
(57)【要約】
本発明に従う、機械的劣化に対するコラーゲン性組織の耐性を向上させる方法は、コラー
ゲン性組織の少なくとも一部を、有効量の架橋試薬と接触させる段階を含んで成る。当該
架橋試薬は、架橋剤、例えばゲニピン及び／又はプロアンスロシアニジンを含む。更に、
当該架橋試薬は、分散媒中の架橋剤を含むことがある。架橋試薬と接触されうるコラーゲ
ン性組織は、好ましくは椎間板又は間接軟骨の一部である。前記組織と架橋試薬との接触
は、注射針を用いた選択組織内への直接的な注射によって達成される。あるいは、前記組
織と架橋試薬との接触は、持続放出送達系、例えばキャリアーゲル又は軟膏、あるいは処
理済の膜又はパッチの、標的組織内又は標的組織上への直接的な配置によって達成される
。接触は、例えば浸漬又は噴霧によって達成されうる。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
機 械 的 劣 化 に 対 す る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 耐 性 を 向 上 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組
織 の 少 な く と も 一 部 を 、 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
架 橋 試 薬 が ゲ ニ ピ ン を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
架 橋 試 薬 が プ ロ ア ン ス ロ シ ア ニ ジ ン を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
架 橋 試 薬 が 分 散 媒 中 の 架 橋 剤 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
架 橋 剤 が 、 ゲ ニ ピ ン 及 び プ ロ ア ン ス ロ シ ア ニ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 そ し て 分 散 媒
が 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
架 橋 剤 が ゲ ニ ピ ン で あ り 、 分 散 媒 が 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 で あ り 、 そ し て 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 中
の ゲ ニ ピ ン 濃 度 が ０ ． ０ ３ ３ ％ 超 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 が 椎 間 板 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 が 関 節 軟 骨 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 、 注 射 針 を 用 い た コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 上 へ の
直 接 的 な 注 射 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 内 又 は そ の 上 へ の 持 続
放 出 送 達 系 の 直 接 的 な 配 置 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
持 続 放 出 送 達 系 が ゲ ル 又 は 軟 膏 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
持 続 放 出 送 達 系 が 処 理 さ れ た 膜 又 は パ ッ チ で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
持 続 放 出 送 達 系 が 処 理 さ れ た パ ッ チ で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 浸 漬 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ５ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 と 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と を 定 期 的 に 再 接 触 さ せ る 段 階 を 更 に 含 ん で
成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
分 散 媒 中 に 溶 解 さ れ た 架 橋 剤 を 含 ん で 成 る 架 橋 試 薬 で あ っ て 、 架 橋 剤 が コ ラ ー ゲ ン 性 組 織
の 一 部 の 疲 労 耐 性 を 向 上 さ せ る の に 有 効 な 量 で 存 在 し 、 且 つ 架 橋 剤 及 び 分 散 媒 が 実 質 的 に
細 胞 毒 性 が な い 、 架 橋 試 薬 。
