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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－前記溶液を表面に適用するステップと、
－前記トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、材料が水溶液と接触する時にトロポ
エラスチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成することを可能にするために、架橋剤
なしで８．５未満のｐＨにて約６０℃～約２００℃の温度まで前記表面上で前記溶液を加
熱して、それによって弾性材料を形成するステップと
を含む、弾性材料の形成方法。
【請求項２】
　前記トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、材料が：
－生理的条件に曝露される；
－約６．５～８．０のｐＨを有する水溶液と接触する；
－約３０～約４５℃の温度を有する水溶液と接触する；および／または
－約７５ｍＭ～約３００ｍＭの塩濃度を有する水溶液と接触する、
時にトロポエラスチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成することを可能にするため
に十分な温度まで前記溶液を加熱する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記溶液の加熱のために前記表面が加熱される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
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　前記弾性材料が、前記加熱ステップの完了時に、前記材料の約０％（ｗ／ｗ）より多く
、約５０％（ｗ／ｗ）までの溶媒含有量を有する、請求項１～３のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項５】
　前記溶液が、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－前記溶液中のトロポエラスチンモノマーの濃度を増加させるステップと
を含むプロセスによって形成される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記トロポエラスチンモノマーの濃度が、前記溶液から溶媒を蒸発させることによって
増加する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記溶液が前記表面に適用される時に、前記溶媒を前記溶液から蒸発させる、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、材料が水溶液と接触する時にトロポ
エラスチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成することを可能にする温度まで前記表
面上で前記溶液が加熱されると、前記溶媒が蒸発し、前記トロポエラスチンモノマーの濃
縮が可能となる、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記トロポエラスチンモノマーの濃度が、トロポエラスチンモノマーを溶媒から分離す
ることによって増加する、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　前記トロポエラスチンモノマーが、前記トロポエラスチンモノマーの電気紡糸によって
前記溶媒から分離される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記溶液が前記表面に適用される時に、前記溶液が約１～４０％（ｗ／ｖ）のトロポエ
ラスチンモノマーの濃度を有する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記溶液がコアセルベートされたトロポエラスチンモノマーを含む、請求項１～１１の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記モノマーが、トロポエラスチンの親水性および疎水性ドメインを含有する、請求項
１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記モノマーが、少なくとも５０の連続的なアミノ酸に渡って、ヒトトロポエラスチン
のアミノ酸配列との少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を有する、請求項１～１
３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記モノマーが、ヒトトロポエラスチンイソ型の配列を有する組み換え型トロポエラス
チンモノマーである、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記溶液が、前記表面上へ前記溶液を噴霧することによって前記表面に適用される、請
求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記表面が、前記プロセスによって形成された前記弾性材料が、予め定義された形状に
成形されることを可能にする、ダイ、型またはキャストの形態で提供される、請求項１～
１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記溶液が水溶液である、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１９】
　－請求項１～１８のいずれか一項に記載の方法によって弾性材料を形成するステップと
、
－前記弾性材料を水溶液と接触させるステップと
を含む、弾性ヒドロゲルの形成方法。
【請求項２０】
　トロポエラスチンモノマーの加熱がアルカリｐＨではないｐＨで実行される、請求項１
～１９のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トロポエラスチンからの弾性材料の製造、そして特に、好ましい三次元形状
への材料の形成、そして特に、排他的にではないが、組織の治療および修復のために使用
することが可能な材料に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本明細書のいずれの従来技術の参照も、その従来技術が、オーストラリアまたは他のい
ずれかの管轄権で共通の一般知識の一部分を形成すること、あるいはその従来技術が、当
業者によって関連すると確認され、理解され、かつ考察されることが適度に予想可能であ
ることの承認、またはいずれかの形態の示唆ではなく、またそのように解釈されるべきで
はない。
【０００３】
　ヒト組織修復のために使用可能な三次元構造物の需要が著しく増加している。天然生体
適合物質（エラスチンなど）をベースとする構造物は、弾性、自己組織化、長期的安定性
および生物学的活性を含むそれらの注目に値する特性のために、様々な再生医学用途の最
有力候補として現れた。
【０００４】
　トロポエラスチンは、エラスチンおよび弾性繊維の形成のための基材材料である。エラ
スチンは、トロポエラスチンが架橋される時に、トロポエラスチンから形成される。
【０００５】
　トロポエラスチンはほとんどの水溶液中で可溶性であり、かつ実際に、生理的塩および
ｐＨにおいて可溶性である。トロポエラスチンは、水溶液を加熱することによって、水溶
液から沈殿を誘導することができる。このプロセスは、１つのトロポエラスチンモノマー
の疎水性領域と別のモノマーの同様の領域との接触によって、トロポエラスチンモノマー
が互いと会合する、コアセルベーションとして知られている。モノマーのこのような会合
は可逆性であり、そしてコアセルベートしたトロポエラスチン中のトロポエラスチンモノ
マーは、例えば、ｐＨ、塩または温度変更によって解離し得、コアセルベートのトロポエ
ラスチンモノマーの溶液中への溶解およびコアセルベートの消失を導き得る。これが意味
するものは、トロポエラスチンのコアセルベートが生理的条件で安定性のある好ましい三
次元弾性構造を形成するために十分に強硬ではないということである。
【０００６】
　トロポエラスチンモノマーの架橋は、コアセルベートされた形態であっても、他の形態
であっても、トロポエラスチンモノマーの共有結合を導き、これは表面的にはトロポエラ
スチンモノマーの会合を表すが、それは、ｐＨ、塩または温度調整によって分離されるこ
とができない。一般に、エラスチンおよび弾性繊維で観察されるような、架橋されたトロ
ポエラスチンモノマーは、天然供給源からのエラスチンの精製のための従来技術プロセス
で記載されるように、モノマーが加水分解されない限り、互いから分離することは不可能
である。
【０００７】
　エラスチンまたは弾性繊維の場合のように、架橋されたトロポエラスチンにおいて観察
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されるトロポエラスチンモノマーの一般に不可逆性の会合が生じる場合、トロポエラスチ
ンの架橋は、好ましい三次元弾性構造の形成を可能にする溶液として提案される。この技
術の例は、非特許文献１、特許文献１および特許文献２に開示されており、それによって
、電気紡糸材料は、好ましい安定性のある構造に架橋される。いくつかの架橋技術は加熱
ステップを必要としており、それによって、トロポエラスチン含有組成物は、好ましい弾
性構造の形成において加熱される。一般に加熱ステップは、溶媒をエバポレーションする
ため、そして／または架橋反応に必要とされる温度条件を提供するために必要とされる。
【０００８】
　架橋が関与するプロセスに関する１つの問題は、架橋剤が、架橋剤または残留する未反
応架橋剤の化学性に対する、あるいは架橋された材料の弾性作用に対する、組織のいずれ
の耐性の関係で、生物学的適合性ではないということである。別の問題は、架橋後、材料
は、次いで好ましい強硬な形状に適合することができない種類の構造に急速に凝固するた
め、架橋された材料から好ましい構造を形成することが困難であるということである。し
たがって、噴霧成形技術などによって構造を形成する際に、そのようなプロセスを使用す
ることができる範囲に関して制限がある。
【０００９】
　最終的に、トロポエラスチンモノマーから安定性のある好ましい三次元構造を形成する
ために必要とされることは、好ましい構造および形状の損失を導き得る、互いからの解離
を防ぐような様式で、モノマーを互いに架橋することである。安定性のある弾性三次元構
造物を形成する別のアプローチは、１つのトロポエラスチンモノマーを別のものと架橋す
るための架橋剤として表面的に作用する他の分子を使用することである。この例としては
、一般に特許文献２で検討されるような合成ポリマーが含まれる。別のアプローチは、特
許文献３、特許文献４および特許文献５のように、非水溶性基材を可溶性弾性モノマーの
溶液で噴霧またはコーティングすることである。この後者のアプローチにおいて、特許文
献５の場合のようなナノ繊維ウェブ、または特許文献４の場合のような管などの不溶性基
材は、表面的にトロポエラスチンモノマーを互いに架橋し、それらは水性条件で分離しな
い。これらのアプローチに関する問題は、必然的に、好ましい三次元形状を提供するもの
は、分子成分ではなくて、不溶性基材であるということであり、これは、構造の全体的な
弾性プロフィールに影響を及ぼし、かつ三次元構造を構築する能力を制限する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】国際公開第２００８／０３３８４７号パンフレット
【特許文献２】国際公開第２００９／０９９５７０号パンフレット
【特許文献３】国際公開第２０１２／０８０７０６号パンフレット
【特許文献４】国際公開第２０１１／１２７４７８号パンフレット
【特許文献５】国際公開第２００７／０２９９１３号パンフレット
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｍｉｙａｍｏｔｏ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ．Ｃｒｅａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｒｏ
ｓｓ－ｌｉｎｋｅｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ　ｉｓｏｔｙｐｉｃ－ｅｌａｓｔｉｎ　ｆ
ｉｂｅｒｓ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｃｅｌｌ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｗｉ
ｔｈ　ｎｅｗ　ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｅｒ．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｍａｃｒｏｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｓ　４５，３３－４１（２００９）．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　弾性三次元構造の形成のための新規アプローチが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
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　本発明は、上記の限定、必要性または問題の１つまたはそれ以上を解決するか、または
少なくとも改善を提供することを模索し、そして一実施形態において、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液を表面に適用するステップと、
－トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、材料が水溶液と接触する時にトロポエラ
スチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成することを可能にするために十分な温度ま
で表面上で溶液を加熱して、それによって弾性材料を形成するステップと
を含む、弾性材料の形成方法を提供する。
【００１４】
　別の実施形態において、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液を表面に適用するステップと、
－それより高い温度ではトロポエラスチンモノマーが互いに結合して、水溶液中で解離し
ない材料を形成する最小値と、それより高い温度では非弾性材料が形成される最大値とに
よって定義される範囲内の温度まで表面上で溶液を加熱して、それによって弾性材料を形
成するステップと
を含む、弾性材料の形成方法を提供する。
【００１５】
　別の実施形態において、上記方法によって形成される弾性材料が提供される。
【００１６】
　別の実施形態において、
－上記方法に従って弾性材料を形成するステップと、
－弾性材料を水溶液と接触させるステップと
を含む、弾性ヒドロゲルの形成方法が提供される。
【００１７】
　別の実施形態において、上記方法によって形成される弾性ヒドロゲルが提供される。
【００１８】
　別の実施形態において、上記弾性材料またはヒドロゲルを含む構造物、インプラントま
たはデバイスが提供される。
【００１９】
　別の実施形態において、生物学的組織の修復および／または回復のため、ならびにアッ
セイ用途における弾性材料の使用のための上記弾性材料、ヒドロゲル、デバイス、インプ
ラントまたは構造物の方法および使用が提供される。
【００２０】
　ここで、本発明は、添付の実施例および図面を参照して、より完全に説明される。しか
しながら、以下の記載は例示のみを目的としており、上記の本発明の概略を限定するもの
として解釈されるべきではないことは理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】Ａ．１６０℃まで加熱後、Ｂ．ＰＢＳ中湿潤後の熱処理された水をベースとする
トロポエラスチン溶液。
【図２】Ａ．１６０℃まで加熱後、Ｂ．ＰＢＳ中湿潤後の熱処理されたＨＦＰをベースと
するトロポエラスチン溶液。
【図３】Ａ．１６０℃までの加熱前、Ｂ．１６０℃まで加熱後、Ｃ．ＰＢＳ中側面図、Ｄ
