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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟組織美容製品における使用のための架橋高分子マトリクスであって、
　ヒアルロン酸構成成分と、
　Ｉ型コラーゲンまたはＩＩＩ型コラーゲン由来のコラーゲン構成成分と、
　を含み、前記ヒアルロン酸構成成分は、架橋構成成分によって、前記コラーゲン構成成
分に架橋され、
　前記架橋構成成分は、複数の架橋単位を含み、前記架橋単位の少なくとも一部分は、エ
ステル結合またはアミド結合を含み、
　前記架橋高分子マトリクスが注入可能なヒドロゲル形態で水性液体中に分散されている
、
　架橋高分子マトリクス。
【請求項２】
　０．５～７の範囲の前記ヒアルロン酸構成成分対前記コラーゲン構成成分の重量比（［
重量ヒアルロン酸］／［重量コラーゲン］）を有する、請求項１に記載の架橋高分子マト
リクス。
【請求項３】
　１～５の範囲の前記ヒアルロン酸構成成分対前記コラーゲン構成成分の重量比（［重量
ヒアルロン酸］／［重量コラーゲン］）を有する、請求項１に記載の架橋高分子マトリク
ス。
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【請求項４】
　１～３の範囲の前記ヒアルロン酸構成成分対前記コラーゲン構成成分の重量比（［重量
ヒアルロン酸］／［重量コラーゲン］）を有する、請求項１に記載の架橋高分子マトリク
ス。
【請求項５】
　１～２の範囲の前記ヒアルロン酸構成成分対前記コラーゲン構成成分の重量比（［重量
ヒアルロン酸］／［重量コラーゲン］）を有する、請求項１に記載の架橋高分子マトリク
ス。
【請求項６】
　前記ヒアルロン酸構成成分は、架橋前に２００，０００ダルトン～１０，０００，００
０ダルトンの平均分子量を有する、請求項１～５のいずれか１項に記載の架橋高分子マト
リクス。
【請求項７】
　前記ヒアルロン酸構成成分は、架橋前に５００，０００ダルトン～１，０００，０００
ダルトンの平均分子量を有する、請求項６に記載の架橋高分子マトリクス。
【請求項８】
　前記ヒアルロン酸構成成分は、架橋前に１，０００，０００ダルトン～５，０００，０
００ダルトンの平均分子量を有する、請求項６に記載の架橋高分子マトリクス。
【請求項９】
　前記ヒアルロン酸構成成分は、架橋前に１，０００，０００ダルトン～３，０００，０
００ダルトンの平均分子量を有する、請求項６に記載の架橋高分子マトリクス。
【請求項１０】
　前記水性溶液が水と塩を含む、請求項1～９に記載の架橋高分子マトリクス。
【請求項１１】
　前記塩が、リン酸緩衝液、塩化ナトリウム又は塩化カリウムである、請求項１０に記載
の架橋高分子マトリクス。
【請求項１２】
　前記水性溶液は、水、１００ｍＭ～２００ｍＭの濃度の塩化ナトリウム、２ｍＭ～３ｍ
Ｍの濃度の塩化カリウム、および５ｍＭ～１５ｍＭの濃度のリン酸緩衝液を含み、前記液
体のｐＨは、７～８である、請求項１～１１のいずれか１項に記載の架橋高分子マトリク
ス。
【請求項１３】
　ヒアルロン酸構成成分およびＩ型コラーゲンまたはＩＩＩ型コラーゲン由来のコラーゲ
ン構成成分を架橋し、それにより請求項１～１２のいずれか１項に記載の架橋高分子マト
リクスを製造する方法であって、
　水溶液中でヒアルロン酸構成成分およびＩ型コラーゲンまたはＩＩＩ型コラーゲン由来
のコラーゲン構成成分を溶解して反応前水溶液を形成し、前記反応前水溶液は、塩をさら
に含み、あるいは４未満のｐＨを有し、
前記反応前水溶液から、
　　前記ヒアルロン酸構成成分、
　　前記コラーゲン構成成分、
　　水溶性カルボジイミド、
　　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドまたはＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミド及び
　　任意に前記塩を含む、架橋反応混合物を形成し、
　　前記架橋反応混合物は、前記反応前水溶液よりも高いｐＨを有し、
　前記架橋反応混合物を反応させ、それにより前記ヒアルロン酸および前記コラーゲンを
架橋することとを含む、
　前記方法。
【請求項１４】
　前記架橋反応混合物を形成することは、前記反応前水溶液の前記ｐＨを増加させること
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と、前記水溶性カルボジイミドを添加する前に、繊維形成を生じさせることと、を含む、
請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記架橋反応混合物を形成することは、任意の繊維形成が生じる前に、前記水溶性カル
ボジイミドを前記反応前水溶液を添加することを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記塩は、前記架橋反応混合物中に８０ｍＭ～３３０ｍＭの濃度の塩化ナトリウムを含
む、請求項１３～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記水溶性カルボジイミドは、前記架橋反応混合物中の２０ｍＭ～１００ｍＭの濃度の
１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドである、請求項１３～
１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記架橋反応混合物は、１０ｍＭ～１Ｍの濃度を有する非配位性緩衝液をさらに含む、
請求項１３～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　１０ミクロン～１００ミクロンの細孔径を有するメッシュを通して、前記架橋高分子マ
トリクスを微粒子化することをさらに含む、請求項１３～１８のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項２０】
　透析によって、前記架橋分子マトリクスを滅菌することをさらに含み、
　前記透析は、リン酸緩衝液、塩化カリウム、および塩化ナトリウムを含む滅菌リン酸緩
衝溶液に対し、前記滅菌リン酸緩衝溶液は、ヒト生理学的流体に対して等浸透圧性であり
、
　前記透析は、５，０００ダルトン～１，０００，０００ダルトンの分画分子量を有する
膜を通す、
　請求項１３～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　請求項１３に記載の方法において使用される架橋反応混合物である組成物であって、
　ヒアルロン酸構成成分、
　Ｉ型コラーゲンまたはＩＩＩ型コラーゲン由来のコラーゲン構成成分、
　水溶性カルボジイミド、
　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドまたはＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミド及び
　任意に塩を含み、水溶液である、
前記組成物。
【請求項２２】
　前記ヒアルロン酸構成成分は、架橋前に１，０００，０００ダルトン～５，０００，０
００ダルトンの平均分子量を有する、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２３】
　前記コラーゲン構成成分は、Ｉ型コラーゲンである、請求項２１または２２に記載の組
成物。
【請求項２４】
　前記コラーゲン構成成分は、ＩＩＩ型コラーゲンである、請求項２１または２２に記載
の組成物。
【請求項２５】
　前記塩は、２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸を含む、請求項２１～２４のいず
れか１項に記載の組成物。
【請求項２６】
　請求項１～１２のいずれか１項に記載の架橋高分子マトリクスを含む軟組織美容製品。
【請求項２７】
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　真皮充填剤である、請求項２６に記載の軟組織美容製品。
【請求項２８】
　ヒトの組織中に注入又はインプラントすることによりヒトの解剖学的特徴の美容的な質
を改善する為の美容デバイスであって、
　請求項１～１２のいずれか１項に記載の架橋高分子マトリクスを含む、前記美容デバイ
ス。
【請求項２９】
　真皮充填剤である、請求項２８に記載の美容デバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２０１１年９月６日出願の米国仮特許出願第６１／５３１，５３３号の優先権
を主張し、また米国特許出願第１３／６０３，２１３号の一部継続出願でもあり、それは
、２０１１年９月６日出願の米国仮特許出願第６１／５３１，５３３号の優先権を主張し
、それらの開示全体は、この特定の参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は概して、真皮充填剤組成物に関し、より具体的には、架橋されたヒアルロン酸
およびコラーゲンを含む、注入可能な真皮充填剤組成物に関する。ヒアルロン酸およびコ
ラーゲンは、ヒト組織の主要な構造構成成分である。これらの生体高分子は、細胞培養お
よび再生医療のための組織工学スカフォールドおよび材料を構築するために広く使用され
てきた。
【０００３】
　皮膚の老化は、進行性の現象であり、経時的に生じ、アルコール摂取、喫煙、および日
光曝露などの生活要因によって影響を受ける可能性がある。顔面皮膚の老化は、萎縮、た
るむこと、および太ることによって特徴づけられ得る。萎縮は、皮膚組織の厚さの大幅な
減少に対応する。皮下組織のたるみは、余分な皮膚および下垂をもたらし、垂れ下がった
頬および瞼の発現をもたらす。太ることは、顔面の底部および首の腫れによる過剰な重量
増加を指す。これらの変化は典型的には、乾燥、弾力性の損失、および肌荒れと関連する
。
【０００４】
　ヒアルロン酸（ＨＡ）としても既知であるヒアルロナンは、結合、上皮、および神経組
織中で人体全体を通して広く分布している、非硫酸化グリコサミノグリカンである。ヒア
ルロナンは、皮膚の異なる層中に豊富にあり、そこで例えば、良好な水和を確実にするこ
と、細胞外マトリクスの組織化を補助すること、充填剤材料として機能すること、および
組織修復機構に関与することなど、多数の機能を有する。しかしながら、加齢に伴い、皮
膚中に存在するヒアルロナン、コラーゲン、エラスチン、および他のマトリクス高分子の
量は減少する。例えば、紫外線（例えば、太陽からの）への繰り返される曝露は、真皮細
胞に、それらのヒアルロナンの生成を減少させ、かつその分解速度を高めさせる。このヒ
アルロナン損失は、例えば、欠点、異常、疾病、および／または疾患などの種々の皮膚状
