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(57)【要約】
【課題】レザーに見出される天然構成要素を組み込んだ、優れた強度、ならびに一様性お
よび非異方性を有するバイオファブリケーテッドレザーを提供すること。
【解決手段】本発明は、バイオファブリケーテッド材料および二次構成要素を含む複合材
料を製造するための方法を対象とする。二次構成要素は、多孔質材料、例えば、バイオフ
ァブリケーテッド材料でコーティングされている、またはそうでなければ、接触されてい
る紙、セルロース、または布のシートであってもよい。バイオファブリケーテッド材料は
、架橋コラーゲンフィブリルの一様なネットワークを含み、複合材料に対して強度、弾性
および美的外観を与える。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料を、少なくとも１種の多孔質、
透過性、または吸収性二次構成要素の中または上に分散させ、封入し、組み込み、堆積さ
せ、またはそうでなければ、導入するステップであって、前記少なくとも１種のバイオフ
ァブリケーテッド材料は、非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含み、前記材料
中の前記コラーゲンフィブリルの１０重量％未満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲ
ン線維の形態、それらの長さの１００μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態、ま
たはその両方の形態であり；前記材料は、４０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少
なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｉｉ）少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料を、少なくとも１種の多孔質
、透過性、または吸収性二次構成要素の中または上に分散させ、封入し、組み込み、堆積
させ、またはそうでなければ、導入するステップであって、前記および少なくとも１種の
バイオファブリケーテッド材料は、組換え非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを
含み、前記コラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプロリンおよび任意選択で、実質的に
ヒドロキシリシンを含まず；前記材料は、２５重量％以下の水を含み；かつ前記材料は、
少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｉｉｉ）上面および下面、または内面および外面を有する少なくとも１種の二次構成
要素を、非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファ
ブリケーテッド材料と層状化し、積層し、堆積させ、コーティングし、またはそうでなけ
れば、接触させるステップであって、前記材料中の前記コラーゲンフィブリルの１０重量
％未満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態、それらの長さの１００μｍ
以上に対して整列されたフィブリルの形態、またはその両方の形態であり；前記材料は、
４０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；
または
　（ｉｖ）上面および下面、または内面および外面を有する少なくとも１種の二次構成要
素を、組換え非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオ
ファブリケーテッド材料と層状化し、積層し、堆積させ、コーティングし、またはそうで
なければ、接触させるステップであって、前記コラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプ
ロリンおよび任意選択で、実質的にヒドロキシリシンを含まず；前記材料は、２５重量％
以下の水を含み；かつ前記材料は、少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｖ）少なくとも１種の二次構成要素の上面および下面、または内面および外面を、非
ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブリケーテ
ッド材料で、サンドイッチ状にはさみ、層状化し、積層し、コーティングし、またはそう
でなければ、被覆するステップであって、前記材料中の前記コラーゲンフィブリルの１０
重量％未満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態、それらの長さの１００
μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態、またはその両方の形態であり；前記材料
は、４０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステッ
プ；または
　（ｖｉ）少なくとも１種の二次構成要素の上面および下面、または内面および外面を、
組換え非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブ
リケーテッド材料で、サンドイッチ状にはさみ、層状化し、積層し、コーティングし、ま
たはそうでなければ、被覆するステップであって、前記コラーゲンは、実質的に３－ヒド
ロキシプロリンを含まず；前記材料は、２５重量％以下の水を含み；かつ前記材料は、少
なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ
を含む、複合材料を作製するための方法。
【請求項２】
　前記方法が（ｉ）であり、かつ前記少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料が
、任意の順序で、
　非ヒトコラーゲン分子の水溶液または懸濁液をコラーゲンフィブリルにフィブリル化す
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るステップ、
　前記コラーゲンフィブリルを、それらを少なくとも１種の架橋剤と接触させることによ
って架橋するステップ、
　前記架橋コラーゲンフィブリルを、それらが４０重量％未満の水を含むように脱水する
ステップ、
　少なくとも１重量％の少なくとも１種の潤滑剤を前記材料中に組み込むことによって潤
滑するステップ、
を含むプロセスによって製造される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記バイオファブリケーテッド材料が、組換えコラーゲンをフィブリル化することによ
って製造される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記方法が（ｉｉ）であり、かつ前記少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料
が、任意の順序で、
　組換え非ヒトコラーゲン分子の水溶液または懸濁液をコラーゲンフィブリルにフィブリ
ル化するステップ、
　前記コラーゲンフィブリルを、それらを少なくとも１種の架橋剤と接触させることによ
って架橋するステップ、
　前記架橋コラーゲンフィブリルを、それらが２５重量％未満の水を含むように脱水する
ステップ、
　少なくとも１重量％の少なくとも１種の潤滑剤を前記材料中に組み込むことによって潤
滑するステップ、
を含むプロセスによって製造される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記フィブリル化するステップ、架橋するステップ、脱水するステップおよび／または
潤滑するステップが、前記バイオファブリケーテッド材料中前記コラーゲンフィブリルの
１０重量％未満を、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態、それらの長さの１
００μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態、またはその両方の形態でもたらす時
間および条件下で行われる、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記バイオファブリケーテッド材料を、前記二次構成要素の上面もしくは下面、または
内面および外面の中または上に導入するステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　一旦導入された前記バイオファブリケーテッド材料を架橋するステップをさらに含む、
請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　一旦導入された前記バイオファブリケーテッド材料を脱水するステップをさらに含む、
請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　一旦導入された前記バイオファブリケーテッド材料を潤滑するステップをさらに含む、
請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　前記バイオファブリケーテッド材料を、前記二次構成要素の中または上に、濾過、ディ
ッピング、噴霧またはコーティングによって導入するステップを含む、請求項６に記載の
方法。
【請求項１１】
　前記バイオファブリケーテッド材料を、前記二次構成要素の片側だけに適用するステッ
プを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　前記バイオファブリケーテッド材料を、前記二次構成要素の両側に適用するステップを
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含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１３】
　前記バイオファブリケーテッド材料を、前記二次構成要素の２つの層間に層状化するス
テップを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１４】
　前記二次構成要素が、繊維、織布もしくは不織布、または他の繊維状材料を含む、請求
項６に記載の方法。
【請求項１５】
　前記少なくとも１種の二次構成要素を、前記バイオファブリケーテッド材料の中にまた
はそれと一緒に包埋または混合するステップを含む、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１６年２月１５日に出願された米国仮出願第６２／２９５，４３５号に
対する優先権を主張し、これはその全体が参照により組み込まれている。本出願は、「操
作レザーおよびその製造方法（ENGINEERED LEATHER AND METHODS OF MANUFACTURE THEREO
F)」と表題され、２０１３年３月２８日に出願された米国特許出願第１３／８５３，００
１号；「操作レザーおよびその製造方法（ENGINEERED LEATHER AND METHODS OF MANUFACT
URE THEREOF)」と表題され、２０１５年１２月１１日に出願された米国特許出願第１４／
９６７，１７３号；および「強化された操作生体材料およびその製造方法（REINFORCED E
NGINEERED BIOMATERIALS AND METHODS OF MANUFACTRUING THEREOF）」と表題され、２０
１５年１１月３日に出願されたＰＣＴ特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１５／０５８７９４号
に関連する。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、従来のレザー製品と比較して優れた強度、非異方性、および一様性を示すが
、天然レザーの外観、感触およびその他の美的特性を有する、非束（unbundled）および
ランダム配向三量体コラーゲンフィブリルから構成されるバイオファブリケーテッド（bi
ofabricated）レザー材料に関する。プラスチック樹脂から構成される合成レザー製品と
は違って、本発明のバイオファブリケーテッドレザーは、レザーの天然構成要素である、
コラーゲンをベースとする。
【背景技術】
【０００３】
　関連技術の説明
　レザー。レザーは、家具、室内装飾品、衣類、靴、旅行かばん、ハンドバッグおよびア
クセサリーを含む膨大な用途ならびに自動車用途で使用されている。レザーの推定世界貿
易額は、およそ１年当たり１０００億米ドルであり（Future Trends in the World Leath
er Products Industry and Trade, United Nations Industrial Development Organizati
on, Vienna, 2010）、レザー製品に対する継続して、増加する需要がある。この需要を満
たすための新しい方法が、レザーの製造の経済的、環境的および社会的コストの観点で必
要とされる。技術的および美的トレンドに遅れないために、レザー製品の製造者および使
用者は、優れた強度、一様性、加工性、および天然構成要素を取り込む流行の魅力的な美
的特性を示す新しい材料を求めている。
【０００４】
　天然レザーは、家畜の飼育を必要とする動物のスキンから製造される。しかしながら、
家畜の飼育は、膨大な量の飼料、牧草地、水、および化石燃料を必要とする。家畜の飼育
はまた、メタンのような温室ガスの発生を含めて、空気および水路の汚染をもたらす。米
国での一部の州、例えば、カリフォルニアは、家畜により発生したメタンなどの汚染物質
の量に課税することがある。家畜の飼育のコストが上昇するにつれて、レザーのコストは
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上昇する。
【０００５】
　世界のレザー産業界は、１年当たり１０億匹を超える動物を屠殺している。ほとんどの
レザーは、工場式畜産を営み、動物福祉法を欠き、またはこのような法律が大部分もしく
は完全には未施行である国で、製造されている。この非人道的状況下での屠殺は、多くの
社会的意識のある人々の反対を招くものである。その結果として、動物の虐待もしくは屠
殺なしに人道的に製造される、または屠殺される動物の数を最小にする様式で製造される
製品に対して、天然レザー製品の使用に倫理的、道徳的または宗教的に反対する消費者か
らの需要がある。
【０００６】
　動物のスキンの取り扱いおよびそのレザーへの加工はまた、動物のスキンの取り扱いが
、作業者を炭疽および他の病原菌ならびにレザーダスト中のものなどのアレルゲンに曝露
させ得るので、健康上のリスクを引き起こす。動物の工場式畜産は、インフルエンザ（例
えば、「鳥インフルエンザ」）および最終的には突然変異し、ヒトに感染し得る他の感染
性疾患の伝染の一因となる。動物由来の製品は、ウイルスおよびプリオン（「狂牛病」）
による汚染の影響も受けやすい。製造者および消費者に安心感をもたらすために、これら
のリスクを提示しないレザー製品に対する需要が存在する。
【０００７】
　天然レザーは、一般に動物のローハイド（rawhide）およびスキン、例えば、牛皮（cat
tle hide）を加工することによって創出された、耐久性かつ可撓性の材料である。この加
工は、典型的には３つの主たる部分：準備段階、なめし段階、および再なめし段階を伴う
。レザーはまた、表面コーティングまたはエンボス加工されてもよい。
【０００８】
　スキンまたはハイドを準備し、それをレザーに変えるための多くの様式が公知である。
これらには、ハイドまたはスキンを塩漬けまたは冷蔵してそれを保存すること；界面活性
剤または他の化学薬品を含有する水溶液にハイドを浸漬または再水和して、塩、汚れ、破
片、血液、および過剰の脂肪を除去すること；ハイドから皮下材料をデフレッシュ（defl
esh）または除去すること；ハイドを脱毛（dehairing）または脱毛（unhairing）して、
毛の大部分を除去すること；ハイドを石灰漬けして、線維を解き、コラーゲン束を広げ、
それに化学薬品を吸収させること；ハイドを２層以上に分割すること；ハイドを脱灰して
、アルカリを除去し、そのｐＨを下げること；ハイドを酵解して（bating）、脱灰プロセ
スを完了させ、グレインを滑らかにすること；脱脂して、過剰の脂肪を除去すること；軽
石でならすこと（frizzing）；漂白すること；ｐＨを変更することによって酸漬けする（
pickling）こと；または脱塩（depickling）することが含まれる。
【０００９】
　一旦準備段階が完了すると、レザーはなめされる。レザーは、なめされて、未処理ハイ
ドと比較してその耐久性を増加させる。なめしは、ハイドまたはスキン中のタンパク質を
レザー材料に可撓性を残存させつつ腐敗しない安定な材料に変えるために実施される。な
めしの間に、コラーゲンの一部をクロムの錯イオンまたは他のなめし剤と反応させること
によって、スキン構造は「開いた（open）」形態で安定化されてもよい。使用される化合
物に依存して、レザーの色およびテクスチャーは、変化し得る。
【００１０】
　なめしは、一般にレザーを製造するために動物のスキンを処理するプロセスであると理
解される。なめしは、スキンまたはハイドを、植物性なめし剤、クロム化合物、アルデヒ
ド、シンタン、合成、半合成もしくは天然の樹脂もしくはポリマー、または／およびなめ
し天然油もしくは変性油と接触させることによる様式を含めて、よく理解された様式のい
くつかで行われてもよい。植物性タンニンには、ピロガロール－またはピロカテキン系タ
ンニン、例えば、バロニア（valonea）、ミモザ、テン（ten）、タラ、オーク、マツ、ウ
ルシ、ケブラチョおよびチェストナットのタンニンが含まれ；クロムなめし剤には、硫酸
クロムのようなクロム塩が含まれ；アルデヒドなめし剤には、グルタルアルデヒドおよび
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オキサゾリジン化合物が含まれ、シンタンには、芳香族ポリマー、ポリアクリレート、ポ
リメタクリレート、無水マレイン酸とスチレンとのコポリマー、ホルムアルデヒドとメラ
ミンまたはジシアンジアミドとの縮合生成物、リグニンおよび天然粉（natural flour）
が含まれる。
【００１１】
　クロムは、最も一般的に使用されるなめし材料である。スキン／ハイドのｐＨは、なめ
し剤の浸透を可能にするように調整されてもよく（例えば、ｐＨ２．８～３．２に、例え
ば、下げられてもよく）；浸透に続いて、ｐＨは、なめし剤を固定するために上げられて
もよい（わずかにより高いレベル、例えば、クロムの場合にｐＨ３．８～４．２への「塩
基性化」）。
【００１２】
　なめし後、レザーは再なめしされてもよい。再なめしは、着色（染色）、薄化（thinni
ng）、乾燥または水和などを含み得るなめし後処理（post-tanning treatment）を指す。
再なめし技術の例には、なめし、ウェッティング（wetting）（再水和）、水絞り（sammy
ing）（乾燥）、中和（酸性またはアルカリ性度が低い状態へのｐＨの調整）、染色、加
脂（fat liquoring）、非結合化学薬品の固定、セッティング、コンディショニング、軟
化、バフィング（buffing）などが含まれる。
【００１３】
　なめしレザー製品は、機械的または化学的に仕上げられてもよい。機械仕上げは、レザ
ーを研磨してつやのある表面を生じさせ、レザーにアイロンおよびプレート仕上げをして
平坦で滑らかな表面をもたせ、レザーをエンボス加工して三次元プリントもしくはパター
ンを与え、またはレザーをタンブル乾燥してより明らかなグレインおよびより滑らかな表
面を与えることができる。化学仕上げは、フィルム、天然もしくは合成コーティング、ま
たは他のレザー処理の適用を伴ってもよい。これらは、例えば、噴霧、カーテンコーティ
ングまたはローラーコーティングによって適用されてもよい。
【００１４】
　動物ハイドにおいては、線維状コラーゲン組織中の変化が異なる年齢または種の動物で
観察される。これらの差は、ハイドの物理的特性およびハイドから製造されたレザーの差
に影響を与える。コラーゲン組織の変化は、ハイドの厚さを通しても生じる。ハイドのト
ップグレイン側は、コラーゲンフィブリルの細かいネットワークから構成されるが、より
深い部分（真皮）は、より大きい線維束から構成される（図２）。グレイン層のより小さ
いフィブリルの組織は、軟らかく滑らかなレザー美学を生じさせるが、より深い領域のよ
り大きな線維束の組織は、でこぼこの、粗いレザー美学を生じさせる。ハイドにおけるコ
ラーゲンの多孔質で線維状の組織は、適用された分子がレザーなめしの間にそれに浸透し
、それを安定化し、および潤滑することを可能にする。ハイドにおける生来のコラーゲン
組織と、なめしによって得られた変性との組合せは、レザーの望ましい強度、ドレープお
よび美的特性を生じさせる。
【００１５】
　レザーのトップグレイン表面は、その滑らかさおよび軟らかいテクスチャーのために最
も望ましいとしばしばみなされる。このレザーグレインは、組織化コラーゲンフィブリル
の高度に多孔質のネットワークを有する。内因性コラーゲンフィブリルは、裂孔領域およ
び重複領域を有するように組織化され；図１により描写されたコラーゲンの階層組織を参
照されたい。トップグレインレザー中のフィブリルの強度、微小多孔性、および密度は、
なめし剤または加脂剤がフィブリルに浸透し、したがって、コラーゲンフィブリルを安定
化し、潤滑し、人々が望む軟らかく、滑らかでかつ強いレザーをもたらすことを可能にす
る。
【００１６】
　レザーハイドは、分割されて、ほとんどトップグレインであるレザーを得ることができ
る。分割ハイドは、さらに摩滅されて、分割側でより粗いグレイン化真皮を減少させ得る
が、常にいくらかの残存真皮および関連したでこぼこの外観が存在する。両側に滑らかな
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グレインを有するレザーを製造するために、真皮側に向く真皮側であるグレインの２つの
片を合わせ、それらを縫合するか、またはそれらを接着剤で外側を向く滑らかなトップグ
レイン側と積層することが必要である。その両側に滑らかなトップグレイン様表面を有す
るレザー製品の需要があるが、これは、これにより、分割し、２つの分割されたレザー片
を縫合または一緒に積層する必要性が避けられるからである。
【００１７】
　レザーの最終特性の制御は、異なる動物ハイド間のコラーゲン構造の自然変化により制
限される。例えば、ヤギハイドにおける真皮に対するグレインの相対厚さは、カンガルー
ハイドにおけるものより相当に高い。加えて、カンガルー真皮におけるコラーゲン線維束
の織り角度は、ハイドの表面に対してはるかにより平行であるが、ウシ真皮における線維
束は、ハイドの表面に対して平行および垂直の両方の配向で配向されている。さらに、線
維束の密度は、それらの解剖学的位置に依存して各ハイド内で変化する。背皮、腹、肩、
および頸から取られたハイドは、異なる組成および特性を有し得る。動物の年齢も、その
ハイドの組成に影響を与え、例えば、幼ウシハイドは、成ウシハイドに見出される比較的
大きい線維束よりも小さい直径の線維を含む。
【００１８】
　レザーの最終特性は、なめしおよび再なめしの間のハイドまたはスキン中への安定性お
よび潤滑性分子の組み込みによってある程度制御することができるが、しかしながら、こ
れらの分子の選択は、スキンまたはハイドの稠密構造に浸透する必要性によって限定され
る。直径で数ミクロン程度の大きさの粒子が、潤滑の増強のためにレザー中に組み込まれ
てきたが；しかしながら、これらの粒子の適用は、最大細孔サイズを有するハイドに限定
される。ハイド全体にわたって粒子を一様に分布させることは、多くの課題を提示する。
【００１９】
　ハイドに一様に浸透し得る材料のサイズ制限のために、レザー複合材料は、しばしば、
レザーと、機械的強化のためのケブラーもしくはナイロン、または美的に望ましい表面の
ためのポリウレタンおよびアクリル樹脂などの他の材料の薄層との積層品である。分散さ
れた二次材料相によるレザーの構築は、達成されなかった。
【００２０】
　天然レザーのこの制限に対処するために、本発明者らは、コラーゲンフィブリルの連続
相が分散線維および三次元材料を封入し得るレザー複合材のファブリケーションについて
説明する。この技術は、増強された機能性を有するレザー材料の新規なクラスのファブリ
ケーションを可能にする。
【００２１】
　可溶性コラーゲンおよびコラーゲン様タンパク質のフィブリル化が、生物医学用途のた
めのコラーゲンヒドロゲルを製造するために広く探索されてきた一方で、レザー様複合材
料をファブリケートするためのこの現象の利用は報告されていない。コラーゲンモノマー
またはフィブリルの水性混合物で出発することによって、実質的にいずれの材料もその混
合物に容易に添加することができ、さらにはバイオファブリケーテッドレザー中に封入す
ることができる。さらに、連続コラーゲンフィブリル相と封入線維相との組合せ、グレイ
ン様美学を有する複合材料、および一連の増強された機械的特性を達成することができる
。
【００２２】
　多くのレザー用途は、レザーが縫い合わされた場合でさえも、裂けたり、または破れた
りしない耐久性製品を必要とする。縫合レザーを含み、かつ耐久性レザーを必要とする典
型的な製品には、自動車ハンドルカバー、自動車シート、家具、スポーツ用品、スポーツ
靴、スニーカー、時計ストラップなどが含まれる。これらの製品の性能を改善するために
、バイオファブリケーテッドレザーの耐久性を増加させることが必要である。
【００２３】
　レザーのトップグレイン表面は、その軟らかなテクスチャーおよび滑らかな表面のため
に最も望ましいとしばしばみなされる。前に検討されたとおりに、グレインは、コラーゲ
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ンフィブリルの高度に多孔質のネットワークである。グレインにおけるコラーゲンフィブ
リルの強度、マイクロスケール多孔性、およびフィブリルの密度は、なめし剤の浸透を可
能にして、フィブリルを安定化および潤滑化し、人々が望む軟らかく、滑らかでかつ安定
な材料をもたらす。グレインの美学は非常に望ましい一方で、グレインの強度および引裂
き抵抗は、グレイン単独での実用的用途にとってしばしば制限となる。したがって、グレ
インは、その天然にコラーゲン層を強化する、真皮でしばしば裏付けされるか、または合
成材料の薄片層で人工的に裏付けされ得る。本明細書に記載される強化コラーゲン複合材
は、連続相および分散相の制御により調節可能な機械的特性を有する厚く、かつ一様なグ
レイン様材料を可能にする。
【００２４】
　増強された機械的特性に加えて、このボトムアップファブリケーション手法は、美的機
能性のための材料の封入も可能にすることができる。例えば、フォトルミネッセント材料
は、バイオファブリケーテッドレザー中に封入され得る。伝統的ななめしでは、比較的小
さいナノ粒子から染料などの単一分子が、レザーにおける一様な着色および美学をもたら
すために使用される。染料および美的特徴の組み込みは、ハイドまたはスキン中へのこれ
らの分子の浸透に依存するので、制御された空間的構成を有するパターン化された特徴は
、レザーに関して可能でなかった。パターン化されたフォトルミネッセンスの特徴は、ブ
ランドロゴ、個性化、美的に心地良いパターン、および偽造防止技術を含めて、レザーに
独特の機能性を与える。
【００２５】
　本明細書に記載される材料は、パターン化されたフォトルミセンス特徴を有するバイオ
ファブリケーテッドレザーを製造するために使用され得る。パターン化基材の存在下でま
たはその周囲にコラーゲンフィブリルのネットワークを形成するための方法は、バイオフ
ァブリケーテッドレザー構造内の比較的大きな寸法の精密に制御されたパターンの封入を
可能にする。実質的にいずれのフォトルミネッセント材料をバイオファブリケーテッドレ
ザーに取り込むか、または封入することができる。パターンを視覚化するために、包埋フ
ォトルミネッセント分子から放出された光は、レザーの厚さを通って透過しなければなら
ない。最近の研究では、スキンなどのコラーゲン豊富材料中への光の透過は、非常に波長
依存性であり、材料の厚さを通して指数関数的に低下することが示されている。したがっ
て、包埋フォトルミネッセント材料の放出波長およびバイオファブリケーテッドレザーの
表面からのフォトルミネッセント材料の距離などの可変要素が、眼で見えるフォトルミネ
ッセント特徴をもたらすために考慮される必要がある。同様に、包埋フォトルミネッセン
ト材料の輝度は、眼以外のリーダー、例えば、発光スキャナーなどによって検出可能であ
る特徴について考慮される必要がある。さらに、独特の表面テクスチャーおよびパターン
をもたらすために、三次元物体をバイオファブリケーテッドレザーに封入することができ
る。伝統的なレザー材料の表面パターンは、動物のスキン表面の自然的変化またはレザー
のグレイン表面上にパターンをエンボス加工する能力によって制限される。深い表面特徴
を有する独特のパターンを達成するために、三次元物体をバイオファブリケーテッドレザ
ーに包埋することができる。これらのテクスチャーおよびパターンは、独特の美的特徴を
与え、ブランド認識のためのロゴとして使用することができる。
【００２６】
　コラーゲン。コラーゲンは、レザーの構成要素である。スキン、または動物ハイドは、
相当量の、線維状タンパク質であるコラーゲンを含有する。コラーゲンは、少なくとも２
８のはっきりと異なるコラーゲン型のファミリーの総称であり；動物スキンは、典型的に
はＩ型コラーゲンであるが、ＩＩＩ型コラーゲンを含めて、レザーを形成する際に他の型
のコラーゲンを使用することもできる。コラーゲンは、アミノ酸の繰り返しトリプレット
、－（Ｇｌｙ－Ｘ－Ｙ）ｎ－を特徴とし、コラーゲン中のアミノ酸残基のおよそ３分の１
はグリシンである。Ｘは、しばしばプロリンであり、Ｙは、しばしばヒドロキシプロリン
であるが、４００まで可能なＧｌｙ－Ｘ－Ｙトリプレットがあってもよい。種々の動物が
、コラーゲンの種々のアミノ酸組成をもたらし得るが、これは結果として種々の特性およ
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び得られたレザーの差をもたらし得る。
【００２７】
　コラーゲンの構造は、異なる長さの３本の絡み合った（intertwined）ペプチド鎖から
なることができる。コラーゲントリプルヘリックス（またはモノマー）は、約１，０５０
アミノ酸長のアルファ鎖から生成され得、その結果、トリプルヘリックスは、およそ１．
５ｎｍの直径を有して、約およそ３００ｎｍ長のロッドの形態を取る。皮膚線維芽細胞に
よる細胞外マトリックスの産生では、トリプルヘリックスモノマーが合成されてもよく、
モノマーは、線維状形態に自己集合してもよい。これらのトリプルヘリックスは、塩橋を
含む静電的相互作用、水素結合、ファンデルワールス相互作用、双極子－双極子力、分極
力、疎水性相互作用、および／または共有結合によって一緒に保持される。トリプルヘリ
ックスは、フィブリルと呼ばれる束で一緒に結合することができ、フィブリルは、線維お
よび線維束を生じるためにさらに集合することができる（図１）。フィブリルは、コラー
ゲンモノマーの互い違いの重複のために特徴的な縞模様の（banded）外観を有する。縞間
の距離は、Ｉ型コラーゲンについておよそ６７ｎｍである。フィブリルおよび線維は、典
型的には分岐し、スキンの層全体を通して互いに相互作用する。フィブリルおよび線維の
組織の変化または架橋の変化は、材料に強度を与え得る。線維は、動物ハイドの種類に依
存してある範囲の直径を有し得る。Ｉ型コラーゲンに加えて、スキン（ハイド）は、同様
に、ＩＩＩ型コラーゲン（レチクリン）、ＩＶ型コラーゲン、およびＶＩＩ型コラーゲン
を含めて、他の型のコラーゲンを含んでもよい。
【００２８】
　様々な型のコラーゲンが、哺乳動物身体全体にわたって存在する。例えば、スキンおよ
び動物ハイドの主構成要素である外に、Ｉ型コラーゲンは、軟骨、腱、血管結紮、臓器、
筋肉、および骨の有機部分にも存在する。動物スキンまたはハイドに加えて哺乳動物身体
の様々な領域からコラーゲンを単離するための成功裏の努力がなされてきた。数十年前、
研究者は、中性ｐＨで、酸可溶化コラーゲンが、ネイティブ組織で観察される同じ横紋模
様から構成されるフィブリルに自己集合することを見出した；Schmitt F.O. J. Cell. Co
mp Physiol. 1942;20:11）。これは、組織工学および様々な生物医学用途でのコラーゲン
の使用につながった。さらに近年になって、コラーゲンは、組換え技術を使用して細菌お
よび酵母から収穫されている。
【００２９】
　コラーゲンの型にかかわらず、すべては、しばしば酵素反応によって触媒される、塩橋
、水素結合、ファンデルワールス相互作用、双極子－双極子力、分極力、疎水性相互作用
、および共有結合を含む、静電的相互作用を含めた物理的および化学的相互作用の組合せ
によって形成および安定化される。Ｉ型コラーゲンのフィブリル、線維、および線維束に
ついて、その複雑な集合は、成長中にインビボで達成され、細胞運動性および栄養輸送を
可能にする一方で、組織に機械的支持を与える際に決定的である。様々なはっきり異なる
コラーゲン型が、脊椎動物で同定されている。これらには、ウシ、ヒツジ、ブタ、ニワト
リ、およびヒトコラーゲンが含まれる。
【００３０】
　一般に、コラーゲン型は、ローマ数字で番号付けされ、各コラーゲン型に見出される鎖
は、アラビア数字で識別される。天然に存在するコラーゲンの様々な異なる型の構造およ
び生物学的機能の詳細な説明は、当技術分野で利用でき；例えば、Ayad et al.(1998) Th
e Extracellular Matrix Facts Book, Academic Press, San Diego, CA; Burgeson, R E.
, and Nimmi(1992)"Collagen types: Molecular Structure and Tissue Distribution" i
n Clin. Orthop. 282:250-272頁; Kielty, C.M. et al.(1993)"The Collagen Family: St
ructure, Assembly And Organization in The Extracellular Matrix," Connective Tiss
ue And Its Heritable Disorders, Molecular Genetics, And Medical Aspects, Royce, 
P.M. and B. Steinmann eds., Wiley-Liss, NY, 103-147頁;ならびにProckop, D.J- and 
K.I. Kivirikko（1995) "Collagens: Molecular Biology, Diseases, and Potentials fo
r Therapy," Annu. Rev. Biochem., 64:403-434頁を参照されたい。
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【００３１】
　Ｉ型コラーゲンは、生物体の合計コラーゲンのおよそ８０～９０％を占める、骨および
スキンの主要なフィブリルコラーゲンである。Ｉ型コラーゲンは、多細胞生物の細胞外マ
トリックスに存在する主要構造巨大分子であり、合計タンパク質質量のおよそ２０％を占
める。Ｉ型コラーゲンは、それぞれ、ＣＯＬ１Ａ１およびＣＯＬ１Ａ２遺伝子によって、
コードされた、２本のα１（Ｉ）鎖および１本のα２（Ｉ）鎖を含むヘテロ三量体分子で
ある。他のコラーゲン型は、Ｉ型コラーゲンよりも豊富でなく、異なる分布パターンを示
す。例えば、ＩＩ型コラーゲンは、軟骨および硝子体液で優勢なコラーゲンであるが、Ｉ
ＩＩ型コラーゲンは、血管に高いレベルで、およびスキンにより少ない程度に見出される
。
【００３２】
　ＩＩ型コラーゲンは、ＣＯＬ２Ａ１遺伝子によりコードされた３本の同一ａｌ（ＩＩ）
鎖を含むホモ三量体コラーゲンである。精製ＩＩ型コラーゲンは、当技術分野で公知の方
法、例えば、Miller and Rhodes (1982) Methods In Enzymology 82:33-64頁に記載され
た手順によって、組織から調製されてもよい。
【００３３】
　ＩＩＩ型コラーゲンは、スキンおよび血管組織に見出される主要フィブリルコラーゲン
である。ＩＩＩ型コラーゲンは、ＣＯＬ３Ａ１遺伝子によりコードされた３本の同一α１
（ＩＩＩ）鎖を含むホモ三量体コラーゲンである。ＩＩＩ型コラーゲンを組織から精製す
るための方法は、例えば、Byers et al. (1974) Biochemistry 13:5243-5248頁;ならびに
Miller and Rhodes、前掲に見出すことができる。
【００３４】
　ＩＶ型コラーゲンは、フィブリルよりはむしろシートの形態で基底膜に見出される。最