．ＰＢＳ中湿潤後の熱処理された７０％エタノールをベースとするトロポエラスチン溶液
。
【図４】Ａ．１６０℃まで加熱後、Ｂ．ＰＢＳ中湿潤後の、管をコーティングするために
使用された、熱処理されたＨＦＰをベースとするトロポエラスチン溶液。
【図５】Ａ．１６０℃まで加熱後、Ｂ．ＰＢＳ中湿潤後の、熱処理された電気紡糸トロポ
エラスチンの走査電子顕微鏡検査像。
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【図６】熱処理された電気紡糸トロポエラスチン上に培養された線維芽細胞の走査電子顕
微鏡検査像。
【図７】熱処理された電気紡糸トロポエラスチンの持続性を示す、ＶＶＧ染色皮膚生検の
像。
【図８】Ａ）３７℃で１６時間乾燥後、Ｂ）１６０℃で４時間さらに加熱後の、熱処理さ
れた水をベースとするトロポエラスチン溶液から製造された膜。
【図９】熱処理された水性トロポエラスチン溶液から製造された微細パターン膜。溝パタ
ーンは、深さ５００ｎｍおよび幅３．５μｍである。
【図１０】０～１０５％および１０５～１９％の伸びにおける弾性率の計算。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　ここで、本発明のある種の実施形態を詳細に参照する。本発明は実施形態とともに説明
されるが、その意図は、本発明をそれらの実施形態に限定することではないことは理解さ
れるべきである。逆に、本発明は、請求の範囲によって定義される本発明の範囲内に含ま
れ得る、全ての代替、変形および同等物を包含することが意図される。
【００２３】
　当業者は、本発明の実施において使用することができる、本発明に記載されるものと同
様または同等の多くの方法および材料を認識するであろう。本発明は、記載される方法お
よび材料に決して限定されない。
【００２４】
　本明細書に開示および定義される本発明は、本明細書もしくは図面に記載されるか、ま
たはそれらから明白である２種以上の全ての別の組み合わせに延長されることは理解され
るであろう。これらの異なる組み合わせの全ては、本発明の様々な別の態様を構成する。
【００２５】
　本明細書で参照される特許および刊行物の全ては、全体として参照によって組み込まれ
る。
【００２６】
　本発明は、初めて、トロポエラスチンを加熱するステップを通しての単純なプロセスに
よって、強度および弾性などの望ましい特性を有する生体親和性材料を合成することがで
きることを実証する。したがって、本発明は、生物学的適合性の三次元弾性材料を製造す
るための、信頼性が高く、計測可能であり、かつ安価な経路を提供する。本発明は、高ス
ループット製造が可能であり、そして治療および試験管内アッセイ用途で有用である広範
囲の用途の生体適合物質（例えば、シート、管および繊維）を製造するためのタンパク質
を使用する。本発明のプロセスによって製造される材料は、天然エラスチンの特質である
弾性および強度の特性を有するが、架橋剤を使用して形成される構造物で一般に見られる
か、またはそれに関連する化学汚染物質および毒性副産物がない。
【００２７】
　本発明の材料の有利な特性は、本明細書を通して検討され、そして特に、トロポエラス
チンの溶液の加熱によって単純な様式で本発明の材料を製造することができること、なら
びに形成された材料が、生体適合性、強度、弾性、細胞結合および細胞外基質相互作用の
必要とされる特性を有し、このことが、再生医学用途において、ならびに試験管内アッセ
イの構造においての使用を可能にさせることを示す実施例において示される。
【００２８】
　上記のとおり、生体適合物質をベースとする骨格は、それらの生体適合性および機械的
特性のため、再生医学用途において使用されてきた。しかしながら、三次元生体適合物質
をベースとする構造物を合成する従来技術の方法は能率が悪く、低速で制限的であり、そ
して別の従来の再生医学技術は、低速で高価な方法の使用を圧倒的に必要とし（構造物を
製造するために何週間もかかる可能性がある）、一般に数百ミクロンの厚さに拡散抑制さ
れ、そして規制対応を要求する毒性成分または副産物の問題によって一様に負担がある。
【００２９】
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　したがって、一実施形態において、
－トロポエラスチンモノマーの水溶液を提供するステップと、
－溶液を表面に適用するステップと、
－トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、材料が水溶液と接触する時にトロポエラ
スチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成することを可能にするために十分な温度ま
で表面上で溶液を加熱して、それによって弾性材料を形成するステップと
を含む、弾性材料の形成方法が提供される。
【００３０】
　本発明の重要な知見は、加熱ステップによって、凝集体が水溶液と接触する時にモノマ
ーが実質的に分離しないような親和性によって、トロポエラスチンモノマーの会合が可能
となるということである。加熱は、生理的条件で個々のモノマーへと分離しない範囲まで
コアセルベートとは異なり、かつグルタルアルデヒドなどの毒性の架橋剤によるモノマー
の架橋を必要としない、あるいはそれ自体を固相に維持するため、またはそれが形成され
た形状の永続性を保持するために塩基性ｐＨを有する溶媒を使用しないという意味で弾性
繊維または他の材料とは異なる弾性凝集体、マスまたは材料を形成する。利点は、プロセ
スが、毒性を懸念せずに、組織用途で使用することができる永続的な構造または形状に多
かれ少なかれ永久に生体適合性モノマーを組立てるということである。
【００３１】
　典型的に、溶液は、材料が生理的条件、特にヒトの生理的条件に暴露される時にトロポ
エラスチンモノマーに解離しない弾性材料を形成するために、トロポエラスチンモノマー
が互いに結合することが可能となるように十分な温度まで加熱される。特に、凝集体は、
温度およびｐＨの生理的条件で分離しない。好都合にも、凝集体は、以下の条件：
・温度（約３０～約４５℃）、
・塩（約７５ｍＭ～約３００ｍＭの濃度）、
・ｐＨ（約６．５～約８．０）
では分離しない。
【００３２】
　したがって、この材料は、生理的条件のみならず、それが他のより要求が多い条件に暴
露され得る試験管内アッセイなどの他の用途での使用のためにも適切である。特に、この
材料は、いずれかのトロポエラスチンモノマーの架橋を実行することを必要とせず、そし
てペプチドの組立てを結合する骨格を使用することを必要とせずに達成される。
【００３３】
　本発明のプロセスによって形成される材料は、多くの利点を有する。第１に、トロポエ
ラスチンモノマーは互いに結合したまま残り、凝集体から形成された弾性材料の三次元形
状は水性環境で保持される。第２に、再生医学用途において有用なトロポエラスチンを製
造する出発材料の特性（例えば、弾性、強度、弾性および生体適合性）は、最終生成物で
保持される。第３に、凝集体は、ヒドロゲルを形成するための水溶液で水に溶解し得るが
、その際、凝集体は分離せず、それによって、弾性材料の三次元構造を維持する。
【００３４】
　一実施形態において、トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、約６．５～約８．
０のｐＨを有する水溶液と材料が接触した時に、トロポエラスチンモノマーへと解離しな
い弾性材料を形成するために十分な温度まで、溶液を加熱する。本明細書で使用される場
合、例えば、「１～５まで」などの長さの範囲の限界を定義する用語は、１～５のいずれ
の整数、すなわち、１、２、３、４および５を意味する。言い換えると、明白に記載され
た２つの整数によって定義されるいずれの範囲も、上記限界を定義するいずれの整数も、
そして上記範囲に含まれるいずれの整数も含み、かつ開示するように意味される。例えば
、溶液は、約６．６、約６．７、約６．８、約６．９、約７．０、約７．１、約７．２、
約７．３、約７．４、約７．５、約７．６、約７．７、約７．８、約７．９または約８．
０のｐＨを有してもよい。
【００３５】
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　一実施形態において、トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、約３０～約４５℃
の温度を有する水溶液と材料が接触した時に、トロポエラスチンモノマーへと解離しない
弾性材料を形成するために十分な温度まで、溶液を加熱する。例えば、温度は、約３１℃
、約３２℃、約３３℃、約３４℃、約３５℃、約３６℃、約３７℃、約３８℃、約３９℃
、約４０℃、約４１℃、約４２℃、約４３℃、約４４℃または約４５℃でもよい。
【００３６】
　一実施形態において、トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、約７５ｍＭ～約３
００ｍＭの塩濃度を有する水溶液と材料が接触した時に、トロポエラスチンモノマーへと
解離しない弾性材料を形成するために十分な温度まで、溶液を加熱する。例えば、塩濃度
は、約７５ｍＭ、約８０ｍＭ、約８５ｍＭ、約９０ｍＭ、約９５ｍＭ、約１００ｍＭ、約
１１０ｍＭ、約１２０ｍＭ、約１３０ｍＭ、約１４０ｍＭ、約１５０ｍＭ、約１６０ｍＭ
、約１７０ｍＭ、約１８０ｍＭ、約１９０ｍＭ、約２００ｍＭ、約２１０ｍＭ、約２２０
ｍＭ、約２３０ｍＭ、約２４０ｍＭ、約２５０ｍＭ、約２６０ｍＭ、約２７０ｍＭ、約２
８０ｍＭ、約２９０ｍＭまたは約３００ｍＭでもよい。
【００３７】
　一実施形態において、トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、生理的条件（例え
ば、約７．２～約７．５のｐＨ、約３６～約３７℃の温度および約１５０ｍＭの塩濃度）
に材料が曝露された時に、トロポエラスチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成する
ために十分な温度まで、溶液を加熱する。
【００３８】
　このプロセスによると、本発明の弾性材料を形成するために、溶液は加熱される。上記
のとおり、加熱ステップの目的は、会合したトロポエラスチンモノマーを含有する材料を
形成すること、より具体的には、トロポエラスチンモノマーが互いに結合して、弾性材料
が水溶液と接触した時に、トロポエラスチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成する
ことである。加熱ステップは、濃縮物中のトロポエラスチンモノマーが互いに結合して、
トロポエラスチンモノマーを含む凝集体または材料を形成するために十分な温度で実行さ
れる。典型的に、加熱ステップは、約１００℃以上、例えば、１００℃～１６０℃の温度
で実行される。例えば、加熱ステップの温度は、１１０℃以上、１２０℃以上、１３０℃
以上、１４０℃以上、１５０℃以上、１６０℃以上、１７０℃以上または１８０℃以上で
もよい。好ましくは、温度は、約１２０℃～約１８０℃、約１３０℃～約１７０℃、また
は約１４０℃～約１６０℃である。最も好ましくは、温度は約１６０℃である。
【００３９】
　別の実施形態において、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液を表面に適用するステップと、
－それより高い温度ではトロポエラスチンモノマーが互いに結合して、水溶液中で解離し
ない材料を形成する最小値と、それより高い温度では非弾性材料が形成される最大値とに
よって定義される範囲内の温度まで表面上で溶液を加熱するステップと
を含む、弾性材料の形成方法が提供される。
【００４０】
　本実施形態によると、最小値未満では、本発明の弾性材料は形成されない。すなわち、
形成されたものは、特に生理的条件の水溶液中で解離性である。したがって、最小値未満
では、コアセルベートに類似するものが形成され得る。最大値未満では、材料は、本明細
書に検討される弾性特性を保持する。最大値より上では、材料は弾性の特性を失い得る。
【００４１】
　溶液の加熱が実行されるべき時間の適切な長さには、約１０分以上、約２０分以上、約
３０分以上、約４０分以上、約５０分以上、約１時間以上、約２時間以上、約３時間以上
、約４時間以上または約５時間以上が含まれる。しかしながら、当業者は、溶液が加熱さ
れるべき温度、ならびに溶液が加熱されるべき時間は、
・利用される加熱方法の種類（例えば、乾燥加熱、急速加熱など）、



(9) JP 6401178 B2 2018.10.3

10

20

30

40

50

・溶液中のトロポエラスチンモノマーの濃度、
・溶液の体積、
・トロポエラスチンモノマーの組成、
・凝集体または弾性材料中の所望の会合の程度、
・加熱間の相対湿度
などの様々な要因次第であることを理解するであろう。
【００４２】
　ある種の実施形態において、８～１６時間の加熱は、より結晶質であり、なおかつ弾性
特性を保持する物質を提供するために使用されてもよい。
【００４３】
　一般に、加熱間の湿度は、約２０～約８０％、好ましくは約３５、４５、５５、６５ま
たは７５％の相対湿度であってもよい。
【００４４】
　本明細書に記載されるように、加熱ステップによって、色変化を発現させる弾性材料の
形成がもたらされてもよい。したがって、ある種の実施形態において、材料が色変化を発
現させたかどうかを決定することによって、弾性材料の形成に関しての、または加熱ステ
ップの完了を調査するための試験がされてもよい。色変化は、一般に、エラスチンの通常
の半透明の外観から黄色または茶色っぽい色への変化である。材料が全体的に色変化を発
現させる必要はない。一般に、色変化は、水和によって弾性材料において低下し得る。
【００４５】
　当業者は、異なる加熱方法を利用することによって、異なる内部構造を有する凝集体を
得ることができることも認識するであろう。例えば、急速加熱は、非常に限定的な時間量
のみ、濃縮物を激しい熱源に曝露することを伴う。したがって、加熱は、モノマーが会合
して、凝集体を形成するために十分であるが、凝集体に捕捉された全ての溶媒が凝集体か
ら蒸発するには速く、それによって空胞型構造を有する凝集体が形成される時間量で生じ
るであろう。さらに捕捉された溶媒を蒸発させ、それによって、空胞を拡張して、多孔性
凝集体の形成がもたらされるように、凝集体を再び加熱することができる。当業者は、溶
媒が凝集体に内部的に存在し得ないが、凝集体の外面に存在し得ることも認識するであろ
う（凝集体中に存在する溶媒に加えて、またはその代わりに）。
【００４６】
　本プロセスの１つの特に重要な利点は、ある種の実施形態において、本プロセスによっ
て形成された材料は、表面的に気体不浸透性でもよいことであり、これは、加熱ステップ
によって保持されるタンパク質分子の密接な配列から得られる。これによって、ガラス吹
き技術で生じるものと非常に似たように、材料を特定の形状へと吹き込むことが可能とな
る。
【００４７】
　いずれの加熱方法が使用されるかに関係なく、当業者は、溶液の加熱によって形成され
る凝集体は、したがって、様々な程度で水を含んでもよいことを理解するであろう。例え
ば、凝集体は、有意な量の水を含んでもよく（例えば、約６０％ｗ／ｗより多くの水）、
これによって、本質的にヒドロゲルとなる。あるいは、水は凝集体中に約１０％ｗ／ｗの
みの量で存在してもよい。含水量は弾性に影響するため、凝集体（したがって、材料）の
弾性は、凝集体の含水量を変化させることによって変更させることができ、これは次に、
加熱前の濃縮物に存在する水の量、ならびに加熱時間、方法および温度などの様々な要因
を変化させることによって変更させることができる。
【００４８】
　一実施形態において、弾性材料は、加熱ステップの完了時の材料の約０％より多くから
約５０％（ｗ／ｗ）までの溶媒含有量を有する。例えば、弾性材料は、約０．５％（ｗ／
ｗ）、約１％（ｗ／ｗ）、約２％（ｗ／ｗ）、約３％（ｗ／ｗ）、約４％（ｗ／ｗ）、約
１０％（ｗ／ｗ）約５％（ｗ／ｗ）、約１５％（ｗ／ｗ）、約２０％（ｗ／ｗ）、約２５
％（ｗ／ｗ）、約３０％（ｗ／ｗ）、約３５％（ｗ／ｗ）、約４０％（ｗ／ｗ）、約４５
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％（ｗ／ｗ）または約５０％（ｗ／ｗ）の溶媒含有量を有してもよい。一実施形態におい
て、溶媒は水である。
【００４９】
　溶液は、溶液を直接加熱することによって、またはその上に溶液が配置される表面を加