態をもたらす。例えば、皮膚中の含水量と真皮組織中のヒアルロナンレベルとの間には強
い相関関係がある。皮膚が老化するにつれて、皮膚中のヒアルロナンの量および質は低減
する。これらの変化は、皮膚の乾燥およびしわをもたらす。
【０００５】
　真皮充填剤は、充填剤がこれらの皮膚状態を治療するために、失われた内因性マトリク
ス高分子に取って代わるか、または既存のマトリクス高分子の機能を強化／促進するため
、軟組織状態の治療および他の皮膚治療において有用である。これまで、真皮充填剤組成
物は、しわ、線、ひだ、傷跡を充填するために、かつ真皮組織を強化するために、例えば
、薄い唇を膨らませるために、またはくぼんだ目もしくは浅い頬を充填するために、美容
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用途で使用されてきた。以前の真皮充填剤製品は概して、コラーゲンから作られていた。
現代の真皮充填剤組成物で使用される１つの一般的なマトリクス高分子は、ヒアルロナン
である。ヒアルロナンは人体にとって天然であるため、それは概して、幅広い種類の皮膚
状態に対して良好な耐容性を示し、かなりリスクの低い治療法である。
【０００６】
　もともと、ヒアルロナンを含む組成物は、未架橋状態で存在する天然高分子から作られ
ていた。水分子に対して優れた生体適合性および親和性を示すが、天然ヒアルロナンは、
真皮充填剤として不十分な生体力学特性を示す。１つの主な理由は、この高分子が未架橋
であるため、それが高度に可溶性であり、したがって、皮膚領域中に投与されるとき、迅
速に除去されるためである。このインビボ除去は、主に高分子の迅速な分解、主にヒアル
ロニダーゼを介した酵素分解およびフリーラジカルを介した化学分解によって達成される
。したがって、商業的に使用されてはいるが、未架橋ヒアルロナン高分子を含む組成物は
、投与後数日以内に分解する傾向があり、したがって、それらの皮膚改善効果を維持する
ために、かなり頻繁な再注入を必要とする。
【０００７】
　これらのインビボ分解経路の効果を最小限に抑えるために、マトリクス高分子は、安定
化ヒドロゲルを形成するように互いに架橋される。架橋マトリクス高分子を含むヒドロゲ
ルがより固形の物質であるため、架橋マトリクス高分子を含むヒドロゲルを含む真皮充填
剤は、インプラント部位の定位置により長くとどまる。加えて、これらのヒドロゲルは、
そのより固形の性質が充填剤の機械的特性を改善し、充填剤がよりよく皮膚領域を持ち上
げ、充填することを可能にするため、真皮充填剤としてより好適である。ヒアルロナン高
分子は典型的には、架橋剤で架橋され、ヒアルロナン高分子間の共有結合を形成する。架
橋剤で架橋された高分子は、分解に対してより耐性を示す、水溶性が低いヒドロゲルネッ
トワークを形成し、したがって、未架橋ヒアルロナン 組成物ほど頻繁な再注入は必要と
しない。
【０００８】
　本発明は、皮膚の外観を強化するための新しい注入可能な真皮充填剤組成物を提供する
。
【発明の概要】
【０００９】
　したがって、新しい真皮充填剤組成物ならびにそれを作製する方法が提供される。いく
つかの実施形態は、ヒアルロン酸およびコラーゲンから調製される均質なヒドロゲル 組
成物を含む。これらの組成物は、ヒアルロン酸およびコラーゲンを架橋することを含む方
法によって調製されてもよい。いくつかの実施形態では、ヒアルロン酸およびコラーゲン
は、両方の構成成分が最初に水溶液中で可溶性である条件下で架橋される。
【００１０】
　いくつかの実施形態は、反応前水溶液を形成するために、水溶液中にヒアルロン酸およ
びコラーゲンを溶解することであって、反応前水溶液は、塩をさらに含み、あるいは低い
ｐＨを有する、水溶液中にヒアルロン酸およびコラーゲンを溶解することと、ヒアルロン
酸、コラーゲン、水溶性結合剤、および塩を含む、架橋反応混合物を形成するために、反
応前水溶液を修飾することであって、架橋反応は、反応前水溶液よりも高いｐＨを有する
、反応前水溶液を修飾することと、架橋反応混合物を反応させ、それによりヒアルロン酸
およびコラーゲンを架橋することと、を含む、ヒアルロン酸およびコラーゲンを架橋する
方法を含む。
【００１１】
　いくつかの実施形態は、反応前水溶液を形成するために、水溶液中にヒアルロン酸およ
びコラーゲンを溶解することであって、反応前水溶液は、塩をさらに含み、あるいは約４
未満のｐＨを有する、水溶液中にヒアルロン酸およびコラーゲンを溶解することと、ヒア
ルロン酸、コラーゲン、水溶性カルボジイミド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、または
Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミド、および塩を含む、架橋反応混合物を形成するため
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に、反応前水溶液を修飾することであって、架橋反応は、反応前水溶液よりも高いｐＨを
有する、反応前水溶液を修飾することと、架橋反応混合物を反応させ、それによりヒアル
ロン酸およびコラーゲンを架橋することと、を含む、ヒアルロン酸およびコラーゲンを架
橋する方法を含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態は、反応前水溶液を形成するために、水溶液中にヒアルロン酸およ
びコラーゲンを溶解することであって、反応前水溶液は、塩をさらに含み、あるいは約４
未満のｐＨを有する、水溶液中にヒアルロン酸およびコラーゲンを溶解することと、ヒア
ルロン酸、コラーゲン、水溶性カルボジイミド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドなどの活
性化剤、および塩を含む、架橋反応混合物を形成するために、反応前水溶液を修飾するこ
とであって、架橋反応は、反応前水溶液よりも高いｐＨを有する、反応前水溶液を修飾す
ることと、架橋反応混合物を反応させ、それによりヒアルロン酸およびコラーゲンを架橋
することと、を含む、ヒアルロン酸およびコラーゲンを架橋する方法を含む。
【００１３】
　いくつかの実施形態は、ヒアルロン酸、コラーゲン、および水溶性結合剤を含む組成物
を含み、組成物は、水溶液である。
【００１４】
　いくつかの実施形態は、ヒアルロン酸、コラーゲン、水溶性結合剤、および緩衝液を含
む組成物を含み、組成物は、水溶液である。
【００１５】
　いくつかの実施形態は、ヒアルロン酸構成成分およびコラーゲン構成成分を含む、架橋
高分子マトリクスを含み、ヒアルロン酸構成成分は、架橋構成成分によってコラーゲン構
成成分に架橋され、架橋構成成分は、複数の架橋単位を含み、架橋単位の少なくとも一部
分は、エステル結合またはアミド結合を含む。
【００１６】
　いくつかの実施形態は、ヒアルロン酸構成成分、Ｉ型コラーゲンまたはＩＩＩ型コラー
ゲン由来のコラーゲン構成成分を含む、架橋高分子マトリクスを含み、ヒアルロン酸構成
成分は、架橋構成成分によってコラーゲン構成成分に架橋され、架橋構成成分は、複数の
架橋単位を含み、架橋単位の少なくとも一部分は、エステル結合またはアミド結合を含む
。
【００１７】
　いくつかの実施形態は、ヒト組織中に注入またはインプラントするのに好適な形態を有
する、美容デバイスと、ヒト組織中に美容デバイスを注入またはインプラントするための
説明書を含む、ラベルと、を備える、軟組織美容製品組成物を含み、美容デバイスは、本
明細書に記載される架橋高分子マトリクスを含む。
【００１８】
　いくつかの実施形態は、ヒト組織中に注入またはインプラントするのに好適な形態を有
する、強化または再生デバイスと、ヒト組織中に強化または再生デバイスを注入またはイ
ンプラントするための説明書を含む、ラベルと、を備える、軟組織 強化または再生製品
組成物を含み、強化または再生デバイスは、本明細書に記載される架橋高分子マトリクス
を含む。
【００１９】
　いくつかの実施形態は、ヒトの組織中に美容デバイスを注入またはインプラントし、そ
れにより解剖学的特徴の美容的な質を改善することを含む、ヒトの解剖学的特徴の美容的
な質を改善する方法を含み、美容デバイスは、本明細書に記載される架橋高分子マトリク
スを含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態は、ヒトの組織中に強化または再生デバイスを注入またはインプラ
ントし、それにより解剖学的特徴の少なくとも一部分を強化または再生することを含む、
ヒトの解剖学的特徴を強化または再生する方法を含み、強化または再生デバイスは、本明
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細書に記載されるものを含む架橋高分子マトリクスを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図１Ａは、実施例３のゲルに対する周波数掃引の図であり、図１Ｂは、実施例３
のゲルに対するひずみ掃引の図である。
【図２】実施例３のゲルに対する押出プロファイルである。
【図３】５０Ｘ（Ａ）、１，０００Ｘ（Ｂ）、および４０，０００Ｘ（Ｃ）で示される実
施例４からのゲルの走査型電子顕微鏡画像（ＳＥＭ画像）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　真皮充填剤中で使用されるような架橋ヒアルロン酸、コラーゲン、および架橋コラーゲ
ンヒドロゲルは、細胞浸潤および組織内部成長を積極的に促進しない。同様に、単純にヒ
アルロン酸ヒドロゲルとブレンドされたコラーゲンは、組織集積またはデノボ組織生成を
促進しない。しかしながら、本明細書に記載される一部の組成物は、インビボでインプラ
ントされたとき、ヒドロゲル中への細胞移動およびゲル内の組織形成を促進する。
【００２３】
　ヒアルロン酸－コラーゲンヒドロゲルは、カルボジイミドなどの結合剤を使用して、ヒ
アルロン酸をコラーゲンと結合することによって合成されてもよい。これらのヒドロゲル
において、ヒアルロン酸は、生体適合性水結合構成成分としての役割を果たし、バルクお
よび等容性分解を提供し得る。加えて、コラーゲンは、細胞付着、移動、および細胞外マ
トリクス沈着などの他の細胞機能を促進するために、細胞接着およびシグナリングドメイ
ンを付与し得る。生体高分子は、調節可能な組成物、膨潤、および機械的特性を有する均
一なヒドロゲルを形成する。組成物は、注射器および針を通した低侵襲インプラントに対
して注入可能になるように作製され得る。
【００２４】
　ヒアルロン酸は、保水性を強化し、静水圧応力に抵抗する、非硫酸化グリコサミノグリ
カンである。それは非免疫原性であり、多数の方法で化学修飾され得る。ヒアルロン酸は
、そのカルボン酸基のｐＫａ前後の、またはそれを超えるｐＨ範囲でアニオン性であり得
る。
【化１】