も一般的には、ＩＶ型コラーゲンは、２本のα１（ＩＶ）鎖および１本のα２（ＩＶ）鎖
を含む。ＩＶ型コラーゲンを含む特定の鎖は、組織特異的である。ＩＶ型コラーゲンは、
例えば、Furuto and Miller (1987) Methods in Enzymology, 144:41-61頁, Academic Pr
essに記載された手順を使用して、精製されてもよい。
【００３５】
　Ｖ型コラーゲンは、主として、骨、腱、角膜、スキン、および血管に見出されるフィブ
リルコラーゲンである。Ｖ型コラーゲンは、ホモ三量体とヘテロ三量体の両方の形態で存
在する。Ｖ型コラーゲンの１つの形態は、２本のα１（Ｖ）鎖および１本のα２（Ｖ）鎖
のヘテロ三量体である。Ｖ型コラーゲンの別の形態は、α１（Ｖ）、α２（Ｖ）、および
α３（Ｖ）鎖のヘテロ三量体である。Ｖ型コラーゲンのさらなる形態は、α１（Ｖ）のホ
モ三量体である。Ｖ型コラーゲンを天然源から単離するための方法は、例えば、Elstow a
nd Weiss (1983) Collagen Rel. Res. 3:181-193ならびにAbedin et al. (1982) Biosci.
 Rep. 2:493-502頁に見出すことができる。
【００３６】
　ＶＩ型コラーゲンは、小さいトリプルヘリックス領域および２つの大きな非コラーゲン
残り部分を有する。ＶＩ型コラーゲンは、α１（Ｖ１）、α２（ＶＩ）、およびα３（Ｖ
Ｉ）鎖を含むヘテロ三量体である。ＶＩ型コラーゲンは、多くの結合組織に見出される。
ＶＩ型コラーゲンを天然源から精製する仕方の説明は、例えば、Wu et al.(1987) Bioche
m. J. 248:373-381頁、およびKielty et al. (1991) J. Cell Sci. 99:797-807頁に見出
すことができる。
【００３７】
　ＶＩＩ型コラーゲンは、特定の上皮組織に見出されるフィブリルコラーゲンである。Ｖ
ＩＩ型コラーゲンは、３本のα１（ＶＩＩ）鎖のホモ三量体分子である。ＶＩＩ型コラー
ゲンを組織から精製する仕方の説明は、例えば、Lunstrum et al.(1986) J. Biol. Chem.
 261:9042-9048頁、およびBentz et al.(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:3168-31
72頁に見出すことができる。ＶＩＩＩ型コラーゲンは、角膜中のデスメ膜に見出すことが
できる。ＶＩＩＩ型コラーゲンは、２本のα１（ＶＩＩＩ）鎖および１本のα２（ＶＩＩ
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Ｉ）鎖を含むヘテロ三量体であるが、他の鎖組成物も報告されている。ＶＩＩＩ型コラー
ゲンを天然から精製するための方法は、例えば、Benya and Padilla (1986) J. Biol. Ch
em. 261:4160-4169頁、ならびにKapoor et al. (1986) Biochemistry 25:3930-3937頁に
見出すことができる。
【００３８】
　ＩＸ型コラーゲンは、軟骨および硝子体液に見出されるフィブリル関連コラーゲンであ
る。ＩＸ型コラーゲンは、α１（ＩＸ）、α２（ＩＸ）、およびα３（ＩＸ）鎖を含むヘ
テロ三量体分子である。ＩＸ型コラーゲンは、ＦＡＣＩＴ［中断トリプルヘリックスを有
するフィブリル関連コラーゲン（Fibril Associated Collagen with Interrupted Triple
 Helices）］コラーゲンとして分類されており、非トリプルヘリックスドメインにより分
離されたトリプルヘリックスドメインをいくつか保有する。ＩＸ型コラーゲンを精製する
ための手順は、例えば、Duance et al.(1984) Biochem. J. 221:885-889頁；Ayad et al.
 (1989) Biochem. J. 262:753-761頁；およびGrant et al.(1988) The Control of Tissu
e Damage, Glauert, A. M.編、 Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 3-28頁に見
出すことができる。
【００３９】
　Ｘ型コラーゲンは、α１（Ｘ）鎖のホモ三量体化合物である。Ｘ型コラーゲンは、例え
ば、成長板に見出される肥厚性軟骨から単離されている；例えば、Apte et al. (1992) E
ur J Biochem 206(1):217-24頁を参照されたい。
【００４０】
　ＸＩ型コラーゲンは、ＩＩ型およびＩＸ型コラーゲンに関連する軟骨組織、ならびに身
体の他の位置に見ることができる。ＸＩ型コラーゲンは、α１（Ｘ１）、α２（Ｘ１）、
およびα３（Ｘ１）鎖を含むヘテロ三量体分子である。ＸＩ型コラーゲンを精製するため
の方法は、例えば、Grant et al.、前掲に見出すことができる。
【００４１】
　ＸＩＩ型コラーゲンは、主としてＩ型コラーゲンと関連して見出されるＦＡＣＩＴコラ
ーゲンである。ＸＩＩ型コラーゲンは、３本のα１（ＸＩＩ）鎖を含むホモ三量体分子で
ある。ＸＩＩ型コラーゲンおよびその変異体を精製するための方法は、例えば、Dublet e
t al.(1989) J. Biol. Chem. 264:13150-13156頁; Lunstrum et al.(1992) J. Biol. Che
m. 267:20087-20092頁;およびWatt et al.(1992) J. Biol. Chem. 267:20093-20099頁に
見出すことができる。
【００４２】
　ＸＩＩＩ型は、例えば、スキン、腸、骨、軟骨、および横紋筋に見出される非フィブリ
ルコラーゲンである。ＸＩＩＩ型コラーゲンの詳細な説明は、例えば、Juvonen et al.(1
992) J. Biol. Chem. 267:24700-24707頁に見出され得る。
【００４３】
　ＸＩＶ型は、α１（ＸＩＶ）鎖を含むホモ三量体分子として特徴付けられるＦＡＣＩＴ
コラーゲンである。ＸＩＶ型コラーゲンを単離するための方法は、例えば、Aubert-Fouch
er et al.(1992) J. Biol. Chem. 267:15759-15764頁、およびWatt et al.、前掲に見出
すことができる。
【００４４】
　ＸＶ型コラーゲンは、ＸＶＩＩＩ型コラーゲンと構造で相同である。天然ＸＶ型コラー
ゲンの構造および単離についての情報は、例えば、Myers et al.(1992) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 89:10144-10148頁；Huebner et al.(1992) Genomics 14:220-224頁；Kiviri
kko et al.(1994) J. Biol. Chem. 269:4773-4779頁；およびMuragaki, J. (1994) Biol.
 Chem. 264:4042-4046頁に見出すことができる。
【００４５】
　ＸＶＩ型コラーゲンは、例えば、スキン、肺線維芽細胞、およびケラチノサイトに見出
される、フィブリル関連コラーゲンである。ＸＶＩ型コラーゲンの構造およびＸＶＩ型コ
ラーゲンをコードする遺伝子に関する情報は、例えば、Pan et al.(1992) Proc. Natl. A
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cad. Sci. USA 89:6565-6569頁；およびYamaguchi et al.(1992) J. Biochem. 112:856-8
63頁に見出すことができる。
【００４６】
　ＸＶＩＩ型コラーゲンは、水疱性類天疱瘡抗原としても公知である、ヘミデスモース膜
貫通型コラーゲンである。ＸＶＩＩ型コラーゲンの構造およびＸＶＩＩ型コラーゲンをコ
ードする遺伝子に関する情報は、例えば、Li et al.(1993) J. Biol. Chem. 268(12):882
5-8834頁；およびMcGrath et al.(1995) Natl. Genet. 11(1):83-86頁に見出すことがで
きる。
【００４７】
　ＸＶＩＩＩ型コラーゲンは、ＸＶ型コラーゲンと構造で類似であり、肝臓から単離する
ことができる。天然源からのＸＶＩＩＩ型コラーゲンの構造および単離に関する説明は、
例えば、Rehn and Pihlajaniemi (1994) Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:4234-4238頁；O
h et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:4229-4233頁；Rehn et al.(1994) J. B
iol. Chem. 269:13924-13935頁；およびOh et al.(1994) Genomics 19:494-499頁に見出
すことができる。
【００４８】
　ＸＩＸ型コラーゲンは、ＦＡＣＩＴコラーゲンファミリーの別のメンバーであると考え
られており、横紋筋肉腫細胞から単離されたｍＲＮＡに見出された。ＸＩＸ型コラーゲン
の構造および単離の説明は、例えば、Inoguchi et al.(1995) J. Biochem. 117:137-146
頁；Yoshioka et al.(1992) Genomics 13:884-886頁；およびMyers et al., J. Biol. Ch
em. 289:18549-18557 (1994) 頁に見出すことができる。
【００４９】
　ＸＸ型コラーゲンは、ＦＡＣＩＴコラーゲンファミリーの新たに見出されたメンバーで
あり、ヒヨコ角膜で同定された。（例えば、Gordon et al. (1999) FASEB Journal 13:A1
119頁；およびGordon et al. (1998), IOVS 39:S1128頁を参照されたい。）
【００５０】
　コラーゲン、切端コラーゲン、本明細書に記載される方法によってフィブリル化および
架橋することができる非修飾もしくは翻訳後修飾、またはアミノ酸配列修飾コラーゲンの
いずれの型も、バイオファブリケーテッド材料またはバイオファブリケーテッドレザーを
製造するために使用することができる。バイオファブリケーテッドレザーは、実質的に均
質なコラーゲン、例えば、Ｉ型もしくはＩＩ型コラーゲンのみを含んでもよく、またはコ
ラーゲンの２、３、４種またはそれ以上の異なる種類のコラーゲンを含んでもよい。
【００５１】
　組換えコラーゲン
　コラーゲンおよびコラーゲン様タンパク質の組換え発現は、公知であり、Ｂｅｌｌ、欧
州特許第１２３２１８２号明細書、Ｂｏｖｉｎｅ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ａｎｄ　ｍｅｔｈ
ｏｄ　ｆｏｒ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｇｅｌａｔｉｎ；Ｏｌｓ
ｅｎら、米国特許第６，４２８，９７８号明細書、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐ
ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｌａｔｉｎ　ａｎｄ　ｆｕｌｌ－ｌｅｎｇｔｈ　ｔｒｉ
ｐｌｅ　ｈｅｌｉｃａｌ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｉｎ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｃｅｌｌ
ｓ；ＶａｎＨｅｅｒｄｅら、米国特許第８，１８８，２３０号明細書、Ｍｅｔｈｏｄ　ｆ
ｏｒ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
ａｎｄ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｌｉｋｅ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉ
ｄｅｓへの参照により組み込まれている。このような組換えコラーゲンは、レザーを製造
するために使用されてこなかった。
【００５２】
　原核生物発現。原核生物系、例えば、細菌系では、いくつかの発現ベクターが、有利に
は発現ポリペプチドが意図された使用に依存して選択されてもよい。例えば、大量の本発
明の動物コラーゲンおよびゼラチンが、例えば、抗体の生成のために、製造されるべき場
合、容易に精製される融合タンパク質産物の高レベルの発現を指示するベクターが、望ま
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しくあり得る。このようなベクターには、限定されないが、大腸菌（E. coli）発現ベク
ターｐＵＲ２７８（Ruther et al. (1983) EMBO J. 2:1791頁）、ここで、コーディング
配列は、混成ＡＳ－ｌａｃＺタンパク質が産生されるように、ｌａｃ　Ｚコード領域を有
するフレーム内でベクターにライゲートされて（ligated）いてもよい；ｐＩＮベクター
（Inouye et al. (1985) Nucleic Acids Res. 13:3101-3109頁およびVan Heeke et al. (
1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509頁）；などが含まれる。ｐＧＥＸベクターも、グル
タチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）を有する融合タンパク質として外来ポリペプ
チドを発現するために使用されてもよい。一般に、このような融合タンパク質は可溶性で
あり、グルタチオン－アガロースビーズへの吸着、続いて、遊離グルタチオンの存在下で
の溶出によって溶解細胞から容易に精製され得る。ｐＧＥＸベクターは、トロンビンまた
はファクターＸａプロテアーゼ切断部位を含むように設計されて、目的のクローン化ポリ
ペプチドをＧＳＴ部分から放出することができる。組換えコラーゲンは、翻訳後に修飾さ
れなかった、例えば、グリコシル化またはヒドロキシル化されなかったコラーゲン分子を
含んでもよいか、または１つもしくは複数の翻訳後修飾、例えば、フィブリル化、および
コラーゲン分子の非束で、ランダムに配向されたフィブリルの形成を促進する修飾を含ん
でもよい。組換えコラーゲン分子は、三量体コラーゲンフィブリルを形成し得るネイティ
ブコラーゲン分子、または参照により組み込まれている、受託番号ＮＰ＿００１０２９２
１１．１（https://_www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77404252、2017年2月9日に最後にア
クセスされた）、ＮＰ＿７７６９４５．１（https://_www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27
806257、2017年2月9日に最後にアクセスされた）およびＮＰ＿００１０７０２９９．１（
https://_www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116003881、2017年2月9日に最後にアクセスさ
れた）により記載された、配列番号１、２または３ならびにＣｏｌｌＡ１、ＣｏｌｌＡ２
、およびＣｏｌｌＡ３のアミノ酸配列によって記載されたウシコラーゲンのものなどの、
ネイティブコラーゲンアミン酸配列（またはそのフィブリル形成領域または［Ｇｌｙ－Ｘ
－Ｙ］ｎを実質的に含むセグメント）に少なくとも７０、８０、９０、９５、９６、９７
、９８、または９９％同一または類似のアミノ酸配列を有する修飾コラーゲン分子もしく
は切端コラーゲン分子のアミノ酸配列の断片を含むことができる。（これらのリンクは、
二重スラッシュ後のアンダーラインを含めることによって不活性化されている。）
【００５３】
　このような組換えまたは修飾コラーゲン分子は、一般に本明細書に記載される繰り返し
－（Ｇｌｙ－Ｘ－Ｙ）ｎ－配列を含む。
【００５４】
　ＢＬＡＳＴＰは、コラーゲンポリペプチドをコードし、または配列番号１、２または３
のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドなどの基準ポリヌクレオチドに対して少な
くとも７０％、７５％、８０％、８５％、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９
７．５％、９８％、または９９％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列を同定する
ために使用されてもよい。高度に類似の配列を見出すように最適化された代表的なＢＬＡ
ＳＴＮ設定は、１０のエクスペクト閾値および２８のワードサイズ、０のクエリ範囲にお
ける最大マッチ、１／－２のマッチ／ミスマッチスコア、ならびに線形ギャップコストを
使用する。低複雑度領域は、フィルタリングまたはマスキングされてもよい。標準ヌクレ
オチドＢＬＡＳＴＰのデフォルト設定は、https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?P
ROGRAM=blatn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome(2017年1月27日に最後にアク
セスされた)により記載され、かつそれへの参照により組み込まれている。
【００５５】
　ＢＬＡＳＴＰは、ＢＬＯＳＵＭ４５、ＢＬＯＳＵＭ６２またはＢＬＯＳＵＭ８０（ここ
で、ＢＬＯＳＵＭ４５は、近縁の配列、ＢＬＯＳＵＭ６２は、中間の配列、およびＢＬＯ
ＳＵＭ８０はより遠縁の配列に使用することができる）などの類似性マトリックスを使用
して、コラーゲンアミノ酸配列などの、基準アミノ酸に対して少なくとも７０％、７５％
、８０％、８５％、８７．５％、９０％、９２．５％、９５％、９７．５％、９８％、ま
たは９９％の配列同一性、または類似性を有するアミノ酸配列を同定するために使用する
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ことができる。特に断らない限り、類似性スコアは、ＢＬＯＳＵＭ６２の使用に基づく。
ＢＬＡＳＴＰが使用される場合、類似性パーセントは、ＢＬＡＳＴＰポジティブスコアに
基づく、配列同一性パーセントは、ＢＬＡＳＴＰ同一性スコアに基づく。ＢＬＡＳＴＰ「
同一性」は、同一である高スコアリング配列対における総残基の数および割合を示し；Ｂ
ＬＡＳＴＰ「ポジティブ」は、アラインメントスコアがポジティブ値を有し、かつ互いに
類似である残基の数および割合を示す。本明細書で開示されるアミノ酸配列に対するこれ
らの同一性もしくは類似性の度合いまたは同一性もしくは類似性のいずれかの中間の度合
いを有するアミノ酸配列が企図され、かつこの開示によって包含される。代表的ＢＬＡＳ
ＴＰ設定は、１０のエクスペクト閾値、３のワードサイズ、マトリックスとしてＢＬＯＳ
ＵＭ６２、ならびに１１（Ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ）および１（Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）のギャ
ップペナルティ、ならびに条件的組成スコアマトリックス調整（conditional compositio
nal score matrix adjustment）を使用する。ＢＬＡＳＴＰのための他のデフォルト設定
は、https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearc
h&LINK_LOC=blasthome(2017年1月27日に最後にアクセスされた)で利用できる開示によっ
て記載され、かつそれへの参照により組み込まれている。
【００５６】
　酵母発現。１つの実施形態において、コラーゲン分子は、酵母発現系で産生される。酵
母では、当技術分野で公知の構成的または誘導性プロモーターを含むいくつかのベクター
が使用されてもよい；Ausubel et al.前掲、 Vol.2, Chapter 13: Grant et al.(1987) E
xpression and Secretion Vectors for Yeast, in Methods in Enzymology, Wu & Grossm
an編、 Acad. Press, N.Y. 153:516-544頁; Glover (1986) DNA Cloning, Vol. II, IRL 
Press, Wash., D.C., Ch. 3; Bitter (1987) Heterogeneous Gene Expression in Yeast,
 in Methods in Enzymology, Berger & Kimmel編、Acad. Press, N.Y. 152:673-684頁;お
よびThe Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, Strathern編、Cold Spring H
arbor Press, Vols. I and II (1982)。
【００５７】
　コラーゲンは、宿主細胞を使用して、例えば、酵母サッカロマイセス・セレビシエ（Sa
ccharomyces cerevisiae）から発現され得る。この特定の酵母は、多数の発現ベクターの
いずれによっても使用され得る。一般的に用いられる発現ベクターは、酵母における増殖
のための複製の２Ｐ開始点、および外来遺伝子の効率的な転写のための、大腸菌（E. col
i）のためのＣｏｌ　Ｅ１開始点を含むシャトルベクターである。２Ｐプラスミドに基づ
くこのようなベクターの典型的な例は、ｐＷＹＧ４であり、これは、２Ｐ　ＯＲＩ－ＳＴ
Ｂエレメント、ＧＡＬ１－１０プロモーター、および２Ｐ　Ｄ遺伝子ターミネーターを有
する。このベクターでは、Ｎｃｏｌクローニング部位が、発現されるポリペプチドのため
の遺伝子を挿入するために、およびＡＴＧ開始コドンを与えるために使用される。別の発
現ベクターは、ｐＷＹＧ７Ｌであり、これは、インタクトな２αＯＲＩ、ＳＴＢ、ＲＥＰ
１およびＲＥＰ２、ならびにＧＡＬ１－１０プロモーターを有し、ＦＬＰターミネーター
を使用する。このベクターにおいて、コード性ポリヌクレオチドは、ＢａｍＨ１またはＮ
ｃｏｌサイト部位においてその５’末端を有するポリリンカーに挿入される。カルシウム
およびポリエチレングリコールでの処理後にＤＮＡを取り込むスフェロプラストを生成す
るために細胞壁を除去後に、またはリチウムイオンによるインタクト細胞の処理によって
、挿入ポリヌクレオチドを含むベクターはＳ．セレビシエ（S. cerevisiae）に形質転換
される。
【００５８】
　代わりに、ＤＮＡは、エレクトロポレーションによって導入され得る。形質転換体は、
例えば、ＬＥＵ２、ＴＲＰ１、ＵＲＡ３、ＨＩＳ３、またはＬＥＵ２－Ｄなどの選択可能
なマーカー遺伝子と一緒の、ロイシン、トリプトファン、ウラシル、またはヒスチジンに
対して栄養素要求性である宿主酵母細胞を使用して、選択され得る。
【００５９】
　１つの実施形態において、コラーゲンをコードするポリヌクレオチドは、酵母ピキア（
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Pichia）からの宿主細胞に導入される。ピキア・パストリス（Pichia pastoris）などの
非サッカロマイセス（Saccharomyces）酵母の種は、スケールアップ手順で組換えタンパ
ク質の高収率をもたらす際に特別の利点を有するように思われる。さらに、ピキア（Pich
ia）発現キットは、Ｉｎｖｉｔｒｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、
ＣＡ）から入手可能である。
【００６０】
　ピキア・パストリス（Pichia pastoris）などのメチロトロワ酵母（methylotrophic ye
ast）にいくつかのメタノール応答性遺伝子があり、それぞれの発現は、プロモーターと
も称される、メタノール応答性調節領域によって制御される。このようなメタノール応答
性プロモーターのいずれも、本発明の実施における使用に適する。特異的調節領域の例に
は、ＡＯＸ１プロモーター、ＡＯＸ２プロモーター、ジヒドロキシアセトンシンターゼ（
ＤＡＳ）、Ｐ４０プロモーター、およびＰ．パストリス（P. pastoris）からのカタラー
ゼ遺伝子のためのプロモーターなどが含まれる。
【００６１】
　他の実施形態において、メチロトロワ酵母ハンセヌラ・ポリモルファ（Hansenula poly
morpha）が使用される。メタノールでの成長は、メタノール代謝の重要酵素、例えば、Ｍ
ＯＸ（メタノールオキシダーゼ）、ＤＡＳ（ジヒドロキシアセトンシンターゼ）、および
ＦＭＨＤ（ギ酸デヒドロゲナーゼ）の誘導をもたらす。これらの酵素は、総細胞タンパク
質の３０～４０％までを構成し得る。ＭＯＸ、ＤＡＳ、およびＦＭＤＨ産生をコードする
遺伝子は、メタノールでの成長により誘導され、グルコースでの成長により抑制される強
力プロモーターによって制御される。これらのプロモーターのいずれかまたは３つすべて
は、Ｈ．ポリモルファ（H. polymorpha）中の異種遺伝子の高レベル発現を得るために使
用されてもよい。したがって、１つの態様において、動物コラーゲンまたはその断片もし
くは変異体をコードするポリヌクレオチドは、誘導性Ｈ．ポリモルファ（H. polymorpha
）プロモーターの制御下で発現ベクター中にクローン化される。産物の分泌が望まれる場
合、酵母における分泌のためのシグナル配列をコードするポリヌクレオチドは、そのポリ
ヌクレオチドとフレーム内で融合される。さらなる実施形態において、発現ベクターは、
好ましくは栄養素要求性マーカー遺伝子、例えば、ＵＲＡ３またはＬＥＵ２を含み、これ
らは、栄養素要求性宿主の欠乏を補足するために使用されてもよい。
【００６２】
　次いで、発現ベクターは、当業者に公知の技術を使用してＨ．ポリモルファ（H. polym
orpha）宿主細胞を形質転換するために使用される。Ｈ．ポリモルファ（H. polymorpha）
形質転換の有用な特徴は、ゲノム中への発現ベクターの１００コピーまでの自発的組み込
み（spontaneous integration）である。ほとんどの場合、組み込みポリヌクレオチドは
、頭尾配置を示す多量体を形成する。組み込み外来ポリヌクレオチドは、非選択的条件下
でさえも、いくつかの組換え株で有糸分裂的に安定であることが示された。この高いコピ
ー組み込みの現象は、系の高い生産性可能性をさらに増す。
【００６３】
　真菌発現。糸状真菌も、本ポリペプチドを産生するために使用されてもよい。糸状真菌
中で組換えタンパク質を発現および／または分泌するためのベクターは、周知であり、当
業者は、これらのベクターを使用して、本発明の組換え動物コラーゲンを発現することが
できる。
【００６４】
　植物発現。１つの態様において、動物コラーゲンは、植物または植物細胞中で産生され
る。植物発現ベクターが使用される場合、本発明のコラーゲンをコードする配列の発現は
、いくつかのプロモーターのいずれによって推進されてもよい。例えば、ＣａＭＶの３５
ＳＲＮＡおよび１９Ｓ　ＲＮＡプロモーターなどのウイルスプロモーター（Brisson et a
l. (1984) Nature 310:511-514頁）、またはＴＭＶの外皮タンパク質プロモーター（Taka
matsu et al.(1987) EMBO J. 6:307-311頁）が使用されてもよく；代わりに、ＲＵＢＩＳ
ＣＯの小サブユニットなどの植物プロモーター（Coruzzi et al. (1984) EMBO J. 3:1671
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-1680頁；Broglie et al. (1984) Science 224:838-843頁）または熱ショックプロモータ
ー、例えば、ダイズｈｓｐ１７．５－Ｅもしくはｈｓｐ１７．３－Ｂ（Gurley et al. (1
986) Mol. Cell. Biol. 6:559-565頁）が使用されてもよい。これらの構築物は、当業者
に公知の様々な方法によって、例えば、Ｔｉプラスミド、Ｒｉプラスミド、植物ウイルス
ベクター、直接ＤＮＡ形質転換、顕微注射、エレクトロポレーションなどを使用すること
によって、植物細胞中に導入することができる。このような技術の総説については、例え
ば、Weissbach & Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 
NY, Section III, 421-463頁(1988)；Grierson & Corey, Plant Molecular Biology, 第2
版、Blackie, London, 7-9章(1988)；Transgenic Plants: A Production System for Ind
ustrial and Pharmaceutical Proteins, Owen and Pen編、John Wiliey & Sons, 1996；T
ransgenic Plants, Galun and Breiman編、Imperial College Press, 1977；ならびにApp
lied Plant Biotechnology, Chopra, Malik, and Bhat編、Science Publishers, Inc., 1
999を参照されたい。
【００６５】
　植物細胞は、安定なコラーゲンを効率的に生産するための十分量の翻訳後酵素を自然に
は産生しない。したがって、ヒドロキシル化が望まれる場合、動物コラーゲンを発現する
ために使用される植物細胞は、安定なコラーゲンを十分に産生するために必要な翻訳後酵
素が補充される。本発明の好ましい実施形態において、翻訳後酵素は、プロリル４－ヒド
ロキシラーゼである。
【００６６】
　本動物コラーゲンを植物系で生産するための方法は、植物または植物細胞からのバイオ
マスを供給することによって達成されてもよく、ここで、植物または植物細胞は、ポリペ
プチドの発現を行うプロモーターに作動可能に連結された少なくとも１つのコーティング
配列を含み、次いで、ポリペプチドは、バイオマスから抽出される。代わりに、ポリペプ
チドは、非抽出であり得、例えば、内乳中に発現され得る。
【００６７】
　植物発現ベクターおよびレポーター遺伝子は、一般に当技術分野で公知であり；例えば
、Cruber et al. (1993) in Methods of Plant Molecular Biology and Biotechnology, 
CRC Pressを参照されたい。典型的には、発現ベクターは、例えば、組換え的または合成
的に生じた核酸構築物を含み、かつ植物細胞中で機能するプロモーターを含み、ここで、
このようなプロモーターは、動物コラーゲンまたはその断片もしくは変異体、あるいはコ
ラーゲンの生合成に重要な翻訳後酵素をコードする核酸配列に作動可能に連結されている
。
【００６８】
　プロモーターは、植物におけるタンパク質発現のレベルを推進する。植物におけるタン
パク質発現の所望のレベルをもたらすために、発現は、植物プロモーターの指示下にあっ
てもよい。本発明による使用に適したプロモーターは、一般に当技術分野で利用でき；例
えば、国際公開第９１／１９８０６号パンフレットを参照されたい。本発明によって使用
されてもよいプロモーターの例には、非構成的プロモーターまたは構成的プロモーターが
含まれる。これらのプロモーターには、限定されないが、リブロース－１，５－ビス－ホ
スフェートカルボキシラーゼの小サブユニットのためのプロモーター；アグロバクテリウ
ム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）の腫瘍誘導性プラスミドからのプ
ロモーター、例えば、ＲＵＢＩＳＣＯノパリンシンターゼ（ＮＯＳ）およびオクトピンシ
ンターゼプロモーター；細菌Ｔ－ＤＮＡプロモーター、例えば、ｍａｓおよびｏｃｓプロ
モーター；ならびにウイルスプロモーター、例えば、カリフラワーモザイクウイルス（Ｃ
ａＭＶ）１９Ｓおよび３５Ｓプロモーターまたはゴマノハグサモザイクウイルス３５Ｓプ
ロモーターが含まれる。
【００６９】
　本発明のポリヌクレオチド配列は、植物のほとんどの組織でコラーゲンまたは翻訳後酵
素の発現を指示して、構成的プロモーターの翻訳制御下に置くことができる。１つの実施
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形態において、ポリヌクレオチド配列は、カリフラワーモザイクウイルス（ＣａＭＶ）３
５Ｓプロモーターの制御下にある。二本鎖カリモウイルスファミリーは、植物における導
入遺伝子発現のための単一の最も重要なプロモーター発現、特に、３５Ｓプロモーターを
提供してきた；例えば、Kay et al. (1987) Science 236:1299頁を参照されたい。例えば
、ゴマノハグサモザイクウイルスプロモーターなどのこのファミリーからのさらなるプロ
モーターが当技術分野で記載されており、また使用されてもよく；例えば、Sanger et al
. (1990) Plant Mol. Biol. 14:433-443頁；Medberry et al. (1992) Plant Cell 4:195-
192頁；ならびにYin and Beachy (1995) Plant J. 7:969-980頁を参照されたい。
【００７０】
　コラーゲンを発現するためにポリヌクレオチド構築物において使用されるプロモーター
は、必要に応じて、それらの制御特性に影響を与えために修飾されてもよい。例えば、Ｃ
ａＭＶプロモーターは、光の非存在下でＲＵＢＩＳＣＯの発現を抑制するＲＵＢＩＳＣＯ
遺伝子の部分にライゲートされて、根ではなく、葉で活性であるプロモーターを生じても
よい。得られたキメラプロモーターは、本明細書に記載されるとおりに使用されてもよい
。
【００７１】
　当技術分野で公知の一般的な発現特性を有する構成的植物プロモーターは、本発明の発
現ベクターによって使用されてもよい。これらのプロモーターは、ほとんどの植物組織で
豊富に発現されており、例えば、アクチンプロモーターおよびユビキチンプロモーターな
どがあり；例えば、McElroy et al. (1990) Plant Cell 2:163-171頁；およびChristense
n et al.(1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689頁を参照されたい。
【００７２】
　代わりに、本発明のポリペプチドは、特異的な組織、細胞型で、またはより精密な環境
条件もしくは発生制御の下で発現されてもよい。これらの場合の発現を指示するプロモー
ターは、誘導性プロモーターとして公知である。組織特異的プロモーターが使用される場
合、タンパク質発現は、そのタンパク質の抽出がそれから望まれる組織において特に高い
。望まれる組織に依存して、発現は、胚乳、糊粉層、胚（または胚盤および子葉としての
その部分）、果皮、茎、葉、塊茎、根などが標的とされてもよい。公知の組織特異的プロ
モーターの例には、塊茎指向クラスＩパタチンプロモーター、ジャガイモ塊茎ＡＤＰＧＰ
Ｐ遺伝子に関連するプロモーター、種子指向転写を推進するβ－コングリシニン（７Ｓタ
ンパク質）の大豆プロモーター、およびメイズ胚乳のゼイン遺伝子からの種子指向プロモ
ーターが含まれ；例えば、Bevan et al.(1986) Nucleic Acids Res. 14:4625-38頁；Mull
er et al. (1990) Mol. Gen. Genet. 224:136-46頁；Bray (1987) Planta 172:364-370頁
；およびPedersen et al. (1982) Cell 29:1015-26頁を参照されたい。
【００７３】
　コラーゲンポリペプチドは、例えば、カノーラ、トウモロコシ、大豆、コメおよびオオ
ムギの種子を使用して、種子をベースとする生産技術によって種子で生産することができ
る。このようなプロセスにおいて、例えば、生産物は、種子発芽の間に回収され；例えば
、ＰＣＴ公開番号国際公開第９９４０２１０号パンフレット；国際公開第９９１６８９０
号パンフレット；国際公開第９９０７２０６号パンフレット；米国特許第５，８６６，１
２１号明細書；米国特許第５，７９２，９３３号明細書；およびそれらに引用されたすべ
ての参考文献を参照されたい。ポリペプチドの発現を指示するために使用されてもよいプ
ロモーターは、異種性または非異種性であってもよい。これらのプロモーターは、アンチ
センス核酸の発現を推進して、所望の組織中での本動物コラーゲンの濃度および組成を減
少、増加、または変更するために使用することもできる。
【００７４】
　植物または植物細胞中の本ポリペプチドの転写を増加および／または最大化するために
なされてもよい他の修飾は、標準的なものであり、当業者に公知である。例えば、プロモ
ーターに作動可能に連結された、組換え動物コラーゲン、またはその断片もしくは変異体
をコードするポリヌクレオチド配列を含むベクターは、限定されないが、ペプチドエクス