【 請 求 項 １ ７ 】
架 橋 剤 が ゲ ニ ピ ン 及 び プ ロ ア ン ス ロ シ ア ニ ジ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に
記 載 の 架 橋 試 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
機 械 的 劣 化 に 対 す る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 耐 性 を 向 上 さ せ る 方 法 で あ っ て ：
分 散 媒 中 に 架 橋 剤 を 溶 解 す る こ と に よ っ て 架 橋 試 薬 を 調 製 し ； そ し て
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 少 な く と も 一 部 を 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と 接 触 さ せ る 、
段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 、 注 射 針 を 用 い た コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 上 へ の
直 接 的 な 注 射 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 内 又 は そ の 上 へ の 持 続
放 出 送 達 系 の 直 接 的 な 配 置 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 浸 漬 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 が 噴 霧 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 と 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と を 定 期 的 に 再 接 触 さ せ る 段 階 を 更 に 含 ん で
成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の ク ロ ス リ フ ァ レ ン ス
本 出 願 は 、 ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 ３ １ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ ３ １ ６ ， ２ ８ ７ 号
の 利 益 を 主 張 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 の 背 景
本 発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 有 害 な 機 械 的 負 荷 (mechanical loading)環 境 に よ り 組 織 の 劣 化 が も た ら さ れ る
組 織 、 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 性 の 組 織 の 処 理 の た め の 方 法 に 関 す る 。 更 に 具 体 的 に は 、 本 発 明
は 、 耐 疲 労 性 を 向 上 さ せ る た め の 変 性 し た 椎 間 板 の 処 理 方 法 、 及 び 有 効 な 疲 労 阻 害 剤 (fat
igue inhibitor)で あ る 無 毒 性 架 橋 試 薬 、 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
関 連 技 術 の 説 明
背 痛 並 び に 、 脊 椎 の 変 性 及 び 不 安 定 性 に 伴 う 障 害 は 、 西 洋 文 明 に お け る 非 常 に 犠 牲 の 大 き
く 且 つ 最 も 一 般 的 な 健 康 問 題 の １ つ で あ り 続 け て い る 。 脊 椎 の 不 安 定 性 及 び 腰 痛 の た め の
現 在 の 処 理 法 、 例 え ば 脊 椎 固 定 法 は 、 変 性 の 進 行 を 遅 ら せ る の に 概 し て 有 効 で な い 。 疫 学
的 且 つ 形 態 学 的 研 究 は 、 反 復 的 な 負 荷 に 耐 え る 脊 椎 組 織 の 能 力 が 脊 椎 の 変 形 性 関 節 炎 の 進
行 に お け る １ つ の 非 常 に 重 要 な 因 子 で あ る こ と を 示 し て き た (Magora 1972, Kelsey 1975,
 Frymoyer 1983, Videman 1990)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
椎 間 板 内 の コ ラ ー ゲ ン 及 び プ ロ テ オ グ リ カ ン の 構 成 は 、 椎 間 板 の 生 体 機 械 的 特 性 を 決 定 す
る の に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 輪 状 の マ ト リ ッ ク ス 構 造 の 生 化 学 的 変 化 は 、 椎 間 板 の
