
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【００１８】
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を補助剤と接触させて、中間体を形成
するステップと、（ｂ）（ａ）の中間体産物を凍結させて、凍結中間体を製造するステッ
プと、（ｃ）（ｂ）の凍結中間体を凍結乾燥させて、凍結乾燥中間体を製造するステップ
と、（ｄ）凍結乾燥中間体を、カルボジイミド殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイ
オインプラントを製造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供
する。一部の実施形態では、殺菌剤はＥＤＣ等のカルボジイミドであり、場合によりＣ２

～Ｃ４のアルカノール、特にイソプロパノール等のアルカノールが存在する。一部の実施
形態では、出発組織は天然組織、天然型処理組織又は複合組織である。一部の実施形態で
は、出発組織は、（１）骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜並びに骨－腱組み合わせ物及び
骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、これらの組み合わせ物を
含む、天然組織、（２）前記天然型処理組織は、架橋組織、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化
コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜若しくは骨－靱
帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含み、又は（３）天然組織
、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み合わせ物、例えば心膜とゼラチン、
骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若しくは脱塩した骨と可溶化又は精製したコラ
ーゲンとを含む、コンポジットである。一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低
分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）
又は抗生物質である。一部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグ
リカン又はグリコサミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７
、形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミ
リーのいかなるメンバー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成
長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（
ＣＤＧＦ）等の１又はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセン
スＤＮＡから選択されるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又は
ミクロＲＮＡ等のリボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェ
ニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチ
ド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジア
ミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホク
トール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等
の抗生物質を含む。一部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリ
カン又はグリコサミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、
形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリ
ーのいかなるメンバー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長
因子（ＦＧＦ）、（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（Ｃ
ＤＧＦ）等の１又はそれ以上のタンパク質、（３）１又はそれ以上の、アミノグリコシド
、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、
ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２
，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン
、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベ
ルノール等の抗生物質である。一部の実施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精
製コラーゲン又は可溶化コラーゲンがあげられる。一部の実施形態では、本方法は、生物
組織を縫合糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプ
ラント可能なペーストの形態に成形又は形成するステップを含む。一部の実施形態では、
本発明は、上記方法により作製されるバイオインプラントを提供する。一部の実施形態で
は、補助剤は生物組織に結合された後、その天然活性の少なくとも一部を維持する。一部
の実施形態では、補助剤はインビボで放出されるようになされ、補助剤はインビボでひと
たび放出されると、その天然活性の少なくとも一部を有する。
【００１９】
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を含む組成物を調製するステップと、
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（ｂ）（ａ）の組成物を凍結させて、凍結組成物を形成するステップと、（ｃ）（ｂ）の
凍結組成物を凍結乾燥させて、凍結乾燥組成物を形成するステップと、（ｄ）（ｃ）の凍
結乾燥組成物を、殺菌剤及び補助剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを
製造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施
形態では、殺菌剤はＥＤＣ等のカルボジイミドであり、場合によりＣ２～Ｃ４のアルカノ
ール、特にイソプロパノール等のアルカノールが存在する。一部の実施形態では、出発組
織は天然型処理組織又は複合コンポジットである。一部の実施形態では、出発組織は（１
）架橋組織、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱
脂した骨、腱、靱帯、筋膜若しくは骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織
組み合わせ物を含む、天然型処理組織若しくは（２）天然組織、天然型処理組織、非天然
型処理組織若しくは天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織と、ヒドロゲ
ル、アルギネート及び／又はキトサン等の生体適合性材料とのコンポジットを含む複合コ
ンポジットである。一部の実施形態では、補助剤はタンパク質、低分子ペプチド、リボ核
酸、デオキシリボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。
一部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミ
ノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－
β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバ
ー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（
ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又は
それ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択され
るデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ
核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイ
シン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサ
イクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニ
トロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、
メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含む。一
部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノ
グリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β
（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー
、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ
）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそ
れ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択される
デオキシリボ核酸、（３）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、ア
ンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、
テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジ
ン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキ
セジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質で
ある。一部の実施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化
コラーゲンがあげられる。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。一部の実施形態では、本発明は、本明細
書記載の方法により作製されるバイオインプラントを提供する。一部の実施形態では、補
助剤は生物組織に結合された後、その天然活性の少なくとも一部を維持する。一部の実施
形態では、補助剤はインビボで放出されるようになされ、補助剤はインビボでひとたび放
出されると、その天然活性の少なくとも一部を有する。
【００２０】
　一部の実施形態では、本発明は（ａ）出発組織を架橋剤と接触させ、出発組織を少なく
とも部分的に架橋させて、架橋組織を製造するステップと、（ｂ）（ａ）の架橋組織を、
殺菌剤及び補助剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを製造するステップ
とを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施形態では、殺菌剤
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はＥＤＣ等のカルボジイミドであり、場合によりＣ２～Ｃ４のアルカノール、特にイソプ
ロパノール等のアルカノールが存在する。一部の実施形態では、出発組織は、天然組織又
は天然型処理組織である。一部の実施形態では、出発組織は（１）骨、腱、靱帯、真皮、
筋膜、心膜又は骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合
わせ物を含むそれらの組み合わせ物を含む天然組織、（２）架橋組織、脱細胞化粉砕骨片
、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜若し
くは骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、天然型処
理組織である。一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸
、デオキシリボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。一
部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノ
グリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β
（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー
、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ
）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそ
れ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択される
デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ核
酸、又は（５）１又はそれ以上のアミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン
類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイク
リン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロ
フラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテ
ナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含む。一部の
実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノグリ
カン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β（Ｔ
ＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー、（
ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）イ
ンスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそれ以
上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択されるデオ
キシリボ核酸、（４）１又はそれ以上のアミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質である。
一部の実施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラー
ゲンがあげられる。一部の実施形態では、本発明の方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。一部の実施形態では、本発明は、本明細
書記載の方法により作製されるバイオインプラントを提供する。一部の実施形態では、補
助剤は生物組織に結合された後、その天然活性の少なくとも一部を維持する。一部の実施
形態では、補助剤はインビボで放出されるようになされ、補助剤はインビボでひとたび放
出されると、その天然活性の少なくとも一部を有する。
【００２１】
　一部の実施形態では、本発明は（ａ）出発組織を架橋剤及び補助剤と接触させ、出発組
織を少なくとも部分的に架橋させて、架橋組織補助剤結合組織を製造するステップと、（
ｂ）（ａ）の架橋組織を、殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを製
造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施形
態では、殺菌剤はＥＤＣ等のカルボジイミドであり、場合によりＣ２～Ｃ４のアルカノー
ル、特にイソプロパノール等のアルカノールが存在する。一部の実施形態では、出発組織
は非天然型処理組織である。一部の実施形態では、出発組織は結合組織由来の可溶化又は
精製コラーゲン、哺乳動物又は魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨を含む、非天然型処
理組織である。一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸
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、デオキシリボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。一
部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノ
グリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β
（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー
、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ
）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそ
れ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択される
デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ核
酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシ
ン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイ
クリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニト
ロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メ
テナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含む。一部
の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノグ
リカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β（
ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー、
（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）
インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそれ
以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択されるデ
オキシリボ核酸、（４）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アン
サマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テ
トラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン
類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセ
ジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質であ
る。一部の実施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コ
ラーゲンがあげられる。一部の実施形態では、本発明の方法は、生物組織を縫合糸、シー
ト、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペース
トの形態に成形又は形成するステップを含む。一部の実施形態では、本発明は、本明細書
記載の方法により作製されるバイオインプラントをさらに提供する。一部の実施形態では
、補助剤は生物組織に結合された後、その天然活性の少なくとも一部を維持する。一部の
実施形態では、補助剤はインビボで放出されるようになされ、補助剤はインビボでひとた
び放出されると、その天然活性の少なくとも一部を有する。
【００２２】
　一部の実施形態では、本発明は（ａ）出発組織を、殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて
、殺菌中間体を製造するステップと、（ｂ）（ａ）の殺菌中間体を補助剤及び結合剤と接
触させて、インプラントを作製するステップと、（ｃ）場合により、インプラントを別の
殺菌ステップに供するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供し、
それにより殺菌バイオインプラントを作製する。一部の実施形態では、殺菌剤はＥＤＣ等
のカルボジイミドであり、場合によりＣ２～Ｃ４のアルカノール、特にイソプロパノール
等のアルカノールが存在する。一部の実施形態では、出発組織は非天然型処理組織である
。一部の実施形態では、出発組織は、（１）骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜、及び骨－
腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、これ
らの組み合わせ物等の天然組織、（２）結合組織由来の可溶化又は精製コラーゲン、哺乳
動物又は魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨等の非天然型処理組織若しくは（３）心膜
とゼラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若しくは脱塩した骨と可溶化又は
精製したコラーゲン等の天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み合
わせ物である。一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸
、デオキシリボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。一
部の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノ
グリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β
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（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー
、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ
）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそ
れ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択される
デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ核
酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシ
ン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイ
クリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニト
ロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メ
テナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含む。一部
の実施形態では、補助剤は（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサミノグ
リカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β（
ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメンバー、
（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）
インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそれ
以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択されるデ
オキシリボ核酸、（４）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アン
サマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テ
トラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン
類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセ
ジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質であ
る。一部の実施形態では、生物組織としては、コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コ
ラーゲンがあげられる。一部の実施形態では、本発明の方法は、生物組織を縫合糸、シー
ト、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペース
トの形態に成形又は形成するステップを含む。一部の実施形態では、本発明は、本発明の
方法により作製されるバイオインプラントを提供する。一部の実施形態では、補助剤は生
物組織に結合された後、その天然活性の少なくとも一部を維持する。一部の実施形態では
、補助剤はインビボで放出されるようになされ、補助剤はインビボでひとたび放出される
と、その天然活性の少なくとも一部を有する。
【００２３】
　本発明の他の利点は、当業者であれば、以下の記述及び特許請求の範囲を考慮すれば明
らかになるであろう。
参照による組込み
　本明細書中で言及される全ての出版物及び特許出願は、個々の出版物又は特許出願が具
体的かつ個別に参照により組み込まれることが示されているのと同様に、参照により本明
細書に組み込まれる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２４】
　本発明は、バイオインプラント及びそれらのバイオインプラントの製造方法を提供する
。一般的に言えば、バイオインプラントとしては、殺菌し、好ましくは化学的に殺菌し、
共有結合（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　ａｔｔａｃｈｅｄ，ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）している
補助剤分子を有する生物組織があげられる。当該バイオインプラントには、創傷治癒の改
善、組織のリモデリング、組織成長及び組織再生等の先行技術の生物組織を超える明らか
な利点がある。さらに、補助剤が生物組織と結合しているため、一部の実施形態では、補
助剤は、補助剤が生物組織に単に注入されている同様の生物組織からの拡散速度より、全
般に低い速度で放出される。これは、成長因子及び非常に低濃度で活性があるが長期にわ
たり有利に送達される他の補助剤に特に有利である。これは、単に注入された場合、比較
的分子量が低く、組織外で相対的に早く拡散する低分子にとってもまた有利である。低分
子が生物組織に共有結合すると、より遅く、より規則的に補助剤を放出することができ、
その結果長期にわたり補助剤の有効な局所活性を提供できる。一部の実施形態では、生物
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組織に共有結合している場合、補助剤分子は天然活性を維持し、一部の実施形態では、生
物組織から放出された場合、補助剤分子は天然活性を回復する。本発明のバイオインプラ
ントの他の利点は、当業者であれば本明細書の開示を考慮すれば明らかになるであろう。
【００２５】
　本明細書中で使用する場合、「バイオインプラント」という用語は、移植しやすいよう
に１つ又は複数のステップに供与された生物組織を含む装置をいう。一般にバイオインプ
ラントは、少なくとも１種の補助剤と結合し、化学的に殺菌されたバイオインプラントで
ある。特定の実施形態では、バイオインプラントは、１－エチル－３－（３－ジメチルア
ミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）等の水溶性のカルボジイミドを用いて化
学的に殺菌する。一部の実施形態では、生物組織は、ジアミン又は他の二官能性の架橋剤
等の適当な架橋剤を用いて、場合によりカップリング剤及び／又はカップリング促進剤の
存在下で架橋する。カルボジイミドが仲介する架橋は、米国特許第５，７３３，３３９号
及び米国特許公開番号第２００４２５３２９１号に詳細に記載され、これら各々の全体を
参照により本明細書に組み込む。一部の特定の実施形態では、本発明は、グルタルアルデ
ヒド、特にグルタルアルデヒドの溶液又は蒸気を用いて処理された生物組織を含むバイオ
インプラントは明らかに除外する。
【００２６】
　本発明のバイオインプラントとしては、殺菌、特に化学的に殺菌した生物組織があげら
れる。具体的には、本発明は、生物組織中の細菌及び／又は胞子の数を、少なくとも３ｌ
ｏｇ、特に少なくとも約４ｌｏｇ、より特には少なくとも５ｌｏｇ、及び特別には約６ｌ
ｏｇに減少できる化学物質を用いて殺菌された生物組織を含むバイオインプラントを提供
する。例示的殺菌剤には、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイ
ミド塩酸塩（ＥＤＣ）等のカルボジイミドがあげられる。殺菌剤としてのＥＤＣの使用は
、例えば米国特許第５，９１１，９５１号に詳細に記載されており、この全体を本明細書
中に参照により組み込む。一部の特定の実施形態では、本発明は、γ線を用いて殺菌され
たバイオインプラントを、明確に除外する。他の特定の実施形態では、本発明は、γ線の
みを用いて殺菌された組織を除外する。
【００２７】
　本発明のバイオインプラントは、少なくとも１種の「補助分子」（本明細書中では単に
「補助剤」とも称する）と共有結合している。補助分子は、組織の治癒、リモデリング、
成長又は再生を、受容者の体内で促進する非内在性分子である。補助分子は、この組織の
治癒、リモデリング、成長又は再生の活性を、結合状態で（つまり、バイオインプラント
に結合したままで）、又はバイオインプラントの周辺の環境へ放出して発揮する。補助分
子は、非内在性（バイオインプラントの受容者の体外にあるという意味）であり、結合さ
れた場合、バイオインプラントの一部となる。したがって、補助分子は、成長因子及び移
植時にバイオインプラントの受容者の体内にあり、単なる偶然で、バイオインプラントの
移植の時又はその後に初めてバイオインプラントに共有結合する、他の分子は明確に排除
する。しかし補助分子は、受容者の体外で生物組織に結合される前に、単離、精製又はそ
れらの濃度、純度、活性又はこれらの組み合わせを増強するために処理された、対象とな
る受容者の体内由来の分子を明確に含む。
【００２８】
　本明細書中で使用する場合、「結合した（ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）」又は「結合した（
ａｔｔａｃｈｅｄ）」という用語及びそれらの様々な言語形式は、補助剤が生物組織に、
直接又は間接的のどちらかで共有結合しているという意味である。補助剤と生物組織との
直接共有結合は、生物組織の側鎖と、補助剤の側鎖との間に形成される共有結合である。
間接共有結合は中間体である「リンカー」を介して形成される。リンカーは、生物組織と
補助剤の両方の側鎖と共有結合を形成できる、多官能性（例えば二官能性）分子の残基の
部分である。したがって、生物組織と補助剤との間接共有結合は、補助剤の側鎖と結合部
分の反応基との第１の共有結合及び結合部分と生物組織の側鎖との第２の共有結合を含む
。適当な共有結合は、アミド、エステル、エーテル、尿素、カルバミン酸塩、炭酸塩、無
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水物及び他の共有結合として形成される。特に適当な共有結合は、アミドである。アミド
は、補助剤の酸性基と、タンパク質のアミン又は生物組織のグリコサミンとの間に若しく
は補助剤のアミンと、生物組織におけるタンパク質の酸性基との間に直接形成できる。ア
ミド結合を含む間接的共有結合は、例えば二価酸のリンカー、アミノ酸のリンカー又はジ
アミンのリンカーを介して、結合剤を使用して形成できる。
【００２９】
　一部の実施形態では、補助剤は、以下により詳細に記載のように、タンパク質、低分子
ペプチド、リボ核酸（ＲＮＡ）、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、多糖類、プロテオグリカ
ン、ヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ケラチン硫酸、デルマタン硫酸、ヘパリン又は
ヘパラン硫酸等のグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）若しくは抗生物質である。当該補助剤
の供給源は、生物組織（特にタンパク質、低分子ペプチド、ＲＮＡ及びＤＮＡの場合）、
細胞培養物（特に組換えタンパク質、低分子ペプチド、ＲＮＡ、ＤＮＡ及び抗生物質の場
合）又は合成の供給源（特に特定の抗生物質及び低分子ＲＮＡ、ＤＮＡ及びペプチドの場
合）であり得る。補助剤は、バイオインプラントに結合している間（結合状態）、バイオ
インプラントから放出された後、又は両方で、組織の治癒、リモデリング、成長又は再生
を促進する。
【００３０】
　本発明の一部の実施形態では、バイオインプラントとしては、タンパク質、特に成長因
子又はプロテオグリカンである補助剤があげられる。言及できる適当な成長因子は、ＢＭ
Ｐ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－７及びＢＭＰ－１３などを含む、形質転換成長因子（ＴＧ
Ｆ）スーパーファミリーの全てのメンバーを含む。他の適当なタンパク質としては、ヒア
ルロン酸、コンドロイチン硫酸、ケラチン硫酸、デルマタン硫酸、ヘパリン又はヘパラン
硫酸等のグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）を伴うプロテオグリカンを含むプロテオグリカ
ンがあげられる。
【００３１】
　一部の実施形態では、補助分子は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）
若しくはＤＮＡ又はＲＮＡの模倣体である。デオキシリボ核酸は、細菌又はウィルスの遺
伝子等の１又はそれ以上の遺伝子に結合でき、これらをサイレンシング及び／又は制御で
きる、遺伝子及び遺伝子断片並びにアンチセンス分子を含む。リボ核酸は、細菌又はウィ
ルスの遺伝子等の遺伝子をサイレンシングできる、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）及び
ミクロＲＮＡ並びに構造的に改変されたｓｉＲＮＡ及びミクロＲＮＡの変形を含む。ＲＮ
Ａ及びＤＮＡは、細菌を侵し、静菌性の遺伝子産物又は細菌又はウィルスにとって致死的
な遺伝子産物を発現できる１又はそれ以上のプラスミドを、さらに含む。ＤＮＡ及びＲＮ
Ａは、細菌内又はウィルス、同時形質移入細菌若しくは他の病原微生物内で、１又はそれ
以上の遺伝子をサイレンシング及び／又は制御するｓｉＲＮＡ又はミクロＲＮＡを発現で
きるプラスミドをさらに含む。特定の実施形態では、ＤＮＡ及びＲＮＡ補助剤は、ＤＮＡ
又はＲＮＡと、バイオインプラントとの結合が、例えばＤＮＡ又はＲＮＡと、生物組織と
の、１つ又は複数の共有結合が加水分解により破壊された後、インビボで活性になる。一
部の実施形態では、ＤＮＡ又はＲＮＡは、生物組織と結合している間活性がある。
【００３２】
　一部の実施形態では、補助分子は抗生物質である。補助剤は生物組織に共有結合するの
で、例えば加水分解による共有結合の切断によってのみ、補助剤は環境に放出される。こ
れにより、同様の量の遊離の抗生物質又は組織に注入された抗生物質の拡散性放出速度よ
り場合によっては遅い速度で、抗生物質の放出が提供される。適当な抗生物質補助剤とし
ては、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコ
サミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピ
ロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、ス
ルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、
タウロリジン及びキシベルノールがあげられる。抗生物質は、受容者の体内への移植後、
バイオインプラントに近接する細菌の成長に干渉することにより、組織の治癒、リモデリ
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ング、成長又は再生に関するそれらの活性を発揮する。具体的には、抗生物質は、バイオ
インプラントに近接する細菌に関して、殺菌効果又は静菌効果を発揮することにより、組
織の治癒、リモデリング、成長又は再生に関するそれらの活性を発揮する。当該抗生物質
の一部は、バイオインプラントに結合している間、殺菌性又は静菌性である。他の当該抗
生物質は、抗生物質とバイオインプラントとの１又はそれ以上のアミド、エステル、尿素
又は無水の結合を、例えば加水分解することにより、抗生物質と組織との結合が破壊した
後に、殺菌状態又は静菌状態に活性化される。抗生物質を生物組織に結合させて、バイオ
インプラントとして使用するいくつかの利点は、抗生物質の全身濃度が低いにもかかわら
ず、局所濃度を高くでき、したがって、抗生物質の抗菌効果を局在させて、全身毒性を低
減できる；生物組織から抗生物質を緩慢に放出することにより、長期にわたって抗菌活性
を維持する；非病原性の共生細菌、特に腸内細菌に関する有害効果を低減できる；細菌に
おける抗生物質耐性の誘導を大いに低減できる；ということである。
【００３３】
　生物組織
　本発明は、１又はそれ以上の補助分子が結合した、殺菌生物組織を含むバイオインプラ
ントを提供する。適当な生物組織は、損傷又は除去した宿主の組織を修復又は交換する若
しくは宿主の組織の治癒、リモデリング、成長又は再生を促進するために、宿主の体内に
移植しやすい組織である。一部の実施形態では、生物組織は天然組織、天然型処理組織、
非天然型処理組織、コンポジット又は複合コンポジットである。組織は、起源が自己生成
、同種又は異種であってよい。「天然組織」という用語は、インプラントの調製源の組織
（「出発組織」）が、補助剤への結合前に処理されていないことを意味する。具体的には
、「天然組織」は、補助剤への結合前に脱脂、脱細胞化又は架橋されていない。適当な天
然組織としては、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜並びに骨－腱組み合わせ物及び骨－靱
帯－骨組み合わせ物を含む、骨結合組織組み合わせ物等のこれらの組み合わせ物があげら
れる。「天然型処理組織」という用語は、出発組織が１つ又は複数の処理ステップ、例え
ば組織に補助剤が結合する前に、脱細胞化、脱脂又は架橋に供されたが、それにもかかわ
らず実質的に天然組織と同じ形態を維持することを意味する。適当な天然型処理組織とし
ては、架橋組織、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又
は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜及び、骨結合組織組み合わせ物、例えば骨－腱又は骨－靱
帯－骨組み合わせ物等のこれらの組み合わせ物があげられる。「非天然型処理組織」とい
う用語は、組織がもはや天然型でないような方法、例えば可溶化、再構築又は天然型から
その型を変化させるいくつかの他の方法を介して、処理された組織を意味する。非天然型
の適当な処理組織としては、結合組織由来の可溶化又は精製コラーゲン、哺乳動物又は魚
由来のゼラチン若しくは脱塩した骨があげられる。「コンポジット」は、天然組織、天然
型処理組織及び非天然型処理組織の群の２以上のメンバーの組み合わせ物である。適当な
コンポジットとしては、心膜とゼラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若し
くは脱塩した骨と可溶化又は精製したコラーゲン等の天然組織、天然型処理組織及び／又
は非天然型処理組織との組み合わせ物があげられる。「複合コンポジット」は、天然組織
、天然型処理組織及び非天然型処理組織の１種又は複数と、合成又は非哺乳動物（例えば
、甲殻類又は植物由来）の生体適合性材料等の生体適合性材料のコンポジットとの組み合
わせ物である。適当な複合コンポジットとしては、天然組織、天然型処理組織、非天然型
処理組織若しくは天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織と、ヒドロゲル
、アルギネート及び／又はキトサン等の生体適合性材料とのコンポジットがあげられる。
【００３４】
　組織は、トリプシン又はドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）を用いた処理等の当分野で
認められている方法により、脱細胞化してよい。Ｒｉｅｄｅｒらの「ブタの心臓弁の脱細
胞化プロトコルは、細胞除去の効果及びヒト血管細胞の再細胞化に対する基質の感受性で
、大いに異なる（Decellularization protocols of porcine heart valves differ impor
tantly in efficiency of cell removal and susceptibility of the matrix to recellu
larization with human vascular cells）」 J.Thorac.Cardiovasc.Surg.,127,399-405(2
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004)；Ｋａｓｉｍｉｒらの「ブタ心臓弁脱細胞化手順の違いの比較(Comparison of diffe
rent decellularization procedures of porcine heart valves)」、Int.J.Artif.Organs
,26(5),421-427(2003)。一部の実施形態では、ＳＤＳ処理は、いくつかの細胞を足場上に
残す可能性がある。Ｒｅｉｄｅｒら２００３。一部の実施形態では、架橋及び／又は殺菌
により当該残存構造が中和されると期待されるので、当該残存細胞又は細胞断片は、有害
ではないであろう。いずれにしても、トリプシン及び／又はＳＤＳを用いた処理は、適当
な出発物質を作製できないはずであり、脱細胞化は別の公知の脱細胞化法、例えばｔｅｒ
ｔ－オクチルフェニルポリオキシエチレンと、デオキシコール酸ナトリウムとの併用（Ri
eder et al.,2003）若しくはトリトンＸ－１００等の非イオン性界面活性剤など（Kasimi
r,2003）を用いた処理が有効であると思われる。他の脱細胞化法を用いることもでき、当
業者であれば当該方法も本発明の範囲内であることを認識するであろう。
【００３５】
　固形の骨及び骨片等の骨組織は、当分野で認められた方法により脱塩化できる。当該脱
塩化は、上記のような脱細胞化と共に、又は脱細胞化とは独立してできる。当該脱塩化は
、部分的又は完全であり得る。部分的脱塩化は多くの場合、皮質骨移植片を改変し、それ
らの骨誘導性を増強するために使用する。Ｄａｎｉｌｃｈｅｎｋｏら「酸性脱塩化におけ
る骨アパタイトのＸ線回折研究（X-ray diffraction studies of bone apatite under ac
id demineralization）」、Cryst.Res.Technol.,39(1),71-77(2004)。骨組織は、酢酸等
の弱酸を用いて処理することによってもまた脱塩化できる。脱塩化により、骨の無機成分
（炭酸カルシウムなど）が除去され、脱塩化した骨の基質に骨誘導物質が無傷で残る。Ｌ
ａｕｒｅｎｃｉｎ「骨移植片代用材料（Bone Graft Substitute Materials）」、eMedici
ne（オンラインでの利用のみ）、http://www.emedicine.com/orthop/topic611.htm，アッ
プデート２００５年３月１５日。脱塩化された骨の基質が、インビボで新しい骨の形成を
誘導することが観察された。Ｓａｌｉｈら「軟組織及び骨環境で脱塩化骨基質により誘導
される、インビボにおける新しい骨の形成に応じた、骨リンタンパク質のリン酸化範囲の
自然変動（Natural variation in the extent of phosphorylation of bone phosphoprot
eins as a function of in vivo new bone formation induced by demineralized bone m
atrix in soft tissue and bony environments)」、Biochemical Journal,364,465-474(2
002),accessed at http://www.biochemj.org/364/0465/bj3640465.htm。したがって、全
骨又は骨片等の骨組織は、０．０５～０．５Ｍ　ＨＣｌ又は他の無機酸等の弱酸溶液の存
在下で若しくは酢酸等の弱酸の存在下で脱塩化できる。得られた部分的脱塩化骨又は完全
に脱塩化した骨の基質（ＤＢＭ）を、以下により詳細に記載のように、その後補助分子に
結合し、殺菌し、場合により架橋できる。
【００３６】
　バイオインプラント
　本発明は、化学的に殺菌した生物組織と少なくとも１種の補助剤とを含み、補助剤が生
物組織に共有結合しているバイオインプラントを提供する。一部の実施形態では、バイオ
インプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを用いて化学的に殺菌する。一部の実
施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原子及び少なくとも１個の極性
基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好ましい実施形態では、浸透促進剤
は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も具体的にはイソプ
ロパノール等のアルコールである。これに関連する他のアルコールとしては、メタノール
、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｉ―ブタノール、ｔ－ブタノール、
及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノール、シクロプロパノール、
シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキサノールがあげられる。一部の実
施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイミドを用いて、場合により二官能
性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）又は
Ｎ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）など）の存在下でさらに
架橋する。
【００３７】
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　バイオインプラントに使用する生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理
組織、コンポジット又は複合コンポジットを含み得る。好ましい実施形態では、生物組織
は、天然組織、非天然型処理組織、又はコンポジットである。特定の実施形態では、生物
組織は、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜又は骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み
合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、これらの組み合わせ物を含む天然組織であ
る。他の実施形態では、生物組織は、架橋した組織、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化コラー
ゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜、並びに骨－靱帯－骨
又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、天然型処理組織である。他
の実施形態では、生物組織は、結合組織由来の可溶化又は精製コラーゲン、哺乳動物又は
魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨を含む、非天然型処理組織である。さらなる実施形
態では、前記組織としては、心膜とゼラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン
若しくは脱塩した骨と可溶化又は精製したコラーゲン等の天然組織、天然型処理組織及び
／又は非天然型処理組織の組み合わせ物を含む、混合材料があげられる。さらなる実施形
態では、生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織若しくは天然組織、
天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織のコンポジットと、ヒドロゲル、アルギネー
ト及び／又はキトサン等の生体適合性材料とを含む複雑な複合組織である。好ましい実施
形態では、本発明は、生物組織がコラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラーゲンを含
む、バイオインプラントを提供する。
【００３８】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又
は抗生物質である。特定の実施形態では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）
スーパーファミリー及びプロテオグリカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上