(18) JP 2017-144731 A 2017.8.24

10

20

30

40

50

ポートシグナル配列、コドン使用頻度、イントロン、ポリアデニル化、および転写終結部
位を含めて、コラーゲンまたは関連翻訳後酵素の転写速度を修正する少なくとも１種の因
子をさらに含んでもよい。構築物を修飾して、植物における発現レベルを増加させる方法
は、概して当技術分野で公知であり；例えば、Rogers et al. (1985) J. Biol. Chem. 26
0:3731頁;およびCornejo et al. (1993) Plant Mol Biol 23:567-58頁を参照されたい。
本コラーゲンおよび関連翻訳後酵素の転写の速度に影響を与える植物系の操作において、
正または負に作用する配列などの調節配列、エンハンサーおよびサイレンサー、ならびに
クロマチン構造を含めて、当技術分野で公知の様々な因子が、植物における転写の速度に
影響を与え得る。これらの因子の少なくとも１種が、限定されないが、上に記載されたコ
ラーゲン型を含めて、組換え動物コラーゲンを発現する場合に用いられてもよい。
【００７５】
　本ポリヌクレオチドを含むベクターは、典型的には、植物細胞に選択可能な表現型を与
えるマーカー遺伝子を含む。通常、選択可能なマーカー遺伝子は、抗生物質耐性をコード
し、適当な遺伝子には、抗生物質スペクチノマイシンに対する耐性をコードする遺伝子、
ストレプトマイシン耐性をコードするストレプトマイシンホスホトランスフェラーゼ（Ｓ
ＰＴ）遺伝子、カナマイシンもしくはジェネティシン耐性をコードするネオマイシンホス
ホトランスフェラーゼ（ＮＰＴＨ）遺伝子、ハイグロマイシン耐性、アセトラクテートシ
ンターゼ（ＡＬＳ）の作用を阻害するように作用する除草剤、特に、スルホニル尿素型除
草剤に対する耐性をコードする遺伝子；例えば、このような耐性をもたらす突然変異、特
にＳ４および／もしくはＨｒａ突然変異を含む、アセトラクテートシンターゼ（ＡＬＳ）
遺伝子、グルタミンシンターゼの作用を阻害するように作用する除草剤、例えば、ホフィ
ノトリシンもしくはバスタに対する耐性をコードする遺伝子；例えば、ｂａｒ遺伝子、ま
たは当技術分野で公知の他の同様の遺伝子の少なくとも１つのセットが含まれる。ｂａｒ
遺伝子は、除草剤バスタに対する耐性をコードし、ｎｐｔＩＩ遺伝子は、抗生物質カナマ
イシンおよびジェネティシンに対する耐性をコードし、およびＡＬＳ遺伝子は、除草剤ク
ロルスルフロンに対する耐性をコードする。
【００７６】
　植物における外来遺伝子の発現に有用な典型的なベクターは、当技術分野で周知であり
、限定されないが、アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefacien
s)の腫瘍誘導性（Ｔｉ）プラスミドに由来するベクターなどがある。これらのベクターは
、形質転換後に、ＤＮＡの一部を宿主植物のゲノム中に統合する植物組込み型ベクターで
あり；例えば、Rogers et al. (1987) Meth In Enzymol. 153:253-277頁；Schardt et al
.(1987) Gene 61:1-11頁；およびBerger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:84
02-8406頁を参照されたい。
【００７７】
　本ポリペプチドをコードする配列を含むベクターおよび翻訳後酵素またはそのサブユニ
ットを含むベクターは、所望の植物中に共導入されてもよい。植物細胞を形質転換するた
めの手順、例えば、直接遺伝子移入、インビトロプロトプラスト形質転換、植物ウイルス
媒介形質転換、リポソーム媒介形質転換、顕微注射、エレクトロポレーション、アグロバ
クテリウム（Agrobacterium）媒介形質転換、および粒子衝撃（particle bombardment）
が、当技術分野で利用可能であり；例えば、Paszkowski et al. (1984) EMBO J. 3:2717-
2722頁；米国特許第４，６８４，６１１号明細書；欧州出願番号第０６７５３３号明細書
；米国特許第４，４０７，９５６号明細書；米国特許第４，５３６，４７５号明細書；Cr
ossway et al. (1986) Biotechniques 4:320-334頁；Riggs et al. (1986) Proc. Natl. 
Acad. Sci USA 83:5602-5606頁；Hinchee et al. (1988) Biotechnology 6:915-921頁;お
よび米国特許第４，９４５，０５０号を参照されたい。）例えば、コメ、コムギ、トウモ
ロコシ、モロコシ、およびオオムギの形質転換のための標準的な方法は、当技術分野で記
載されており；例えば、Christou et al. (1992) Trends in Biotechnology 10:239頁お
よびLee et al. (1991) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 88:6389頁を参照されたい。コムギ
は、トウモロコシまたはコメの形質転換に用いられるものと同様の技術によって形質転換
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することができる。さらに、Casas et al. (1993) Proc Nat'l Acad. Sci. USA 90:11212
頁には、モロコシを形質転換するための方法が記載され、一方でWan et al. (1994) Plan
t Physiol. 104:37頁には、オオムギを形質転換するための方法が教示されている。トウ
モロコシ形質転換のための適当な方法は、Fromm et al. (1990) Bio/Technology 8:833頁
、およびGordon-Kamm et al.、前掲によって提供される。
【００７８】
　本発明の動物コラーゲンを生産する植物を生じさせるために使用されてもよいさらなる
方法は、当技術分野で確立されており；例えば、米国特許第５，９５９，０９１号明細書
；米国特許第５，８５９，３４７号明細書；米国特許第５，７６３，２４１号明細書；米
国特許第５，６５９，１２２号明細書；米国特許第５，５９３，８７４号明細書；米国特
許第５，４９５，０７１号明細書；米国特許第５，４２４，４１２号明細書；米国特許第
５，３６２，８６５号明細書；米国特許第５，２２９，１１２号明細書；米国特許第５，
９８１，８４１号明細書；米国特許第５，９５９，１７９号明細書；米国特許第５，９３
２，４３９号明細書；米国特許第５，８６９，７２０号明細書；米国特許第５，８０４，
４２５号明細書；米国特許第５，７６３，２４５号明細書；米国特許第５，７１６，８３
７号明細書；米国特許第５，６８９，０５２号明細書；米国特許第５，６３３，４３５号
明細書；米国特許第５，６３１，１５２号明細書；米国特許第５，６２７，０６１号明細
書；米国特許第５，６０２，３２１号明細書；米国特許第５，５８９，６１２号明細書；
米国特許第５，５１０，２５３号明細書；米国特許第５，５０３，９９９号明細書；米国
特許第５，３７８，６１９号明細書；米国特許第５，３４９，１２４号明細書；米国特許
第５，３０４，７３０号明細書；米国特許第５，１８５，２５３号明細書；米国特許第４
，９７０，１６８号明細書；欧州特許出願公開第００７０９４６２号明細書；欧州特許出
願公開第００５７８６２７号明細書；欧州特許出願公開第００５３１２７３号明細書；欧
州特許出願公開第００４２６６４１号明細書；ＰＣＴ公開国際公開第９９／３１２４８号
パンフレット；ＰＣＴ公開国際公開第９８／５８０６９号パンフレット；ＰＣＴ公開国際
公開第９８／４５４５７号パンフレット；ＰＣＴ公開国際公開第９８／３１８１２号パン
フレット；ＰＣＴ公開国際公開第９８／０８９６２号パンフレット；ＰＣＴ公開国際公開
第９７／４８８１４号パンフレット；ＰＣＴ公開国際公開第９７／３０５８２号パンフレ
ット；およびＰＣＴ公開国際公開第９７１７４５９号パンフレットを参照されたい。
【００７９】
　昆虫発現。コラーゲンのための別の代替の発現系は、昆虫系である。バキュロウイルス
は、昆虫細胞における様々な組換えタンパク質の大規模生産のための非常に効率的な発現
ベクターである。Luckow et al. (1989) Virology 170:31-39頁ならびにGruenwald, S. a
nd Heitz, l. (1993) Baculovirus Expression Vector System: Procedures & Methods M
anual, Pharmingen, San Diego, CAに記載されたとおりの方法を用いて、本発明のコラー
ゲンのためのコラーゲンコーディング配列および適切な転写／翻訳制御シグナルを含む発
現ベクターを構築することができる。例えば、タンパク質の組換え生産は、ポリペプチド
をコードするバキュロウイルスベクターの感染によって、昆虫細胞で達成され得る。組換
えコラーゲン、安定なトリプルヘリックスを有するコラーゲン様またはコラーゲン性ポリ
ペプチドの生産は、３種のバキュロウイルス、発現されるべき動物コラーゲンをコードす
るもの、ならびにそれぞれが、プロリル－４－ヒドロキシラーゼのαサブユニットおよび
βサブユニットをコードするものによる昆虫細胞の共感染を伴い得る。この昆虫細胞系は
、大量での組換えタンパク質の生産を可能にする。１つのこのような系において、オート
グラファ・カリフォルニカ（Autographa californica）核多角体病ウイルス（ＡｃＮＰＶ
）は、外来遺伝子を発現するためのベクターとして使用される。このウイルスは、ヨトウ
ガ（Spodoptera frugiperda）細胞中で増殖する。コラーゲンまたはコラーゲン様ポリペ
プチドのためのコーティング配列は、ウイルスの非必須領域（例えば、ポリヘドロン遺伝
子）中にクローン化され、ＡｃＮＰＶプロモーター（例えば、ポリヘドロンプロモーター
）の制御下に置かれてもよい。コーディング配列の成功裏の挿入は、ポリヘドロン遺伝子
の不活性化および非閉塞性組換えウイルスの産生をもたらし；例えば、ウイルスは、ポリ
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ヘドロン遺伝子によってコードされたタンパク質性コートを欠いている。次いで、これら
の組換えウイルスは、挿入遺伝子が発現されるヨトウガ（Spodoptera frugiperda）細胞
に感染させるために使用され；例えば、Smith et al. (1983) J. Virol. 46:584頁；およ
び米国特許第４，２１５，０５１号明細書を参照されたい。この発現系のさらなる例は、
例えば、上記Ausubel et al.に見出され得る。
【００８０】
　動物発現。動物宿主細胞では、いくつかの発現系が用いられてもよい。アデノウイルス
が発現ベクターとして使用される場合、コラーゲンまたはコラーゲン様ポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド配列は、アデノウイルス転写／翻訳制御複合体、例えば、後期
プロモーターおよび三者間リーダー配列（tripartite leader sequence）にライゲートさ
れてもよい。次いで、このキメラ遺伝子は、インビトロまたはインビボ組換えによってア
デノウイルスゲノムに挿入されてもよい。ウイルスゲノムの非必須領域（例えば、領域Ｅ
１またはＥ３）への挿入は、感染宿主において生存可能であり、かつコード化ポリペプチ
ドを発現することができる組換えウイルスをもたらし；例えば、Logan & Shenk, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659 頁(1984) を参照されたい。代わりに、ワクシニア７
．５Ｋプロモーターが使用されてもよく；例えば、Mackett et al. (1982) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 79:7415-7419頁；Mackett et al. (1982) J. Virol. 49:857-864頁；お
よびPanicali et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:4927-4931頁を参照された
い。
【００８１】
　哺乳動物宿主細胞における好ましい発現系は、セムリキ森林ウイルス（Semliki Forest
 virus）である。哺乳動物宿主細胞、例えば、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞およ
びチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞の感染は、非常に高い組換え発現レベルを
生じさせることができる。セムリキ森林ウイルス（Semliki Forest virus）は、ウイルス
が、哺乳動物細胞株の感染が可能であるように広い宿主範囲を有するので、好ましい発現
系である。より具体的には、セムリキ森林ウイルス（Semliki Forest virus）は、広範な
宿主で使用することができ、その理由は、その系が染色体組込みに基づかず、したがって
、構造機能関係を識別し、および様々なハイブリッド分子の効果を試験することを目的と
する研究で組換え動物コラーゲンの修正を得るより容易な様式を提供するからである。哺
乳動物宿主細胞において外因性タンパク質の発現のためのセムリキ森林ウイルス（Semlik
i Forest virus）ベクターを構築するための方法は、例えば、Olkkonen et al. (1994) M
ethods Cell Biol 43:43-53頁に記載されている。
【００８２】
　非ヒトトランスジェニック動物も、本発明のポリペプチドを発現するために使用されて
もよい。このような系は、本発明のポリヌクレオチドを、乳腺で発現を行うことができる
他の必要とされるまたは任意選択の調節配列とともに、プロモーターに作動可能に連結す
ることによって構築され得る。同様に、必要とされるまたは任意選択の翻訳後酵素は、適
当な発現系を用いる標的細胞中で同時に産生されてもよい。タンパク質を組換え的に生産
するために非ヒトトランスジェニック動物を使用する方法は、当技術分野で公知であり；
例えば、米国特許第４，７３６，８６６号明細書；米国特許第５，８２４，８３８号明細
書；米国特許第５，４８７，９９２号明細書；および米国特許第５，６１４，３９６号明
細書を参照されたい。
【００８３】
　組換えコラーゲンの生産について記載する上の項で引用された参考文献は、それぞれ参
照により組み込まれる。
【００８４】
　複合コラーゲン線維シート。図１に示されるように、トリプルヘリックスコラーゲン分
子は、フィブリルに会合し、これは、動物スキンにおいてより大きなフィブリル束または
コラーゲン線維に集合する。コラーゲンシートを作製する先行方法は、粉砕動物スキンま
たはレザースクラップと溶解または懸濁コラーゲンとの混合物を使用した。このようなコ
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ラーゲン線維含有製品は、米国特許第２，９３４，４４６号明細書；同第３，０７３，７
１４号明細書；同第３，１２２，５９９号明細書；および同第３，１３６，６８２号明細
書により記載されている。Highbergerら、米国特許第２，９３４，４４６号明細書には、
ミートグラインダーを使用して、カーフスキンハイドまたは真皮のスラリーを生じさせ、
これをシートに形成し、なめし、動物スキンを酸性水溶液中５℃で細粉化および分散させ
ることによって交絡コラーゲン線維塊を形成し、次いで、ｐＨおよび温度を上昇させて、
コラーゲン線維を沈殿させ、ゲルを形成し、次いで、これを乾燥させる方法が記載されて
いる。これらのコラーゲン線維塊のシートは、レザースクラップを利用し、レザーに似て
いるシートを形成する。Highbergerは、これらのレザーシートが商業的使用に適すること
を示していない。Tuら、米国特許第３，０７３，７１４号明細書には、２５％固体を含有
するカーフスキンスラリーからシートを生じさせ、これを植物性なめし溶液でなめし、グ
リセリンおよびオレイン酸で処理することが開示されている。これらのコラーゲン線維シ
ートは、天然スキンおよびハイド中のコラーゲン線維の内部配置を再現すると記載されて
いる。Tuは、レザーシートが消費者製品における使用に組成的または美的に適することを
示していない。Tuら、米国特許第３，１２２，５９９号明細書には、コラーゲン線維およ
び可溶性コラーゲンならびに動物スキンに由来する他の成分を含有する粉砕動物スキンま
たはレザーから作られたレザー様シートが記載されている。Tuは、この混合物をクロムで
処理し、それをアセトンで脱水し、オレイン酸で処理して、コラーゲン線維塊を含むレザ
ー様製品を製造することを開示している。Tuは、シートが消費者製品における使用に組成
的、物理的または美的に適することを示していない。Tuら、米国特許第３，１３６，６８
２号明細書には、コラーゲン線維と、動物スキンに由来する水溶性タンパク質性材料の結
合剤との混合物を含むレザー様材料を作製する方法が記載されている。それには、クロム
なめし剤の使用およびオレイン酸の処理も記載されている。Tuは、良好な外観および感触
のシートを記載しているが、それが消費者製品への組み込みに適することを示していない
。これらの製品は、粗く、粉砕または温浸されたコラーゲン線維を組み込んでいる。
【００８５】
　培養レザー製品。これらの製品は、概してインビトロで細胞を培養することによって生
産されたコラーゲンを含む複数の層を含み、Forgacsら、米国特許出願公開第２０１６／
００９７１０９号明細書およびGreene、米国特許第９，４２８，８１７号明細書で記載さ
れている。これらの製品は、細胞外植片または培養コラーゲン産生性細胞の培養によって
インビトロで生産される。このような細胞は、コラーゲンをコラーゲンフィブリルの四つ
一組の束に産生および処理し、かつ本発明のコラーゲンフィブリルのランダムで非異方性
構造を有しない。Forgacsは、レザー製品を製造するための、成形されてもよい操作動物
スキンについて記載している。Greenは、インビトロで培養されているレザーを組み込ん
でもよい、様々な製品、例えば、履物、アパレルおよび旅行かばんについて記載している
。米国特許出願公開第２０１３／０２５５００３号明細書には、ウシスキン細胞を培養液
中で増殖させることによってレザー様製品のためのコラーゲンを生産することが記載され
ている。宿主細胞の他の型が、医療移植片のためのコラーゲンを生産するため、またはゼ
ラチンを生産するために用いられてきた。例えば、米国特許出願公開第２００４／００１
８５９２号明細書には、宿主細胞、例えば、酵母中でウシコラーゲンを組換え的に発現さ
せることによってゼラチンを生産する様式が記載されている。
【００８６】
　医療製品。コラーゲンのネットワークは、生物医学用途のための材料としてインビトロ
で生産されてきた。それらの用途では、コラーゲントリプルヘリックスのモノマーが、動
物組織、例えば、ウシ真皮から、酸処理またはペプシンなどのタンパク質分解酵素による
処理のいずれかによって抽出されて、組織からのコラーゲンを可溶化する。一旦精製され
ると、これらの可溶化コラーゲン（しばしば、コラーゲントリプルヘリックスのモノマー
、二量体および三量体の混合物）は、水性緩衝液中のｐＨ移動によってフィブリルにフィ
ブリル化することができる。正しい条件下で、コラーゲンモノマーはフィブリルに自己集
合し、それらの供給源およびそれらが単離される仕方に依存して、フィブリルは物理的に
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架橋して、固体ヒドロゲルを形成する。加えて、組換えコラーゲンおよびコラーゲン様タ
ンパク質は、ｐＨおよび塩濃度の同様の調整によってインビトロでフィブリル化すること
が示された。医療用途のためのこのような製品の例には、顕微鏡的コラーゲン線維に自己
集合する、コラーゲンスラリーから作られた生分解性コラーゲンマトリックス、米国特許
第９，５３９，３６３号明細書、ならびに外部案内構造または内部テンプレートの使用お
よび張力の適用によって製造されたコラーゲンフィブリルの組織化アレイ、米国特許第９
，５１８，１０６号明細書が含まれる。例えば、組織工学または組織移植などのための、
医学で使用されるコラーゲン製品は、しばしば、特定の組織で操作または修復されるもの
と類似の形態でコラーゲンを提供することを目的とする。可溶性コラーゲンおよびコラー
ゲン様タンパク質のフィブリル化が生物医学用途のためのコラーゲンヒドロゲルを生産す
るために探索されてきたが、この技術は、天然レザーの強度および美的特性を有する材料
の生産に成功裏には適用されてこなかった。
【００８７】
　合成プラスチック系レザー。合成レザーを作製するための試みは、機能的特性と美的特
性とのレザーの独特の組の再現に達してこなかった。合成レザー材料の例には、中でも、
Ｃｌａｒｉｎｏ、Ｎａｕｇａｈｙｄｅ（登録商標）、Ｃｏｒｆａｍ、およびＡｌｃａｎｔ
ａｒａが含まれる。それらは、ポリ塩化ビニル、ポリウレタン、ニトロセルロースコーテ
ッド綿布、ポリエステル、または合成ポリマーでコーティングされた他の天然布もしくは
繊維材料を含めて、様々な化学薬品およびポリマー成分から作られている。これらの材料
は、不織プロセスおよび最新の紡糸プロセスを含めて、化学およびテキスタイル生産手法
からしばしば引き出して、様々な技術を使用して集合される。これらの材料の多くは、履
物、室内装飾材料、およびアパレル用途での使用を見出してきたが、それらは、レザーを
そのように独特かつ愛されるようにする通気性、性能、触感、または美的特性に適合し得
ないので、高級品用途には達していなかった。今日まで、コラーゲンまたはコラーゲン様
タンパク質の一様なネットワークから代替の商業的レザー様材料は作られてこなかった。
合成プラスチック材料は、許容されるレザー美学をもたらすコラーゲンネットワークの化
学組成および構造を欠いている。合成化学物質品とは異なって、強いが多孔質の繊維状ア
ーキテクチャへのその組織化と相まって、コラーゲンポリペプチド鎖に沿ったアミノ酸側
基の化学組成物は、レザーの望ましい強度、柔軟性および美学をもたらすための架橋プロ
セスによってフィブリルネットワークの安定化および機能化を可能にする。
【００８８】
　可溶性コラーゲンおよびコラーゲン様タンパク質のフィブリル化が、粉砕（ground）ま
たは細粉化（comminuted）レザースクラップを一緒に結合するために、または生物医学用
途のためのコラーゲンヒドロゲルの生産のために探索されてきたが、この現象を利用して
、商業的に許容されるレザー様材料を製造することは達成されなかった。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００９１】
　先行技術の天然レザー、ならびに複合レザー製品、培養レザー製品、および合成のプラ
スチック系レザー製品の問題を考慮して、本発明者らは、レザーに見出される天然構成要
素を組み込んだ、優れた強度、ならびに一様性および非異方性を有するバイオファブリケ
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ーテッドレザーを提供するための様式を勤勉に追及した。
【課題を解決するための手段】
【００９２】
　架橋、脱水および潤滑によって付与されたレザー様特性を有する、インビトロでフィブ
リル化されたコラーゲンフィブリルから構成される材料が、本明細書に記載される。なめ
され、加脂された動物ハイドと比較して、これらのバイオファブリケーテッド材料は、構
造的、組成的および機能的一様性、例えば、有利な実質的に非異方性強度および他の機械
的特性ならびにそれらの上面および下面の両方でのトップグレイン様美学を有することが
できる。
【００９３】
　本発明は、本明細書に記載されるとおりのバイオファブリケーテッド材料を組み込む複
合材料を対象とする。本発明の複合材には、（ｉ）１種もしくは複数の二次構成要素、例
えば、粒子、ワイヤ、布、もしくは三次元物体が、コラーゲンフィブリルのネットワーク
に組み込まれまたは包埋されているもの、（ｉｉ）バイオファブリケーテッド材料が、布
、紙もしくは再生セルロースなどの、織布もしくは不織布などの１種もしくは複数の二次
構成要素の片側上に、例えば、濾過によってコーティングもしくは堆積されているもの、
（ｉｉｉ）バイオファブリケーテッド構成要素が、上側と下側もしくは内側と外側とを有
する１つもしくは複数の二次材料の両側にコーティングもしくは堆積されているもの、ま
たは（ｉｖ）バイオファブリケーテッド材料構成要素および１種もしくは複数の二次構成
要素が、例えば、接着剤とともにまたはそれなしで、直接積層によって、互いに接着、付
着または積層されているものが含まれる。
【００９４】
　本発明の複合材は、バイオファブリケーテッド材料構成要素を含む。この構成要素は、
架橋および潤滑化されたコラーゲンフィブリルのネットワークから構成される。それは、
動物供給源または組換えコラーゲンから単離されたコラーゲンから製造されてもよい。そ
れは、実質的に残基を含まないコラーゲンから製造され得る。好ましくは、それは、コラ
ーゲン線維の大きな束、またはエラスチンなどの、レザーの他の非ヒドロキシリシンもし
くは非３－ヒドロキシプロリンコラーゲン構成要素を実質的に含まない。この材料は、天
然レザーの主要構成要素でもあり、かつフィブリルへのコラーゲン分子のフィブリル化、
フィブリルの架橋および架橋フィブリルの潤滑化のプロセスによって製造されるコラーゲ
ンから構成される。天然レザーとは違って、このバイオファブリケーテッド材料は、非異
方性の（方向に依存しない）物理的特性を示し、例えば、バイオファブリケーテッド材料
のシートは、異なる方向で測定される場合、実質的に同じ弾性および引張り強度を有する
ことができる。天然レザーとは違って、それは、染料およびコーティングの一様な吸収を
促進する一様なテクスチャーを有する。美的には、それは、製造容易性のための一様で、
一貫したグレインをもたらす。このバイオファブリケーテッド材料を組み込む複合材料は
、グレインが一方の側（例えば、遠位表面）から他方の側（近位内層）に増加する天然レ
ザーとは違って、両側に実質的に同一のグレイン、テクスチャーおよび他の美的特性を有
することができる。
【図面の簡単な説明】
【００９５】
【図１】図１は、階層様式でコラーゲンの組成を示す図である。参照文字（１）は、それ
ぞれのトリプルヘリックスコラーゲンモノマーおよびそれらが、隣接するコラーゲンモノ
マーに対して集合される仕方を示し；（２）は、縞模様コラーゲンフィブリルを構成する
集合コラーゲンを示し；（３）は、より大きい尺度でコラーゲンフィブリルを示し；（４
）は、線維に整列されたコラーゲンフィブリルを示し；および（５）は、コラーゲン線維
の束を示す。
【図２】図２Ａは、バッファローハイドの組成を示す写真である。トップグレイン層およ
び下にある真皮層が示され、コラーゲンフィブリルからコラーゲン線維束への高次組織化
の相対度合いが示される。トップグレイン層は、微細なコラーゲンフィブリルからほとん
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ど構成されるが、真皮層は、より粗いコラーゲン線維および線維束からほとんど構成され
る。　図２Ｂおよび図２Ｃは、一方の側の微細グレインおよび他方の側のより粗い真皮を
描写する、レザーの外面および内面のテクスチャーおよびグレインを比較する。
【図３】図３Ａは、微細コラーゲンフィブリルのネットワークを示す、フィブリル化コラ
ーゲンヒドロゲルの走査型電子顕微鏡写真である。　図３Ｂは、より粗い線維束を示す、
ウシ真皮の走査電子顕微鏡写真である。
【図４】図４は、フィブリルバンディング（fibril banding）を示す、フィブリル化コラ
ーゲンネットワークまたはヒドロゲルの透過型電子顕微鏡写真である。
【発明を実施するための形態】
【００９６】
　本明細書で使用される場合の「バイオファブリケーテッド材料」または「バイオファブ
リケーテッドレザー」は、コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質から製造された材料
である。それは、組換え的に産生されたまたは化学的に合成された、哺乳動物または動物
細胞のインビトロ培養によって、例えば、ウシ（bovine）、バッファロー、雄牛、シカ、
ヒツジ、ヤギ、またはブタのコラーゲンなどの非ヒトコラーゲン（これは、動物ハイドの
ような天然源から単離されてもよい）から製造することができる。それは、動物スキンか
ら製造される従来の材料またはレザーではない。このバイオファブリケーテッド材料また
はバイオファブリケーテッドレザーを製造するための方法が、本明細書で開示され、通常
、コラーゲン分子の単離または精製された溶液または懸濁液をフィブリル化して、コラー
ゲンフィブリルを生成させ、フィブリルを架橋し、フィブリルを脱水し、およびフィブリ
ルを潤滑することを伴う。
【００９７】
　異質の内部コラーゲン構造を示す天然レザーと対照的に、バイオファブリケーテッド材
料またはバイオファブリケーテッドレザーは、その体積全体を通しての非束かつランダム
配向コラーゲンフィブリルを特徴とする実質的に一様な内部構造を示すことができる。
【００９８】
　得られたバイオファブリケーテッド材料は、天然レザーが使用されるいずれの様式で使
用されてもよく、本物のレザーと外観および感触で極めて同様であり得る一方で、それを
普通のレザーと区別する組成的、機能的または美的特徴を有する。例えば、天然レザーと
は違って、バイオファブリケーテッドレザーは、天然レザーに見出される潜在的にアレル
ギー性の非コラーゲンタンパク質または構成要素を含む必要がなく、バイオファブリケー
テッドレザーは、そのコラーゲンフィブリルの実質的な非整列のためにすべての方向で同
様の可撓性および強度を示し得（非異方性）、かつ美的には、両側に滑らかなグレインテ
クスチャーを有し得る。バイオファブリケーテッドレザーは、一様な厚さおよび粘稠度、
潤滑剤、架橋剤および染料の一様な分布、一様な非異方性強度、伸張、可撓性、および耐
パイピング性（または天然レザーがシートの平面に平行に分離または割れる傾向）を含め
て、特性の一様性を示し得る。コラーゲンおよび加工条件の内容を選択することによって
、バイオファブリケーテッドレザーは、特定の厚さ、粘稠度、可撓性、軟度、ドレープ、
表面テクスチャーまたは他の機能性に「調整する」ことができる。積層、層状化または複
合製品は、バイオファブリケーテッドレザーを含んでもよい。
【００９９】
　「複合材」は、バイオファブリケーテッド材料またはバイオファブリケーテッドレザー
構成要素と、二次材料との組合せである。この二次構成要素は、バイオファブリケーテッ
ド材料中に組み込まれてもよく；バイオファブリケーテッド材料は、二次材料中に少なく
とも部分的に組み込まれても、または二次材料上にコーティング、層状化、もしくはそれ
に積層されてもよい。複合材の例には、二次材料を封入するバイオファブリケーテッド材
料、バイオファブリケーテッド材料によって片側にコーティングされた二次材料、バイオ
ファブリケーテッド材料によって両外側にコーティングされた二次材料、およびバイオフ
ァブリケーテッド材料の１つまたは複数の層に積層された二次材料の１つまたは複数の層
が含まれる。この用語は、バイオファブリケーテッド材料と１種または複数の二次材料と
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の形態および組合せのすべてを包含する。
【０１００】
　用語「コラーゲン」は、Ｉ型ないしＸＸ型コラーゲンを含めて、公知のコラーゲン型の
いずれか１つ、ならびに天然、合成、半合成、または組換えにかかわらず、任意の他のコ
ラーゲンを指す。それは、本明細書に記載されるコラーゲン、修飾コラーゲンおよびコラ
ーゲン様タンパク質のすべてを含む。この用語は、プロコラーゲンおよびコラーゲン様タ
ンパク質またはモチーフ（Ｇｌｙ－Ｘ－Ｙ）ｎ（ここで、ｎは整数である）を含むコラー
ゲン性タンパク質も包含する。それは、コラーゲンおよびコラーゲン様タンパク質の分子
、コラーゲン分子の三量体、コラーゲンのフィブリル、ならびにコラーゲンフィブリルの
線維を包含する。それはまた、フィブリル化され得る、化学的、酵素的または組換え的に
修飾されたコラーゲンまたはコラーゲン様分子、ならびにナノファイバーに集合すること
ができる、コラーゲンの断片、コラーゲン様分子およびコラーゲン性分子を指す。
【０１０１】
　一部の実施形態において、コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質中のアミノ酸残基
、例えば、リシンおよびプロリンは、ヒドロキシル化を欠いてもよいか、または対応する
天然もしくは未修飾のコラーゲンもしくはコラーゲン様タンパク質よりも少ないかもしく
は多いヒドロキシル化度を有してもよい。他の実施形態において、コラーゲンまたはコラ
ーゲン様タンパク質中のアミノ酸残基は、グリコシル化を欠いてもよいか、または対応す
る天然もしくは未修飾のコラーゲンもしくはコラーゲン様タンパク質よりも少ないもしく
は多いグリコシル化度を有してもよい。
【０１０２】
　コラーゲン組成物中のコラーゲンは、単一型のコラーゲン分子、例えば、１００％ウシ
Ｉ型コラーゲンもしくは１００％ＩＩＩ型ウシコラーゲンを均一に含んでもよいか、また
は異なる種類のコラーゲン分子もしくはコラーゲン様分子の混合物、例えば、ウシＩ型分
子とＩＩＩ型分子との混合物を含んでもよい。このような混合物は、＞０％、１０、２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、９５、９９または＜１００％の個別のコ
ラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質構成要素を含んでもよい。この範囲には、中間値
のすべてが含まれる。例えば、コラーゲン組成物は、３０％のＩ型コラーゲンおよび７０
％のＩＩＩ型コラーゲンを含んでもよいか、または３３．３％のＩ型コラーゲン、３３．
３％のＩＩ型コラーゲン、および３３．３％のＩＩＩ型コラーゲンを含んでもよく、ここ
で、コラーゲンのパーセンテージは、組成物中のコラーゲンの総質量、またはコラーゲン
分子の分子パーセンテージに基づく。
【０１０３】
　「コラーゲンフィブリル」は、トロポコラーゲン（コラーゲン分子のトリプルヘリック
ス）から構成されるナノファイバーである。トロポコラーゲンには、トリプルヘリックス
構造を示すトロポコラーゲン様構造も含まれる。本発明のコラーゲンフィブリルは、１ｎ
ｍ～１μｍの範囲の直径を有してもよい。例えば、本発明のコラーゲンフィブリルは、１
、２、３、４、５、１０、１５、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１
００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、または１０
００ｎｍ（１μｍ）の範囲の平均または個別のフィブリル直径を有してもよい。この範囲
には、中間値および部分範囲のすべてが含まれる。本発明の実施形態の一部において、コ
ラーゲンフィブリルは、例えば、図３および図４に描写されたとおりに、ネットワークを
形成する。コラーゲンフィブリルは、図１に示されるとおりの縞模様パターンを示すフィ
ブリルに会合することができ、これらのフィブリルは、フィブリルのより大きな集合体に
会合することができる。一部の実施形態において、コラーゲンまたはコラーゲン様フィブ
リルは、ウシまたは他の従来のレザーのトップグレインまたは表面層におけるものと同様
の直径および配向を有する。他の実施形態において、コラーゲンフィブリルは、トップグ
レインおよび従来のレザーの真皮層のものを含む直径を有してもよい。
【０１０４】
　「コラーゲン線維」は、図１に示されるとおりにきつく充填されており、かつ線維の方
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向に高い整列度を示すコラーゲンフィブリルから構成される。それは、１μｍ超～１０μ
ｍ超、例えば、＞１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２μｍまたはそ
れ以上の直径で変化し得る。本発明のコラーゲンフィブリルのネットワークの一部の実施
形態は、５μｍより大きい直径を有するコラーゲンフィブリルの実質的な含有量を含まな
い。図２に示されとおりに、レザーのグレイン表面の組成は、そのより内側の部分、例え
ば、より粗い線維束を含む真皮と異なり得る。
【０１０５】
　「フィブリル化」は、コラーゲンフィブリルを生じさせるプロセスを指す。それは、コ
ラーゲン溶液または懸濁液のｐＨを上昇させることによって、または塩濃度を調整するこ
とによって行われてもよい。フィブリル化コラーゲンの形成において、コラーゲンは、１
分～２４時間および中間値のすべてを含めて、任意の適切な時間の長さの間、フィブリル
を形成するためにインキュベートされてもよい。
【０１０６】
　本明細書に記載されるフィブリル化コラーゲンは、一般に平坦なシート、曲がった形状
／シート、円柱、糸、および複雑な形状を含めて、任意の適切な形状および／または厚さ
で形成されてもよい。これらのシートおよび他の形態は、１０、２０、３０、４０、５０
、６０、７０、８０、９０ｍｍより大きく；１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、５０、１００、２００、５００、１，０００、１，５００、２，０００ｃｍまたはそれ
以上の厚さ、幅または高さを含む実質的に任意の線寸法を有してもよい。
【０１０７】
　バイオファブリケーテッドレザー中のフィブリル化コラーゲンは、なんらかのまたはな
んらかの実質的な量の高次構造を欠いてもよい。好ましい実施形態において、バイオフィ
ブリケーテッドレザー中のコラーゲンフィブリルは、非束であり、かつ動物スキンに見出
される大きなコラーゲン線維を形成せず、バイオファブリケーテッドレザーに対して強く
、一様な非異方性構造を与える。
【０１０８】
　他の実施形態において、一部のコラーゲンフィブリルは、高次構造に束ねられ、または
配列され得る。バイオファブリケーテッドレザー中のコラーゲンフィブリルは、０、＞０
、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、＜１．
０、または１．０の範囲の配向指数を示し、ここで、０の配向指数は、他のフィブリルと
の整列を欠くコラーゲンフィブリルを表し、１．０の配向指数は、完全に整列されている
コラーゲンフィブリルを表す。この範囲には、中間値および部分範囲のすべてが含まれる
。当業者は、Sizeland et al., J. Agric. Food Chem. 61:887-892頁(2013) またはBasil
-Jones et al., J. Agric. Food Chem. 59: 9972-9979 頁(2011)への参照によりまた組み
込まれている配向指数に精通している。
【０１０９】
　本明細書に開示される方法は、同じ型のコラーゲンを発現する動物によって産生される
ものと直径で異なるコラーゲンフィブリルを含むバイオファブリケーテッドレザーを製造
することを可能にする。天然コラーゲンの特性、例えば、フィブリル直径およびフィブリ
ル間の架橋度は、動物の種または種族などの遺伝的および環境的因子、ならびに動物の状
況、例えば、脂肪の量、飼料（例えば、穀物、草）の種類、および運動のレベルによって
影響を受ける。
【０１１０】
　バイオファブリケーテッドレザーは、動物の特定の種もしくは種族、または特定の条件
下で飼育された動物によって産生されるコラーゲンフィブリルの特性に似ており、または
模倣するコラーゲンフィブリルを含むように、フィブリル化および加工されてもよい。
【０１１１】
　代わりに、フィブリル化および加工条件は、例えば、天然レザーのフィブリルと比較し
てフィブリル直径、整列度、または架橋度を減少または増加させることによって、天然に
見出されるものと区別できるコラーゲンフィブリルを与えるように選択され得る。