熱することによって加熱されてもよい。後者の実施形態において、溶液がそれに適用され
る前に表面が加熱されてもよく、またはそれは溶液の適用時点では室温状態にあってもよ
くて、次いで、関連する温度まで加熱されてもよい。したがって、一実施形態において、
表面は溶液の加熱のために加熱される。
【００５０】
　また上記で検討されたように、本発明のプロセスの主要な利点は、このプロセスは、ポ
リマー形成に有効な架橋剤などの薬剤の使用を必要としないため、生体親和性材料を形成
することができるということである。したがって、一実施形態において、本発明のプロセ
スは、架橋剤の使用を排除する。
【００５１】
　別の実施形態において、本プロセスは、トロポエラスチンをベースとするポリマーの形
成を促進するための塩または他のコアセルベーション剤の使用を排除してもよい。
【００５２】
　別の実施形態において、本プロセスは、トロポエラスチンモノマーの不可逆性凝集をも
たらすｐＨ変性剤の使用を排除してもよい。特に、一実施形態において、加熱ステップは
、アルカリｐＨではないｐＨで実行され、例えば、ｐＨは一般に８．５または８．０未満
であってよい。
【００５３】
　上記のように、本発明の材料は、（例えば、成形された型の中の）表面でトロポエラス
チンの溶液を加熱することによって形成される。作用のいずれかの理論または様式に拘束
されることを望まないが、本発明者は、トロポエラスチンの濃縮した溶液中で、トロポエ
ラスチンモノマーが密接に充填されていると考える。このような密接充填は、溶液の加熱
時にモノマー間の結合を促進し、それによって、水性環境に置かれた時に、別々のトロポ
エラスチンモノマーに解離しない弾性材料が製造される。
【００５４】
　トロポエラスチンモノマーの溶媒を形成する溶液は、水溶液または非水溶液であってよ
い。
【００５５】
　本明細書で使用される場合、「水溶液」という用語は、含水溶液を指す。水溶液は、緩
衝剤および薬学的に容認できる賦形剤などの他の成分を含んでもよく、そしてメタノール
、エタノールおよびヘキサフルオロプロパノール、ならびにそれの組み合わせなどの他の
有機水混和性溶媒を含んでもよい。水溶液が他の溶媒を含む場合、当業者は、水が主要溶
媒成分であり、そしてその他の溶媒が少数の部分の溶媒成分を構成することを理解するで
あろう。水溶液の使用は、トロポエラスチン濃縮物、したがって、材料が、非生体適合性
または毒性であるか、あるいは体の中で分解して、毒性または望ましくない副産物を形成
し得る、いずれの成分も含有しない組成物から形成されることを意味するため、特に有利
である。したがって、好ましくは、水溶液は、毒性または非生物学的適合性であり、かつ
／あるいは材料を使用中に（例えば、体内で、またはアッセイにおいて）毒性または非生
物学的適合性の種を形成する、いずれの成分（溶媒、緩衝剤など）も含有しない。
【００５６】
　本明細書で使用される場合、「非水溶液」という用語は、水を含有しないか、または少
数の溶媒成分として水を含有する溶液を指す。非水溶溶媒の例は、例えば、本明細書の実
施例で例証されるようにＨＦＰを含む。非水溶液を形成するために非水溶溶媒を使用する
１つの利点は、一般に、溶媒が水より低い沸点を有し得るということである。これによっ
て、熱の実質的な追加をせずに、本プロセスの間、溶媒を必要に応じて蒸発させることが
可能となる。
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【００５７】
　一実施形態において、溶液は、以下：
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液中のトロポエラスチンモノマーの濃度を増加させるステップと
を含むプロセスによって形成される。
【００５８】
　最終生成物は、「濃縮物」と呼ばれてもよい。濃縮物は、当業者が適切であることを知
っているいずれかの方法によって得られてもよい。濃縮物中、トロポエラスチンモノマー
は互いに密接に接触して、加熱時にモノマーは凝集体またはマスを形成し、そしてそれが
形成される表面の形状にこれを適合させることができて、かつこれは、凝集体が水性環境
に配置された時に、解離、または加熱の間に形成される架橋の有意な破壊を経験しないと
考えられる。
【００５９】
　濃縮物は、例えば、溶液を加熱すること、または溶液上に空気もしくは窒素を吹きつけ
ることによって、溶液から溶媒を蒸発させることによって得られてもよい。したがって、
一実施形態において、トロポエラスチンモノマーの濃度は、溶液から溶媒を蒸発させるこ
とによって増加する。
【００６０】
　溶媒は、溶液が表面に適用される時に溶液から蒸発してもよい。溶液が、トロポエラス
チンモノマーが互いに結合して、材料が水溶液と接触した時にトロポエラスチンモノマー
へと解離しない弾性材料を形成する温度まで表面上で加熱されると、溶媒が蒸発して、ト
ロポエラスチンモノマーの濃縮が可能となり得る。
【００６１】
　一実施形態において、トロポエラスチンモノマーの濃度は、トロポエラスチンモノマー
を溶媒から分離することによって増加する。トロポエラスチンモノマーは、トロポエラス
チンモノマーの電気紡糸によって溶媒から分離されてもよい。「電気紡糸」は、電位傾度
に渡って、荷電溶液または溶融物を穴に流すことによって、繊維が溶液または溶融物から
形成されるプロセスである。一実施形態において、溶液は、溶液が表面に適用される時に
、約１％～約４０％（ｗ／ｖ）のトロポエラスチンモノマーの濃度を有する。例えば、溶
液中のトロポエラスチンモノマーの濃度は、約２％、約３％、約４％、約５％、約６％、
約７％、約８％、約９％、約１０％、約１２％、約１４％、約１６％、約１８％、約２０
％、約２２％、約２４％、約２６％、約２８％、約３０％、約３２％、約３４％、約３６
％、約３８％または約４０％（ｗ／ｖ）であってよい。
【００６２】
　「電子紡糸材料」は、電気紡糸プロセスの結果として、構造または構造の群（例えば、
繊維、ウェブまたは液滴）を形成する、いずれかの分子または物質である。一般に、この
材料は、天然、合成、またはそれらの組み合わせでもよいが、本発明において、トロポエ
ラスチンが使用されることが好ましい。
【００６３】
　マトリックス材料は、電気紡糸を使用して、織物テンプレート上に被着されてよい。こ
のプラットホーム技術は、ナノおよびマイクロ繊維構造から構成される骨格を製造するた
めに、再生医学において広く使われている（Ｌｉら（２００６）およびＬｉら（２００５
））。
【００６４】
　電気紡糸プロセスには、ポリマーまたはモノマー含有流体（例えば、ポリマーまたはモ
ノマー溶液、ポリマーまたはモノマー懸濁液、あるいはポリマーまたはモノマー溶融物）
を、針またはピペットチップなどの小型オリフィスおよび定量ポンプを備えた貯蔵器に配
置するステップが含まれる。高圧供給源の１つの電極は、流体またはオリフィスと電気的
に接触するように配置され、一方、他の電極は、標的（典型的にコレクタースクリーンま
たは回転マンドレル）と電気的に接触するように配置される。電気紡糸の間、流体は、溶
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液またはオリフィスへの高電圧（例えば、約３～約１５ｋＶ）の印加によって荷電され、
次いで、安定したフローが提供されるように定量ポンプで強制的に小型オリフィスを通過
させる。オリフィスにおいて流体は、表面張力のために通常、半球状の形状を有するが、
高電圧の印加によって、オリフィスにおける半球状の流体は延長して、テイラー（Ｔａｙ
ｌｏｒ）円錐形として既知の円錐形状を形成する。流体および／またはオリフィスに印加
される十分高い電圧によって、荷電された流体の反発する静電力は表面張力を克服して、
そして荷電された流体の噴出物は、テイラー円錐形の先端から放出され、そして典型的に
－２～－１０ｋＶの間で偏向する標的の方へ加速される。印加された偏向（例えば、１～
１０ｋＶ）を有するフォーカスリングは、荷電された流体の噴出物の弾道を導くために任
意に使用されてもよい。荷電された流体の噴出物が、偏向した標的の方へ移動すると、そ
れは複雑なむち振りおよび屈曲した運動を受ける。流体がモノマーまたはポリマー溶液ま
たは懸濁液の状態である場合、溶媒は飛行中に典型的に蒸発し、偏向した標的上にポリマ
ーまたはモノマー繊維を残す。流体がポリマーまたはモノマー溶融物である場合、溶融モ
ノマー／ポリマーは飛行中に冷却し、凝固して、そして偏向した標的上でモノマー／ポリ
マー繊維として収集される。ポリマー／モノマー繊維が偏向した標的上で蓄積すると、多
孔性メッシュが、偏向した標的上で形成される。
【００６５】
　電気紡糸マトリックスの特性は、電気紡糸条件を偏向することによって調整されてもよ
い。例えば、テンプレートがオリフィスに相対的に近い場合、繊維のいくつかの領域が「
ビーズ様」外観を有するように、得られる電気紡糸メッシュは不規則に厚い繊維を含有す
る傾向がある。しかしながら、テンプレートがオリフィスから離れてさらに移動される場
合、メッシュの繊維の厚さはより均一となる傾向がある。さらに、テンプレートはオリフ
ィスと相対して移動されてもよい。ある種の実施形態において、メッシュの繊維が互いに
実質的に平行であるように、テンプレートは規則的で周期的な様式で前後に移動される。
この場合、得られるメッシュは、繊維に対して垂直方向と比較して、繊維に対して平行方
向の歪みに、より高い抵抗を有し得る。他の実施形態において、偏向した標的は、二次元
または三次元パターンでオリフィスに対して移動されて、同様の、または異なるストラン
ド配向、厚さなどを有する１種またはそれ以上のパターン層を含んでなるメッシュを作製
する。他の実施形態において、テンプレートはオリフィスに対して無作為に移動され、そ
のため、メッシュの平面の歪みへの抵抗は等方性である。電気紡糸マトリックスの特性は
、電気紡糸システムに印加される電圧の大きさを変更することによって変化されてもよい
。非限定的な例において、電気紡糸装置は、２０ｋＶまで偏向したオリフィスを含む。別
の非限定的な例において、電気紡糸装置は、－７ｋＶまで偏向したテンプレートを含む。
なお別の非限定的な例において、電気紡糸装置は、３ｋＶまで偏向したフォーカスリング
を含む。
【００６６】
　一実施形態において、溶液中のトロポエラスチンの濃度は、溶液が表面に適用される時
点で約１０～約３５０ｍｇ／ｍＬである。例えば、トロポエラスチンの濃度は、約１５ｍ
ｇ／ｍＬ、約２０ｍｇ／ｍＬ、約２５ｍｇ／ｍＬ、約３０ｍｇ／ｍＬ、約３５ｍｇ／ｍＬ
、４０ｍｇ／ｍＬ、約４５ｍｇ／ｍＬ、約５０ｍｇ／ｍＬ、約５５ｍｇ／ｍＬ、約６０ｍ
ｇ／ｍＬ、約６５ｍｇ／ｍＬ、約７０ｍｇ／ｍＬ、約７５ｍｇ／ｍＬ、約８０ｍｇ／ｍＬ
、約８５ｍｇ／ｍＬ、約９０ｍｇ／ｍＬ、約９５ｍｇ／ｍＬ、約１００ｍｇ／ｍＬ、約１
１０ｍｇ／ｍＬ、約１２０ｍｇ／ｍＬ、約１３０ｍｇ／ｍＬ、約１４０ｍｇ／ｍＬ、約１
５０ｍｇ／ｍＬ、約１６０ｍｇ／ｍＬ、約１７０ｍｇ／ｍＬ、約１８０ｍｇ／ｍＬ、約１
９０ｍｇ／ｍＬ、約２００ｍｇ／ｍＬ、約２１０ｍｇ／ｍＬ、約２２０ｍｇ／ｍＬ、約２
３０ｍｇ／ｍＬ、約２４０ｍｇ／ｍＬ、約２５０ｍｇ／ｍＬ、約２６０ｍｇ／ｍＬ、約２
７０ｍｇ／ｍＬ、約２８０ｍｇ／ｍＬ、約２９０ｍｇ／ｍＬ、約３００ｍｇ／ｍＬ、約３
１０ｍｇ／ｍＬ、約３２０ｍｇ／ｍＬまたは約３４０ｍｇ／ｍＬである。
【００６７】
　一実施形態において、溶液中のトロポエラスチンの濃度は、トロポエラスチンが添加さ
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れる溶媒の種類および溶媒の温度次第であり得る。
【００６８】
　表面に適用されるトロポエラスチンの溶液または濃縮物は、粘度の範囲を有してもよい
。それは、コアセルベートなどの沈殿した非クロスリンクトロポエラスチンを含んでもよ
い。
【００６９】
　ある種の実施形態において、表面に適用される溶液は、コアセルベートされたトロポエ
ラスチンモノマーを含んでもよい。
【００７０】
　一実施形態において、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液中のトロポエラスチンモノマーの濃度を増加させ、トロポエラスチンの濃縮物を形
成するステップと、
－濃縮物を表面に適用するステップと、
－濃縮物中のトロポエラスチンが互いに結合して、材料が水溶液と接触する時にトロポエ
ラスチンモノマーへと解離しない弾性材料を形成するために十分な温度まで濃縮物を表面
上で加熱して、それによって弾性材料を形成するステップと
を含む、弾性材料の形成方法が提供される。一実施形態において、濃縮物は、それより高
い温度ではトロポエラスチンモノマーが互いに結合して、水溶液中で解離しない材料を形
成する温度である最小値と、それより高い温度では非弾性材料が形成される温度である最
大値とによって定義される範囲内の温度まで加熱され、それによって弾性材料を形成する
。この方法は、濃縮物の約１～２０％（ｗ／ｗ）の水、好ましくは約１５％（ｗ／ｗ）の
水の水損失を可能にするように表面上で濃縮物を加熱するステップが関与してもよい。
【００７１】
　トロポエラスチンは、エラスチン（ＥＬＮ）ゲノム配列（または遺伝子）によってコー
ド化されるモノマータンパク質である。トロポエラスチンモノマーは、約６０～７０ｋＤ
ａの径である。約３６の小ドメインがトロポエラスチンにあり、そしてそれぞれ、約２ｋ
Ｄａの重量である。エクソン内では、交互に、グリシン、バリン、プロリン、イソロイシ
ンおよびロイシンなどの非極性アミノ酸が豊富な疎水性ドメイン（このドメインは、しば
しば、ＧＶＧＶＰ、ＧＧＶＰおよびＧＶＧＶＡＰなどの３～６個のペプチドの繰り返しで
生じる）と、リジンおよびアラニンが豊富な親水性ドメインとがある。親水性ドメインは
、しばしば、ＡＡＡＫＡＡＫＡＡなどの２個または３個のアラニン残基によって分離され
たリジンの区間からなる。追加的に、トロポエラスチンは、その２個のみのシステイン残
基を含有する親水性カルボキシ末端配列を末端とする。トロポエラスチンはアセンブリの
間に裂開を受けず、また微小繊維の形成は、コアセルベーションと呼ばれる自己会合プロ
セスによって達成される。
【００７２】
　トロポエラスチンは、疎水性ドメイン間の相互作用のため、生理的温度において凝集す
る。このプロセスは可逆性で、熱力学的に制御される。コアセルベートは、リジルオキシ
ダーゼによる架橋によって安定する。コアセルベートは次いで不溶性になり、そしてプロ
セスは不可逆性である。それは、次いで、縮合し、デスモシンまたはイソデスモシンのい
ずれかにおいて２個の残基または４個の残基の架橋構造を形成する。
【００７３】
　ある種の実施形態において、本発明で使用されるトロポエラスチンモノマーは、親水性
および疎水性ドメインを含む。親水性ドメインは、（例えば、水への結合によって）弾性
機能に寄付する。またそれらは、細胞への、そして細胞外基質への結合を含む、より広範
囲にわたる様々な生物学的機能に寄付する。疎水性ドメインは、弾性（すなわち、本発明
の材料の特徴）を提供することに関して重要であると考えられている。
【００７４】
　トロポエラスチンモノマーに存在しもよいアミノ酸配列のいくつかの例は、以下のとお
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りである。
【化１】

【００７５】
　本発明に用いられるトロポエラスチンは、ある種の実施形態において、上記の配列のい
ずれか１つを含むか、またはそれからなる。
【００７６】
　一実施形態において、本発明に用いられるトロポエラスチンは、以下に示される配列を
含むか、それからなる。

【化２】

（式中、Ｘは、いずれかのアミノ酸残基か、または残基がない）
【化３】
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（式中、Ｚは、いずれかの脂肪族残基である）
【化４】

（式中、（Ｉ／Ｌ／Ｖ）は、イソロイシン、ロイシンまたはバリンである）
【００７７】
　一実施形態において、トロポエラスチンモノマーは、トロポエラスチンの親水性および
疎水性ドメインを含有する。
【００７８】
　他の適切なトロポエラスチン配列は当該技術において既知であり、ＣＡＡ３３６２７（
ヒト（ホモ・サピエンス）（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ））、Ｐ１５５０２（ヒト（ホモ
・サピエンス）（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ））、ＡＡＡ４２２７１（ドブネズミ（ラッ