のプロテオグリカン、グリコサミノグリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）
低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニ
コール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド
抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミ
ノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクト
ール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから
選択される抗生物質を含む。特定の実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以
上のプロテオグリカン又はグリコサミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４
及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）
スーパーファミリーのいかなるメンバー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ
）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨
由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片
及びアンチセンスＤＮＡから選択されるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓ
ｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコ
シド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライ
ド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン
、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スル
ホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキ
シベルノール等の抗生物質を含むバイオインプラントを提供する。特に好ましい実施形態
では、バイオインプラントは、縫合糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可
能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの形態である。
【００３９】
　本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性の
少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイン
ビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態で
は、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。本明細書中で使用する場合
、「少なくとも一部」という用語は、少なくとも約５％を意味する。したがって、本発明
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の実施形態では、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織に
、又はインビボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの場
合にも、結合した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少なく
とも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０
％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～１０
０％、約１０％～９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。本明細
書中で使用する場合「天然活性」という用語は、生物組織に結合される前から補助剤が所
有する活性を意味する。一般に、天然活性はインビボ状態又はインビボ状態を模倣するよ
うに設計されたインビトロ状態で試験する。
【００４０】
　一般的方法
　一部の実施形態では、本発明は（ａ）生物組織を補助剤と接触させて、組み合わせ物を
形成するステップと、（ｂ）組み合わせ物を化学的殺菌剤と接触させて、バイオインプラ
ントを形成するステップとを含むバイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施
形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを用いて化学的に殺
菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原子及び少な
くとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好ましい実施形態
では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も
具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。これに関連した他のアルコールとし
ては、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｉ―ブタノール、
ｔ－ブタノール及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノール、シクロ
プロパノール、シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキサノールがあげら
れる。一部の実施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイミドを用いて、場
合により二官能性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
（ＮＨＳ）又はＮ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）など）の
存在下でさらに架橋する。
【００４１】
　生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コ
ンポジットを含み得る。特定の実施形態では、生物組織は、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、
心膜又は骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物
を含む、これらの組み合わせ物を含む天然組織である。他の実施形態では、生物組織は、
架橋した組織、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は
脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜、並びに骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組
織組み合わせ物を含む、天然型処理組織である。他の実施形態では、生物組織は、結合組
織由来の可溶化又は精製コラーゲン、哺乳動物又は魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨
を含む、非天然型処理組織である。さらなる実施形態では、前記組織としては、心膜とゼ
ラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若しくは脱塩した骨と可溶化又は精製
したコラーゲン等の天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み合わせ
物を含む、混合材料があげられる。さらなる実施形態では、生物組織は、天然組織、天然
型処理組織、非天然型処理組織若しくは天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処
理組織のコンポジットと、ヒドロゲル、アルギネート及び／又はキトサン等の生体適合性
材料とを含む複雑な複合組織である。好ましい実施形態では、生物組織としては、コラー
ゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラーゲンがあげられる。
【００４２】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。特定の実施形態
では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグ
リカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノ
グリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ
等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
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クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから選択される抗生物質を含む。特定の
実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサ
ミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメン
バー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、
（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又
はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択さ
れるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリ
ボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含むバ
イオインプラントを提供する。特に好ましい実施形態では、バイオインプラントは、縫合
糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能
なペーストの形態である。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。さらに本発明は、生物組織を殺菌剤の存
在下で補助分子と接触させるステップを含む方法により製造したバイオインプラントを含
む。
【００４３】
　本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性の
少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイン
ビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態で
は、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。この方法の一部の実施形態
では、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織に、又はイン
ビボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの場合にも、結
合した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％
、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なく
とも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～約１００％、約
１０％～約９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。
【００４４】
　凍結乾燥－変形１：凍結前の補助剤添加
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を補助剤と接触させて、中間体を形成
するステップと、（ｂ）（ａ）の中間体産物を凍結させて、凍結中間体を製造するステッ
プと、（ｃ）（ｂ）の凍結中間体を凍結乾燥させて、凍結乾燥中間体を製造するステップ
と、（ｄ）凍結乾燥中間体を、カルボジイミド殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイ
オインプラントを製造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供
する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを
用いて化学的に殺菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の
炭素原子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。
好ましい実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のア
ルカノール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。これに関連した他
のアルコールとしては、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、
ｉ―ブタノール、ｔ－ブタノール及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキ
サノール、シクロプロパノール、シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキ
サノールがあげられる。一部の実施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイ
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ミドを用いて、場合により二官能性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキ
シスクシンイミド（ＮＨＳ）又はＮ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－
ＮＨＳ）など）の存在下でさらに架橋する。
【００４５】
　生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コ
ンポジットを含み得る。好ましい実施形態では、生物組織は、天然組織又はコンポジット
である。特定の実施形態では、生物組織は、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜又は骨－腱
組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、これら
の組み合わせ物を含む天然組織である。他の実施形態では、前記組織としては、心膜とゼ
ラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若しくは脱塩した骨と可溶化又は精製
したコラーゲン等の天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織の組み合わせ
物を含む、混合材料があげられる。一部の好ましい実施形態では、本発明は、生物組織が
コラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラーゲンを含む、バイオインプラントを提供す
る。
【００４６】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。特定の実施形態
では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグ
リカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノ
グリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ
等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから選択される抗生物質を含む。特定の
実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサ
ミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメン
バー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、
（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又
はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択さ
れるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリ
ボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含むバ
イオインプラントを提供する。
【００４７】
　特に好ましい実施形態では、バイオインプラントは、縫合糸、シート、インプラント可
能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの形態である。一
部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、インプラント可能な弁、イン
プラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの形態に成形又は形成するステ
ップをさらに含む。さらに本発明は、生物組織を殺菌剤の存在下で補助分子と接触させる
ステップを含む方法により製造したバイオインプラントを含む。
【００４８】
　本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性の
少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイン
ビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態で
は、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。本発明の一部の実施形態で
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は、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織に、又はインビ
ボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの場合にも、結合
した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、
少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくと
も６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～約１００％、約１
０％～約９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。
【００４９】
　凍結乾燥－変形２：補助剤及び殺菌剤の同時添加
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を含む組成物を調製するステップと、
（ｂ）（ａ）の組成物を凍結させて、凍結組成物を形成するステップと、（ｃ）（ｂ）の
凍結組成物を凍結乾燥させて、凍結乾燥組成物を形成するステップと、（ｄ）（ｃ）の凍
結乾燥組成物を、殺菌剤及び補助剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを
製造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施
形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを用いて化学的に殺
菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原子及び少な
くとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好ましい実施形態
では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も
具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。これに関連した他のアルコールとし
ては、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｉ―ブタノール、
ｔ－ブタノール及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノール、シクロ
プロパノール、シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキサノールがあげら
れる。一部の実施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイミドを用いて、場
合により二官能性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
（ＮＨＳ）又はＮ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）など）の
存在下でさらに架橋する。
【００５０】
　生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コ
ンポジットを含み得る。好ましい実施形態では、生物組織は、天然型処理組織又は複合コ
ンポジットである。一部の実施形態では、生物組織は、架橋した組織、脱細胞化粉砕骨片
、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜、並
びに骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ物を含む、天然型処
理組織である。他の実施形態では、生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処
理組織、又は天然組織、天然型処理組織及び／又は非天然型処理組織のコンポジットと、
ヒドロゲル、アルギネート及び／又はキトサン等の生体適合性材料とを含む複雑な複合組
織である。好ましい実施形態では、本発明は、生物組織がコラーゲン、精製コラーゲン又
は可溶化コラーゲンを含む、バイオインプラントを提供する。
【００５１】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。特定の実施形態
では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグ
リカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノ
グリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ
等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから選択される抗生物質を含む。特定の
実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサ
ミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメン
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バー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、
（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又
はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択さ
れるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリ
ボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含むバ
イオインプラントを提供する。特に好ましい実施形態では、バイオインプラントは、縫合
糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能
なペーストの形態である。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。さらに本発明は、生物組織を殺菌剤の存
在下で補助分子と接触させるステップを含む方法により製造したバイオインプラントを含
む。本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性
の少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイ
ンビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態
では、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。本発明の一部の実施形態
では、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織に、又はイン
ビボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの場合にも、結
合した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％
、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なく
とも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～約１００％、約
１０％～約９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。
【００５２】
　架橋した生物組織を使用する方法
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を架橋剤と接触させ、出発組織を少な
くとも部分的に架橋させて、架橋組織を製造するステップと、（ｂ）（ａ）の架橋組織を
、殺菌剤及び補助剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを製造するステッ
プとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施形態では、バイ
オインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを用いて化学的に殺菌する。一部の
実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原子及び少なくとも１個の極
性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好ましい実施形態では、浸透促進
剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も具体的にはイソ
プロパノール等のアルコールである。これに関連した他のアルコールとしては、メタノー
ル、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｉ―ブタノール、ｔ－ブタノール
及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノール、シクロプロパノール、
シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキサノールがあげられる。一部の実
施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイミドを用いて、場合により二官能
性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）又は
Ｎ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）など）の存在下でさらに
架橋する。
【００５３】
　生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コ
ンポジットを含み得る。好ましい実施形態では、生物組織としては、天然組織、又は天然
型処理組織があげられる。特定の実施形態では、生物組織は、骨、腱、靱帯、真皮、筋膜
、心膜又は骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等の骨結合組織組み合わせ
物を含む、これらの組み合わせ物を含む天然組織である。他の実施形態では、生物組織は
、架橋した組織、脱細胞化粉砕骨片、脱細胞化コラーゲン若しくは他の脱細胞化及び／又
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は脱脂した骨、腱、靱帯、筋膜、並びに骨－靱帯－骨又は骨－腱組み合わせ物等の骨結合
組織組み合わせ物を含む、天然型処理組織である。
【００５４】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。特定の実施形態
では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグ
リカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノ
グリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ
等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから選択される抗生物質を含む。特定の
実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサ
ミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメン
バー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、
（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又
はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択さ
れるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリ
ボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含むバ
イオインプラントを提供する。特に好ましい実施形態では、バイオインプラントは、縫合
糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能
なペーストの形態である。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。さらに本発明は、生物組織を殺菌剤の存
在下で補助分子と接触させるステップを含む方法により製造したバイオインプラントを含
む。
【００５５】
　本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性の
少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイン
ビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態で
は、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。本発明の一部の実施形態で
は、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織に、又はインビ
ボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの場合にも、結合
した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、
少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくと
も６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～約１００％、約１
０％～約９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。
【００５６】
　方法－架橋剤及び補助剤の同時添加
　一部の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を架橋剤及び補助剤と接触させ、出発
組織を少なくとも部分的に架橋させて、架橋組織補助剤結合組織を製造するステップと、
（ｂ）（ａ）の架橋組織を、殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて、バイオインプラントを
製造するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施
形態では、バイオインプラントは、ＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを用いて化学的に殺
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菌する。一部の実施形態では、殺菌は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原子及び少な
くとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好ましい実施形態
では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノール、最も
具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。これに関連した他のアルコールとし
ては、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｉ―ブタノール、
ｔ－ブタノール及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノール、シクロ
プロパノール、シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキサノールがあげら
れる。一部の実施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイミドを用いて、場
合により二官能性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
（ＮＨＳ）又はＮ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）など）の
存在下でさらに架橋する。
【００５７】
　生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コ
ンポジットを含み得る。一部の好ましい実施形態では、生物組織は、非天然型処理組織で
ある。一部の好ましい実施形態では、生物組織は、結合組織由来の可溶化又は精製コラー
ゲン、哺乳動物又は魚由来のゼラチン若しくは脱塩した骨を含む、非天然型処理組織であ
る。好ましい実施形態では、本発明は、生物組織がコラーゲン、精製コラーゲン又は可溶
化コラーゲンを含む、バイオインプラントを提供する。
【００５８】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。特定の実施形態
では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグ
リカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノ
グリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ
等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから選択される抗生物質を含む。特定の
実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサ
ミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメン
バー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、
（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又
はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択さ
れるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリ
ボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含むバ
イオインプラントを提供する。特に好ましい実施形態では、バイオインプラントは、縫合
糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能
なペーストの形態である。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。さらに本発明は、生物組織を殺菌剤の存
在下で補助分子と接触させるステップを含む方法により製造したバイオインプラントを含
む。
【００５９】
　本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性の
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少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイン
ビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態で
は、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。本発明の一部の実施形態で
は、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織に、又はインビ
ボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの場合にも、結合
した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、
少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくと
も６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～約１００％、約１
０％～約９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。
【００６０】
　方法－補助剤添加前の殺菌
　他の実施形態では、本発明は、（ａ）出発組織を、殺菌剤を含む殺菌溶液と接触させて
、殺菌中間体を製造するステップと、（ｂ）（ａ）の殺菌中間体を補助剤と接触させて、
バイオインプラントを製造するステップと、（ｃ）場合により、インプラントを別の殺菌
ステップに供するステップとを含む、殺菌バイオインプラントの製造方法を提供する。本
方法は、殺菌された補助剤結合バイオインプラントを作製する。一部の実施形態では、第
１の殺菌ステップ（ａ）はＥＤＣ等の水溶性カルボジイミドを含む殺菌溶液を用いて実施
する。一部の実施形態では殺菌ステップ（ａ）は、浸透促進剤、特に１～約６個の炭素原
子及び少なくとも１個の極性基を有する水溶性浸透促進剤の存在の下で実施する。好まし
い実施形態では、浸透促進剤は、Ｃ１～Ｃ６のアルカノール、特にＣ２～Ｃ４のアルカノ
ール、最も具体的にはイソプロパノール等のアルコールである。これに関連した他のアル
コールとしては、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｉ―ブ
タノール、ｔ－ブタノール及びｓ－ブタノール並びにｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノー
ル、シクロプロパノール、シクロブタノール、シクロペンタノール及びシクロヘキサノー
ルがあげられる。一部の実施形態では、化学的に殺菌した生物組織は、カルボジイミドを
用いて、場合により二官能性架橋剤及び／又はカップリング促進剤（Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ）又はＮ－ヒドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ
）など）の存在下でさらに架橋する。一部の実施形態では、任意選択の第２の殺菌（ｃ）
ステップは、殺菌ステップ（ａ）と同じ方法で実施するが、一部の実施形態では、第２の
殺菌ステップは、例えばγ線又はガス殺菌による別の方法で実施する。一部の好ましい実
施形態では、第２の殺菌は、本明細書中記載のように、カルボジイミド、特にＥＤＣ等の
水溶性カルボジイミドの存在下で実施する。
【００６１】
　生物組織は、天然組織、天然型処理組織、非天然型処理組織、コンポジット又は複合コ
ンポジットを含み得る。一部の好ましい実施形態では、生物組織としては、天然組織、非
天然型処理組織又はコンポジットがあげられる。特定の実施形態では、生物組織は、骨、
腱、靱帯、真皮、筋膜、心膜、又は骨－腱組み合わせ物及び骨－靱帯－骨組み合わせ物等
の骨結合組織組み合わせ物を含む、これらの組み合わせ物を含む天然組織である。他の実
施形態では、生物組織は、結合組織由来の可溶化又は精製コラーゲン、哺乳動物又は魚由
来のゼラチン若しくは脱塩した骨を含む、非天然型処理組織である。さらなる実施形態で
は、前記組織としては、心膜とゼラチン、骨とゼラチン、精製コラーゲンとゼラチン若し
くは脱塩した骨と可溶化又は精製したコラーゲン等の天然組織、天然型処理組織及び／又
は非天然型処理組織の組み合わせ物を含む、混合材料があげられる。好ましい実施形態で
は、本発明は、生物組織がコラーゲン、精製コラーゲン又は可溶化コラーゲンを含む、バ
イオインプラントを提供する。
【００６２】
　一部の実施形態では、補助剤は、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）又は抗生物質である。特定の実施形態
では、補助剤は、（１）形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリー及びプロテオグ
リカンのいかなるメンバーをも含む、１又はそれ以上のプロテオグリカン、グリコサミノ
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グリカン、成長因子（３）デオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ又はミクロＲＮＡ
等のリボ核酸、（３）アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラ
クタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シク
ロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、
キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニ
トロキソリン、タウロリジン及びキシベルノールから選択される抗生物質を含む。特定の
実施形態では、本発明は補助剤が（１）１又はそれ以上のプロテオグリカン又はグリコサ
ミノグリカン、（２）（ａ）ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）等の形質転換成長因子（ＴＧＦ）スーパーファミリーのいかなるメン
バー、（ｂ）血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、（ｃ）線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、
（ｄ）インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、（ｅ）軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）等の１又
はそれ以上のタンパク質、（３）遺伝子、遺伝子断片及びアンチセンスＤＮＡから選択さ
れるデオキシリボ核酸、（４）低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又はミクロＲＮＡ等のリ
ボ核酸、又は（５）１又はそれ以上の、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマ
イシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラ
サイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベリン、２，４－ジアミノピリミジン類、
ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン
、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシベルノール等の抗生物質を含むバ
イオインプラントを提供する。特に好ましい実施形態では、バイオインプラントは、縫合
糸、シート、インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能
なペーストの形態である。一部の実施形態では、本方法は、生物組織を縫合糸、シート、
インプラント可能な弁、インプラント可能なスポンジ又はインプラント可能なペーストの
形態に成形又は形成するステップをさらに含む。さらに本発明は、生物組織を殺菌剤の存
在下で補助分子と接触させるステップを含む方法により製造したバイオインプラントを含
む。本発明の好ましい実施形態では、補助剤は生物組織に結合された場合、その天然活性
の少なくとも一部を維持する。他の好ましい実施形態では、補助剤はインビボで、又はイ
ンビボ状態を模倣して設計されたインビトロ状態で、放出される。当該好ましい実施形態
では、放出された補助剤は天然活性の少なくとも一部を有する。本明細書中で使用する場
合、「少なくとも一部」という用語は、少なくとも約５％を意味する。したがって、本発
明の実施形態では、生物組織に結合した場合若しくは生物組織からインビボで周辺の組織
に、又はインビボ環境を模倣して設計されたインビトロ環境に放出された場合のいずれの
場合にも、結合した補助剤は、その天然活性の少なくとも５％、少なくとも１０％、少な
くとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５
０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、具体的には約５％～約
１００％、約１０％～約９５％、約１５％～約９０％又は約２０％～約８０％を有する。
本明細書中で使用する場合「天然活性」という用語は、生物組織に結合される前から補助
剤が所有する活性を意味する。一般に、天然活性はインビボ状態又はインビボ状態を模倣
するように設計されたインビトロ状態で試験する。
【００６３】
　補助分子
　本発明は、少なくとも１種の補助分子が、例えば生物組織のタンパク質の側鎖を介して
結合した、殺菌生物組織を含むバイオインプラントを提供する。補助分子は、生物組織の
治癒、リモデリング、成長及び／又は再生を促進する。適当な補助分子としては、タンパ
ク質、低分子ペプチド、核酸（リボ核酸、デオキシリボ核酸並びにそれらの誘導体及び模
倣体など）及び抗生物質があげられる。一部の実施形態では、補助タンパク質は、成長因
子又はプロテオグリカンである。特定の実施形態では、タンパク質は、形質転換成長因子
－β（ＴＧＦ－β）、血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、インスリン様成長因子（ＩＧＦ
）、軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）及び骨成長因子（Ｂ
ＧＦ）等の成長因子である。特定の実施形態では、本発明のバイオインプラントは、ＴＧ
Ｆ－β、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＣＤＧＦ、ＦＧＦ及びＢＧＦから選択される、表面に共有結
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合した１種、２種、３種又はそれ以上の成長因子を有する。一部の実施形態では、本発明
は、組織に１種、２種又はそれ以上の骨成長因子（ＢＭＰ）が結合したバイオインプラン
トを提供する。一部の実施形態では、成長因子は生物組織に結合した状態で活性を維持し
、及び／又は生物組織から切断されても活性を維持する。一部の実施形態では、本発明は
、軟骨形性補助剤（例えばＧＡＧ又は成長因子）等の補助分子の放出制御を提供する。一
部の実施形態では、本発明は、軟骨形性補助剤等の補助分子の放出制御を、殺菌により補
助剤の活性を実質的に損なうことなく提供する。
【００６４】
　さらなる実施形態では、本発明は、組織に結合した、少なくとも１種のグリコサミノグ
リカン（ＧＡＧ）、低分子ペプチド、遺伝子又は遺伝子断片を有するバイオインプラント
を提供する。一部の実施形態では、ＧＡＧは生物組織に結合した状態で活性を維持し、及
び／又は生物組織から切断されても活性を維持する。
【００６５】
　さらなる実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の抗生物質を有する
バイオインプラントを提供する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、アミノグ
リコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコサミド、マクロ
ライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピロシン、チュベ
リン並びに２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類、スルホンアミ
ド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジ
ン及びキシベルノール等の合成抗菌化合物から選択される少なくとも１種の抗生物質を有
する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、組織に単体又はβ－ラクタム抗生物
質、クラブラン酸等のβ－ラクタマーゼ阻害を伴ってのいずれかで共有結合している。一
部の実施形態では、抗生物質は生物組織に結合した状態で活性を維持し、及び／又は生物
組織から切断されても活性を維持する。
【００６６】
　骨成長因子（ＢＧＦ）
　骨形成（又は形態形成）成長因子（ＢＭＰ）を含む、様々な骨成長因子が特定されてい
る。
【００６７】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の骨成長
