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【誤訳訂正書】
【提出日】平成22年11月18日(2010.11.18)
【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】
偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物であって、該組成物は、８０～９０％の脱アセチ
ル度を有するキトサンから誘導され、２００ｋＤａ以上の分子量および３０～６０％の脱
アセチル度を有し、ヒドロキシル化された塩基を用いて中和された、均質に再アセチル化
されたキトサンを、該組成物の総量に基づいて、０．１ｗｔ／ｖ％～２．０ｗｔ／ｖ％含
有し、該組成物は、５℃より高い温度で、リン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを形成す
る、組成物。
【請求項２】
請求項１に記載の偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物であって、該組成物は、前記均
質に再アセチル化されたキトサンを、該組成物の総量に基づいて、０．５ｗｔ／ｖ％～１
ｗｔ／ｖ％含有する、組成物。
【請求項３】
前記均質に再アセチル化されたキトサンの脱アセチル度が、４５～５５％である、請求項
１または２に記載の偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物。
【請求項４】
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前記均質に再アセチル化されたキトサンの分子量が、６００ｋＤａ以上である、請求項１
～３のいずれか１項に記載の偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物。
【請求項５】
請求項１～４のいずれか１項に記載の偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物であって、
該組成物は、ジオールをさらに含有し、該ジオールは、該ジオールのヒドロキシル基の間
に、少なくとも４．７Åの距離を有する、組成物。
【請求項６】
前記ジオールが、１，３－プロパンジオールである、請求項５に記載の偽熱硬化性の中和
されたキトサン組成物。
【請求項７】
２００ｋＤａ以上の分子量および３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチ
ル化されたキトサンを生成するための方法であって、該方法は、以下：
　ａ）酸性媒体中に溶解された、２００ｋＤａ以上の分子量および８０～９０％の脱アセ
チル度を有するキトサンを濾過して、不溶性粒子を除去する工程；
　ｂ）工程ａ）で得られた濾過された酸性溶液中に含まれるキトサンを沈殿させて、不溶
性粒子を含まないキトサンを得る工程；
　ｃ）５℃より低い温度において、工程ｂ）で得られた不溶性粒子を含まないキトサンの
冷却された酸性溶液を調製して、不溶性粒子を含まないキトサンの冷却された酸性溶液を
得る工程；
　ｄ）５℃より低い温度において、メタノール中に規定量の無水酢酸を含む、冷却された
無水酢酸溶液を調製する工程；
　ｅ）均質な条件下で、工程ｄ）の冷却された無水酢酸溶液を、工程ｃ）で調製したキト
サンの冷却溶液に滴下することによってキトサンを再アセチル化し、３０～６０％の脱ア
セチル度を有する、粗製の均質に再アセチル化されたキトサンを提供する工程；
　ｆ）工程ｅ）で得られた粗製のキトサンを処理して、再アセチル化の間に生成した塩お
よびキトサンの不溶性粒子を除去し、３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再ア
セチル化されたキトサンを得る工程
を包含する、方法。
【請求項８】
前記処理する工程ｆ）が、以下：
　ｆ－１）前記工程ｅ）で得られたキトサンを透析して、再アセチル化の間に生成された
塩を除去し、均質に再アセチル化されたキトサン溶液を得る工程；
　ｆ－２）工程ｆ－１）で得られたキトサン溶液を濾過して、キトサンの不溶性粒子を除
去する工程；
　ｆ－３）工程ｆ－２）で得られた濾過された溶液中に含まれるキトサンを沈殿させ、次
いで、キトサンを乾燥させて、３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル
化されたキトサンを得る工程
を包含する、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記沈殿させる工程ｆ－３）が、ＮＨ４ＯＨ／メタノールの混合物を添加する工程を包含
する、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを形成する、偽熱硬化
性の中和されたキトサン組成物の調製において使用するための、請求項７～９のいずれか
１項に記載の方法により得られた、２００ｋＤａ以上の分子量および３０～６０％の脱ア
セチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサン。
【請求項１１】
５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを形成する、偽熱硬化
性の中和されたキトサン組成物を製造するための方法であって、該方法は、以下：
　ｇ）８０～９０％の脱アセチル度を有するキトサンから誘導され、２００ｋＤａ以上の
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分子量および３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサン
を、ＨＣｌ水性媒体中に可溶化させ、そして、５℃より低い温度において、該酸性キトサ
ン溶液を冷却する工程；
　ｈ）予め５℃より低い温度に冷却された、ヒドロキシル化された塩基の水溶液を、工程
ｇ）で得られた冷却されたキトサン溶液に添加することによって、該冷却されたキトサン
溶液が６．８～７．２のｐＨを示すまで、該冷却されたキトサン溶液を中和する工程；
　ｉ）必要に応じて、５℃より高い温度において、工程ｈ）で得られた中性の冷却された
キトサン溶液の温度を上げて、偽熱ゲル化を誘発する工程
を包含する、方法。
【請求項１２】
前記工程ｇ）の可溶化の前に、キトサンを滅菌する工程をさらに包含する、請求項１１に
記載の方法。
【請求項１３】
前記工程ｈ）において、前記ヒドロキシル化された塩基が、ＮａＯＨである、請求項１１
または１２に記載の方法。
【請求項１４】
請求項１１～１３のいずれか１項に記載の方法であって、前記可溶化する工程ｇ）の前、
間もしくは後に、または、前記中和する工程ｈ）の前、間もしくは後に、ヒドロキシル基
の間に少なくとも４．７Åの距離を有するジオールの適切な量を添加して、前記ヒドロゲ
ルの粘度を、該ヒドロゲルの粘度が必要とされる程度まで高める工程をさらに包含する、
方法。
【請求項１５】
前記ジオールが、１，３－プロパンジオールである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記工程ｇ）で可溶化された、均質に再アセチル化されたキトサンが、請求項７～９に記