ツス・ノーウィジアス）（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ））、ＡＡＡ４２２７２
（ドブネズミ（ラッツス・ノーウィジアス）（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ））
、ＡＡＡ４２２６８（ドブネズミ（ラッツス・ノーウィジアス）（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒ
ｖｅｇｉｃｕｓ））、ＡＡＡ４２２６９（ドブネズミ（ラッツス・ノーウィジアス）（Ｒ
ａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ））、ＡＡＡ８０１５５（ハツカネズミ（ムス・ムス
クルス）（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ））、ＡＡＡ４９０８２（セキショクヤケイ（ガル
ス・ガルス）（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ））、Ｐ０４９８５（ウシ（ボス・タウルス
（Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ））、ＡＢＦ８２２２４（セブラフィッシュ（ダニオ・レリオ（
Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ））、ＡＢＦ８２２２２（アフリカツメガエル（ゼノプス・トロ
ピカリス（Ｘｅｎｏｐｕｓ　ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ））およびＰ１１５４７（ヒツジ（オ
ビス・アリエス（Ｏｖｉｓ　ａｒｉｅｓ））が含まれる。好ましい実施形態において、本
発明に用いられるトロポエラスチンモノマーは、ヒトトロポエラスチンから誘導される。
一実施形態において、それらはＧｅｎＢａｎｋエントリーＡＡＣ９８３９４のアミノ酸残
基２７－７２４に相当する配列を有する。本明細書に明示されたように、本発明は、トロ
ポエラスチンの変異体、例えば、種変異体または多型変異体を含む。
【００７９】
　本発明に用いられるトロポエラスチンモノマーは、組み換え型供給源から得られてもよ
い。それらは天然供給源から抽出することができ、または合成されることも可能である（
例えば、固相合成技術によって）。トロポエラスチンモノマーは、商業的にも入手可能で
ある。
【００８０】
　トロポエラスチンには多くのイソ型が存在し、したがって、トロポエラスチンポリペプ
チドを構成するアミノ酸の厳密な数は変動する。「ポリペプチド」または「ポリペプチド
鎖」という用語は、通常アミド結合によって架橋した、アミノ酸のポリマーを指す。アミ
ノ酸の機能的に活性なポリマーは、「タンパク質」と一般に呼ばれる。本発明は、トロポ
エラスチンの変異型、例えば、種変異型または多型変異型を含む。本発明は、同一活性（
すなわち、生体適合性および弾性）を示すトロポエラスチンの全ての機能的に活性な変異
型を包括するように意図される。これには、トロポエラスチンの分離および全型、翻訳後
に変性された型、ならびにグリコシル化または非グリコシル化誘導体も含まれる。そのよ
うな機能的に活性なフラグメントおよび変異型は、例えば、保存的アミノ酸置換を有する
ものを含む。
【００８１】
　一実施形態において、モノマーは、ヒトトロポエラスチンイソ型の配列を有する組み換
え型トロポエラスチンモノマーである。
【００８２】
　「機能的に活性」という用語は、トロポエラスチンのフラグメントまたは変異型に関し
て、以下にさらに検討されるような弾性材料を形成することが可能なフラグメントまたは
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変異型（例えば、類似物、誘導体または変異体）を意味する。そのような変異型には、天
然由来変異型および非天然由来変異型が含まれる。１種またはそれ以上のアミノ酸の添加
、除去、置換および誘導体化は、変性によってフラグメントまたは変異型の機能的活性の
損失をもたらさない限り、考察される。機能的に活性なフラグメントは、例えば、エキソ
ペプチダーゼを使用して、またはより短い長さのアミノ酸配列を合成することによって、
アミノ酸配列を短縮し、次いで、以下の実施例で例示される方法などによって弾性材料形
成能力を試験することによって、容易に決定することができる。
【００８３】
　非天然変異型が生じる場合、フラグメントは、ペプチド模倣（ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅ
ｔｉｃ）と呼ばれていてもよく、そしてこれも本発明の範囲内である。例えば、合成アミ
ノ酸およびそれらの類似物は、天然アミノ酸の１種またはそれ以上と置換されてもよく、
以下にさらに記載されるような構造物形成活性を提供する。
【００８４】
　「ペプチド模倣」は、本発明に用いられるトロポエラスチンと実質的に同一の構造およ
び／または機能的特徴を有する合成化合物である。ペプチド模倣は、一般に、天然では合
成されない少なくとも１種の残基を含有する。ペプチド模倣化合物の非天然成分は、以下
の１つまたはそれ以上のものに従ってよい：ａ）天然アミド結合（「ペプチド結合」）架
橋以外の残基連鎖群、ｂ）天然由来アミノ酸残基の代わりの非天然残基、またはｃ）二次
構造的な模倣を誘導する、すなわち、二次構造を誘導するか、または安定させるための残
基、例えば、ベータターン、ガンマターン、ポリプロリンターン、ベータシート、アルフ
ァへリックス構造など。
【００８５】
　ペプチド模倣は、科学文献および特許文献（Ｇｉｌｍａｎら、ａｌ－Ｏｂｅｉｄｉら（
１９９８）、Ｈｒｕｂｙら（１９９７）およびＯｓｔｅｒｇａａｒｄ　＆　Ｈｏｌｍ（１
９９７））に記載される様々な手順および方法を使用して合成することができる。
【００８６】
　好ましくは、機能的に活性なフラグメントは、約１００のアミノ酸の長さである。一般
に、本発明に使用されるより短いフラグメントは、約１０のアミノ酸の長さである。した
がって、フラグメントは、約１０～約１００のアミノ酸の長さであってもよい。より短い
フラグメントは有利であり、例えば、固相合成による長いフラグメントの調製は達成が困
難である可能性があるため、フラグメントが合成技術によって製造されるように試みられ
ている。フラグメントは、非常に純粋な生成物が得られることが望ましい場合、試験管内
で一般に合成される。より長いフラグメントの利点は、その弾性特性と同様に、フラグメ
ントの疎水性／親水性性質をより容易に調整することができることである。好ましくは、
機能的に活性なフラグメントまたは変異型は、上記などのペプチドに対して、少なくとも
約６０％の同一性、より好ましくは少なくとも約６５％、６６％、６７％、６８％、６９
％、７０％、７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９
％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％または８５％の同一性、さらにより好まし
くは９０％の同一性、なおさらにより好ましくは、少なく約９５％、９６％、９７％、９
８％、９９％または１００％の同一性を有する。機能的に活性なフラグメントまたは変異
型は、トロポエラスチンからのアミノ酸の隣接する配列に相当してもよいか、または同一
性を有してもよいが、機能的に活性なフラグメントは、トロポエラスチンの三次元構造で
空間的に集合したアミノ酸の配列に相当するか、同一性を有することも考えられる。
【００８７】
　そのような機能的に活性なフラグメントおよび変異型には、例えば、保存的アミノ酸置
換を有するものが含まれる。当業者は、比較される配列の完全な長さにおいて最大の配列
を達成するために必要とされる、いずれのアルゴリズム（以下に記載する非限定的な実施
例）も含む、配列を測定するための適切なパラメーターを決定することができる。アミノ
酸配列が配列される時、所与のアミノ酸配列Ｂに対する所与のアミノ酸配列Ａのパーセン
トアミノ酸配列同一性（これは、代わりに、所与のアミノ酸配列Ｂに対する特定のパーセ
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ントアミノ酸配列同一性を有するか、または含む所与のアミノ酸配列Ａとして言い表すこ
とができる）は、以下のとおりに算出することができる：パーセントアミノ酸配列同一性
＝（Ｘ／Ｙ）×１００（式中、Ｘは、ＡおよびＢの配列プログラム、またはアルゴリズム
配列による同一の一致として記録されるアミノ酸残基の数であり、そしてＹは、Ｂ中のア
ミノ酸残基の全体の数である）。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと等しく
ない場合、Ｂに対するＡのパーセントアミノ酸配列同一性は、Ａに対するＢのパーセント
アミノ酸配列同一性と等しくならない。
【００８８】
　パーセント同一性を算出する際に、完全一致は考慮される。２つの配列間のパーセント
同一性の測定は、数学的アルゴリズムを使用して実行することができる。２つの配列の比
較のために利用される数学的アルゴリズムの非限定的な例は、ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔ
ｓｃｈｕｌ（１９９３）におけるような、変更されたＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕ
ｌのアルゴリズム（１９９０）である。そのようなアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら
の（１９９０）ＢＬＡＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＸプログラムに組み込まれる。比較目的の
ためのギャップがある配列を得るために、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９７）に記載される
ように、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ（ＢＬＡＳＴ　２．０において）を利用することがで
きる。あるいは、ＰＳＩ－Ｂｌａｓｔを使用して、分子間の距離関係を検出する繰り返し
の検索を実行することができる。上記Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９７）を参照のこと。１
つの好ましい実施形態において、ＢＬＡＳＴ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴおよびＰＳＩ－
Ｂｌａｓｔプログラムを利用して、それぞれのプログラム（例えば、ＢＬＡＳＴＸおよび
ＢＬＡＳＴＮ）のデフォルトパラメーターが使用される。配列は、検査によって手動で実
行されてもよい。配列の比較のために利用される数学的アルゴリズムの別の非限定的な例
は、ＣｌｕｓｔａｌＷアルゴリズム（Ｈｉｇｇｉｎｓら（１９９４））である。Ｃｌｕｓ
ｔａｌＷは配列を比較して、アミノ酸またはＤＮＡ配列の全体を配列し、したがって、全
アミノ酸配列の配列保護に関するデータを提供することができる。ＣｌｕｓｔａｌＷアル
ゴリズムは、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｓｕｉｔｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）のＡＬＩＧＮＸモジュールなど
のいくつかの商業的に入手可能なＤＮＡ／アミノ酸分析ソフトウェアパッケージで使用さ
れる。ＣｌｕｓｔａｌＷによるアミノ酸配列の配列後、パーセントアミノ酸同一性を評価
することができる。ＣｌｕｓｔａｌＷ配列の分析のために有用なソフトウェアプログラム
の非限定的な例は、ＧＥＮＥＤＯＣ（商標）またはＪａｌＶｉｅｗである（ｈｔｔｐ：／
／ｗｗｗ．ｊａｌｖｉｅｗ．ｏｒｇ／）。ＧＥＮＥＤＯＣ（商標）は、複数のタンパク質
間のアミノ酸（またはＤＮＡ）類似性および同一性の評価を可能にする。配列の比較のた
めに利用される数学的アルゴリズムの別の非限定的な例は、ＭｙｅｒｓおよびＭｉｌｌｅ
ｒのアルゴリズム（ＣＡＢＩＯＳ　１９８８；４：１１－１７）である。そのようなアル
ゴリズムは、ＧＣＧ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａ
ｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　１０（Ａｃｃｅｌｒｙｓ，Ｉｎｃ．，９６８５　Ｓｃｒａ
ｎｔｏｎ　Ｒｄ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡから入手可能）の一部である、Ａ
ＬＩＧＮプログラム（２．０版）に組み込まれる。１つの好ましい実施形態において、ア
ミノ酸配列を比較するためにＡＬＩＧＮプログラムを利用して、ＰＡＭ　１２０重量残基
表、１２のギャップ長さペナルティおよび４のギャップペナルティは、パーセント同一性
を評価する時に使用される。
【００８９】
　「保存的アミノ酸置換」という用語は、同一種類の別のアミノ酸によるアミノ酸の置換
を指し、種類は以下の通りである。
　非極性：Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｒｏ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ
　非荷電極性：Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
　酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ
　塩基性：Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ
【００９０】
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　他の保存的アミノ酸置換は、以下の通りに製造されてもよい。
　芳香族：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｈｉｓ
　プロトン供与体：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｔｒｐ
　プロトン受容体：Ｇｌｕ、Ａｓｐ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
【００９１】
　一実施形態において、モノマーは、少なくとも５０の連続的なアミノ酸に渡って、ヒト
トロポエラスチンのアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を
有する。
【００９２】
　一実施形態において、モノマーは、ＶＰＧＶＧからなる連続的なアミノ酸配列に渡って
、ヒトトロポエラスチンの配列に対して少なくとも８０％の配列同一性を有する配列を有
する。
【００９３】
　１種のトロポエラスチンモノマーが本発明で使用されてもよく、または異なるトロポエ
ラスチンモノマーの組み合わせが使用されてもよい。例えば、トロポエラスチンモノマー
の組み合わせは、１、２、３、４、５、６、７、９、１０またはそれより多くの異なる種
類のトロポエラスチンモノマーを含むことができる。別の実施形態において、少なくとも
２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なく
とも８、少なくとも９、少なくとも１０またはそれより多くの異なるトロポエラスチンモ
ノマーを使用することができる。別の実施形態において、１またはそれ以上、２またはそ
れ以上、３またはそれ以上、４またはそれ以上、５またはそれ以上、６またはそれ以上、
７またはそれ以上、８またはそれ以上、９またはそれ以上、あるいは１０またはそれ以上
の異なる種類のトロポエラスチンモノマーを使用することができる。
【００９４】
　加えて、他の実施形態において、トロポエラスチンモノマーは、ヒトおよび／またはヒ
ト以外（例えば、霊長類、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、イヌ、ネコまたは齧歯類）
のトロポエラスチンモノマーのいずれの数または組み合わせでもある。
【００９５】
　さらに、組み合わせに存在するそれぞれのトロポエラスチンモノマーの比率および／ま
たは同一性を変化させることによって、所望の弾性、引張強さおよび成形性を有する、ト