因子（ＢＧＦ）を有する殺菌組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で架橋し
、またＢＧＦにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織に共有結合し
たＢＧＦを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する。一部
の実施形態では、ＢＧＦは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態ではＢＧＦは、殺
菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こ
る。一部の好ましい実施形態では、ＢＧＦ及び生物組織を結合し、その後水溶性カルボジ
イミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロ
パノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、ＢＧ
Ｆと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形
態では、ＢＧＦは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に
配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００６８】
　骨形成成長因子（ＢＭＰ）
　骨形成タンパク質としては、骨の形成及び骨折の修復を促進する関連タンパク質のスー
パーファミリーがあげられる。ＢＭＰ－１から始まる番号がついた、多くの骨形成タンパ
ク質がある。ＢＭＰ－１以外の全てのＢＭＰは、骨髄等の造血組織で発見された癌抑制タ
ンパク質である形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）に、構造的に関連するタンパク質の
ファミリーのメンバーである。骨形成タンパク質２（ＢＭＰ－２）は、骨及び軟骨の成長
を促進するＴＧＦ－βに関連する１つのＢＭＰである。ＢＭＰ－２はヒトの骨芽細胞、ヒ
ト骨髄骨芽細胞及びＵ２－ＯＳ細胞の移動を促進することが示されている。Ｌｉｎｄら「
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骨形成タンパク質－２は、ヒト骨芽細胞、ヒト骨髄骨芽細胞及びＵ２－ＯＳ細胞の走化性
移動を促進するが、骨形成タンパク質－４及び６は、促進しない（Bone morphogenic pro
tein-2 but not bone morphogenic protein-4 and -6 stimulates chemotactic migratio
n of human osteoblasts,human marrow osteoblasts,and U2-OS cells）」、Bone,18(1),
53-57(1996)。ＣＨＯ細胞由来の組換えヒトＢＭＰ－２は、コラーゲンスポンジと組み合
わせて使用し、脊椎固定手術で脊椎円板の固定を促進し、脊椎固定手術の結果改善で高く
評価されている。Ｂｕｒｋｕｓら「組換えヒト骨形成タンパク質２型を使用した体内固定
のレントゲン評価（Radiographic Assessment of Interbody Fusion Using Recombinant 
Human Bone Morphogenetic Protein Type 2）」、Spine,28(4),372-377(2003)。ＢＭＰ－
４は骨折後のカルス形成に関与すると思われるので、骨の治癒にかかわっている。Ｈｉｔ
ｏｓｈｉ　Ｙａｏｉｔａら「ラットの大腿骨骨折の後の、骨形成タンパク質及びラットの
ディスタルレス相同遺伝子の発現(Expression of bone morphogenic proteins and rat d
istal-less homolog genes following rat femoral fracture)」、J.Bone and Mineral M
etabolism,18(2),63-70(2000)。骨形成タンパク質－１（ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ　ｐｒｏ
ｔｅｉｎ－１）（ＯＰ－１又はＢＭＰ－７）は、ヒトの腓骨欠損で脱塩化骨と同時投与し
た場合、骨の成長を促進することが示された。Ｇｅｅｓｉｎｋら「ヒトの腓骨欠損におけ
るＯＰ－１骨形成タンパク質（ＢＭＰ－７）の骨形成活性(Osteogenic activity of OP-l
 bone morphogenic protein(BMP-7)in a human fibular defect)」、J.Bone Joint Surge
ry Br.,81(4),710-718(1999)。したがって、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７は、
インビボで軟骨内の骨形成を各々誘導する。Ｒａｍｏｓｈｅｂｉら「組織工学：ＴＧＦ－
βスーパーファミリーメンバー及び骨再生における送達システム(Tissue engineering:TG
F-β superfamily members and delivery systems in bone regeneration)」、Exp.Rev.M
ol.Med.,2 September 2002,http://www.expertreviews.org/02004969h.htm。
【００６９】
　一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のＢＭＰ（例えばＢＭ
Ｐ－２、ＢＭＰ－４及び／又はＢＭＰ－７）を有する架橋組織を提供する。一部の実施形
態では、組織は内部で架橋し、またＢＭＰにも結合している。一部の実施形態では、本発
明は、生物組織に共有結合したＢＭＰを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラント
の製造方法を提供する。一部の実施形態では、ＢＭＰは殺菌の前に生物組織に結合し、他
の実施形態ではＢＭＰは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺
菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、ＢＭＰと生物組織とを結
合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりア
ルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に
好ましい実施形態では、ＢＭＰと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌
する。一部の好ましい実施形態では、ＢＭＰは、生物組織に結合している間は生物活性を
維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復
する。
【００７０】
　形質転換成長因子－β
　形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）は、ＴＧＦ－α及びＢＭＰ－２を含むタンパク質
のスーパーファミリーに属する形質転換成長因子である。ＴＧＦ－βは、骨幹細胞からの
骨芽細胞分化の定常状態速度を直接増加し、その結果骨基質内に組み込んだ骨細胞の最終
密度を増加するので、骨のリモデリングで重要な役割を果たす。Ｅｒｌｅｂａｃｈｅｒら
「骨のリモデリングにおけるＴＧＦ－βに対する骨芽細胞の反応(Osteoblastic response
s to TGF-beta during bone remodeling)」、Mol.Biol.Cell.,9(7),1903-1918(1998)。Ｔ
ＧＦ－βは、哺乳動物で３種のアイソフォーム（β１、β２及びβ３）で存在する。チャ
クマヒヒ（霊長類）で試験したＴＧＦ－βのアイソフォームは、軟骨内骨形成の強力な誘
導物質である。Ｒａｍｏｓｈｅｂｉら２００２。
【００７１】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は組織に結合した少なくとも１種の形質転換
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成長因子（ＴＧＦ）を有する殺菌組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で架
橋し、またＴＧＦにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織に共有結
合したＴＧＦを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する。
一部の実施形態では、ＴＧＦは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態ではＴＧＦは
、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステップで
起こる。一部の好ましい実施形態では、ＴＧＦと生物組織とを結合し、その後水溶性カル
ボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソ
プロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、
ＴＧＦと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実
施形態では、ＴＧＦは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主
内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００７２】
　線維芽細胞成長因子
　線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）のファミリーは、胚発生期に成長誘導効果を発揮する。
ＦＧＦは、どの細胞が中胚葉になるかの決定、とりわけ四肢の伸長、並びに他の発生過程
に関与する。哺乳動物で、９種のＦＧＦ遺伝子及び４種のＦＧＦ受容体（ＦＧＦＲ）があ
る。実在するＦＧＦ及びＦＧＦＲの数は、ＦＧＦ受容体に関する多数のスプライシング型
及びＦＧＦに関する代替の翻訳開始部位が存在するので、実際はもっと多い。ヒト塩基性
線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）の静脈内投与は、若いラット及び高齢のラットの両方で
、様々な骨格の骨の骨芽細胞増殖及び新生骨形成を促進する。Ｍａｙａｈａｒａ　Ｈら「
塩基性線維芽細胞成長因子による、ラットの骨内膜骨形成のインビボ促進(In vivo stimu
lation of endosteal bone formation by basic fibroblast growth factor in rats)」
、Growth Factors,9(1),73-80(1993)。
【００７３】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は組織に結合した少なくとも１種のＦＧＦを
有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で架橋し、
またＦＧＦにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織に共有結合した
ＦＧＦを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する。一部の
実施形態では、ＦＧＦは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態ではＦＧＦは、殺菌
後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こる
。一部の好ましい実施形態では、ＦＧＦと生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイ
ミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパ
ノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、ＦＧＦ
と生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態
では、ＦＧＦは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配
置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００７４】
　血小板由来成長因子
　血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）は、２本のＡ鎖及び／又はＢ鎖からなる、３種のアイ
ソフォーム（ＰＤＧＦ－ＡＡ、－ＡＢ、－ＢＢ）が発生する二量体糖タンパク質である。
ＰＤＧＦは、走化性、創傷治癒及び骨修復に関して研究されている。ＰＤＧＦの作用に対
する増殖反応は、多くの間葉細胞型に対して発揮される。ＰＤＧＦに対する他の成長関連
反応は、細胞骨格再構成及びポリホスホイノシトールの代謝回転の増加を含む。ＴＧＦ－
βの第１の効果は、ＴＧＦ－βによるＰＤＧＦ発現の誘導に起因すると思われる。３種の
形態の中でＰＤＧＦ－ＢＢが、頭蓋冠モデルにおける細胞複製を最も大きく増加させる骨
細胞効果の点で最も活性がある。胎児の頭蓋由来の、骨芽細胞に富む培養物でＰＤＧＦ－
ＢＢは、ＰＤＧＦ－ＡＡよりもおよそ８倍細胞分裂を促進し、ＰＤＧＦ－ＡＢよりも３倍
細胞分裂を促進する。ＰＤＧＦ－ＢＢ処理した基質と共にインキュベートした骨芽細胞は
、対照の基質単体を上回る有意な増殖の増加を示した。Ｂａｔｅｍａｎら「２種の異質プ
ラスチック骨基質の血小板由来成長因子の増強(Platelet-Derived Growth Factor Enhanc
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ement of Two Alloplastic Bone Matrices)」、J.Periodontology,76(1 1),1833-1841(20
05)。
【００７５】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のＰＤＧ
Ｆ（ＰＤＧＦ－ＢＢなど）を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態
では、組織は内部で架橋し、またＰＤＧＦにも結合している。一部の実施形態では、本発
明は、生物組織に共有結合したＰＤＧＦを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラン
トの製造方法を提供する。一部の実施形態では、ＰＤＧＦは殺菌の前に生物組織に結合し
、他の実施形態ではＰＤＧＦは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結
合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、ＰＤＧＦと生物組
織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合
によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一
部の特に好ましい実施形態では、ＰＤＧＦと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、
その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、ＰＤＧＦは、生物組織に結合している間
は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生
物活性を回復する。
【００７６】
　インスリン様成長因子（ＩＧＦ）
　その名前が示すように、インスリン様成長因子（ＩＧＦ）はインスリンに構造的に似て
いる。それらは、インスリンにより誘導される応答（有糸分裂誘発など）に似た細胞内の
応答を誘発することが示されている。ＩＧＦ－ＩＩは胚発生で活性であり、一方肝臓によ
り主に分泌されるＩＧＦ－Ｉは筋肉、軟骨、骨、肝臓、腎臓、神経、皮膚及び肺に作用す
ると考えられている。ＩＧＦ－Ｉは、細胞で細胞成長及び発生を制御できる。ＩＧＦ－Ｉ
は筋芽細胞をアポトーシスから保護し、インビトロで筋芽細胞の増殖を共促進（ウマの血
清と共に）することが示されている。Ｎａｐｉｅｒら「インスリン様成長因子－Ｉは、筋
芽細胞をアポトーシスから保護するが、増殖を促進するためには他の因子を必要とする(I
nsulin-like growth factor-I protects myoblasts from apoptosis but requires other
 factors to stimulate proliferation)」、J.Endocrinology,163(1),63-68(1999)。ＩＧ
Ｆ－Ｉはさらに、２－デオキシグルコース及びＬ－アラニン（筋芽細胞の成長を示す）の
取り込みを、異なる発達段階で促進し、筋芽細胞の増殖に有意な効果を有する。Ｃａｓｔ
ｉｌｌｏら「ニジマスの筋細胞に対するＩＧＦ－１及びインスリンの代謝効果及び細胞分
裂促進効果(Metabolic and mitogenic effects of IGF-1 and insulin on muscle cells 
of rainbow trout)」、Am.J.Physiol.Regul.Integr.Comp.Physiol.,286,R-935-R941(2004
)。脳下垂体摘出ラットにおけるＩＧＦ－１の減少により、創傷の傷ついたタンパク質、
ＤＮＡ及びヒドロキシプロリンの含有量は５０％に減少し、一方脳下垂体摘出ラットへの
ＩＧＦ－１の注入により、創傷治癒のこれらの兆候は部分的に回復される。Ｍｕｅｌｌｅ
ｒら「ラットにおける、創傷治癒変数及びマクロファージに関するインスリン様成長因子
Ｉの効果(The effect of insulin-like growth factor I on wound healing variables a
nd macrophages in rats)」、J.Am.Med.Assoc.,129(3),1265-1270(1994)。
【００７７】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のＩＧＦ
（ＩＧＦ－Ｉなど）を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、
組織は内部で架橋し、またＩＧＦにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生
物組織に共有結合したＩＧＦを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方
法を提供する。一部の実施形態では、ＩＧＦは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形
態では、ＩＧＦは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同
一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、ＩＧＦと生物組織とを結合し、
その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノ
ール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好まし
い実施形態では、ＩＧＦと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。
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一部の好ましい実施形態では、ＩＧＦは、生物組織に結合している間は生物活性を維持及
び／又は宿主内に配置された後、生物組織からの放出後に生物活性を回復する。
【００７８】
　軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）
　軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）は、分子量およそ１８０００の陽イオン性ポリペプチド
である。研究により、ＣＤＧＦが、培養したマウスの線維芽細胞並びに様々な供給源から
の軟骨細胞及び内皮細胞の増殖を促進することが示されている。ＣＤＧＦはまた、ラット
の胚線維芽細胞及び肉芽組織由来の線維芽細胞集団によるＤＮＡ及びコラーゲンの蓄積を
、用量依存的に促進することが示されている。ＣＤＧＦはさらに、培養したウシの毛細血
管内皮細胞の増殖を、用量依存的に促進することが示されている。Ｄａｖｉｄｓｏｎら「
軟骨由来成長因子による、創傷修復、細胞増殖及びコラーゲンの蓄積の促進（Accelerate
d wound repair,cell proliferation,and collagen accumulation are produced by a ca
rtilage-derived growth factor)」、J.Cell.Biol.,100(4),1219-1227(1985)。軟骨由来
成長因子（ＣＤＧＦ）は、微小血管内皮細胞で細胞分裂促進性及び化学運動性の両方を有
することで知られる、塩基性線維芽細胞成長因子と密接な関係があるタンパク質である。
ＣＤＧＦはまた、血管形成及び創傷修復の促進で役割を果たすことが公知である。
【００７９】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のＣＤＧ
Ｆを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で架橋
し、またＣＤＧＦにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織に共有結
合したＣＤＧＦを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する
。一部の実施形態では、ＣＤＧＦは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態ではＣＤ
ＧＦは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステ
ップで起こる。一部の好ましい実施形態では、ＣＤＧＦと生物組織とを結合した後、水溶
性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例え
ばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態
では、ＣＤＧＦと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好
ましい実施形態では、ＣＤＧＦは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び
／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００８０】
　グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）
　グリコサミノグリカンは、アミノ糖とウロン酸との二糖類の線状ポリマーであり、プロ
テオグリカンの糖部分を形成する。グリコサミノグリカンは、様々なタンパク質と相互に
作用し、基質構成、細胞接着、分化及び組織の成長に関与できる。ヒアルロナン等の一部
のグリコサミノグリカンは、特に手術後の創傷治癒を増強する物質として提唱されている
。例えば、コラーゲン－グリコサミノグリカン混合のナノ線維性の足場が、天然の細胞外
基質の模倣体として開発されている。コラーゲン－グリコサミノグリカンの足場の組込み
によりインビトロの細胞成長が促進されることが発見された。Ｚｈｏｎｇら「コラーゲン
－グリコサミノグリカン混合のナノ線維性足場の形成及びそれらの生物特性(Formation o
f Collagen-Glycosaminoglycan Blended Nanofibrous Scaffolds and Their Biological 
Properties)」、Biomacromolecules,6(6),2998-3004(2005)。したがって、一部の実施形
態では、本発明は、ヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ケラチン硫酸、デルマタン硫酸
、ヘパリン又はヘパラン硫酸等の１又はそれ以上のグリコサミノグリカンに共有結合した
、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該グリコサミノグリカン結合架橋生物
組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織とグリコサミノグリカン及び適当な結
合剤を、グリコサミノグリカンと生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状況
の下で接触させるステップを含む。必要に応じて、グリコサミノグリカンのエステル結合
又はアミド結合を破壊し、得られた部分を生物組織及び結合剤と接触させる。
【００８１】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のＧＡＧ
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（ヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ケラチン硫酸、デルマタン硫酸、ヘパリン又はヘ
パラン硫酸など）を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組
織は内部で架橋し、またＧＡＧにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物
組織に共有結合したＧＡＧを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法
を提供する。一部の実施形態では、ＧＡＧは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態
ではＧＡＧは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処
理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、ＧＡＧと生物組織とを結合した後、
水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（
例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施
形態では、ＧＡＧと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の
好ましい実施形態では、ＧＡＧは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び
／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００８２】
　抗生物質
　細菌感染、特に黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ（Ｓ．
ａｕｒｅｕｓ））等の常在細菌による細菌感染は、多くの場合治癒過程を遅らせる。した
がって、術後の患者に１又はそれ以上の抗生物質を施すことが多くの場合望ましい。例え
ば、重篤なブドウ球菌感染の予防又は治療における、チカルシリン（β－ラクタム抗生物
質）及びクラブラン酸（β－ラクタマーゼ阻害剤）の併用の臨床的可能性を実証するため
に、チカルシリン及びクラブラン酸の有効性を、心内膜炎の実験モデルで、黄色ブドウ球
菌感染に対して試験した。Ｃａｔｈｅｒａｌｌら「ラットの実験的黄色ブドウ球菌心内膜
炎の治療に関するチカルシリン－クラブラン酸の有効性(Efficacy of ticarcillin-clavu
lanic cid for treatment of experimental Staphylococcus aureus endocarditis in ra
ts)」、Antimicrob.Agents and Chemother.,36(2),458-462(1992)。クラブラン酸はまた
、βラクタマーゼが起こす細菌感染の治療用にアモキシリンと組み合わせる。米国特許第
４，５２５，３５２号、第４，５２９，７２０号、第４，５６０，５５２号。様々な抗生
物質治療の有効性にもかかわらず、可能であれば、特定の抗生物質剤の毒性副作用を避け
る又は改善し、細菌の抗生物質耐性株の発達の可能性を減少させるために、抗生物質の全
身性投与は避けることが望ましいと考えられる。したがって、本発明は、少なくとも１種
の抗生物質がバイオインプラントに共有結合しているバイオインプラント、及びそれらの
バイオインプラントの製造方法を提供することによってこの問題を扱う。
【００８３】
　構造的に関連のある抗生物質の様々なファミリーが開発されており、本発明のバイオイ
ンプラントを調製する実施形態では有用であると思われる。当該抗生物質ファミリーとし
ては、アミノグリコシド、アンフェニコール、アンサマイシン類、β－ラクタム、リンコ
サミド、マクロライド、ポリペプチド抗生物質、テトラサイクリン、シクロセリン、ムピ
ロシン、チュベリン並びに２，４－ジアミノピリミジン類、ニトロフラン類、キノロン類
、スルホンアミド、スルホン、クロホクトール、ヘキセジン、メテナミン、ニトロキソリ
ン、タウロリジン及びキシベルノール等の合成抗菌化合物があげられる。したがって、一
部の実施形態では、本発明は、適当なリンカーを介して抗生物質のファミリーの１又はそ
れ以上のメンバーと共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該抗
生物質が結合した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織を抗生物
質及び適当な結合剤と、抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状
況下で接触させるステップを含む。
【００８４】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の抗生物
質を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で架橋
し、また抗生物質にも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織に共有結
合した抗生物質を有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する
。一部の実施形態では、抗生物質は殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態では抗生
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物質は、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステ
ップで起こる。一部の好ましい実施形態では、抗生物質と生物組織とを結合し、その後水
溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例
えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形
態では、抗生物質と生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥した後、殺菌する。一部の好
ましい実施形態では、抗生物質は、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び
／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００８５】
　アミノグリコシド
　本発明のバイオインプラントの調製で有用と思われる１種の抗生物質としては、アミノ
グリコシドである。適当なアミノグリコシドは、アミカシン、アプラマイシン、アルベカ
シン、バンベルマイシン、ブチロシン、ジベカシン、ジヒドロストレプトマイシン、フォ
ルチマイシン、ゲンタマイシン、イセパマイシン、カナマイシン（Ａ、Ｂ又はＣ）、ミク
ロノマイシン、ネオマイシン（Ａ、Ｂ又はＣ）、ネチルマイシン、パロモマイシン、リボ
スタマイシン、シソマイシン、スペクチノマイシン、ストレプトマイシン、トブラマイシ
ン及びトロスペクトマイシンがあげられる。したがって、一部の実施形態では、本発明は
、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記アミノグリコシド抗生物質と共有結合し
た、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該アミノグリコシド抗生物質が結合
した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織をアミノグリコシド及
び適当な結合剤と、アミノグリコシド抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するた
めに適当な状況下で接触させるステップを含む。必要に応じて、アミノグリコシド抗生物
質のエステル結合又はアミド結合を破壊し、得られた部分を生物組織及び結合剤と接触さ
せる。
【００８６】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のアミノ
グリコシドを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内
部で架橋し、またアミノグリコシドにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、
生物組織に共有結合したアミノグリコシドを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラ
ントの製造方法を提供する。一部の実施形態では、アミノグリコシドは殺菌の前に生物組
織に結合し、他の実施形態ではアミノグリコシドは、殺菌後に生物組織に結合し、さらな
る実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では
、アミノグリコシドと生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ
）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促
進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、アミノグリコシドと生物組
織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、ア
ミノグリコシドは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に
配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【００８７】
　β－ラクタム
　様々なβ－ラクタム抗生物質が開発されており、本発明によるバイオインプラントの調
製に適切であると思われる。適当なβ－ラクタム抗生物質としては、カルバセフェム、カ
ルバペネム、セファロスポリン、セファマイシン、モノバクタム、オキサセフェム、ペニ
シリン及びリタペネム（ｒｉｔａｐｅｎｅｍ）ｃ。
【００８８】
　適当なカルバセフェムとしてはロラカルベフがあげられる。
　適当なカルバペネムとしては、ビアペネム、イミペネム、メロペネム及びパニペネムが
あげられる。
【００８９】
　適当なセファロスポリンとしては、セファクロール、セファドロキシル、セファマンド
ール、セファトリジン、セファゼドン、セファゾリン、セフカペンピボキシル、セフクリ
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ジン、セフジニル、セフジトレン、セフェピム、セフェタメット、セフィキシム、セフメ
ノキシム、セフォジジム、セフォニシド、セフォペラゾン、セフォラニド、セフォタキシ
ム、セフォチアム、セフォゾプラン、セフピミゾール、セフピラミド、セフピロム、セフ
ポドキシム　プロキセチル、セフプロジル、セフロキサジン、セフソルジン、セフタジジ
ム、セフテラム、セフテゾール、セフチブテン、セフチオフル、セフチゾキシム、セフト
リアキソン、セフロキシム、セフゾナム、セファセトリルナトリウム、セファレキシン、
セファログリシン、セファロリジン、セファロスポリンＣ、セファロチン、セファマイシ
ン、セファピリンナトリウム、セファラジン及びピブセファレキシン（ｐｉｖｃｅｆａｌ
ｅｘｉｎ）があげられる。
【００９０】
　適当なセファマイシンとしては、セフブペラゾン、セフメタゾール、セフミノクス、セ
フォテタン及びセフォキシチンがあげられる。適当なモノバクタムとしては、アズトレオ
ナム、カルモナム及びチゲモナムがあげられる。
【００９１】
　適当なオキサセフェムとしては、フロモキセフ及びモキサラクタムがあげられる。適当
なペニシリンとしては、アムジノシリン、アモキシシリン、アンピシリン、アパルシリン
、アスポキシシリン、アジドシリン、アズロシリン、バカンピシリン、ベンジルペニシリ
ン酸、カルベニシリン、カリダシリン（ｃａｒｉｄａｃｉｌｌｉｎ）、クロメトシリン、
クロキサシリン、シクラシリン、ジクロキサシリン、エピシリン、フェンベニシリン、フ
ロキサシリン、ヘタシリン、レナンピシリン、メタンピシリン、メチシリン、メズロシリ
ン、ナフシリン、オキサシリン、ペナメシリン、ペンタメート、ペニシリンＧ、ペニシリ
ンＮ、ペニシリンＯ、ペニシリンＶ、ペニメピサイクリン、フェネチシリン、ピペラシリ
ン、ピバンピシリン、プロピシリン、キナシリン、スルベニシリン、スルタミシリン、タ
ランピシリン、テモシリン及びチカルシリンがあげられる。
【００９２】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のβ－ラ
クタムを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で
架橋し、またβ－ラクタムにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織
に共有結合したβ－ラクタムを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方
法を提供する。一部の実施形態では、β－ラクタムは殺菌の前に生物組織に結合し、他の
実施形態ではβ－ラクタムは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合
と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、β－ラクタムと生物
組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場
合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。
一部の特に好ましい実施形態では、β－ラクタムと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾
燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、β－ラクタムは、生物組織に結合
している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出さ
れた後で生物活性を回復する。
【００９３】
　リンコサミド
　本発明によるバイオインプラントを調製するために適切であると思われるリンコサミド
としては、クリンダマイシン及びリンコマイシンがあげられる。したがって、一部の実施
形態では、本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記リンコサミド抗生物
質と共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該リンコサミド抗生
物質が結合した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織をリンコサ
ミド及び適当な結合剤と、リンコサミド抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成する
ために適当な状況下で接触させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、リンコサミ
ドのエステル結合又はアミド結合をまず切断し、その後得られたリンコサミドを生物組織
に結合させて、本発明のバイオインプラントを形成する方法を提供する。
【００９４】
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　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のリンコ
サミドを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で
架橋し、またリンコサミドにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織
に共有結合したリンコサミドを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方
法を提供する。一部の実施形態では、リンコサミドは殺菌の前に生物組織に結合し、他の
実施形態ではリンコサミドは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合
と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、リンコサミドと生物
組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場
合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。
一部の特に好ましい実施形態では、リンコサミドと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾
燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、リンコサミドは、生物組織に結合
している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出さ
れた後で生物活性を回復する。
【００９５】
　マクロライド
　様々なマクロライドが開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に関し
て適していると思われる。適当なマクロライドとしては、アジスロマイシン、カルボマイ
シン、クラリスロマイシン、ジリスロマイシン、エリスロマイシン、ジョサマイシン、ロ
イコマイシン、ミデカマイシン、ミオカマイシン、オレアンドマイシン、プリマイシン、
ロキタマイシン、ロサラマイシン、ロキシスロマイシン、スピラマイシン及びトロレアン
ドマイシンがあげられる。したがって、一部の実施形態では、本発明は、適当なリンカー
を介して１又はそれ以上の上記マクロライド抗生物質と共有結合した、架橋した生物組織
を提供する。本発明はまた、当該マクロライド抗生物質が結合した、架橋生物組織の製造
方法を提供する。当該方法は、生物組織を、マクロライド及び適当な結合剤とを、マクロ
ライド抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状況下で接触させる
ステップを含む。必要に応じて、本発明は、マクロライドのエステル結合又はアミド結合
をまず切断し、その後得られたマクロライドを生物組織に結合させて、本発明のバイオイ
ンプラントを形成する方法を提供する。
【００９６】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のマクロ
ライドを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で
架橋し、またマクロライドにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織
に共有結合したマクロライドを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方
法を提供する。一部の実施形態では、マクロライドは殺菌の前に生物組織に結合し、他の
実施形態では、マクロライドは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結
合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、マクロライドと生
物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、
場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する
。一部の特に好ましい実施形態では、マクロライドと生物組織とを結合し、凍結し、凍結
乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、マクロライドは、生物組織に結
合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出
された後で生物活性を回復する。
【００９７】
　ポリペプチド
　様々なポリペプチドが開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に関し
て適していると思われる。適当なポリペプチドとしては、アンホマイシン、バシトラシン
、カプレオマイシン、コリスチン、エンドウラシジン（ｅｎｄｕｒａｃｉｄｉｎ）、エン
ビオマイシン、ポリミキシン、リストセチン、テイコプラニン、チオストレプトン、ツベ
ラクチノマイシン、チロシジン及びバンコマイシンがあげられる。したがって、一部の実
施形態では、本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記ポリペプチド抗生
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物質と共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該ポリペプチド抗
生物質が結合した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織をポリペ
プチド及び適当な結合剤と、ポリペプチド抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成す
るために適当な状況下で接触させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、ポリペプ
チドのエステル結合又はアミド結合をまず切断し、その後得られたポリペプチドを生物組
織に結合させて、本発明のバイオインプラントを形成する方法を提供する。
【００９８】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の補助ポ
リペプチドを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内
部で架橋し、またポリペプチドにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物
組織に共有結合したポリペプチドを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製
造方法を提供する。一部の実施形態では、ポリペプチドは殺菌の前に生物組織に結合し、
他の実施形態ではポリペプチドは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、
結合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、ポリペプチドと
生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて
、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌す
る。一部の特に好ましい実施形態では、ポリペプチドと生物組織とを結合し、凍結し、凍
結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、ポリペプチドは、生物組織に
結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放
出された後で生物活性を回復する。
【００９９】
　テトラサイクリン
　様々なテトラサイクリンが開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に
適していると思われる。適当なテトラサイクリンとしては、アピサイクリン、クロルテト
ラサイクリン、クロモサイクリン、デメクロサイクリン、ドキシサイクリン、グアメサイ
クリン、ライムサイクリン、メクロサイクリン、メタサイクリン、ミノサイクリン、オキ
シテトラサイクリン、ペニメピサイクリン、ピパサイクリン、ロリテトラサイクリン、サ
ンサイクリン及びテトラサイクリンがあげられる。したがって、一部の実施形態では、本
発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記テトラサイクリン抗生物質と共有
結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該テトラサイクリン抗生物質
が結合した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織をテトラサイク
リン及び適当な結合剤と、テトラサイクリン抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成
するために適当な状況下で接触させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、テトラ
サイクリンのエステル結合又はアミド結合をまず切断し、その後得られたテトラサイクリ
ンを生物組織に結合させて、本発明のバイオインプラントを形成する方法を提供する。
【０１００】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のテトラ
サイクリンを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内
部で架橋し、またテトラサイクリンにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、
生物組織に共有結合したテトラサイクリンを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラ
ントの製造方法を提供する。一部の実施形態では、テトラサイクリンは殺菌の前に生物組
織に結合し、他の実施形態では、テトラサイクリンは、殺菌後に生物組織に結合し、さら
なる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態で
は、テトラサイクリンと生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤ
Ｃ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透
促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、テトラサイクリンと生物
組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、
テトラサイクリンは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内
に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【０１０１】