載の方法によって得られる、請求項１１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
請求項１１～１６のいずれか１項に記載の方法により得られる、リン酸塩を含まない透明
な偽熱硬化性のキトサンヒドロゲル。
【請求項１８】
リン酸塩を含まない透明な偽熱硬化性のキトサンヒドロゲルの調製のための、請求項７～
１０のいずれか１項に記載の方法により得られる、３０～６０％の脱アセチル度および２
００ｋＤａ以上の分子量を有する、均質に再アセチル化されたキトサンの使用。
【請求項１９】
薬物送達系としての、請求項１～６のいずれか１項に記載の、偽熱硬化性の中和されたキ
トサン組成物の使用。
【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】ヒドロゲルを形成する、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物、および
、この組成物を製造するためのプロセス
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明のヒドロゲルを形成す
る、偽熱硬化性（ｐｓｅｕｄｏ－ｔｈｅｒｍｏｓｅｔｔｉｎｇ）の中和されたキトサン組
成物、および、この組成物を製造するためのプロセスに関する。
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【０００２】
　なおさらに、本発明は、均質に再アセチル化されたキトサンを生成するためのプロセス
、５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを形成する、偽熱硬
化性の中和されたキトサン組成物の調製において使用するための、上記プロセスにより得
られた均質に再アセチル化されたキトサン、および、薬物送達系としての偽熱硬化性の中
和されたキトサン組成物の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　水または生物学的流体中で膨張した高分子ネットワークとして定義され得るヒドロゲル
が、種々の生物医学的な用途について公知である。
【０００４】
　さらに、温度が上昇すると粘度が増加する特定の特性を示すヒドロゲル（「感熱性ヒド
ロゲル」とも呼ばれる）は、適用部位における残留時間の増加と組合せて、亢進された用
途を有することが分かっており、従って、上記ヒドロゲルは、薬物送達系として有益であ
ることが分かった。
【０００５】
　非特許文献１から公知であるように、上記感熱性ヒドロゲルは、有利に、天然起源のポ
リマー（例えば、セルロースに続いて２番目に豊富な多糖類であるキチンから誘導された
、市販の安価なポリマーである、キトサン）に基づき得る。
【０００６】
　キトサンは、海洋生物の硬殻（例えば、魚類、甲殻類、エビ、カニなど）に見られるか
、または、天然の生物（例えば、接合菌、真菌など）により合成される、天然に存在する
生体高分子である、キチン（ポリ（Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン）とも呼ばれる）の
部分的～実質的にアルカリ性のＮ－脱アセチル化により得られる、キチン誘導体として公
知である。
【０００７】
　キトサンは、遊離アミン（－ＮＨ２）基を含み、そして、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサ
ミン単位とＤ－グルコサミン単位との比率として特徴付けられ得、このような比率は、完
全にアセチル化されたポリマーであるキチンの脱アセチル度（ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｄｅ
ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ）（ＤＤ）として表される。
【０００８】
　溶解度および粘度のような重要な特性に影響を与えるキトサンのパラメータは、脱アセ
チル度（ＤＤ）（脱アセチル化モノマーの百分率を表すものとして理解され得る）および
分子量（ＭＷ）である。
【０００９】
　キトサンは、生分解性、生体適合性、生体接着性、静菌性であることが知られており、
そしてさらに、創傷治癒、薬物吸収および組織の再構築を促進することが知られている。
【００１０】
　上記の内在的な特性に起因して、キトサンは、多数の美容的および薬学的な活性を有す
ることが知られており、そしてまた、ゲルを介して、種々の用途について広く検討されて
いる。
【００１１】
　従って、キトサンの有利な特性を考慮すると、より広範囲の生物医学的用途のために非
常に有望であるものとしてなお考えられる、公知の感熱性キトサンヒドロゲルの特性を改
善するという、継続する必要性が存在する。
【００１２】
　特許文献１（Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｃ）は、ｐＨ依存性の、温度制御された、キトサンヒ
ドロゲルを開示する。このヒドロゲルは、低温では低い粘度を有するが、体温ではゲルで
あるように、中性ｐＨにおいて感熱性の特性を有する。
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【００１３】
　この感熱性キトサンヒドロゲルは、約８０％の脱アセチル度を有する、市販のキトサン
を、特に、β－グリセロリン酸塩（β－ＧＰ）により例示される、ポリオールまたは糖類
の一リン酸二塩基塩を用いて中和することによって調製される。
【００１４】
　β－ＧＰをキトサンに加えることによって、キトサンを沈殿させることなく、ｐＨを７
まで上げること、そして、温度依存性の様式でヒドロゲルを形成すること（すなわち、温
度が高ければ高いほど、ゲル化の過程がより早い）が可能となる。
【００１５】
　上記ヒドロゲルは、生体適合性の成分および高い割合の水を含むという点、生理学的ｐ
Ｈを有するという点、ならびに、ゲル化の間に熱も生成物も放出されないという点で、有
利である。
【００１６】
　また、キトサン／β－ＧＰ偽熱硬化性ヒドロゲルに関して、非特許文献２により報告さ
れるように、ｐＨ６．２より上で沈殿することが知られている、高ＤＤキトサンを中和す
るために、β－ＧＰを加えることにより、上記高ＤＤキトサンの沈殿を防ぐことが可能で
ある。
【００１７】
　しかし、ヒドロゲル中のβ－ＧＰの存在は、以下の不利な点をもたらす。
【００１８】
　β－ＧＰは、正に荷電した生物活性成分と反応し得る、負に荷電した実体であり、この
反応は、生物活性成分の沈殿、または、ヒドロゲルからの生物活性成分の遊離の妨害をも
たらす。
【００１９】
　従って、β－ＧＰの存在は、キトサン／β－ＧＰヒドロゲルを、多数の薬物との使用に
ついて不適性にする。
【００２０】
　さらに、このヒドロゲルの特性（例えば、ゲル化時間および粘度）の調節は、β－ＧＰ
の濃度に依存し、そしてそれゆえ、β－ＧＰの溶解度により制限される。
【００２１】
　特に、高濃度のβ－ＧＰは、遅いゲル化時間を有して、投与後のヒドロゲルの急速な排
泄を避ける必要がある。
【００２２】
　しかし、高濃度のβ－ＧＰはまた、ヒドロゲルの粘度も減少させる。
【００２３】
　従って、ゲル化時間は、ヒドロゲルの粘度とバランスを保つ必要があり、そして、特性