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【０１１２】
　ヒドロゲルと呼ばれることもある、コラーゲンの架橋ネットワークは、コラーゲンがフ
ィブリル化されるときに形成されてもよいか、またはフィブリル化後にネットワークを形
成してもよく；一部の変形では、コラーゲンのフィブリル化のプロセスも、ゲル様ネット
ワークを形成する。一旦形成されると、フィブリル化コラーゲンネットワークは、クロム
、アミン、カルボン酸、硫酸塩、亜硫酸塩、スルホン酸塩、アルデヒド、ヒドラジン、ス
ルフィドリル、ジアザリン、アリール－、アジド、アクリレート、エポキシド、またはフ
ェノールを含む二－、三－、または多官能性反応基を分子に組み込むことによってさらに
安定化されてもよい。
【０１１３】
　フィブリル化コラーゲンネットワークはまた、他の作用物質（例えば、重合することが
できるポリマー、または他の適当な繊維）と重合されてもよく、これは、そのマトリック
スをさらに安定化し、および所望の最終構造を与えるために使用され得る。アクリルアミ
ド、アクリル酸、およびそれらの塩に基づくヒドロゲルは、逆懸濁重合を使用して調製さ
れてもよい。本明細書に記載されるヒドロゲルは、極性モノマーから調製されてもよい。
使用されるヒドロゲルは、天然ポリマーヒドロゲル、合成ポリマーヒドロゲル、またはこ
れら２種の組合せであってもよい。使用されるヒドロゲルは、グラフト重合、架橋重合、
水溶性ポリマーから形成されるネットワーク、放射線架橋などを使用して得られてもよい
。少量の架橋剤がヒドロゲル組成物に添加されて、重合を増進させてもよい。
【０１１４】
　平均または個別のコラーゲンフィブリル長は、バイオファブリケーテッドレザーの厚さ
全体にわたって、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、
９００、１，０００（１μｍ）；５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０
、９０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、
１，０００μｍ（１ｍｍ）の範囲であってもよい。これらの範囲はすべての中間値および
部分範囲を含む。
【０１１５】
　フィブリルは、それらの長さの５０、１００、２００、３００、４００、５００μｍま
たはそれ以上を上回る他のフィブリルと整列してもよいか、またはほとんどもしくはまっ
たく整列を示さなくてもよい。他の実施形態において、一部のコラーゲンフィブリルは、
高次構造に束ね、または整列させることができる。
【０１１６】
　バイオファブリケーテッドレザー中のコラーゲンフィブリルは、０、＞０、０．１、０
．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、＜１．０、または１
．０の範囲の配向指数を示し、ここで、０の配向指数は、他のフィブリルとの整列を欠く
コラーゲンフィブリルを表し、１．０の配向指数は、完全に整列されているコラーゲンフ
ィブリルを表す。この範囲には、中間値および部分範囲のすべてが含まれる。当業者は、
Sizeland et al., J. Agric. Food Chem. 61:887-892 頁(2013) またはBasil-Jones et a
l., J. Agric. Food Chem. 59: 9972-9979 頁(2011)への参照によりまた組み込まれてい
る配向指数に精通している。
【０１１７】
　バイオファブリケーテッドレザーのコラーゲンフィブリル密度は、５、１０、２０、３
０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、２５０、３００、３５０、
４００、４５０、５００、６００、７００、８００、９００、または１，０００ｍｇ／ｃ
ｃなどのすべての中間値を含めて、約１から１，０００ｍｇ／ｃｃ、好ましくは５から５
００ｍｇ／ｃｃの範囲であってもよい。
【０１１８】
　バイオファブリケーテッドレザー中のコラーゲンフィブリルは、単峰性、二峰性、三峰
性、または多峰性分布を示してもよく、例えば、バイオファブリケーテッドレザーは、２
つの異なる峰（mode）の一方の周りに配置されたフィブリル直径の異なる範囲をそれぞれ
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有する、２つの異なるフィブリル調製物から構成されてもよい。このような混合物は、異
なる直径を有するフィブリルによって与えられるバイオファブリケーテッドレザーに、物
理的特性の加成的、相乗的な物理的特性または物理的特性の均衡を付与するように選択さ
れてもよい。
【０１１９】
　天然レザー製品は、レザー製品の重量に基づいて１５０～３００ｍｇ／ｃｃのコラーゲ
ンを含有してもよい。バイオファブリケーテッドレザーは、バイオファブリケーテッドレ
ザーの重量に基づいて、従来のレザーと同様の、コラーゲンまたはコラーゲンフィブリル
の含有量、例えば、１００、１５０、２００、２５０、３００または３５０ｍｇ／ｃｃの
コラーゲン濃度を含んでもよい。
【０１２０】
　ヒドロゲルと呼ばれることもある、フィブリル化コラーゲンは、その最終用途に基づい
て選択される厚さを有してもよい。フィブリル化コラーゲンのより密なまたは濃縮された
調製物は、一般により厚いバイオファブリケーテッドレザーを生成する。バイオファブリ
ケーテッドレザーの最終厚さは、架橋、脱水および潤滑によって引き起こされる収縮前の
フィブリル調製物のもののわずか１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０また
は９０％であってもよい。
【０１２１】
　「架橋」は、コラーゲン分子間内の化学結合の形成（または再形成）を指す。架橋反応
は、コラーゲン構造を安定化させ、一部の場合には、コラーゲン分子間のネットワークを
形成する。当技術分野で公知の任意の適当な架橋剤が、限定することなく、クロムをベー
スとするものなどの無機塩、ホルムアルデヒド、ヘキサメチレンジイソシアネート、グル
タルアルデヒド、ポリエポキシ化合物、ガンマ線、およびリボフラビンと一緒の紫外線を
含めて、使用され得る。架橋は、任意の公知の方法によって行うことができ；例えば、そ
れらのそれぞれが参照により組み込まれている、Bailey et al., Radiat. Res. 22:606-6
21 頁(1964) ; Housley et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 67:824-830 頁(1975)
；Siegel, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 71:4826-4830 頁(1974)；Mechanic et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 41:1597-1604 頁(1970)；およびShoshan et al., Bioc
him, Biophys. Acta 154:261-263 頁(1968)を参照されたい。
【０１２２】
　架橋剤には、イソシアネート、カルボジイミド、ポリ（アルデヒド）、ポリ（アジリジ
ン）、無機塩、ポリ（エポキシ）、酵素、チイラン、フェノール樹脂、ノボラック、レゾ
ール、およびリシン、アルギニン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ヒドロキシプロリン
、またはヒドロキシリシンなどのアミノ酸側鎖と反応する化学的性質を有する他の化合物
が含まれる。
【０１２３】
　コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質は、コラーゲンフィブリル間の化学的または
物理的架橋を促進するように化学的に修飾されてもよい。化学的架橋は、コラーゲン分子
上のリシン、グルタミン酸、およびヒドロキシル基などの反応基がコラーゲンの棒様フィ
ブリル構造から突き出ているので可能であり得る。これらの基を含む架橋は、コラーゲン
分子が応力下で互いを過ぎて滑ることを妨げ、したがってコラーゲン線維の機械的強度を
増加させる。化学的架橋反応の例には、限定されないが、リシンのε－アミノ基との反応
、またはコラーゲン分子のカルボキシル基との反応が含まれる。トランスグルタミナーゼ
などの酵素も、グルタミン酸とリシンの間の架橋を生成して、安定なγ－グルタミル－リ
シン架橋を形成するために使用されてもよい。隣接するコラーゲン分子の官能基間の架橋
の誘導は、当技術分野で公知である。架橋は、フィブリル化コラーゲンヒドロゲル由来の
材料から得られる物理的特性を調整するために本明細書で行うことができる別のステップ
である。
【０１２４】
　まだフィブリ化している、またはフィブリル化されたコラーゲンが、架橋または潤滑さ
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れてもよい。コラーゲンフィブリルは、ネットワーク形成前、ネットワーク形成、または
ネットワークゲル形成の間に、クロムもしくは少なくとも１種のアルデヒド基を含む化合
物、または植物性タンニンで処理され得る。架橋は、フィブリル化コラーゲンレザーをさ
らに安定化する。例えば、アクリルポリマーで前処理され、続いて植物性タンニン、例え
ば、モリシマアカシア（Acacia Mollissima）で処理されたコラーゲンフィブリルは、熱
水安定性の増加を示す。他の実施形態において、グリセルアルデヒドが、架橋剤として使
用されて、フィブリル化コラーゲンの熱安定性、タンパク質分解耐性、および機械的特性
、例えば、ヤング率および引張り応力を増加させてもよい。
【０１２５】
　コラーゲンフィブリルのネットワークを含むバイオファブリケーテッド材料は、従来の
レザーのために使用されるなめし剤を含めて、０、＞０、１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１５、２０％またはそれ以上の架橋剤を含んでもよい。架橋剤は、コラー
ゲンフィブリルもしくはバイオファブリケーテッド材料の他の構成要素に共有結合してい
ても、またはそれらと非共有結合的に会合していてもよい。好ましくは、バイオファブリ
ケーテッドレザーは、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０％以下の架橋剤を
含む。
【０１２６】
　「潤滑すること（lubricating）」は、潤滑剤、例えば、脂肪もしくは他の親油性化合
物、または脱水の間にフィブリル－フィブリル結合を調節または制御する任意の材料を、
コラーゲンを含むレザーまたはバイオファブリケーテッド製品に適用するプロセスを表す
。レザー美学の望ましい特徴は、材料の剛性または手触りである。この特性を達成するた
めに、フィブリルおよび／または線維間の水媒介水素結合は、潤滑剤の使用によってレザ
ーで制限される。潤滑剤の例には、脂肪、生物油、鉱油もしくは合成油、タラ油、スルホ
ン化油、ポリマー、有機官能性シロキサン、ならびに従来のレザーを加脂するために使用
される他の親油性化合物または作用物質、ならびにそれらの混合物が含まれる。潤滑する
ことは、いくつかの点で天然レザーに加脂することに類似しているが、バイオファブリケ
ーテッド製品は、その製造方法、より均一な組成およびあまり複雑でない組成のために、
潤滑剤でより一様に処理することができる。
【０１２７】
　他の潤滑剤には、界面活性剤、アニオン性界面活性剤、カチオン性界面活性剤、カチオ
ン性ポリマー界面活性剤、アニオン性ポリマー界面活性剤、両親媒性ポリマー、脂肪酸、
変性脂肪酸、ノニオン性親水性ポリマー、ノニオン性親油性ポリマー、ポリアクリル酸、
ポリメタクリル酸、アクリル樹脂、天然ゴム、合成ゴム、樹脂、両親媒性アニオン性ポリ
マーおよびコポリマー、両親媒性カチオン性ポリマーおよびコポリマー、ならびにそれら
の混合物、ならびに水、アルコール、ケトン、および他の溶媒中にこれらのエマルション
または懸濁液が含まれる。
【０１２８】
　潤滑剤は、コラーゲンフィブリルを含むバイオファブリケーテッド材料に添加されても
よい。潤滑剤は、フィブリルの移動を容易にする、または可撓性などのレザー様特性、脆
性の減少、耐久性、または耐水性を与える任意の量で組み込まれてもよい。潤滑剤含有量
は、バイオファブリケーテッドレザーの約０．１、０．２５、０．５、１、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、５０、５５、および
６０重量％の範囲であり得る。
【０１２９】
　「脱水すること（dehydrating）」または「脱水すること（dewatering）」は、コラー
ゲンフィブリルと水とを含有する混合物、例えば、フィブリル化コラーゲンを含有する水
溶液、懸濁液、ゲル、またはヒドロゲルから水を除去するプロセスを表す。水は、濾過、
蒸発、凍結乾燥、溶媒交換、真空乾燥、循環乾燥、加熱、照射もしくはマイクロ波をかけ
ることによって、または水を除去するための他の公知の方法によって除去されてもよい。
さらに、コラーゲンの化学的架橋は、親水性アミノ酸残基、例えば、中でもリシン、アル
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ギニン、およびヒドロキシリシンを消費することによってコラーゲンから結合水を除去す
ることが公知である。本発明者らは、アセトンがコラーゲンフィブリルを迅速に脱水し、
水和コラーゲン分子に結合した水も除去し得ることを見出した。脱水後のバイオファブリ
ケーテッド材料またはレザーの水含有量は、好ましくは、バイオファブリケーテッドレザ
ーの６０重量％以下、例えば、５、１０、１５、２０、３０、３５、４０、５０または６
０重量％以下である。この範囲に中間値のすべてが含まれる。水含有量は、２５℃および
１気圧で６５％相対湿度における平衡によって測定される。
【０１３０】
　「グレインテクスチャー」は、フルグレインレザー、トップグレインレザー、修正グレ
インレザー（ここでは、人工グレインが適用された）のテクスチャー、またはより粗いス
プリットグレインレザーテクスチャと美的またはテクスチャー的に同様であるレザー様テ
クスチャーを表す。有利には、本発明のバイオファブリケーテッド材料は、図２Ａ、図２
Ｂおよび図２Ｃにより描写されるようなレザーの表面グレインに似ている、微細なグレイ
ンを与えるように調整することができる。
【０１３１】
　「バイオファブリケーテッドレザー製品」には、履物類、衣服、手袋、家具または車両
用室内装飾材料ならびに他のレザー品および製品などの、バイオファブリケーテッドレザ
ーの少なくとも１種の構成要素を含む製品が含まれる。それには、限定されないが、衣類
、例えば、オーバーコート、コート、ジャケット、シャツ、ズボン、パンツ、ショーツ、
水着、下着、ユニホーム、標章または文字、衣装、ネクタイ、スカート、ドレス、ブラウ
ス、レギンス、手袋、ミトン、履物類、靴、靴部品、例えば、ソール、クオーター、舌革
、カフ、細革、および月型、ドレス靴、運動靴、ランニング靴、カジュアル靴、運動、ラ
ンニングまたはカジュアル靴部品、例えば、つま革、トウボックス、アウトソール、ミッ
ドソール、アッパー、レース、アイレット、カラー、ライニング、アキレスノッチ、ヒー
ル、およびカウンター、ファッションまたは婦人靴、およびそれらの靴部品、例えば、ア
ッパー、アウターソール、トウスプリング、トウボックス、デコレーション、バンプ、ラ
イニング、ソック、インソール、プラットフォーム、カウンター、およびヒールまたはハ
イヒール、ブーツ、サンダル、ボタン、サンダル、ハット、マスク、ヘッドギア、ヘッド
ハンド、ヘッドラップ、ならびにベルト；ジュエリー、例えば、ブレスレット、時計バン
ド、およびネックレス；手袋、傘、ステック、札入れ、携帯電話または着用できるコンピ
ューター覆い、パース、バックパック、スーツケース、ハンドバッグ、フォリオ（folio
）、フォルダー、ボックス、および他の個人用オブジェクト；アスレチック、スポーツ、
ハンティングまたはレクレーション用ギア、例えば、馬具、馬勒、手綱、ビット、綱（le
ash）、ミット、テニスラケット、ゴルフクラブ、ポロ、ホッケー、またはラクロスギア
、チェスボードおよびゲームボード、メディシンボール、キックボール、ベースボール、
および他の種類のボール、ならびに玩具；製本、ブックカバー、写真フレームまたは手工
芸品；イス、ソファ、ドア、シート、オットマン、間仕切り、コースター、マウスパッド
、デスクブロッタ、または他のパッド、テーブル、ベッド、床、壁または天井覆い、床材
を含む、家具および家庭、オフイスまたは他の室内もしくは屋外備品；シート、ヘッドレ
スト、室内装飾材料、パネル用材、ハンドル、ジョイスティックまたは制御の覆い、およ
び他のラップまたは覆いを含む、自動車、ボート、航空機および他の車両用製品が含まれ
る。
【０１３２】
　レザー製品の多くの使用は、レザーが縫合された場合でさえも、破れずまたは裂けない
耐久性製品を必要とする。縫合レザーを含み、かつ耐久性レザーを必要とする典型的な製
品には、自動車ハンドルカバー、自動車シート、家具、スポーツ用品、スポーツ靴、スニ
ーカー、時計ストラップなどが含まれる。これらの製品の性能を改善するためにバイオフ
ァブリケーテッドレザーの耐久性を増加させる必要がある。本発明によるバイオファブリ
ケーテッドレザーは、これらの製品のいずれかを作製するために使用することができる。
【０１３３】
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　コラーゲンフィブリルのバイオファブリケーテッドネットワークまたはバイオファブリ
ケーテッドレザーの物理的特性は、コラーゲンの型、フィブリル化されたコラーゲンの濃
度の量、フィブリル化、架橋、脱水、および潤滑の度合いを選択することによって選択ま
たは調整されてもよい。多くの有利な特性は、得られたバイオファブリケーテッド材料ま
たはレザーに強く、可撓性で、かつ実質的に一様な特性を与え得る、コラーゲンフィブリ
ルのネットワーク構造と関連している。本発明によるバイオファブリケーテッドレザーの
好ましい物理的特性には、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５ＭＰａまたはそれ以上の範囲の引張り強度、１、５、１０、１５、２０、
２５、３０％またはそれ以上の範囲の破断点伸びにより決定される可撓性、４、５、６、
７、８ｍｍ以上のＩＳＯ１７２３５により決定される軟度、０．２、０．３、０．４、０
．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０、１．１、１．２、１．３、１．４、１
．５、１．６、１．７、１．８、１．９、２．０ｍｍまたはそれ以上の範囲の厚さ、およ
び１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、
４００、５００、６００、７００、８００、９００、１，０００ｍｇ／ｃｃまたはそれ以
上、好ましくは１００～５００ｍｇ／ｃｃのコラーゲン密度（コラーゲンフィブリル密度
）が含まれる。上記範囲には、部分範囲および中間値のすべてが含まれる。
【０１３４】
　厚さ。その最終用途に依存して、バイオファブリケーテッド材料またはレザーは、任意
の厚さを有してもよい。その厚さは、好ましくは約０．０５ｍｍ～２０ｍｍおよびこの範
囲内の任意の中間値、例えば、０．０５、０．１、０．２、０．５、１、２、３、４、５
、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２
０、２５、３０、４０、５０ｍｍまたはそれ以上の範囲である。バイオファブリケーテッ
ドレザーの厚さは、コラーゲン含有量を調整することによって制御され得る。
【０１３５】
　弾性率。弾性率（ヤング率としても公知である）は、物体または物質に力がかけられる
場合に弾性的（すなわち、非永久的に）に変形されることに対するその抵抗性を測定する
数字である。物体の弾性率は、弾性変形領域におけるその応力－歪曲線の傾きと定義され
る。材料が硬ければ硬いほど、弾性率は高くなる。弾性率は、テクスチャーアナライザー
を使用して測定され得る。
【０１３６】
　バイオファブリケーテッドレザーは、少なくとも１００ｋＰａの弾性率を有し得る。そ
れは、１００ｋＰａ～１，０００ＭＰａおよびこの範囲内の任意の中間値、例えば、０．
１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、５０、１００、２００、３００、４００、５００、６０
０、７００、８００、９００、または１，０００ＭＰＡの範囲であり得る。バイオファブ
リケーテッドレザーは、その緩和状態長さから３００％まで、例えば、その緩和状態長さ
の＞０、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、または３００％だけ伸びることが
できてもよい。
【０１３７】
　引張り強度（極限引張り強度としても公知である）は、寸法を減少させる傾向の荷重に
耐える、圧縮強度とは対照的に、伸びる傾向の荷重に耐える材料または構造の能力である
。引張り強度は、張力または引き離されることに抵抗するが、圧縮強度は、圧縮または一
緒に押されることに抵抗する。
【０１３８】
　バイオファブリケーテッド材料の試料は、インストロン機を使用して引張り強度につい
て試験されてもよい。クランブが試料の端部に取り付けられ、試料は、破損まで反対方向
に引っ張られる。良好な強度は、試料が少なくとも１ＭＰａの引張り強度を有する場合に
実証される。バイオファブリケーテッドレザーは、少なくとも１ｋＰＡの引張り強度を有
し得る。それは、１ｋＰａ～１００ＭＰａおよびこの範囲内の任意の中間値、例えば、１
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、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、５０、１００、２００、３００、４００、５
００ｋＰＡ；０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０、１．２、１．３、１．
４、１．５、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０、または１００ＭＰａの範囲であり得る。
【０１３９】
　引裂き強度（引裂き抵抗としても公知である）は、材料が引裂きの作用にいかに良く耐
え得るかの尺度である。しかしながら、より具体的には、それは、材料（通常はゴム）が
張力下のときに任意の切り込みの成長にいかに良く抵抗するかであり、それは通常ｋＮ／
ｍで測定される。引裂き抵抗は、ＡＳＴＭ　Ｄ４１２方法（引張り強度、モジュラスおよ
び伸びを測定するために使用された同じもの）によって測定され得る。ＡＳＴＭ　Ｄ６２
４は、引裂きの形成（引裂き開始）に対する抵抗および引裂きの拡大（引裂き伝播）に対
する抵抗を測定するために使用され得る。これらの２つのどちらが測定されるかにかかわ
らず、試料は、２つのホルダー間に保持され、前述の変形が起こるまで一様な引張り力が
かけられる。次いで、引裂き抵抗が、かけられた力を材料の厚さで除すことによって計算
される。バイオファブリケーテッドレザーは、同じ架橋剤（単数もしくは複数）または潤
滑剤を使用して加工された、従来のトップグレイン、または同じ型のコラーゲン、例えば
、ウシＩ型またはＩＩＩ型コラーゲンを含む同じ厚さの他のレザーのものよりも少なくと
も１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、２５、３０、３５、４０、４５、
５０、１００、１５０または２００％大きい引裂き抵抗を示し得る。バイオファブリケー
テッド材料は、約１～５００Ｎ、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２５、１５０、１７５、
２００、２２５、２５０、２７５、３００、３２５、３５０、３７５、４００、４２５、
４５０、４７５、または５００の範囲の引裂き強度およびこの範囲内の任意の中間の引裂
き強度も有し得る。
【０１４０】
　軟度。ＩＳＯ１７２３５：２０１５は、レザーの軟度を決定するための非破壊的方法を
明記する。それは、非剛性レザーのすべて、例えば、靴甲革用レザー、室内装飾材料用レ
ザー、レザー品用レザー、およびアパレル用レザーに適用可能である。バイオファブリケ
ーテッドレザーは、２、３、４、５、７、８、１０、１１、１２ｍｍまたはそれ以上のＩ
ＳＯ１７２３５により決定された軟度を有し得る。
【０１４１】
　グレイン。レザーのトップグレイン表面は、しばしばその軟らかいテクスチャーおよび
滑らかな表面のために最も望ましいとみなされる。トップグレインは、コラーゲンフィブ
リルの高度に多孔質のネットワークである。グレインの強度および引裂き抵抗は、しばし
ばトップグレイン単独の実際の用途にとって制限となり、従来のレザー製品は、しばしば
はるかにより粗いグレインを有する真皮で裏付けされている。図２Ａ、図２Ｂおよび図２
Ｃは、トップグレインおよび真皮のレザー表面を比較する。強くかつ一様な物理的特性ま
たは増加した厚さを有して製造され得る本明細書で開示されるとおりのバイオファブリケ
ーテッド材料は、真皮裏付けの必要のないトップグレイン様製品を提供するために使用さ
れ得る。
【０１４２】
　他の構成要素の含有量。一部の実施形態において、コラーゲンは、エラスチンまたは非
構造動物タンパク質などの他のレザー構成要素を含まない。しかしながら、一部の実施形
態において、バイオファブリケーテッドレザー中のアクチン、ケラチン、エラスチン、フ
ィブリン、アルブミン、グロブリン、ムチン、ムチン様物、非コラーゲン構造タンパク質
、および／または非コラーゲン非構造タンパク質の含有量は、バイオファブリケーテッド
レザーの０、１、２、３、４、５、７、８、９～１０重量％の範囲であってもよい。他の
実施形態において、アクチン、ケラチン、エラスチン、フィブリン、アルブミン、グロブ
リン、ムチン、ムチン様物、非コラーゲン構造タンパク質、および／または非コラーゲン
非構造タンパク質の含有量は、バイオファブリケーテッドレザー中にバイオファブリケー
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テッドレザーの＞０、１、２、３、４、５、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０重量％またはそれ以上の範囲の量でバイオファブ
リケーテッドレザーに組み込まれてもよい。このような構成要素は、フィブリル化、架橋
、脱水、または潤滑の間または後に導入されてもよい。
【０１４３】
　「レザー用染料」は、レザーまたはバイオファブリケーテッドレザーを着色するために
使用され得る染料を指す。これらには、酸性染料、直接染料、レーキ、硫黄染料、塩基性
染料および反応染料が含まれる。染料および顔料も、バイオファブリケーテッドレザーの
前駆体中に、例えば、バイオファブリケーテッドレザーの製造の間にコラーゲンフィブリ
ルを含む懸濁液またはネットワークゲル中に組み込むことができる。
【０１４４】
　「充填剤」。一部の実施形態において、ファブリケーテッドレザーは、レザーの構成要
素以外の充填剤、例えば、ミクロスフェアを含んでもよい。脱水フィブリルネットワーク
の組織化を制御する様式の１つは、脱水の間に間隙を介してフィブリルを保つ充填材料を
含むことである。これらの充填剤材料には、ナノ粒子、ミクロ粒子、または様々なポリマ
ー、例えば、なめし工業で一般に使用されるシンタンが含まれる。これらの充填材料は、
最終脱水レザー材料の一部であり得るか、または充填材料は、犠牲にされ得る、すなわち
、それらは、より多孔質のフィブリルネットワークのための空間を残して分解または溶解
除去される。これらの充填剤の形状および寸法はまた、脱水フィブリルネットワークの配
向を制御するために使用されてもよい。
【０１４５】
　一部の実施形態において、充填剤または二次構成要素は、ポリマー性ミクロスフェア（
単数もしくは複数）、ビーズ（単数もしくは複数）、繊維（単数もしくは複数）、ワイヤ
（単数もしくは複数）、または有機塩（単数もしくは複数）を含んでもよい。他の材料が
また、ファブリケーテッドレザー中に、または本発明によるコラーゲンフィブリルのネッ
トワーク中に包埋されても、またはそうでなければ、組み込まれてもよい。これらには、
限定されないが、一種の繊維、例えば、織りおよび不織の両繊維ならびに綿、羊毛、カシ
ミール、アンゴラ、リネン、竹、靭皮、麻、大豆、シーセル、牛乳または牛乳タンパク質
から製造された繊維、絹、スパイダーシルク、組換え的に製造されたペプチドまたはポリ
ペプチドを含む他のペプチドまたはポリペプチド、キトサン、菌糸体、細菌セルロースを
含むセルロース、木質繊維を含む木材、レーヨン、リヨセル、ビスコース、抗菌性ヤーン
（Ａ．Ｍ．Ｙ．）、Ｓｏｒｂｔｅｋ、ナイロン、ポリエステル、エラストマー、例えば、
ライクラ（登録商標）、スパンデックスまたはエラスタンおよび他のポリエステル－ポリ
ウレタンコポリマー、アラミド、炭素繊維およびフラーレンを含む炭素、ガラス繊維およ
び不織布を含むガラス、シリコンおよびシリコン含有化合物、鉱物粒子および鉱物繊維を
含む鉱物、ならびに金属または金属合金、例えば、粒子、繊維、ワイヤの形態またはバイ
オファブリケーテッドレザー中に組み込むために適した他の形態であってもよい、鉄、鋼
、鉛、金、銀、白金、銅、亜鉛およびチタンを含むものが含まれる。このような充填剤に
は、導電性材料、磁気材料、フルオレッセント材料、バイオルミネッセント材料、ファス
フォレッセント材料もしくは他のフォトルミネッセント材料、またはそれらの組合せが含
まれる。これらの構成要素の混合物またはブレンドも、例えば、本明細書で開示される化
学的および物理的特性を改変するために、バイオファブリケーテッドレザー中に包埋され
てもまたは組み込まれてもよい。
【０１４６】
　複合材のバイオファブリケーテッド材料構成要素を作製する方法。
　複合材料における使用のためにコラーゲンからバイオファブリケーテッド材料構成要素
を形成する方法は、任意の順序でフィブリル化、架橋、脱水（dehydrating/dewatering）
および潤滑のステップを含む。例えば、コラーゲン溶液が、フィブリル化されてもよく、
フィブリルは、グルタルアルデヒドなどの作用物質で架橋され、次いで、亜硫酸化油など
の潤滑剤でコーティングされ、次いで、濾過により脱水されて、フィブリル化コラーゲン
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レザーを形成してもよい。しかしながら、作製方法は、ステップのこの特定の順序に限定
されない。
【０１４７】
　代わりに、フィブリル架橋に続いて、フィブリルは、アセトンとの溶媒交換によって脱
水し、続いて、亜硫酸化油で加脂し、その後、溶媒を蒸発させて、フィブリル化コラーゲ
ンレザーを形成することができる。さらに、フィブリル間の化学的または物理的架橋の組
込み（材料強度を付与するための）は、プロセス中のいずれの時点で行うこともできる。
例えば、ヒドロゲルと呼ばれることもある、固体フィブリル化コラーゲンを形成すること
ができ、次いで、このフィブリルネットワークをアセトンとの溶媒交換によって脱水し、
続いて、亜硫酸化油で加脂することができる。さらに、コラーゲンフィブリルは、典型的
には樹脂配合物中で使用されるものなどの他のポリマーの組込みによってネットワーク中
に架橋することができる。
【０１４８】
　潤滑剤、保湿剤、染料および他の処理剤などの材料は、バイオファブリケーションプロ
セスの間にバイオファブリケーテッドレザー製品にわたって一様に分布させることができ
る。これは、その構造的異質性のためにしばしば一様な処理を不可能にする従来のレザー
なめしおよび加脂と比較して有利である。さらに、化学剤はネットワーク形成前に組み込
むことができるので、処理化学薬品を含有するフロート（float）からコラーゲンネット
ワークに浸透する必要がないことによって化学的損失が減少するので、より少ない量の処
理化学薬品が必要となる。天然レザーを処理するためにしばしば使用される高温とは違っ
て、バイオファブリケーテッドレザーは、溶媒を蒸発させる前の加工の間に周囲温度また
は３７℃以下の温度で加熱して、フィブリル化コラーゲンレザーを形成することができる
。代わりに、コラーゲンフィブリルは、懸濁液中で架橋および潤滑され、その後、脱水の
間にまたは懸濁液もしくは脱水材料への結合剤の添加によってフィブリル間のネットワー
クを形成することができる。
【０１４９】
　バイオファブリケーテッドレザー材料を形成する方法は、溶液中でコラーゲンのフィブ
リル化を誘導すること；ヒドロゲルの形態で現れてもよいフィブリル化コラーゲンを架橋
（例えば、なめすこと）および脱水して、フィブリル化コラーゲンシートまたは他の製品
を得ること、ならびに少なくとも１種の保湿剤または潤滑剤、例えば、脂肪または油をフ
ィブリル化コラーゲンシートまたは製品に組み込んで、可撓性バイオファブリケーテッド
レザーを得ることを含んでもよい。
【０１５０】
　レザーをフィブリルからバイオファブリケートする方法は、溶液中でコラーゲンまたは
コラーゲン様タンパク質のフィブリル化を誘導して、フィブリル化コラーゲンヒドロゲル
を得ること；フィブリル化コラーゲンヒドロゲルを架橋して、フィブリル化コラーゲンヒ
ドロゲルレザーを得ること；および少なくとも１種の潤滑油をフィブリル化コラーゲンヒ
ドロゲルレザー中に組み込むことを含んでもよい。
【０１５１】
　バイオファブリケーテッドレザーを製造するために本明細書に記載されるプロセスにお
いて、バイオファブリケーテッドレザーを形成するためのステップの順序は、変えられて
もよく、または２つ以上のステップが同時に行われてもよい。例えば、フィブリル化およ
び架橋が、一緒にもしくは１種以上の作用物質の添加によって行われてもよいか、または
架橋剤および潤滑剤が、コラーゲンのフィブリル化の前に溶液に組み込まれてもよい、な
どである。
【０１５２】
　コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質は、動物供給源からコラーゲンの抽出によっ
て、例えば、限定されないが、ウシハイドまたは腱コラーゲンの抽出によって得られても
よい。代わりに、コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質は、非動物供給源から、例え
ば、組換えＤＮＡ技術、細胞培養技術、または化学的ペプチド合成によって得られてもよ
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い。
【０１５３】
　これらの方法のいずれも、フィブリル化前にコラーゲンもしくはコラーゲン様タンパク
質を二量体、三量体、およびより高次のオリゴマーに重合させること、ならびに／または
コラーゲンもしくはコラーゲン様タンパク質を化学的に修飾して、コラーゲンもしくはコ
ラーゲン様タンパク質間の架橋を促進することを含んでもよい。
【０１５４】
　これらの方法のいずれも、コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質を、クロム、アミ
ン、カルボン酸、硫酸塩、亜硫酸塩、スルホン酸塩、アルデヒド、ヒドラジド、スルフィ
ドリル、ジアジリン、アリール、アジド、アクリレート、エポキシド、またはフェノール
基の１種または組合せで官能化することを含んでもよい。
【０１５５】
　フィブリル化の誘導は、塩または塩の組合せを添加することを含んでもよく、例えば、
塩または塩の組合せは、Ｎａ３ＰＯ４、Ｋ３ＰＯ４、ＫＣｌおよびＮａＣｌを含んでもよ
く、各塩の濃度は、１０ｍＭ～５Ｍなどであってもよい。
【０１５６】
　一般に、フィブリル化の誘導は、核形成剤、例えば、分岐コラーゲンミクロゲルを添加
して、酸または塩基でｐＨを調整することを含んでもよく、ここで、核形成剤は、１ｍＭ
～１００ｍＭの濃度を有する。
【０１５７】
　フィブリル化コラーゲンは、クロム化合物、アルデヒド化合物、または植物性タンニン
、または任意の他の架橋剤で安定化されてもよい。例えば、フィブリル化コラーゲンは、
クロム化合物、アルデヒド化合物、または植物性タンニンで安定化されてもよく、ここで
、クロム化合物、アルデヒド化合物、または植物性タンニン化合物は、１ｍＭ～１００ｍ
Ｍの濃度を有する。
【０１５８】
　これらの方法のいずれも、フィブリル化コラーゲンの水含有量を５、１０、２０、２５
、３０、４０、５０または６０重量％またはそれ未満に調整して、フィブリル化コラーゲ
ンヒドロゲルレザーを得ることを含んでもよい。例えば、フィブリル化コラーゲン材料は
、脱水されてもよい。これらの方法のいずれもまた、フィブリル化コラーゲンレザーを染
色し、および／または表面仕上げ材を適用することを含んでもよい。
【０１５９】
　本明細書に記載される操作レザー材料をバイオファブリケートするためのコラーゲン出
発材料の選択は、制御することができ、得られた製品は、区別できる最終用途のための物
理的および美的特性を有して、例えば、履物に有用な特徴、およびアパレルに有用な異な
る特徴を有して、異なって形成されてもよい。一般に、本明細書に記載されるバイオファ
ブリケーテッドフィブリル化コラーゲンヒドロゲル由来のレザーは、コラーゲンフィブリ
ルに自己集合するように誘導される、コラーゲンの溶液から形成される。
【０１６０】
　コラーゲンフィブリルは、内因性コラーゲンフィブリルとは違って、いかなる高次構造
（例えば、線維の束）も集合されないが、いくらか無秩序のフィブリル、より特には非束
フィブリルのままである。インビボで集合される場合、コラーゲンフィブリルは、典型的
には横方向に整列されて、高次の構造を有する束を形成し、例えば、スキンに見出される
強靭でミクロンサイズのコラーゲン線維を構成する。ネイティブコラーゲンフィブリルの
特有の特徴は、それらの縞模様構造である。ネイティブフィブリルの直径は、長さに沿っ
てわずかに変化し、およそ６７ｎｍの高度に再現可能なＤバンド繰り返しを有する。本明
細書に記載される方法の一部において、コラーゲンフィブリルは、非縞模様および非束で
あってもよく、または縞模様および非束であってもよく、または１～１００ｎｍの範囲お
よびこの範囲内の中間値のすべて）の異なる間隔のＤバンドを有してもよい。コラーゲン
フィブリルは、ランダムに配向されていても（例えば、配向されていなくても、またはい
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ずれかの特定の方向もしくは軸に配向されていなくても）よい。
【０１６１】
　本明細書に記載されるとおりのバイオファブリケーテッドレザー材料を形成するために
使用される出発材料は、任意の適切な非ヒトコラーゲン供給源またはフィブリル化され得
る修飾もしくは操作コラーゲンを含んでもよい。
【０１６２】
　コラーゲンの様々な形態が、動物界の全体を通して見出される。本明細書で使用される
コラーゲンは、脊椎動物および非脊椎動物の両方を含む動物供給源から、または合成供給
源から得られてもよい。コラーゲンはまた、既存の動物加工の副産物から供給されてもよ
い。動物供給源から得られたコラーゲンは、当技術分野で公知の標準的な実験室技術、例
えば、Silva et al., Marine Origin Collagens and its Potential Applications, Mar.
 Drugs, 2014年12月、12(12):5881-5901頁を使用して単離されてもよい。
【０１６３】
　本明細書に記載されるバイオファブリケーテッドレザー材料およびそれらを形成するた
めの方法の主な利点の１つは、コラーゲンが、動物の殺害を必要としない供給源から得ら
れてもよいことである。
【０１６４】
　本明細書に記載されるコラーゲンはまた、バイオリアクターで増殖された細胞からのも
のを含めて、細胞培養技術によって得られてもよい。
【０１６５】
　コラーゲンはまた、組換えＤＮＡ技術によって得られてもよい。非ヒトコラーゲンをコ
ードする構築物が、宿主生物中に導入されて、非ヒトコラーゲンを生産してもよい。例え
ば、コラーゲンはまた、宿主として、酵母、例えば、ハンセヌラ・ポリモルファ（Hansen