(37) JP 2009-529974 A5 2013.1.24

　２，４－ジアミノピリミジン類
　様々な２，４－ジアミノピリミジン類が開発されており、本発明によるバイオインプラ
ントの調製に関して適していると思われる。適当な２，４－ジアミノピリミジン類として
は、ブロジモプリム、テトロキソプリム及びトリメトプリムがあげられる。したがって、
一部の実施形態では、本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記２，４－
ジアミノピリミジン抗生物質と共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はま
た、当該２，４－ジアミノピリミジン抗生物質が結合した、架橋生物組織の製造方法を提
供する。当該方法は、生物組織を２，４－ジアミノピリミジン類及び適当な結合剤と、２
，４－ジアミノピリミジン抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な
状況下で接触させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、２，４－ジアミノピリミ
ジン類のエステル結合又はアミド結合をまず切断し、その後得られた２，４－ジアミノピ
リミジン類を生物組織に結合させて、本発明のバイオインプラントを形成する方法を提供
する。
【０１０２】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の２，４
－ジアミノピリミジン類を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態で
は、組織は内部で架橋し、また２，４－ジアミノピリミジン類にも結合している。一部の
実施形態では、本発明は、生物組織に共有結合した２，４－ジアミノピリミジン類を有す
る、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施形態では
、２，４－ジアミノピリミジン類は殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態では２，
４－ジアミノピリミジン類は、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合
と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、２，４－ジアミノピ
リミジン類と生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺
菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存
在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、２，４－ジアミノピリミジン類と生
物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では
、２，４－ジアミノピリミジン類は、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及
び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【０１０３】
　キノロン類及びキノロン類似体
　様々なキノロン類及びキノロン類似体が開発されており、本発明によるバイオインプラ
ントの調製に関して適していると思われる。本発明の範囲内の適当なキノロン類及びキノ
ロン類似体補助剤としては、シノキサシン、シプロフロキサシン、クリナフロキサシン、
ジフロキサシン、エノキサシン、フレロキサシン、フルメキン、グレパフロキサシン、ロ
メフロキサシン、ミロキサシン、ナジフロキサシン、ナリジクス酸、ノルフロキサシン、
オフロキサシン、オキソリン酸、パズフロキサシン、ペフロキサシン、ピペミド酸、ピロ
ミド酸、ロソキサシン、ルフロキサシン、スパルフロキサシン、テマフロキサシン、トス
フロキサシン及びトロバフロキサシンがあげられる。したがって、一部の実施形態では、
本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記キノロン類及びキノロン類似体
抗生物質と共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該キノロン類
及びキノロン類似体抗生物質が結合した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法
は、生物組織をキノロン類及びキノロン類似体並びに適当な結合剤と、キノロン類及びキ
ノロン類似体抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状況下で接触
させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、マクロライドのエステル結合又はアミ
ド結合をまず切断し、その後得られたキノロン類及びキノロン類似体を生物組織に結合さ
せて、本発明のバイオインプラントを形成する方法を提供する。
【０１０４】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のキノロ
ン類又はキノロン類似体を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態で
は、組織は内部で架橋し、またキノロン類又はキノロン類似体にも結合している。一部の
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実施形態では、本発明は、生物組織に共有結合したキノロン類又はキノロン類似体を有す
る、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施形態では
、キノロン類又はキノロン類似体は殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態ではキノ
ロン類又はキノロン類似体は、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合
と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、キノロン類又はキノ
ロン類似体と生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺
菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存
在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、キノロン類又はキノロン類似体と生
物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では
、キノロン類又はキノロン類似体は、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及
び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【０１０５】
　スルホンアミド
　様々なスルホンアミドが開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に関
して適していると思われる。適当なスルホンアミドとしては、アセチルスルファメトキシ
ピラジン、ベンジルスルファミド、クロラミン－Ｂ、クロラミン－Ｔ、Ｎ４－β－Ｄ－グ
ルコシルスルファニルアミド、マフェナイド、４’－（メチルスルファモイル）スルファ
ニルアニリド、ノプリルスルファミド（ｎｏｐｒｙｌｓｕｌｆａｍｉｄｅ）、フタリルス
ルファセタミド、フタリルスルファチアゾール、サラゾスルファジミジン、スクシニルス
ルファチアゾール、スルファベンズアミド、スルファセタミド、スルファクロルピリダジ
ン、スルファクリソイジン、スルファシチン（ｓｕｌｆａｃｙｔｉｎｅ）、スルファジア
ジン、スルファジクラミド、スルファジメトキシン、スルファドキシン、スルファエチド
ール、スルファグアニジン、スルファグアノール、スルファレン、スルファロクス酸、ス
ルファメラジン、スルファメータ、スルファメサジン、スルファメチゾール、スルファメ
トミジン（ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｍｉｄｉｎｅ）、スルファメトキサゾール、スルファメ
トキシピリダジン、スルファメトロール、スルファミドクリソイジン（ｓｕｌｆａｍｉｄ
ｏｃｈｒｙｓｏｉｄｉｎｅ）、スルファモキソール、スルファニルアミド、４－スルファ
ニルアミドサリチル酸、Ｎ４－スルファニリルスルファニルアミド、スルファニル尿素、
Ｎ－スルファニリル－３，４－キシラミド、スルファペリン、スルファフェナゾール、ス
ルファプロキシリン、スルファピラジン、スルファピリジン、スルファキノキサリン、ス
ルファソミゾール、スルファシマジン、スルファチアゾール、スルファチオ尿素、スルフ
ァトラミド、スルファザメット（ｓｕｌｆａｚａｍｅｔ）、スルフィソミジン及びスルフ
ィソキサゾールがあげられる。したがって、一部の実施形態では、本発明は、適当なリン
カーを介して１又はそれ以上の上記スルホンアミド抗生物質と共有結合した、架橋した生
物組織を提供する。本発明はまた、当該スルホンアミド抗生物質が結合した、架橋生物組
織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織をスルホンアミド及び適当な結合剤と、
スルホンアミド抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状況下で接
触させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、スルホンアミドのエステル結合又は
アミド結合をまず切断し、その後得られたスルホンアミドを生物組織に結合させて、本発
明のバイオインプラントを形成する方法を提供する。
【０１０６】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のスルホ
ンアミドを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部
で架橋し、またスルホンアミドにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物
組織に共有結合したスルホンアミドを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの
製造方法を提供する。一部の実施形態では、スルホンアミドは殺菌の前に生物組織に結合
し、他の実施形態ではスルホンアミドは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態
では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、スルホン
アミドと生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤
を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下
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で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、スルホンアミドと生物組織とを結合し、
凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、スルホンアミドは
、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生
物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【０１０７】
　スルホン
　様々なスルホンが開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に関して適
していると思われる。適当なスルホンとしては、アセジアスルホン、アセトスルホンナト
リウム、ダプソン、ジアチモスルホン、グルコスルホン、ソラスルホン、スクシスルホン
、スルファニル酸、２－ｐ－スルファニリルアニリノエタノール、ｐ－スルファニリルベ
ンジルアミン及びチアゾールスルホンがあげられる。したがって、一部の実施形態では、
本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記スルホン抗生物質と共有結合し
た、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該スルホン抗生物質が結合した、架
橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織をスルホン及び適当な結合剤と
、スルホン抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状況下で接触さ
せるステップを含む。必要に応じて、本発明は、スルホンのエステル結合又はアミド結合
をまず切断し、その後得られた部分を生物組織に結合させて、本発明のバイオインプラン
トを形成する方法を提供する。
【０１０８】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種のスルホ
ンを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で架橋
し、またスルホンにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織に共有結
合したスルホンを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供する
。一部の実施形態では、スルホンは殺菌の前に生物組織に結合し、他の実施形態ではスル
ホンは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステ
ップで起こる。一部の好ましい実施形態では、スルホンと生物組織とを結合し、その後水
溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例
えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形
態では、スルホンと生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥した後殺菌する。一部の好ま
しい実施形態では、スルホンは、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／
又は宿主内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【０１０９】
　他の合成抗生物質
　様々な他の合成抗生物質が開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に
関して適していると思われる。適当な抗生物質としては、クロホクトール、ヘキセジン、
メテナミン、ニトロキソリン、タウロリジン及びキシボルノールがあげられる。したがっ
て、一部の実施形態では、本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の上記抗生
物質と共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該抗生物質が結合
した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織を抗生物質及び適当な
結合剤と、抗生物質と生物組織との間に共有結合を形成するために適当な状況下で接触さ
せるステップを含む。必要に応じて、本発明は、抗生物質のエステル結合又はアミド結合
をまず切断し、その後得られた部分を生物組織に結合させて、本発明のバイオインプラン
トを形成する方法を提供する。
【０１１０】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の合成抗
生物質を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部で
架橋し、また合成抗生物質にも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物組織
に共有結合した合成抗生物質を有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの製造方
法を提供する。一部の実施形態では、合成抗生物質は殺菌の前に生物組織に結合し、他の
実施形態では合成抗生物質は、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態では、結合
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と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、合成抗生物質と生物
組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場
合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下で殺菌する。
一部の特に好ましい実施形態では、合成抗生物質と生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾
燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、合成抗生物質は、生物組織に結合
している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生物組織から放出さ
れた後で生物活性を回復する。
【０１１１】
　抗菌補助剤
　様々な抗菌補助剤が開発されており、本発明によるバイオインプラントの調製に関して
適していると思われる。適当な抗菌補助剤としてはβ－ラクタマーゼ阻害剤があげられ、
β－ラクタマーゼ阻害剤は１又はそれ以上のβラクタム抗生物質と同時投与した場合に、
β－ラクタム抗生物質耐性菌（β－ラクタマーゼを発現する菌など）による細菌感染の治
療で、当該β－ラクタム抗生物質の有効性を増強する。適当なβ－ラクタマーゼ阻害剤と
しては、クラブラン酸、スルバクタム、スルタミシリン及びタゾバクタムがあげられる。
したがって、一部の実施形態では、本発明は、適当なリンカーを介して１又はそれ以上の
上記抗生物質補助剤と共有結合した、架橋した生物組織を提供する。本発明はまた、当該
抗生物質補助剤が結合した、架橋生物組織の製造方法を提供する。当該方法は、生物組織
を抗生物質補助剤及び適当な結合剤と、抗生物質補助剤と生物組織との間に共有結合を形
成するために適当な状況下で接触させるステップを含む。必要に応じて、本発明は、抗生
物質補助剤のエステル結合又はアミド結合をまず切断し、その後得られた部分を生物組織
に結合させて、本発明のバイオインプラントを形成する方法を提供する。
【０１１２】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の抗生物
質補助剤（クラブラン酸など）を有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施
形態では、組織は内部で架橋し、また抗生物質補助剤にも結合している。一部の実施形態
では、本発明は、生物組織に共有結合した抗生物質補助剤を有する、化学的に殺菌された
バイオインプラントの製造方法を提供する。一部の実施形態では、抗生物質補助剤は殺菌
の前に生物組織に結合し、他の実施形態では抗生物質補助剤は、殺菌後に生物組織に結合
し、さらなる実施形態では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実
施形態では、抗生物質補助剤と生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例え
ばＥＤＣ）等の殺菌剤を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等
の浸透促進剤の存在下で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、抗生物質補助剤と
生物組織とを結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態で
は、抗生物質補助剤は、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主
内に配置された後、生物組織から放出された後で生物活性を回復する。
【０１１３】
　低分子ペプチド
　一部の実施形態では、本発明は、低分子ペプチドである補助分子に結合しているバイオ
インプラントを提供する。タンパク質と低分子ペプチドとの境界線は任意であり、一般的
に成長因子等のタンパク質を生物組織に結合させるために使用する方法は、低分子ペプチ
ドにも同様に用いられる。一般的に、低分子ペプチドは５０、４５、４０、３５、３０又
は２５未満のアミノ酸があると考えられる。上記抗生物質低分子ペプチドは別として、本
発明の範囲内で企図される具体的なペプチドとしては、アフリカツメガエル（Ｘｅｎｏｐ
ｕｓ　ｌａｅｖｉｓ）より得られる、２２アミノ酸の抗菌性ペプチドであるマゲイニン（
例えばマゲイニンＩ及びマゲイニンＩＩ）があげられる。マゲイニンはリジンに富んでお
り、したがって適当なカルボン酸、アミノ酸又はカルボン酸無水試薬と容易にアミド結合
を形成する。
【０１１４】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、組織に結合した少なくとも１種の低分子
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ペプチドを有する、架橋し、殺菌した組織を提供する。一部の実施形態では、組織は内部
で架橋し、また低分子ペプチドにも結合している。一部の実施形態では、本発明は、生物
組織に共有結合した低分子ペプチドを有する、化学的に殺菌されたバイオインプラントの
製造方法を提供する。一部の実施形態では、低分子ペプチドは殺菌の前に生物組織に結合
し、他の実施形態では低分子ペプチドは、殺菌後に生物組織に結合し、さらなる実施形態
では、結合と殺菌は同一処理ステップで起こる。一部の好ましい実施形態では、低分子ペ
プチドと生物組織とを結合し、その後水溶性カルボジイミド（例えばＥＤＣ）等の殺菌剤
を用いて、場合によりアルカノール（例えばイソプロパノール）等の浸透促進剤の存在下
で殺菌する。一部の特に好ましい実施形態では、低分子ペプチドと生物組織とを結合し、
凍結し、凍結乾燥し、その後殺菌する。一部の好ましい実施形態では、低分子ペプチドは
、生物組織に結合している間は生物活性を維持し、及び／又は宿主内に配置された後、生
物組織から放出された後で生物活性を回復する。一部の実施形態では、生物組織に結合し
たペプチドは、以下のうちの１つである：マゲイニンＩ、マゲイニンＩＩ、Ａｒｇ－Ａｓ
ｐ－Ｇｌｙ（ＲＧＤ）ペプチド、骨形成ペプチド（副甲状腺ホルモン関連ペプチド（ＰＴ
ＨｒＰ）、骨形成成長ペプチド（ＯＰＧ）、ＴＰ５０８、Ｐ－１５など）若しくは他の成
長調節ペプチド及び／又は細胞分化誘導ペプチド。一部の実施形態では、以下の群の２種
以上のペプチドが生物組織に結合している：マゲイニンＩ、マゲイニンＩＩ、Ａｒｇ－Ａ
ｓｐ－Ｇｌｙ（ＲＧＤ）ペプチド、骨形成ペプチド（副甲状腺ホルモン関連ペプチド（Ｐ
ＴＨｒＰ）、骨形成成長ペプチド（ＯＰＧ）、ＴＰ５０８、Ｐ－１５など）若しくは他の
成長調節ペプチド及び／又は細胞分化誘導ペプチド
　本発明のバイオインプラントの製造方法
　本発明は、補助分子が結合している、殺菌されたバイオインプラントの製造方法を提供
する。本方法は、生物組織に補助分子を結合するステップと、生物組織を殺菌するステッ
プとを含む。一般的に、結合と殺菌はいかなる順番で又は好ましくは同時に行うことがで
きるが、殺菌ステップはバイオインプラントの包装、例えばポリマーの袋への密封前の最
終ステップであることが好ましい。
【０１１５】
　殺菌は化学的殺菌剤の存在下で、場合により殺菌促進剤及び／又は浸透促進剤の存在下
で実施する。一部の実施形態では、好ましい殺菌剤は水溶性殺菌剤、具体的には水溶性カ
ルボジイミド（例えばＥＤＣ）である。殺菌剤は少なくとも約１ｍＭ、特に約５ｍＭから
約１００ｍＭ、より具体的には約１５ｍＭから約５０ｍＭ、最も好ましくは約２０ｍＭか
ら約４０ｍＭの濃度で使用されることが好ましい。
【０１１６】
　一部の実施形態では、殺菌剤は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）又はＮ－ヒ
ドロキシ－２－スルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）等の殺菌促進剤を伴う。一部の
実施形態では、殺菌促進剤と殺菌剤との比は、約１：１００から約１：１の範囲、特に約
１：５０から１：１、好ましくは約１：２０から１：１の範囲、最も好ましくは約１：１
０から１：１の範囲である。特に、殺菌促進剤は約０．５ｍＭから約３０ｍＭ、好ましく
は約１ｍＭから約５ｍＭの濃度である。
【０１１７】
　一部の実施形態では、殺菌剤の微生物への浸透を促進し、殺すために、殺菌過程で浸透
促進剤を使用することが好ましいと思われる。適当な浸透促進剤は、短鎖又は小さい環の
アルカノール等のアルカノール、例えばメタノール、エタノール、イソプロパノール、ｎ
－プロパノール、イソブタノール、ｎ－ブタノール、ｓ－ブタノール、ｔ－ブタノール、
ｎ－ペンタノール、ｎ－ヘキサノール、シクロプロパノール、シクロブタノール、シクロ
ペンタノール、シクロヘキサノール、シクロヘプタノール、シクロオクタノール又は上記
いずれかの組み合わせである。この点に関して、イソプロパノールは、特に好ましい。一
部の実施形態では、浸透促進剤の好ましい濃度は、約１％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）から約５０
％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）、特に約５％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）から約４０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）
及びさらにより好ましくは約１０％、約１５％、約２０％、約３０％、約３５％又は約４
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０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）である。特に好ましい浸透促進剤は、イソプロパノールの約２０
％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）である。
【０１１８】
　一部の好ましい実施形態では、殺菌剤の存在下で、好ましくは殺菌促進剤及び／又は浸
透促進剤の存在下で、殺菌と結合を同時に実施する。本発明の一部の実施形態では、結合
剤として二官能性の結合分子が使用できるが、一部の好ましい実施形態では、殺菌剤及び
場合により殺菌促進剤及び／又は浸透促進剤は、生物組織に補助剤を結合し、結合した組
織と補助剤とを殺菌し、場合により生物組織を架橋するために十分であると思われる。一
部の好ましい実施形態では、生物組織と補助剤とを結合し、中間体を形成し、その後凍結
させて、凍結乾燥させる。得られた凍結乾燥中間体をその後殺菌剤、場合により殺菌促進
剤及び／又は浸透促進剤（結合剤を伴い、又は好ましくは伴わないで）と接触させる。一
部の実施形態ではは、生物組織を凍結し、凍結乾燥する。凍結乾燥した中間体をその後、
補助分子及び殺菌剤、並びに場合により殺菌促進剤、浸透促進剤及び／又は二官能性結合
剤の群の１又はそれ以上のメンバーを含む溶液と接触させる。
【０１１９】
　一部の実施形態では、補助剤を殺菌前に生物組織に結合する。当該実施形態では、生物
組織と補助剤とを結合溶液と接触させて、結合させる。結合溶液としては、結合剤（例え
ば水溶性カルボジイミド又はＮＨＳなど）があげられる。結合溶液はさらに、場合により
結合促進剤（例えばスルホ－ＮＨＳなど）があげられる。さらに結合溶液はまた、場合に
より二官能性結合剤（例えば低級アルカン、ジアミン、二価酸又はアミノ酸など）を含む
。
【０１２０】
　本発明のバイオインプラントの使用
　本発明のバイオインプラントは、術後の組織の治癒、リモデリング、成長及び／又は再
生を促進することで、特に有利である。一部の実施形態では、バイオインプラントは、組
織の治癒、リモデリング、成長及び／又は再生を直接促進する補助剤を、その表面に呈し
、又は放出する。一部の実施形態では、バイオインプラントは、バイオインプラントの周
辺の１又はそれ以上の微生物の生物活性を阻害することによって、組織の治癒、リモデリ
ング、成長及び／又は再生を間接的に促進する補助剤を、その表面に呈し、又は放出し、
その結果１又はそれ以上の微生物による干渉をなくして、又は軽減して、受容者の身体を
、治癒、リモデリング、成長又は再生可能にする。
【０１２１】
　一部の実施形態では、バイオインプラントは術後の組織の治癒、リモデリング、成長及
び／又は再生を、活性成長因子等の１又はそれ以上のタンパク質（組織の治癒、リモデリ
ング、成長及び／又は再生を促進する、バイオインプラントの宿主分子又は細胞を取り入
れる）をその表面に呈する、又は放出することによって、直接促進する。特定の実施形態
では、バイオインプラントはＴＧＦ－β、ＰＤＧＦ、ＦＧＦ、ＩＧＦ、ＣＤＧＦ又はＢＭ
Ｐをその表面に呈し、又は放出し、これらは、受容者で組織の治癒、リモデリング、成長
又は再生をもたらす１又はそれ以上の分子又は細胞を、バイオインプラントの部位に取り
入れることにより、組織の治癒、リモデリング、成長及び／又は再生を促進する。
【０１２２】
　一部の実施形態では、バイオインプラントは、そうしなければ組織の治癒、リモデリン
グ、成長及び／又は再生に干渉するであろう、１又はそれ以上の微生物に干渉することに
よって、術後の組織の治癒を間接的に促進する。バイオインプラントはしたがって、少な
くとも１種の微生物（例えば黄色ブドウ球菌など）で微生物活性に干渉する、１又はそれ
以上の補助剤をその表面に呈する、又はバイオインプラントの周囲に放出する。特定の実
施形態では、当該補助剤は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、抗生物質若しくは静菌効果又は殺菌効果を
バイオインプラントの周辺の少なくとも１種の細菌に発揮するペプチドを含む。一部の実
施形態では、当該補助剤としては、ＤＮＡ、ＲＮＡ若しくはウィルスのライフサイクルの
１つ又は複数の段階に干渉し、その結果ウィルスに対して抗ウィルス効果を発揮するペプ