【００２５】
　コラーゲンは、引張荷重に耐える原線維およびシートを形成するタンパク質である。コ
ラーゲンはまた、細胞接着に対して特定のインテグリン結合部位を有し、細胞付着、移動
、および増殖を促進することが既知である。コラーゲンは、アルギニン、リジン、および
ヒドロキシリジンなど、その塩基性アミノ酸残基の高含量のため、正電荷を持ち得る。
【００２６】
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　ヒアルロン酸はアニオン性であり得、コラーゲンはカチオン性であり得るため、２つの
巨大分子は、水溶液中でポリイオン複合体を形成し得る。ポリイオン複合体は、ヒアルロ
ン酸またはコラーゲンのいずれかよりも有意に水溶性が低い可能性があり、したがって、
２つの巨大分子が一緒に混合物中にあるとき、水溶液から沈殿し得る。さらに、コラーゲ
ンは多くの場合、低いｐＨにおいての可溶性であり、カルボジイミド結合が生じやすいｐ
Ｈに引き上げられるとき、溶液から沈殿し得る。
【００２７】
　ある特定の条件下で、ヒアルロン酸およびコラーゲンは、両方の構成成分が可溶性であ
る水性液体中で混合されてもよい。ヒアルロン酸およびコラーゲンは次いで、ヒドロゲル
を形成するために、両方が水溶液中に溶解されると同時に架橋されてもよい。ヒアルロン
酸の濃度、コラーゲンの濃度、溶液のｐＨ、および塩濃度などの反応条件は、アニオン性
ヒアルロン酸とカチオン性コラーゲンとの間のポリイオン複合体形成を防止するのを補助
するように調節されてもよい。それらはまた、溶液からの沈澱をもたらし、架橋を阻止し
得る、コラーゲンミクロフィブリル形成を防止するのを補助し得る。
【００２８】
　いくつかの実施形態は、ヒアルロン酸およびコラーゲンを架橋する方法を含む。この方
法は概して、反応前水溶液をもたらす溶解工程を含む。溶解工程中、ヒアルロン酸および
コラーゲンは、反応前水溶液を形成するために、低いｐＨおよび／または塩を有する水溶
液中に溶解される。
【００２９】
　ヒアルロン酸－コラーゲン 架橋方法はさらに、活性化工程を含む。活性化工程中、反
応前水溶液は、少なくとも、水溶性結合剤を添加することによって、および／または溶液
のｐＨを増加させることによって修飾される。必要な場合、より高いｐＨの溶液中でヒア
ルロン酸およびコラーゲンを保持するために、塩もまた添加され得る。したがって、架橋
反応混合物は、水性培地中で溶解または分散されるヒアルロン酸およびコラーゲン、水溶
性結合剤、ならびに塩を含み、それが由来した反応前水溶液よりも高いｐＨを有する。架
橋反応混合物は反応させられ、それによりヒアルロン酸およびコラーゲンを架橋する。
【００３０】
　いくつかの実施形態では、反応前水溶液のｐＨは、増加させられてもよく、実質的な量
の繊維形成が、水溶性結合剤を添加する前に溶液中で生じてもよい。いくつかの実施形態
では、水溶性結合剤は、実質的に任意の繊維形成が生じる前に、反応前水溶液に添加され
てもよい。
【００３１】
　架橋反応混合物は、架橋高分子マトリクスを形成するように反応することができる。反
応は水溶液中で生じるため、架橋高分子マトリクスは、それが架橋反応によって形成され
るとき、ヒドロゲル形態で水性液体中に分散されてもよい。架橋高分子マトリクスは、多
くの場合、架橋高分子マトリクスがヒドロゲル形態で使用されるため、ヒドロゲル形態で
保持されてもよい。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、反応前水溶液または架橋反応混合物はさらに、エタノール、
メタノール、イソプロパノールなど、ヒアルロン酸が不十分な可溶性を有する、約１０％
～約９０％の有機溶媒を含んでもよい。
【００３３】
　架橋反応が生じた後、架橋高分子マトリクスは、メッシュを通して微粒子化または均質
化されてもよい。これは、注入可能なスラリーまたはヒドロゲルを形成するのを補助し得
る。架橋高分子マトリクスを微粒子化するために使用されるメッシュは、所望の粒径に応
じて、任意の好適な細孔径を有してもよい。いくつかの実施形態では、メッシュは、約１
０ミクロン～約１００ミクロン、約５０ミクロン～約７０ミクロン、または約６０ミクロ
ンの細孔径を有してもよい。
【００３４】
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　架橋分子マトリクスを含むヒドロゲルは、滅菌または他の目的で透析によって処理され
てもよい。透析は、ヒドロゲルと別の液体との間に半透過性膜を配置し、ヒドロゲルおよ
び液体が膜間を通過し得る分子または塩を交換することを可能にすることによって、実施
されてもよい。
【００３５】
　透析膜は、異なり得る分画分子量を有してもよい。例えば、分画は、約５，０００ダル
トン～約１，０００，０００ダルトン、約１０，０００ダルトン～約３０，０００ダルト
ン、または約２０，０００ダルトンであってもよい。
【００３６】
　透析は、緩衝溶液に対して実施されてもよく、ヒドロゲルからの膜の反対側の液体が、
緩衝溶液であってもよいことを意味する。いくつかの実施形態では、緩衝溶液は、リン酸
緩衝液、塩化カリウム、および／または塩化ナトリウムを含んでもよい、滅菌リン酸緩衝
溶液であってもよい。滅菌リン酸緩衝溶液は、ヒト生理学的流体に対して実質的に等浸透
圧性であってもよい。したがって、透析が完了したとき、ヒドロゲルの液体構成成分は、
ヒト生理学的流体に対して実質的に等浸透圧性であり得る。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、架橋巨大分子複合体はさらに、水性液体を含んでもよい。例
えば、架橋巨大分子複合体は、ヒドロゲルが形成されるように、水性液体を吸収してもよ
い。水性液体は、リン酸緩衝液、塩化ナトリウム、塩化カリウムなど、塩が溶解された水
を含んでもよい。いくつかの実施形態では、水性液体は、水、約１００ｍＭ～約２００ｍ
Ｍの濃度の塩化ナトリウム、約２ｍＭ～約３ｍＭの濃度の塩化カリウム、および約５ｍＭ
～約１５ｍＭの濃度のリン酸緩衝液を含んでもよく、液体のｐＨは約７～約８である。
【００３８】
　ヒドロゲルは、軟組織美容製品中で使用されてもよい。美容製品は、動物またはヒトの
任意の部分の任意の美容特性を改善する、任意の製品を含む。軟組織美容製品は、ヒト組
織中に注入またはインプラントするのに好適な形態を有する、美容デバイスと、ヒト組織
中に美容構成成分を注入またはインプラントするための説明書を含む、ラベルと、を含ん
でもよく、美容デバイスは、本明細書に記載される架橋高分子マトリクスを含む。一部の
製品は、ヒドロゲル形態で架橋高分子マトリクスを含んでもよい。
【００３９】
　いくつかの実施形態は、ヒトの解剖学的特徴の美容的な質を改善する方法を含む。ヒト
の解剖学的特徴の美容的な質を改善することは、外観、触感などを含む任意の種類の美容
的な質を改善すること、および顔面、四肢、胸、臀部などを含む、任意の解剖学的特徴を
改善することを含む。ヒトの解剖学的特徴の美容的な質を改善する方法は、ヒトの組織中
に美容デバイスを注入またはインプラントし、それにより解剖学的特徴の美容的な質を改
善することを含んでもよく、美容デバイスは、本明細書に記載される架橋高分子マトリク
ス組成物を含む。いくつかの実施形態では、製品中で使用される架橋高分子マトリクスは
、ヒドロゲル形態であってもよい。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、架橋巨大分子複合体のヒドロゲルは、約１Ｐａ～約１０，０
００Ｐａ、約５０Ｐａ～１０，０００Ｐａ、約５００Ｐａ～約１０００Ｐａ、約５００Ｐ
ａ～約５０００Ｐａ、約８５０Ｐａ、約８５２Ｐａ、約５６０Ｐａ、約５５６Ｐａ、約１
０００Ｐａ、またはこれらの値のいずれかによって境界される範囲中、もしくはこれらの
値のいずれかの間の任意の値の貯蔵弾性率を有してもよい。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、架橋巨大分子複合体のヒドロゲルは、約１Ｐａ～約５００Ｐ
ａ、約１０Ｐａ～２００Ｐａ、約１００Ｐａ～約２００Ｐａ、約２０Ｐａ、約１３１Ｐａ
、約１５２Ｐａ、またはこれらの値のいずれかによって境界される範囲中、もしくはこれ
らの値のいずれかの間の任意の値の損失弾性率を有してもよい。
【００４２】
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　いくつかの実施形態では、架橋巨大分子複合体のヒドロゲルは、約１１ｍＭに対して１
００ｍＭ／分の速度で、ヒドロゲルを含有する１ｍＬの注射器のプランジャーを移動させ
、約４ｍＭ～約１０ｍＭの平均力を測定することによって、ヒドロゲルが、３０Ｇ針注射
器を通して押し出されるとき、約１０Ｎ～約５０Ｎ、約２０Ｎ～３０Ｎ、または約２５Ｎ
の平均押出力を有してもよい。
【００４３】
　架橋高分子マトリクスは、反応条件およびヒドロゲル希釈に基づき、調節可能な膨潤特
性を有してもよい。いくつかの実施形態では、架橋高分子マトリクスは、約２０～約２０
０の膨潤比を有してもよい。膨潤比は、合成後の架橋高分子マトリクスの重量対水なしの
架橋高分子マトリクスの重量の比である。架橋高分子マトリクスは、約１～約７の膨潤力
を有してもよい。膨潤力は、架橋高分子マトリクスが水で飽和したときのその重量対合成
後の架橋高分子マトリクスの重量の比である。
【００４４】
　架橋反応において、ヒアルロン酸の分子量は異なり得る。いくつかの実施形態では、ヒ
アルロン酸は、約２００，０００ダルトン～約１０，０００，０００ダルトン、約５００
，０００ダルトン～約１０，０００，０００ダルトン、約１，０００，０００ダルトン～
約５，０００，０００ダルトン、または約１，０００，０００ダルトン～約３，０００，
０００ダルトンの分子量を有してもよい。架橋反応が生じたとき、得られる巨大分子生成
物は、架橋反応中にヒアルロン酸から得られるヒアルロン酸構成成分を有してもよい。し
たがって、上記に列挙される範囲はまた、ヒアルロン酸構成成分の分子量、例えば、約２
００，０００ダルトン～約１０，０００，０００ダルトン、約５００，０００ダルトン～
約１０，０００，０００ダルトン、約１，０００，０００ダルトン～約５，０００，００
０ダルトン、または約１，０００，０００ダルトン～約３，０００，０００ダルトンに適
用されてもよい。用語「分子量」は、ヒアルロン酸構成成分が架橋によって実際に別個の
分子ではない可能性があっても、この状況でマトリクスの一部に適用される。いくつかの
実施形態では、より高い分子量のヒアルロン酸は、より高い体積弾性率および／またはよ
り低い膨潤を有する可能性がある架橋分子マトリクスをもたらし得る。
【００４５】
　反応前水溶液または架橋反応混合物中のヒアルロン酸の濃度は異なり得る。いくつかの
実施形態では、ヒアルロン酸は、約３ｍｇ／ｍＬ～約１００ｍｇ／ｍＬ、約６ｍｇ／ｍＬ
～約２４ｍｇ／ｍＬ、約１ｍｇ／ｍＬ～約３０ｍｇ／ｍＬ、約６ｍｇ／ｍＬ、約１２ｍｇ
／ｍＬ、約１６ｍｇ／ｍＬ、または約２４ｍｇ／ｍＬで存在する。いくつかの実施形態で
は、より高いヒアルロン酸濃度は、架橋高分子マトリクス中のより高い剛性および／また
はより高い膨潤をもたらし得る。
【００４６】
　任意の種類のコラーゲンが本明細書に記載される方法および組成物で使用され得る。い
くつかの実施形態では、Ｉ型コラーゲン、ＩＩＩ型コラーゲン、ＩＶ型コラーゲン、ＶＩ
型コラーゲン、またはこれらの組み合わせが使用されてもよい。コラーゲンは、細胞培養
、動物組織、または組み換え手段から得られてもよく、ヒト、ブタ、またはウシ源から得
られてもよい。いくつかの実施形態は、ヒト線維芽細胞培養から得られるコラーゲンを含
む。いくつかの実施形態は、ゼラチンに変性されたコラーゲンを含む。
【００４７】
　反応前水溶液または架橋反応混合物のコラーゲン濃度中は異なり得る。いくつかの実施
形態では、コラーゲンは、約１ｍｇ／ｍＬ～約４０ｍｇ／ｍＬ、約１ｍｇ／ｍＬ～約１５
ｍｇ／ｍＬ、約３ｍｇ／ｍＬ～約１２ｍｇ／ｍＬ、約１．７ｍｇ／ｍＬ、約３ｍｇ／ｍＬ
、約６ｍｇ／ｍＬ、約８ｍｇ／ｍＬ、または約１２ｍｇ／ｍＬの濃度で存在してもよい。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、反応前水溶液または反応前水溶液液または架橋反応混合物中
のヒアルロン酸対コラーゲンの重量比（例えば、［重量ヒアルロン酸］／［重量コラーゲ
ン］）は、約０．５～約７、約１～約５、または約１～約３、または約１～約２、または
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約１、または約２であってもよい。架橋反応が生じたとき、得られる巨大分子生成物は、
架橋反応中のコラーゲン由来のコラーゲン構成成分を有してもよい。したがって、得られ
る架橋高分子マトリクスは、架橋反応中の重量比に対応する、ヒアルロン酸構成成分対コ
ラーゲン構成成分の重量比、例えば、約０．５～約７、約１～約３、約１～約２、約１、
または約２を有してもよい。ヒアルロン酸対コラーゲンのより高い重量比は、膨潤が増加
し、剛性が減少し、および／または細胞接着が減少した、架橋高分子マトリクスをもたら
し得る。
【００４９】
　ヒアルロン酸およびコラーゲンの両方の量の増加は、剛性が増加した架橋高分子マトリ
クスをもたらし得る。
【００５０】
　塩は、コラーゲンの正電荷からヒアルロン酸の負電荷を選別するのを補助し得、したが
って、溶液からのポリイオン複合体の沈澱を防ぎ得る。しかしながら、高濃度の塩は、溶
液中のいくつかの構成成分の可溶性を低減し得る。したがって、いくつかの実施形態では
、反応前水溶液または架橋反応混合物の塩濃度は、ポリイオン複合体が形成されないよう
に電荷を選別するのに十分高い可能性があるが、混合物の構成成分が溶液中にとどまるよ
うに十分低い可能性もある。例えば、一部の反応前水溶液または架橋反応混合物の総塩濃
度は、約１０ｍＭ～約１Ｍ、約１００ｍＭ～約３００ｍＭ、または約１５０ｍＭであって
もよい。いくつかの実施形態では、より高い塩濃度は、架橋反応の効率性を高め得、それ
は、より低い膨潤および／またはより高い剛性をもたらし得る。
【００５１】
　反応前水溶液または架橋反応混合物中の一部の塩は、非配位性緩衝液であってもよい。
混合物を緩衝することが可能であり、結合剤または金属原子との配位複合体を形成しない
、任意の非配位性緩衝液が使用されてもよい。好適な非配位性緩衝液の例としては、２－
（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸（ＭＥＳ）、３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスル
ホン酸（ＭＯＰＳ）、４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル）エタンスルホ
ン酸（ＨＥＰＥＳ）、３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］プロパ
ンスルホン酸（ＨＥＰＰＳ）、Ｎ－シクロヘキシル－２－アミノエタンスルホン酸（ＣＨ
ＥＳ）、Ｎ－シクロヘキシル－３－アミノプロパンスルホン酸（ＣＡＰＳ）などが挙げら
れ得るがこれらに限定されない。
【化２】