耐 久 性 、 す な わ ち 、 反 復 的 な 機 械 的 負 荷 に 耐 え る そ の 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 。 こ れ ま で の 研
究 は 、 還 元 不 可 能 な ピ リ ジ ノ リ ン 架 橋 が 成 体 の 軟 骨 、 骨 、 及 び 椎 間 板 に お い て 支 配 的 で あ
り 、 且 つ こ れ ら の コ ラ ー ゲ ン 架 橋 が 成 体 の 結 合 組 織 の 構 造 的 完 全 性 （ 酵 素 的 及 び 機 械 的 な
も の ） に 必 須 で あ る と 考 え ら れ る こ と を 証 明 し て き た (Burgeson and Nimni, 1992, Eyre,
 1998)。 ペ ン ト シ ジ ン 架 橋 は 、 関 節 の 軟 骨 及 び 脊 椎 に お い て 年 齢 と と も に 増 大 す る こ と が
証 明 さ れ て い る (Bank 1998, Pokharna 1998)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
変 性 し て い る 椎 間 板 の 安 定 化 に お け る 天 然 の 架 橋 の 役 割 が 示 唆 さ れ て い る 。 Durance(1998
)は 、 酵 素 に 由 来 し な い 架 橋 の ペ ン ト シ ジ ン が 予 想 さ れ た 加 齢 に 伴 う 増 大 を 示 し た の に 対
し 、 そ の レ ベ ル が 更 に 深 刻 に 変 性 し た 試 料 中 で よ り 低 か っ た こ と を 指 摘 し た 。 こ れ は 、 加
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齢 に 伴 う 組 織 変 化 、 す な わ ち 微 小 な 損 傷 の 蓄 積 が 、 不 適 当 な レ ベ ル の 架 橋 と 組 み 合 わ さ っ
て 、 こ れ ら の 椎 間 板 を 機 械 的 劣 化 に 対 し て よ り 脆 弱 に し て い る と 考 え ら れ る 。 加 齢 に 伴 う
架 橋 （ ペ ン ト シ ジ ン ） は 、 関 節 軟 骨 の 強 度 及 び 硬 度 を 増 大 さ せ る こ と が 証 明 さ れ て い る が
(Chen 2001)、 加 齢 に 伴 う 微 小 な 損 傷 の 蓄 積 は 、 強 度 及 び 硬 度 を 低 下 さ せ る 働 き を し 得 る
。 粘 弾 性 的 特 性 に 関 し て 、 Lee(1989)は 、 ア ル デ ヒ ド 固 定 （ 架 橋 ） が ウ シ 心 膜 に お け る 応
力 緩 和 及 び ず れ を 低 下 さ せ た こ と を 発 見 し た が 、 疲 労 の 負 荷 は 、 我 々 の 椎 間 板 の 予 備 試 験
に お い て は 応 力 緩 和 及 び ず れ の 増 大 を も た ら し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
架 橋 試 薬 は 、 コ ラ ー ゲ ン ベ ー ス の 生 体 材 料 の 引 張 り 特 性 を 改 善 す る こ と が で き る 。 Osbore
ne等 (1998)は 、 無 細 胞 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 機 械 的 強 度 が 、 架 橋 剤 の 組 み 合 わ せ を 用 い て 最 も
改 善 さ れ た こ と を 発 見 し た 。 他 の 研 究 者 も 、 架 橋 処 理 が コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 強 度 を 増 大 さ
せ う る こ と を 発 見 し て い る (Wang 1994, Chachra 1996, Sung 1999, Zeeman 1999)。 Sung(
1999)は 、 天 然 の 架 橋 剤 で あ る ゲ ニ ピ ン が 、 他 の 架 橋 剤 と 比 較 し た 場 合 に 、 よ り 大 き な 最
大 引 張 り 強 度 及 び 強 靭 性 を も た ら し た こ と を 発 見 し た 。 ゲ ニ ピ ン は ま た 、 他 の よ り 一 般 的
に 使 用 さ れ て い る 架 橋 剤 と 比 較 し て 、 有 意 に よ り 低 い 細 胞 毒 性 を 示 し た 。 し か し な が ら 、
そ れ は ま た 、 ウ シ 心 膜 に お け る 組 織 の 異 方 性 を 排 除 す る こ と に 関 し て 、 ネ ガ テ ィ ブ な 意 義
を 浮 き 彫 り に し た 。 複 数 の 研 究 者 が 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 架 橋 が 当 該 組 織 を よ り 疲 労 破 壊
し や す く し て い る と い う 自 己 の 予 想 を 述 べ て き た (Bank 1998, Chen 2001, Kerin 2001)。