の所望の組み合わせである、遅いゲル化時間と高い粘度との両方を有するゲルを得ること
は不可能である。
【００２４】
　また、高すぎる濃度のβ－ＧＰは、その投与部位におけるヒドロゲルの沈殿を誘発し得
る。
【００２５】
　さらに、上記感熱性キトサン／β－ＧＰヒドロゲルは、濁っており、従って、眼または
局所への投与のような、特定の用途について、その使用を不適切にすることが分かった。
【特許文献１】国際特許出願公開第９９／０７４１６号パンフレット
【非特許文献１】Ｏ．Ｆｅｌｔら、Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｃｏｎｔ
ｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ、１９９９年
【非特許文献２】Ａ．Ｃｈｅｎｉｔｅら、Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ．Ｐｏｌｙｍ．２００１年
、第４６巻、ｐ．３９－４７
【発明の開示】
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【課題を解決するための手段】
【００２６】
　これらの事実に基づいて、本発明の発明者らは、公知の感熱性キトサン／β－ＧＰヒド
ロゲルの不利な点を克服するために研究を継続し、そして、驚くべきことに、３０～６０
％の脱アセチル度を有する再アセチル化されたキトサンを用いることによって、感熱性ヒ
ドロゲルを形成するためのキトサンの中和が、β－グリセロリン酸塩の代わりにＮａＯＨ
または任意の他のヒドロキシル化塩基の添加によりなされ得ること、さらに、キトサンの
ＤＤ３０～６０％までの再アセチル化が、均質な条件下でなされる場合に、透明なキトサ
ンヒドロゲルが得られることを見出した。
【００２７】
　本発明は、これらの結果に基づいて達成された。
【００２８】
　（発明の要旨）
　第１の局面によれば、本発明は、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物を提供し、こ
の組成物は、８０～９０％の脱アセチル度を有するキトサンから誘導され、２００ｋＤａ
以上（好ましくは、６００ｋＤａ）の分子量および３０～６０％（好ましくは、４５％～
５５％）の脱アセチル度を有し、ヒドロキシル化された塩基を用いて中和された、均質に
再アセチル化されたキトサンを、組成物の総量に基づいて（ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　
ｔｏｔａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）、０．１ｗｔ／ｖ％～２．０ｗｔ／ｖ％（好まし
くは、０．５ｗｔ／ｖ％～１ｗｔ／ｖ％）含有し、ここで、上記組成物は、５℃より高い
温度で、リン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを形成する。好ましい実施形態において、
偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物は、さらに、ジオール（好ましくは、１，３－プ
ロパンジオール）を含有し、このジオールは、ジオールのヒドロキシル基の間に少なくと
も４．７Åの距離を有する。
【００２９】
　第２の局面によれば、本発明は、２００ｋＤａ以上の分子量および３０～６０％の脱ア
セチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサンを生成するためのプロセスを提供
し、このプロセスは、以下：ａ）酸性媒体中に溶解された、２００ｋＤａ以上の分子量お
よび８０～９０％の脱アセチル度を有するキトサンを濾過して、不溶性粒子を除去する工
程；ｂ）工程ａ）で得られた濾過された酸性溶液中に含まれるキトサンを沈殿させて、不
溶性粒子を含まないキトサンを得る工程；ｃ）５℃より低い温度において、工程ｂ）で得
られた不溶性粒子を含まないキトサンの冷却された酸性溶液を調製して、不溶性粒子を含
まないキトサンの冷却された酸性溶液を得る工程；ｄ）５℃より低い温度において、メタ
ノール中に規定量の無水酢酸を含む、冷却された無水酢酸溶液を調製する工程；ｅ）均質
な条件下で、工程ｄ）の冷却された無水酢酸溶液を、工程ｃ）で調製したキトサンの冷却
溶液に滴下することによってキトサンを再アセチル化し、３０～６０％の脱アセチル度を
有する、粗製の均質に再アセチル化されたキトサンを提供する工程；ｆ）工程ｅ）で得ら
れた粗製のキトサンを処理して、再アセチル化の間に生成した塩およびキトサンの不溶性
粒子を除去し、３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサ
ンを得る工程、を包含する。好ましい実施形態において、処理する工程ｆ）は、以下：ｆ
－１）前記工程ｅ）で得られたキトサンを透析して、再アセチル化の間に生成された塩を
除去して、均質に再アセチル化されたキトサン溶液を得る工程；ｆ－２）工程ｆ－１）で
得られたキトサン溶液を濾過して、キトサンの不溶性粒子を除去する工程；ｆ－３）工程
ｆ－２）で得られた濾過された溶液中に含まれるキトサンを沈殿させ、次いで、キトサン
を乾燥させて、３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサ
ンを得る工程、を包含する。好ましくは、沈殿させる工程ｆ－３）は、ＮＨ４ＯＨ／メタ
ノールの混合物を添加する工程を包含する。
【００３０】
　第３の局面によれば、本発明は、５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明
なヒドロゲルを形成する、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物の調製において使用す
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るための、本発明の第２の局面に従うプロセスにより得られた、２００ｋＤａ以上の分子
量および３０～６０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサンを提
供する。
【００３１】
　第４の局面によれば、本発明は、５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明
なヒドロゲルを形成する、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物を製造するためのプロ
セスを提供し、このプロセスは、以下：ｇ）８０～９０％の脱アセチル度を有するキトサ
ンから誘導され、２００ｋＤａ以上の分子量および３０～６０％の脱アセチル度を有する
、均質に再アセチル化されたキトサンを、ＨＣｌ水性媒体中に可溶化させ、そして、５℃
より低い温度において、この酸性キトサン溶液を冷却する工程；ｈ）予め５℃より低い温
度に冷却された、ヒドロキシル化された塩基（好ましくは、ＮａＯＨ）の水溶液を、工程
ｇ）で得られた冷却されたキトサン溶液に添加することによって、この冷却されたキトサ
ン溶液が６．８～７．２（好ましくは、７のｐＨ）のｐＨを示すまで、この冷却されたキ
トサン溶液を中和する工程；ｉ）必要に応じて、５℃より高い温度において、工程ｈ）で