ロポエラスチンをベースとするヒドロゲルを発生させることができること、したがって、
トロポエラスチンの様々な多型をポリマー骨格に組み込むことによって、トロポエラスチ
ンポリマーの強度、弾性、架橋性、ならびに他の物理的および生化学的挙動を、変更し、
そしておそらく制御することができることが認識されるであろう。
【００９６】
　加えて、組み合わせに存在するそれぞれのトロポエラスチンモノマーの比率および／ま
たは同一性は、修復されるか、置換されるか、または再生する組織に存在するトロポエラ
スチンモノマーに一致させるように変更することができる。
【００９７】
　一実施形態において、溶液は表面上へ溶液を噴霧することによって表面に適用される。
【００９８】
　「表面」という用語は、本明細書で使用される場合、相補的形状のトロポエラスチンを
ベースとするポリマー構造物を製造するために使用することができる、いずれかの対象ま
たはデバイスを指す。例えば、表面は、その上に平坦な膜として凝集体が形成するような
平坦な表面でもよく、または型であってもよい。型とは、へこんだ部分を含む対象または
デバイスであることが一般に理解される。この部分をトロポエラスチンモノマーの溶液で
充填して、濃縮物が加熱される時、それは型内部で硬化して、その形状を取り入れる。型
は、当業者によって望まれるいずれの形状であってもよい。例えば、型は、それから形成
される構造物が、修復および／または置換される特定の生物学的組織（例えば、軟骨、維
管束組織または骨）の形状であるように成形されているか、あるいはアッセイ用途に使用
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することができるパターン（以下でさらに検討されるようなチャネル、溝など）を含んで
もよい。したがって、一実施形態において、表面は、本プロセスによって形成される弾性
材料が、あらかじめ定義された形状に成形されることを可能にするダイ、型またはキャス
トの形状で提供される。
【００９９】
　一実施形態において、弾性材料は、トロポエラスチンモノマーの溶液が上記プロセスに
よって適用され得る「表面」を形成してもよい。例えば、第１の適用は、非タンパク性表
面における弾性材料の形成をもたらし得る。第２の適用は、非タンパク性表面で形成され
た弾性材料に行われてよく、第１の適用から誘導される弾性材料上での弾性材料の形成を
もたらし得る。このプロセスは、構造の構築を可能にするように、例えば、トロポエラス
チンモノマーの溶液の滴下による適用によって、複数回繰り返すことができる。
【０１００】
　また本発明は、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液を表面に適用するステップと、
－濃縮物中のトロポエラスチンモノマーが互いに結合して、トロポエラスチンモノマーの
凝集体を形成するために十分な温度まで溶液を表面上で加熱するステップと
を含むプロセスによって形成される弾性材料に関する。
【０１０１】
　また本発明は、トロポエラスチンモノマーの、加熱によって促進された会合によって形
成される弾性材料を含む構造物に関する。
【０１０２】
　弾性材料は、被験者の天然組織（の少なくとも一部）を、修復、成長または置換するた
めに使用することのできる三次元ポリマー構造であってもよい（例えば、獣医学的または
医学（ヒト）用途）。加えて、弾性材料は、三次元構造物に組み込まれてもよく、または
その一部分を形成してもよい。例えば、凝集体は、層として、軟骨修復のために使用され
る構造物に組み込まれてもよく、またはステントに組み込まれてもよい。
【０１０３】
　加熱ステップ前の溶液中のトロポエラスチンモノマー間の接触の程度が、材料の特性に
影響を及ぼすこともできることを当業者は理解するであろう。例えば、加熱前、溶液が、
（濃縮物に存在するトロポエラスチンの量に関して）より濃縮されると、より多くのトロ
ポエラスチンモノマーが、凝集体を形成するために相互作用し、そして得られた材料はよ
り弾性が少なくなる。したがって、特定の実施形態において、溶液中のトロポエラスチン
モノマーの濃度は、重合度と直接相関し得る。他の要因も材料の特性に寄付し得、これに
は、例えば、上記で検討されるように、使用されるトロポエラスチンモノマーの種類、加
熱ステップが実行される温度、加熱が実行される時間が含まれる。
【０１０４】
　上記のとおり、本明細書に記載される材料は多孔性であってもよく、すなわち、材料は
間隙を有してもよく、すなわち、材料の部分的体積は、オープンスペース、例えば、細孔
または他の開口部から構成されてもよい。したがって、間隙率は、材料の空隙空間を測定
し、そして０～１００％（または０～１）のパーセントでの全体積における空隙の体積分
率である（例えば、Ｃｏｕｌｓｏｎら（１９７８）を参照のこと）。マトリックス間隙率
の測定は、当業者に周知であり、例えば、水銀ポロシメトリーおよび気体吸着（例えば、
窒素吸着）などの標準技術を使用して実行される。一般に、材料の間隙率は、０．５～０
．９９、約０．７５～約０．９９、または約０．８～約０．９５の範囲であることができ
る。好ましくは、材料の間隙率は、少なくとも０．７５、より好ましくは少なくとも０．
８、最も好ましくは少なくとも０．９である。
【０１０５】
　多孔性材料は、いずれの細孔径も有することができる。本明細書で使用される場合、「
細孔径」という用語は、直径または細孔の横断面の有効直径を指す。「細孔径」という用
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語は、複数の細孔の測定をベースとする、平均直径、または細孔の横断面の平均有効直径
も指す。円形ではない横断面の有効直径は、非円形横断面と同一断面積を有する円形横断
面の直径に等しい。細孔には、水または空気などの流体を充填することができる。いくつ
かの実施形態において、材料の細孔は、約５０ｎｍ～約１０００μｍ、約２５０ｎｍ～約
５００μｍ、約５００ｎｍ～約２５０μｍ、約１μｍ～約２００μｍ、約１０μｍ～約１
５０μｍ、約１５μｍ～約１２５μｍ、約２０μｍ～約１００μｍ、または約４０μｍ～
約６５μｍの範囲の細孔径分布を有することができる。いくつかの実施形態において、材
料は、約１２μｍ、約２５μｍ、約４５μｍ、約５０μｍまたは約６５μｍの細孔径を有
することができる。いくつかの実施形態において、材料は、１１．７±３．３μｍ、２３
．４±５．８μｍまたは５１±９μｍの細孔径を有することができる。
【０１０６】
　細孔が、示された「径」の周辺の径の分布を示すことができることを当業者は理解する
であろう。特記されない限り、「径」という用語は、本明細書で使用される場合、細孔の
径分布のモードを指し、すなわち、径分布において最も頻繁に生じる値を指す。
【０１０７】
　細孔は、実質的に円形の横断面または開口部であることができる。「実質的に円形」が
意味することは、細孔横断面の最長垂直軸対最短垂直軸の長さの比率が約１．５以下であ
ることである。実質的に円形には、一連の対称性が必要とされない。いくつかの実施形態
において、細孔横断面の最長軸および最短軸の長さの比率は、約１．５以下、約１．４５
以下、約１．４以下、約１．３５以下、約１．３０以下、約１．２５以下、約１．２０以
下、約１．１５以下、約１．１以下である。
【０１０８】
　有利には、本発明の材料は弾性である。「弾性」材料は、それに適用された力（例えば
、圧縮または伸張）が排除された後、特定の形状または形態に戻る材料である。これは、
弾性的に圧縮可能な、および伸長可能な、機械的耐久性、または柔軟性の比較的低ヒステ
リシスの材料とも記載される。この材料は、伸縮性、伸張性、弾性、はね返りが可能と記
載されてもよい。例えば、材料は、約２０～約４００％の伸張性を有することができる。
【０１０９】
　いくつかの実施形態において、材料は、約１ｋＰａ～約１０３ｋＰａの範囲の弾性率を
有することができる。本明細書で使用される場合、「弾性率」という用語は、力がそれに
適用された時に弾性変形する（すなわち、非永久的）対象または物質の傾向を指す。一般
に、対象の弾性率は、弾性変形領域におけるその応力－歪み曲線の勾配として定義される
。指示を含めて、応力および歪みを測定する方法を明示することによって、多くの種類の
弾性率を定義することが可能となる。ヤング率（Ｅ）は、引張弾性率、または対向した力
が軸に沿って適用される時に軸に沿って対象が変形する傾向を説明する。これは、引張応
力対引張歪みの比率として定義される。これは、しばしば、単に弾性率として言及される
。本プロセスによって形成される弾性材料が、弾力的に圧縮に応じることも認識される。
いくつかの実施形態において、材料は、約１ｋＰａ～約１０００ｋＰａの範囲の弾性率を
有することができる。いくつかの実施形態において、材料は、約１０ｋＰａ、約１００ｋ
Ｐａまたは約２００ｋＰａの弾性率を有することができる。
【０１１０】
　本発明による所与の材料のより高いヤング率は、以下：
－より長い時間、例えば、８～１６時間の加熱、
－トロポエラスチンの可溶化および加熱より前の絹の添加、
－リンカーの添加
のいずれか１つによって達成することができる。
【０１１１】
これらの調整によって、１０マガパスカルまでのヤング率を有する材料がもたらされる。
【０１１２】
　本発明の材料は、ヒドロゲルを形成するために、水に添加されてもよい。したがって、
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本発明は、
－トロポエラスチンモノマーの溶液を提供するステップと、
－溶液を表面に適用するステップと、
－濃縮物中のトロポエラスチンモノマーが互いに結合して、トロポエラスチンモノマーの
凝集体を形成するために十分な温度まで溶液を表面上で加熱して、それによって弾性材料
を形成するステップと
を含むプロセスによって形成される弾性材料を含む、ヒドロゲルにも関する。
【０１１３】
　ヒドロゲルは一般に、ポリマー鎖（親水性である）の網状構造として理解され、その中
では水が分散媒である。ヒドロゲルは高度に吸収性であり、それらは９９．９％以上の水
を含有することができ、そしてそれらの有意な含水量のために、天然組織に非常に同様の
可撓性を有する。
【０１１４】
　したがって、本発明の弾性材料または凝集体を含むヒドロゲルは、実質的な量の水を典
型的に含有する。しかしながら、ヒドロゲルを形成するために凝集体が添加されるか、ま
たは浸漬される水量は、ヒドロゲルにおいて望ましい弾性の程度などの要因次第である。
すなわち、凝集体に添加される水量は、弾性を与えるためにのみ十分な量であってもよい
。あるいは、結果として生じるヒドロゲルを高度に弾性にさせるために、有意な水量が添
加されてもよい。当業者は、使用される水量が凝集体自体の弾性次第であることも理解す
るであろう（すなわち、凝集体がすでに非常に弾性である場合、凝集体が弾性でない場合
よりも少量の水が添加される必要がある）。
【０１１５】
　当業者は、本発明の材料の追加的な成分（例えば、細胞、薬学的活性成分など）、なら
びに本発明の材料の形態（例えば、再生医学構造物、およびアッセイとして）に関する本
明細書の説明は、本発明の弾性材料を含んでなる構造物およびヒドロゲルにも適用される
ことを理解するであろう。
【０１１６】
　本明細書に記載される材料は、再生医学用途に使用することができる。いくつかの実施
形態において、再生医学は、組織および／または器官機能を置換、修復および／または再
生させること、あるいは移植のための人工組織および／または器官を作製することを目的
とする。一般に、再生医学で使用される骨格は、天然細胞外基質（ＥＣＭ）を模倣して、
細胞接着、移動および増殖用の担体を提供する。理想的には、それらは区別された機能、
新規組織生成およびその三次元組織を可能にする。骨格の所望の特徴には、機械的強度お
よび分解性などの物理的パラメーターが含まれるが、生物学的特性には、生物学的に関連
する微環境を提供する生体適合性および能力が含まれる。生物分解可能な材料は、組織が
成長した後、得られた構造が、生物学的成分から完全に、またはほとんど完全に製造され
るため、いくつかの用途（例えば、組織再生）において有利である。
【０１１７】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される材料は、維管束組織、心臓組織、
膀胱、皮膚、肺、靭帯、腱、内分泌腺、肝臓、腎臓組織、リンパ節、すい臓、骨、軟骨お
よび他の組織の成長および／または置換を含む多くの再生医学用途のために使用すること
ができる。いくつかの実施形態において、材料は、信号を細胞に供給するために、細胞増
殖および機能のための担体構造として作用するために、そして空間充填物を提供するため
に使用することができる。
【０１１８】
　弾性材料の代表的な所望の形状には、限定されないが、シート、管および他のいずれか
の三次元形状が含まれる。シートの形状に形成される弾性材料は、真皮組織、歯根被覆の
ための膜、膜組織のための修復、置換および／または再生治療を提供するためのインプラ
ント、構造物およびグラフトなどの調製において使用することができる。管の形状で形成
される弾性材料は、動脈、静脈、尿管、尿道、神経、長骨などのための修復、置換および
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／または再生治療を提供するためのインプラント、構造物およびグラフトの調製において
使用することができる。他のいずれかの三次元の物体の形状で形成される弾性材料は、臓
器移植、骨の修復、歯のインプラント、または筋肉、腱、靭帯および軟骨グラフトのため
の修復、置換および／または再生治療を提供するためのインプラント、構造物およびグラ
フトの調製において使用することができる。
【０１１９】
　一実施形態において、弾性材料は、プレキャストパッチとしてのその使用を可能にする
形状に形成されてもよく、それは次いで、縫合またはそれ以外の方法で表面上へ接着され
てもよい。例には、心臓パッチ、真皮パッチまたは角膜のために適切なパッチが含まれる
。
【０１２０】
　シートの形状に形成されたか、キャストされたか、または成形された生体適合性弾性材
料は、平坦なシートであることができるか、あるいは修復、置換または再生される負傷、
損害、病組織または器官の輪郭に密接に一致するように湾曲を有するシートであることが
できる。シートは、限定されないが、正方形、長方形、台形、三角形、円、楕円などを含
むいずれの幾何学的な形状であってもよい。
【０１２１】
　シートの典型的な面積には、約１ｍｍ２～約１ｍ２、約１ｍｍ２～約５０ｃｍ２、約１
ｍｍ２～約２５ｃｍ２、約１ｍｍ２～約１０ｃｍ２、約１ｍｍ２～約１ｃｍ２、約１ｃｍ
２～約１ｍ２、約１ｃｍ２１ｃｍ２～約５００ｃｍ２、１ｃｍ２～約２５０ｃｍ２、１ｃ
ｍ２～約２００ｃｍ２、１ｃｍ２～約１５０ｃｍ２、～約１００ｃｍ２、約１ｃｍ２～約
５０ｃｍ２、約１ｃｍ２～約２５ｃｍ２、約１ｃｍ２～約１０ｃｍ２、約１ｃｍ２～約５
ｃｍ２、約１ｃｍ２～約２．５ｃｍ２、約１０ｍｍ２～約１０ｃｍ２、約０．１ｃｍ２～
約１０ｃｍ２、約０．１ｃｍ２～約１ｃｍ２、またはそのいずれかの介在範囲の面積が含
まれる。例えば、典型的なシートの１ｃｍ２～１００ｃｍ２の面積の範囲には、約１ｃｍ
２、約５ｃｍ２、約１０ｃｍ２、約２０ｃｍ２、約３０ｃｍ２、約４０ｃｍ２、約５０ｃ
ｍ２、約６０ｃｍ２、約７０ｃｍ２、約８０ｃｍ２、約９０ｃｍ２および約１００ｃｍ２

が含まれる。
【０１２２】
　シートの形状で形成、キャストまたは成形される弾性材料の厚さの典型的な程度には、
約０．１ｍｍ～約１０ｍｍ、約０．２５ｍｍ～約７．５ｍｍ、約０．５ｍｍ～約５ｍｍ、
約０．７５ｍｍ～約２．５ｍｍ、約１ｍｍ～約２ｍｍまたはそのいずれかの介在範囲が含
まれる。
【０１２３】
　別の実施形態において、厚さは、約０．１ｍｍ、約０．２５ｍｍ、約０．５ｍｍ、約０
．７５ｍｍ、約１ｍｍ、約２ｍｍ、約３ｍｍ、約４ｍｍ、約５ｍｍ、約７．５ｍｍ、ｏｒ
約１０ｍｍまたはそれ以上であることができる。
【０１２４】
　管の形状で形成、キャストまたは成形される弾性材料は、骨格の径が、負傷、損害また
は病組織もしくは器官を修復、置換および／または再生させるために適切であるように、
いずれかの所望の長さ、直径および厚さを有することができる。管の典型的な長さには、
約０．５ｃｍ、約１ｃｍ、約２．５ｃｍ、約５ｃｍ、約１０ｃｍ、約２５ｃｍ、約５０ｃ
ｍ、約１００ｃｍ、約１５０ｃｍ、約２００ｃｍ、約２５０ｃｍ、約３００ｃｍ、約３５
０ｃｍ、約４００ｃｍ、約４５０ｃｍ、約５００ｃｍまたはそれ以上が含まれる。管の典