し か し な が ら 、 架 橋 し て い る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 が 実 質 的 に は 疲 労 耐 性 に 利 益 を も た ら し 得
る と い う 反 対 意 見 は 、 医 学 文 献 に お い て 記 録 さ れ て い な か っ た 。 コ ラ ー ゲ ン の 架 橋 は 、 エ
ネ ル ギ ー を 分 散 さ せ 、 且 つ 疲 労 耐 性 を 向 上 さ せ る こ と に よ っ て コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 を 保 護 す
る た め の 犠 牲 的 な 結 合 と し て 働 き 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
疲 労 は 、 反 復 的 に 適 用 さ れ た 応 力 に 起 因 す る 材 料 の 弱 化 で あ る 。 疲 労 破 壊 は 単 に 、 反 復 的
な 応 力 が 材 料 を 弱 化 さ せ た 結 果 、 本 来 の 最 大 限 の 応 力 レ ベ ル 以 下 に 低 下 す る と い う 破 壊 で
あ る 。 骨 に お け る ２ つ の 過 程 、 生 物 学 的 修 復 と 疲 労 は 対 立 し て お り 、 そ し て 修 復 が 通 常 優
勢 で あ る 。 椎 間 板 に お い て 、 後 方 線 維 輪 (posterior annulus)の 機 械 的 劣 化 の 流 行 (Osti 1
992)は 、 疲 労 が 優 勢 な 過 程 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 活 発 な 組 織 の 反 応 （ 適 合 、 修 復 ）
は 、 成 熟 し た 椎 間 板 の 輪 状 材 料 の 場 合 に 強 力 な 役 割 を 果 た し て い な い 。 主 に 無 血 管 の 構 造
と し て 、 椎 間 板 は そ の 限 ら れ た 数 の 生 存 細 胞 の 栄 養 の 拡 散 に 依 存 し て い る 。 加 齢 に 伴 う 変
化 は 、 細 胞 の 生 存 性 及 び 生 合 成 機 能 の 低 下 に お そ ら く 寄 与 し て い る 拡 散 を 妨 害 し て い る 。
(Buckwalter et al. 1993, Buckwalter 1995)。 細 胞 数 及 び 細 胞 の 機 能 性 に お け る 加 齢 に
伴 う 低 下 は 、 マ ト リ ッ ク ス に 対 す る 機 械 的 損 傷 を 修 復 す る 細 胞 の 能 力 を 含 ん で 成 る 。 酵 素
分 解 後 の 髄 核 に お け る マ ト リ ッ ク ス の 再 生 は 達 成 さ れ た が 、 一 貫 性 の な い こ と に (Deutman
 1992)機 能 的 な 輪 状 材 料 の 再 生 は 尚 も 実 現 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ の 修 復 又 は 再 生 に つ い て の 限 定 さ れ た 潜 在 性 と の 組 み 合 わ せ の 研 究 は 、 後 方 椎 間 板 組 織
が 、 非 傷 害 的 な 生 理 学 的 周 期 的 負 荷 に か け ら れ た 場 合 の 劣 化 及 び 疲 労 破 壊 に 対 し て 脆 弱 で
あ る こ と を 証 明 し て き た 。 従 来 の 研 究 は 、 穏 や か な 生 理 学 的 周 期 的 負 荷 (cyclic loading)
に か け ら れ た 後 方 椎 間 板 組 織 に お け る 弾 塑 性 (Hedman 99)及 び 粘 弾 性 (Hedman 00)材 料 の 特
性 の 劣 化 を 証 明 し て き た 。 最 大 引 張 り 強 度 の ３ ０ ％ の 周 期 的 負 荷 の 規 模 は 、 ２ ０ ０ ０ サ イ
ク ル 程 度 で 材 料 特 性 の 有 意 な 劣 化 を も た ら し た 。 Green(1993)は 、 マ ッ チ ド ペ ア の 外 側 の
線 維 輪 の 検 体 の 最 大 引 張 り 強 度 及 び 疲 労 寿 命 を 研 究 し た 。 彼 等 は 、 破 壊 疲 労 は 、 垂 直 の 引
張 り の 周 期 的 な ピ ー ク が マ ッ チ ド ペ ア の コ ン ト ロ ー ル の 最 大 引 張 り 応 力 の ４ ５ ％ を 超 え た
場 合 に 、 １ ０ ， ０ ０ ０ サ イ ク ル 未 満 で 起 こ り 得 る こ と を 発 見 し た 。 更 に 、 Panjabi等 (1996
)は 、 膝 の 前 十 字 靭 帯 に 対 す る 単 一 サ イ ク ル の 破 壊 に は 至 ら な い 歪 が 、 靭 帯 の 弾 性 を 変 化
さ せ る こ と （ 負 荷 変 形 ） を 発 見 し た 。 Osti(1992)は 、 輪 の 裂 け 目 及 び 割 れ 目 が 椎 間 板 の 後
外 側 領 域 に お い て 支 配 的 に 見 ら れ た こ と を 発 見 し た 。 Adams(1982)は 、 若 干 変 性 し た 椎 間