【００５２】
　非配位性緩衝液の濃度は異なり得る。例えば、一部の反応前水溶液または架橋反応混合
物は、約１０ｍＭ～約１Ｍ、約１０ｍＭ～約５００ｍＭ、約２０ｍＭ～約１００ｍＭ、ま
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または架橋反応混合物は、約２０ｍＭ～約２００ｍＭ、約２０ｍＭ～約１００ｍＭ、約１
００ｍＭ、または約１８０ｍＭの範囲のＭＥＳを含む。
【００５３】
　非緩衝塩もまた、緩衝塩の代わりに、またはそれに加えて、反応前水溶液または架橋反
応混合物中に含まれ得る。いくつかの例としては、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化
リチウム、臭化カリウム、臭化ナトリウム、臭化リチウムなどの無機塩が挙げられ得る。
非緩衝塩の濃度は異なり得る。例えば、一部の混合物は、約１０ｍＭ～約１Ｍ、約３０ｍ
Ｍ～約５００ｍＭ、または約５０ｍＭ～約３００ｍＭの範囲の非緩衝塩濃度を有してもよ
い。いくつかの実施形態では、塩化ナトリウムは、約０．５％ｗ／ｖ～約２％約０．９％
ｗ／ｖ、約１．６％ｗ／ｖ、約２０ｍＭ～約１Ｍ、約４０ｍＭ～約５００ｍＭ、約５０～
３００ｍＭ、約８０ｍＭ～約３３０ｍＭ、約１５０ｍＭ、または約２７０ｍＭの範囲の濃
度で存在してもよい。
【００５４】
　反応前水溶液のｐＨは、架橋反応混合物のｐＨより低くてもよい。反応前水溶液の塩含
有量が低い場合、ｐＨは、ヒアルロン酸およびコラーゲンの可溶性を高めるために低くて
もよい。塩含有量が高い場合、ｐＨは、反応前水溶液中でより高くてもよい。いくつかの
実施形態では、水性反応前混合物のｐＨは、約１～約８、約３～約８、約４～約６、約４
．７～約７．４、または約５．４である。低い塩濃度に対して、ｐＨは、約１～約４また
は約１～約３であってもよい。いくつかの実施形態では、約５．４のｐＨが、より高い剛
性および／またはより低い膨潤を有する架橋高分子マトリクスをもたらし得る。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、ｐＨは、結合剤を添加する前のコラーゲンゲル化または繊維
形成を可能にするように、中性に調節されてもよい。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、ｐＨは、コラーゲンゲル化が低減されるか、または実質的に
生じないように、結合剤を添加する直前、結合剤を添加する頃、または結合剤を添加した
後に、中性に調節されてもよい。
【００５７】
　ヒアルロン酸をコラーゲンに架橋することができる、任意の水溶性結合剤が使用され得
る。結合剤のいくつかの限定されない例としては、Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジ
イミド（ＤＣＣ）、Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）、または１－エ
チル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）などのカルボジイ
ミドが挙げられる。カルボジイミド結合剤は、結合の一部になることなく、エステルまた
はアミド結合形成を促進し得る。換言すれば、エステル結合またはアミド結合は、ヒアル
ロン酸またはコラーゲンのうちの一方からのカルボキシレート基、およびもう一方からの
ヒドロキシル基またはアミン基からの原子を含んでもよい。しかしながら、架橋基の一部
になる他の結合剤が使用されてもよい。結合剤の濃度は異なり得る。いくつかの実施形態
では、結合剤は、約２ｍＭ～約１５０ｍＭ、約２ｍＭ～約５０ｍＭ、約２０ｍＭ～約１０
０ｍＭ、または約５０ｍＭで存在してもよい。いくつかの実施形態では、結合剤は、約２
０ｍＭ～約１００ｍＭ、約２ｍＭ～約５０ｍＭ、または約５０ｍＭの濃度で存在するＥＤ
Ｃである。最大で約５０ｍＭまでのカルボジイミド濃度の増加は、より大きいヒドロゲル
剛性および／またはより低い膨潤を有する架橋高分子マトリクスをもたらし得る。
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【化３】