(43) JP 2009-529974 A5 2013.1.24

チドがあげられる。
【０１２３】
　特定の実施形態では、バイオインプラントは補助分子をその表面に呈し、その結果呈さ
れた補助分子は、その組織の治癒、リモデリング、成長又は再生の活性を提供する。一部
のそのような実施形態では、このように呈された補助剤は成長因子であり、これらは１又
はそれ以上のバイオインプラントの受容者の分子又は細胞を、例えば当該分子を結合する
、又は当該細胞上の受容体に結合することによってバイオインプラント部位に取り込む。
他のそのような実施形態では、このように呈された補助剤は、その組織の治癒、リモデリ
ング、成長又は再生の活性を、細菌細胞でアポトーシス又は細胞溶解の誘導に関連する、
細菌細胞表面上の受容体に相互に作用にすることによって発揮する。
【０１２４】
　他の特定の実施形態では、バイオインプラントは、補助剤と生物組織とを結合している
１つ又は複数の共有結合を、例えば加水分解により（酵素が仲介して、又は酵素は仲介せ
ずに）切断することによって、補助分子をバイオインプラントの周辺に放出する。こうし
て切断された共有結合は、補助分子と生物組織とを結合するために使用される結合剤次第
で、アミド、エステル無水物又は尿素の結合であってよい。特定の実施形態では、結合剤
はジアミンであり、共有結合はアミド結合であり、加水分解により切断され遊離のアミン
鎖とカルボキシル基を形成する。
【０１２５】
　本発明のバイオインプラントは、様々な外科的手法で有用である。一部の実施形態では
、バイオインプラントは、縫合、外科創傷の閉鎖若しくは腱、靱帯、皮膚等の修復又は交
換等の修復を増大するために使用できる軟組織である。一部の実施形態では、バイオイン
プラントは、血管又は動脈弁の閉塞（狭窄）若しくは他の弁の機能不全の緩和に有用な心
臓弁である。一部の実施形態では、バイオインプラントは、骨の修復、生体移植（ｂｉｏ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）（例えば、股関節、膝関節又は他の関節の移植）又は脊椎固
定手術で有用な、部分的又は完全に脱塩された骨又は骨片である。当業者であれは、他の
生体移植法が本発明に包含され、関連のある外科分野の技術者の十分技術内であることを
理解するであろう。
【０１２６】
　調製方法
　以下の項で、生物組織の殺菌、補助分子の生物組織への結合及び任意選択の組織架橋の
手法をより詳細に記載する。
【０１２７】
　生物組織の架橋
　本発明のバイオインプラントとしては、天然源由来の生物組織があげられる。複合コン
ポジットの場合、さらに、非天然源由来の他の材料があげられる。一部の実施形態では、
使用する組織型としては、真皮、心膜、腱、靱帯、筋膜及び再構築したコラーゲンの足場
並びに骨片及び脱塩した骨があげられる。一部の実施形態では、軟組織としては、複数の
要素（例えば生細胞とコラーゲンなど）があげられる。コラーゲンは、軟組織に構造完全
性を提供する基質を形成する、線維状タンパク性生体高分子（足場）である。コラーゲン
はまた、軟骨及び骨の線維状タンパク質構成要素である。軟組織は脱細胞化でき、主にコ
ラーゲンで構成された脱細胞化した足場を提供できる。石灰化組織（骨）は、脱塩でき、
場合により脱細胞化したコラーゲンの足場を提供できる。いずれの場合も、コラーゲン及
び軟組織の他のタンパク質は、他の官能基と結合を形成する反応を引き起こすことができ
る多数の官能基を有する。
【０１２８】
　天然発生生物組織（例えば、ヒト、ブタ、ヒツジ、ウシ、ヤギ、ネズミ、イヌ、ネコ又
は他の供給源から取り出した組織）を含むバイオインプラントは、天然状態のままでは一
般的に不安定である。体内の生活環境から取り出されると、当該組織は安定化させなけれ
ばすぐに分解されるであろう。生物組織内に天然に発生する微生物若しくは摘出後に生物
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組織に出没した微生物は、生物組織を食物としてすぐに破壊し始めるであろう。さらに、
組織の、特にバイオインプラントを囲む間質液に曝された組織部分の天然発生抗原は、受
容者の体の免疫系の構成要素を引きつけ、組織を徐々に破壊し、最終的には組織の拒絶反
応を引き起こす。また、未処理（新鮮な）生物組織の表面にあるタンパク質は容易に変性
し、受容者の体内で徐々に腐敗を引き起こし得る。脱細胞化していない軟組織で、組織内
の細胞は、溶解（細胞膜の破裂）されることがあり、その結果組織の構造完全性は乱れ、
様々な抗原がバイオインプラント表面に対して曝される可能性がある。したがって、本発
明のバイオインプラントの調製過程の間、生物組織を殺菌することが望ましい。当該殺菌
により、生物材料に伴う微生物は殺され、一部の実施形態では抗原部位は隠され、バイオ
インプラントの構造完全性が提供される、及び／又はバイオインプラントはその天然形態
を維持する。
【０１２９】
　本発明の実施形態では、バイオインプラントはヒト又は動物の全体又は部分に由来する
臓器又は組織であり若しくは他の有機組織から作製され、単独又はバイオプロテーゼの一
部としてのいずれかで、ヒト又は動物に移植される。したがって、バイオインプラントと
しては一般に、心臓、心臓弁及び他の心臓構成要素、心膜、血管移植片、尿道及び膀胱構
成要素、腱、腸並びに皮膚、コラーゲン等の一般的軟組織があげられる。特定の実施形態
は、バイオインプラントは脱細胞化コラーゲン基質、精製コラーゲン基質及び精製コラー
ゲン基質があげられる。一部の実施形態では、バイオインプラントは、異種移植片、同種
移植片又は自家移植片であり得る。一部の実施形態では、バイオインプラントとしてはま
た、骨組織、特に骨片及び脱塩した骨組織があげられる。バイオインプラントは、限定す
るものではないが、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、イヌ、ネコ及び場合によりヒトの組織を
も含む、天然組織から非常に頻繁に製造されるであろうが、当分野の普通の技術者に周知
の他の天然材料も使用できる。当該追加の材料としては、ヒドロゲル（例えば、ヒアルロ
ン酸ヒドロゲル）、アルギネート及びキトサンがあげられる。
【０１３０】
　本明細書で使用する「架橋」という用語は、組織内、すなわち組織の分子内及び／又は
分子間（特にタンパク質）の様々な長さの結合の形成を指し、当該結合は（ａ）組織の２
つの反応性部分間、したがって組織の分子内及び分子間の短い共有結合の形成若しくは（
ｂ）組織の反応性部分と二官能性架橋剤との共有結合、のいずれかの結合形成により得ら
れる。架橋及び「結合」は、異なる事象であるが（前者は生物組織内で結合を形成し、後
者は生物組織と補助分子との間で結合を形成する）、本明細書でより詳細に述べるように
、多くの場合架橋と結合は同一処理ステップで実施することができる。
【０１３１】
　本明細書で使用する「架橋剤」という用語は、生物組織で２つ以上の官能基と反応でき
る二官能性試薬を表す。二官能性試薬は、生物組織で反応基と反応できる官能基を有少な
くとも２個有する試薬である。当該官能基としては、アミン、酸又はヒドロキシル及びチ
オール（スルフヒドリル基）があげられる。したがって、二官能性試薬としては、ジアミ
ン、二価酸又はβ－、γ－、δ－、ε－、ζ－又はより位置の高いアミノ酸若しくは無水
物（例えば無水コハク酸）等の他の二官能性薬剤があげられる。二官能性試薬は、生物組
織で反応基と反応するために選択される。当該反応基としては、アミン（例えばＮ－末端
アミン及び一般的にどこにでもあるリジン基）、他のＮＨ２基（アルギニン残基のグアニ
ニル基上のものなど）、遊離のカルボキシル基（例えば、Ｃ－末端並びにアスパラギン酸
及びグルタミン酸の基にあるもの）、ヒドロキシル基（例えばセリン、スレオニン及びチ
ロシンに見出されるもの）、及びチオール（例えばシステイン残基に見出されるもの）が
あげられる。したがって、一部の実施形態では、架橋はアミド（生物組織で二官能性試薬
アミンとカルボキシル基との間に形成される、又は二官能性試薬酸又は無水物とタンパク
質アミンとの間に形成される）等の共有結合を含む。一部の実施形態では、架橋としては
エステル（二官能性試薬のカルボキシル基とタンパク質のヒドロキシル基の間に形成され
るもの、又は二官能性試薬のヒドロキシル基とタンパク質のカルボキシル基との間に形成
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されるものなど）があげられる。さらなる実施形態では、架橋としては、例えば二官能性
試薬のチオールとタンパク質のシステインとの間の、ジスルフィド結合があげられる。本
明細書により詳細に記載のように、場合によりカップリング促進剤を併用してカップリン
グ剤を使用する、本明細書記載の方法を使用して容易に形成できるので、形成可能な結合
型のうち、アミドは特に有利である。
【０１３２】
　一部の実施形態では、架橋剤は、４から１２個の炭素原子を有する、直鎖又は分岐型の
化合物である。一部の実施形態では、架橋剤は、反応性官能基が炭素環上にある、又は炭
素環に人工的な介在炭素鎖によって結合している、炭素環式化合物である。一部の実施形
態では、反応性官能基は、アミン、ヒドロキシル基、カルボン酸、無水物、酸塩化物、チ
オールなどを含み得る。特定の実施形態では、架橋剤は、Ｃ４～Ｃ１２のアルカンジアミ
ン、アルケンジアミン、アルキンジアミンアルカン、アミノアルカン酸、アミノアルケン
酸又はアミノアルキン酸である。具体的な実施例で、架橋剤は、１，６－ジアミノヘキサ
ン、１，７－ジアミノヘプタン、コハク酸（Ｃ４）、グルタル酸（Ｃ５）、アジピン酸（
Ｃ６）又はピメリン酸（Ｃ７）若しくは無水コハク酸、無水グルタル酸、無水アジピン酸
又は無水ピメリン酸から選択される無水物の１つである。他の特定の実施形態では、架橋
剤は、２，４，６－トリアミノベンゼン、１，４－ジアミノベンゼン、ｏ－フタル酸、ｐ
－フタル酸、４－アミノ安息香酸及び無水フタル酸である。一部の実施形態では、新鮮な
組織に確実に十分浸透するように、分子量約１９０以下及び約１５０以下のジアミノ又は
トリアミノ架橋剤を用いた。特定の実施形態では、架橋剤は、各末端に位置する１つの反
応性アミンを有する、長さが炭素原子６～８個の直鎖である。架橋剤はその長さに沿って
任意に置換してよく、具体的な実施形態では、反応性アミン、例えば各先端にアミンを有
する直鎖アルカンのみで置換した炭化水素である。例示的な架橋剤は、１，６－ヘキサン
ジアミン及び１，７－ヘプタンジアミンである。
【０１３３】
　本明細書で使用する「カップリング剤」及び「カップリング促進剤」という用語は、結
合、特にバイオインプラント組織内のタンパク質と架橋剤との間又はタンパク質の官能基
と（例えば、アミン又はカルボキシル）と架橋剤との間のアミド結合の形成をそれぞれ促
進する及び増強する試薬を指す。これらの結合は、組織の反応性アミンと反応性カルボキ
シル（ＣＯＯＨ又はＣＯＯ－）との間（したがって２つの当該近接した反応基を結合する
）、又は架橋剤の反応性アミン又はカルボキシルと、組織内の反応性カルボキシル又はア
ミンとの間に形成され得る。ペプチド合成及び関連分野の技術者は、当該試薬、例えばカ
ルボジイミド及びスクシイミド、特にこれらの水溶性種を熟知していると思われる。
【０１３４】
　一部の実施形態では、架橋反応は、カップリング剤の使用により容易である。一部のよ
り特定の実施形態では、カップリング剤は、１－エチル－３（３－ジメチルアミノプロピ
ル）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）であるが、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ
）等の他の適当なカップリング剤もまた使用できる。特定の実施形態では、カップリング
剤は、Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミド（スルホ－ＮＨＳ）のようなカップリング促
進剤と併用して使用されるが、１－ヒドロキシ－ベンゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）及びジ
メチルアミノピリジン（ＤＭＡＰ）等の他の適当なカップリング促進剤もまた使用できる
。カップリング剤の濃度及びカップリング促進剤の濃度は変更可能である。しかし、適当
な濃度は当業者により容易に決定できる。一部の実施形態では、カップリング剤は約１０
ｍＭから５００ｍＭの濃度内で、１００ｍＭ以下の濃度で、特に約２０ｍＭから５０ｍＭ
の間の濃度で使用する。一部の実施形態では、カップリング促進剤は０．５ｍＭから約５
０ｍＭの間の濃度、特に約１０ｍＭ以下の濃度で用いる。
【０１３５】
　本発明の一部の実施形態では、架橋剤、カップリング剤及びカップリング促進剤並びに
それらの反応産物は水溶性である。特定の実施形態では、選択された架橋剤、カップリン
グ剤及びカップリング促進剤は組織の架橋を最適化し、一方架橋過程における生物組織の
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損傷、及び移植後の毒性、炎症、石灰化等の危険性を最小にする。特定の実施形態では、
架橋に使用する全溶液を、例えば０．４５μｍ以下のフィルターを通して使用前に濾過し
、微生物の汚染を取り除き、その結果架橋及び／又は殺菌における組織の汚染の危険性を
軽減する。
【０１３６】
　生物組織の架橋のための反応条件は、用いる架橋剤、カップリング剤及び促進剤により
、変更できる。一般的に、架橋過程は当分野の普通の技術者に周知のバッファーの中から
選択された水性バッファーで、最も有効な架橋反応を提供し、一方石灰化の危険性を最小
化するように実施する。適当なバッファーの例は、限定するものではないが、Ｎ－２－ヒ
ドロキシエチルピペラジン－Ｎ’－エタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）及び３－（Ｎ－モル
ホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）などがあげられる。
【０１３７】
　バッファー溶液のｐＨ及び濃度は、用いる架橋剤、カップリング剤及び促進剤により、
再度変更できる。バッファーの濃度及びｐＨは最も有効な架橋反応を提供し、一方生物組
織に最も害が少ないように選択する。例えばカップリング剤としてＥＤＣ、カップリング
促進剤としてスルホ－ＮＨＳを用いた場合、処理溶液のｐＨは約６．０から約７．４に維
持する。反応温度は、約４０℃から０℃、例えば約２１℃から２５℃であってよい。本発
明の実施形態では使用するための許容し得るｐＨバッファーとしては、通称ＨＥＰＥＳ、
ＴＲＩＳ及びＭＯＰＳのｐＨバッファーがあげられる。
【０１３８】
　一般的に、本発明により架橋した、新鮮な、又は補助剤が結合した生物組織を、氷冷し
た０．８５％の生理食塩水又はいくつかの他の適当な溶液で数回すすぐことができるまで
氷上に保存する。一般に、当該洗浄及びすすぎは、新鮮な生物組織をドナーの動物から摘
出後すぐに、又はその後４８時間以内に実施する。補助剤に結合した生物組織の場合、補
助剤を生物組織に結合した後、組織を直ちに架橋するならば、すすぎのステップは省いて
もよい。さらに保存時間が必要な場合、すすいだ組織は、適当なバッファーで、約４℃程
の低温で、２４時間未満なら保存できる。
【０１３９】
　一部の実施形態では、ジアミン架橋剤の濃度は、約８０から約１３５ミリモル、約９０
から１３０ミリモル、約９５から１２５ミリモル、又は約１００から１２５ミリモルであ
る。特定の実施形態では、ジアミン架橋剤は炭素原子１２個以下、例えば炭素原子４から
８個の炭素鎖長を有する。具体的な実施形態では、架橋剤は、それぞれの末端にアミン基
を有する直鎖アルカン、特に１，６－ヘキサンジアミンである。生物組織の処理は、組織
を、カップリング剤、カップリング促進剤及び架橋ジアミンを含む溶液、特に水溶液と接
触させるステップにより実施する。カップリング剤のＥＤＣ及びカップリング促進剤のス
ルホ－ＮＨＳの濃度は、あらかじめ述べたように、例えばＥＤＣが約１０ｍＭから約１０
０ｍＭ、スルホ－ＮＨＳは約０．５ｍＭから約１０ｍＭである。
【０１４０】
　補助分子の生物組織への結合
　上記のように、本発明のバイオインプラントは、真皮、心膜、腱、靱帯、筋膜等の天然
発生的生物組織並びに精製コラーゲン、再構築したコラーゲン及び可溶化コラーゲン等の
コラーゲン並びに骨片及び脱塩した骨から製造する。本発明の範囲内で企図される全組織
は、１又はそれ以上のタンパク質、例えばコラーゲンを有する。脱細胞化をしていない組
織としてはさらに、様々な細胞表面タンパク質、例えば受容体、イオンチャネル及び様々
な試薬との反応を引き起こし、共有結合を形成できる多くの官能基を有する他のタンパク
質を有する生細胞等の他の構成要素があげられる。
【０１４１】
　様々な補助分子はまた、試薬との反応を引き起こし、共有結合を形成できる１又はそれ
以上の官能基を有する。例示的補助分子としては、タンパク質、低分子ペプチド、リボ核
酸、デオキシリボ核酸、多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）及び抗生物質があげら
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れる。補助分子のこれらの種類のそれぞれは、補助分子と生物組織のタンパク質との間に
分子間共有結合（ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ）（結合（ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ））を形成で