板 が 、 過 屈 曲 し た 場 合 に 後 方 に 脱 出 す る こ と を 証 明 し 、 そ し て 疲 労 破 壊 が 、 外 側 の 後 方 線
維 輪 が 垂 直 方 向 に 伸 び す ぎ 、 同 時 に 屈 曲 に お い て 深 刻 な ほ ど 負 荷 さ れ た 場 合 に 、 腰 椎 版 に
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お い て 起 こ り 得 る こ と を 発 見 し た 。 分 析 的 研 究 に お い て 、 層 間 剥 離 を も た ら し 得 る 層 間 剪
断 応 力 は 、 椎 間 板 の 後 外 側 領 域 に お い て 最 高 で あ る こ と が 発 見 さ れ た (Goel 1995)。 こ れ
ら の 従 来 の デ ー タ は 、 １ ） 後 方 の 円 板 及 び 後 縦 靭 帯 が 変 性 的 な 変 化 の 危 険 性 に あ り 、 そ し
て ２ ） 変 性 の 機 構 が 屈 曲 疲 労 を 伴 う こ と が あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
し か し な が ら 、 こ れ ま で 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 に 対 す る 機 械 的 劣 化 を 低 下 さ せ る こ と が 出 来
る 処 理 は 現 時 点 で 存 在 し て い な い 。 事 実 、 他 の コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 疲 労 阻 害 剤 は 提 唱 さ れ
て い な か っ た 。 そ れ 故 に 、 疲 労 に 対 す る 体 内 の コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 耐 性 を 向 上 さ せ 、 且 つ
人 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 、 特 に 椎 間 板 の 後 方 線 維 輪 領 域 の 機 械 的 劣 化 を 低 下 さ せ る た め の 方 法
に つ い て の 必 要 が 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 要 約
本 発 明 の １ つ の 目 的 は 、 体 内 の コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て
機 械 的 劣 化 に 対 す る 当 該 組 織 の 耐 性 を 向 上 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 コ ラ ー ゲ ン 架 橋 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 加 齢 し て い る 椎 間 板 を 安 定
化 さ せ る 身 体 自 体 の 作 用 を 増 強 す る こ と に よ っ て 、 椎 間 板 組 織 の 進 行 性 の 機 械 的 劣 化 を 抑
制 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 一 般 的 な ア ル デ ヒ ド 固 定 剤 と 比 較 し て 実 質 的 に ほ と ん ど 細 胞 毒 性 の
な い 架 橋 試 薬 を 、 生 き て い る ヒ ト の 体 内 の 組 織 に 対 す る こ れ ら の 試 薬 の 直 接 的 な 接 触 を 容
易 に す る た め に 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 生 き て い る ヒ ト の 椎 間 板 組 織 を 無 毒 性 架 橋 試 薬 （ 又 は 架 橋 試 薬 の 混
合 物 ） 、 例 え ば ゲ ニ ピ ン （ ゲ ニ ポ シ ド ） 又 は プ ロ ア ン ス ロ シ ア ニ ジ ン (proanthrocyanidin
)（ バ イ オ フ ラ ボ ノ イ ド ） の 適 当 な 濃 縮 物 と 直 接 的 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 椎 間 板 の
線 維 輪 組 織 の 架 橋 を 増 大 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 細 胞 毒 性 の 無 い 架 橋 試 薬 の 低 侵 襲 的 送 達 、 例 え ば 注 射 針 を 用 い た 選
択 組 織 内 へ の 直 接 的 な 注 射 又 は 、 持 続 放 出 送 達 系 、 例 え ば キ ャ リ ア ー ゲ ル 又 は 軟 膏 、 あ る
い は 処 理 済 の 膜 又 は パ ッ チ の 、 標 的 組 織 内 又 は 標 的 組 織 上 へ の 直 接 的 な 配 置 、 の た め の 処
理 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 有 効 な 疲 労 阻 害 剤 と し て 使 用 さ れ う る 無 毒 性 架 橋 試 薬 か ら 構 成 さ れ