【００５８】
　架橋反応は、ヒアルロン酸が複数の（例えば、２つ以上の）位置でコラーゲンに共有結
合される、任意の反応を含む。いくつかの実施形態では、架橋反応は、以下の図式１によ
って示され得る。

【化４】

【００５９】
　図式１中、反応官能基の一部のみが図示され、架橋反応において反応し得るが、未反応
のままでもあり得る多くの官能基は、図示されない。例えば、示されないＯＨ、ＣＯ2Ｈ
、－ＮＨＣＯＣＨ3、およびヒアルロン酸上の他の基は、反応し得るが、未反応のままで
もあり得る。同様に、コラーゲンは、ＯＨ、ＳＨ、ＣＯ2Ｈ、ＮＨ2など、反応し得るが、
未反応のままでもあり得る、さらなる基を有し得る。加えて、図示されるよりも少ない基
が反応する場合がある。
【００６０】
　図式１中、ヒアルロン酸上のＣＯ2Ｈなどの官能基は、いくつかの架橋単位を形成する
ために、ＮＨ2およびＯＨなどのコラーゲン上の官能基と反応し得る。架橋単位は一緒に
、架橋構成成分を構成する。図式１中、結合構成成分は、架橋単位の一部にならない。し
かしながら、いくつかの結合剤に対して、１つの結合剤の少なくとも一部は、架橋単位に
組み込まれてもよい。ヒアルロン酸構成成分は、架橋高分子マトリクスの一部になるよう
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なるように反応したコラーゲンを含む。ヒアルロン酸とコラーゲンとの間の架橋に加えて
、ヒアルロン酸またはコラーゲンは、部分的に自己架橋してもよい。したがって、図式１
は、架橋反応の理解の便宜上示されるが、必ずしも実際の化学構造を反映していない。例
えば、架橋分子マトリクスは、ヒアルロン酸巨大分子およびコラーゲン巨大分子のネット
ワークであってもよく、多くの巨大分子は、２つ以上の巨大分子に架橋される。
【００６１】
　架橋反応の結果として、架橋高分子マトリクスは、ヒアルロン酸構成成分をコラーゲン
構成成分に架橋または共有結合する、架橋構成成分を含んでもよい。上記で説明されたよ
うに、架橋構成成分は、ヒアルロン酸構成成分とコラーゲン構成成分との間に、複数の架
橋単位、または個々の共有結合リンクを含む。架橋単位は、結合剤が架橋高分子マトリク
スに組み込まれないように、単純に、ヒアルロン酸構成成分とコラーゲン構成成分との間
の直接結合であってもよい。あるいは、架橋単位は、結合剤の少なくとも一部分が、架橋
高分子マトリクスの一部になるように、結合剤からのさらなる原子または基を含有しても
よい。架橋単位の少なくとも一部分は、エステル結合またはアミド結合を含んでもよい。
いくつかの実施形態では、架橋単位の少なくとも一部分は、－ＣＯＮ－または－ＣＯ2－
であってもよく、ここでＮはアミノ酸残基からの窒素である。
【００６２】
　最終生成物中の架橋反応の速度および架橋単位の数を増加させるために、活性化剤が使
用されてもよい。いくつかの実施形態では、活性化剤は、ヒドロキシベンゾトリアゾール
（ＨＯＢＴ）または１－ヒドロキシ－７－アザベンゾトリアゾール（ＨＯＡＴ）などのト
リアゾール；ペンタフルオロフェノールなどのフッ素化フェノール；Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ）またはＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミド（スルホＮＨＳ）など
のスクシンイミドなどであってもよい。