型的な直径には、直径約０ｍｍ（例えば固体繊維）、０．５ｍｍ、約１ｍｍ、約１．５ｍ
ｍ、約２ｍｍ、約２．５ｍｍ、約３ｍｍ、約３．５ｍｍ、約４ｍｍ、約４．５ｍｍ、約５
ｍｍ、約５．５ｍｍ、約６ｍｍ、約６．５ｍｍ、約７ｍｍ、約７．５ｍｍ、約８ｍｍ、約
８．５ｍｍ、約９ｍｍ、約９．５ｍｍ、約１０ｍｍ、約１１ｍｍ、約１２ｍｍまたはそれ
以上が含まれる。好ましい実施形態において、本発明の管は、約１ｍｍ～約１０ｍｍの直
径を有する。
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【０１２５】
　他の三次元の物体の形状で形成、キャストまたは成形される弾性材料は、骨格の径が、
負傷、損害または病組織もしくは器官を修復、置換および／または再生させるために適切
であるように、いずれかの所望の体積および形状を有することができる。
【０１２６】
　三次元形状骨格の典型的な体積は、約１００ｍｍ３～約５ｍ３、約１００ｍｍ３～約１
０００ｃｍ３、約１ｃｍ３～約１０００ｃｍ３、約１ｃｍ３～約１００ｃｍ３、約１ｃｍ
３～約１０ｃｍ３、約１０ｃｍ３～約１０００ｍ３、約１０ｃｍ３～約１００ｃｍ３、約
５００ｃｍ３～約１０００ｃｍ３、約１００ｍｍ３～約５ｃｍ３、約１００ｍｍ３～約２
．５ｃｍ３、約１ｃｍ３～約５ｃｍ３、約１ｃｍ３～約２．５ｃｍ３、約７５０ｃｍ３～
約１２５０ｃｍ３、約８５０ｃｍ３～約１１５０ｃｍ３、約９５０ｃｍ３～約１０５０ｃ
ｍ３、約９００ｃｍ３～約１０００ｃｍ３、またはそのいずれかの介在範囲である。例え
ば、典型的な三次元形状の１ｃｍ３～１０ｃｍ３の体積の範囲には、約１ｃｍ３、約２ｃ
ｍ３、約３ｃｍ３、約４ｃｍ３、約５ｃｍ３、約６ｃｍ３、約７ｃｍ３、約８ｃｍ３、約
９ｃｍ３および約１０ｃｍ３のおおよその体積が含まれる。一実施形態において、骨格は
、約１～約１００マイクロリットルまでの体積を有してもよい。
【０１２７】
　いくつかの実施形態において、弾性材料は膜の形状である。膜の厚さは、ナノメートル
からミリメートルの範囲であることができる。例えば、膜厚は、約１ｎｍ～約１０００ｍ
ｍの範囲であることができる。いくつかの実施形態において、膜厚は、約１ｎｍ～１００
０ｎｍ、約１μｍ～約１０００μｍ、約１ｍｍ～約１０００ｍｍであることができる。い
くつかの実施形態において、膜厚は、約５００ｎｍ～約７５０μｍ、約７５０ｎｍ～約５
００μｍ、約１０００ｎｍ～約２５０μｍ、約１０μｍ～約１００μｍ、約２５μｍ～約
７５μｍであることができる。いくつかの実施形態において、膜厚は約１０ｎｍ～約１ｍ
ｍの範囲である。いくつかの実施形態において、膜厚は約５０μｍであることができる。
【０１２８】
　いくつかの実施形態において、弾性材料は発泡体である。発泡体は、例えば、凍結乾燥
、および水が溶媒であるか、あるいは窒素または他の気体がそれぞれ発泡剤である気体発
泡を含む、当該分野で既知の方法から製造することができる。
【０１２９】
　いくつかの実施形態において、材料は、正確に定義された放出プロフィールが可能な複
合供給デバイスを構成するために使用することができる。これは、薬物送達デバイス（す
なわち、ナノ粒子または微粒子）と本明細書に記載される材料とを組み合わせ、そしてこ
れらを使用して、より多くの複合薬物送達システムを構成することによって達成すること
ができる。一例であるが、本明細書に記載される材料は、追加的に、送達される治療剤を
含むことができる（例えば、小分子、核酸、タンパク質、脂質および／または炭水化物薬
剤）。そのような材料は、組織再生を目標とする部位に薬剤を供給するために有用であり
える。例えば、新しい骨を再生させる目的のために被験者に投与される骨誘導性細胞を含
んでなる材料は、追加的に、それらの放出時に、新しい骨の成長をさらに刺激することが
できる、１種またはそれ以上の骨形成タンパク質（ＢＭＰ）を含むことができる。
【０１３０】
　本明細書に記載される弾性材料は、複合材料を形成するために、別の材料、例えば生体
適合物質と組み合わせることができる。「生体適合物質」という用語は、本明細書で使用
される場合、一般に生物学的適合性の天然に存在する材料を指す。典型的な生体適合物質
には、限定されないが、生物高分子、スポンジ、絹、脱細胞化組織およびゼラチンが含ま
れる。「生物高分子」という用語は、本明細書で使用される場合、天然由来のポリマー、
あるいは生体系に適合性があるか、または天然由来のポリマーを模倣する合成ポリマーの
いずれかを指す。典型的な生物高分子には、限定されないが、オリゴ糖類、多糖類、例え
ば、グリコサミノグリカン、ペプチド、タンパク質、オリゴヌクレオチド、核酸、ポリケ
チド、ペプトイド、ヒドロゲル、ポリ（グリコール）、例えば、ポリ（エチレングリコー
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ル）、コラーゲン、絹およびポリアクテートが含まれる。
【０１３１】
　一実施形態において、弾性材料を、塩、またはポリビニルポリビニルピロリドンと組み
合わせてもよい。
【０１３２】
　本発明の弾性材料は、標的組織の修復および／または再生を促進するため、そして／ま
たは生物学的に活性な化合物の目標とする供給を達成する方法を提供するため、薬学的に
容認できる賦形剤および生物学的に活性な薬剤（例えば、薬剤、ビタミンおよびミネラル
）などの他の成分を含んでもよい。そのような成分は、加熱の前にトロポエラスチン溶液
に添加されてもよく（それが形成されたまま、それらが弾性材料に組み込まれるように）
、またはそれが形成された後に、弾性材料に配置されてもよい。加えて、成分は、弾性材
料からヒドロゲルを形成するために使用される水溶液に存在してもよい。当業者は、添加
される成分が、弾性材料を形成するために必要とされる条件で安定ではない場合、弾性材
料が形成された後に、成分が添加されるべきであることを理解するであろう。
【０１３３】
　疾患の診断、治療または予防において利益があることが当業者に既知のいずれの生物学
的に活性な薬剤も、本発明の文脈において治療剤として考察される。治療剤には、ホルモ
ン、成長因子、酵素、ＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ウイルス、タン
パク質、脂質、炎症誘発性分子、抗体、抗生物質、抗炎症剤、アンチセンスヌクレオチド
、および形質転換核酸、またはそれらの組み合わせが含まれる。治療剤のいずれも、その
ような組み合わせが生物学的に適合性である範囲で組み合わせることができる。
【０１３４】
　適切な成長因子およびサイトカインには、限定されないが、幹細胞因子（ＳＣＦ）、顆
粒白血球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒白血球－マクロファージ刺激因子（Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ）、間質細胞由来因子－１、造血幹細胞因子、ＶＥＧＦ、ＴＧＦβ、プレート
レット由来成長因子（ＰＤＧＦ）、アンジオポエチン（Ａｎｇ）、上皮成長因子（ＥＧＦ
）、ｂＦＧＦ、ＨＮＦ、ＮＧＦ、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）、線維芽細胞成長因子（Ｆ
ＧＦ）、肝細胞成長因子、インシュリン様成長因子（ＩＧＦ－１）、インターロイキン（
ＩＬ）－３、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１１およ
びＩＬ－１３、コロニー刺激因子、トロンボポエチン、エリトロポイエチン、ｆｉｔ３－
リガンドおよび腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）が含まれる。他の例は、Ｄｉｊｋｅら（１９
８９）、Ｍｕｌｄｅｒら（１９９８）、Ｚｉｅｇｌｅｒら（１９９７）に記載される。適
切なホルモンには、限定されないが、アンチミューラリアンホルモン（またはミュラー管
抑制因子またはホルモン）、アジポネクチン、副腎皮質刺激ホルモン（またはコルチコト
ロピン）、アンジオテンシノーゲンおよびアンギオテンシン、抗利尿ホルモン（またはバ
ソプレッシン、アルギニンバソプレッシン）、心房性ナトリウム利尿ペプチド（またはア
トリオペプチン）、カルシトニン、コレシストキニン、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモ
ン、エリトロポイエチン、卵胞刺激ホルモン、ガストリン、グレリン、グルカゴン、生殖
腺刺激ホルモン放出ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン、ヒト絨毛性ゴナドトロピン、
ヒト胎盤乳汁分泌ホルモン、成長ホルモン、インシュリン様成長因子１、インシュリン様
成長因子（またはソマトメジン）、レプチン、黄体形成ホルモン、メラニン細胞刺激ホル
モンＭＳＨ、オレキシン、オキシトシン、副甲状腺ホルモン、プロラクチン、リラキシン
、セクレチン、ソマトスタチン、トロンボポエチン、甲状腺刺激ホルモン（またはチロト
ロピン）、および甲状腺刺激ホルモン放出ホルモンが含まれる。
【０１３５】
　典型的な薬学的に活性な化合物（例えば、治療剤）には、限定されないが、Ｈａｒｒｉ
ｓｏｎら、Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（１９９０）、Ｕｎｉｔｅ
ｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａ、現行版のＧｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｏｉ
ｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒ
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ａｐｅｕｔｉｃｓ、および現行版のＴｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｉｎｄｅｘに見られるものが含
まれる。
【０１３６】
　別の実施形態において、弾性材料（またはそれから形成されるヒドロゲル）には、多能
性または多分化能性幹細胞の集団（以下にさらに検討される）およびホルモン、成長因子
、サイトカイン、モルフォゲン（例えば、レチノイン酸など）、細胞外基質材料（例えば
、フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲンなど）、または弾性材料またはヒドロゲルが
患者に移植されたら、特定の発達経路に沿って細胞集団の分化を促進する他の材料（例え
ば、ＤＮＡ、ウイルス、他の細胞型など）が含まれる。あるいは、または加えて、弾性材
料またはヒドロゲルとともに細胞を培養する間に細胞を試験管内で分化してもよい。
【０１３７】
　生理活性剤は、リンカーを通して弾性材料に共有結合することができる。リンカーは、
用途次第で、切断可能リンカーまたは非切断可能リンカーであることが可能である。本明
細書で使用される場合、「切断可能リンカー」は、様々な条件で裂開が可能であるリンカ
ーを指す。裂開のために適切な条件には、限定されないが、ｐＨ、ＵＶ照射、酵素活性、
温度、加水分解、除去および置換反応、酸化還元反応および結合の熱力学特性が含まれる
。多くの場合、結合またはカップリング相互作用の意図された性質、あるいは所望の生物
学的効果は、リンカー基の選択を決定する。
【０１３８】
　薬学的に容認できる賦形剤には、所望の特定の剤形に適切であるような、いずれの、お
よび全ての溶媒、分散媒、希釈剤または他の液体媒体、分散または懸濁助剤、表面活性剤
、アイソトニック剤増粘または乳化剤、防腐剤、固体結合剤、潤滑剤などを含む。Ｇｅｎ
ｎａｒｏ（２００６）は、医薬品組成物を調製する際に使用される様々な賦形剤およびそ
の調製に関する既知の技術を開示する。いずれかの望ましくない生物学的効果を生じるか
、またはヒドロゲルの他のいずれかの成分と有害な様式で相互作用することによってなど
、いずれかの従来の賦形剤が物質またはその誘導体と不適合である場合を除き、その使用
は、本発明の範囲内であると考察される。
【０１３９】
　医薬品組成物の製造において使用される薬学的に容認できる賦形剤には、限定されない
が、不活性希釈剤、分散および／または粒状化剤、表面活性剤および／または乳化剤、崩
壊剤、結合剤、防腐剤、緩衝剤、潤滑剤および／または油が含まれる。そのような賦形剤
は、任意にトロポエラスチン含有溶液に含まれてもよい。着色剤、コーティング剤、甘味
料、調味料および芳香剤などの賦形剤は、配合する人の判断によって、溶液に存在するこ
とができる。調製物の一般的に考慮すべき点および／または医薬品の製造は、例えば、Ｇ
ｅｎｎａｒｏ（２００６）に見られ得る。
【０１４０】
　材料に存在するトロポエラスチンおよび生物学的に活性な薬剤の量は、必ず、特定の薬
剤および治療される状態次第である。当業者は、状態を治療するために使用する適切な薬
剤および量を認識するであろう。
【０１４１】
　本発明の材料の治療上有効な量は、疾病、疾患および／または状態の診断の前に、それ
と同時に、および／またはその後に生体に供給してもよい。いくつかの実施形態において
、本発明の材料の治療上有効な量は、疾病、疾患および／または状態の発症の前に、それ
と同時に、および／またはその後に患者および／または生体に供給される。
【０１４２】
　「治療上有効な量」という用語は、本明細書で使用される場合、疾病、疾患および／ま
たは状態の１種またはそれ以上である兆しまたは特徴を治療する、軽減する、改善する、
緩和する、発症を遅らせる、進行を抑制する、重症度を低下させる、および／または発生
率を低下さるために十分な本発明の材料の量を指す。
【０１４３】
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　上記のとおり、本発明の材料を、再生医学用途のために使用することができる。いくつ
かの実施形態において、再生医学は、組織および／または器官機能を置換、修復および／
または再生させるか、あるいは移植用の人工組織および器官を作製することを目的とする
。一般には、再生医学で使用される骨格（例えば、ヒドロゲル骨格）は、天然ＥＣＭを模
倣し、そして細胞接着、移動および増殖のための担体を提供する。理想的には、それらは
、分化機能、新規組織生成およびその三次元組織を可能にする。弾性骨格の所望の特徴に
は、機械的強度および分解性などの物理的パラメーターが含まれ、一方、生物学的特性に
は、生体適合性、および生物学的に関連する微環境を提供する能力が含まれる。生物分解
可能な材料は、組織が成長した後、得られた構造が生物学的成分から、完全に、またはほ
とんど完全に製造されるため、有利である。
【０１４４】
　いくつかの実施形態において、薬物送達のために利用される材料は、向上した残留時間
、持続する薬物送達および／または目標とした薬物送達が得られる様式で変更することが
できる。透過性（例えば、持続性放出用途）、環境応答性（例えば、パルス放出用途）、
表面官能性（例えば、ステルス放出のためのＰＥＧコーティング）、生物分解性（例えば
、生体再吸収性用途）、および表面生体認識部位（例えば、目標とされた放出および生体
接着用途）などの材料特性は、制御された薬物送達用途のために変更および／または最適
化することができる。例えば、トロポエラスチン鎖長、トロポエラスチン組成および／ま
たはトロポエラスチン濃度を制御することによって、材料の密度を制御することが可能で
ある。密度の制御は、とりわけ、得られた材料の持続性放出特性に対する制御を提供する
。
【０１４５】
　いくつかの実施形態において、生物学的分析物に感応する薬物送達システムを作製する
ために、酵素を材料内でカプセル化することができる。
【０１４６】
　本明細書に記載される弾性材料は、１種またはそれ以上の添加剤を追加的に含むことが
できる。添加剤は、分解性（生物分解可能な）ポリマー、マンニトール、デンプン糖、イ
ノシトール、ソルビトール、グルコース、ラクトース、蔗糖、塩化ナトリウム、塩化カル
シウム、アミノ酸、塩化マグネシウム、クエン酸、酢酸、ヒドロキシルブタン二酸、リン
酸、グルクロン酸、グルコン酸、ポリ－ソルビトール、酢酸ナトリウム、クエン酸ナトリ
ウム、リン酸ナトリウム、ステアリン酸亜鉛、ステアリン酸アルミニウム、ステアリン酸
マグネシウム、炭酸ナトリウム、重炭酸ナトリウム、水酸化ナトリウム、ポリビニルピロ
リドン、ポリエチレングリコール、カルボキシメチルセルロース、メチルセルロース、デ