る 組 成 物 に あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 に よ り 、 有 害 な 機 械 的 負 荷 環 境 に よ り 組 織 の 劣 化 が も た ら さ れ る 組 織 の 処 理 方 法 が
提 供 さ れ る 。 有 害 な 機 械 的 負 荷 環 境 は 、 正 常 な 生 理 学 的 繰 り 返 し 負 荷 に 属 し う る も の で あ
り 、 他 に は 疲 労 と し て 知 ら れ て い る 。 本 発 明 は 、 疲 労 耐 性 を 向 上 さ せ る た め の 変 性 し た 椎
間 板 の 処 理 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 有 効 な 疲 労 阻 害 剤 で あ る 無 毒 性 架 橋 組 成 物 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 に 従 う 、 機 械 的 劣 化 に 対 す る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 耐 性 を 向 上 さ せ る 方 法 は 、 コ ラ ー
ゲ ン 性 組 織 の 少 な く と も 一 部 を 、 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 当 該
架 橋 試 薬 は 、 架 橋 剤 、 例 え ば ゲ ニ ピ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ア ン ス ロ シ ア ニ ジ ン を 含 む 。 更 に 、
当 該 架 橋 試 薬 は 、 分 散 媒 (carrier medium)中 の 架 橋 剤 を 含 む こ と が あ る 。 架 橋 試 薬 と 接 触
さ れ う る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 は 、 好 ま し く は 椎 間 板 又 は 間 接 軟 骨 の 一 部 で あ る 。 前 記 組 織 と
架 橋 試 薬 と の 接 触 は 、 注 射 針 を 用 い た 選 択 組 織 内 へ の 直 接 的 な 注 射 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
あ る い は 、 前 記 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 は 、 持 続 放 出 送 達 系 、 例 え ば キ ャ リ ア ー ゲ ル 又 は
軟 膏 、 あ る い は 処 理 済 の 膜 又 は パ ッ チ の 、 標 的 組 織 内 又 は 標 的 組 織 上 へ の 直 接 的 な 配 置 に
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よ っ て 達 成 さ れ る 。 接 触 は 、 例 え ば 浸 漬 又 は 噴 霧 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 機 械 的 劣 化 に 対 す る ヒ ト の 体 内 の コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 耐 性 を 向 上 さ せ る た め の
方 法 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 少 な く と も 一 部 と 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と を 接 触 さ せ る 段
階 を 含 ん で 成 る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 コ ラ ー ゲ ン 架 橋 を 増 大 さ せ る こ と
に よ り 加 齢 し て い る 椎 間 板 を 安 定 化 さ せ る 身 体 自 体 の 作 用 を 増 強 す る こ と に よ っ て 、 椎 間
板 組 織 の 進 行 性 の 機 械 的 劣 化 を 抑 制 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 機 械 的 劣 化 は 、 生 理
学 的 レ ベ ル の 反 復 的 負 荷 に 応 じ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 架 橋 試 薬 は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 実 質 的 に 細 胞 毒 性 が な く 、 且 つ コ ラ ー ゲ ン 性 材
料 の 有 効 な 架 橋 剤 で あ る と 知 ら れ て い る あ ら ゆ る 架 橋 試 薬 が 使 用 さ れ う る 。 当 該 架 橋 試 薬
は 、 生 き て い る ヒ ト の 体 内 の 組 織 に 対 す る 架 橋 剤 の 直 接 的 な 接 触 を 容 易 に す る た め に 、 実