ula polymorpha）、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、ピキ
ア・パストリス（Pichia pastoris）などによって生産されてもよい。さらに、最近にな
って、トリプルヘリックスコラーゲンに特徴的であるサイン（Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａ）
ｎ繰り返しアミノ酸配列を与える細菌ゲノムが同定された。例えば、グラム陽性細菌化膿
連鎖球菌（Streptococcus pyogenes）は、今日ではよく特徴付けられた構造および機能的
特性を有する２種のコラーゲン様タンパク質、Ｓｃｌ１およびＳｃｌ２を含む。したがっ
て、大規模生産方法を確立するためにＳｃｌ１またはＳｃｌ２のいずれかの様々な配列修
飾によって組換え大腸菌（E. coli）系で構築物を得ることが可能である。コラーゲンは
また、標準的なペプチド合成技術によって得られてもよい。述べられた技術のいずれかか
ら得られたコラーゲンは、さらに重合されてもよい。コラーゲン二量体および三量体は、
溶液中のコラーゲンモノマーの自己会合から形成される。
【０１６６】
　本明細書に記載されるコラーゲン材料の形成における初期ステップとして、出発コラー
ゲン材料は、溶液中に入れられ、フィブリル化されてもよい。コラーゲンフィブリル化は
、コラーゲン溶液への塩の導入によって誘導されてもよい。塩または塩の組合せ、例えば
、リン酸ナトリウム、リン酸カリウム、塩化カリウム、および塩化ナトリウムのコラーゲ
ン溶液への添加は、コラーゲン溶液のイオン強度を変化させ得る。コラーゲンフィブリル
化は、より大きい水素結合、ファンデルワールス相互作用、および共有結合によって、静
電的相互作用の増加の結果として起こり得る。適当な塩濃度は、例えば、およそ１０ｍＭ
、５０ｍＭ、１００ｍＭ、５００ｍＭ、１Ｍ、２Ｍ、３Ｍ、４Ｍから５Ｍ、およびこの範
囲内の任意の中間値の範囲であってもよい。
【０１６７】
　コラーゲンフィブリル化はまた、塩以外の核形成剤によって誘導または増強されてもよ
い。核形成剤は、コラーゲンモノマーがその上で互いと密接に接触するようになって、フ
ィブリル化を開始することができ、または複数フィブリルがそこで核形成剤を介して連結
される分岐点として作用することができる表面を与える。適当な核形成剤の例には、限定
されないが、コラーゲンを含有するミクロゲル、コラーゲンミクロまたはナノ粒子、金属
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粒子または天然もしくは合成由来の繊維が含まれる。適当な核形成剤濃度は、およそ１ｍ
Ｍ～１００ｍＭの範囲であってもよい。
【０１６８】
　コラーゲンネットワークはまた、ｐＨに対して高度に感受性であってもよい。フィブリ
ル化ステップの間に、ｐＨは、直径および長さなどのフィブリル寸法を制御するために調
整されてもよい。コラーゲンフィブリルの全体の寸法および組織化は、得られたフィブリ
ル化コラーゲン由来の材料の強靭性、伸張性、および通気性に影響を与える。これは、異
なる強靭性、可撓性、および通気性を必要とし得る様々な用途のためのフィブリル化コラ
ーゲン由来のレザーをファブリケートするための使用のものであってもよい。ｐＨの調整
は、塩濃度の変化の有無にかかわらず、フィブリル化のために使用されてもよい。
【０１６９】
　脱水フィブリルネットワークの組織化を制御する様式の１つは、乾燥中に間隔を置いて
フィブリルを保つ充填材料を含むことである。これらの充填剤材料には、ナノ粒子、ミク
ロ粒子、またはなめし工業で一般に使用されるシンタンなどの様々なポリマーが含まれ得
る。これらの充填材料は、最終脱水レザー材料の一部であり得るか、または充填材料は、
犠牲にされ得、すなわち、それらは、分解もしくは溶解除去されて、より多くの多孔質フ
ィブリルネットワークのための開放空間を残す。
【０１７０】
　コラーゲンまたはコラーゲン様タンパク質は、コラーゲンフィブリル間の化学的および
物理的架橋を促進するために化学的に修飾されてもよい。化学的架橋は、コラーゲン分子
上のリシン、グルタミン酸、およびヒドロキシル基などの反応基がコラーゲンの棒様フィ
ブリル構造から突き出ているので可能であり得る。これらの基を含む架橋は、コラーゲン
分子が応力下で互いを過ぎて滑ることを妨げ、したがってコラーゲン線維の機械的強度を
増加させる。化学的架橋反応の例には、限定されないが、リシンのε－アミノ基との反応
、またはコラーゲン分子のカルボキシル基との反応が含まれる。トランスグルタミナーゼ
などの酵素も、グルタミン酸とリシンの間の架橋を生じて、安定なγ－グルタミル－リシ
ン架橋を形成するために使用されてもよい。隣接するコラーゲン分子の官能基間の架橋の
誘導は、当技術分野で公知である。架橋は、フィブリル化コラーゲンヒドロゲル由来材料
から得られる物理的特性を調整するために本明細書で行うことができる別のステップであ
る。
【０１７１】
　一旦形成されると、フィブリル化コラーゲンネットワークは、クロム、アミン、カルボ
ン酸、硫酸塩、亜硫酸塩、スルホン酸塩、アルデヒド、ヒドラジン、スルフィドリル、ジ
アザリン、アリール－、アジド、アクリレート、エポキシド、またはフェノールを含む二
－、三－、または多官能性反応基を有する分子を組み込むことによってさらに安定化され
てもよい。
【０１７２】
　フィブリル化コラーゲンネットワークはまた、ヒドロゲルを形成し、または繊維状品質
を有する他の作用物質（例えば、重合することができるポリマー、または他の適当な繊維
）と重合されてもよく、これらは、マトリックスをさらに安定化し、所望の最終構造を与
えるために使用され得る。アクリルアミド、アクリル酸、およびそれらの塩に基づくヒド
ロゲルは、逆懸濁重合を使用して調製されてもよい。本明細書に記載されるヒドロゲルは
、極性モノマーから調製されてもよい。使用されるヒドロゲルは、天然ポリマーヒドロゲ
ル、合成ポリマーヒドロゲル、またはそれらの２種の組合せであってもよい。使用される
ヒドロゲルは、グラフト重合、架橋重合、水溶性ポリマーから形成されるネットワーク、
放射線架橋などを使用して得られてもよい。少量の架橋剤が、ヒドロゲル組成物に添加さ
れて、重合を高めてもよい。
【０１７３】
　フィブリル化コラーゲンヒドロゲルのいずれの適切な厚さも、本明細書に記載されると
おりに作られてもよい。最終厚さはヒドロゲル厚さよりもはるかに少ない（例えば、１０
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～９０％より薄い）ので、初期ヒドロゲル厚さは、所望される最終製品の厚さに依存し得
、架橋、脱水、および／あるいは１種もしくは複数の油または本明細書に記載されるとお
りの他の潤滑剤の添加の間の収縮を含めて、厚さ（または全体体積）に対する変化を推定
する。
【０１７４】
　ヒドロゲル厚さは、０．１ｍｍ～５０ｃｍまたはこの範囲内の任意の中間値であっても
よい。フィブリル化ヒドロゲルを形成する際に、ヒドロゲルは、１分～２４時間を含めて
、任意の適切な時間の長さの間厚さを形成するためにインキュベートされてもよい。
【０１７５】
　本明細書に記載されるフィブリル化コラーゲンヒドロゲルは、一般に、平坦なシート、
曲がった形状／シート、円柱、糸、および複雑な形状を含めて、任意の適切な形状および
／または厚さで形成されてもよい。さらに、これらの形状の実質的に任意の線形サイズ。
例えば、これらのヒドロゲルのいずれも、記載されたとおりの厚さ、および１０ｍｍ超の
長さ（例えば、ｃｍ単位で、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、
６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、２００、３００、４００、
５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１１００、１２００、１５００超
など）および１０ｍｍ超、例えば、ｃｍ単位で、１５、２０、２５、３０、３５、４０、
４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、２００
、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１１００、１
２００、１５００超などである幅を有するシートに形成されてもよい。
【０１７６】
　一旦、ヒドロゲルとしばしば特徴付けられる、コラーゲンフィブリルが形成されるか、
または形成の間であると、それらは架橋されてもよい。例えば、フィブリル化コラーゲン
ヒドロゲルは、ゲル形成前、ゲル形成中、またはゲル形成後にクロムもしくは少なくとも
１個のアルデヒド基を含有する化合物、または植物性タンニンで処理されて、フィブリル
化コラーゲンヒドロゲルをさらに安定化する。例えば、コラーゲンフィブリルは、アクリ
ルポリマーで前処理され、続いて、植物性タンニン（例えば、モリシマアカシア（Acacia
 Mollissima））で処理されてよく、水熱安定性の増加を示し得る。他の例において、グ
リセルアルデヒドが、架橋剤として使用されてもよく、これは、フィブリル化コラーゲン
ヒドロゲルの熱安定性、タンパク質分解耐性、および機械的特性（例えば、ヤング率、引
張り応力）を増加させ得る。
【０１７７】
　出発材料の温度および体積に依存して、フィブリル化およびヒドロゲル形成は、誘導後
にいくらか急速に起こり、７０分の時間経過後に水平になる吸光度値により示されるよう
に、１時間半後に概ね完了し得る。ほぼ１Ｐａ（コラーゲンの溶液に対して）～およそ４
００Ｐａ（フィブリル化コラーゲンヒドロゲルについて）の誘導後のフィブリル化コラー
ゲンヒドロゲルの貯蔵弾性率（または材料の粘弾性品質）の増加が起こり得る。
【０１７８】
　上で述べられ、かつ図１および図２で例証されるとおりに、動物スキンは、典型的には
、バンディング（規則的裂孔領域を有する）の存在、および複数フィブリルの整列線維へ
の形成（次いで、これは、コラーゲン束に束ねられ得る）を含めて、高次構造に秩序化さ
れるフィブリルを含む。対照的に、コラーゲンハイドロゲル、したがって、本明細書に記
載されるバイオファブリケーテッドレザーは、その材料の厚さ全体（場合によっては、体
積全体）にわたって初期の無秩序コラーゲンフィブリル構造を有し得る。具体的には、コ
ラーゲンヒドロゲルから形成されたバイオファブリケーテッドレザーのコラーゲン構造は
、主として非束およびいずれかの特定の軸に沿って非配向であり得る。一部の変形におい
て、コラーゲンフィブリルは、非縞模様であり得る（例えば、体積全体にわたって、１０
％超の非縞模様、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％超
などの非縞模様）。さらに、体積内の（または体積全体にわたっての）コラーゲンフィブ
リルの配向は、非配向、またはランダム配向であり得、この配向の欠如は、ネイティブレ
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ザーにおけるように体積厚さにわたっての変化（これは、厚さにおいて垂直に配向されて
いるコラーゲンフィブリルの束から水平に配向されている束への変化を有し得る）という
よりはむしろ、体積全体にわたって同じであり得る。特性のいずれもヒドロゲルの任意の
レベルの厚さで同じであり、したがって、得られたレザー材料は、厚さ全体にわたって「
一様に」同じであると本明細書で言及されてもよい。
【０１７９】
　加えて、本明細書に記載されるバイオファブリケーテッドレザー、したがって、得られ
たレザー材料のいずれも、ゲルの厚さ全体にわたってフィブリルの一様な分布を有し得る
。これは、ネイティブレザー、例えば、材料の厚さにわたって線維束の数の増加を示す、
図２に示される材料と対照的である。
【０１８０】
　フィブリル化コラーゲンヒドロゲルおよびそれらから形成されるレザー材料のより高い
レベルの組織化の欠如は、図３Ａおよび図３Ｂで明らかである。図３Ａは、本明細書に記
載されるとおりに形成されたフィブリル化コラーゲンヒドロゲルの走査型電子顕微鏡写真
を示す。同様に、図４は、フィブリル化コラーゲンヒドロゲルによる透過型電子顕微鏡写
真を示す。透過型電子顕微鏡写真および走査型電子顕微鏡写真の両方ともは、フィブリル
化コラーゲンヒドロゲルを、不規則な絡み合ったコラーゲンフィブリルであると示す。前
に述べられたとおり、密度およびある程度、コラーゲンフィブリル形成のパターンは、脱
水の間にフィブリルの濃度とともに、フィブリル化誘導の間にコラーゲン溶液のｐＨを調
整することによって制御されてもよい。図３も、ウシ真皮の走査型電子顕微鏡写真を示す
。図３Ｂに示される天然ウシ真皮と比較して、フィブリル化コラーゲンネットワークは、
はるかによりランダムであり、明らかな縞を欠いている。フィブリルの全体サイズは同様
であり得、これらのフィブリルの配置は極めて異なる。フィブリル化コラーゲンヒドロゲ
ル内とウシ真皮などの天然組織内とのコラーゲンフィブリル（およびそれから作製される
結果としてのレザー）間のこのような超微細構造的な差は、天然レザーと同様に軟らかく
またはより軟らかく、天然レザーよりもしなやかであり得、かつ同様の外観を有し得る最
終バイオファブリケーテッドレザー製品の問題にはなり得ない。最終バイオファブリケー
テッドレザー製品をより耐久性にするために、フィブリル化コラーゲンは、二次材料（コ
ラーゲンは一次材料である）を含んでもよい。適当な二次材料には、限定されないが、織
布または編布、羊毛フェルトなどの天然フェルトを含む不織布、エラスタンまたはＬＹＣ
ＲＡ（登録商標）フェルトなどのポリエステル－ポリウレタンコポリマーフェルトなどの
合成フェルト、ＫＥＶＬＡＲ（登録商標）などのポリパラフェニレンテレフタルアミドポ
リマーのフェルト、ナイロン６、ナイロン６，６などのナイロンポリマーのフェルト、お
よびポリエチレンテレフタル酸ポリエチレンなどのポリエステルポリマーのフェルト、炭
素繊維などの短繊維のフェルト、絹繊維など、セルロースマイクロファイバー、ならびに
それらの組合せが含まれる。本発明の１つの実施形態において、二次材料は、複合材を作
出するためにフィブリル化コラーゲン材料によって囲まれている。二次材料をフィブリル
化コラーゲンで囲む方法の１つは、二次材料の片側の上にコラーゲン溶液を注ぐことであ
り、次いで、二次材料は、反対方向にされて、コラーゲン溶液は、二次材料の反対側の上
に注がれてもよい。これは、サンドイッチ型構造と記述されてもよい。
【０１８１】
　本発明の別の実施形態において、コラーゲンは、バイオファブリケーテッドレザー中に
転換されてもよく、二次材料は、接着剤などを使用してレザーの片側に積層されてもよい
。適当な接着剤には、限定されないが、溶融接着剤、エマルションポリマー接着剤などが
含まれてもよい。バイオファブリケーテッドレザーは、スロットダイキャスティング、キ
スコーティングなどの公知の技術によって接着剤でコーティングされてもよく、二次材料
は、レザーに適用され、加熱下のローラを通して、材料を積層してもよい。
【０１８２】
　別の実施形態において、二次材料は、コラーゲン材料全体にわたって分散されて、複合
構造を作出してもよい。二次材料の密度は、１μｇ／ｍＬ～５００ｍｇ／ｍＬの範囲であ
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ってもよい。フィブリル化コラーゲンと二次材料の比は、１：１００～１００：１の範囲
であってもよい。バイオファブリケーテッドレザー製品中の乾燥コラーゲンと二次材料の
比は、１：１００～１００：１の範囲であってもよい。
【０１８３】
　二次材料はまた、フォトルミネッセントの織布、不織布、フェルト、炭素繊維または三
次元物体などのフォトルミネッセント材料であってもよい。上に記載されたとおり、コラ
ーゲン溶液は、二次材料の片側の上に注がれてもよく、二次材料は、反対方向にされても
よく、コラーゲン溶液は、二次材料の他の側の上に注がれてもよい。
【０１８４】
　ヒドロゲルと呼ばれることもある、フィブリル化コラーゲンは、次いで、脱水されて、
フィブリル化コラーゲンヒドロゲルからその水含有量の大部分を取り除いてもよい。フィ
ブリル化コラーゲンヒドロゲルからの水の除去は、水和ゲルからしなやかなシートにその
物理的品質を変化させてもよい。この材料は、破損／引裂きを防止するために処理されて
もよい。例えば、フィブリル化コラーゲンから水を多過ぎて除去しないように注意が払わ
れてもよい。一部の例において、５％未満、１０％未満、１５％未満、２０％未満、２５
％未満、３０％未満、４０％未満、５０％未満または６０％未満の水含有量を有するよう
にフィブリル化コラーゲンを脱水することが望ましい。水含有量は、６５％の相対湿度で
１気圧にて２５℃での平衡によって決定される。
【０１８５】
　脱水は、空気乾燥、真空および圧力濾過、溶媒交換などを伴ってもよい。例えば、フィ
ブリル化コラーゲンヒドロゲルはまた、有機溶媒によってその水含有量を置き換えること
によって脱水を行ってもよい。適当な有機溶媒には、限定されないが、アセトン、エタノ
ール、ジエチルエーテルなどが含まれてもよい。その後、有機溶媒は蒸発されてもよい（
例えば、空気乾燥、真空乾燥など）。１種または２種以上の有機溶媒を使用して脱水の連
続ステップを行って、最終製品中の脱水のレベルを微調整することも可能である。
【０１８６】
　脱水後またはその間に、フィブリル化コラーゲン材料は、潤滑剤および／または油で処
理されて、フィブリル化コラーゲン材料により大きな可撓性および柔軟性を付与してもよ
い。油と溶媒との組合せの使用は、油それ自体の使用に比較して油がフィブリル化コラー
ゲンネットワークによりよく浸透することを可能にし得る。油それ自体は、露出表面にわ
ずかに浸透するように見えるが、妥当な時間の量でフィブリル化コラーゲン材料の厚さ全
体に容易に染み込む（infiltrate）ことができない。一旦油／溶媒組成物が材料の厚さ全
体に浸透してしまうと、溶媒は除去されてもよい。適当な油および潤滑剤には、限定され
ないが、ヒマシ油、パイン油、ラノリン、ミンク油、ニーツフット油、魚油、シアバター
、アロエなどが含まれてもよい。
【０１８７】
　脱水および架橋フィブリル化コラーゲンネットワークまたはヒドロゲルを潤滑して、レ
ザー材料を形成することは、天然レザーの特性と同様であるか、またはより良好である特
性を有する材料をもたらし得る。油と有機溶媒との組合せを含んだ溶液は、脱水フィブリ
ル化コラーゲン材料の質量および軟度（応力－歪曲線の傾きと逆比例する）を増加させた
。これは、脱水フィブリル化コラーゲン材料に浸透する油と有機溶媒との組合せのためで
あり、一旦通して浸透されると、油は材料全体にわたって分布したままであった一方で、
有機溶媒は、蒸発させることができる。示されないが、油単独の使用は、脱水フィブリル
化コラーゲン材料にわたって全体的に浸透するほどには有効でないことがある。
【０１８８】
　次いで、得られたフィブリル化コラーゲン材料は、動物ハイドまたはスキンに由来する
天然レザーと同様に処理され、ならびに再なめしされ、染色され、および／または仕上げ
されてもよい。追加の加工ステップは、架橋ステップ、再なめしステップ、および表面コ
ーティングステップを含んでもよい。架橋ステップおよび再なめしステップは、水戻し（
wetting back）（半加工レザーの再水和）、水絞り（４５～５５％の水がレザーから絞ら
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れる）、分割（レザーが１つまたは複数の層に分割される）、シェービング（レザーが薄
化される）、中和（レザーのｐＨが４．５～６．５に調整される）、染色（レザーが着色
される）、加脂（脂肪、油、ワックスがレザー線維に固定される）、充填（レザーをより
硬くかつ重くする稠密／重質化学薬品）、スタッフィング（stuffing）（脂肪、油、ワッ
クスがレザー線維間に加えられる）、固定（非結合化学薬品が結合／補充および除去され
る）、セッティング（グレイン平坦性が付与され、過剰の水が除去される）、乾燥（レザ
ーが所望の水分レベル、１０～２５％に乾燥される）、コンディショニング（水分がレザ
ーに１８～２８％レベルに加えられる）、軟化（線維の分離によるレザーの物理的軟化）
、またはバフィング（レザーの表面を摩滅させて、ナップおよびグレイン欠陥を減少させ
る）などのサブプロセスを含んでもよい。表面コーティングは、以下のステップ：油入れ
（oiling）（レザーを生油（単数）または生油（複数）でコーティングする）、バフィン
グ、噴霧、ローラーコーティング、カーテンコーティング、ポリッシング、プレーティン
グ、エンボス加工、アイロン掛け、またはグレージング（glazing）のいずれか１つまた
は組合せを含んでもよい。
【０１８９】
　ハイドが所望の厚さまたは寸法を得るためにトリミングされなければならない、動物ハ
イドとは違って、操作レザー材料は、広範な厚さおよび特定の最終製品を考慮して所望の
寸法を有してファブリケートされてもよい。
【０１９０】
　このような操作レザー材料の製造はまた、レザー製造プロセスにおける天然動物ハイド
を処理するために必要な過剰のタンパク質、脂肪および毛を除去するステップを回避する
ことによってより少ない廃棄物を発生させ得、これは、開示されたプロセスおよびこれら
の方法に由来する製品からのより少ない環境影響をもたらす。
【０１９１】
　本明細書で開示されるバイオファブリケーテッド材料は、有利には他の材料に組み合わ
され、組み込まれまたは結合されて、有用な複合材を形成する。例えば、バイオファブリ
ケーテッドコーティングが、バイオファブリケーテッド材料を形成する構成要素をディッ
ピングまたは噴霧することによって織布もしくは不織布またはプラスチックメッシュなど
の二次材料に適用されてもよい。バイオファブリケーテッド材料は、平坦な二次材料の片
側または両側に組み込まれてもまたは積層されてもよい。これらの複合材の具体的な実施
形態を以下に記載する。
【０１９２】
　実施形態
　複合材
　本発明は、限定されないが、以下に記載される特徴を有するバイオファブリケーテッド
材料構成要素を含む。本発明の複合材は、（ｉ）１種もしくは複数の二次構成要素、例え
ば、粒子、ワイヤ、布、もしくは三次元物体が、コラーゲンフィブリルのネットワークに
組み込まれもしくは包埋されているもの、（ｉｉ）バイオファブリケーテッド材料が、織
布もしくは不織布、例えば、布、紙もしくは再生セルロースなどの１種もしくは複数の二
次構成要素の片側に、例えば、濾過によって、コーティングまたは堆積されているもの、
（ｉｉｉ）バイオファブリケーテッド構成要素が、上側および下側、もしくは内側および
外側を有する１種もしくは複数の二次材料の両側にコーティングもしくは堆積されている
もの、または（ｉｖ）バイオファブリケーテッド材料構成要素および１種もしくは複数の
二次構成要素が、例えば、接着剤でもしくはそれなしで直接積層によって、互いに接着、
付着もしくは積層されているものを含む。
【０１９３】
　一旦製造されたバイオファブリケーテッド材料は、１種または複数の二次構成要素と会
合されて、複合材を形成してもよい。複合材は、バイオファブリケーテッド材料と同時に
形成されてもよく、例えば、粒子または繊維などの二次構成要素は、本明細書に記載され
るとおりのその製造におけるいずれのステップでもバイオファブリケーテッド材料の前駆
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体と混合されてもよい。例えば、粒子状または繊維状二次材料は、コラーゲン、コラーゲ
ンフィブリル、架橋コラーゲンフィブリル、潤滑コラーゲンフィブリル、脱水コラーゲン
フィブリル（粉末形態のものを含む）、架橋、脱水および潤滑されたコラーゲンフィブリ
ルと混合することができ、これらは、その後、二次材料とともに、バイオファブリケーテ
ッド材料構成要素を含む複合材に加工される。二次構成要素は、得られたバイオファブリ
ケーテッド材料でコーティングまたはその中に包埋することができる。この一例は、濾紙
上での架橋コラーゲンフィブリルの堆積、ならびに、濾紙（二次構成要素）と紙の片側上
で濾過により堆積されたバイオファブリケーテッド材料との複合材のその後の脱水および
潤滑である。バイオファブリケーテッド材料構成要素の前駆体は、コーティングまたはそ
うでなければ、二次構成要素の表面（単数または複数）に適用され、次いで、例えば、コ
ラーゲンのフィブリル化、コラーゲンフィブリルの架橋、コラーゲンフィブリルまたは架
橋コラーゲンフィブリルの脱水、およびコラーゲンフィブリルまたは架橋コラーゲンフィ
ブリルの潤滑の少なくとも１つによって、最終バイオファブリケーテッド材料に加工され
る。
【０１９４】
　代わりに、一旦製造されたバイオファブリケーテッド材料構成要素は、上面および下面
、または内面および外面を有する二次構成要素の少なくとも１つの表面上にコーティング
または積層されてもよい。一部の実施形態において、平坦な二次材料の１つまたは複数の
層は、バイオファブリケーテッド構成要素の２層間にサンドイッチ状にはさまれ、これは
、バイオファブリケーテッド構成要素の美的品質と、内部にサンドイッチ状にはさまれた
二次構成要素によって与えられる強度、厚さまたは他の特性とを有する複合材の外層を形
成する。
【０１９５】
　本発明の複合材はまた、バイオファブリケーテッド構成要素および二次構成要素の、交
互または繰り返しの一連の１つまたは複数の層を含めて、層状構造を含んでもよい。これ
らの層は、複合材中で任意の順序で現れてもよい。二次構成要素の層は、互いにまたはバ
イオファブリケーテッド層に隣接していてもよい。バイオファブリケーテッド層は、互い
にまたは１種もしくは複数の二次構成要素の層に隣接していてもよい。このような複合材
は、非コラーゲン二次構成要素と一緒のまたはそれなしのバイオファブリケーテッド構成
要素の隣接するまたは複数の層を含んでもよい。例えば、バイオファブリケーテッド構成
要素の複数層は、濾紙またはメッシュの片側上に堆積されて、複合材のバイオファブリケ
ーテッド材料内容物の厚さを増加させてもよい。
【０１９６】
　本発明の複合材は、限定されないが、（ｉ）少なくとも１種のバイオファブリケーテッ
ド材料を、少なくとも１種の多孔質、透過性、もしくは吸収性二次構成要素の中もしくは
上に分散させ、封入し、組み込み、堆積させ、もしくはそうでなければ、導入することを
伴うもの；（ｉｉ）少なくとも１種の二次構成要素を、少なくとも１種のバイオファブリ
ケーテッド材料と層状化し、積層し、堆積させ、コーティングし、もしくはそうでなけれ
ばそれと接触させることを伴うもの；または（ｉｉｉ）少なくとも１種の二次構成要素の
上面および下面、もしくは内面および外面を、少なくとも１種のバイオファブリケーテッ
ド材料でサンドイッチ状にはさみ、層状化し、積層し、コーティングし、もしくはそうで
なければ、被覆することを伴うものを含む。
【０１９７】
　それらは、１種または複数の二次材料をコラーゲンフィブリルのネットワーク中に、例
えば、二次材料をバイオファブリケーテッド材料前駆体と混合するか、または架橋コラー
ゲンフィブリルのネットワークを含むバイオファブリケーテッド材料の調製の間にそれら
を添加することによって組み込み、または包埋することを伴うことができる。バイオファ
ブリケーテッド材料中に組み込まれて、複合材をもたらし得るこのような二次材料の例に
は、粒子、ワイヤ、布、または三次元物体が含まれる。一旦二次構成要素がバイオファブ
リケーテッド材料構成要素の前駆体中に組み込まれると、この混合物は、二次材料を包埋
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し、封入し、または組み込むバイオファブリケーテッド材料中にさらに加工されてもよい
。
【０１９８】
　これらの方法は、バイオファブリケーテッド材料またはバイオファブリケーテッド材料
の前駆体、例えば、非フィブリル化コラーゲン、架橋されていないコラーゲンフィブリル
、脱水されていないコラーゲンフィブリルまたは潤滑されていないコラーゲンフィブリル
を、二次構成要素基材、例えば、織布もしくは不織布、紙、または再生セルロースの上に
コーティングし、または堆積させることを含む。例えば、堆積は、コラーゲンフィブリル
または架橋コラーゲンフィブリルの溶液または懸濁液を、片側上にコラーゲンフィブリル
を保持する二次材料、例えば、濾紙を通して濾過することによって行われてもよい。次い
で、堆積コラーゲンフィブリルは、バイオファブリケーテッド材料にさらに加工され、こ
れは、二次材料の片側中またはその上に組み込まれる。一部の実施形態において、この材
料は、基材の両側上に堆積されてもよい。その他では、それぞれがバイオファブリケーテ
ッド材料の層を含む２つの基材は、内側または外側に面するバイオファブリケーテッド材
料と一緒に積層することができる。好ましくは、レザー様美学を与える目的のために、バ
イオファブリケーテッド材料の層は外側に面する。
【０１９９】
　バイオファブリケーテッド材料は、二次材料基材の２つの側上に堆積またはコーティン
グされて、外側に面する側にレザー様美学を与えてもよい。代わりに、バイオファブリケ
ーテッド材料は、外側に面する二次材料とともに複合材の１つまたは複数の内層を形成す
ることができる。
【０２００】
　複合材料は、一旦製造されたバイオファブリケーテッド材料を１種または複数の二次構
成要素に、例えば、バイオファブリケーテッド材料を、上面および下面、または内面およ
び外面を有する二次構成要素の少なくとも１つの面にコーティングまたは積層することに
よって付着させることによって、製造されてもよい。
【０２０１】
　一部の実施形態において、複合材は、バイオファブリケーテッド構成要素の少なくとも
２つの外層間に平坦二次材料の１つまたは複数の層をサンドイッチ状にはさみ、したがっ
て、バイオファブリケーテッド構成要素の美的品質、および内側にサンドイッチ状にはさ
まれた二次構成要素によって与えられる強度、厚さまたは他の特性を与えることによって
製造される。
【０２０２】
　本発明の複合材は、バイオファブリケーテッド構成要素および二次構成要素の一連の１
つまたは複数の層を交互させ、または繰り返すことによって製造されてもよい。これらの
層は、複合材において任意の順序で現れてもよい。この方法は、二次構成要素の層を互い
に、またはバイオファブリケーテッド層に隣接して配置させることを含んでもよい。バイ
オファブリケーテッド層は、互いにまたは１種もしくは複数の二次構成要素の層に隣接し
ていてもよい。このような複合材は、非コラーゲン性二次構成要素とともにまたはそれな
しでバイオファブリケーテッド構成要素の隣接するまたは複数の層を含んでもよい。例え
ば、バイオファブリケーテッド構成要素の複数層は、濾紙またはメッシュの片側上に堆積
されて、複合材のバイオファブリケーテッド材料内容物の厚さを増加させてもよい。
【０２０３】
　本発明の複合材料の具体的な実施形態には、限定なしで、以下が含まれる。
【０２０４】
　１．
　（ｉ）少なくとも１種の多孔質、透過性、または吸収性二次構成要素、および非ヒトコ
ラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材
料であって、材料中のコラーゲンフィブリルの１０重量％未満は、５μｍ以上の直径を有
するコラーゲン線維の形態で、それらの長さの１００μｍ以上に対して整列されたフィブ
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リルの形態で、またはその両方であり；前記材料は、４０重量％以下の水を含み；かつ前
記材料は少なくとも１％の潤滑剤を含む、二次構成要素およびバイオファブリケーテッド
材料；または
　（ｉ）少なくとも１種の多孔質、透過性、または吸収性二次構成要素、および組換え非
ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブリケーテ
ッド材料であって、コラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプロリンおよび任意選択で、
実質的にヒドロキシリシンを含まず；前記材料は、２５重量％以下の水を含み；かつ前記
材料は、少なくとも１％の潤滑剤を含む、二次構成要素およびバイオファブリケーテッド
材料；または
　（ｉｉ）二次構成要素の少なくとも１つの層、および非ヒトコラーゲンフィブリルのネ
ットワークを含むバイオファブリケーテッド材料の少なくとも１つの層であって、材料中
のコラーゲンフィブリルの１０重量％未満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維
の形態で、それらの長さの１００μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態で、また
はその両方であり；前記材料は、４０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも
１％の潤滑剤を含む、二次構成要素の少なくとも１つの層およびバイオファブリケーテッ
ド材料の少なくとも１つの層；または
　（ｉｉｉ）二次構成要素の少なくとも１つの層、および組換え非ヒトコラーゲンフィブ
リルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料であって、コ
ラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプロリンおよび任意選択で、実質的にヒドロキシリ
シンを含まず；前記材料は、２５重量％以下の水を含み；かつ前記材料は、少なくとも１
％の潤滑剤を含む、二次構成要素の少なくとも１つの層およびバイオファブリケーテッド
材料；または
　（ｉｖ）二次構成要素の少なくとも１つの層、ならびに非ヒトコラーゲンフィブリルの
ネットワークを含み、上面および下面、もしくは内面および外面を有する少なくとも１種
のバイオファブリケーテッド材料の少なくとも２つの外層であって、材料中のコラーゲン
フィブリルの１０重量％未満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態で、そ
れらの長さの１００μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態で、またはその両方で
あり；前記材料は、４０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の潤滑剤
を含む、二次構成要素の少なくとも１つの層およびバイオファブリケーテッド材料の少な
くとも２つの外層；または
　（ｖ）二次構成要素の少なくとも１つの層、ならびに組換え非ヒトコラーゲンフィブリ
ルのネットワークを含み、上面および下面、もしくは内面および外面を有する少なくとも
１種のバイオファブリケーテッド材料の少なくとも２つの外層であって、コラーゲンは、
実質的に３－ヒドロキシプロリンおよび任意選択で、実質的にヒドロキシリシンを含まず
；前記材料は、２５重量％以下の水を含み；かつ前記材料は、少なくとも１％の潤滑剤を
含む、二次構成要素の少なくとも１つの層およびバイオファブリケーテッド材料の少なく
とも２つの外層
を含む複合材料。
　２．二次構成要素が、上面および下面、または内面および外面を有する、（ｉ）または
（ｉｉ）である、実施形態１に記載の複合材。
　３．バイオファブリケーテッド材料が、上面、下面、内面または外面の１つの上にある
だけ、またはその中に組み込まれるだけである、実施形態２に記載の複合材。
　４．バイオファブリケーテッド材料が、上面および下面の両方、または内面もしくは外
面の両方の上または中に組み込まれる、実施形態２に記載の複合材。
　５．二次構成要素が、紙、再生セルロース、布、または他の不織もしくは織り繊維状材
料である、実施形態２に記載の複合材。
　６．二次構成要素が、少なくとも１種の樹脂、ポリマー、またはプラスチックを含む、
実施形態１に記載の複合材。
　７．二次構成要素が、少なくとも１種の繊維、ビーズ、ワイヤ、粒子、メッシュ、織布
、または不織布を含む、実施形態１に記載の複合材。
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　８．バイオファブリケーテッド材料が、１重量％未満のアクチン、ケラチン、エラスチ
ン、フィブリン、アルブミン、グロブリン、ムチン、ムチン様物、非コラーゲン構造タン
パク質、および／または非コラーゲン非構造タンパク質を含む、実施形態１に記載の複合
材。
　９．バイオファブリケーテッド材料が、少なくとも１％の少なくとも１種の架橋剤を含
む、実施形態１に記載の複合材。
　１０．バイオファブリケーテッド材料中のフィブリルの直径が、材料中のフィブリルの
直径の少なくとも７０％が直径の単一峰の周囲に分布する、実質的に単峰性分布を示す、
実施形態１に記載の複合材。
　１１．バイオファブリケーテッド材料が、少なくとも１種の脂肪、生物油、鉱油もしく
は合成油、スルホン化油、ポリマー、およびオルガノ官能性シロキサンからなる群から選
択される少なくとも１種の潤滑剤を含む、実施形態１に記載の複合材。
　１２．バイオファブリケーテッド材料が、１００ｋＰａ～１，０００ＭＰａの弾性率を
有し、弾性率は、材料の同一長さで交差した直角で測定される場合に２０％以下変化し、
かつ１ＭＰａ～１００ＭＰａの範囲の引張り強度を有し、引張り強度は、材料の同一長さ
で交差した直角で測定される場合に２０％以下変化する、実施形態１に記載の複合材。
　１３．バイオファブリケーテッド材料が、表面コーティング材または表面仕上げ材をさ
らに含み；表面コーティング材または表面仕上げ材は、材料全体にわたって一様に分布し
ており、その結果、材料の同一単位体積中または上のその重量濃度は、２０％以下変化す
る、実施形態１に記載の複合材。
　１４．バイオファブリケーテッド材料が、染料、ステイン、樹脂、ポリマー、顔料また
は塗料をさらに含み、染料、ステイン、樹脂、顔料または塗料は、材料全体にわたって一
様に分布しており、その結果、材料の同一単位体積中または上のその重量濃度は、２０％
以下変化する、実施形態１に記載の複合材。
　１５．バイオファブリケーテッド材料が、少なくとも１種の充填剤をさらに含み、充填
剤は、材料全体にわたって一様に分布しており、その結果、材料の同一単位体積中または
上のその重量濃度は、２０％以下変化する、実施形態１に記載の複合材。
【０２０５】
　複合材を作製する方法
　本発明による複合材を作製する方法の具体的な実施形態には、限定なしで、以下が含ま
れる。
　１．
　（ｉ）少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料を、少なくとも１種の多孔質、
透過性、または吸収性二次構成要素の中または上に分散させ、封入し、組み込み、堆積さ
せ、またはそうでなければ、導入するステップであって、少なくとも１種のバイオファブ
リケーテッド材料は、非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含み、材料中のコラ
ーゲンフィブリルの１０重量％未満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態
で、それらの長さの１００μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態で、またはその
両方であり；前記材料は、４０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の
潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｉｉ）少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料を、少なくとも１種の多孔質
、透過性、または吸収性二次構成要素の中または上に分散させ、封入し、組み込み、堆積
させ、またはそうでなければ、導入するステップであって、前記および少なくとも１種の
バイオファブリケーテッド材料は、組換え非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを
含み、コラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプロリンおよび任意選択で、実質的にヒド