(15) JP 6389820 B2 2018.9.12

10

20

30

40

50

【化５】

【００６３】
　活性化剤の濃度は異なり得る。いくつかの実施形態では、活性化剤は、約２ｍＭ～約２
００ｍＭ、約２ｍＭ～約５０ｍＭ、約２０ｍＭ～約１００ｍＭ、または約５０ｍＭの濃度
を有してもよい。いくつかの実施形態では、活性化剤は、約２ｍＭ～約５０ｍＭの濃度の
ＮＨＳまたはスルホＮＨＳであってもよい。いくつかの実施形態では、活性化剤は、約２
０ｍＭ～約１００ｍＭ、または約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミド
、ナトリウム塩であってもよい。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、カルボジイミド結合剤および活性化剤を
含んでもよい。いくつかの実施形態では、結合剤は、ＥＤＣであり、活性化剤は、ＮＨＳ
またはスルホＮＨＳである。いくつかの実施形態では、ＥＤＣは、約２ｍＭ～約５０ｍＭ
の濃度で存在し、ＮＨＳまたはスルホＮＨＳは、約２ｍＭ～約５０ｍＭで存在する。
【００６５】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約３ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸、
約３ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩＩＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モル
ホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム
、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んで
もよく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００６６】
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　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約６ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸、
約６ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩＩＩ型コラーゲン、約１８０ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モル
ホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム
、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んで
もよく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００６７】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１６ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約８ｍｇ／ｍＬの濃度のラットＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モル
ホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム
、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んで
もよく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のラットＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モ
ルホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウ
ム、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含ん
でもよく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のラット尾Ｉ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－
モルホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリ
ウム、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイ
ミド、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含
んでもよく、溶液は、約５．３のｐＨを有する。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約３ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸、
約３ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モルホリ
ノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム、約
５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、お
よび約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んでもよ
く、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約６ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モルホ
リノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム、
約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、
および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んでも
よく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１６ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約８ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モルホ
リノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム、
約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、
および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んでも
よく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
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、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モル
ホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム
、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んで
もよく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約２４ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約１２ｍｇ／ｍＬの濃度のヒトＩ型コラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モル
ホリノ）エタンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム
、約５０ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
、および約５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んで
もよく、溶液は、約５．４のｐＨを有する。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１６ｍｇ／ｍＬの濃度のヒアルロン酸
、約８ｍｇ／ｍＬの濃度のコラーゲン、約１００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モルホリノ）エ
タンスルホン酸、約０．９重量％または約１５０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム、約５０ｍ
Ｍの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、および約
５０ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を含んでもよく、溶
液は、約５．４のｐＨを有する。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、架橋反応混合物は、約１ｍｇ／ｍＬ～約２０ｍｇ／ｍＬの濃
度のヒアルロン酸、約１ｍｇ／ｍＬ～約１５ｍｇ／ｍＬの濃度のブタＩ型コラーゲン、約
２０ｍＭ～約２００ｍＭの濃度の２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸、約０．５重
量％～約２重量％または約８０ｍＭ～約３３０ｍＭの濃度の塩化ナトリウム、約２０ｍＭ
～約１００ｍＭの濃度の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド、および約２０ｍＭ～約１００ｍＭの濃度のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナト
リウム塩を含んでもよく、溶液は、約４～約６のｐＨを有する。
【実施例】
【００７７】
実施例１
　１０ｍＭのＨＣｌ（Ｆｉｂｒｏｇｅｎ）中の１０ｍＬの３ｍｇ／ｍＬのＩＩＩ型コラー
ゲン溶液中に、３０ｍｇの２ＭＤａヒアルロン酸ナトリウム塩（Ｃｏｒｎｅａｌ）を溶解
することによって、ヒアルロン酸およびコラーゲンの溶液を作成した。２－（Ｎ－モルホ
リノ）エタンスルホン酸緩衝塩（１９５．２ｍｇ）を９０ｍｇのＮａＣｌと共に溶液に添
加し、ｐＨ２．５で反応前溶液を形成した。次いで、２００μＬの１Ｎ　ＮａＯＨの添加
によって、ｐＨを５．４に調節した。次に、９５．９ｍｇの１－エチル－３－（３－ジメ
チルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌおよび１０８．６ｍｇのＮ－ヒドロキシスル
ホスクシンイミドナトリウム塩を、ヒアルロン酸／コラーゲン（ＩＩＩ）溶液に添加し、
完全に混合した。ゲルを６０ミクロンの細孔径のメッシュを通して微粒子化する前に、架
橋反応を１８時間継続した。サイズ決定後、４℃で３時間、７０％イソプロパノール／３
０％水に対する、２０ｋＤａの分画分子量のセルロースエステル膜を通した透析によって
、ゲルを滅菌した。次いで、緩衝液を４回交換し、４℃で７２時間、滅菌リン酸緩衝液に
対して透析を継続した。次いで、ゲルを無菌条件下で注射器に分注した。
【００７８】
実施例２
　ｐＨ４．７で、０．９重量％ＮａＣｌを有する、２０ｍＬの１００ｍＭの２－（Ｎ－モ
ルホリノ）エタンスルホン酸緩衝液中に、６０ｍｇの２ＭＤａヒアルロン酸ナトリウム塩
（Ｃｏｒｎｅａｌ）を溶解することによって、ヒアルロン酸の溶液を作成した。ヒアルロ
ン酸の完全水和および溶解後、この溶液を１０ｍＭのＨＣｌ（Ｆｉｂｒｏｇｅｎ）中の２
０ｍＬの３ｍｇ／ｍＬのヒトコラーゲン（ＩＩＩ）溶液と混合した。得られるヒアルロン
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酸／コラーゲン（ＩＩＩ）溶液のｐＨを、１Ｎ　ＮａＯＨで５．４に調節した。次いで、
溶液を乾燥スポンジ状に凍結乾燥し、１０ｍＬの蒸留水中で再構成し、６ｍｇ／ｍＬのヒ
アルロン酸および６ｍｇ／ｍＬのコラーゲン（ＩＩＩ）の溶液を得た。次に、１９２ｍｇ
の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌおよび２１７
ｍｇのＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を、ヒアルロン酸／コラーゲン
（ＩＩＩ）溶液に添加し、完全に混合した。ゲルを６０ミクロンの細孔径のメッシュを通
して微粒子化する前に、架橋反応は１８時間継続した。サイズ決定後、４℃で３時間、７
０％イソプロパノール／３０％水に対する、２０ｋＤａの分画分子量のセルロースエステ
ル膜を通した透析によって、ゲルを滅菌した。次いで、緩衝液を４回交換し、４℃で７２
時間、滅菌リン酸緩衝液に対して透析を継続した。次いで、ゲルを無菌条件下で注射器に
分注した。
【００７９】
実施例３
　ラット尾コラーゲン（Ｉ）（Ｒｏｃｈｅ）を０．０１Ｎ塩酸中に２０ｍｇ／ｍＬで溶解
した。ｐＨ４．７で、０．９重量％ＮａＣｌを有する、１００ｍＭの２－（Ｎ－モルホリ
ノ）エタンスルホン酸緩衝塩（ＭＥＳ）緩衝液中に、ヒアルロン酸、２ＭＤａ分子量、（
Ｃｏｒｎｅａｌ）を４０ｍｇ／ｍＬで溶解した。ｐＨ４．７で０．９重量％ＮａＣｌを有
する、１００ｍＭのＭＥＳ緩衝液中に、４３ｍｇのＮａＣｌおよび９５ｍｇのＭＥＳ緩衝
塩を溶解することによって、ｐＨ６．３のＭＥＳ緩衝液（５００ｍＭ）を作成した。４．
２ｇのラットコラーゲン（Ｉ）溶液、４．２ｇのヒアルロン酸溶液、および１．０５ｍＬ
のＭＥＳ緩衝液を混合することによって、反応前溶液を作成した。ｐＨ５．２で、０．９
重量％ＮａＣｌを有する、５３０μＬの１００ｍＭのＭＥＳ緩衝液中の、１１４ｍｇのＮ
－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩から、活性化溶液を作製した。ｐＨ５．
２で、０．９重量％ＮａＣｌを有する、５３０μＬの１００ｍＭのＭＥＳ緩衝液中の、１
００．６ｍｇの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌ
から、結合溶液を作製した。次いで、９ｇのヒアルロン酸／コラーゲン溶液に、５００μ
Ｌの活性化溶液、続いて５００μＬの結合溶液を添加することによって、反応混合物を作
成した。反応混合物をガラスバイアルに移し、４０００ＲＰＭで５分間遠心分離し、気泡
を除去した。反応を４℃で１８時間継続した。次いで、１００ミクロンの細孔径のメッシ
ュを通して、ゲルを微粒子化した。サイズ決定後、４℃で３時間、７０％イソプロパノー
ル／３０％水に対する、２０ｋＤａの分画分子量のセルロースエステル膜を通した透析に
よって、ゲルを滅菌した。次いで、緩衝液を４回交換し、４℃で７２時間、滅菌リン酸緩
衝液に対して透析を継続した。次いで、ゲルを無菌条件下で注射器に分注した。
【００８０】
実施例４
　２０ｋＤａの分画分子量の遠心濾過装置を使用して、０．０１Ｎ塩酸中のラット尾コラ
ーゲン（Ｉ）を５ｍｇ／ｍＬから１２ｍｇ／ｍＬに濃縮した。ヒアルロン酸（１２０ｍｇ
、２ＭＤａ）を１０ｍＬのコラーゲン溶液に添加し、６０分間水和させた。次いで、ルア
ー－ルアーコネクタを通して注射器から注射器に通すことによって、溶液を均質化した。
次いで、９０ｍｇのＮａＣｌ（０．９重量％）および２００ｍｇの２－（Ｎ－モルホリノ
）エタンスルホン酸緩衝塩（１００ｍＭ）を溶液に添加し、混合した。次いで、９８ｍｇ
の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌおよび１１１
ｍｇのＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩（それぞれ５０ｍＭ）を溶液に
添加し、迅速に混合した。最後に、２００μＬの１Ｎ　ＮａＯＨを溶液に添加し、注射器
から注射器への通過によって混合した。反応溶液をガラスバイアルに移し、４０００ＲＰ
Ｍで５分間遠心分離し、気泡を除去した。反応を４℃で１８時間継続した。次いで、１０
０ミクロンの細孔径のメッシュを通して、ゲルを微粒子化した。サイズ決定後、４℃で３
時間、７０％イソプロパノール／３０％水に対する、２０ｋＤａの分画分子量のセルロー
スエステル膜を通した透析によって、ゲルを滅菌した。次いで、緩衝液を４回交換し、４
℃で７２時間、滅菌リン酸緩衝液に対して透析を継続した。次いで、ゲルを無菌条件下で
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注射器に分注した。
【００８１】
実施例５
　Ａｎｔｏｎ　Ｐａａｒ　ＭＣＲ　３０１を使用して、ゲルの機械的特性を特徴付けるた
めに、振動平行板レオロジーを使用した。１ｍｍの隙間高さで２５ｍｍの板直径を使用し
た。周波数が対数的に増加する、２％の固定ひずみでの０．１～１０Ｈｚの周波数掃引を
適用し、続いて、ひずみが対数的に増加する、５Ｈｚの固定周波数での０．１％～３００
％の間のひずみ掃引を適用した。５Ｈｚでの周波数掃引測定から、貯蔵弾性率（Ｇ’）お
よび損失弾性率（Ｇ”）を決定した。
【００８２】
　実施例１からのゲルは、５０５Ｐａの貯蔵弾性率（Ｇ’）および７０Ｐａの損失弾性率
（Ｇ”）を有した。
【００８３】
　実施例３からのゲルは、２，５８０Ｐａの貯蔵弾性率（Ｇ’）および１５５Ｐａの損失
弾性率（Ｇ”）を有した。
【００８４】
　実施例３からのゲルに対する周波数およびひずみ掃引は、図１に示される。
【００８５】
実施例６
　ゲルを押し出すために必要とされる力を決定するために、Ｂｌｕｅｈｉｌｌ　２ソフト
ウェアを有するＩｎｓｔｒｏｎ　５５６４を使用して、３０Ｇ針を通した１ｍＬのＢＤ注
射器からゲルを放出した。１１．３５ｍｍに対して１００ｍｍ／分の速度でプランジャー
を押し、押出プロファイルを記録した。
【００８６】
　実施例３からのゲルに対する３０Ｇ針を通した押出プロファイルは、図２に示される。
ゲルは、４～１０ｍｍまで、１２．２Ｎの平均押出力を有した。
【００８７】
実施例７
　ゲルを液体窒素中で急速冷凍し、凍結乾燥によって乾燥させた。次いで、Ｈｉｔａｃｈ
ｉ　Ｓ－４５００走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を使用して、乾燥試料を撮像した。実施例
４からのゲルのＳＥＭ画像は、５０Ｘ（Ａ）、１，０００Ｘ（Ｂ）、および４０，０００
Ｘ（Ｃ）で、図３に示される。コラーゲン（Ｉ）の原線維の特性は、ヒドロゲル中で部分
的に保存される。
【００８８】
実施例８
　２０ｋＤａの分画分子量の遠心濾過装置を使用して、０．０１Ｎ塩酸中のラット尾コラ
ーゲン（Ｉ）を５ｍｇ／ｍＬから１２ｍｇ／ｍＬに濃縮した。ヒアルロン酸ナトリウム塩
（１２０ｍｇ、２ＭＤａ）を１０ｍＬのコラーゲン溶液に添加し、６０分間水和させた。
次いで、ルアー－ルアーコネクタを通して注射器から注射器に通すことによって、溶液を
均質化し、９３ｍｇのＮａＣｌ、２０１ｍｇの２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸
緩衝塩、および２００μＬの１Ｎ　ＮａＯＨを溶液に添加し、混合した。１－エチル－３
－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌ（９８ｍｇ）および１１１ｍｇ
のＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩を添加し、最終溶液を、注射器から
注射器への通過によって混合した。反応溶液をガラスバイアルに移し、４０００ＲＰＭで
５分間遠心分離し、気泡を除去した。反応を４℃で１６時間継続した。次いで、６０ミク
ロンの細孔径のメッシュを通して、ゲルを微粒子化した。サイズ決定後、４℃で３時間、
７０％イソプロパノール／３０％水に対する、２０ｋＤａの分画分子量のセルロースエス
テル膜を通した透析によって、ゲルを滅菌した。次いで、緩衝液を４回交換し、４℃で７
２時間、滅菌リン酸緩衝液に対して透析を継続した。次いで、ゲルを無菌条件下で注射器
に分注した。
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【００８９】
実施例９
　Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット中の５０μＬの皮内試料注入によって、ゲルの生
体適合性を試験した。インプラントを１週目で除去し、Ｈ＆Ｅおよびマクロファージマー
カーＣＤ６８染色による組織像によって、エクスプラントを分析した。染色度に基づき、
ＣＤ６８染色の３つの２０Ｘ画像を０から４までスコア付けした。次いで、これらの値を
平均化し、試料スコアを得た。各ゲルに対する４つの試料を分析した。実施例３、４、お
よび８、ならびにいくつかの市販の真皮充填剤の生体適合性試験の結果は、表１に示され
る。
【表１】