質 的 に 細 胞 毒 性 が な い こ と が 要 求 さ れ る 。 好 ま し く は 、 架 橋 試 薬 は 、 一 般 的 な ア ル デ ヒ ド
固 定 剤 と 比 較 し て 実 質 的 に ほ と ん ど 細 胞 毒 性 を 示 さ な い 。 更 に 好 ま し く は 、 細 胞 毒 性 の 無
い 架 橋 試 薬 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
架 橋 試 薬 は 、 少 な く と も １ つ の 架 橋 剤 を 含 む 。 本 発 明 に 従 い 選 択 さ れ る 架 橋 剤 は 、 コ ラ ー
ゲ ン 性 材 料 の 有 効 な 架 橋 剤 で あ る 。 架 橋 試 薬 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 有 効 な 架 橋 剤 は 、 当 該
架 橋 剤 が コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 と 接 触 さ れ る 場 合 に コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 に お け る 架 橋 の 数
を 増 大 さ せ る も の で あ る 。 有 効 な 架 橋 剤 は 、 処 理 し た 組 織 の 疲 労 耐 性 を 向 上 さ せ 、 反 復 的
な 生 理 学 的 負 荷 か ら 生 じ る 材 料 特 性 の 劣 化 を 低 減 し 、 又 は 疲 労 負 荷 に よ る 処 理 組 織 の 粘 弾
性 の 増 大 を 低 下 さ せ る 。 同 様 に 、 有 効 な 架 橋 剤 は 、 処 理 組 織 の 疲 労 負 荷 に よ る 弾 塑 性 の 減
少 を 低 下 さ せ う る 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お け る 架 橋 剤 は 、 無 毒 性 の 天 然 の 架 橋 剤 で あ る
ゲ ニ ピ ン で あ る 。 ゲ ニ ピ ン は 、 そ の 親 化 合 物 で あ る ゲ ニ ポ シ ド か ら 単 離 さ れ 、 こ れ は ク チ
ナ シ の 果 実 か ら 単 離 さ れ う る 。 ゲ ニ ピ ン は 、 Challenge Bioproducts Co. , Ltd. , 7 All
ey 25, Lane 63, TzuChiang St. 404 Taichung Taiwan R. O. C. , Tel 886- 4-3600852
か ら 商 業 的 に 購 入 で き る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に お け る 架 橋 剤 は バ イ オ フ ラ ボ ノ イ ド で あ り
、 よ り 具 体 的 に は 、 バ イ オ フ ラ ボ ノ イ ド は プ ロ ア ン ス ロ シ ア ニ ジ ン で あ る 。 プ ロ ア ン ス ロ
シ ア ニ ジ ン を 含 む 混 合 物 は 、 Polyphenolics, Inc, 22004 Rd. 24, Medera, CA 93638, Te
l 559-637-5961か ら MegaNatural(商 標 )Goldと し て 入 手 で き る 。 複 数 の 架 橋 剤 も 使 用 さ れ
う る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
架 橋 試 薬 は 、 架 橋 剤 に 加 え 、 分 散 媒 を 含 む こ と が あ る 。 架 橋 剤 は 、 架 橋 試 薬 を 形 成 す る た
め に 、 分 散 媒 中 で 溶 解 又 は 懸 濁 さ れ う る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 架 橋 剤 は 、 細 胞 毒 性 が な
く 、 且 つ 生 体 適 合 性 の あ る 分 散 媒 中 に 溶 解 さ れ る 。 分 散 媒 は 、 生 き て い る ヒ ト の 体 内 の 組
織 に 対 し て 、 当 該 組 織 又 は 周 辺 組 織 に 対 す る 実 質 的 な 損 傷 無 し に 架 橋 剤 の 接 触 を 行 う た め
に 、 実 質 的 に 細 胞 毒 性 が な い こ と が 要 求 さ れ る 。 好 ま し く は 、 選 択 さ れ る 分 散 媒 は 水 で あ
り 、 更 に 好 ま し く は 、 生 理 食 塩 溶 液 で あ る 。 好 ま し く は 、 分 散 媒 の ｐ Hは 、 組 織 環 境 と 同
一 又 は 同 程 度 に 調 節 さ れ る 。 よ り 更 に 好 ま し く は 、 分 散 媒 は 緩 衝 化 さ れ る 。 本 発 明 の １ つ
の 態 様 に お け る 分 散 媒 は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 （ PBS） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
架 橋 剤 が 分 散 媒 中 で 溶 解 さ れ る 場 合 、 分 散 媒 中 の 架 橋 剤 の 濃 度 は 特 に 制 限 さ れ な い 。 濃 度