ロキシリシンを含まず；前記材料は、２５重量％以下の水を含み；かつ前記材料は、少な
くとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｉｉｉ）上面および下面、または内面および外面を有する少なくとも１種の二次構成
要素を、非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファ
ブリケーテッド材料と層状化し、積層し、堆積させ、コーティングし、またはそうでなけ
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れば、接触させるステップであって、材料中のコラーゲンフィブリルの１０重量％未満は
、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態で、それらの長さの１００μｍ以上に
対して整列されたフィブリルの形態で、またはその両方であり；前記材料は、４０重量％
以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｉｖ）上面および下面、または内面および外面を有する少なくとも１種の二次構成要
素を、非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブ
リケーテッド材料と層状化し、積層し、堆積させ、コーティングし、またはそうでなけれ
ば、接触させるステップであって、コラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプロリンおよ
び任意選択で、実質的にヒドロキシリシンを含まず；前記材料は、２５重量％以下の水を
含み；かつ前記材料は、少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｖ）少なくとも１種の二次構成要素の上面および下面、または内面および外面を、非
ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブリケーテ
ッド材料で、サンドイッチ状にはさみ、層状化し、積層し、コーティングし、またはそう
でなければ、被覆するステップであって、材料中のコラーゲンフィブリルの１０重量％未
満は、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態で、それらの長さの１００μｍ以
上に対して整列されたフィブリルの形態で、またはその両方であり；前記材料は、４０重
量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ；または
　（ｖｉ）少なくとも１種の二次構成要素の上面および下面、または内面および外面を、
非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを含む少なくとも１種のバイオファブリケー
テッド材料で、サンドイッチ状にはさみ、層状化し、積層し、コーティングし、またはそ
うでなければ、被覆するステップであって、コラーゲンは、実質的に３－ヒドロキシプロ
リンおよび任意選択で、実質的にヒドロキシリシンを含まず；前記材料は、２５重量％以
下の水を含み；かつ前記材料は、少なくとも１％の潤滑剤を含む、ステップ
を含む、複合材料を作製するための方法。
　２．前記方法が（ｉ）であり、かつ少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料が
、任意の順序で、
　非ヒトコラーゲン分子の水溶液または懸濁液をコラーゲンフィブリルにフィブリル化す
るステップ、
　前記コラーゲンフィブリルを、それらを少なくとも１種の架橋剤と接触させることによ
って架橋するステップ、
　架橋コラーゲンフィブリルを、それらが４０重量％未満の水を含むように脱水するステ
ップ、
　少なくとも１重量％の少なくとも１種の潤滑剤を前記材料中に組み込むことによって潤
滑するステップ、
を含むプロセスによって製造される、実施形態１に記載の方法。
　３．前記バイオファブリケーテッド材料が、組換えコラーゲンをフィブリル化すること
によって製造される、実施形態２に記載の方法。
　４．前記方法が（ｉｉ）であり、かつ少なくとも１種のバイオファブリケーテッド材料
が、任意の順序で、
　非ヒトコラーゲン分子の水溶液または懸濁液をコラーゲンフィブリルにフィブリル化す
るステップ、
　前記コラーゲンフィブリルを、それらを少なくとも１種の架橋剤と接触させることによ
って架橋するステップ、
　架橋コラーゲンフィブリルを、それらが２５重量％未満の水を含むように脱水するステ
ップ、
　少なくとも１重量％の少なくとも１種の潤滑剤を前記材料中に組み込むことによって潤
滑するステップ、
を含むプロセスによって製造される、実施形態１に記載の方法。
　５．前記フィブリル化するステップ、架橋するステップ、脱水するステップおよび／ま
たは潤滑するステップが、バイオファブリケーテッド材料中コラーゲンフィブリルの１０
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重量％未満を、５μｍ以上の直径を有するコラーゲン線維の形態で、それらの長さの１０
０μｍ以上に対して整列されたフィブリルの形態で、またはその両方でもたらす時間およ
び条件下で行われる、実施形態４に記載の方法。
　６．前記方法が、（ｉ）または（ｉｉ）であり、かつバイオファブリケーテッド材料が
、少なくとも１種の多孔質、透過性、または吸収性二次構成要素の中または上に組み込ま
れる、実施形態１に記載の方法。
　７．二次構成要素が、少なくも１種の樹脂、ポリマー、またはプラスチックを含む、実
施形態１に記載の方法。
　８．二次構成要素が、少なくとも１種の繊維、ビーズ、ワイヤ、粒子、メッシュ、織布
、または不織布を含む、実施形態１に記載の方法。
　９．二次構成要素が、少なくとも１種の導電性材料、磁気材料、フルオレッセント材料
、バイオルミネッセント材料、フォスフォレッセント材料、またはそれらの組合せを含む
、実施形態１に記載の方法。
　１０．バイオファブリケーテッド材料が、非ヒトコラーゲン分子を含有する水溶液の塩
濃度を調整すること、またはそのｐＨを調整することの少なくとも１つによって、前記コ
ラーゲン分子をフィブリル化して、フィブリルをもたらすことによって製造される、実施
形態１に記載の方法。
　１１．バイオファブリケーテッド材料が、コラーゲンフィブリルを、アミン、カルボン
酸、硫酸塩、亜硫酸塩、スルホン酸塩、アルデヒド、ヒドラジド、スルフィドリル、ジア
ジリン、アリール、アジド、アクリレート、エポキシド、フェノール、クロム化合物、植
物性タンニン、およびシンタンからなる群から選択される少なくとも１種の化合物と接触
させることによって、コラーゲンフィブリルを架橋することによって製造される、実施形
態１に記載の方法。
　１２．バイオファブリケーテッド材料が、コラーゲンフィブリルを、コラーゲンから結
合水を除去する作用物質と接触させることによりコラーゲンフィブリルのネットワークを
脱水することによって製造される、実施形態１に記載の方法。
　１３．コラーゲンフィブリルを、脂肪、生物油、鉱油もしくは合成油、タラ油、スルホ
ン化油、ポリマー、およびオルガノ官能性シロキサンからなる群から選択される少なくと
も１種の潤滑剤からなる群から選択される少なくとも１種の潤滑剤で潤滑することを含む
、実施形態１に記載の方法。
　１４．バイオファブリケーテッド材料が、材料の同一単位体積中の潤滑剤の濃度が２０
％以下変化するように、潤滑剤をバイオファブリケーテッド材料上に、またはその全体に
わたって一様に分布させることによって製造される、実施形態１に記載の方法。
　１５．バイオファブリケーテッド材料が、その中または上に、染料、ステイン、顔料、
樹脂、ポリマー、または塗料を一様に分布させることによって製造され、バイオファブリ
ケーテッド材料の同一単位体積中の染料、ステイン、顔料、樹脂、ポリマー、または塗料
の濃度は、２０％以下変化する、実施形態１に記載の方法。
　１６．バイオファブリケーテッド材料が、それの中に少なくとも１種の充填剤を組み込
むことによって製造される、実施形態１に記載の方法。
　１７．バイオファブリケーテッド材料を、二次構成要素の上面もしくは下面、または内
面および外面の中または上に導入することを含む、請求項１に記載の方法。
　１８．一旦導入されたバイオファブリケーテッド材料を架橋することをさらに含む、請
求項１７に記載の方法。
　１９．一旦導入されたバイオファブリケーテッド材料を脱水することをさらに含む、請
求項１７に記載の方法。
　２０．一旦導入されたバイオファブリケーテッド材料を潤滑することをさらに含む、請
求項１７に記載の方法。
　２１．バイオファブリケーテッド材料を二次構成要素の中または上に、濾過、ディッピ
ング、噴霧またはコーティングによって導入することを含む、請求項１７に記載の方法。
　２２．バイオファブリケーテッド材料を、二次構成要素の片側だけに適用することを含
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む、請求項１７に記載の方法。
　２３．バイオファブリケーテッド材料を、二次構成要素の両側に適用することを含む、
請求項１７に記載の方法。
　２４．バイオファブリケーテッド材料を、二次構成要素の２つの層間に層状化すること
を含む、請求項１７に記載の方法。
　２５．二次構成要素が、繊維、織布もしくは不織布、または他の繊維状材料を含む、請
求項１７に記載の方法。
　２６．少なくとも１種の二次構成要素を、バイオファブリケーテッド材料の中にまたは
それと一緒に包埋または混合することを含む、請求項１に記載の方法。
【０２０６】
　複合材のバイオファブリケーテッド構成要素
　１つの実施形態において、バイオファブリケーテッド材料構成要素は、コラーゲン線維
のネットワーク、例えば、
　（ｉ）非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークであって、
　材料中のコラーゲンフィブリルの５重量％未満、１０重量％未満、１５重量％未満、２
０重量％未満、２５重量％未満、３０重量％未満、３５重量％未満、または４０重量％未
満は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０μｍもしくはそれ以上の直径を
有するコラーゲン線維の形態であり、および／あるいは１００μｍまたはそれ以上のそれ
らの長さに対して整列されたフィブリルの形態であり；前記材料は、１０、２０、３０、
４０、５０、または６０重量％以下の水を含み；；前記材料は、少なくとも１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、または４０重量％の潤滑剤を含み；かつ任
意選択で、材料は、上面および下面、または内面および外面を含む、非ヒトコラーゲンフ
ィブリルのネットワークを含む；あるいは
　（ｉｉ）組換え非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークであって、コラーゲンは、
実質的に３－ヒドロキシプロリンおよび任意選択で、実質的にヒドロキシリシンを含まず
；前記材料は、５、１０、１５、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、または６
０重量％以下の水を含み；材料は、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、２０、３０、または４０重量％の潤滑剤を含み；かつ任意選択で、材料は、上面およ
び下面、または内面および外面を含む、組換え非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワー
クを含む、バイオファブリケーテッド材料またはバイオファブリケーテッドレザーを含む
。この材料中の水含有量は、好ましくは２５～４０％以下である。潤滑剤含有量は、潤滑
剤に対するバイオファブリケーテッド材料の吸収能に適合し、またはそれを超えないよう
に選択されてもよい。このような材料は、哺乳動物コラーゲン、例えば、ウシＩ型または
ＩＩＩ型コラーゲンを含んでもよい。好ましくは、それは、それが含むコラーゲン分子を
自然的に発現する動物の毛、毛包（単数もしくは複数）、または脂肪（単数もしくは複数
）を含まない。例えば、それは、従来のレザーに見出されるアクチン、ケラチン、エラス
チン、フィブリン、アルブミン、グロブリン、ムチン、ムチン様物、非コラーゲン構造タ
ンパク質、および／または非コラーゲン非構造タンパク質を１重量％未満、２重量％未満
、３重量％未満、４重量％未満、５重量％未満、６重量％未満、７重量％未満、８重量％
未満、９重量％未満、または１０重量％未満含んでもよい。それは、バイオファブリケー
テッド材料中のコラーゲン分子を自然に発現する動物のように、従来のレザーに見出され
る他のコラーゲン性タンパク質、炭水化物、核酸、もしくは脂質、または免疫原、抗原、
もしくはアレルゲンを実質的に含まなくてもよい。代わりの実施形態は、従来のレザーに
見出されるアクチン、ケラチン、エラスチン、フィブリン、アルブミン、グロブリン、ム
チン、ムチン様物、非コラーゲン構造タンパク質、および／または非コラーゲン非構造タ
ンパク質の１種または複数を１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０％組み込
んでもよい。
【０２０７】
　この材料中のフィブリルを製造するために使用するコラーゲンは、好ましくは精製され
た形態で、天然源から単離されてもよいか、またはそれは、組換え的に製造されても、も
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しくは化学合成により製造されてもよい。それは、天然源から得られるコラーゲンと化学
構造で異なってもよく、例えば、それは、比較的低い含有量のヒドロキシリシンもしくは
３－ヒドロキシプロリン、グリコシル化もしくは架橋アミノ酸残基、またはコラーゲンア
ミノ酸配列の他の翻訳後修飾を含んでもよいか、あるいはヒドロキシリシンもしくは３－
ヒドロキシプロリン、グリコシル化もしくは架橋アミノ酸残基、またはコラーゲンアミノ
酸配列の他の翻訳後修飾を実質的に含まなくてもよい。代わりに、それは、比較的高い含
有量のヒドロキシル化アミノ酸残基、グリコシル化残基、架橋、または他の化学修飾を含
んでもよい。
【０２０８】
　上に記載されるバイオファブリケーテッド材料構成要素は、一般にコラーゲンフィブリ
ルのネットワークを含み、これは、５、１０、２０、５０、１００、２００、３００、４
００、５００、６００、７００、８００、９００～１，０００ｍｇ／ｃｃ、好ましくは１
００～５００ｍｇ／ｃｃのフィブリル密度を示してもよい。これらのフィブリル、または
フィブリルのネットワークは、バイオファブリケーテッド材料またはバイオファブリケー
テッドレザーにグレインテクスチャー、例えば、トップグレインテクスチャー、感触、ま
たは美学を与え得る。しかしながら、バイオファブリケーテッド材料は、多孔性および対
応する従来のレザーよりも一様である他の物理的特性を示すことができ、これは、バイオ
ファブリケーテッド製品における組成、フィブリルサイズ、架橋および潤滑の制御によっ
て制御または調整することができる。
【０２０９】
　多くの実施形態において、上に記載された複合体（complex）のバイオファブリケーテ
ッド材料構成要素は、コラーゲンフィブリルを含み、上面および下面、または内面および
外面を有する。これらの表面の１つまたは複数は、外側に露出される。バイオファブリケ
ーテッド材料の単一層は、コラーゲンフィブリルまたは線維の直径がハイドのより内側の
層に対して増加する従来のレザー製品とは違って、その両方の側に実質的に同一のグレイ
ンおよび外観を示すことができる。
【０２１０】
　他の実施形態において、複合体のバイオファブリケーテッド材料構成要素は、その表面
（単数または複数）にわたって実質的に一様な特性を示し得る特定の形状に注型され、成
形され、またはそうでなければ、構成されてもよい。
【０２１１】
　複合体のバイオファブリケーテッド材料構成要素中のコラーゲンフィブリルは、特定の
直径を有するように調整することができる。フィブリル直径の分布は、実質的に単峰性の
分布、二峰性の分布、三峰性の分布または他の多峰性の分布を示してもよい。多峰性分布
は、異なるフィブリル化条件を使用して製造されたフィブリルの２つ以上の異なる調製物
から構成されてもよい。実質的に単峰性の分布では、フィブリルの直径の＞５０、６０、
７０、８０、９０、９５、または９９％は、単一峰の周囲に分布する。二峰性分布では、
フィブリルの少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、または
５０％は、１つの峰の周囲に分布する。三峰性および多峰性分布では、一般に、フィブリ
ル直径の少なくとも約５、１０、１５、２０、２５、３０％またはそれ以上（峰の数に依
存する）は、１つの峰の周囲に分布する。
【０２１２】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素は、コラーゲンフィブリルの少なくとも５０、
６０、７０、８０、９０、９５、または９９％が１ｎｍ～１μｍの直径を有する、フィブ
リルを含んでもよい。フィブリル直径は、顕微鏡写真または電子顕微鏡写真、例えば、走
査型または透過型電子顕微鏡写真の目視による検査によるものを含めて、当技術分野で公
知の方法によって決定されてもよい。例えば、コラーゲンフィブリルは、１、２、３、４
、５、１０、１５、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００
、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、または１０００ｎｍ（１
μｍ）の範囲の集合的平均または個別のフィブリル直径を有してもよい。
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【０２１３】
　上に記載されたバイオファブリケーテッド材料構成要素中のコラーゲンフィブリルは、
通常は、コラーゲンフィブリル間の架橋を形成する少なくとも１種の作用物質との接触に
よって架橋される。このような架橋剤は、アミン、カルボン酸、硫酸塩、亜硫酸塩、スル
ホン酸塩、アルデヒド、ヒドラジド、スルフィドリル、ジアジリン、アリール、アジド、
アクリレート、エポキシド、フェノール、クロム化合物、植物性タンニン、およびシンタ
ンの１種または複数から選択されてもよい。
【０２１４】
　架橋は、１、５、１０、２５、５０、７５～１００ｍＭの範囲の架橋剤濃度で行われて
もよく、および形成される架橋の平均数が一様であり、かつ材料の同一単位体積で５、１
０、１５、２０、２５、３０、４０、または５０％以下変化するようにコラーゲンフィブ
リルを架橋剤に一様に曝す条件下で行われてもよい。
【０２１５】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素は、材料の重量に基づいて、または材料中のコ
ラーゲンもしくはコラーゲンフィブリルの重量に基づいて、少なくとも１、２、３、４、
５、６、７、８、９、または１０％の架橋剤を含んでもよい。架橋剤は、共有結合的また
は非共有結合的形態で存在してもよく、例えば、それは、コラーゲンフィブリルに共有結
合していてもよい。架橋剤は、バイオファブリケーテッド材料中に一様に存在してもよく
、ここで、重量による（またはモルによる）その濃度は、材料の同一単位体積で５、１０
、１５、２０、２５、３０、４０、または５０％以下変化する。
【０２１６】
　上に記載された複合体のバイオファブリケーテッド材料またはバイオファブリケーテッ
ドレザー構成要素は、潤滑剤を含む。後の潤滑のための前駆体基材のような、コラーゲン
フィブリルのネットワークを含む潤滑されない材料を製造することができるが、潤滑製品
の可撓性および他の有用な特性を欠如し得る。潤滑剤は、フィブリル移動を促進し、ある
いは可撓性、脆性の減少、耐久性、強度、破壊もしくは引裂きに対する耐性の増加、また
は耐水性などのレザー様特性を与える任意の量で組み込まれてもよい。潤滑剤含有量は、
バイオファブリケーテッドレザーの約０．１、０．２５、０．５、１、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、およ
び６０重量％の範囲であり得る。
【０２１７】
　複合体のバイオファブリケーテッド構成要素に使用される潤滑剤には、限定されないが
、脂肪、生物油、鉱油もしくは合成油、タラ油、スルホン化油、ポリマー、樹脂、オルガ
ノ官能性シロキサン、および従来のレザーの加脂に使用される他の作用物質；それらの混
合物が含まれる。他の潤滑剤には、界面活性剤、アニオン性界面活性剤、カチオン性界面
活性剤、カチオン性ポリマー界面活性剤、アニオン性ポリマー界面活性剤、両親媒性ポリ
マー、脂肪酸、変性脂肪酸、ノニオン性親水性ポリマー、ノニオン性親油性ポリマー、ポ
リアクリル酸、ポリメタクリル酸、アクリル樹脂、天然ゴム、合成ゴム、樹脂、両親媒性
アニオン性ポリマーおよびコポリマー、両親媒性カチオン性ポリマーおよびコポリマー、
ならびにそれらの混合物、ならびに水、アルコール、ケトン、および他の溶媒中これらの
エマルションまたは懸濁液が含まれる。
【０２１８】
　潤滑剤を含有する溶液またはエマルションは、潤滑剤として用いられてもよく、例えば
、樹脂および他の疎水性潤滑剤は、エマルションとして、またはそれらを溶解するのに適
した溶媒中で適用されてもよい。このような溶液は、バイオファブリケーテッドレザーへ
の適用またはその中への組込みに適した潤滑剤の任意の量を含有してもよい。例えば、そ
れらは、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、
４０、４５、５０、５５、６０、７０、８０、９０、９５、または９９％の潤滑剤もしく
は同じもの、または他の成分、例えば、少なくとも１種の水性溶媒、例えば、水、アルコ
ール、例えば、エタノールのような、Ｃ１～Ｃ６アルコール、ケトン、例えば、Ｃ１～Ｃ
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６ケトン、アルデヒド、例えば、Ｃ１～Ｃ６アルデヒド、ワックス、界面活性剤、分散剤
または他の作用物質の体積に対して対応する量を含有してもよい。潤滑剤は、水溶液もし
くは親水性溶液中、様々な形態、例えば、Ｏ／ＷもしくはＷ／Ｏエマルション、噴霧可能
な形態、またはバイオファブリケーテッド材料への取り込みもしくは適用に適した他の形
態であってもよい。
【０２１９】
　潤滑剤は、バイオファブリケーテッド材料構成要素全体にわたって、材料の同一単位体
積中の潤滑剤の濃度が５、１０、１５、２０、３５、４０、または５０％以下変化するよ
うに一様に分布させることができ、一様な適用のために適した形態中に、またはバイオフ
ァブリケーテッド材料中に配合または混合されてもよい。
【０２２０】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素、またはそれを二次構成要素とともに組み込む
複合体の一部の実施形態は、レザーと同様の多くの有利な特性または従来のレザーと比較
して新たなもしくは優れた特性を示す。
【０２２１】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素またはそれを含む複合体は、少なくとも１００
ｋＰＡの弾性率を有することができる。それは、１００ｋＰａ～１，０００ＭＰａおよび
この範囲内の任意の中間値、例えば、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６
、０．７、０．８、０．９、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、５０、１００
、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、または１０００
ＭＰＡの範囲であり得る。
【０２２２】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素またはそれを含む複合体は、一様な弾性を示す
ことができ、その弾性率は、材料の同一長さまたは幅（または体積もしくは固定断面積）
にわたって３０、６０、または９０度だけ異なる角度で（または他の角度で）測定される
場合、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、または５０％以下変化す
る。
【０２２３】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素またはそれを含む複合体は、伸張可能であって
もよく、緩和状態のその長さの１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０
、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０
～３００％だけ伸ばすことができる。この範囲には中間値のすべてが含まれる。
【０２２４】
　一部の実施形態において、バイオファブリケーテッド材料構成要素またはそれを含む複
合体は、少なくとも１ｋＰＡの引張り強度を有することができる。それは、１ｋＰａ～１
００ＭＰａおよびこの範囲内の任意の中間値、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、５０、１００、２００、３００、４００、５００ｋＰＡ；０．５、０．６、
０．７、０．８、０．９、１．０、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９
０、または１００ＭＰａの範囲であり得る。一部の実施形態は、一様な引張り強度を示し
、引張り強度は、材料の同一長さまたは幅（または体積もしくは固定断面積）にわたって
３０、６０、または９０度だけ異なる角度で（または他の角度で）測定される場合、５、
１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、または５０％以下変化する。
【０２２５】
　一部のバイオファブリケーテッド材料構成要素またはそれらを含む複合体は、同じ架橋
剤（単数もしくは複数）または潤滑剤を使用して加工された、コラーゲンの同じ型、例え
ば、ウシＩ型またはＩＩＩ型コラーゲンを含む同じ厚さの従来のトップグレインまたは他
のレザーのものよりも少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２
０、２５、３０、４０、４５、５０、１００、１５０または２００％大きい引裂き強度ま
たは抵抗を示すことができる。一部の実施形態は、材料の同一長さまたは幅（または体積
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もしくは固定断面積）にわたって３０、６０、または９０度だけ異なる角度で（または他
の角度で）測定される場合、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、ま
たは５０％以下変化する、一様な引裂き抵抗を示す。バイオファブリケーテッド材料は、
約１～５００Ｎ、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、４
０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５
、２５０、２７５、３００、３２５、３５０、３７５、４００、４２５、４５０、４７５
、または５００の範囲の引裂き強度ならびにこの範囲内の任意の中間の引裂き強度を有し
てもよい。
【０２２６】
　バイオファブリケーテッド材料構成要素、またはそれらを含む複合材は、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２ｍｍまたはそれ以上のＩＳＯ１７２３５により決
定されたとおりの軟度を有してもよい。一部の実施形態は、別にバイオファブリケーテッ
ド材料の同一単位面積または体積で測定される場合、５、１０、１５、２０、２５、３０
、３５、４０、４５、５０、または１００％以下変化する一様な軟度を示す。
【０２２７】
　他の実施形態において、バイオファブリケーテッド材料構成要素、またはそれらを含む
複合材は、真皮裏付けを必要とすることなくトップグレイン様製品を与えるカスタマイズ
ド厚さを示す。一部の実施形態において、材料または複合材は、同一または実質的に同じ
グレイン、グレインテクスチャー、感触、および外観を有する、上面および下面、または
内面および外面を有する。バイオファブリケーテッド材料構成要素、またはそれらを組み
込む複合体の他の実施形態は、パターンを有してエンボス加工され、着古し加工され、ま
たはプリントされ、色付けされ（stained）、もしくは塗装される。バイオファブリケー
テッド材料構成要素またはそれらを含む複合体の他の実施形態は、表面コーティング材ま
たは表面仕上げ材を有し、これは、材料の同一単位体積でまたは単位面積にわたってその
重量濃度が、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、または５０％以下
変化するように材料の上にまたはその全体にわたって一様に分布されてもよい。バイオフ
ァブリケーテッド材料構成要素またはそれらを含む複合体の一部の実施形態は、任意選択
で、染料、ステイン、樹脂、ポリマー、顔料または塗料を含有してもよく、ここで、染料
、ステイン、樹脂、ポリマー、顔料または塗料は、材料または複合体の同一単位体積でま
たは単位面積にわたってその重量濃度が、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４
０、４５、または５０％以下変化するように材料全体にわたって一様に分布される。
【０２２８】
　上に記載されたバイオファブリケーテッド材料構成要素のある特定の実施形態は、コラ
ーゲンフィブリルのネットワーク中に組み込まれる充填剤、および他の物質または構成要
素を含んでもよい。例えば、一部の実施形態は、充填剤、例えば、二次構成要素としてポ
リマーミクロスフェア（単数もしくは複数）、ビーズ（単数もしくは複数）、繊維（単数
もしくは複数）、ワイヤ（単数もしくは複数）、または有機塩（単数もしくは複数）の少
なくとも１つを含む。これらは、乾燥の間に間隙を介してフィブリルを保つことによって
脱水コラーゲンフィブリルネットワークの組織化を制御するように選択され得る。充填剤
は、一部の条件下で可溶性であるか、またはそうでなければ乾燥もしくは他の加工後のバ
イオファブリケーテッド材料からの除去を可能にする形態であってもよい。
【０２２９】
　他の実施形態は、コラーゲンフィブリルのネットワークまたは不織もしくは織り材料中
に組み込まれるコラーゲン線維のネットワークに組み込まれる少なくとも１種の織りまた
は不織材料の二次構成要素を含む。
【０２３０】
　一部の実施形態において、バイオファブリケーテッド材料構成要素、またはそれを組み
込む複合体は、他の製品、例えば、履物、衣服、スポーツ着、ユニホーム、札入れ、時計
バンド、ブレスレット、旅行かばん、室内装飾材料、または家具に組み込まれる。
【０２３１】
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　バイオファブリケーテッド構成要素を作製するための方法
　本発明による方法は、限定されないが、バイオファブリケーテッド材料構成要素を作製
するための方法の以下の実施形態を含む。
【０２３２】
　（ｉ）任意の順序で、非ヒトコラーゲン分子の水溶液または懸濁液をコラーゲンフィブ
リルにフィブリル化し、前記コラーゲンフィブリルを、それらを少なくとも１種の架橋剤
を接触させることによって架橋し、架橋コラーゲンフィブリルをそれらが４０重量％未満
の水を含むように脱水し、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０
、３０、または４０重量％の少なくとも１種の潤滑剤を前記材料中に組み込み、および任
意選択で、上面および下面、または内面および外面を含む前記材料を注型し、成形し、ま
たはそうでなければ形成することを含む、非ヒトコラーゲンフィブリルのネットワークを
含むバイオファブリケーテッド材料構成要素であって、材料中のコラーゲンフィブリルの
１重量％未満、２重量％未満、３重量％未満、４重量％未満、５重量％未満、６重量％未
満、７重量％未満、８重量％未満、９重量％未満、１０重量％未満、１５重量％未満、２
０重量％未満、２５重量％未満、３０重量％未満、３５重量％未満、もしくは４０重量％
は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０μｍもしくはそれ以上の直径を有するコ
ラーゲンフィブリルの形態であり、および／またはそれらの長さの２５、５０、１００、
１５０、２００、２５０、３００、３５０もしくは４００μｍもしくはそれ以上に対して
整列されたフィブリルの形態であり；前記材料は、１０、１５、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、５０、５５または６０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は、少なくと
も１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、または４０％の潤滑剤を含
む、バイオファブリケーテッド材料構成要素；あるいは
　（ｉｉ）任意の順序で、非ヒトコラーゲン分子の水溶液または懸濁液をコラーゲンフィ
ブリルにフィブリル化し、前記コラーゲンフィブリルをそれらを少なくとも１種の架橋剤
を接触させることによって架橋し、架橋コラーゲンフィブリルをそれらが５、１０、１５
、２０または２５重量％以下の水を含むように脱水し、少なくとも１、２、３、４、５、
１０、１５、２０、３０、４０または５０重量％の少なくとも１種の潤滑剤を前記材料中
に組み込み、および任意選択で、上面および下面、または内面および外面を含む前記材料
を注型し、成形し、またはそうでなければ形成することを含む、組換え非ヒトコラーゲン
フィブリルのネットワークを含むバイオファブリケーテッド材料構成要素であって、コラ
ーゲンは実質的に３－ヒドロキシプロリン、および任意選択で、実質的にヒドロキシリシ
ンを含まず；前記材料は、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５
５または６０重量％以下の水を含み；かつ前記材料は少なくとも１％の潤滑剤を含む、バ
イオファブリケーテッド材料構成要素
を作製するための方法。
【０２３３】
　この方法における使用のためのコラーゲンまたはコラーゲン性材料は、哺乳動物コラー
ゲン、例えば、ウシＩ型、ＩＩＩ型コラーゲン、または他の型および供給源の本明細書に
記載されるコラーゲンもしくはコラーゲン性タンパク質を含んでもよい。それは、哺乳動
物もしくは他の動物から得られても、あるいは一部の実施形態において、大腸菌（Escher
ichia coli）、枯草菌（Bacillus subtilis）または他の細菌によって；ピキア（Pichia
）、サッカロマイセス（Saccharomyces）、または別の酵母もしくは真菌によって；植物
細胞によって；昆虫細胞または哺乳動物細胞によって組換え的に発現されてもよい。
【０２３４】
　本明細書に開示される方法における使用のためのコラーゲンは、細胞、例えば、インビ
トロで培養される、上に記載されたものから、例えば、培養哺乳動物または動物細胞から
単離されてもよい。代わりに、コラーゲンまたはコラーゲン性タンパク質は、他の手段に
よって、例えば、化学合成によって得られてもよい。それは、天然源から得られるコラー
ゲンと化学構造で異なっていてもよく、例えば、それは、比較的低い含有量のヒドロキシ
リシンもしくは３－ヒドロキシプロリン、グリコシル化もしくは架橋アミノ酸残基、また
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はコラーゲンアミノ酸配列の他の翻訳後修飾を含んでもよいか、あるいはヒドロキシリシ
ンもしくは３－ヒドロキシプロリン、グリコシル化もしくは架橋アミノ酸残基、またはコ
ラーゲンアミノ酸配列の他の翻訳後修飾を実質的に含まなくてもよい。代わりに、それは
、比較的高い含有量のヒドロキシル化アミノ酸残基、グリコシル化残基、架橋または他の
化学修飾を含んでもよい。
【０２３５】
　好ましくは、コラーゲンは、それが含むコラーゲン分子を自然に発現する動物の毛、毛
包（単数もしくは複数）、または脂肪（単数もしくは複数）を含まないが、これらが、そ
の一様性、強度および美的特性を損ない得るからである。例えば、それは、従来のレザー
に見出されるアクチン、ケラチン、エラスチン、フィブリン、アルブミン、グロブリン、
ムチン、ムチン様物、非コラーゲン構造タンパク質、および／または非コラーゲン非構造
タンパク質を１重量％未満、２重量％未満、３重量％未満、４重量％未満、５重量％未満
、６重量％未満、７重量％未満、８重量％未満、９重量％未満、または１０重量％未満含
んでもよい。それは、バイオファブリケーテッド材料中のコラーゲン分子を自然に発現す
る動物のように、従来のレザーに見出される他のコラーゲン性タンパク質、炭水化物、核
酸、もしくは脂質、または免疫原、抗原、もしくはアレルゲンを実質的に含まなくてもよ
い。
【０２３６】
　一部の実施形態において、コラーゲンまたはコラーゲン様材料は、実質的な均一に精製
されてもよく、またはフィブリルを形成するその能力と不整合でない精製の度合いを有し
てもよく、例えば、それは、その総タンパク質含有量に基づいて、またはその総重量に基
づいて２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、９５、または９９重量％のコ
ラーゲンを含んでもよい。異なる型のコラーゲンの混合物、または異なる生物源からのコ
ラーゲンが、コラーゲンフィブリルの化学的および物理的特性を均衡させるために、また
は補足的特性を有するフィブリルの混合物を生成するために、ある特定の実施形態で使用
されてもよい。このような混合物は、１、５、１０、２５、５０、７５、９５、または９
９重量％の第１のコラーゲン、および９９、９５、９０、７５、５０、２５、１０または
１重量％の第２、第３、またはそれに続くコラーゲン構成要素を含んでもよい。これらの
範囲には、中間値および重量によるコラーゲン構成要素のすべての総コラーゲン含有量が
１００％であるコラーゲンの比のすべてが含まれる。
【０２３７】
　本明細書に開示される方法は、実質的に一様に分布されたフィブリル、架橋フィブリル
、脱水フィブリルおよび／または潤滑フィブリルを有するバイオファブリケーテッド材料
構成要素を提供することができる。例えば、フィブリルは、材料の同一単位体積中のコラ
ーゲンフィブリルの重量による（またはその数または平均数による）濃度が、５、１０、
１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、または５０％以下変化するように、材料全
体にわたって分布されていてもよい。
【０２３８】
　一部の実施形態において、バイオファブリケーテッド材料構成要素は、架橋、脱水およ
び／または潤滑後に材料をへらがけ（staking）することによって製造される。
【０２３９】
　本明細書に記載される実施形態において、コラーゲンの溶液または懸濁液は、例えば、
溶液もしくは懸濁液の塩濃度を調整することによって、そのｐＨを調整する、例えば、コ
ラーゲンの酸性溶液のｐＨを上げることによって、またはその両方によって、フィブリル
化される。一部の実施形態において、フィブリル化は、核形成剤を含めることによって促
進されてもよい。フィブリル化のために使用される塩には、限定されないが、リン酸塩お
よび塩化物塩、例えば、Ｎａ３ＰＯ４、Ｋ３ＰＯ４、ＫＣｌ、およびＮａＣｌが含まれる
。フィブリル化の間の塩濃度は、１０ｍＭ～２Ｍの範囲に調整されてもよいか、またはｐ
Ｈは、酸、塩基、もしくは緩衝剤でｐＨ５．５、６．０、６．５、７．０、８．０または
それ以上に調整されてもよい。塩濃度およびｐＨは、フィブリル化を誘導または促進する