【００９０】
実施例１０
　ＩＳＯ１０９９３－５のアガロース・オーバーレイ法：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｖａ
ｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅｓ－Ｐａｒｔ５：Ｔｅｓｔｓ　ｆ
ｏｒ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙに従って、ＮＡＭＳＡによって、実
施例４からのゲルの細胞毒性を決定した。フィルタディスク上に配置した０．１ｍＬのゲ
ル、ならびにフィルタディスク上に配置した０．１ｍＬの０．９％ＮａＣｌ溶液、および
陰性対照として１ｃｍの長さの高密度ポリエチレン、および陽性対照として１ｃｍ×１ｃ
ｍのラテックス片を、三重ウェルに投与した。Ｌ９２９マウス線維芽細胞のサブコンフル
エント単層を直接覆うアガロース表面上に、それぞれを配置した。２４時間、５％ＣＯ2

中で３７℃のインキュベーション後、任意の異常細胞形態および細胞溶解に対して、肉眼
的および顕微鏡的に培養物を検査した。試料に近接した細胞溶解の領域に基づき、試験物
品を０から４までスコア付けした。
【００９１】
　実施例４からのゲルは、任意の細胞溶解または毒性を引き起こした証拠は示さず、細胞
毒性に対して０点を得た。
【００９２】
実施例１１
　ＩＳＯ　１０９９３－１０Ｌ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅｓ－Ｐａｒｔ　１０：Ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　Ｉｒｒｉｔａ
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｄｅｌａｙｅｄ－Ｔｙｐｅ　Ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙに従
って、ＮＡＭＳＡによって、実施例４からのウサギにおけるゲルの皮内反応を評価した。
ゲルの抽出物を０．９％ＮａＣｌ溶液（４：２０のゲル：生理食塩水の比）中で調製し、
３匹の動物のそれぞれの背部右側の５つの別々の部位に、０．２ｍＬの抽出物を皮内注射
した。各動物の背部左側に、抽出物対照を同様に注射した。紅斑および浮腫の徴候に対し
て、注射の２４、４８、および７２時間後に注射部位を観察した。紅斑および浮腫をそれ
ぞれ、各動物の各時点に対する各部位において、０～４のスケールでスコア付けした。ス
コア合計をスコアの総数で割ることによって、全体の平均スコアを決定した。
【００９３】
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　実施例４からのゲルは、全体の対照群のスコアと同様に、０の全体の平均スコアを有し
た。これは、ゲル抽出物からの紅斑または浮腫の徴候がないことを示す。
【００９４】
実施例１２
　ヒアルロン酸ナトリウム塩、２ＭＤａの分子量を、０．０１Ｎ塩酸中のヒトコラーゲン
（Ｉ）溶液（Ａｄｖａｎｃｅｄ　ＢｉｏＭａｔｒｉｘ）中に溶解した。溶液に、塩化ナト
リウムを０．９重量％で添加し、ＭＥＳを１００ｍＭで添加し、混合した。ヒアルロン酸
を１時間水和させ、注射器から注射器への混合によって、溶液を均質化した。１Ｎ水酸化
ナトリウムの添加によって、溶液のｐＨを５．４に調節した。１－エチル－３－（３－ジ
メチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌ（５０ｍＭ）およびＮ－ヒドロキシスルホ
スクシンイミドナトリウム塩（５０ｍＭ）を、ヒアルロン酸／コラーゲン溶液に添加し、
注射器から注射器への移動によって迅速に混合した。溶液をガラスバイアルに移し、４０
００ＲＰＭで５分間遠心分離し、気泡を除去した。得られるゲルを４℃で１６時間反応さ
せた。次いで、１００ミクロンの細孔径のメッシュを通して、ゲルを微粒子化した。サイ
ズ決定後、４℃で３時間、７０％イソプロパノール／３０％水に対する、２０ｋＤａの分
画分子量のセルロースエステル膜を通した透析によって、ゲルを滅菌した。次いで、緩衝
液を４回交換し、４℃で７２時間、滅菌リン酸緩衝液、ｐＨ７．４に対して透析を継続し
た。次いで、ゲルを無菌条件下で注射器に分注した。
【００９５】
　異なる濃度のヒアルロン酸およびコラーゲンを有するヒドロゲルを生成するために、こ
の手順を使用した。必要な場合、２０ｋＤａの分画分子量の遠心濾過装置中で、０．０１
Ｎ塩酸中のヒトコラーゲン（Ｉ）を、３ｍｇ／ｍＬから所望の反応濃度まで濃縮した。各
ゲルの５０ｍＬの試料を合成し、７０％イソプロパノールへの曝露によって滅菌し、リン
酸緩衝液、ｐＨ７．４に対する透析によって精製した。合成したゲルは、それらのレオロ
ジー特性と共に、表２に記載される。Ａｎｔｏｎ　Ｐａａｒ　ＭＣＲ　３０１を使用して
、ゲルのレオロジー特性を特徴付けるために、振動平行板レオロジーを使用した。１ｍｍ
の隙間高さで２５ｍｍの板直径を使用した。２％のひずみおよび５Ｈｚで、貯蔵弾性率（
Ｇ’）および損失弾性率（Ｇ”）を決定した。