得られた中性の冷却されたキトサン溶液の温度を上げて、偽熱ゲル化を誘発する工程、を
包含する。好ましい実施形態において、上記プロセスは、工程ｇ）の可溶化の前に、キト
サンを滅菌する工程をさらに包含する。なお好ましい実施形態において、上記プロセスは
、可溶化する工程ｇ）の前、間もしくは後に、または、中和する工程ｈ）の前、間もしく
は後に、ヒドロキシル基の間に少なくとも４．７Åの距離を有するジオール（好ましくは
、１，３－プロパンジオール）の適切な量を添加して、ヒドロゲルの粘度を、このヒドロ
ゲルの粘度が必要とされる程度まで高める工程をさらに包含する。なおさらに好ましい実
施形態において、工程ｇ）で可溶化された、均質に再アセチル化されたキトサンは、本発
明の第２の局面に従うプロセスによって得られる。
【００３２】
　第５の局面によれば、本発明は、本発明の第４の局面に従うプロセスにより得られる、
リン酸塩を含まない透明な偽熱硬化性のキトサンヒドロゲルを提供する。
【００３３】
　第６の局面によれば、本発明は、リン酸塩を含まない透明な偽熱硬化性のキトサンヒド
ロゲルの調製のための、本発明の第２の局面に従うプロセスにより得られる、３０～６０
％の脱アセチル度および２００ｋＤａ以上の分子量を有する、均質に再アセチル化された
キトサンの使用を提供する。
【００３４】
　第７の局面によれば、本発明は、薬物送達系としての、本発明の第１の局面に従う偽熱
硬化性の中和されたキトサン組成物の使用を提供する。
【００３５】
　本発明によれば、３０～６０％の脱アセチル度を有する再アセチル化されたキトサンを
用いることによって、有利にも、β－グリセロリン酸塩を使用する代わりに、キトサンを
中和するために、ＮａＯＨまたは任意の他のヒドロキシル化塩基を使用することが可能と
なり、従って、リン酸塩を含まないキトサンヒドロゲルを得ることが可能となる。
【００３６】
　さらに、本発明によれば、均質な条件下で、３０～６０％の脱アセチル度まで再アセチ
ル化されたキトサンを用いることによって、有利にも、透明なキトサンヒドロゲルを得る
ことが可能となる。
【００３７】
　なおさらに、本発明によれば、ヒドロキシル基の間に４．７Åの最小距離を有するジオ
ールを添加することにより、有利にも、ヒドロゲルの粘弾性特性を調節することが可能と
なる。
【００３８】
　本発明の他の利点は、以下の説明に記載される。
【００３９】
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　本発明は、ここで、より詳細な様式で記載される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４０】
　（本発明の詳細な説明）
　本願の明細書および特許請求の範囲において、表現「偽熱硬化性」とは、本発明の組成
物に関して、温度が、組成物のゲル化は誘発しないが、ゲル化が起こった場合に、温度が
、ゲル化時間を劇的に短くする触媒として機能することを意味することに注意すべきであ
る。
【００４１】
　また、本願の明細書および特許請求の範囲において、用語「中和された」が、６．８～
７．２のｐＨを意味することにも注意すべきである。
【００４２】
　本発明によれば、５℃より高い温度において、リン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを
形成する、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物は、ヒドロキシル化された塩基を用い
て中和された、均質に再アセチル化されたキトサンを含有する。
【００４３】
　本発明において使用される、均質に再アセチル化されたキトサンの平均分子量（ＭＷ）
は、２００ｋＤａ以上でなければならない。
【００４４】
　キトサンの分子量は、例えば、Ｏ．Ｆｅｌｔ，Ｐ．Ｆｕｒｒｅｒ，Ｊ．Ｍ．Ｍａｙｅｒ
，Ｂ．Ｐｌａｚｏｎｎｅｔ，Ｐ．ＢｕｒｒｉおよびＲ．Ｇｕｒｎｙ、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｈａ
ｒｍ．１８０，１８５－１９３（１９９９）によって報告されたような、サイズ排除クロ
マトグラフィーによって容易に決定され得る。
【００４５】
　２００ｋＤａ未満の分子量のキトサンは、本発明における使用に適切ではない。なぜな
らば、このキトサンは、堅いヒドロゲルを形成する、偽熱硬化性組成物の形成を可能とし
ないからである。
【００４６】
　好ましくは、本発明において使用される、均質に再アセチル化されたキトサンは、６０
０ｋＤａ以上の分子量を有する。
【００４７】
　ＭＷの上限は、選択される用途に依存して、投与の容易さによって決定される。
【００４８】
　本発明において使用される、均質に再アセチル化されたキトサンは、３０～６０％の脱
アセチル度を有さなければならない。これは、キトサンが、それぞれ、３０～６０％のＤ
－グルコサミン単位と７０～４０％の中性Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン単位を含むこ
とを意味する。
【００４９】
　キトサンの脱アセチル度は、Ｒ．Ａ．ＭｕｚａｒｅｌｌｉおよびＲ．Ｒｉｃｈｅｔｔｉ
、Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ．Ｐｏｌｙｍ．５，４６１－４７２，１９８５またはＲ．Ａ．Ｍｕ
ｚａｒｅｌｌｉおよびＲ．Ｒｉｃｈｅｔｔｉ、「Ｃｈｉｔｉｎ　ｉｎ　Ｎａｔｕｒｅ　ａ
ｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ」，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　３８５－３８８，１９８６
により、文献に記載されたもののような、分光光度法により決定され得る。簡単に述べる
と、例えば、後者の方法において、キトサンは、１％酢酸中に可溶化され、そして、λ２
００ｎｍ、λ２０１ｎｍ、λ２０２ｎｍ、λ２０３ｎｍおよびλ２０４ｎｍにおけるＵＶ
によって、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン溶液を標準物質として使用することによって
、Ｎ－アセチル－グルコサミンの含量を測定することにより、ＤＤが測定される。
【００５０】
　キトサンの脱アセチル度が、３０％未満である場合、キトサンは、酸性条件下で不溶性
であり、従って、本発明では使用できない、キチンに近いポリマーになる。
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【００５１】
　キトサンの脱アセチル度が、６０％より高い場合、このキトサンは、リン酸塩を含まな
い透明なヒドロゲルを形成する組成物の調製を可能にしない。
【００５２】
　本発明において、その脱アセチル度により表される、キトサンのアセチル化モノマーお
よび脱アセチル化モノマーの比率に加えて、これらのモノマーの均質な分布様式が、透明
でかつリン酸塩を含まないヒドロゲルを得るための、必須の基準である。
【００５３】
　アセチル化モノマーおよび脱アセチル化モノマーのこのような均質な分布様式を得るた
めに、ヒドロゲルを形成する偽熱硬化性の組成物を調製するために使用されるキトサンは