(59) JP 2017-144731 A 2017.8.24

10

20

30

40

50

ように同時に調整されてもよい。本明細書に記載される方法のある特定の実施形態におい
て、ｐＨ６．０未満のｐＨを有するコラーゲン分子の水溶液または懸濁液は、ｐＨをｐＨ
６．０～８．０に調整することによってフィブリル化され得る。
【０２４０】
　本明細書に記載される方法の一部の実施形態において、コラーゲンフィブリルは、それ
らの形成のプロセスの間、またはフィブリル化の完了後に架橋される。架橋は、二次構成
要素の組込みと同時に行われてもよい。
【０２４１】
　他の実施形態において、コラーゲンフィブリルは、それらを少なくとも１種のアミン、
カルボン酸、硫酸塩、亜硫酸塩、スルホン酸塩、アルデヒド、ヒドラジド、スルフィドリ
ル、ジアジリン、アリール、アジド、アクリレート、エポキシド、フェノール、クロム化
合物、植物性タンニン、およびシンタンと接触させることによって架橋される。
【０２４２】
　１種または複数の架橋剤は、１ｍＭ～１００ｍＭの範囲の濃度、例えば、１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５
５、６０、６、７０、７５、８０、８５、９０、９５または１００ｍＭの濃度で添加され
てもよい。
【０２４３】
　架橋の時間、温度ならびに他の化学的および物理的条件は、得られた架橋フィブリルが
１つまたは複数の異なる架橋結合の特定の度合いを含むようにコラーゲンフィブリル間の
架橋の特定の度合いを与えるように選択されてもよい。得られた架橋フィブリル調製物は
、架橋剤の重量、ならびにコラーゲンの重量もしくはコラーゲンフィブリルの架橋ネット
ワーク、例えば、ヒドロゲルの重量に基づいて、少なくとも１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０％またはそれ以上の架橋剤を含んでもよい。架橋剤は、コラーゲンフィブ
リルに共有結合または非共有結合していてもよい。架橋後の材料の同一単位体積中のコラ
ーゲン分子、トロポコラーゲン、もしくはフィブリルの間の（between）、もしくはそれ
らの間の（among）架橋の数、またはコラーゲン分子、トロポコラーゲン、もしくはフィ
ブリルの間の（between）架橋の平均数は、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、
４０、４５、または５０％以下変わってもよい。
【０２４４】
　本明細書に記載される方法は、フィブリル化もしくは架橋、またはその両方、あるいは
フィブリル化および架橋が実質的に完了した後に行われてもよい脱水（dehydration）ま
たは脱水（dewatering）ステップを必要とする。これらのステップは、二次構成要素の組
込みと同時に行われてもよい。
【０２４５】
　一部の実施形態において、脱水は、コラーゲンフィブリルのネットワークをアセトン、
シンタン、またはコラーゲンから結合水を除去する作用物質と接触させることを伴う。他
の実施形態において、一部の水は、濾過または蒸発によってフィブリル調製物または架橋
フィブリル調製物から除去されてもよく、次いで、コラーゲンフィブリルのネットワーク
と会合して残っている水は、アセトンなどの溶媒、または水を除去する他の化学剤を使用
して除去されてもよい。
【０２４６】
　本明細書に記載される方法は、一般に生成されたコラーゲンフィブリルのネットワーク
の潤滑を必要とする。潤滑は、フィブリル化、架橋、もしくは脱水の間、またはこれらの
ステップのいずれかの間、あるいはこれらのステップの１つまたは複数が実質的に完了し
た後に行われてもよい。潤滑は、二次構成要素の組込みと同時に行われもよい。
【０２４７】
　一部の実施形態において、潤滑は、架橋コラーゲンフィブリルのネットワークを１種ま
たは複数の潤滑剤、例えば、脂肪、生物油、鉱油もしくは合成油、タラ油、スルホン化油
、ポリマー、オルガノ官能性シロキサン、および従来のレザーを加脂するために使用され
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る他の作用物質、またはそれらの混合物と接触させることを伴う。
【０２４８】
　他の実施形態において、潤滑剤（単数または複数）は、コラーゲンフィブリルの脱水架
橋ネットワークの一様な潤滑を促進する方法を使用して適用され、その結果、材料の同一
単位体積中の重量による潤滑剤の濃度は、５、１０、１５、２０、３０、３５、４０、４
５、または５０％以下変化する。このような適用は、ディップコーティング、噴霧コーテ
ィング、蒸着、スピンコーティング、ドクターブレードコーティング、ブラシコーティン
グ、および他の公知のコーティングまたは堆積方法によって行われてもよい。
【０２４９】
　本明細書に記載される方法のさらなる実施形態において、表面コーティング材または表
面仕上げ材が、バイオファブリケーテッド材料に適用される。これらは、コラーゲンフィ
ブリルのネットワークを含む材料の表面に、バイオファブリケーテッド材料の調製の様々
なステップの間に適用されてもよいが、それらは、一般に架橋、脱水および潤滑製品に適
用される。本明細書に記載される方法によって可能にされた一様な潤滑は、成功裏の一様
な適用およびこのようなコーティングまたは仕上げの接着を促進する。
【０２５０】
　他の実施形態において、本明細書に記載される方法は、バイオファブリケーテッド材料
を、その調製の様々なステップの間にまたはそれが架橋、脱水および潤滑された後に、限
定されないが、染料、ステイン、顔料、樹脂、ポリマー、または塗料を含む他の機能性成
分とともに組み込むこと、またはそれらと接触させることを含み得る。さらなる実施形態
において、これらの機能性成分は、材料の上にまたはそれの全体にわたってこれらの作用
物質を一様に分布させる条件下で適用されても、または組み込まれてもよく、その結果、
材料の同一単位体積中の重量によるそれらの濃度は、５、１０、１５、２０、３０、３５
、４０、４５、または５０％以下変化する。
【０２５１】
　他の実施形態において、本明細書に記載される方法は、二次構成要素の充填剤をバイオ
ファブリケーテッド材料中に、その調製の様々なステップの間にまたはそれが架橋、脱水
および潤滑された後に組み込むことを伴う。一般に、これらの充填剤は、脱水前に、例え
ば、フィブリル化または架橋の間に組み込まれる。このような充填剤は、限定されないが
、ポリマーミクロスフェア、ビーズ、繊維、ワイヤ、または有機塩が含まれる。
【０２５２】
　上に記載された方法の一部の実施形態は、バイオファブリケーテッド材料の中にまたは
その上に、その調製の間または後に少なくとも１種の織りまたは不織材料を、例えば、織
りまたは不織の紙または布材料を使用して架橋フィブリルを濾過することによって、組み
込むことを伴う。他の実施形態は、バイオファブリケーテッド材料をその調製の間または
後に、少なくとも１種の織りまたは不織材料中に組み込むことを伴う。
【０２５３】
　方法の商業的実施形態は、バイオファブリケーテッド材料を履物、衣服、スポーツ着、
ユニホーム、札入れ、時計バンド、ブレスレット、旅行かばん、室内装飾材料、家具、ま
たは他の工業、商業または消費者製品などの製品に組み込むことを伴う。
【０２５４】
　以下の非限定的実施例は、本発明を例証するものである。本発明の範囲は、これらの実
施例に記載される詳細に限定されない。
【実施例１】
【０２５５】
　バイオファブリケーテッドレザーの厚さの制御
　複合材で使用されるバイオファブリケーテッド材料の厚さは、コラーゲン含有量を調整
することによって制御してもよい。抽出ウシＩ型コラーゲンのヒドロゲルを、異なるコラ
ーゲン濃度および体積で形成して、異なる厚さの乾燥コラーゲン材料を製造した。コラー
ゲンを５ｇ／Ｌまたは９ｇ／Ｌのいずれかで０．０１Ｎ　ＨＣｌに溶解させ、次いで、１
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部の１０×ＰＢＳを９部の溶解コラーゲンに添加して、コラーゲンフィブリル化およびゲ
ル形成を誘導した。
【０２５６】
　次いで、０．８Ｌまたは１．６Ｌのフィブリル性コラーゲンの溶液を、型中に注型し、
２５℃でインキュベートしてヒドロゲル形成を可能にした。０．８Ｌの溶液は１．５ｃｍ
厚さのゲルを生じたが、１．７Ｌの溶液は、３．０ｃｍ厚さのゲルを生じた。これらのゲ
ルをアセトン中で脱水および潤滑し、次いで、乾燥させ、レザー様材料に機械的にへらが
けした。最終乾燥材料の厚さは、開始ヒドロゲル中のコラーゲンの総量と相関した。
【０２５７】
　バイオファブリケーテッドレザーの厚さは、その総コラーゲン含有量を変えることによ
って制御した。試料Ａ、試料Ｂおよび試料Ｃは、５２５ｃｍ２の体積（水和ゲル領域）で
、それぞれ、４、７．２または１４．４グラムのコラーゲンを使用して製造した。バイオ
ファブリケーテッドレザーは、架橋、潤滑および脱水することによって各試料から製造し
た。表１に示すとおりに、ゲル中のコラーゲンの含有量の増加は、得られたバイオファブ
リケーテッドレザーの厚さを増加させた。
【０２５８】
【表１】

【実施例２】
【０２５９】
　Ｉ型コラーゲンからのバイオファブリケーテッドレザーの製造
　本明細書に記載される複合材のバイオファブリケーテッド構成要素は、Ｉ型コラーゲン
から製造してもよい。
【０２６０】
　Ｉ型コラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｍｐａ
ｎｙ，Ｌｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。コ
ラーゲンは、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サイ
ズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥された。
【０２６１】
　凍結乾燥タンパク質（４．１ｇ）を、オーバーヘッドミキサーを使用して７３３ｍｌの
０．０１Ｎ　ＨＣｌに溶解させた。溶液中の固体コラーゲンスポンジの欠如により証明さ
れるとおりに、コラーゲンを適切に溶解させた後（１６００ｒｐｍで少なくとも１時間混
合して）、この溶液に８２ｕＬのなめし剤Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ、続いて、８１ｍＬの
１０×ＰＢＳを添加して、溶液のｐＨをｐＨ１１．２から７．２に上げた。
【０２６２】
　次いで、この溶液を３分間混合し、その後、溶液をシリコン型に注入した。コラーゲン
溶液をシリコン型中で２５℃にて２時間インキュベートして、コラーゲンを粘弾性ヒドロ
ゲルにフィブリル化させた。
【０２６３】
　溶液乳白度（４２５ｎｍの光の吸光度により測定して）ととものレオロジー特性のプラ
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トーは、フィブリル化がこの時点で完了したことを示し、コラーゲンフィブリルの存在は
、走査型電子顕微鏡（図３）および透過型電子顕微鏡（図４）で確認した。
【０２６４】
　フィブリル化コラーゲンヒドロゲルを型から取り出し、プラスチック製ジャー中の７０
０ｍＬのアセトン中に入れ、オービタルシェーカー上４０ｒｐｍにて２５℃で振盪した。
ヒドロゲルを、終夜のインキュベーション、続いて、５×１時間の洗浄およびさらに終夜
のインキュベーション後に、アセトンを新鮮にすることにすることによって脱水した。ア
セトンを、各洗浄後に新鮮にして、ゲルから水を除去した。
【０２６５】
　アセトン脱水に続いて、コラーゲンゲルを、それぞれ、８０％アセトンまたはエタノー
ル中２０％（ｖ／ｖ）のタラ肝油またはヒマシ油のいずれかを含有する加脂剤（fat liqu
or）溶液中４０ｒｐｍで振盪しながら終夜インキュベートした。
【０２６６】
　加脂剤溶液中のインキュベーションに続いて、コラーゲンゲルを３７℃で乾燥させた。
乾燥後、材料は、軟らかく、レザー様またはバイオファブリケーテッドレザーになった。
過剰の油状物を除去して、材料のレザー様美学を改善することができる。
【０２６７】
　試料重量および機械的分析により、油状物のフィブリルゲル中への浸透が確認された。
油状物を良溶媒に溶解させることによって、溶媒中で脱水または加脂されなかったヒドロ
ゲルと比較して、材料の乾燥重量の増加および材料の弾性率の低下により証明されるとお
りに、油状物は、フィブリルコラーゲンネットワークに浸透することができた。
【０２６８】
　バイオファブリケーテッドレザーは、上面および下面の両方の上にグレインテクスチャ
ーならびに上面および下面の両方上に、むらがなく吸収された染料を有した。
【実施例３】
【０２６９】
　ＩＩＩ型コラーゲンからのバイオファブリケーテッドレザーの製造
　本明細書に記載される複合材のバイオファブリケーテッド構成要素は、ＩＩＩ型コラー
ゲンを使用して製造してもよい。
【０２７０】
　０．０１Ｎ　ＨＣｌ中２．５ｍｇ／ｍｌでの組換えＩＩＩ型コラーゲンの溶液（Ｆｉｂ
ｒｏＧｅｎ，Ｉｎｃ．）を、９部のコラーゲン溶液（２００ｍＬ）に１部の２００ｍＭの
リン酸ナトリウム溶液（２２ｍＬ）、ｐＨ１１．２を添加し、ｐＨを７に増加させること
によってフィブリル化し、室温で２時間撹拌した。
【０２７１】
　フィブリル化は、時間とともに溶液の４００ｎｍの吸光度を測定することによって
確認した。
【０２７２】
　フィブリル化後、フィブリル懸濁液にＲｅｇｕｌａｎ　ＧＴＷ（コラーゲン上２％ｗ／
ｗオファ）を添加し、３０分間混合することによって、フィブリルをなめした。
【０２７３】
　次いで、なめされたコラーゲンフィブリルを３，５００ＲＰＭで３０分間遠心分離にか
けて、フィブリルを１０ｍｇ／ｍｌの濃度に濃縮した。１０ｍｇ／ｍｌのフィブリルペレ
ットを、２１，０００ＲＰＭで３０分間超遠心分離を使用してさらに遠心分離にかけ、約
４０～５０ｍｇ／ｍｌの濃度を有するフィブリルゲルを得た。
【０２７４】
　フィブリルゲルの物理的特性は、レオメーターで評価した。
【０２７５】
　貯蔵弾性率および複素粘度により、大部分の弾性材料を実証した。
【０２７６】
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　次いで、このフィブリルを３７℃に設定した食品脱水機中で１８時間乾燥させた。
【０２７７】
　乾燥後、この材料を、Ｌｏｗｅｐｅｌ酸性黒色染料（コラーゲン上２ｗ／ｗ％オファ）
およびＬｕｂｒｉｔａｎ　ＷＰ（コラーゲン上２０ｗ／ｗ％オファ）の溶液中でインキュ
ベートすることによって染色および再なめしした。
【０２７８】
　材料をこの溶液中でドラムし（drummed）、絞って、染料およびシンタンの材料中への
浸透を確実にした。次いで、材料を最終的に乾燥させ、振盪して、レザー様材料を製造し
た。
【実施例４】
【０２７９】
　ＩＩＩ型コラーゲンからのバイオファブリケーテッドレザーの製造
　本明細書に記載される複合材のバイオファブリケーテッド構成要素は、ＩＩ型コラーゲ
ンを使用して製造してもよい。
【０２８０】
　組換えＩＩＩ型コラーゲンを、Ｆｉｂｒｏｇｅｎ，Ｉｎｃ．から購入した。このコラー
ゲンは、０．０１Ｎ　ＨＣｌ中２．５ｍｇ／ｍＬの濃度で供給された。
【０２８１】
　コラーゲンフィブリルの集合を開始させるために、９部のストックＩＩＩ型コラーゲン
溶液に１部の２００ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４、ｐＨ１１．２（１００ｍＬ）を室温で添加し
て、溶液をｐＨ７．２にした。オーバーヘッドミキサーを使用して、この溶液を１６００
ｒｐｍで１時間混合した。
【０２８２】
　撹拌１時間後、コラーゲンフィブリルをＲｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷと反応させ、これをコ
ラーゲンの質量に対して２％（ｗ／ｗ）オファで溶液に添加した。この溶液を、オーバー
ヘッドミキサーを使用して１６００ｒｍで１時間混合した。
【０２８３】
　次いで、溶液に、Ｌｉｐｏｄｅｒｍ　Ａ１およびＴａｎｉｇａｎ　ＦＴをコラーゲンの
質量に対してそれぞれ８０％（ｗ／ｗ）のオファで添加した。この溶液を、オーバーヘッ
ドミキサーを使用して１６００ｒｐｍで３０分間混合した。次いで、溶液のｐＨを、１０
％（ｖ／ｖ）ギ酸溶液を使用して４に下げた。この溶液を、オーバーヘッドミキサーを使
用して１６００ｒｐｍで３０分間混合した。
【０２８４】
　次いで、１４４ｍＬの溶液を、真空ポンプ（Ｈｇ中－２７の圧力）に取り付けたブフナ
ー漏斗およびブフナー漏斗の上部のラバーダムを使用して４７ｍｍワットマンＮｏ．１メ
ンブレンに通して濾過した。真空を１８時間引いた。
【０２８５】
　次いで、濃縮フィブリル組織を周囲条件下で乾燥させ、材料を転がし、曲げ、および引
っ張ることによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。
【実施例５】
【０２８６】
　Ｅｘｐａｎｃｅｌｌ
　ウシ腱から酸処理によって単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サイズ排除ク
ロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥された、Ｉ型ウシコラーゲンを、
Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌｔｄ．から購入した（
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。
【０２８７】
　オーバーヘッドミキサーを使用して、１０ｇの凍結乾燥コラーゲンタンパク質を、１Ｌ
の０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２中１，６００ｒｐｍで、固体コラーゲンスポンジが存在し
なくなるまで少なくとも１時間混合することによって溶解させた。
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【０２８８】
　次いで、１１１．１ｍｌの２００ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨを水酸化ナトリウムで１
１．２に調整した）を添加して、コラーゲン溶液のｐＨを７．２に上げた。
【０２８９】
　次いで、ｐＨ７．２のコラーゲン溶液を１０分間撹拌し、架橋剤としての０．１ｍｌの
２０％Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ（ＢＡＳＦ）（これは、コラーゲンの重量に対して２％で
あった）を添加して、架橋コラーゲンフィブリルをもたらした。
【０２９０】
　次いで、架橋コラーゲンフィブリルを５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎｘ
ｅｓｓ）と混合し、１時間撹拌した。
【０２９１】
　その後、１グラムのＥｘｐａｎｃｅｌ　Ｍｉｃｒｏｓｈｅｒｅ　４６１　ＷＥ２０ｄ３
６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）（これは、コラーゲンの重量の１０％である）および４０ｍｌ
のＴｒｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍｐｌｅｒ）（これは、コラーゲンの重量の８０％
である）を添加し、オーバーヘッド撹拌機を使用してさらなる時間撹拌した。
【０２９２】
　溶液のｐＨを、１０％ギ酸の添加によりｐＨ４．０に低下させ、１時間撹拌した。
【０２９３】
　ｐＨの低下後、１５０ｍｌの溶液を、－２７ｍｍＨｇの圧力で真空ポンプに取り付けた
ブフナー漏斗を使用して９０ｍｍワットマンＮｏ．１メンブレンに通して濾過した。
【０２９４】
　次いで、濃縮フィブリル組織を周囲条件下で乾燥させ、材料を転がし、曲げ、および引
っ張ることによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。この材料を、
本明細書に記載される複合材に組み込んでもよい。
【実施例６】
【０２９５】
　二酸化チタン（白色顔料）
　Ｉ型ウシコラーゲンをＷｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，
Ｌｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラ
ーゲン供給源は、ウシ腱から酸処理により単離され、続いて、ペプシンにより消化され、
サイズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲ
ンである。凍結乾燥タンパク質（１０グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して１
Ｌの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。溶液中固体コラーゲンスポンジの欠如に
より証明されるとおりに、コラーゲンを適切に溶解させた後（１，６００ｒｐｍで少なく
とも１時間の混合）、１１１．１ｍｌの２００ミリモルリン酸ナトリウム（ｐＨを水酸化
ナトリウムで１１．２に調整した）を添加して、コラーゲン溶液のｐＨを７．２に上げた
。得られたコラーゲン溶液を１０分間撹拌し、コラーゲンの重量に対して２％である、架
橋剤溶液としての０．１ｍｌの２０％Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ（ＢＡＳＦ）。
【０２９６】
　この架橋コラーゲンフィブリル溶液に、５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎ
ｘｅｓｓ）を添加し、続いて、１時間撹拌した。
【０２９７】
　Ｔａｎｉｇａｎ－ＦＴの添加に続いて、１グラム（コラーゲンの重量に対して１０％）
のＥｘｐａｎｃｅｌミクロスフェア４６１　ＷＥ２０ｄ３６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）、４
０ｍｌ（コラーゲンの重量に対して８０％）のＴｒｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍｐｌ
ｅｒ）および２ｍｌ（コラーゲンの重量に対して１０％）のＰＰＥ　Ｗｈｉｔｅ　ＨＳ　
ａ　ｐａ（Ｓｔａｈｌ）を添加し、オーバーヘッド撹拌機を使用してさらなる時間撹拌し
た。
【０２９８】
　この溶液のｐＨを、１０％ギ酸を使用して４．０に低下させ、１時間撹拌した。
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【０２９９】
　ｐＨ変化後、１５０ｍｌのこの溶液を、－２７ｍｍＨｇの圧力で真空ポンプに取り付け
たブフナー漏斗を使用して９０ｍＭワットマンＮｏ．１メンブレンに通して濾過した。
【０３００】
　次いで、濃縮フィブリル組織を周囲条件下で乾燥させ、材料を転がし、曲げ、および引
っ張ることによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。この材料を、
本明細書に記載される複合材に組み込んでもよい。
【実施例７】
【０３０１】
　Ｈｙｃａｒ樹脂（２６５５２）
　ウシコラーゲンはＷｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ，Ｌｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。この
コラーゲン供給源は、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化さ
れ、サイズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラ
ーゲンである。
【０３０２】
　凍結乾燥タンパク質（１０グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して１リットル
の０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。溶液中固体コラーゲンスポンジの欠如によ
り証明されるとおりに（１，６００ｒｐｍで少なくとも１時間の混合）、コラーゲンを適
切に溶解させた後、１１１．１ｍｌの２００ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨを水酸化ナトリ
ウムで１１．２に調整した）を添加して、溶液のｐＨを７．２に上げた。
【０３０３】
　得られたコラーゲン溶液を１０分間撹拌し、０．１ｍｌの２０％Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴ
Ｗ（ＢＡＳＦ）架橋剤溶液（これは、コラーゲンの重量に対して２％であった）、なめし
剤溶液を添加した。
【０３０４】
　架橋コラーゲンフィブリル溶液に、５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎｘｅ
ｓｓ）を添加し、１時間撹拌した。Ｔａｎｉｇａｎ－ＦＴの添加に続いて、１グラムのＥ
ｘｐａｎｃｅｌミクロスフェア（コラーゲンの重量に対して１０％）４６１　ＷＥ２０ｄ
３６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）、４０ｍｌ（コラーゲンの重量に対して８０％）のＴｒｕｐ
ｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍｐｌｅｒ）および２ｍｌ（コラーゲンの重量に対して１０％
）のＰＰＥ　Ｗｈｉｔｅ　ＨＳ　ａ　ｐａ（Ｓｔａｈｌ）を添加し、オーバーヘッド撹拌
機を使用してさらなる時間撹拌した。
【０３０５】
　この溶液のｐＨを、１０％ギ酸を使用して４．０に低下させ、様々なオファのＨｙｃａ
ｒ樹脂２６５５２（Ｌｕｂｒｉｚｏｌ）を添加し、さらに１時間撹拌した。ｐＨ変化およ
び樹脂添加に続いて、１５０ｍｌのこの溶液を、－２７ｍｍＨｇの圧力で真空ポンプに取
り付けたブフナー漏斗を使用して９０ミリメートルワットマンＮｏ．１メンブレンに通し
て濾過した。活性化を促進するために、Ｈｙｃａｒ樹脂２６５５２をフィブリル溶液と混
合し、５０℃で２時間加熱した。
【０３０６】
　次いで、濃縮フィブリル組織を周囲条件下で乾燥させ、この材料を転がし、曲げ、およ
び引っ張ることによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。この材料
を、本明細書に記載される複合材に組み込んでもよい。
【０３０７】
　樹脂の添加は、以下の図１に示されるとおりの改善された物理的特性をもたらす。
【０３０８】
　ｐＨの変化後、１５０ｍｌのこの溶液を、－２７ｍｍＨｇの圧力で真空ポンプに取り付
けたブフナー漏斗を使用して９０ミリメートルワットマンＮｏ．１メンブレンに通して濾
過した。溶液は、緑色沈殿物を直ちに形成し、濾過することができなった。
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【０３０９】
【表２】

