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【手続補正書】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
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　架橋ヒアルロン酸微小ビーズを生産する方法であり、以下の；
（ａ）ヒアルロン酸又はその塩を含むアルカリ水溶液を、ジビニルスルホン(DVS)を含む
溶液と混合し、
（ｂ）油相中で前記工程（ａ）の混合した溶液から所望のサイズを有する微小液滴を形成
して、油中水（Ｗ／Ｏ）乳濁物を形成し、
（ｃ）該Ｗ／Ｏ乳濁物を継続的に攪拌することにより、ヒアルロン酸とジビニルスルホン
(DVS)との反応を引き起こし、架橋ヒアルロン酸微小ビーズを生じさせ、そして
（ｄ）該架橋ヒアルロン酸微小ビーズを精製する
工程を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記ヒアルロン酸又はその塩が、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）宿主細胞中で組換え的
に生産される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ヒアルロン酸又はその塩の平均分子量の値が１００～３０００ｋＤａであり、好ま
しくは５００～２０００ｋＤａであり、そして最も好ましくは７００～１８００ｋＤａで
ある、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記アルカリ溶液が、溶解したヒアルロン酸又はその塩を、０．１％～４０％（ｗ／ｖ
）の濃度で含む、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記アルカリ溶液が、溶解した水酸化ナトリウムを、０．００１～２．０Ｍの濃度で含
む、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　ＤＶＳが、工程（ａ）の混合溶液中に、ＨＡ／ＤＶＳ（乾燥重量）の重量比が１：１～
１００：１の比率となるように、好ましくはＨＡ／ＤＶＳ（乾燥重量）が２：１～５０：
１となるように含まれる、請求項1に記載の方法。
【請求項７】
　前記ヒアルロン酸及びジビニルスルホンの反応が、５℃～１００℃の温度範囲内で、好
ましくは１５℃～５０℃の範囲内で、より好ましくは２０℃～３０℃の範囲内で行われる
、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記工程（ｃ）における攪拌が、１～１８０分間継続される、請求項１～７のいずれか
に記載の方法。
【請求項９】
　前記工程（ｂ）の微小液滴の平均直径が、約１ナノメートル～１ミリメートルの範囲内
である、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記精製工程が、１３，０００ダルトン未満のサイズの分子が自由に拡散する透析膜を
使用して、脱イオン水に対して前記架橋微小ビーズを透析することを含む、請求項１～９
のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記精製工程が、前記架橋ビーズのｐＨを、緩衝剤又は酸を用いて中和することを含む
、請求項１～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記緩衝剤のｐＨの値が２．０～８．０の範囲内、好ましくは５．０～７．５の範囲内
である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記緩衝剤が、精製工程の後に、前記架橋微小ビーズのｐＨの値を５．０～７．５にす
るｐＨの値を示す緩衝剤を含む、請求項１１又は１２に記載の方法。
【請求項１４】
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　前記緩衝剤が、リン酸緩衝剤及び／又は生理食塩水緩衝剤を含む、請求項１１～１３の
いずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　前記架橋微小ビーズが、水、並びに／又は、ｐＨの値が２．０～８．０の範囲内、好ま
しくは５．０～７．５の範囲内であるリン酸及び／若しくは食塩水緩衝剤で少なくとも１
回洗浄される、請求項１～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記架橋反応の前又は後のいずれかに、前記架橋微小ビーズに、１つの成分として、保
存料が添加される、請求項１～１５のいずれかに記載の方法。
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