、８０～９０％の脱アセチル度を有するキトサンから誘導され、アセチル化モノマーおよ
び脱アセチル化モノマーのランダムな分布を可能にする条件下で、３０～６０％の脱アセ
チル度まで均質に再アセチル化されたキトサンでなければならない。
【００５４】
　キトサンが、均質でない様式で再アセチル化される場合、このキトサンは、透明なヒド
ロゲルの調製を可能にしない。
【００５５】
　好ましくは、本発明において使用される均質に再アセチル化されたキトサンは、４５～
５５％の脱アセチル度を有する。
【００５６】
　本発明のリン酸塩を含まず、透明なヒドロゲルを形成する、偽熱硬化性の中和されたキ
トサン組成物の調製において使用するための、２００ｋＤａ以上の分子量および３０～６
０％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサンは、Ｈｉｒａｎｏ（Ｈ
ｉｒａｎｏ　Ｓ．ら、Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ．Ｒｅｓ．４７，３１５－３２０（１９７６）
）により記載された、無水酢酸を用いてキトサンを再アセチル化する方法に基づく、本発
明の新規プロセス形成部分に従って、２００ｋＤａ以上の分子量および８０～９０％の脱
アセチル度を有する市販のキトサンから調製され得る。
【００５７】
　均質に再アセチル化されたキトサンを調製するための本発明のプロセスの工程ａ）にお
いて、酸性媒体中に溶解された、２００ｋＤａ以上の分子量および８０～９０％の脱アセ
チル度を有する市販のキトサンは、不溶性粒子を除去するために濾過される。
【００５８】
　本発明のプロセスにおいて使用され得る市販のキトサンの例は、Ｏ．Ｆｅｌｔら、Ｉｎ
ｔ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．１８０，１８５－１９３（１９９９）により報告された、サイズ排
除クロマトグラフィー法により決定した１’１００ｋＤａのＭＷ、およびＲ．Ａ．Ｍｕｚ
ａｒｅｌｌｉら、「Ｃｈｉｔｉｎ　ｉｎ　Ｎａｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
」，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，３８５－３８８，（１９８６）によ
り報告されたＵＶ法により測定した、８３．２％の脱アセチル度ＤＤを有する、Ａｌｄｒ
ｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ製の、医薬等級および高ＭＷの
キトサンである。
【００５９】
　しかし、８０～９０％の脱アセチル度および２００ｋＤａ以上の分子量を有するあらゆ
る市販のキトサンが、使用され得る。
【００６０】
　市販のキトサンを溶解するために使用される酸性媒体は、例えば、１０％酢酸であり得
、そして、キトサンを可溶化させた後に得られるキトサンの酸性溶液は、次いで、アルコ
ール（例えば、メタノール）で希釈され得る。
【００６１】
　キトサンを含有する酸性溶液は、不溶性粒子の存在が、その後の均質な再アセチル化を
可能にしないので、不溶性粒子を除去するために濾過されなければならない。
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【００６２】
　上記濾過は、例えば、２回行なわれ得、１回目は、１００μｍフィルタを通し、次いで
、５μｍフィルタを通されるが、あらゆる他のメッシュサイズが使用され得る。
【００６３】
　次いで、均質に再アセチル化されたキトサンを調製するための本発明のプロセスの工程
ｂ）において、濾過された酸性溶液中に含まれるキトサンは、例えば、０．２Ｍ　ＮＨ４

ＯＨ／メタノール（５０／５０）溶液を添加することによって、沈殿させられる。
【００６４】
　沈殿させた後、キトサンは、例えば、メタノールを用いてさらに洗浄され得、次いで、
例えば、減圧、室温および遮光下、シリカゲルの存在下で、従来の方法により乾燥され得
る。
【００６５】
　均質に再アセチル化されたキトサンを調製するための本発明のプロセスの工程ｃ）にお
いて、工程ｂ）で得られたキトサンは、さらに、酸性媒体（例えば、１０％酢酸）中に溶
解されて、この得られたキトサンの酸性溶液は、例えば、メタノールで希釈され得る。上
記酸性溶液は、次いで、５℃より低い温度において冷却され、このようにして、不溶性粒
子を含まない、キトサンの冷却された酸性溶液が得られる。
【００６６】
　均質に再アセチル化されたキトサンを調製するための本発明のプロセスの工程ｄ）によ
れば、冷却されたメタノール（例えば、氷浴中）中に規定量の冷却された無水酢酸を含有
する、無水酢酸溶液が別個に調製され、そして、この溶液は、５℃より低い温度である。
【００６７】
　均質に再アセチル化されたキトサンを調製するための本発明のプロセスの工程ｅ）によ
れば、キトサンは、均質な条件下で、規定量の無水酢酸を含有する冷却された無水酢酸溶
液を、キトサンを含有する冷却された酸性溶液に滴下することによって再アセチル化され
、３０～６０％の脱アセチル度を有するキトサンが提供される。
【００６８】
　５℃より高い、無水酢酸溶液および／または冷却されたキトサン溶液の温度は、均質な
再アセチル化を可能にしない。
【００６９】
　無水酢酸溶液中に含まれる無水酢酸の量は、再アセチル化されるキトサンの量、市販の
出発キトサンの脱アセチル度および得ることが意図される脱アセチル度に依存する。
【００７０】
　従って、無水酢酸溶液中に含まれる上記無水酢酸の量は、個別に決定される。
【００７１】
　好ましくは、上記無水酢酸の量は、４５～５５％の再アセチル化されたキトサンの脱ア
セチル度を得るように、規定される。
【００７２】
　添加する工程ｅ）の間の均質な条件は、このプロセスの必須の特徴であり、そして、こ
れらは、添加する工程の間に、例えば、撹拌プロペラ（ｓｔｉｒｒｉｎｇ　ｐｒｏｐｅｌ
ｌｅｒ）を用いた、高速の撹拌を提供することによって得られ得る。
【００７３】
　例えば、磁気撹拌子を用いた、不適切な撹拌は、キトサンの均質な再アセチル化を可能
にせず、従って、得られるキトサンは、透明なヒドロゲルを形成する偽熱硬化性の組成物
の調製を可能にしない。
【００７４】
　冷却された無水酢酸溶液を、キトサンを含有する冷却された溶液に添加した後、均質に
再アセチル化されたキトサンを含有する溶液は、さらに、５℃より低い温度での撹拌下に
維持されて、完全な反応が確実なものにされ得、次いで、溶液がゲルと化す室温に維持さ
れ得る。
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【００７５】
　均質に再アセチル化されたキトサンを調製するための本発明のプロセスの工程ｆ）によ
れば、再アセチル化の工程ｅ）の後に得られた、粗製の均質に再アセチル化されたキトサ
ンは、再アセチル化の間に生成した塩を除去し、そして、さらに、不溶性粒子を除去する
ために、処理されなければならない。
【００７６】
　上記処理は、好ましくは、例えば、工程ｅ）の後に得られ得るゲルの形態の、均質に再
アセチル化されたキトサンを、十分な時間にわたって、脱イオン水に対して透析して、再
アセチル化の間に生成した塩を除去し、従って、キトサンの粘性溶液がもたらされること
によって、次いで、１００μｍフィルタまたは他のサイズのフィルタを通してキトサンの