ンプン、微粒子、ナノ粒子、アプロチニン、因子ＸＩＩＩまたはそれらの混合物であるこ
とができる。理論に拘束されることを望まないが、材料中の１種またはそれ以上の添加剤
は、材料の分解の速度を変更（例えば、低下または増加）させることができる。
【０１４７】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される材料を、試験管内の組織培養用途
のために利用することができる。特定の実施形態において、記載される材料を利用して、
薬剤の発見および生物学的研究のために有用なアッセイを開発することができる（例えば
、高スループット薬剤スクリーニングのための明確な材料のアセンブリアレイ）。例えば
、機能細胞（例えば、肝細胞）の存在下でフィーダー細胞（例えば、内皮細胞または線維
芽細胞）の存在を使用して、機能細胞型の維持を増加させることができる。したがって、
機能的器官の本来の構造を模倣する三次元構造を発生させることが可能であり、これは、
薬剤発見および／または診断アッセイのためにその後使用することができる。
【０１４８】
　当業者は、弾性材料に組み込まれる細胞が弾性材料を形成するために必要とされる条件
で安定ではない場合、弾性材料が形成された後に細胞が添加されるべきであることを理解
するであろう。例えば、細胞は、弾性材料からヒドロゲルを形成するために使用される水
溶液に存在してもよい。
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【０１４９】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される材料は、（例えば、肝細胞がカプ
セル化された材料を利用して）試験物質の毒性を試験することができる毒性アッセイに利
用することができる。
【０１５０】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される材料を使用して、マイクロ流体チ
ャネルなどの様々な構造をコーティングすることができる。この方法では、マイクロチャ
ネルの壁は、ポリスチレン、ガラスおよびＰＤＭＳなどのより一般的に用いられる材料か
らの代わりに構造物アセンブリから製造することができる。構造物アセンブリから製造さ
れるマイクロ流体チャネルは、例えば、マイクロ流体チャネルの壁が細胞を誘引し、結合
することが望ましい用途において、多くの目的のために有用となることができる。
【０１５１】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される材料は、診断用途のために使用す
ることができる。一例として、１種またはそれ以上の特定の微生物の存在を試験するアッ
セイにおいて使用することができる組織様材料および／または材料アセンブリを生じるた
めに、細胞を積載した（ｃｅｌｌ－ｌａｄｅｎ）材料を使用することができる。例えば、
微生物（例えば、バクテリア、ウイルス、菌類など）が特定の組織に特異的に結合するこ
とが知られている場合、試料中の微生物の存在を試験する組織様材料を製造することがで
きる。
【０１５２】
　本明細書に記載される材料は、パターン化されてもよい（例えば、マイクロパターン化
された弾性材料）。マイクロパターン化された弾性材料は、例えば、トロポエラスチン溶
液を、例えば、その少なくとも一表面上で、弾性材料の少なくとも一表面上に配置され、
かつそれに必要不可欠である予め定められたマイクロパターンの三次元ネガ構造を含む型
の表面と接触させるステップと、型のマイクロパターン化された表面と接触させながら、
溶液を加熱し、それによって、マイクロパターン化された弾性材料を提供するステップと
を含む方法を使用して調製することができる。このように調製される弾性材料は、材料の
少なくとも一表面で予め定められ、かつ設計された、細胞整列、組織修復、成長または再
生を促進するために有効であるか、あるいはタンパク質または治療剤の供給を提供するた
めに有効であるマイクロパターンを含む。マイクロパターンの形状は、適切なパターンま
たは径の型を使用して制御することができる。さらに、マイクロパターンは、電界放射走
査電子および原子力顕微鏡などの既知の技術によって、表面モルフォロジーに関する特徴
を決定することができる。
【０１５３】
　いくつかの実施形態において、マイクロパターンは、溝またはチャネルの形態である。
溝の径（幅）は、約５００ｎｍ～約５００μｍの範囲であることができる。いくつかの実
施形態において、溝の径は、約１μｍ～約２５０μｍ、約１０μｍ～約１００μｍ、また
は約２０μｍ～約７５μｍの範囲であることができる。いくつかの実施形態において、溝
の径は、約５０μｍまたは約２０μｍである。
【０１５４】
　溝の間隔も、所望の使用のために最適化することができる。例えば、溝の間隔は、約５
００ｎｍ～約５００μｍの範囲であることができる。いくつかの実施形態において、溝の
間隔は、約１μｍ～約２５０μｍ、約１０μｍ～約１００μｍ、または約２０μｍ～約７
５μｍの範囲であることができる。いくつかの実施形態において、溝の間隔は、約５０μ
ｍまたは約２０μｍである。
【０１５５】
　溝の厚さは、約２５０ｎｍ～約５００μｍの範囲であることができる。いくつかの実施
形態において、溝の厚さは、約５００ｎｍ～約２５０μｍ、または約７５０ｎｍ～約１０
００ｎｍの範囲であることができる。
【０１５６】
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　上記のとおり、本明細書に記載される弾性材料は、再生医学および組織修復において使
用することができる。本明細書で使用される場合、「修復」という用語は、健全化、再生
、治癒、パッチングまたは機能を回復させる同様のもののためのいずれの補修、強化、調
整、治療、構成も指す。したがって、「修復」という用語は、健全化、再生、治癒、パッ
チングまたは機能を回復させる同様のもののための補修、強化、調整、治療、構成も意味
する。
【０１５７】
　本発明の弾性材料から形成されるヒドロゲルも同様に再生医学および組織修復において
使用することができることを当業者は理解するであろう。したがって、本発明の弾性材料
がこれらの文脈で記載される場合、弾性材料自体に加えて、またはその代わりに、材料か
ら形成される適切なヒドロゲルを利用することができることは理解されるであろう。ヒド
ロゲルは、単に弾性材料と生理的条件との接触によって、周囲環境から弾性材料が吸水す
ることによって、弾性材料から形成することができる。
【０１５８】
　「治療」、「予防」または「改善」とは、発症を遅らせるか、または予防すること、疾
病もしくは疾患に関連した状態の進行、悪化、または重症度の進行を後退させること、軽
減させること、改善させること、抑制させること、減速させること、または停止させるこ
とを意味する。
【０１５９】
　本発明の弾性材料は、治療のために有効ないずれかの投与量およびいずれかの投与ルー
トを使用して投与されてもよい。必要とされる正確な量は、種、年齢および被験者の一般
的な状態、感染症の重症度、特定のヒドロゲル、その投与方法、その活性モードなど次第
で、被験者によって異なるであろう。
【０１６０】
　別の実施形態において、本明細書に記載される弾性材料は、限定されないが、頭蓋顔面
、歯牙、歯周療法学用途を含む整骨治療学用途のために、再生医療で使用される。一実施
形態において、弾性材料（または弾性材料から形成されるヒドロゲル）を含む構造物また
はデバイスは、口部および頭蓋顔面組織の再構成および再生のために提供される。
【０１６１】
　特定の実施形態において、弾性材料（または弾性材料から形成されるヒドロゲル）は、
１種またはそれ以上のトロポエラスチンモノマーおよびヒトコラーゲンを含む。得られた
材料およびヒドロゲルは、所望の表面トポグラフィー、間隙率、強度および弾性のために
設計される。いくつかの実施形態において、弾性材料またはヒドロゲルは、トロポエラス
チン以外のタンパク質またはポリペプチドを含有しない。
【０１６２】
　一実施形態において、弾性材料はシートの形態でキャストされ、そして様々な臨床用途
、例えば、誘導組織再生（ＧＴＲ）または根面被覆において再生膜として使用することが
できる。一実施形態において、弾性材料はシートとしてキャストされ、そして歯周靭帯細
胞（ＰＤＬ）で接種され、根面被覆のために適切である移植片またはグラフトを形成する
。移植片が形成されたならば、外科医は、当業者に既知の方法を使用して根面被覆におい
て移植片を差し込む。
【０１６３】
　別の実施形態において、弾性材料は、骨充填材料としての使用のために三次元形状でキ
ャストされる。実質的に、予熱された溶液が形成可能な形態であるため、いずれの形状も
達成することができる。型または所望の領域に配置されたら、溶液を加熱によって「硬化
」することができる。加えて、材料は、誘導骨再生（ＧＢＲ）に関して歯周医療において
独特の臨床用途を支持することができ、そして骨充填剤および膜が骨グラフトを含有する
必要を排除することができる。
【０１６４】
　特定の実施形態において、弾性材料（または材料から形成されるヒドロゲル）、あるい
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は弾性材料または材料から形成されるヒドロゲルを含んでなる移植片は、所望の形状に成
形され、そして１種またはそれ以上の細胞集団を含む。
【０１６５】
　一般に、本発明に従って使用される細胞は、いずれの種類の細胞でもある。本発明の弾
性材料（または弾性材料から形成されるヒドロゲル）に組み込まれる時に、細胞は生存可
能でなければならない。いくつかの実施形態において、適切な細胞には、限定されないが
、哺乳類細胞（例えば、ヒト細胞、霊長類細胞、哺乳類細胞、齧歯類細胞など）、鳥類細
胞、魚類細胞、昆虫類細胞、植物細胞、菌類細胞、細菌類細胞および混成細胞が含まれる
。いくつかの実施形態において、典型的な細胞は、幹細胞、全能細胞、多能性細胞および
ＥＳ細胞を含む。いくつかの実施形態において、典型的な細胞は、限定されないが、いず
れかの組織からの一次細胞および／または細胞系を含む。例えば、心筋細胞、筋細胞、肝
細胞、ケラチン生成細胞、メラニン形成細胞、ニューロン、星状細胞、ＥＳ細胞、成人幹
細胞、血液生成幹細胞、血液生成細胞（例えば、単球、好中球、マクロファージなど）、
エナメル芽細胞、線維芽細胞、軟骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、ニューロン、精子、卵子
、肝細胞、肺からの上皮細胞、腸からの上皮細胞、腸、肝臓からの上皮細胞、皮膚からの
上皮細胞など、および／またはそれらの混成物は、本発明に従って使用されてもよい。
【０１６６】
　典型的な哺乳類細胞には、限定されないが、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）、チャ
イニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ヒーラー細胞、メイディン－ダービーイヌ腎臓
（ＭＤＣＫ）細胞、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ細胞）、ＮＳ０細胞、Ｍｃｆ－７細胞
、ＭＤＡ－ＭＢ－４３８細胞、Ｕ８７細胞、Ａ１７２細胞、ＨＬ６０細胞、Ａ５４９細胞
、ＳＰ１０細胞、ＤＯＸ細胞、ＤＧ４４細胞、ＨＥＫ　２９３細胞、ＳＨＳＹ５Ｙ、ジャ
ーカット細胞、ＢＣＰ－１細胞、コ細胞、ベロー細胞、ＧＨ３細胞、９Ｌ細胞、３Ｔ３細
胞、ＭＣ３Ｔ３細胞、Ｃ３Ｈ－１０Ｔ１／２細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞およびＣ６／３６
細胞が含まれる。
【０１６７】
　特定の実施形態において、１種またはそれ以上の細胞集団は、組織または骨再生を促進
するために、骨髄幹細胞、間充織幹細胞または前骨芽細胞を含む。追加的に、材料／ヒド
ロゲル／移植片の骨形成可能性を単独の療法として、あるいは現在利用可能な商業的な骨
充填剤生成物または主な自家骨収穫と組み合わせて使用することができる。いずれの種類
の骨も、上記の技術を使用して、修復、置換または再生することができることを当業者は
認識することができるであろう。
【０１６８】
　いくつかの実施形態において、細胞が弾性材料（またはそれから形成されるヒドロゲル
）に含まれる条件は、細胞生存可能性を最大にするために変更される。いくつかの実施形
態において、周囲環境の条件（例えば、ｐＨ、イオン強度、養分有効性、温度、酸素有効
性、浸透性など）は、細胞生存可能性を最大にするために調節および／または変更される
必要があり得る。
【０１６９】
　細胞生存可能性は、細胞生存可能性の多くの指標の１つを監視することによって測定す
ることができる。いくつかの実施形態において、細胞生存可能性の指標には、限定されな
いが、細胞内エステラーゼ活性、原形質膜完全性、代謝活性、遺伝子発現およびタンパク
質発現が含まれる。一例として、細胞が蛍光性エステラーゼ基質（例えば、カルセインＡ
Ｍ）に曝露された時、生存細胞は、エステラーゼ基質を緑色蛍光生成物へと加水分解する
細胞内エステラーゼ活性の結果として、緑色の蛍光を発する。他の例としては、細胞が蛍
光性核酸ステイン（例えば、エチジウムホモ二量体－１）に曝露された時、死滅細胞は、
それらの原形質膜が悪化して、したがって、高親和性核酸ステインに透過性であるため、
赤色蛍光を発する。
【０１７０】
　一般には、材料（またはそれから形成されるヒドロゲル）の細胞のパーセントは、本発
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明による弾性材料および／またはヒドロゲルの形成を可能にするパーセントである。いく
つかの実施形態において、適切である細胞のパーセントは、約０．１％ｗ／ｗ～約８０％
ｗ／ｗ、約１．０％ｗ／ｗ～約５０％ｗ／ｗ、約１．０％ｗ／ｗ～約４０％ｗ／ｗ、約１
．０％ｗ／ｗ～約３０％ｗ／ｗ、約１．０％ｗ／ｗ～約２０％ｗ／ｗ、約１．０％ｗ／ｗ
～約１０％ｗ／ｗ、約５．０％ｗ／ｗ～約２０％ｗ／ｗ、または約５．０％ｗ／ｗ～約１
０％ｗ／ｗの範囲である。いくつかの実施形態において、本発明による弾性材料を形成す
るために適切である溶液中の細胞のパーセントは、約５％ｗ／ｗである。いくつかの実施
形態において、本発明によるヒドロゲルを形成するために適切である水溶液中の細胞の濃
度は、約１×１０５細胞／ｍＬ～１×１０８細胞／ｍＬまたは約１×１０６細胞／ｍＬ～
１×１０７細胞／ｍＬの範囲である。いくつかの実施形態において、それから形成される
単一弾性材料またはヒドロゲルは、同一の細胞および／または細胞集団を含む。いくつか
の実施形態において、それから形成される単一弾性材料またはヒドロゲルは、同一ではな
い細胞および／または細胞集団を含む。いくつかの実施形態において、それから形成され
る単一弾性材料またはヒドロゲルは、少なくとも２種の異なる種類の細胞を含んでもよい
。いくつかの実施形態において、それから形成される単一弾性材料またはヒドロゲルは、
３、４、５、１０またはより多くの種類の細胞を含んでもよい。
【０１７１】
　１種またはそれ以上の細胞型または細胞系の増殖を支持することが可能である複合培地
および／または無血清培養基を含む様々な細胞培養基のいずれも、細胞を増殖および／ま
たは維持するために使用されてもよい。典型的に、細胞培養基は、緩衝剤、塩、エネルギ
ー源、アミノ酸（例えば、天然アミノ酸、非天然アミノ酸など）、ビタミンおよび／また
は微量元素を含有する。細胞培養基は、任意に、限定されないが、炭素源（例えば、天然
糖、非天然糖など）、共同因子、脂質、糖、ヌクレオシド、動物誘導成分、加水分解物、
ホルモン、成長因子、界面活性剤、指示薬、ミネラル、特定の酵素の活性剤、特定の酵素
の活性剤抑制剤、酵素、有機物および／または小分子代謝物質を含む様々な他の成分を含
有してもよい。本発明による使用のために適切な細胞培養培地は、様々な供給源、例えば
ＡＴＣＣ（Ｍａｎａｓｓａｓ、Ｖａ．）から商業的に入手可能である。特定の実施形態に
おいて、細胞増殖のために以下の培地の１種またはそれ以上が使用される：ＲＰＭＩ－１
６４０培地、ダルベッコ変法イーグル培地（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　
Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ）、イーグル最小必須培地（Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎ
ｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｅａｇｌｅ）、Ｆ－１２Ｋ培地、イスコブ変法ダルベッコ培地
（Ｉｓｃｏｖｅ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ）。
【０１７２】
　上記のとおり、本発明の１つの有意な利点は、それ自身がユニークな特性を有する、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の個々のトロポエラスチンイソ型を
組み合わせることによって生じる、ユニークな特性、例えば、引張強さ、弾性および可撓
性／剛性を有する材料（および相当するヒドロゲル）の開発である。そのようなユニーク
な材料（および相当するヒドロゲル）を、それらのユニークな特性が最も有利である体内
の位置での使用に合うように調整することができる。例えば、最も強い繊維は、筋肉修復
に使用することができ、最も弾性の繊維は、膀胱および他の弾力的な器官（例えば、血管
および心臓組織）を構成するために使用することができ、そして最も固い繊維は、軟骨修
復において使用することができる。
【０１７３】
　また本発明は、生物学的組織の修復および／または回復方法であって、それを必要とす
る被験者への本発明の弾性材料の治療上有効な量の投与を含んでなる方法に関する。
【０１７４】
　また本発明は、生物学的組織の修復および／または回復のための、本発明の弾性材料の
治療上有効な量の使用にも関する。
【０１７５】
　一実施形態において、本発明は、生物学的組織の修復および／または回復方法における
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使用時に、本発明の弾性材料を提供する。
【０１７６】
　また本発明は、生物学的組織の修復および／または回復のための、本発明の弾性材料の
治療上有効な量の使用にも関する。また本発明は、生物学的組織の修復および／または回
復のための薬剤の製造のためのこの材料の使用を含む。
【０１７７】
　上記のとおり、これらの実施形態において、弾性材料の代替として、本発明の弾性材料
から形成されるヒドロゲルを使用することができるが、ただし、これは次いで、ヒドロゲ
ルを形成するために適切に処理される（例えば、水への曝露によって）ことを条件とする
ことは認識されるであろう。
【０１７８】
　また本発明は、生物学的組織の修復および／または回復方法であって、
－組織損傷を有する被験者を識別するステップと、
－本発明の弾性材料の治療上有効な量を被験者に投与するステップ、または
－本発明の弾性材料から形成されるヒドロゲルの治療上有効な量を被験者に投与するステ
ップ、または
－ヒドロゲルの治療上有効な量を形成するための本発明の弾性材料の量を被験者に投与し
、続いて、本発明の弾性材料を処理して、ヒドロゲルを形成するステップと
を含んでなる方法に関する。
【０１７９】
　また本発明は、
－本発明の弾性材料の治療上有効な量、
－本発明の弾性材料から形成されるヒドロゲルの治療上有効な量、あるいは
－ヒドロゲルの治療上有効な量を形成して、続いて、弾性材料を処理してヒドロゲルを形
成するための本発明の弾性材料の量
を、それを必要とする被験者に投与するステップを含んでなる、生物学的組織の修復およ
び／または修復を促進する方法に関する。
【０１８０】
　本発明の弾性材料、およびそれから形成されるヒドロゲルは、典型的に、投与の容易さ
および投与量の均一性のために剤形単位で調製される。しかしながら、本発明の材料およ
び／またはヒドロゲルの１日の使用量は、正常な医療用の見解の範囲内で主治医によって
決定されることは理解されるであろう。
【０１８１】
　いずれの特定の被験者または生体のための具体的な治療上有効な投与量レベルは、治療
される疾患および疾患の重症度；利用される特定の活性成分の活性；利用される特定のポ
リマーおよび／または細胞；被験者の年齢、体重、健康状態、性別および食習慣；利用さ
れる特定の活性成分の投与の時間、投与のルート、および排出速度；治療の時間；利用さ
れる特定の活性成分と組み合わせて、または一致して使用される薬剤；ならびに医術にお
いて周知の同様の要因を含む様々ん要因次第であろう。
【０１８２】
　本発明の材料（およびそれから形成されるヒドロゲル）は、いずれのルートによっても
投与されてよい。いくつかの実施形態において、本発明の材料は、影響を受けた部位への
直接投与を含む、様々なルートによって投与される。例えば、材料（および／またはそれ
から形成されるヒドロゲル）は、組織再生が必要である部位付近で局所的に投与されても
よい。
【０１８３】
　特定の実施形態において、本発明（および／またはそれから形成されるヒドロゲル）の
弾性材料は、所望の治療効果を得るために、送達される含まれる細胞および／または治療
剤が、被験者の体重に対して１日あたり約０．００１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ、
約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇ、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約４０ｍｇ／ｋｇ、約
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０．５ｍｇ／ｋｇ～約３０ｍｇ／ｋｇ、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇ、約０
．１ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇまたは約１ｍｇ／ｋｇ～約２５ｍｇ／ｋｇの範囲の濃
度で放出されるように、１日に１回またはそれ以上の回数で投与されてもよい。所望の投
与量は、例えば、１日に３回、１日に２回、１日に１回、２日ごと、３日ごと、１週ごと
、２週ごと、３週ごと、または４週ごとに送達されてもよい。特定の実施形態において、
所望の投与量は、複数の投与（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４またはそれ以上の投与）を使用して送達されてもよい。
【０１８４】
　いくつかの実施形態において、本発明は、本発明の弾性材料（および／またはそれから
形成されるヒドロゲル）を含んでなる「治療カクテル」を包含する。いくつかの実施形態
において、材料は単細胞型、および任意に治療剤を含む。いくつかの実施形態において、
材料は、複数の異なる細胞型、および任意に治療剤を含む。
【０１８５】
　本発明による細胞を積載した弾性材料（およびそれから形成されるヒドロゲル）を併用
療法において利用することができることは認識されるであろう。併用療法で利用される治
療（治療学または手順）の特定の組み合わせは、所望の治療学および／または手順の適合
性、ならびに達成される所望の治療効果を考慮する。利用される治療が、同一目的のため
に所望の効果を達成し得ること（例えば、組織成長を促進するために使用される特定の細
胞型を含んでなるヒドロゲルは、同一組織の成長を刺激するために使用される別の治療薬
剤と同時に投与されてもよい）、またはそれらが、異なる効果（例えば、炎症、感染症な
どのいずれかの悪影響の制御）を達成し得ることは認識されるであろう。
【０１８６】
　本発明は、本発明の材料の１種またはそれ以上を含んでなる様々なキットを提供する。
例えば、本発明は、弾性材料および使用に関する指示を含んでなるキットを提供する。キ
ットは、複数の異なる弾性材料を含んでもよい。キットは、任意に、トロポエラスチンモ
ノマー、トロポエラスチンモノマーの濃縮溶液、会合したトロポエラスチンモノマー、生
物学的に活性な化合物などを含んでもよい。キットは、いずれかの組み合わせで、多数の
いずれかの追加的な成分または試薬を含んでもよい。様々な組み合わせの全てを明らかに
しないが、各組み合わせは本発明の範囲に含まれる。本発明に従って提供されるいくつか
の典型的なキットは、以下の段落で記載される。
【０１８７】
　本発明の特定の実施形態によると、キットは、例えば、（ｉ）トロポエラスチンモノマ
ーの溶液、（ｉｉ）型、および（ｉｉｉ）弾性材料を加熱し、そして溶液から形成するた
めの指示を含んでもよい。
【０１８８】
　またキットは、例えば、（ｉ）トロポエラスチンモノマーの濃縮物、（ｉｉ）型、およ
び（ｉｉｉ）濃縮物から弾性材料を形成するための指示を含んでもよい。
【０１８９】
　キットは、他の緩衝剤、希釈剤、フィルター、針およびシリンジを含む、商業的および
使用者の観点から望ましい他の材料をさらに含んでもよい。
【０１９０】
　キットは、典型的に本発明の材料の使用のための指示を含む。指示は、例えば、プロト
コルを含んでよく、かつ／または弾性材料の製造、それを必要とする被験者への材料の投
与、材料組み立ての製造などの条件を説明してもよい。キットは、一般に、個々の成分お
よび試薬のいくつかまたは全てが別々に収納され得るように、１種またはそれ以上の容器
または容器を含む。キットは、販売のために比較的近接して拘束して個々の容器を封入す
るための手段、例えば、その中に指示、スタイロフォームなどの包装材料などが封入され
てもよいプラスチックボックスを含んでもよい。
【０１９１】
　キットまたは「製造物品」は、容器と、容器上または容器に関連したラベルまたはパッ
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ケージ挿入物を含んでもよい。適切な容器には、例えば、ボトル、ガラス瓶、ブリスター
パックなどが含まれる。容器は、ガラスまたはプラスチックなどの様々な材料から形成さ
れてもよい。ラベルまたはパッケージ挿入物は、構造物または組成物が選択の状態を治療
するために使用されることを示す。一実施形態において、ラベルまたはパッケージ挿入物
は、使用のために指示を含み、治療組成物を使用して組織修復および再生をすることがで
きることを示す。
【実施例】
【０１９２】
実施例１－トロポエラスチンのための溶媒としての水の使用
　１００ｍｇのトロポエラスチンを４℃で３３３μｌの水中に溶解した。ガラススライド
上へトロポエラスチン溶液の液滴を配置するために、１ｍｌの３１ゲージシリンジを使用
した。１分間１６０℃で配置した。トロポエラスチンのさらなる液滴を添加し、さらなる
液滴を添加する前に１分間そのままにした。約１０回繰り返した。１６０℃で４時間その
ままにした。材料は、ガラス質で暗褐色となった（Ａ）。ＰＢＳ中に配置し、ゆっくり湿
潤させたが、溶解せず、完全に弾性になった（Ｂ）。
【０１９３】
実施例２－トロポエラスチンのための溶媒としてのＨＦＰの使用
　１００ｍｇのトロポエラスチンを一晩、室温で５００μｌの１，１，１，３，３，３－
ヘキサフルオロ２－プロパノール（ＨＦＰ）中に溶解した。７０℃に設定された加熱ブロ
ックの上部でガラススライド上へトロポエラスチン溶液の液滴を配置するために、１ｍｌ
の３１ゲージシリンジを使用した。４時間１６０℃で配置した。材料はオーブン中で発砲
するように見え、ガラス質で茶色となった（Ａ）。ＰＢＳ中に配置し、ゆっくり湿潤させ
、軟質で弾性となり、材料内に捕捉された気泡を有するように見えた（Ｂ）。
【０１９４】
実施例３－トロポエラスチンのための溶媒としての７０％ＥｔＯＨの使用
　１００ｍｇのトロポエラスチン６５０μｌのＥｔＯＨ（１５４ｍｇ／ｍＬ）中に溶解し
た。８５℃に設定された加熱ブロックの上部に配置されたガラススライド上へトロポエラ
スチン溶液の液滴を配置するために、１ｍｌの３１ゲージシリンジを使用した。各液滴間
で約１分間待つことによって、液滴の３Ｄ構造を構築することができた。４時間１６０℃
で配置した。材料はオーブン中で発砲するように見え、ガラス質で暗褐色となった。
【０１９５】
実施例４－無生対象のコーティング
　ＨＦＰ中２０％ｗ／ｖのトロポエラスチンを使用して、溶液に繰り返し浸漬することに
より、Ｔｙｇｏｎ管の断片をコーティングした。コーティングされた管を４時間１６０℃
で配置した。トロポエラスチン溶液は、硬質でガラス様となり、そし管から除去すること
ができなかった。ＰＢＳで湿潤した。材料は軟質で弾性となり、管から剥離することがで
き、溶解しなかった。
【０１９６】
実施例５－電気紡糸
　ＨＦＰ中２０％（ｗ／ｖ）のトロポエラスチンを、１ｍＬ／時間、シリンジチップから
コレクターへ約１７ｃｍ、２０ｋＶ（＋）／接地、０．１ｍｌ溶液、コレクターに整列配
置されたワイヤーが２ｃｍ間隔で長さ４ｃｍで電気紡糸した。２４時間１６０℃で配置し
た。ＰＢＳで湿潤し、溶解せず、ゲル様となり、形状は維持された。ＳＥＭによって検査
した。
【０１９７】
実施例６－熱処理電気紡糸トロポエラスチンにおける試験管内での真皮ヒト線維芽細胞増
殖。
　ＨＦＰ中２０％（ｗ／ｖ）のトロポエラスチンを上記のとおり電気紡糸した。ヒト新生
児真皮線維芽細胞（ＮＨＦ８９０９、５×１０５細胞／ウェル）を、熱処理された電気紡
糸整列配置された繊維上へ接種し、それを、６個のウェルプレート内のプラスチックカバ
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ースリップに固定した。５％ＣＯ２中、３７℃でのＤＭＥＭ＋１０％ＦＢ＋Ｐｅｎ／Ｓｔ
ｒｅｐ中で４８時間培養した後、試料をＳＥＭ分析用に調製した。試料を、０．１Ｍカコ
ジル酸ナトリウム／０．１Ｍのクロース中２％グルタルアルデヒドで固定し、１％オスミ
ウムでその後固定し、付けられたエタノールおよびコーティングされた金の濃度を増加さ
せる際に脱水した。熱処理電気紡糸トロポエラスチンは、細胞接着、拡散および増殖を支
持した。
【０１９８】
実施例７－マウスにおける熱処理電気紡糸トロポエラスチンの皮下挿入。
　ＨＦＰ中２０％のトロポエラスチンを使用して、非整列配置電気紡糸トロポエラスチン
構造物を調製した。試料を、１７ｃｍの距離、１ｍＬ／時間の速度で、円形コレクター上
へ２０ｋＶで紡糸した（非整列配置）。２２時間１６０℃で配置した。
【０１９９】
　各マウスに、１つの熱処理された非整列配置電気紡糸トロポエラスチン構造物、および
１つのＩｎｔｅｇｒａ対照を移植した。１週、３週および６週の各時点の２匹のマウスで
あった。皮下挿入は、各マウスの背面に作成され、皮下に小袋を作製するために切開され
た２カ所の１０ｍｍの切開によって実行した。電気紡糸骨格またはＩｎｔｅｇｒａ骨格（
Ｉｎｔｅｇｒａ　ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）は、外側のシリ
コーン層を用いず、各小袋に挿入された。創傷を６－０の絹縫合で次いで閉鎖し、そして
ＩＶ３０００創傷包帯（Ｓｍｉｔｈ　＆　Ｎｅｐｈｅｗ）を使用して、５日間被覆した。
無痛覚のため、カルプロフェン（５ｍｇ／ｋｇ）を麻酔時、次いで、手術翌日に投与した
。手術後、各マウスを最初の２日間個々のケージに入れ、次いで、その後、水および食糧
の自由な摂取のためにケージにつき２匹のマウスを入れた。皮膚生検は、皮下挿入の１、
３および６週後に組織学的分析のために収集した。外植された骨格および周囲の皮膚を、
Ｖｅｒｈｏｅｆｆ－Ｖａｎ　Ｇｉｅｓｏｎ（ＶＶＧ）で染色し、移植片の弾性性質を実証
した。
【０２００】
　熱処理電気紡糸トロポエラスチンは、皮下挿入後、最低６週間はマウスで持続した。
【０２０１】
実施例８－熱処理された水をベースとするトロポエラスチン膜
　１００ｍｇのトロポエラスチンを４℃で１ｍｌの水中に溶解した。８－ウェルガラスチ
ャンバースライドのウェル中へ溶液をピペットで移した。溶液を濃縮し、１６時間３７℃
に配置することによって乾燥した。試料を４時間１６０℃でさらに加熱した。３７℃での
加熱後、骨格は半透明で薄茶色である。１６０℃での加熱に続いて、試料はなお半透明で
あるが、より暗色である。
【０２０２】
実施例９－マイクロパターン化された、熱処理された水をベースとするトロポエラスチン
膜
　７０ｍｇのトロポエラスチンを４℃で１ｍｌの水中に溶解した。幅３．５μｍおよび深
さ５００ｎｍの棟を含有するＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）の型上に溶液をピペッ
トで添加した。１６時間３７℃で配置することによって、溶液を濃縮し、乾燥させた。試
料を４時間１６０℃までさらに加熱した。像は、２０倍および４０倍の対物レンズを有す
る光学顕微鏡を使用して得られた。
【０２０３】
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