きる、少なくとも１種の反応基を有するメンバーを保有する。当該反応基としては、カル
ボキシル基、スルホン酸、アミン、尿素、カルバミン酸、グアニジル、チオール（スルフ
ヒドリル）及びヒドロキシルの各基があげられる。これらの反応基のうち、本発明のバイ
オインプラントの調製のために最も好ましいものは、タンパク質又は二官能性架橋剤上に
不安定なアミド基と、カルボキシル基とをインビボで形成するために使用できるので、カ
ルボキシル基及びアミン基であると考えられる。
【０１４２】
　特定の型の官能基が、当分野で公知の方法によって異なる型に変換できることは理解さ
れるであろう。例えば、アミン基はアミンを、例えば二価酸又は二価酸無水物と反応させ
てカルボキシル基に変換できる。アミンと二価酸の１個のカルボキシル基との反応、又は
二価酸無水物の、無水物の開環により、試薬分子とアミンの間に形成されるアミド結合並
びに別の試薬との反応を引き起こし得る遊離酸基がもたらされる。別の例として、システ
イン基は、チオールアルカン酸をシステイン基にカップリングさせて、その結果補助分子
と試薬の間にジスルフィド架橋を形成し、同時に補助分子上に官能基としての酸基を提供
することによってカルボン酸反応部位に変換できる。一部の実施形態では、補助分子は、
遊離の酸を作製するためのエステル結合の加水分解により解放され得る、酸のエステルで
ある官能基を有することができ、これらはその後アミン結合剤を介して結合できる。この
取り組みは、遊離の酸がインビボで活性代謝産物に相当する場合に特に有用である。した
がって、本明細書で使用する場合、「補助分子」という用語は、特に移植後の補助分子の
放出が、インビボで試薬と補助剤によって形成される結合の切断、その結果の活性分子の
放出によってもたらされる場合、当該誘導体化された分子を含む。
【０１４３】
　一般的に、結合は少なくとも１種の結合剤を用いて補助剤と接触することを必要とする
。当該結合剤は、以下のうちの１種又は複数を含む：架橋剤、カップリング剤及び／又は
カップリング促進剤。一部の実施形態では、結合剤としては、架橋剤のみがあげられる。
他の好ましい実施形態では、結合剤としては、カップリング剤（ＥＤＣなど）があげられ
る。さらに好ましい実施形態では、結合剤としてはカップリング剤（ＥＤＣなど）及びカ
ップリング促進剤（ＮＨＳ又はスルホ－ＮＨＳなど）があげられる。一部の実施形態では
、結合剤は、カップリング剤及びカップリング促進剤を含むが、架橋剤は含まない。一部
の実施形態では、結合剤としては、カップリング剤、カップリング促進剤及び架橋剤があ
げられる。一部の実施形態では、架橋剤、カップリング剤及びカップリング促進剤は、生
物組織の架橋に関する上記のものと同じである。
【０１４４】
　一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤と、場合によりカップリング
促進剤を含む。一部の特に好ましい実施形態では、カップリング剤はＥＤＣ等のカルボジ
イミドである。一部の特に好ましい実施形態では、カップリング促進剤は、ＮＨＳ又はス
ルホ－ＮＨＳである。カップリング剤及びカップリング促進剤は、上にさらに詳細に記載
している。カップリング剤単独の使用又はカップリング促進剤と併用した使用により、補
助分子と生物組織のタンパク質の間に直接アミド結合がもたらされる。
【０１４５】
　当業者は、補助剤と生物組織をカップリングするための、本明細書中に開示したカップ
リング剤及びカップリング促進剤が、一部の実施形態では上記のように殺菌剤及び殺菌促
進剤とそれぞれ同一であることを認識するであろう。当業者は、好ましい実施形態が、殺
菌と結合を、殺菌剤をカップリング剤として、場合により殺菌促進剤をカップリング促進
剤として使用して、同一ステップで伴うことを認識するであろう。一部の好ましい実施形
態では、その後、上記のように浸透促進剤の存在下でさらにカップリングを実施する。一
部の実施形態では、組織と補助剤とを結合し、その後殺菌剤並びに場合により殺菌促進剤
及び／又は浸透促進剤を含む殺菌溶液と接触させる。特定の好ましい実施形態では、組織
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と補助剤を結合し、凍結し、凍結乾燥し、その後前記殺菌溶液と接触させる。他の好まし
い実施形態では、組織を、補助分子及び殺菌剤並びに場合により殺菌促進剤及び／又は浸
透促進剤を含む殺菌溶液と接触させる。特定の好ましい実施形態では、組織をまず凍結し
、凍結乾燥し、その後補助分子及び殺菌剤並びに場合により殺菌促進剤及び／又は浸透促
進剤を含む殺菌溶液と接触させる。
【０１４６】
　一部の実施形態では、架橋剤を使用する。当該場合、架橋剤の少なくとも１個の官能基
は、補助分子の官能基と共有結合を形成できる。他の少なくとも１個の官能基は、生物組
織のタンパク質の官能基と共有結合を形成できる。当該場合、補助分子の活性基は架橋剤
の官能基と共有結合を容易に形成できる基である。補助分子に見出すことのできる例示的
な活性基としては、カルボキシル基、スルホン酸、アミン、グアニン、尿素、カルバミン
酸、アミド、イミド及びチオール（例えば、成長因子タンパク質等のタンパク質のシステ
イン基）があげられる。特に適当な活性基は、カルボキシル基及びアミンがあげられる。
【０１４７】
　一部の実施形態では、適当な架橋剤の反応基としては、補助剤の少なくとも１個のカル
ボキシル基とアミド結合又はエステル結合を形成する官能基があげられる。当該官能基と
しては、アミン及びヒドロキシルがあげられる。一部の実施形態では、適当な結合剤の官
能基としては、補助分子の少なくとも１個のアミン又はヒドロキシルとアミド結合又はエ
ステル結合を形成する官能基があげられる。当該官能基としては、カルボキシル基及び酸
無水物があげられる。
【０１４８】
　生物組織で補助剤をタンパク質に結合するために使用できるいくつかの架橋剤としては
、ホモ二官能性、水溶性試薬：ビス－（スルホスクシンイミジル）スベラート、ジスルホ
スクシンイミジルタルトレート及びエチレングリコール－ビス－（スルホスクシンイミジ
ルスクシネート）があげられる。他の結合剤としては、ヘテロ二官能性、水溶性試薬：Ｎ
－スルホスクシンイミジル（４－ヨードアセチル）アミノベンゾエート、スルホスクシン
イミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート、スル
ホスクシンイミジル－４－（ｐ－マレイミドフェニル）ブチレート、３－マレイミドベン
ゾイル－Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミドエステルがあげられる。水溶性試薬は非水
溶性試薬より優れると思われるが、ビス－（スクシンイミジル）スベラート、ジスクシン
イミジルタルトレート及びエチレングリコールビス－（スクシンイミジルスクシネート）
等の非水溶性、二官能性架橋剤もまた使用できる。言及できる他の架橋剤としては、ジメ
チル－３，３’－ジチオビスプロピオンイミデート、ジメチル－４，４’－ジチオビスブ
チルイミデート及びジメチル－６－６’－ジチオビスカプロイミデート（ｄｉｍｅｔｈｙ
ｌ－６－６’－ｄｉｔｈｉｏｂｉｓｃａｐｒｏｉｍｉｄａｔｅ）があげられる。
【０１４９】
　いくつかの特に適当な二官能性架橋剤としては、ジアミン、二価酸及びアミノ酸、具体
的には官能基との間に４から１２個の炭素を有するジアミン、二価酸及びアミノ酸があげ
られる。ジアミン、二価酸又はアミノ酸を結合剤として使用する場合、本明細書中により
詳細に記載のように、カップリング剤（カルボジイミド又は環状イミドなど）及び／又は
カップリング促進剤（環状イミド、ＨＯＢｔ又はＤＭＡＰなど）の使用は有利である。
【０１５０】
　タンパク質の生物組織への結合
　本発明の範囲内であると考えられるタンパク質としては、成長因子及びプロテオグリカ
ンがあげられる。タンパク質は、組換えタンパク質又は天然に発現する元の組織から単離
されたタンパク質であってよい。本発明の範囲内であると考えられる成長因子としては、
形質転換成長因子－β、血小板由来成長因子、線維芽細胞成長因子、インスリン様成長因
子、軟骨由来成長因子及び骨形成タンパク質等の骨成長因子があげられる。本発明の範囲
内であると考えられるいくつかの骨形成タンパク質としては、骨形成タンパク質－１、骨
形成タンパク質－２、骨形成タンパク質－４及び骨形成タンパク質－７があげられる。本
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発明の範囲内であると考えられる例示的プロテオグリカンとしては、グリコサミノグリカ
ンがあげられる。上記タンパク質はそれぞれ、Ｎ末端、Ｃ末端及び／又は補助タンパク質
と生物組織内のタンパク質との間に分子間結合をもたらす反応を、カップリング剤を用い
て引き起こすことができる側鎖官能基を有する、１又はそれ以上のアミノ酸をその一次構
造内に有する。特定の実施形態では、本発明の範囲内のタンパク質は、補助タンパク質と
生物タンパク質に属するタンパク質との間の分子間結合を形成するための試薬を用いた反
応を引き起こせる、少なくとも１つの側鎖カルボキシル基（例えばアスパルギン酸又はグ
ルタミン酸の側鎖）又はアミン（例えばアルギニン又はリジンの側鎖）を有する。一部の
好ましい実施形態では、結合剤はカップリング剤及び場合によりカップリング促進剤及び
／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これは、補助タンパク質と生物組織との
間に直接結合をもたらす。他の実施形態では、結合剤としては、ジアミンがあげられる。
他の実施形態では、結合剤はジアミンを含み、ＥＤＣ等のカップリング剤の存在下で、場
合によりスルホ－ＮＨＳ又はＮＨＳ等のカップリング促進剤の存在下で、タンパク質にカ
ップリングする。一部のそのような実施形態では、結合剤は、β－アミノ酸、γ－アミノ
酸、δ－アミノ酸、ε－アミノ酸、ζ－アミノ酸等のアミノ酸若しくはβ－アミノ酢酸、
γ－アミノ酪酸、δ－アミノ吉草酸又はζ－アミノカプロン酸等のより順位の高いアミノ
酸である。生物組織を補助タンパク質と接触させると、アミノ酸結合剤及びＥＤＣ等のカ
ップリング剤、場合によりＮＨＳ等のカップリング促進剤の存在下で、補助タンパク質と
アミノ酸の間及びアミノ酸と生物組織のタンパク質との間に形成されたアミド結合を介し
た、補助タンパク質と生物組織内のタンパク質とを結合させる。
【０１５１】
　低分子ペプチドの生物組織への結合
　本発明はさらに、低分子ペプチドが生物組織に結合したバイオインプラントの製造方法
を提供する。一部の実施形態では、低分子ペプチドは、成長タンパク質の結合ドメイン若
しくは組織の治癒、リモデリング、成長又は再生を促進する所望の特性を有するプロテオ
グリカンの一部である。組織の治癒、リモデリング、成長又は再生を促進する所望の特性
を有する他の低分子ペプチドは公知であり、本発明の範囲内に企図される。一般的に、低
分子ペプチドの生物組織への結合は、タンパク質の生物組織への結合と完全に類似してい
る。一部の特定の実施形態では、ペプチドは遊離のカルボキシル基（例えばＣ末端カルボ
キシル基又はアスパラギン酸又はグルタミン酸の側鎖等の側鎖カルボキシル基）、遊離の
アミノ基（Ｎ末端のＮＨ２又はリジンの側鎖アミンなど）、システイン側鎖若しくはペプ
チドと生物組織内の１個又は複数のタンパク質との間の結合を形成しやすい他の反応性官
能基を有する。一部の例示的実施形態では、補助分子は少なくとも１個の遊離のアミン基
（例えばＮ末端のＮＨ２基、アルギニンのグアニジニル基又はリジンの側鎖ＮＨ２基）を
有するペプチドであり、これらは、β－アミノ酸、γ－アミノ酸、δ－アミノ酸、ε－ア
ミノ酸、ζ－アミノ酸の存在下で若しくはβ－アミノ酢酸、γ－アミノ酪酸、δ－アミノ
吉草酸又はζ－アミノカプロン酸等のより順位の高いアミノ酸の存在下で、ＥＤＣ等のカ
ップリング剤の存在下で、場合によりＮＨＳ等のカップリング促進剤の存在下で、新鮮な
、又は架橋した生物組織と接触する。他の例示的実施形態では、ペプチドは少なくとも１
個の遊離のカルボキシル基（例えばＣ末端若しくはアスパラギン酸又はグルタミン酸の側
鎖カルボキシル）を有し、結合剤はジアミン（例えば１，５－ペンタンジアミン、１，６
－ヘキサンジアミン、又は１，７－ヘプタンジアミン）である。当該場合、生物組織を補
助ペプチド、ジアミン及びＥＤＣ等のカップリング促進剤と、場合によりさらにスルホ－
ＮＨＳ又はＮＨＳ等のカップリング促進剤の存在下で接触させる。
【０１５２】
　適当なアミンを担持する補助剤としては、タンパク質及びペプチド並びに特定の抗生物
質があげられる。利用可能なアミン基を有すると言える特定のタンパク質は、形質転換成
長因子－β（ＴＧＦ－β）、血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、インスリン様成長因子（
ＩＧＦ）、軟骨由来成長因子（ＣＤＧＦ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）並びに骨形成
タンパク質（ｂｏｎｅ　ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ）（ＢＭＰ）、特にＢ



(50) JP 2009-529974 A5 2013.1.24

ＭＰ－２、ＢＭＰ－４及びＢＭＰ－７、同様に骨形成タンパク質－１（ｏｓｔｅｏｇｅｎ
ｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ－１）等の骨成長因子（ＢＧＦ）である。
【０１５３】
　本発明の範囲内の特定のアミンを担持するペプチドは、マゲイニン（例えば、マゲイニ
ンＩ及びマゲイニンＩＩ）を含み、これらはそれらのペプチド鎖にいくつかのリジン残基
を有する。
【０１５４】
　一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリン
グ促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助ペプチド
と生物組織との間に直接結合がもたらされる。他の実施形態では、結合剤としてはジアミ
ンがあげられる。これにより、ペプチドと生物組織との間に間接的な共有結合ができる。
【０１５５】
　核酸の生物組織への結合
　本発明の一部の実施形態では、補助分子は、リボ核酸、デオキシリボ核酸又は核酸模倣
体等の核酸である。当該核酸は、公知の方法、例えば１つの末端にホスホロアミダイト官
能性を、他方の末端にアミン等のタンパク質反応官能性を有する試薬を使用するホスホロ
アミダイト法などを介してタンパク質に結合できる。ホスホロアミダイトは核酸の遊離ヒ
ドロキシル基（５’－ＯＨ、３’－ＯＨなど）、例えばテトラゾール又はジシアノチミダ
ゾール（ｄｉｃｙａｎｏｔｉｍｉｄａｚｏｌｅ）等の触媒の存在下で反応し、亜リン酸中
間体を形成し、これをその後、酸素、硫黄若しくは過酸化水素又はフェニルアセチルジス
ルフィド等の酸素試薬又は硫黄試薬を用いて酸化し、試薬分子と核酸との間にリン酸結合
を形成する。この誘導体はその後タンパク質とカップリングすることができる。例えば、
アミノアルキルホスホロアミダイトを使用する場合、リン酸結合を形成した後、アミノ基
は遊離であり、タンパク質表面の反応性カルボキシル基と反応する。アミン基とカルボキ
シル基とのカップリングは、上の架橋の項に記載したように、カップリング剤及び場合に
よりカップリング促進剤の存在下でもたらされ得る。特定の実施形態では、カップリング
剤はＥＤＣ等のカルボジイミドであり、カップリング促進剤はスルホ－ＮＨＳ又はＮＨＳ
である。
【０１５６】
　抗生物質の生物組織への結合
　本発明はさらに、結合した補助剤が抗生物質である、補助剤が結合したバイオインプラ
ントを提供する方法を提供する。タンパク質の場合、適当な抗生物質は遊離のアミン、カ
ルボキシル又は他の官能基を有するもの、並びに遊離カルボキシル及び／又は遊離アミン
活性代謝産物のエステル又はアミドのプロドラッグであると考えられるものである。後者
は結合の前に脱エステル化又は脱アミド化しなければならない。適当なアミン官能基は、
結合剤の適当な官能基とアミド結合又はスルホンアミド結合を形成するために利用可能な
、少なくとも１個の－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋基を有する。当業者は、様々な官能基が、ア
ミン（－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）、アミド（－ＣＯＮＨ２）、スルホンアミド（－ＳＯ２

ＮＨ２）、尿素（－ＮＨＣＯＮＨ２）、チオ尿素（－ＮＨＣＳＮＨ２）、カルバミン酸（
－ＯＣＯＮＨ２）、グアニジン（－Ｎ－（Ｃ＝ＮＨ）－ＮＨ２）などを含む、－ＮＨ２及
び／又は－ＮＨ３

＋官能基などを有することを認識するであろう。一部の例示的実施形態
では、補助分子は、少なくとも１個の遊離アミン基（例えばＮ末端のＮＨ２基、又はリジ
ンの側鎖ＮＨ２基）を有する抗生物質であり、これらは、β－アミノ酸、γ－アミノ酸、
δ－アミノ酸、ε－アミノ酸、ζ－アミノ酸の存在下で若しくはβ－アミノ酢酸、γ－ア
ミノ酪酸、δ－アミノ吉草酸又はζ－アミノカプロン酸等のより順位の高いアミノ酸の存
在下で、ＥＤＣ等のカップリング剤の存在下で、場合によりＮＨＳ等のカップリング促進
剤の存在下で、新鮮な、又は架橋した生物組織と接触する。他の例示的実施形態では、抗
生物質は少なくとも１個の遊離のカルボキシル基（例えばＣ末端若しくはアスパラギン酸
又はグルタミン酸の側鎖カルボキシル）又は亜硫酸基（－ＳＯ３Ｈ）を有し、結合剤はジ
アミン（例えば１，５－ペンタンジアミン、１，６－ヘキサンジアミン、又は１，７－ヘ