粘性溶液を濾過して、キトサンの不溶性粒子を除去することによって行なわれ得る。
【００７７】
　リン酸塩を含まない、透明なキトサンヒドロゲルの調製に使用するための、３０～６０
％の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサンは、例えば、０．２Ｍ　
ＮＨ４ＯＨ／メタノール（５０／５０）を添加することにより沈殿させ、例えば、メタノ
ールを用いて洗浄し、そして、例えば、減圧、室温および遮光下、シリカゲルの存在下で
、乾燥させた後に、回収され得る。
【００７８】
　本発明のリン酸塩を含まない透明なヒドロゲルを形成する、偽熱硬化性の中和されたキ
トサン組成物は、本発明の均質に再アセチル化されたキトサン形成部分を調製するための
プロセスの、工程ａ）～ｆ）に従って調製された、均質に再アセチル化されたキトサンを
用いて、本発明の新規プロセス形成部分に従って調製される。
【００７９】
　キトサンが、不均質に再アセチル化された場合、得られるヒドロゲルは濁っているか、
または、中和の間にキトサンが沈殿し得る。
【００８０】
　代表的に、ヒドロゲルは、組成物の総量に基づいて、０．１ｗｔ／ｖ％～２．０ｗｔ／
ｖ％の範囲のキトサン濃度を用いて調製される。
【００８１】
　より低い濃度のキトサンは、ヒドロゲルの形成を可能とせず、そして、より高い濃度は
、使用可能ではない、堅すぎるヒドロゲルの形成を誘発する。
【００８２】
　好ましくは、キトサンの濃度は、組成物の総量に基づいて、０．５ｗｔ／ｖ％～１．０
ｗｔ／ｖ％の範囲である。
【００８３】
　ヒドロゲルを形成する組成物を調製するための本発明のプロセスの工程ｇ）によれば、
２００ｋＤａ以上（好ましくは、６００ｋＤａ以上）の分子量、および、３０～６０％（
好ましくは、４５～５５％）の脱アセチル度を有する、均質に再アセチル化されたキトサ
ンは、ＨＣｌ水性媒体中に可溶化され、そして、キトサンが完全に溶解した後、キトサン
溶液の温度は、例えば、氷浴中で、５℃より低い温度まで冷却される。
【００８４】
　より高い温度は、その中和の間に、キトサンの沈殿を誘発する。
【００８５】
　次いで、ヒドロゲルを形成する組成物を調製するための本発明のプロセスの工程ｈ）に
よれば、キトサン溶液のｐＨは、５℃より低い温度において、撹拌下で、５℃より低い温
度において予め冷却された、ヒドロキシル化塩基を含有する水溶液の必要量を滴下するこ
とによって、ｐＨ６．８～７．２（好ましくは、ｐＨ７）まで中和される。
【００８６】
　より高いｐＨは、キトサンの沈殿を誘発する。
【００８７】



(12) JP 2007-529559 A5 2011.1.13

　より低いｐＨは、短い偽熱ゲル化時間を可能にしない。
【００８８】
　本発明によれば、中和に使用されるヒドロキシル化塩基は、好ましくは、ＮａＯＨであ
る。
【００８９】
　水性のヒドロキシル化塩基の不適切な撹拌、または、速すぎる添加は、キトサンの沈殿
を誘発する。
【００９０】
　ヒドロキシル化塩基が完全に添加された後、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物は
、５℃より低い温度において、１０分間、撹拌下に維持され得る。
【００９１】
　本発明の偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物は、１ヶ月までの間、５℃より低い温
度において保管され得、その間に、ゲル化は、より長い保管の間、進行的に生じ得る。
【００９２】
　例えば、投与後に、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物の温度が高くなる場合、偽
熱ゲル化が生じ、リン酸塩を含まない、透明な堅いヒドロゲルの形成をもたらす。温度が
高ければ高いほど、ゲル化時間はより短くなる。
【００９３】
　本発明に従う、偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物を調製するためのプロセスは、
さらに、必要に応じて、工程ｇ）の可溶化の前に、均質に再アセチル化されたキトサンを
滅菌する工程を包含し得る。滅菌のヒドロゲルを得るために、調製は、無菌条件下（例え
ば、層流下）で、行なわれ、そして、各添加される溶液は、予め、０．２２μｍフィルタ
を通して濾過される。
【００９４】
　例えば、滅菌は、照射によってか、または、理想的には、Ｙｅｎ（Ｙｅｎ　Ｓ．Ｆ．ら
、２００１，米国特許第５，７７３，６０８号）により記載されたように、水中に懸濁さ
れた、均質に再アセチル化されたキトサンの蒸気滅菌により、実施され得る。
【００９５】
　所望される場合、本発明の、リン酸塩を含まない、透明なキトサンヒドロゲルの粘度は
、可溶化の前、間もしくは後に、または、キトサン溶液の中和の前、間もしくは後に、ヒ
ドロキシル基の間に少なくとも４．７Åの距離を有するジオールの適切な量をさらに加え
ることによって、増加され得る。
【００９６】
　好ましくは、加えられるジオールは、１，３－プロパンジオールである。
【００９７】
　加えられるジオールの量は、ヒドロゲルの粘度の必要とされる程度に依存する。
【００９８】
　本発明の偽熱硬化性の中和されたキトサン組成物のゲル化機構は、低温でのキトサンの
中和により駆動される。温度が上昇すると、キトサンの全体的なｐＫａは減少し、これは
、その全体的な電荷密度を減少させる。このことにより、ポリマー鎖間の直接的な相互作
用（例えば、水素結合または疎水性相互作用）の形成が可能になる。
【００９９】
　従って、ゲル化は、温度の上昇によっては誘発されないが、温度の上昇によって有利に
働き、さらに、キトサンの全体的なｐＫａの減少によって、全体的な電荷密度が減少し、
偽熱ゲル化が生じる。
【０１００】
　先行技術において、キトサンを中和するためにβ－ＧＰを用いることは、中和の間に、
再アセチル化されていないキトサンの沈殿を防止するためだけに有用であるようである。
【０１０１】
　本発明においては、均質に再アセチル化されたキトサンは、中性ｐＨにおいて、沈殿し
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ないほど十分に可溶性であるので、β－ＧＰの添加は必要ではなく、そして、中和は、有
利に、ＮａＯＨのような任意のヒドロキシル化塩基を用いて行なわれ得る。
【０１０２】
　本発明のリン酸塩を含まない透明なキトサンヒドロゲルの、改善された弾性特性を実証
するために、本発明に従う２つのヒドロゲルと、１つの比較のヒドロゲルの粘弾性の測定
を、以下の方法に従って行なった。
【０１０３】
　ヒドロゲルの粘弾性特性は、Ｒｈｅｏｓｔｒｅｓｓ　１（Ｈａａｋｅ，Ｋａｒｌｓｒｕ
ｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いてヒドロゲルを調製した直後に、コーン／プレートデバイ
ス（ｃｏｎｅ／ｐｌａｔｅ　ｄｅｖｉｃｅ）（直径６０ｍｍ、角度４°）を用いて測定し
た。温度は、レオメーターをつないだ、恒温槽Ｈａａｋｅ　ＤＣ３０および冷却デバイス
Ｈａａｋｅ　Ｋ１０（Ｈａａｋｅ，Ｋａｒｌｓｒｕｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて制御
した。ヒドロゲルを、コーンとプレート（４℃まで冷却してある）との間に置き、そして