【０３１０】
　Ｒｅｌｕｇａｎは、ポリマー、樹脂またはアルデヒドに基づく再なめし剤である。Ｔａ
ｎｉｇａｎは、スルホン系シンタンである。Ｔｒｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎは、クロムを含ま
ないレザー用の加脂剤である。Ｌｉｐｏｄｅｒｍ　Ｌｉｑｕｏｒ　Ａ１は、水中長鎖アル
コール、パラフィン、アニオン性界面活性剤に基づく加脂剤である。Ｈｙｃａｒ樹脂２６
５５２：ホルムアルデヒドを含まないアクリル系エマルション。
【実施例８】
【０３１１】
　封入炭素繊維
　ウシコラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌ
ｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラー
ゲン供給源は、ウシ腱から酸処理により単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サ
イズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲン
である。凍結乾燥タンパク質（４．１グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して７
３３ｍＬの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。溶液中の固体コラーゲンスポンジ
の欠如により証明されるとおりに、コラーゲンを適切に溶解させた後（１６００ｒｐｍで
少なくとも１時間混合して）、この溶液に８２ｕＬのなめし剤Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ、
続いて、８１ｍＬの１０×ＰＢＳ、ｐＨ１１．２を添加して、溶液のｐＨを７．２に上げ
た。この溶液を３分間混合し、次いで、０．２５インチのチョップド炭素繊維の二次材料
が入っている型に注いだ。炭素繊維は、Ｆｉｂｒｅ　Ｇｌａｓｔ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ
ｔ　Ｃｏｒｐ．から購入した。炭素繊維をコラーゲン溶液中で混合して、コラーゲンマト
リックス全体にわたって繊維を分散させた。このコラーゲン溶液をシリコン型中２５℃で
２時間インキュベートして、コラーゲンを粘弾性ヒドロゲルにフィブリル化させ、炭素繊
維を封入した。
【０３１２】
　封入炭素繊維と一緒のフィブリル化コラーゲンヒドロゲルを型から取り出し、一連のア
セトン溶液中で脱水した（５×２５℃、４０ｒｐｍで１時間）。アセトン脱水に続いて、
コラーゲンゲルを、８０％アセトン中２０％（ｖ／ｖ）タラ肝油を含有する加脂剤溶液中
４０ｒｐｍで振盪しながら終夜インキュベートした。タラ肝油溶液中でのインキュベーシ
ョン後、コラーゲンゲルを３７℃で乾燥させた。フィブリル化コラーゲンヒドロゲルを型
から取り出し、プラスチック製ジャー中７００ｍＬのアセトンに入れ、オービタルシェー
カー上４０ｒｐｍにて２５℃で振盪した。ヒドロゲルを、終夜のインキュベーション、続
いて、５×１時間の洗浄およびさらに終夜のインキュベーション後に、アセトンを新鮮に
することによって脱水した。アセトンを、各洗浄後に新鮮にして、ゲルから水を除去した
。アセトン脱水に続いて、コラーゲンゲルを、それぞれ、８０％アセトンまたはエタノー
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ル中２０％（ｖ／ｖ）のタラ肝油またはヒマシ油のいずれかを含有する加脂剤（fat liqu
or）溶液中４０ｒｐｍで振盪しながら終夜インキュベートした。加脂剤溶液中のインキュ
ベーションに続いて、コラーゲンゲルを３７℃で乾燥させた。乾燥後、材料は、軟らかく
、レザー様になった。さらに、炭素繊維は、なめされ、および加脂されたコラーゲンネッ
トワーク内に封入されており、バイオファブリケーテッドレザーの離層または引き抜きな
しに取り扱うことができる。
【実施例９】
【０３１３】
　層状化不織物
　ウシコラーゲンを実施例８におけるとおりに溶解させた。溶液中固体コラーゲンスポン
ジの欠如により証明されるとおりに、一旦コラーゲンが溶解させると（１６００ｒｐｍで
少なくとも１時間混合して）、この撹拌コラーゲン溶液に、５ｍＬのＤＩ水に溶解させた
０．２ｇのＬｏｗｅｐｅｌ酸性黒色染料を滴下添加した。染料を１６００ｒｐｍで１時間
混合して、コラーゲンへの染料固定を可能にした。次いで、この溶液に８２ｕＬのなめし
剤Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ、続いて、８１ｍＬの１０×ＰＢＳ、ｐＨ１１．２を添加して
、溶液のｐＨを７．２に上昇させた。この溶液を３分間混合し、真空技術を使用して羊毛
不織フェルトの二次材料と一体化させた。羊毛フェルトは、ＵＳフェルトから購入し、１
Ｍヒドロキシルアミン、１ｇ／Ｌのトリトンｎ－５７界面活性剤、ｐＨ８を用いて５０℃
で終夜処理して、表面脂質を除去し、羊毛繊維の湿潤性および反応性を増加させた。６０
ｍＬのコラーゲン前駆体溶液をハウスバキューム下で羊毛フェルトに引き入れた。染料の
勾配が、フェルトの上面から下面まで目に見えた。コラーゲン溶液の一体化に続いて、羊
毛フェルトを新鮮なキャストコラーゲン前駆体溶液の上に逆さまに置いた。コラーゲンお
よび羊毛フェルトを２５℃で２時間インキュベートして、フィブリル化させた。フィブリ
ル化後、この材料を脱水機中３７℃で乾燥させた。乾燥材料を、羊毛裏付けを有する軟ら
かく、レザー様材料にへらがけした。
【実施例１０】
【０３１４】
　フォトルミネッセントパターンを有する包埋布
　一級アミンで官能化されたＱｄｏｔおよびＰＥＧスペーサーをＳｉｇｍａから購入した
。Ｑｄｏｔを、氷上で冷やしたコラーゲン前駆体溶液（５重量％Ｉ型コラーゲン、１×Ｐ
ＢＳ、０．０２μＬのＧＴＷ／１ｍｇコラーゲン）に１：１０に希釈した。次いで、Ｑｄ
ｏｔ／コラーゲン溶液を「Ｍ」の形状に絹不織布の二次材料の上にスクリーン印刷した。
次いで、Ｑｄｏｔ／コラーゲンスクリーン印刷布を室温で１時間インキュベートし、その
後、その布をコラーゲンゲルに封入した。実施例２におけるとおりに、コラーゲン前駆体
溶液（５ｍｇ／ｍＬのＩ型コラーゲン、１×ＰＢＳ、０．０２μＬのＧＴＷ／１ｍｇのコ
ラーゲン）を、ＰＢＳを添加して３分後にシリコン型に注型し、布をコラーゲン溶液の中
央に置いた。この溶液を２５℃で１時間インキュベートしてフィブリル化させ、次いで、
封入布を有するゲルを一連のアセトン中で脱水し、続いて、タラ油／アセトン中で加脂し
、乾燥させた。乾燥およびへらがけ後、この材料をＵＶ光源に曝して、包埋Ｑｄｏｔ「Ｍ
」に光を当てた。
【実施例１１】
【０３１５】
　包埋三次元物体
　一級アミンで官能化されたＱｄｏｔおよびＰＥＧスペーサーをＳｉｇｍａから購入した
。Ｑｄｏｔを、Ｓｌｙｇａｒｄ１８４ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）塩基中で１：
１０に希釈し、続いて、Ｑｄｏｔ／塩基１０：１を硬化剤と混合した。混合後、Ｑｄｏｔ
／塩基／硬化剤溶液を、「Ｍ」の形状の型中に注型した。ＰＤＭＳ「Ｍ」を４０℃で終夜
硬化させ、次いで、型から取り出して、エラストマー性およびフォトルミネッセント「Ｍ
」を製造した。実施例２におけるとおりに、コラーゲン前駆体溶液（５ｍｇ／ｍＬのＩ型
コラーゲン、１×ＰＢＳ、０．０２μＬのＧＴＷ／１ｍｇのコラーゲン）を、ＰＢＳを添
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加して３分後にシリコン型中に注型し、ＰＤＭＳ「Ｍ」をコラーゲン溶液の中央に置いた
。この溶液を２５℃で１時間インキュベートしてフィブリル化させ、次いで、封入布を有
するゲルを一連のアセトン中で脱水し、続いて、タラ油／アセトン中で加脂し、乾燥させ
た（詳細については実施例２を参照）。乾燥およびへらがけ後、封入三次元「Ｍ」は、「
Ｍ」の形状でバイオフィブリケーテッドレザーの表面上に触感パターンをもたらした。加
えて、この材料をＵＶ光源に曝して、ＰＤＭＳ「Ｍ」中包埋Ｑｄｏｔに光を当てた。
【実施例１２】
【０３１６】
　羊毛フェルト複合材
　実施例９のプロセスを、羊毛フェルトおよび実施例６のコラーゲン前駆体溶液で繰り返
した。複合レザーが形成される。
【実施例１３】
【０３１７】
　Ｌｙｃｒａ（登録商標）複合材
　実施例２のレザーの３インチ×３インチ試料に、３インチ×３インチポリエステル－ポ
リウレタンコポリマーフェルト（Ｌｙｃｒａ（登録商標））をホットメルト接着剤によっ
て５０℃で積層する。レザー－二次材料裏付け複合材が形成される。
【０３１８】
　実施例１４～実施例２０
　以下の実施例１４～実施例２０により示されるとおりに、本発明のバイオファブリケー
テッド材料は、二次構成要素に成功裏に適用され、または一体化されて、強いレザー様複
合材をもたらすことができる。
【実施例１４】
【０３１９】
　スペーサー布
　ウシコラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌ
ｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラー
ゲン供給源は、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サ
イズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲン
である。凍結乾燥タンパク質（１０グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して１リ
ットルの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。
【０３２０】
　溶液中固体コラーゲンスポンジの欠如により証明されるとおりに（１，６００ｒｐｍで
少なくとも１時間の混合）、コラーゲンを適切に溶解させた後、１１１．１ミリリットル
の２００ミリモルリン酸ナトリウム（ｐＨを水酸化ナトリウムで１１．２に調整した）を
添加して、コラーゲン溶液のｐＨを７．２に上げた。得られたコラーゲン溶液を１０分間
撹拌し、０．１ミリリットルの２０％Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ（ＢＡＳＦ）（コラーゲン
の重量に対して２％）なめし剤溶液を添加した。
【０３２１】
　架橋コラーゲンフィブリル溶液に、５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎｘｅ
ｓｓ）を添加し、１時間撹拌した。
【０３２２】
　Ｔａｎｉｇａｎ－ＦＴの添加に続いて、１グラムのＥｘｐａｎｃｅｌミクロスフェア（
コラーゲンの重量に対して１０％）４６１　ＷＥ２０ｄ３６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）およ
び４０ｍｌ（コラーゲンの重量に対して８０％）のＴｒｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍ
ｐｌｅｒ）を添加し、オーバーヘッド撹拌機を使用してさらなる時間撹拌した。溶液のｐ
Ｈを、１０％ギ酸を使用して４．０に変化させ、１時間撹拌した。
【０３２３】
　ｐＨの変化後、１００％ポリエステル３Ｄスペーサー布の７５ｍｍディスクを切り出し
、９０ｍｍワットマンｎｏ．１メンブレンの上部に置き、高真空グリース（Ｄｏｗ　Ｃｏ
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ｒｎｉｎｇ）の薄層を、メンブレンのリムの周囲に適用して、濾過しながらこの材料を押
し下げた。
【０３２４】
　次いで、１５０ｍＬの溶液を、真空ポンプ（Ｈｇ中－２７の圧力）に取り付けたブフナ
ー漏斗を使用してこのテキスタイルおよびワットマンｎｏ．１メンブレンに通して濾過し
た。真空を４０分間引いた。
【０３２５】
　次いで、濃縮フィブリル組織を湿度チャンバー中６５％にて２０℃で乾燥させた。濃縮
フィブリル組織が２０％水分に達したとき、それをカーバー（carver）プレス中１メート
ルトンの圧力にて５０℃で１０分間押圧し、この材料を転がし、曲げ、および引っ張るこ
とによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。
【０３２６】
　スペーサー布は、フィブリル組織中に一体化されたままであり、片側上に露出された布
裏、および包埋テキスタイルによりもたらされたその表面上にエンボス加工パターンを有
するレザー様材料をもたらした。この材料を、履物工業で日常的に使用される、高性能コ
ーティングで仕上げした。
【実施例１５】
【０３２７】
　７５ｍｍのディスクを、最終材料にゾーン的に（zonally）一体化されている、より小
さい部分（section）に置き換えて、実施例２の手順を繰り返した。
【実施例１６】
【０３２８】
　ポリエステルメッシュ網
　ウシコラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌ
ｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラー
ゲン供給源は、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サ
イズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲン
である。凍結乾燥タンパク質（１０グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して１リ
ットルの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。
【０３２９】
　溶液中固体コラーゲンスポンジの欠如により証明されるとおりに（１，６００ｒｐｍで
少なくとも１時間の混合）、コラーゲンを適切に溶解させた後、１１１．１ミリリットル
の２００ミリモルリン酸ナトリウム（ｐＨを水酸化ナトリウムで１１．２に調整した）を
添加して、コラーゲン溶液のｐＨを７．２に上げた。
【０３３０】
　得られたコラーゲン溶液を１０分間撹拌し、０．１ミリリットルの２０％Ｒｅｌｕｇａ
ｎ　ＧＴＷ（ＢＡＳＦ）（コラーゲンの重量に対して２％）なめし剤溶液を添加した。
【０３３１】
　架橋コラーゲンフィブリル溶液に、５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎｘｅ
ｓｓ）を添加し、１時間撹拌した。Ｔａｎｉｇａｎ－ＦＴの添加に続いて、１グラムのＥ
ｘｐａｎｃｅｌミクロスフェア（コラーゲンの重量に対して１０％）４６１　ＷＥ２０ｄ
３６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）および４０ｍｌ（コラーゲンの重量に対して８０％）のＴｒ
ｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍｐｌｅｒ）を添加し、オーバーヘッド撹拌機を使用して
さらなる時間撹拌した。溶液のｐＨを、１０％ギ酸を使用して４．０に変化させ、１時間
撹拌した。
【０３３２】
　ｐＨの変化後、ポリエステルメッシュ網の７５ｍｍディスクを切り出し、９０ｍｍワッ
トマンｎｏ．１メンブレンの上部に置き、高真空グリース（Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ）の
薄層を、メンブレンのリムの周囲に適用して、濾過しながらこの材料を押し下げた。次い
で、１５０ｍＬの溶液を、真空ポンプ（Ｈｇ中－２７の圧力）に取り付けたブフナー漏斗
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を使用してこのテキスタイルおよびワットマンｎｏ．１メンブレンに通して濾過した。真
空を４０分間引いた。
【０３３３】
　次いで、濃縮フィブリル組織を湿度チャンバー中６５％にて２０℃で乾燥させた。
【０３３４】
　濃縮フィブリル組織が２０％水分に達したとき、それをカーバー（carver）プレス中１
メートルトンの圧力にて５０℃で１０分間押圧し、この材料を転がし、曲げ、および引っ
張ることによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。
【０３３５】
　布をへらがけの中に１５分除去し、異なるテクスチャー化された表面を有する両側グレ
イン、および材料の各側に美学をもたらした。この材料を、履物工業で日常的に使用され
る、高性能コーティングで仕上げした。
【実施例１７】
【０３３６】
　ポリエステルテキスタイル
　１００％ポリエステルテクニカルテキスタイルを材料の片側に積層する追加のステップ
とともに、実施例３の手順を繰り返した。
【実施例１８】
【０３３７】
　コーティング
　ウシコラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌ
ｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラー
ゲン供給源は、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サ
イズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲン
である。凍結乾燥タンパク質（１０グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して１リ
ットルの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。
【０３３８】
　溶液中固体コラーゲンスポンジの欠如により証明されるとおりに（１，６００ｒｐｍで
少なくとも１時間の混合）、コラーゲンを適切に溶解させた後、１１１．１ミリリットル
の２００ミリモルリン酸ナトリウム（ｐＨを水酸化ナトリウムで１１．２に調整した）を
添加して、コラーゲン溶液のｐＨを７．２に上げた。
【０３３９】
　得られたコラーゲン溶液を１０分間撹拌し、０．１ミリリットルの２０％Ｒｅｌｕｇａ
ｎ　ＧＴＷ（ＢＡＳＦ）（コラーゲンの重量に対して２％）なめし剤溶液を添加した。
【０３４０】
　架橋コラーゲンフィブリル溶液に、５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎｘｅ
ｓｓ）を添加し、１時間撹拌した。Ｔａｎｉｇａｎ－ＦＴの添加に続いて、１グラムのＥ
ｘｐａｎｃｅｌミクロスフェア（コラーゲンの重量に対して１０％）４６１　ＷＥ２０ｄ
３６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）および４０ｍｌ（コラーゲンの重量に対して８０％）のＴｒ
ｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍｐｌｅｒ）を添加し、オーバーヘッド撹拌機を使用して
さらなる時間撹拌した。溶液のｐＨを、１０％ギ酸を使用して４．０に変化させ、１時間
撹拌した。
【０３４１】
　ｐＨの変化後、１５０ｍＬの溶液を、真空ポンプ（Ｈｇ中－２７の圧力）に取り付けた
ブフナー漏斗を使用してこのテキスタイルおよびワットマンｎｏ．１メンブレンに通して
濾過した。真空を４０分間引いた。次いで、濃縮フィブリル組織を湿度チャンバー中６５
％にて２０℃で乾燥させた。
【０３４２】
　濃縮フィブリル組織が２０％水分に達したとき、それをカーバー（carver）プレス中１
メートルトンの圧力にて５０℃で１０分間押圧し、この材料を転がし、曲げ、および引っ
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張ることによって３０分間手でへらがけして、レザー様材料を製造した。
【０３４３】
　この材料を、履物工業で日常的に使用される、高性能コーティングで仕上げした。次い
で、仕上げ材料を、レザーボードの３つのストライプの上にのり付けして、三次元表面テ
クスチャーおよび美学を生じさせた。
【実施例１９】
【０３４４】
　ポリエステルメッシュ網
　ウシコラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌ
ｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラー
ゲン供給源は、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サ
イズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲン
である。凍結乾燥タンパク質（１０グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して１リ
ットルの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。溶液中固体コラーゲンスポンジの欠
如により証明されるとおりに（１，６００ｒｐｍで少なくとも１時間の混合）、コラーゲ
ンを適切に溶解させた後、１１１．１ミリリットルの２００ミリモルリン酸ナトリウム（
ｐＨを水酸化ナトリウムで１１．２に調整した）を添加して、コラーゲン溶液のｐＨを７
．２に上げた。
【０３４５】
　得られたコラーゲン溶液を１０分間撹拌し、０．１ミリリットルの２０％Ｒｅｌｕｇａ
ｎ　ＧＴＷ（ＢＡＳＦ）（コラーゲンの重量に対して２％）なめし剤溶液を添加した。
【０３４６】
　架橋コラーゲンフィブリル溶液に、５ｍｌの２０％Ｔａｎｉｇａｎ　ＦＴ（Ｌａｎｘｅ
ｓｓ）を添加し、１時間撹拌した。Ｔａｎｉｇａｎ－ＦＴの添加に続いて、１グラムのＥ
ｘｐａｎｃｅｌミクロスフェア（コラーゲンの重量に対して１０％）４６１　ＷＥ２０ｄ
３６（ＡｋｚｏＮｏｂｅｌ）および４０ｍｌ（コラーゲンの重量に対して８０％）のＴｒ
ｕｐｏｓｏｌ　Ｂｅｎ（Ｔｒｕｍｐｌｅｒ）を添加し、オーバーヘッド撹拌機を使用して
さらなる時間撹拌した。溶液のｐＨを、１０％ギ酸を使用して４．０に変化させ、１時間
撹拌した。
【０３４７】
　ｐＨの変化後、１００％ポリエステルメッシュ網の３つの細片（各１０ｍｍ幅）を切り
出し、ワットマンｎｏ．１メンブレンの上部に水平に置き（各片間に５ｍｍの隙間を有し
て）、高真空グリース（Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ）の薄層を、メンブレンのリムの周囲に
適用して、濾過しながらこの材料を押し下げた。
【０３４８】
　次いで、１５０ｍＬの溶液を、真空ポンプ（Ｈｇ中－２７の圧力）に取り付けたブフナ
ー漏斗を使用してこのテキスタイルおよびワットマンｎｏ．１メンブレンに通して濾過し
た。真空を４０分間引いた。
【０３４９】
　次いで、濃縮フィブリル組織を湿度チャンバー中６５％にて２０℃で乾燥させ、それが
２０％水分に達したとき、それをオーブン中５０℃で２時間置いた。メッシュ網布は、フ
ィブリル組織に一体化されたままであり、包埋テキスタイルにより生じたその表面上に布
エンボス加工パターンを有する布裏付け材料をもたらした。
【０３５０】
　メッシュ網の周囲の濃縮フィブリル組織の濃度は、自己集合した三次元最終材料を生じ
させ；このプロセスは、所望の最終形状を生じさせるように制御することができる。
【実施例２０】
【０３５１】
　ポリエステルメッシュ網
　ウシコラーゲンは、Ｗｕｘｉ　Ｂｉｏｔ　Ｂｉｏ－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏ．，Ｌ
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ｔｄ．から購入した（Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｓｐｏｎｇｅ）。このコラー
ゲン供給源は、酸処理によりウシ腱から単離され、続いて、ペプシンにより消化され、サ
イズ排除クロマトグラフィーにより精製され、凍結および凍結乾燥されたＩ型コラーゲン
である。凍結乾燥タンパク質（４．１グラム）を、オーバーヘッドミキサーを使用して７
３３ｍＬの０．０１Ｎ　ＨＣｌ、ｐＨ２に溶解させた。
【０３５２】
　溶液中固体コラーゲンスポンジの欠如により証明されるとおりに（１，６００ｒｐｍで
少なくとも１時間の混合）、コラーゲンを適切に溶解させた後、この溶液に８２ｕＬのな
めし剤Ｒｅｌｕｇａｎ　ＧＴＷ、続いて、８１ｍＬの１０×ＰＢＳ、ｐＨ１１．２を添加
して、溶液のｐＨを７．２に上昇させた。
【０３５３】
　この溶液を３分間混合し、次いで、型の底面の上５ｍｍに浮遊した位置にピン止めした
一片の１００％ポリエステルメッシュ網（７５ｍｍ×２００ｍｍの寸法である）が入って
いる型に注ぎ入れた。
【０３５４】
　コラーゲン溶液をシリコン型中２５℃で２時間インキュベートして、コラーゲンを粘弾
性ヒドロゲルにフィブリル化させ、ゲルの中央にポリエステル布を封入した。フィブリル
化コラーゲンヒドロゲルを型から取り出し、プラスチック製ジャー中７００ｍＬのアセト
ンに入れ、オービタルシェーカー上４０ｒｐｍにて２５℃で振盪した。
【０３５５】
　ヒドロゲルを、終夜のインキュベーション、続いて、５×１時間の洗浄およびさらに終
夜インキュベーション後に、アセトンを新鮮にすることによって脱水した。アセトンを、
各洗浄後に新鮮にして、ゲルから水を除去した。アセトン脱水に続いて、コラーゲンゲル
を、それぞれ、８０％アセトンまたはエタノール中２０％（ｖ／ｖ）のタラ肝油またはヒ
マシ油のいずれかを含有する潤滑溶液中４０ｒｐｍで振盪しながら終夜インキュベートし
た。加脂剤溶液中のインキュベーションに続いて、コラーゲンゲルを３７℃で乾燥させた
。
【０３５６】
　乾燥後、材料は、軟らかく、レザー様になる。さらに、封入メッシュ網は、両側テクス
チャー化グレイン表面を生じさせ、これは、包埋された布の種類、および構造に依存して
ほとんど無限に変更することができる。
【０３５７】
　説明の解釈
　本明細書で使用される用語は、特定の実施形態を説明する目的のためだけであり、本発
明の限定であることは意図されない。例えば、本明細書で使用される場合、文脈により別
に明らかに指示されない限り、単数形「１つ（ａ）」、「１つ（ａｎ）」および「その（
ｔｈｅ）」は、複数形を同様に含むことが意図される。本明細書で使用される場合の用語
「含む（comprises）」および／または「含むこと（comprising）」は、記載された特徴
、ステップ、操作、要素、および／または構成要素の存在を明示するが、１つもしくは複
数の他の特徴、ステップ、操作、要素、構成要素、および／またはそれらの群の存在また
は付加を排除しないことがさらに理解される。本明細書で使用される場合、用語「および
／または」は、関連する列挙項目の１つまたは複数の組合せのすべてを含み、「／」と省
略されてもよい。
【０３５８】
　空間的に関係する用語、例えば、「の下に（under）」、「の下方に（below）」、「の
下方の（lower）」、「の上に（over）」、「の上方の（upper）」などは、図に例証され
るとおりの別の要素（単数もしくは複数）または特徴（単数もしくは複数）に対する１つ
の要素または特徴の関係を説明するための説明の容易さのために本明細書で使用されても
よい。空間的に関係する用語は、図に描写された位置付けに加えて使用または操作中の装
置の異なる位置付けを包含することが意図されることが理解される。例えば、図中の装置
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が反転される場合、他の要素または特徴の「の下に」または「の下方に」と記載された要
素は、その他の要素または特徴の「上に」と位置付けされる。したがって、例示的な用語
「の下に」は、「の上に」および「の下に」の位置付けの両方ともを包含し得る。この装
置は、別に位置付けられてもよく（９０度回転された、または他の位置付けで）、本明細
書で使用される空間的に関係する記述子は、それに応じて解釈される。同様に、用語「上
方へ（upwardly）」、下方へ（downwardly）」、「垂直の（vertical）」、「水平の（ho
rizontal）」などは、特に断りのない限り、説明の目的のためだけに本明細書で使用され
る。
【０３５９】
　用語「第１の（first）」および「第２の（second）」は、様々な特徴／要素（ステッ
プを含む）を説明するために本明細書で使用されてもよいが、これらの特徴／要素は、特
に文脈により別に指示されない限り、これらの用語によって限定されるべきでない。これ
らの用語は、ある特徴／要素を別の特徴／要素と区別するために使用されてもよい。した
がって、以下に検討される第１の特徴／要素は、第２の特徴／要素と称することができ、
同様に、以下に検討される第２の特徴／要素は、本発明の教示から逸脱することなしに第
１の特徴／要素と称することができる。
【０３６０】
　本明細書および以下に続く特許請求の範囲を通して、文脈により別に必要とされない限
り、語「含む（comprise）」、および「含む（comprises）」および「含むこと（compris
ing）」などの変形は、様々な構成要素が、本方法および物品（例えば、装置（device）
および方法を含む、組成物および装置（apparatus））で共に一緒に用いることができる
ことを意味する。例えば、用語「含むこと（comprising）」は、任意の記述された要素ま
たはステップの包含を暗示するが、いかなる他の要素またはステップの排除も暗示しない
ことが理解される。
【０３６１】
　実施例で使用されるものを含めて、かつ別に明示的な断りのない限り、本明細書および
特許請求の範囲において本明細書で使用される場合、すべての数字は、用語が明示的に出
現しない場合でさえも、あたかも語「実質的に（substantially）」、「約（about）」、
または「およそ（approximately）」により前書きされたように読まれてもよい。句「約
（about）」または「およそ（approximately）」は、記載される値および／または位置が
、値および位置の妥当な予測範囲内であることを示すために大きさおよび／または位置を
説明する場合に使用されてもよい。例えば、数値は、記述された値（または値の範囲）の
±０．１％、記述された値（または値の範囲）の±１％、記述され値（または値の範囲）
の±２％、記述された値（または値の範囲）の±５％、記述された値（または値の範囲）
の±１０％などである値を有してもよい。本明細書で列挙されるいずれの数値範囲も、そ
の中に含められた部分範囲のすべてを含むことが意図される。
【０３６２】
　特徴または要素が、別の特徴または要素の上に（on）あると本明細書で称される場合、
それは他の特徴もしくは要素の上に直接あることができ、または介在する特徴および／も
しくは要素がまた存在してもよい。対照的に、特徴または要素が別の特徴または要素の「
上に直接」あると称される場合、介在する特徴または要素は存在していない。特徴または
要素が、別の特徴または要素に「接続されて（connected）」、「付着されて（attached
）」または「連結されて（coupled）」いると称される場合、それは、他の特徴もしくは
要素に直接接続され、付着され、または連結されていることができ、または介在する特徴
もしくは要素が存在していてもよいことも理解される。対照的に、特徴または要素が、別
の特徴または要素に「直接接続されて」、「直接付着されて」または「直接連結されて」
いると称される場合、介在する特徴または要素は存在していない。１つの実施形態に関し
て記載または示されるが、そのように記載または示される特徴および要素は、他の実施形
態に適用することができる。別の特徴に「隣接して」配置される構造または特徴への言及
は、その隣接する特徴と重複し、またはその根底にある部分を有してもよいことも、当業
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【０３６３】
　様々な例証的実施形態が上に記載されるけれども、いくつかの変化のいずれもが、特許
請求の範囲により記載されるとおりの本発明の範囲から逸脱することなく様々な実施形態
に対してなされてもよい。例えば、様々な記載される方法のステップが行われる順序は、
しばしば代替の実施形態において変化されてもよく、他の代替の実施形態において、方法
の１つまたは複数のステップが一緒に省略されてもよい。様々な装置およびシステムの実
施形態の任意選択の特徴が、一部の実施形態に含まれてもよく、かつその他に含まれなく
てもよい。したがって、前述の説明は、主として例示的な目的のために与えられるもので
あり、それが特許請求の範囲で示されるとおりの本発明の範囲を限定すると解釈されるべ
きでない。
【０３６４】
　本明細書に含まれる実施例および例証は、例証によって、かつ限定によってではなく、
主題が実施されてもよい特定の実施形態を示す。述べられたように、他の実施形態が用い
られても、それから誘導されてもよく、その結果、構造的および論理的置換および変化が
、本開示の範囲から逸脱することなくなされてもよい。本発明主題のこのような実施形態
は、単に便宜のために、かつ２つ以上が、事実、開示される場合、いずれの単一の発明ま
たは発明概念にもこの適用の範囲を自発的に限定することを意図することなく、用語「発
明」によって個別にまたは集合的に本明細書で言及されてもよい。したがって、特定の実
施形態が本明細書で例証および説明されてきたが、示される特定の実施形態は、同じ目的
を達成するために計算された任意の配置で置換されてもよい。本開示は、様々な実施形態
の適応または変形のいずれかおよびすべてに及ぶことが意図される。上の実施形態の組合
せ、および本明細書に具体的に記載されない他の実施形態は、上の説明を精査後に当業者
に明らかである。
【０３６５】
　本明細書で述べられる刊行物および特許出願のすべては、あたかもそれぞれの個別の刊
行物または特許出願が参照により組み込まれると具体的または個別的に指示されるのと同
じ程度にそれらの全体が参照により本明細書に組み込まれており、とりわけ、参照による
組込みが現れる本明細書の同じ文、段落、頁、または項に現れる開示が参照される。
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