(51) JP 2009-529974 A5 2013.1.24

プタンジアミン）である。当該場合、生物組織を、補助抗生物質、ジアミン及びＥＤＣ等
のカップリング促進剤と、場合によりさらにＮＨＳ等のカップリング促進剤の存在下で接
触させる。さらなる実施形態では、抗生物質は、コハク酸、無水コハク酸又は５－アミノ
ペンチルスルホン－１－酸等の適当な架橋剤を用いて、エステル結合又はホスホジエステ
ル結合を形成できる、少なくとも１個の遊離の－ＯＨ基を有する。一部の好ましい実施形
態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透
促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助抗生物質と生物組織との間に直接
共有結合ができる。
【０１５７】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するアミノグリコシドとしては、アミカシン
、アプラマイシン、アルベカシン、バンベルマイシン、ブチロシン、ジベカシン、ジヒド
ロストレプトマイシン、フォルチマイシン、ゲンタマイシン、イセパマイシン、カナマイ
シン（Ａ、Ｂ又はＣ）、ミクロノマイシン、ネオマイシン（Ａ、Ｂ又はＣ）、ネチルマイ
シン、パロモマイシン、リボスタマイシン、シソマイシン、ストレプトマイシン、トブラ
マイシン及びトロスペクトマイシンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤
は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが
、架橋剤は含まない。これにより、補助アミノグリコシドと生物組織が直接共有結合する
。
【０１５８】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するβ－ラクタム抗生物質としては、抗生物
質ファミリーのメンバー：セファロスポリン、セファマイシン、モノバクタム、ペニシリ
ン及びリタペネム（ｒｉｔａｐｅｎｅｍ）があげられる。一部の好ましい実施形態では、
結合剤はカップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含
むが、架橋剤は含まない。これにより、補助β－ラクタムと生物組織が直接共有結合する
。
【０１５９】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するセファロスポリンとしては、セファクロ
ール、セファドロキシル、セファトリジン、セフカペンピボキシル、セフクリジン、セフ
ジニル、セフジトレン、セフェピム、セフェタメット、セフィキシム、セフメノキシム、
セフォジジム、セフォラニド、セフォタキシム、セフォチアム、セフォゾプラン、セフピ
ロム、セフポドキシム　プロキセチル、セフプロジル、セフロキサジン、セフソルジン、
セフタジジム、セフテラム、セフチブテン、セフチオフル、セフトリアキソン、セフロキ
シム、セフゾナム、セファレキシン、セファログリシン、セファロスポリンＣ、セファマ
イシン、セファラジン及びピブセファレキシンがあげられる。一部の好ましい実施形態で
は、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進
剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助セファロスポリンと生物組織との間に
直接共有結合ができる。
【０１６０】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するセファマイシンとしては、セフォテタン
及びセフォキシチンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリン
グ剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含ま
ない。これにより、補助セファマイシンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１６１】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するモノバクタムとしては、アズトレオナム
、カルモナム及びチゲモナムがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤はカッ
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プリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤
は含まない。これにより、補助モノバクタムと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１６２】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するペニシリンとしては、アモキシシリン、
アンピシリン、アスポキシシリン、バカンピシリン、シクラシリン、エピシリン、レナン
ピシリン、ペニシリンＮ、ピバンピシリン、スルタミシリン及び、タランピシリンがあげ
られる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカッ
プリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助ペ
ニシリンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１６３】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するマクロライドとしては、プリマイシンが
あげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合により
カップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補
助マクロライドと生物組織との間に直接共有結合がおこる。
【０１６４】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するポリペプチドとしては、バシトラシン、
カプレオマイシン、コリスチン、エンドウラシジン（ｅｎｄｕｒａｃｉｄｉｎ）、エンビ
オマイシン、ポリミキシン、リストセチン、テイコプラニン、チオストレプトン、ツベラ
クチノマイシン、チロシジン及びバンコマイシンがあげられる。一部の好ましい実施形態
では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促
進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助ポリペプチドと生物組織との間に直
接共有結合ができる。
【０１６５】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するテトラサイクリンとしては、クロルテト
ラサイクリン、デメクロサイクリン、ドキシサイクリン、グアメサイクリン、ライムサイ
クリン、メクロサイクリン、メタサイクリン、ミノサイクリン、オキシテトラサイクリン
、サンサイクリン及びテトラサイクリンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結
合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含
むが、架橋剤は含まない。これにより、補助テトラサイクリンと生物組織との間に直接共
有結合ができる。
【０１６６】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有する２，４－ジアミノピリミジン類としては
、ブロジモプリムがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング
剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まな
い。これにより、補助２，４－ジアミノピリミジン類と生物組織との間に直接共有結合が
できる。
【０１６７】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するキノロン類及びキノロン類似体補助剤と
しては、シプロフロキサシン、クリナフロキサシン、エノキサシン、グレパフロキサシン
、ロメフロキサシン、ノルフロキサシン、ピペミド酸、スパルフロキサシン、テマフロキ
サシン、トスフロキサシン及びトロバフロキサシンがあげられる。一部の好ましい実施形
態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透
促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助キノロン類又はキノロン類似体と
生物組織との間に直接共有結合ができる。
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【０１６８】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するスルホンアミドとしては、アセチルスル
ファメトキシピラジン、ベンジルスルファミド、クロラミン－Ｂ、クロラミン－Ｔ、Ｎ４

－β－Ｄ－グルコシルスルファニルアミド、マフェナイド、４’－（メチルスルファモイ
ル）スルファニルアニリド、ノプリルスルファミド（ｎｏｐｒｙｌｓｕｌｆａｍｉｄｅ）
、スルファベンズアミド、スルファセタミド、スルファクロルピリダジン、スルファクリ
ソイジン、スルファシチン（ｓｕｌｆａｃｙｔｉｎｅ）、スルファジアジン、スルファジ
クラミド、スルファジメトキシン、スルファドキシン、スルファエチドール、スルファグ
アニジン、スルファグアノール、スルファレン、スルファメラジン、スルファメータ、ス
ルファメサジン、スルファメチゾール、スルファメトミジン（ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｍｉ
ｄｉｎｅ）、スルファメトキサゾール、スルファメトキシピリダジン、スルファメトロー
ル、スルファミドクリソイジン（ｓｕｌｆａｍｉｄｏｃｈｒｙｓｏｉｄｉｎｅ）、スルフ
ァモキソール、スルファニルアミド、４－スルファニルアミドサリチル酸、Ｎ４－スルフ
ァニリルスルファニルアミド、スルファニル尿素、Ｎ－スルファニリル－３，４－キシラ
ミド、スルファペリン、スルファフェナゾール、スルファプロキシリン、スルファピラジ
ン、スルファピリジン、スルファキノキサリン、スルファソミゾール、スルファシマジン
、スルファチアゾール、スルファチオ尿素、スルファトラミド、スルファザメット（ｓｕ
ｌｆａｚａｍｅｔ）、スルフィソミジン及びスルフィソキサゾールがあげられる。一部の
好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤
及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助スルホンアミドと
生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１６９】
　アミド結合又はスルホンアミド結合の形成のために利用可能な、少なくとも１個のアミ
ン基（例えば－ＮＨ２又は－ＮＨ３

＋）を有するスルホンとしては、アセジアスルホン、
アセトスルホンナトリウム、ダプソン、スクシスルホン、スルファニル酸、２－ｐ－スル
ファニリルアニリノエタノール、ｐ－スルファニリルベンジルアミン及びチアゾールスル
ホンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合
によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これによ
り、補助スルホンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１７０】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するアミノグリコシドとしては、バンベルマイシンがあげられる。
【０１７１】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するβ－ラクタムとしては、β－ラクタムファミリーのメンバー：カルバセフェム
、カルバペネム、セファロスポリン、セファマイシン、モノバクタム、オキサセフェム、
ペニシリン、クラブラン酸及びリタペネム（ｒｉｔａｐｅｎｅｍ）があげられる。一部の
好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤
及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助β－ラクタムと生
物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１７２】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）があるカルバペネムとしては、ロラカルベフがあげられる。一部の好ましい実施形態で
は、結合剤はカップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤
を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助カルバペネムと生物組織との間に直接共
有結合ができる。
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【０１７３】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するカルバペネムとしては、ビアペネム、イミペネム、メロペネム及びパニペネム
があげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によ
りカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、
補助カルバペネムと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１７４】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するセファロスポリンとしては、セファクロール、セファドロキシル、セファマン
ドール、セファトリジン、セファゼドン、セファゾリン、セフクリジン、セフジニル、セ
フジトレン、セフェピム、セフェタメット、セフィキシム、セフメノキシム、セフォジジ
ム、セフォニシド、セフォペラゾン、セフォラニド、セフォタキシム、セフォチアム、セ
フォゾプラン、セフピミゾール、セフピラミド、セフピロム、セフプロジル、セフロキサ
ジン、セフソルジン、セフタジジム、セフテラム、セフテゾール、セフチブテン、セフチ
オフル、セフチゾキシム、セフトリアキソン、セフロキシム、セフゾナム、セファセトリ
ルナトリウム、セファレキシン、セファログリシン、セファロリジン、セファロスポリン
Ｃ、セファロチン、セファマイシン、セファピリンナトリウム、セファラジン及びピブセ
ファレキシンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並
びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。
これにより、補助セファロスポリンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１７５】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するセファマイシンとしては、セフブペラゾン、セフメタゾール、セフミノクス、
セフォテタン及びセフォキシチンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は
カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架
橋剤は含まない。これにより、補助セファマイシンと生物組織との間に直接共有結合でき
る。
【０１７６】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するモノバクタムとしては、カルモナム及びチゲモナムがあげられる。一部の好ま
しい実施形態では、結合剤はカップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／
又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助モノバクタムと生物組織
との間に直接共有結合ができる。
【０１７７】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するオキサセフェムとしては、フロモキセフ及びモノキサラクタムがあげられる。
一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング
促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助オキサセフ
ェムと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１７８】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するペニシリンとしては、アムジノシリン、アモキシシリン、アンピシリン、アパ
ルシリン、アスポキシシリン、アジドシリン、アズロシリン、ベンジルペニシリン酸、カ
ルベニシリン、カリダシリン（ｃａｒｉｄａｃｉｌｌｉｎ）、クロメトシリン、クロキサ
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シリン、シクラシリン、ジクロキサシリン、エピシリン、フェンベニシリン、フロキサシ
リン、ヘタシリン、メタンピシリン、メチシリン、メズロシリン、ナフシリン、オキサシ
リン、ペナメシリン、ペンタメート、ペニシリンＧ、ペニシリンＮ、ペニシリンＯ、ペニ
シリンＶ、ペニメピサイクリン、フェネチシリン、ピペラシリン、プロピシリン、キナシ
リン、スルベニシリン、テモシリン及びチカルシリンがあげられる。一部の好ましい実施
形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸
透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助ペニシリンと生物組織との間に
直接共有結合ができる。
【０１７９】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するポリペプチドとしては、アンホマイシン、バシトラシン、テイコプラニン、チ
ロシジン及びバンコマイシンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カ
ップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋
剤は含まない。これにより、補助ポリペプチドと生物組織との間に直接共有結合ができる
。
【０１８０】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するテトラサイクリンとしては、アピサイクリン、ライムサイクリン及びペニメピ
サイクリンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並び
に場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。こ
れにより、補助テトラサイクリンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８１】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するキノロン類及びキノロン類似体補助剤としては、シノキサシン、シプロフロキ
サシン、クリナフロキサシン、ジフロキサシン、エノキサシン、フレロキサシン、フルメ
キン、グレパフロキサシン、ロメフロキサシン、ミロキサシン、ナジフロキサシン、ナリ
ジクス酸、ノルフロキサシン、オフロキサシン、オキソリン酸、パズフロキサシン、ペフ
ロキサシン、ピペミド酸、ピロミド酸、ロソキサシン、ルフロキサシン、スパルフロキサ
シン、テマフロキサシン、トスフロキサシン及びトロバフロキサシンがあげられる。一部
の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促進
剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助キノロン類又は
キノロン類似体と生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８２】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するスルホンアミドとしては、フタリルスルファセタミド、フタリルスルファチア
ゾール、サラゾスルファジミジン、スクシニルスルファチアゾール、スルファロクス酸及
び４－スルファニルアミドサリチル酸があげられる。一部の好ましい実施形態では、結合
剤はカップリング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが
、架橋剤は含まない。これにより、補助スルホンアミドと生物組織との間に直接共有結合
ができる。
【０１８３】
　アミド（若しくはＳＯ３Ｈ又はＳＯ３

－の場合、スルホンアミド）結合の形成のために
利用可能な、少なくとも１個の酸性基（例えばＣＯＯＨ、ＣＯＯ－、ＳＯ３Ｈ、ＳＯ３

－

）を有するスルホンとしては、アセジアスルホン、ソラスルホン、スクシスルホン及びス
ルファニル酸があげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並
びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。
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これにより、補助スルホンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８４】
　エステル結合又はホスホジエステル結合を形成できる、少なくとも１個のヒドロキシル
基（－ＯＨ）を有するアミノグリコシドとしては、スペクチノマイシンがあげられる。一
部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップリング促
進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助アミノグリコ
シドと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８５】
　エステル結合又はホスホジエステル結合を形成できる、少なくとも１個のヒドロキシル
基（－ＯＨ）を有するリンコサミドとしては、クリンダマイシン及びリンコマイシンがあ
げられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカ
ップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助
リンコサミドと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８６】
　エステル結合又はホスホジエステル結合を形成できる、少なくとも１個のヒドロキシル
基（－ＯＨ）を有するマクロライドとしては、アジスロマイシン、カルボマイシン、クラ
リスロマイシン、ジリスロマイシン、エリスロマイシン、ジョサマイシン、ロイコマイシ
ン、ミデカマイシン、ミオカマイシン、オレアンドマイシン、プリマイシン、ロキタマイ
シン、ロサラマイシン、ロキシスロマイシン、スピラマイシン及びトロレアンドマイシン
があげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によ
りカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、
補助マクロライドと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８７】
　エステル結合又はホスホジエステル結合を形成できる、少なくとも１個のヒドロキシル
基（－ＯＨ）を有するテトラサイクリンとしては、クロモサイクリン、ピパサイクリン、
ロリテトラサイクリンがあげられる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリ
ング剤並びに場合によりカップリング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含
まない。これにより、補助テトラサイクリンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８８】
　エステル結合又はホスホジエステル結合を形成できる、少なくとも１個のヒドロキシル
基（－ＯＨ）を有するスルホンとしては、ジアチモスルホン及びグルコスルホンがあげら
れる。一部の好ましい実施形態では、結合剤は、カップリング剤並びに場合によりカップ
リング促進剤及び／又は浸透促進剤を含むが、架橋剤は含まない。これにより、補助スル
ホンと生物組織との間に直接共有結合ができる。
【０１８９】
　エステル結合又はホスホジエステル結合を形成できる、少なくとも１個のヒドロキシル
基（－ＯＨ）を有する他の抗生物質としては、クロホクトール及びキシボルノールがあげ
られる。
【０１９０】
　殺菌
　哺乳動物、特にヒトにバイオインプラントを移植する前に、殺菌を行わなければならず
、これは通常包装前に行う。殺菌条件は、上記に詳細に記載した。一部の好ましい実施形
態では、殺菌と結合は同一処理ステップで行い、具体的には、殺菌剤並びに場合により殺
菌促進剤及び／又は浸透促進剤を含む、同じ試薬溶液を使用する。一部の特に好ましい実
施形態では、殺菌溶液としては、殺菌剤及び浸透促進剤並びに場合により殺菌促進剤があ
げられる。一部の他の好ましい実施形態では、殺菌溶液としては、殺菌剤、殺菌促進剤及
び浸透促進剤があげられる。他の実施形態では、殺菌溶液としては、殺菌剤、架橋剤及び
場合により殺菌促進剤及び／又は浸透促進剤があげられる。
【０１９１】
　調製スキーム
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　以下は、本発明の、補助剤が結合し、架橋し、殺菌したバイオインプラントの調製に関
する、特定のスキームの説明である。当業者は、本発明の範囲内で他の実施形態が開発で
き、これらの例示的実施例の提示によって、当該広範囲の発明の放棄を意図するものでは
ないことが認識されるであろう。
【０１９２】
　ＥＤＣにより促進される架橋／結合
　上述のように、生物組織の架橋及び補助分子の生物組織への結合は、様々な架橋剤の存
在下で実施できる。一部の実施形態では、本発明は、生物組織とジアミン、例えば、間に
少なくとも約４個の炭素があるアミン基を有する、Ｃ４～Ｃ１２の線状ジアミンとの架橋
ステップを含む。特定の実施形態では、ジアミンは水溶性であるが、界面活性剤、特に非
イオン性界面活性剤を、ジアミンの可溶化を助けるために使用するならば、非水溶性又は
わずかに水溶性のジアミンも、一部の実施形態では使用できる。本発明の範囲内で企図さ
れる例示的水溶性ジアミンとしては、１，５－ペンタンジアミン、１，６－ヘキサンジア
ミン及び１，７－ヘプタンジアミンがあげられる。
【０１９３】
　一部の実施形態では、本発明は、生物組織と二価酸、例えば、間に少なくとも約４個の
炭素があるカルボキシル基を有するＣ４～Ｃ１２の線状二価酸との架橋ステップを含む。
特定の実施形態では、二価酸は水溶性であるが、界面活性剤、特に非イオン性界面活性剤
を、二価酸の可溶化を助けるために使用するならば、非水溶性又はわずかに水溶性の二価
酸も、一部の実施形態では使用できる。本発明の範囲内で企図される例示的水溶性二価酸
としては、１，５－ペンタンジカルボン酸、１，６－ヘキサンジカルボン酸及び１，７－
ヘプタンジカルボン酸があげられる。
【０１９４】
　二価酸の代わりに、二価酸無水物、例えば、間に少なくとも約４個の炭素があるカルボ
キシル基を有するＣ４～Ｃ１２の二価酸無水物で代用することができる。特定の実施形態
では、二価酸無水物は水溶性であるが、界面活性剤、特に非イオン性界面活性剤を、二価
酸無水物の可溶化を助けるために使用するならば、非水溶性又はわずかに水溶性の二価酸
無水物も、一部の実施形態では使用できる。本発明の範囲内で企図される例示的水溶性二
価酸無水物としては、１，５－ペンタンジカルボン酸無水物、１，６－ヘキサンジカルボ
ン酸無水物及び１，７－ヘプタンジカルボン酸無水物があげられる。
【０１９５】
　二価酸又はジアミンの代わりに、アミノ酸、例えば、間に少なくとも約４個の炭素があ
るカルボキシル基とアミンとを有するＣ４～Ｃ１２のアミノ酸で代用することができる。
特定の実施形態では、アミノ酸は水溶性であるが、界面活性剤、特に非イオン性界面活性
剤を、アミノ酸の可溶化を助けるために使用するならば、非水溶性又はわずかに水溶性の
アミノ酸も、一部の実施形態では使用できる。本発明の範囲内で企図される例示的水溶性
アミノ酸としては、５－アミノペンタン－１－酸、６－アミノヘキサン－１－酸及び７－
アミノヘプタン－１－酸があげられる。上記のように他のアミノ酸も使用できる。
【０１９６】
　ジアミンは、生物組織内のカルボキシル基との間にアミド結合を形成し、したがってカ
ルボキシル基を、アルキレンリンカーを介して結合する。二価酸及び二価酸無水物は、生
物組織内のタンパク質のアミン（グアニンを含む）基と、アミド結合を形成する。同様に
、アミノ酸のアミン機能は、タンパク性カルボキシル基とアミド結合を形成し、一方アミ
ノ酸のカルボキシル基は、生物組織のアミン基とアミド結合を形成する。
【０１９７】
　カップリング剤の使用は、生物組織内及び生物組織間の、アミド結合の形成を助けるた
めに有利であると考えられる。適当なカップリング剤は、ＥＤＣ又はＮ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ）を含み、これらはジアミン、二価酸又はアミノ酸と共に使用した場
合、アミド結合の形成を促進する。カップリング促進剤のＥＤＣは、アミンとカルボキシ
ル基の反応速度を活性中間体の形成によって加速し、アミド結合形成の反応エネルギー障
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壁を低くすると考えられている。ＥＤＣを使用したアミド結合の形成を、以下のスキーム
１に示す。
【０１９８】
【化１】

【０１９９】
　スキーム１に見られるように、アミド結合の形成は活性中間体を介して始まる。具体的
には、Ｒａ－ＣＯＯＨで表される分子のカルボン酸部分が、ジイミド炭素を攻撃し、比較
的不安定なｏ－アシルイソ尿素中間体を形成する。Ｒｂ－ＮＨ２のアミン官能基の遊離の
１組の電子によるカルボニル炭素の攻撃により、ＲａとＲｂとの間にアミド結合の形成が
もたらされる。さらに、副生成物として水溶性イソ尿素が形成され、これは結合及び／又
は架橋の後で生物組織から洗い流す。
【０２００】
　一部の実施形態では、Ｒａは生物組織のタンパク質を表し、Ｒｂはアミンを担持する補
助剤を表す。一部の具体的な実施形態では、Ｒａは１個又は複数の遊離のカルボキシル（
ＣＯＯＨ又はＣＯＯ－）を有する生物組織のタンパク質を表し、一方Ｒｂは、タンパク質
、ペプチド、抗生物質、遊離のアミンを有するＲＮＡもしくはＤＮＡ又は多糖類、グリコ
サミノグリカン（ＧＡＧ）若しくは遊離アミンを有するように誘導体化されたものを表す
。一部の実施形態では、Ｒａは補助剤のカルボキシル又は他の酸性基を表し、Ｒｂは生物
組織のタンパク質の遊離のアミン（リジンの側鎖など）を表す。一部の特定の実施形態で
は、Ｒａは、タンパク質、ペプチド、抗生物質又はＤＮＡ、ＲＮＡの遊離カルボキシル若
しくは遊離カルボキシルを有するように誘導体化された多糖類、グリコサミノグリカン（
ＧＡＧ）であり、Ｒｂは生物組織のタンパク質におけるリジン側鎖の遊離アミンを表す。
【０２０１】
　一部の実施形態では、生物組織は、架橋剤を介して補助剤とカップリングする。一部の
当該実施形態では、酸性のＲａは、タンパク質、特に反応に利用可能な１個又は複数のカ
ルボン酸部分を有する生物組織のタンパク質（例えば、Ｃ末端ＣＯＯＨ又はアスパルギン
酸及び／又はグルタミン酸の残基のカルボキシル基）である。一部の当該実施形態では、
Ｒａはタンパク質、ペプチド又は抗生物質等の酸を担持する補助剤の残基であり若しくは
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誘導体化された多糖類、グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）、ＤＮＡ又はＲＮＡであり得る
。さらに、一部の当該実施形態では、Ｒａは二価酸、二価酸無水物又はアミノ酸等の酸性
架橋剤であり得る。Ｒａがタンパク質である場合、Ｒｂは、一部の実施形態では、ジアミ
ン架橋剤等のアミノ架橋剤である。Ｒａが架橋剤である場合、Ｒｂは、一部の実施形態で
は、露出したアミン基（例えば、Ｎ末端のアミン又はリジン残基の側鎖アミン）を有する
タンパク質である。Ｒａが酸を担持する補助剤の残基を表す場合、Ｒｂは、一部の実施形
態では、アミンを担持する架橋剤又はカップリング剤であり若しくはＲｂはアミンを担持
するタンパク質であり得る。
【０２０２】
　架橋、結合又は両方は、所望の材料とアミド結合を形成できる二官能性試薬（架橋／結
合）を使用して実施できるので、一般的に、ＥＤＣが仲介する架橋及び結合は、理論的に
は非常に似ている。
【０２０３】
　一部の実施形態では、１つのステップで生物組織を架橋し、もう１つのステップで補助
分子と生物組織とを結合することが有利であると考えられる。一部の当該実施形態では、
架橋剤として、ジアミン、二価酸また二価酸無水物等のホモ二官能性結合剤の使用が有利
であると考えられる。一部の特定の実施形態では、ホモ二官能性結合剤は、ジアミンであ
り、これはＥＤＣ及び場合によりスルホ－ＮＨＳ又はＮＨＳ等のカップリング促進剤と併
用して使用する。当該場合、ジアミンと生物組織との架橋は、組織タンパク質のカルボン
酸基を閉鎖し、適当な結合リンカーを介した補助分子の結合に利用可能な、組織タンパク
質のアミン基は残しておく。当該結合は、少なくとも２個の官能基を有する結合剤を用い
て実施する。第１の官能基は、組織タンパク質のアミンと反応し、アミド結合を形成でき
る官能基でなければならない。適当な結合剤としては、二価酸、二価酸無水物及びアミノ
酸、特に、二個の官能基が少なくとも４個の炭素原子によって隔てられている、４～１２
個の炭素を有するような結合剤があげられる。結合剤が二価酸又は二価酸無水物である場
合、補助剤は、結合剤とアミド結合を形成するための、少なくとも１個の遊離のアミンを
有する、又は有するように改変されているものでなければならない。結合がアミノ酸であ
る場合、補助剤は、結合剤とアミド結合を形成するために利用可能な、少なくとも１個の
カルボン酸部分を有する、又は有するように改変されているものでなければならない。い
ずれの場合にも結合は、補助剤、架橋生物材料及び結合剤、場合によりカップリング剤（
例えばＥＤＣ又はＮＨＳ）及び／又はカップリング促進剤（例えば、ＮＨＳ又はスルホ－
ＮＨＳ）と共に接触させて有利に行うことができる。
【０２０４】
　図１及び２に描いたスキーム２及び２Ａは、補助剤の結合の前の架橋を、生物組織でど
のように行うかを示す。図１のスキーム２を参照すると、第１のステップで、複数のカル
ボキシル部分と少なくとも１個のアミン部分とを有するタンパク質Ｐｒを示してある。タ
ンパク質を、架橋剤ｄｉａｍ（ジアミンである）と、カップリング剤（ＥＤＣ）及びカッ
プリング促進剤（スルホ－ＮＨＳ）の存在下で接触させて架橋し、これにより架橋タンパ
ク質ＸＬＰｒを作製する。
【０２０５】
　スキーム２に示した第１の代替の反応（Ａ）で、架橋タンパク質ＸＬＰｒを、遊離カル
ボキシル基を有する補助分子ａ－ａｄｊ（Ｒ１ＣＯ２