、１０分後に測定した。全ての測定を、線形の粘弾性範囲において行い、Ｇ’およびＧ”
を、１．００Ｈｚにおいて一定の変形（γ＝０．０５）の下で決定した。温度は、４℃か
ら３７℃まで、１２０分間の期間にわたり毎分１℃で上昇した。ヒドロゲルの温度を、測
定の開始および終了時に、サーモメータープローブ（ｔｈｅｒｍｏｍｅｔｅｒ　ｐｒｏｂ
ｅ）（ＲＳ－２３２，Ｅｘｔｅｃｈ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＵＳＡ
）を用いて確認した。ヒドロゲルの乾燥をもたらす水の蒸発は、コーン／プレートデバイ
スを覆うカバーの使用により最小限になった。
【０１０４】
　試験したヒドロゲルは、以下の通りであった：
－　０．７５％のキトサン（ＤＤ＝４８．６）を含有し、ＮａＯＨを添加することにより
ｐＨ７に中和された、実施例６において得られた本発明のリン酸塩を含まない透明なキト
サンヒドロゲル；
－　０．７５％のキトサン（ＤＤ＝４８．６）を含有し、２．０ｍｌの１，３－プロパン
ジオールを添加され、そして、ＮａＯＨを添加することによりｐＨ７に中和された、実施
例７において得られた本発明のリン酸塩を含まない透明なキトサンヒドロゲル；
－　０．７５％のキトサン（ＤＤ＝８３．２％）を含有し、β－ＧＰを添加することによ
りｐＨ７に中和された、実施例１０において得られた比較用のリン酸塩を含む濁ったキト
サンヒドロゲル（比較用）。
【０１０５】
　温度が４℃から３７℃まで増加する場合の、時間の関数としての、試験したヒドロゲル
の弾性率（Ｇ’）を、図面に示す。Ｇ”は、図面上の表示を明確にするために、提示して
いない。
【０１０６】
　図面に示されるように、Ｇ’値は、本発明に従って、ＮａＯＨを用いて中和されたキト
サンヒドロゲルにおけるよりも、β－ＧＰを用いて中和された、比較例のキトサンヒドロ
ゲルにおいて、かなり小さい。
【０１０７】
　さらに、図面に示されるように、本発明に従うヒドロゲルにジオールを加えることによ
り、ジオールを添加しなかった同じヒドロゲルと比較して、ヒドロゲルのＧ’値がさらに
増加する。
【０１０８】
　これらの結果は、本発明に従う、リン酸塩を含まない透明なキトサンヒドロゲルの粘弾
性特性が、先行技術から公知のリン酸塩を含むキトサンヒドロゲルと比べて増加すること
を、明白に示す。
【０１０９】
　さらに、これらの結果は、本発明に従う、リン酸塩を含まない透明なキトサンヒドロゲ
ルの粘弾性特性が、ジオールを添加することにより、さらに増加されることを示す。
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【０１１０】
　以下の実施例は、本発明を例示することが意図される。しかし、これらの実施例は、い
かなる場合においても、本発明の範囲を制限するものとして考えられるべきではない。
【実施例】
【０１１１】
　以下の実施例において、キトサンの脱アセチル度を、Ｒ．Ａ．Ｍｕｚａｒｅｌｌｉおよ
びＲ．Ｒｉｃｈｅｔｔｉ、「Ｃｈｉｔｉｎ　ｉｎ　Ｎａｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ」，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　３８５－３８８，１９８６により記載された、
分光光度法により決定し、そして、キトサンの分子量を、Ｏ．Ｆｅｌｔ，Ｐ．Ｆｕｒｒｅ
ｒ，Ｊ．Ｍ．Ｍａｙｅｒ，Ｂ．Ｐｌａｚｏｎｎｅｔ，Ｐ．ＢｕｒｒｉおよびＲ．Ｇｕｒｎ
ｙ、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．１８０，１８５－１９３（１９９９）により報告された、
サイズ排除クロマトグラフィーにより決定した。
【０１１２】
　さらに、以下の実施例において、ヒドロゲルの濁度を、ホルマジン懸濁液を標準物質と
して用いて、ＵＶ分光光度計により、６２０ｎｍにおいて測定した。簡単に述べると、硫
酸ヒドラジンを、エキサメチレンテトラミンと反応させて、ホルマジン沈殿を誘発させた
。既知のホルマジン濁度単位（ＦＴＵ）の標準を、適切な希釈により調製した。
【０１１３】
　（実施例１　３０．４％のＤＤを有する、均質に再アセチル化されたキトサンの調製）
　３０．４％のＤＤを有する、均質に再アセチル化されたキトサンの調製を、８３．２％
のＤＤおよび１’１００ｋＤａのＭＷを有する、医薬等級のキトサン（Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ）から出発した。
【０１１４】
　１０．０ｇのキトサンを、１０００ｍｌの１０％酢酸／メタノール（２０／８０）混合
物中に可溶化し、続いて、１００μｍおよび５μｍのフィルタを通して濾過した。キトサ
ンを、撹拌下で０．２Ｍ　ＮＨ４ＯＨ／メタノール（５０／５０）を添加することにより
沈殿させ、そして、３０００ｍｌのメタノールで４回洗浄した。キトサンを、減圧、室温
および遮光下、シリカゲルの存在下で、３日間乾燥させた。１０００．０ｍｇの濾過した
キトサンを、９０．０ｍｌの１０％酢酸／メタノール（２０／８０）混合物中に可溶化さ
せた。完全に溶解させた後、この溶液を、氷浴中で冷却させた。再アセチル化を、氷浴中
で行なった。３６０μｌの冷無水酢酸を、１０．０ｍｌの冷メタノール中に混合し、そし
て、この混合物を、すぐに、高速撹拌下で、上記のキトサン溶液に１滴ずつ添加した。こ
の溶液を、氷浴中で１時間撹拌しながら維持した。この溶液は、ゲルへと変化し、これを
、室温で７時間置いた。このゲルを、１週間にわたる、２ｌの脱イオン水に対する透析の
ために、透析バッグに移した。１日に２回水を交換した。精製工程の最後に、ゲルは、粘
性の溶液に変わり、これを、１００μｍのフィルタを通して濾過した。再アセチル化され
たキトサンを、撹拌下で０．２Ｍ　ＮＨ４ＯＨ／メタノール（５０／５０）を添加するこ
とによって沈殿させ、そして、３００ｍｌのメタノールで４回洗浄した。再アセチル化さ
れたキトサンを、減圧、室温および遮光下、シリカゲルの存在下で、３日間乾燥させた。
このプロセスの最後に、そのＤＤは、３０．４％に等しかった。
【０１１５】
　（実施例２　３０．４％のＤＤを有し、ＮａＯＨで中和された、均質に再アセチル化さ
れたキトサンからのヒドロゲルの調製）
　ヒドロゲルを、１．０ｍｌのＨＣｌ（０．５Ｎ）および４．０ｍｌの脱イオン水の混合
物中に、実施例１で得られたキトサン７５．０ｍｇを可溶化することにより調製した。こ
の溶液を、撹拌下で、室温に４８時間維持し、キトサンの可溶化を完了させた。予め氷浴
中で冷却したＮａＯＨ（０．１Ｎ）を、撹拌下で、１滴ずつ添加して、氷浴中でｐＨを７
．０に調節した。容量を、水で１０．０ｍｌに満たし、そして、このヒドロゲルを、撹拌
下で、氷浴中に１０分間維持した。こうして得られた、リン酸塩を含まないヒドロゲルは
、透明であり、そして、３７℃で３０００ＮＴＵの濁度を有した。
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【０１１６】
　（実施例３（比較例）　６４．９％のＤＤを有する、均質に再アセチル化されたキトサ
ンの調製）
　６４．９％のＤＤを有する、均質に再アセチル化されたキトサンの調製を、８３．２％