【表２】

【００９６】
実施例１３
　ゲル中の生体高分子濃度を決定するために、水和ゲルの重量を乾燥ゲルの重量と比較し
た。ゲルの２ｍＬの試料を計量し、液体窒素中での急速冷凍、続いて、－５０℃および０
．０２トールの凍結乾燥によって乾燥させた。適切な緩衝液の溶液もまた計量し、ゲルの
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塩含有量を構成するように同じ方法で乾燥させた。湿潤ゲルに対して１ｇ／ｍＬの密度を
仮定して、乾燥重量を湿潤体積で割ることによって、ゲルの総固形分を計算し、ｍｇ／ｍ
Ｌでの値を得た。次いで、塩固形分をこの値から引き、ゲル中の生体高分子濃度を決定し
た。
【表３】

【００９７】
実施例１４
　ゲルに対する膨潤比を、初期の含水量と比較して決定し、リン酸緩衝液での平衡後のゲ
ル質量の増加を監視することによって測定した。各ゲルに対して、約１ｍＬを１５ｍＬの
ファルコンチューブに注入し、計量し、続いて１０ｍＬのリン酸緩衝食塩水、ｐＨ７．４
を添加した。ゲルを緩衝液と完全に混合し、３０秒間ボルテックスした。次いで、４℃で
４８時間、ゲルを緩衝液中で平衡化させた。この後、５分間、スウィング型ロータ中で、
４０００ＲＰＭで、懸濁液を遠心分離した。次いで、上清緩衝液を静かに移し、膨潤ゲル
の重量を測定した。膨潤ゲルの最終重量を初期ゲルの重量で割ることによって、膨潤比を
決定した。
【表４】

【００９８】
実施例１５
　ヒアルロン酸（８００ｍｇ、２ＭＤａの分子量）を０．０１Ｎ塩酸中の５０ｍＬの８ｍ
ｇ／ｍＬのブタコラーゲン（Ｉ）溶液中に溶解した。溶液に、塩化ナトリウムを０．９重
量％で添加し、２－［モルホリノ］エタンスルホン酸を１００ｍＭで添加し、混合した。
ヒアルロン酸を１時間水和させ、注射器から注射器への混合によって、溶液を均質化した
。１Ｎ水酸化ナトリウムの添加によって、溶液のｐＨを５．４に調節した。１－エチル－
３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌ（５０ｍＭ）およびＮ－ヒド
ロキシスルホスクシンイミドナトリウム塩（５０ｍＭ）を、ヒアルロン酸／コラーゲン溶
液に添加し、注射器から注射器への移動によって迅速に混合した。溶液をガラスバイアル
に移し、４０００ＲＰＭで５分間遠心分離し、気泡を除去した。得られるゲルを４℃で１
６時間反応させた。次いで、１００ミクロンの細孔径のメッシュを通して、ゲルを微粒子
化した。サイズ決定後、４℃で３時間、７０％イソプロパノール／３０％水に対する、２
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０ｋＤａの分画分子量のセルロースエステル膜を通した透析によって、ゲルを滅菌した。
次いで、緩衝液を４回交換し、４℃で７２時間、滅菌リン酸緩衝液、ｐＨ７．４に対して
透析を継続した。次いで、ゲルを無菌条件下で注射器に分注した。
【００９９】
実施例１６
　ヌードマウスの背部の小切開を通るカニューレを介して、試料ヒドロゲルの皮下ボーラ
ス注射（１ｍＬ）が実施される。注射される試料は、１６ｍｇ／ｍＬの架橋ヒアルロン酸
、１６ｍｇ／ｍＬの架橋ヒトコラーゲン（Ｉ）、および実施例１２からの試料Ｂの架橋ヒ
アルロン酸－ヒトコラーゲン（Ｉ）ヒドロゲルからなる。６週目に、細胞内部成長および
組織浸潤の組織学的評価と共に、試料の体積継続時間が決定される。架橋ヒアルロン酸は
、９０％の体積継続時間を有し、架橋ヒトコラーゲン（Ｉ）は、３０％の体積継続時間を
有し、架橋ヒアルロン酸－ヒトコラーゲン（Ｉ）は、８５％の体積継続時間を有すること
がわかる。組織学的評価は、架橋ヒアルロン酸および架橋コラーゲンが組織内部成長をほ
とんどまたは全く有しないことを示し、一方で、細胞および新しく沈着した細胞外マトリ
クスは、ヒアルロン酸－ヒトコラーゲン（Ｉ）試料全体にわたって見られる。
【０１００】
　別段の指示がない限り、明細書および特許請求の範囲で使用される、成分の量、分子量
、反応条件などの特性を表す全ての数字は、用語「約」によって全ての場合において修飾
されるものとして理解されるものとする。したがって、反対の指示がない限り、明細書お
よび添付の特許請求の範囲に記載される数値パラメータは、得られることが求められる所
望の特性に応じて異なり得る、近似値である。少なくとも、かつ特許請求の範囲の同等物
の原理の適用を制限する試みとしてではなく、各数値パラメータは、報告された重要な桁
数を考慮して、かつ通常の丸め技術の適用によって、少なくとも解釈されるべきである。
【０１０１】
　用語「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」、および本発明を記載する文脈中（特に、以下の特
許請求の範囲の文脈中）で使用される同様の指示対象は、本明細書に別段の指示がない限
り、または文脈によって明確に矛盾しない限り、単数および複数の両方を含むと解釈され
るものとする。本明細書に記載される全ての方法は、本明細書に別段の指示がない限り、
または文脈によって明確に矛盾しない限り、任意の好適な順序で実施され得る。本明細書
に提供されるありとあらゆる例または例示的な用語（例えば、「など」）の使用は、本発
明の理解をより容易にすることのみを目的とし、いかなる特許請求の範囲にも制限を課さ
ない。明細書中のいかなる用語も、本発明の実施に不可欠な任意の非請求の要素を示すも
のとして解釈されるべきではない。
【０１０２】
　本明細書に開示される代替要素または実施形態の群分けは、制限することと解釈される
ものではない。各群のメンバーは、個々に、または群の他のメンバーもしくは本明細書に
見られる他の要素と任意に組み合わせて、言及および請求されてもよい。群の１つ以上の
メンバーが、利便性および／または特許性の理由から、群に含まれるか、または群から削
除され得ることが予想される。任意のそのような群への包含または群からの削除が行われ
る場合、本明細書は、修正された群を含有し、したがって、添付の特許請求の範囲に使用
される全てのマーカッシュ群の記述を満たすものとみなされる。
【０１０３】
　本発明を実施するための、本発明者らに既知の最良の形態を含む、ある特定の実施形態
が本明細書に記載される。当然のことながら、これらの記載された実施形態の変化形は、
上記の説明を読むことによって、当業者に明らかとなるであろう。本発明者らは、当業者
が必要に応じて、記載された実施形態の変化形を採用することを予想し、本発明者らは、
本発明が本明細書に具体的に記載されるものとは別の方法で実施されることを意図する。
したがって、特許請求の範囲は、適用法によって認められるような、特許請求の範囲に記
述される主題の全ての修正物および同等物を含む。さらに、本明細書に別段の指示がない
限り、または文脈によって明確に矛盾しない限り、その全ての考えられる変化形における
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上記の要素の任意の組み合わせが考えられる。
【０１０４】
　最後に、本明細書に開示される実施形態は、特許請求の範囲の原理を例示するものであ
ることが理解されたい。採用され得る他の修正物は、特許請求の範囲内である。したがっ
て、限定ではなく一例として、代替の実施形態が、本明細書の教示に従って利用されても
よい。したがって、特許請求の範囲は、正確に図示および記載されるような実施形態に限
定されない。

【図１】 【図２】
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【図３】
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