－）と、カップリング剤（ＥＤＣ）
及びカップリング促進剤（スルホ－ＮＨＳ）の存在下で反応させて、これにより補助剤が
結合した架橋タンパク質１を作製する。当業者は、Ｒ１ＣＯ２

－が天然状態で遊離カルボ
キシルを有する補助分子（タンパク質、ペプチド又は抗生物質、例えばペニシリン又はセ
ファロスポリンの１つなど）であってよいが、さらに上記のように、例えばアミンを担持
する補助剤と二価酸、二価酸無水物などとを反応させて、カルボキシル基を有するように
改変されている補助分子もまた表し得ることを認識するであろう。一部の実施形態では、
補助剤は、カルボキシル基の代わりにスルホン酸基（ＳＯ３

－）を有していてもよく、こ
の場合予想される結果はタンパク質と補助剤との間のスルホンアミド結合であろう。
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【０２０６】
　スキーム２に示す別の代替の反応（Ｂ１）で、架橋タンパク質ＸＬＰｒを、アミノ酸架
橋剤ａａ（Ｈ２Ｎ－Ｒ２－ＣＯ２

－）と、カップリング剤（ＥＤＣ）及びカップリング促
進剤（スルホ－ＮＨＳ）の存在下で反応させて、これにより中間体架橋タンパク質２を作
製する。次いでこの中間体２を、カルボキシル基を担持する補助分子ａ－ａｄｊ（Ｒ３－
ＣＯ２

－）と反応させ（Ｂ２）、補助剤の結合した架橋タンパク質３を形成させる。当業
者は、図２のスキーム２Ａに示した第１の反応順序（Ｂ）に例示したように、２つの反応
ステップは１つのステップにまとめることができ、架橋タンパク質ＸＬＰｒをアミノ酸ａ
ａ及びカルボキシルを担持する補助剤ａ－ａｄｊと、ＥＤＣ及びスルホ－ＮＨＳの存在下
で反応させて、補助剤の結合した架橋タンパク質３を形成できることを認識するであろう
。
【０２０７】
　スキーム２に示したさらに別の代替の反応で、架橋タンパク質ＸＬＰｒを、二価酸ｄｉ
ａ又は二価酸無水物ｄｉａａｎと、ＥＤＣ及びスルホ－ＮＨＳの存在下で反応させ（Ｃ１
）、中間体４を形成し、この中間体４は、さらなる反応に利用可能な遊離のカルボキシル
基を有する。この遊離のカルボキシル基は、補助分子ｂ－ａｄｊ（Ｒ５－ＮＨ２）のアミ
ンと、例えばＥＤＣ及びスルホ－ＮＨＳの存在下でアミド結合を形成でき（Ｃ２）、補助
剤が結合した架橋タンパク質５を形成する。当業者は、図２のスキーム２Ａに示した第２
の反応順序（Ｃ）に描いたように、これらの２つのステップを同じ反応混合物で実施でき
ることを認識するであろう。
【０２０８】
　図３及び４に描いたスキーム３及び３Ａはそれぞれ、補助剤の結合の前の架橋を、生物
組織でどのように行うかを示す。まず図３のスキーム３を参照すると、第１のステップで
、複数のアミン部分と少なくとも１個のカルボキシル部分とを有するタンパク質Ｐｒを示
す。次いでタンパク質を、架橋剤ｄｉａｃｉｄ（二価酸である）（又は当業者により認め
られるような二無水物）とカップリング剤（ＥＤＣ）及びカップリング促進剤（スルホ－
ＮＨＳ）の存在下で接触させて架橋し、これにより架橋タンパク質ＸＬＰｒを作製する。
【０２０９】
　スキーム３に示した第１の代替の反応（Ａ）で、架橋タンパク質ＸＬＰｒを、補助分子
ｂ－ａｄｊ（Ｒ１―ＮＨ２）と、カップリング剤（ＥＤＣ）及びカップリング促進剤（ス
ルホ－ＮＨＳ）の存在下で反応させて、これにより補助剤が結合した架橋タンパク質６を
作製する。当業者は、Ｒ１―ＮＨ２が天然状態で遊離アミンを有する補助分子（タンパク
質、又はペプチドなど）であってよいが、さらに上記のように、例えばカルボキシルを担
持する補助剤（ペニシリン又はセファロスポリンなど）とジアミンとを反応させて、アミ
ン基を有するように改変されている補助分子もまた表し得ることを認識するであろう。
【０２１０】
　スキーム３に描いた別の代替の反応で、架橋タンパク質ＸＬＰｒを、アミノ酸架橋剤ａ
ａ（Ｈ２Ｎ－Ｒ２－ＣＯ２－）と、カップリング剤（ＥＤＣ）及びカップリング促進剤（
スルホ－ＮＨＳ）の存在下で反応させ（Ｂ１）、これにより中間体架橋タンパク質７を作
製する。次いでこの中間体７を、補助分子ｂ－ａｄｊ（Ｒ３－ＮＨ２

－）と反応させ（Ｂ
２）、補助剤の結合した架橋タンパク質８を形成させる。当業者は、図４のスキーム３Ａ
に示した第１の反応順序（Ｂ）に例示したように、２つの反応ステップを１つのステップ
にまとめることができることを認識するであろう。
【０２１１】
　スキーム３に描いたさらに別の代替の反応で、架橋タンパク質ＸＬＰｒを、ジアミンｄ
ｉａｍと、ＥＤＣ及びスルホ－ＮＨＳの存在下で反応させ（Ｃ１）、中間体９を形成させ
て、この中間体９は、さらなる反応に利用可能な遊離アミン基を有する。この遊離アミン
基は、補助分子ａ－ａｄｊ（Ｒ５－ＮＨ２）のカルボキシル基と、例えばＥＤＣ及びスル
ホ－ＮＨＳの存在下でアミド結合を形成でき（Ｃ２）、補助剤が結合した架橋タンパク質
１０を形成する。当業者は、図４のスキーム３Ａの第２の反応順序（Ｃ）に描いたように
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、これらの２つのステップを同じ反応混合物で実施できることを認識するであろう。
【０２１２】
　好ましい実施形態では、組織の架橋及び補助剤の組織への結合は同じステップで行う。
架橋剤は、当該方法に使用できるが、一部の実施形態では、補助剤をタンパク質に直接結
合することが好ましいと考えられる。組織のタンパク質は遊離カルボキシル基と遊離アミ
ンとの両方を有する傾向があるので、少なくとも１個のカルボキシル、少なくとも１個の
アミン又は少なくとも１個のカルボキシルと少なくとも１個のアミンとの両方を側鎖とし
て有する補助剤を結合することは可能であると考えられる。
【０２１３】
［実施例］
　以下の実施例を、本発明の例示的な、限定されない実施形態として提示する。これらの
実施例は具体的な補助剤、組織型及び補助剤の組織への結合方法を対象とするが、当業者
であれば本発明がこれらの例示的実施例に限定されず、本明細書記載のように、追加の補
助剤、組織型及び結合方法を用いて実践できることを認識するであろう。
【実施例１】
【０２１４】
　グリコサミノグリカンの心膜組織への結合
　心膜組織を、米国特許第５，４４７，５３６号、及び、２００６年、２月２７日提出の
米国特許出願第１１／２７６，３９８号（参照によりその各々の全体を本明細書に明確に
組み込む）に規定された技術を使用して安定化（架橋）させた。架橋ステップに続いて、
心膜組織をグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）コンドロイチン硫酸（０．５％～２．０％）
の溶液に、ＥＤＣの存在下で、規定の時間（２時間～一晩）曝した。その後組織をすすぎ
、米国特許第６，５２１，１７９号、第６，５０６，３３９号及び第５，９１１，９５１
号（参照によりその各々の全体を本明細書に明確に組み込む）記載の方法を使用して殺菌
した。組織におけるＧＡＧ（グリコサミノグリカン）結合の濃度を、組織学的手法（ＰＡ
Ｓ－アルシアンブルーを用いた、切片の分染法。ＧＡＧは青く染まり、コラーゲンはピン
クに染まる）により評価した。図５Ａ～５Ｃの画像は、ＧＡＧの心膜にわたる結合を示す
。図５Ａは、基本的に青く染まっていないことを示し、このことは、ＧＡＧが心膜に結合
していないことと一致する。図５Ｂは、青とピンクの染色が混合していることを示し、こ
れは、ＧＡＧが部分的に心膜に結合していることと一致する。図５Ｃは、ほぼ完全に青く
染まっていることを示し、これはＧＡＧが心膜に完全に結合したことを示す。
【実施例２】
【０２１５】
　結合ステップの評価
　様々な処理ステップ（架橋、殺菌など）をその後評価し、その間に補助剤が組織に結合
できる組織処理ステップを決定した。具体的には、この実施例は、補助剤が安定に結合し
た殺菌組織の様々な生成方法を示す。様々な中間処理ステップに供した１型コラーゲンス
ポンジを、コンドロイチン硫酸（補助剤の例として）及びＥＤＣの溶液と接触させた。図
６Ａ及び６Ｂは、ＧＡＧの結合を組織の殺菌の間に実施した、ＧＡＧ結合１型コラーゲン
スポンジの組織切片の低倍率及び高倍率の拡大図を示す。図７Ｂは、ＧＡＧが架橋の間に
組織に結合した、ＧＡＧ結合１型コラーゲンスポンジを示す。図６Ａ、６Ｂ及び７Ｂから
明らかなように、殺菌の間のコラーゲンスポンジへのＧＡＧの結合は、拡散した結合をも
たらすが、架橋の間の組織へのＧＡＧの結合は、緊密な結合をもたらす。
【実施例３】
【０２１６】
　異なる組織型への補助剤の結合
　コラーゲンをベースとした様々な組織型に対する、本発明の方法の適用性を実証するた
めに、３種の異なる組織型を、本発明に従って処理した。３種の異なる組織型（心膜、脱
塩した海綿骨及び可溶化した１型コラーゲンから製造したコラーゲンスポンジ）をまず架
橋し、次いでＥＤＣの存在下でコンドロイチン硫酸に曝した。組織を、その後すすぎ、米
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国特許第６，５２１，１７９号、第６，５０６，３３９号及び第５，９１１，９５１号記
載の方法を使用して殺菌した。組織におけるＧＡＧの結合濃度を、組織学的手法（ＰＡＳ
－アルシアンブルーを用いた、切片の分染法）により評価した。図７Ａ及び７Ｂの画像は
、は、海綿骨及びコラーゲンスポンジ組織で、ＧＡＧの結合が均一であることを示す。
【実施例４】
【０２１７】
　ヒアルロン酸の生物組織への結合
　本発明の方法が、様々な補助剤の組織への結合に使用できることを実証するために、コ
ンドロイチン硫酸及びヒアルロン酸（ＨＡ）を殺菌したコラーゲン基質に結合した。コン
ドロイチン硫酸のコラーゲン基質への結合の結果は、図５Ａ～７Ｂを参照して、上述した
。基本的にコンドロイチン硫酸に関する実施例１～３で上述のように、ヒアルロン酸をコ
ラーゲン基質に結合し、結合ステップで、ヒアルロン酸をコンドロイチン硫酸に置換した
。ヒアルロン酸がコラーゲンスポンジに結合したことを示す組織切片を、図８Ａ及び８Ｂ
に示し、図８Ｂは、図８Ａに示した結果の高倍率拡大図を表す。ヒアルロン酸が心膜に結
合した組織切片を図８Ｃに示す。
【実施例５】
【０２１８】
　コラーゲンスポンジへのＩＧＦ－１の結合
　コラーゲン基質への補助剤の結合のさらなる実施例として、成長因子の代表と考えられ
るＩＧＦ－１をコラーゲンスポンジに、基本的に実施例１～３におけるコンドロイチン硫
酸に関する上記の方法により結合した。コラーゲンスポンジへのＩＧＦの良好な結合を、
逆ＥＬＩＳＡ検査を使用して測定した。このモデルで、抗ＩＧＦ－１抗体溶液を、非ＩＧ
Ｆ－１結合（対照）コラーゲンスポンジとＩＧＦ－１結合コラーゲンスポンジと接触させ
てインキュベートした。コラーゲンスポンジへのＩＧＦ－１の良好な結合を、インキュベ
ート期間の後の、抗ＩＧＦ－１抗体溶液に関するＥＬＩＳＡシグナルの減少によって示し
た。図８Ｄに見られるように、逆ＥＬＩＳＡ検査により、対照のスポンジと比較して、Ｉ
ＧＦ－１が結合したスポンジに関するＩＧＦ－１シグナルが減少したことを実証する。し
たがって、図８Ｄに示す結果により、ＩＧＦ－１がＥＤＣの存在下でコラーゲンスポンジ
に良好に結合したことを実証する。
【実施例６】
【０２１９】
　補助剤により改変された組織の安定性
　本発明による補助剤を用いて改変したコラーゲン組織の安定性を実証するために、架橋
し、殺菌した心膜（基本的に、上記の実施例１におけるように調製した）に結合したコン
ドロイチン硫酸の安定性を、室温で２カ月保存した後で評価した。ＧＡＧに特異的な組織
学的染色（すなわち、ＰＡＳ－アルシアンブルー）により、架橋し、殺菌した膜に結合し
たＧＡＧが良好に維持されていることが示される。これにより、本発明による方法（ｍｅ
ｔｈｏｄ、ｍｅｔｈｏｄｓ）が、室温で水和物の形態で安定である補助剤が結合したコラ
ーゲン組織の調製、殺菌及び保存を可能にすることが実証される。これらの結果を図５Ａ
～５Ｃに示す。
【実施例７】
【０２２０】
　補助剤により改変された組織の生体適合性
　以下の実験を実施し、本発明の方法により調製した組織の生体適合性を実証した。具体
的には、生体適合性を、本発明による方法によって結合した補助剤を有する殺菌したコラ
ーゲンスポンジに関して評価した。コンドロイチン硫酸が結合した、架橋し、殺菌したコ
ラーゲンスポンジを、本発明の方法によって作製し、細胞培養に基づく評価に供した。初
代軟骨細胞を、補助剤（コンドロイチン硫酸）が結合した、又は補助剤が結合していない
殺菌コラーゲンスポンジに播種した。播種したコラーゲンスポンジをその後、加湿インキ
ュベーター（３７℃、５％ＣＯ２、１０％ウシ胎児血清添加基本ＭＥＭ培地）で、インキ
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ュベートした。播種した細胞の生存能力及び代謝活性を、ＭＴＴ検査により、その後規定
された時間で評価した。図９は、結合細胞の有糸分裂活性（したがって生存能力）を測定
した、ＭＴＴ検査の結果を示す。図９の結果により、コンドロイチン硫酸の存在により与
えられる、細胞成長における認識可能な利点が実証される（ヒト及びウシ両方の軟骨細胞
を用いて、それぞれ培養７日目及び１４日目）。
【０２２１】
　図１０Ａ及び１０Ｂは、それぞれＭＴＴの添加後の培養物の低倍率及び高倍率の拡大顕
微鏡画像を示す。生存細胞は紫に染まり、新しく合成された基質の存在が、薄い線維性の
層として細胞の周りに見られる。図１０Ｃは、播種した軟骨細胞により作製された新しい
合成基質の出現を示す、スポンジの高倍率拡大画像である。
【実施例８】
【０２２２】
　補助剤により改変された組織の、生きた動物への移植
　補助剤を加えた組織の安定性及び適合性を、さらに小動物への移植後試験した。簡潔に
言うと、上記実施例から選択した試料を、ラットに皮下移植した。４週間後、移植片を取
り出し、移植片から切片を調製した。これらの切片を組織学的に処理し、染色し、補助剤
の存在、並びに細胞浸潤物の特性に関して評価した。図１１Ａは、コンドロイチン硫酸に
より改変されたコラーゲンスポンジからの応答を実証する。ＰＡＳ－アルシアンブルーに
よる分染法により、移植４週間後でもＧＡＧの存在が維持されていることが示される。選
択した範囲が拡散して青く染色されていることにより、ＧＡＧの遅延放出は明らかである
（図１１Ａ）。試料への細胞浸潤物の特性により、宿主からの生体適合性応答（すなわち
、明らかかつ活性の炎症の不在、組織のコラーゲン鎖の間の新しい基質及び血管の出現）
が示される（図１１Ｂ）。
【０２２３】
　上記実施例からわかるように、本発明は様々な補助剤の様々な型の生物組織への共有結
合（ｂｏｎｄｉｎｇ、ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ）を可能にする。生物組織は、完全に、部分
的に架橋されている、又は架橋されていなくてもよい。補助剤が結合した生物組織は、時
間が経過しても安定であり、生体適合性である。補助剤が結合した生物組織は、組織のリ
モデリング、再生及び治癒を促す。したがって、本発明による補助剤が結合した生物組織
は、様々な治療使用のためのインプラントとして有用である。本発明による生物組織への
補助剤の結合方法は、したがって様々な治療背景における使用を見出される。
【０２２４】
　本発明の好ましい実施形態が本明細書中に示され、記載されているが、当該実施形態は
実施例の目的でだけ提供されていることは、当業者には明らかであろう。当業者であれば
、多くの改変、変更及び置換を本発明から逸脱せずに想到できるであろう。本明細書中に
記載された本発明の実施形態を様々に変更して本発明の実践に用いることができることは
理解されるべきである。したがって、以下の特許請求の範囲により、本発明の範囲が規定
され、当該請求の範囲内の方法及び構造並びにそれらと同等のものは対象となることが意
図される。
【０２２５】
　本発明の新規な特徴を、添付の特許請求の範囲で具体的に説明する。本発明の特徴及び
実施形態の利点は、本発明の原理を利用した例示的実施形態を説明する、以下の詳細な記
述及び添付の図面を参照することにより、さらに詳細に理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【０２２６】
【図１】本発明のバイオインプラントの調製に関する、３種の異なる化学反応のスキーム
を示す図である。
【図２】本発明のバイオインプラントの調製に関する、２種の代替となる化学反応のスキ
ームを示す図である。
【図３】本発明による、３種の追加反応のスキームを示す図である。
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【図４】本発明による、２種の追加の代替反応のスキームを示す図である。
【図５】図５Ａは、対照の心膜の光学顕微鏡画像である。図５Ｂは、部分的にＧＡＧによ
り改変された心膜の光学顕微鏡画像である。図５Ｃは、完全にＧＡＧ改変された心膜の光
学顕微鏡画像である。組織の切片を、ＰＡＳ－アルシアンブルーを用いて染色した（ＧＡ
Ｇはブルーに染まり、コラーゲンはピンクに染まる）。これらの図は、本発明の方法によ
り架橋し、殺菌した心膜組織に、ＧＡＧが良好に結合したことを示す。
【図６】図６Ａは、殺菌の間にＧＡＧをコラーゲンスポンジに結合させた、１型コラーゲ
ンスポンジの、低倍率拡大画像である。図６Ｂは、殺菌の間にＧＡＧをコラーゲンスポン
ジに結合させた、１型コラーゲンスポンジの、高倍率拡大画像である。図６Ａ及び６Ｂよ
りわかるように、殺菌の間にＧＡＧをコラーゲンスポンジに結合させることにより、ＧＡ
Ｇはコラーゲンスポンジに拡散して結合する。
【図７】図７Ａは、ＧＡＧが結合した海綿骨の組織切片の画像である。図７Ｂは、本発明
の方法により、架橋の間にＧＡＧを結合させた１型コラーゲンスポンジの組織切片の画像
である。
【図８】図８Ａは、本発明の方法によってヒアルロン酸を結合させた、コラーゲンスポン
ジの組織切片の画像である。図８Ｂは、本発明の方法によりヒアルロン酸を結合させた、
コラーゲンスポンジの組織切片の画像である。図８Ｃは、本発明の方法によりヒアルロン
酸を結合させた、心膜の組織切片の画像である。図８Ｄは、本発明の方法によりコラーゲ
ンスポンジに結合させたＩＧＦ－１に関する、逆ＥＬＩＳＡ法の結果のグラフである。対
照の検査に対して、ＩＧＦ　ＦＸ／ＳＴＥＲの検査でＥＬＩＳＡシグナルが減少している
ことは、抗ＩＧＦ抗体がＩＧＦ　ＦＸ／ＳＴＥＲ試料でＩＧＦに結合し、したがって対照
試料と接触した抗ＩＧＦ抗体溶液におけるシグナルと比較して、ＩＧＦ　ＦＸ／ＳＴＥＲ
試料と接触した抗ＩＧＦ抗体溶液でＥＬＩＳＡシグナル低下したことを示している。
【図９】細胞生存率アッセイの結果のグラフである。対照及びコンドロイチン硫酸塩結合
コラーゲンスポンジを、初代軟骨細胞に播種し、インキュベートした。ヒト軟骨細胞を播
種したコラーゲンスポンジを、７日目に評価し、一方ウシ軟骨細胞を播種したコラーゲン
スポンジを１４日目に評価した。細胞生存率アッセイ（ＭＴＴ）の結果により、対照（未
処理）コラーゲンスポンジ（青）に対して、コンドロイチン硫酸塩結合コラーゲンスポン
ジ（赤）で細胞の生存率が増加していることが明らかになった。
【図１０】本発明の、軟骨細胞を播種した、ＧＡＧ結合コラーゲンスポンジの組織切片の
ＭＴＴアッセイの画像である。図１０Ａは、軟骨細胞を播種した、ＭＴＴ処理済ＧＡＧ結
合コラーゲンスポンジの低倍率拡大画像である。生存細胞は紫色に染まり、新規に合成さ
れた基質の存在が、薄い線維素性の層として細胞の周りに見られる。図１０Ｂは、軟骨細
胞を播種した、ＭＴＴ処理済のＧＡＧ結合コラーゲンスポンジの高倍率拡大画像である。
生存細胞は紫色に染まり、新規に合成された基質の存在が、薄い線維素性の層として細胞
の周りに見られる。図１０Ｃは、新規に合成された基質の出現を示す、軟骨細胞を播種し
た、ＧＡＧ結合コラーゲンスポンジの高倍率の拡大画像である。
【図１１】図１１Ａは、ＧＡＧ結合セルローススポンジの組織切片である。ＧＡＧ結合コ
ラーゲンスポンジの中から選択した試料を、その後ラットに移植した。４週間後に移植片
を摘出し、切片を、ＰＡＳアルシアンブルーを用いて染色した。図１１Ａからわかるよう
に、青く染色されたことから、４週間後でもＧＡＧはセルロース基質に結合したままであ
ることが明らかである。図１１Ｂは、ＧＡＧ結合セルローススポンジの組織切片である。
ＧＡＧ結合コラーゲンスポンジの中から選択した試料を、その後ラットに移植した。４週
間後に移植片を摘出し、切片を、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）を用いて染色した
。明白な活動性の炎症がないこと、及び新規の基質及び血管が、組織のコラーゲン鎖の間
に出現していることにより、宿主からの反応が生体適合性であることが示される。
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