のＤＤおよび１’１００ｋＤａのＭＷを有する、医薬等級のキトサン（Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ）から出発した。この調製は、この実施
例において無水酢酸の量が、２００μｌに等しかったことを除き、実施例１に記載したよ
うにして行なった。プロセスの終わりに、そのＤＤは、６４．９％に等しかった。
【０１１７】
　（実施例４（比較例）　６４．９％のＤＤを有し、ＮａＯＨで中和された、均質に再ア
セチル化されたキトサンからのヒドロゲルの調製）
　６４．９％のＤＤを有するキトサンを含有するヒドロゲルを、この実施例において用い
たキトサンが、実施例３において得られたキトサンであったことを除き、実施例２に記載
したようにして調製した。得られた、リン酸塩を含まないヒドロゲルは、わずかに濁って
おり、そして、３７℃で９７００ＮＴＵの濁度を有した。
【０１１８】
　（実施例５　４８．６％のＤＤを有する、均質に再アセチル化されたキトサンの調製）
　４８．６％のＤＤを有する、均質に再アセチル化されたキトサンの調製を、８３．２％
のＤＤおよび１’１００ｋＤａのＭＷを有する、医薬等級のキトサン（Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ）から出発した。この調製は、この実施
例において無水酢酸の量が、２２０μｌに等しかったことを除き、実施例１に記載したよ
うにして行なった。プロセスの終わりに、そのＤＤは、４８．６％に等しかった。
【０１１９】
　（実施例６　４８．６％のＤＤを有し、ＮａＯＨで中和された、均質に再アセチル化さ
れたキトサンからのヒドロゲルの調製）
　実施例５で得られたキトサン７５．０ｍｇを、１．０ｍｌのＨＣｌ（０．５Ｎ）および
４．０ｍｌの脱イオン水の混合物中に可溶化した。この溶液を、撹拌下で、室温に４８時
間維持し、キトサンの可溶化を完了させた。予め氷浴中で冷却したＮａＯＨ（０．１Ｎ）
を、撹拌下で、１滴ずつ添加して、氷浴中でｐＨを７．０に調節した。容量を、水で１０
．０ｍｌに満たし、そして、このヒドロゲルを、撹拌下で、氷浴中に１０分間維持した。
こうして得られた、リン酸塩を含まないヒドロゲルは、透明であり、そして、３７℃で２
６００ＮＴＵの濁度を有した。温度上昇に伴うその粘弾性挙動を、図面に示す。
【０１２０】
　（実施例７　４８．６％のＤＤを有し、ＮａＯＨで中和され、さらに、ジオールが添加
された、均質に再アセチル化されたキトサンからのヒドロゲルの調製）
　実施例５で得られたキトサン７５．０ｍｇを、１．０ｍｌのＨＣｌ（０．５Ｎ）、２．
０ｍｌの脱イオン水および２．０ｍｌの１，３－プロパンジオールの混合物中に可溶化し
た。この溶液を、撹拌下で、室温に４８時間維持し、キトサンの可溶化を完了させた。予
め氷浴中で冷却したＮａＯＨ（０．１Ｎ）を、撹拌下で、１滴ずつ添加して、氷浴中でｐ
Ｈを７．０に調節した。容量を、水で１０．０ｍｌに満たし、そして、このヒドロゲルを
、撹拌下で、氷浴中に１０分間維持した。こうして得られた、リン酸塩を含まないヒドロ
ゲルは、透明であった。温度上昇に伴うその粘弾性挙動を、図面に示す。
【０１２１】
　（実施例８（比較例）　４９．０％のＤＤを有する、不均質に再アセチル化されたキト
サンの調製）
　４９．０％のＤＤを有する、不均質に再アセチル化されたキトサンの調製を、８３．２
％のＤＤおよび１’１００ｋＤａのＭＷを有する、医薬等級のキトサン（Ａｌｄｒｉｃｈ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ）から出発した。この調製は、均質に
再アセチル化されたキトサンについて実施例１に記載したようにして行なったが、再アセ
チル化の前に、濾過は行なわなかった。さらに、再アセチル化は、遅速の撹拌下で室温に



(16) JP 2007-529559 A5 2011.1.13

て行い、そして、無水酢酸は、添加前に、メタノール中で希釈しなかった。この実施例に
おいて、無水酢酸の量は、３００μｌに等しかった。このプロセスの終わりに、そのＤＤ
は、４９．０％に等しかった。
【０１２２】
　（実施例９（比較例）　４９．０％のＤＤを有し、ＮａＯＨで中和されず、β－ＧＰで
中和された、不均質に再アセチル化されたキトサンからのヒドロゲルの調製）
　実施例８において得られた、不均質に再アセチル化されたキトサンは、ＮａＯＨで中和
した後に、中性ｐＨにおいて沈殿したので、Ｂｉｏｓｙｎｔｅｃｈにより記載された方法
に従ってヒドロゲルを調製した。結果的に、中和は、ＮａＯＨの代わりに、β－ＧＰを添
加することによって行なった。
【０１２３】
　実施例８（比較例）で得られたキトサン７５．０ｍｇを、室温で４８時間かけて、５．
０ｍｌの０．１Ｎ　ＨＣｌ中に可溶化した。溶解が完了した後、この溶液を、氷浴中で冷
却した。５．０ｍｌの脱イオン水中の１０００．０ｍｇのβ－ＧＰの溶液を室温で調製し
、これを、氷浴中で冷却した。このβ－ＧＰ溶液を、上記キトサン溶液に、撹拌下、氷浴
中で１滴ずつ添加して、ｐＨを７．０に調節した。このヒドロゲルを、撹拌下で、氷浴中
に１０分間維持した。こうして得られたヒドロゲルは、リン酸塩を含有し、わずかに濁っ
ており、そして、３７℃で４３００ＮＴＵの濁度を有した。
【０１２４】
　（実施例１０（比較例）　８３．２％のＤＤを有し、β－ＧＰで中和された、市販のキ
トサンからのヒドロゲルの調製）
　８３．２％のＤＤおよび１’１００ｋＤａのＭＷを有するキトサン（Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ）７５．０ｍｇを、室温で４８時間かけ
て、５．０ｍｌの０．１Ｎ　ＨＣｌ中に可溶化した。溶解が完了した後、この溶液を、氷
浴中で冷却した。５．０ｍｌの脱イオン水中の１０００．０ｍｇのβ－ＧＰの溶液を室温
で調製し、これを、氷浴中で冷却した。このβ－ＧＰ溶液を、上記キトサン溶液に、撹拌
下、氷浴中で１滴ずつ添加して、ｐＨを７．０に調節した。このヒドロゲルを、撹拌下で
、氷浴中に１０分間維持した。こうして得られたヒドロゲルは、リン酸塩を含有し、完全
に濁っており、そして、３７℃で１５６００ＮＴＵの濁度を有した。温度上昇に伴うその
粘弾性特性は、図面に見られ得る。
【０１２５】
　（実施例１１（比較例）　８３．２％のＤＤを有し、ＮａＯＨでの中和を試みた、市販
のキトサンからのヒドロゲルの調製）
　８３．２％のＤＤおよび１’１００ｋＤａのＭＷを有するキトサン（Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＵＳＡ）７５．０ｍｇを、室温で４８時間かけ
て、５．０ｍｌの０．１Ｎ　ＨＣｌ中に可溶化した。溶解が完了した後、この溶液を、氷
浴中で冷却した。ＮａＯＨ（０．１Ｎ）を、撹拌下で、１滴ずつ添加したが、数滴を添加
した後、キトサンが沈殿し始めた。従って、ヒドロゲルを調製することは不可能であった
。
【図面の簡単な説明】
【０１２６】
【図１】この図面は、温度が４℃から３７℃まで上昇する間の、実施例６および７におい
て得られた、本発明の２つのリン酸塩を含まない透明なキトサンヒドロゲル、ならびに、
実施例１０（比較例）において得られた比較例のリン酸塩含有キトサンヒドロゲルの弾性
率（Ｇ’）を、時間の関数として示す。
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