は 、 組 織 の 架 橋 を 増 大 さ せ る が 、 同 時 に 実 質 的 に 細 胞 毒 性 の な い ま ま で あ る の に 有 効 な 任
意 の 量 の も の で あ っ て も よ い 。 架 橋 剤 が ゲ ニ ピ ン で あ る 場 合 、 当 該 架 橋 剤 の 濃 度 は 、 好 ま
し く は 、 PBS中 で ０ ． ０ ３ ３ ％ （ ｗ ｔ ％ ） 超 で あ り 、 更 に 好 ま し く は PBS中 で 約 ０ ． ３ ３ ％
（ ｗ ｔ ％ ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 に よ る と 、 架 橋 剤 は コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 と 接 触 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場
合 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 は 相 当 量 の コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で 成 る 体 内 の 構 造 的 な 組 織 又 は 負 荷 を
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支 え る 組 織 で あ る と 定 義 さ れ る 。 例 と し て は 、 椎 間 板 、 関 節 軟 骨 、 靭 帯 、 腱 、 骨 、 及 び 皮
膚 が 含 ま れ る 。 通 常 、 架 橋 試 薬 と 接 触 さ れ る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 は 、 負 荷 を か け ら れ
る 当 該 組 織 の 一 部 で あ る 。 更 に 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 少 な く と も あ る 程 度 の 劣 化 が 起 こ っ
て い る 場 合 、 架 橋 試 薬 と 接 触 さ れ る 当 該 組 織 の 一 部 は 、 劣 化 し て い る 当 該 組 織 の 少 な く と
も 一 部 で あ る 。 好 ま し く は 、 負 荷 を か け ら れ る 全 部 分 又 は 劣 化 す る 全 部 分 が 、 架 橋 試 薬 と
接 触 さ れ る 。 更 に 、 負 荷 を か け ら れ る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 と 隣 接 し て い る 組 織 も 、 架
橋 試 薬 と 接 触 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 に 従 う 使 用 に 特 に 感 受 性 の あ る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 は 、 椎 間 板 及 び 関 節 軟 骨 を 含 む 。
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 が 椎 間 板 で あ る 場 合 、 好 ま し く は 架 橋 試 薬 と 接 触 す る 椎 間 板 の 一 部 は 、
後 方 線 維 輪 及 び 後 外 側 線 維 輪 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 選 択 部 分 は 、 有 効 量 の 無 毒 性 架 橋 試 薬 と 接 触 さ れ な け れ ば な ら な い 。
「 有 効 量 」 は 、 処 理 さ れ る 組 織 の 一 部 に 対 し て 機 械 的 作 用 を 示 す の に 十 分 な 架 橋 試 薬 の 量
で あ る 。 具 体 的 に は 、 架 橋 試 薬 の 「 有 効 量 」 は 、 処 理 さ れ る 組 織 の 疲 労 耐 性 を 向 上 さ せ 、
反 復 的 生 理 学 的 負 荷 か ら 生 じ る 材 料 特 性 の 劣 化 を 低 減 し 、 又 は 疲 労 負 荷 に よ る 処 理 組 織 の
粘 弾 性 の 増 大 を 低 下 さ せ 、 又 は 疲 労 負 荷 に よ る 処 理 組 織 の 弾 塑 性 の 減 少 を 低 下 さ せ る の に
十 分 な 量 で あ る 。 有 効 量 は 、 実 施 例 １ 及 び ２ に つ い て 本 明 細 書 に 記 載 の 粘 弾 性 試 験 及 び ／
又 は 弾 塑 性 試 験 に 従 い 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 少 な く と も 一 部 と 有 効 量 の 架 橋 試 薬 と を 接 触 さ せ る
こ と を 含 む 。 当 該 接 触 は 、 多 数 の 経 路 で 達 成 さ れ う る 。 好 ま し く は 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の
接 触 は 、 細 胞 毒 性 の 無 い 架 橋 試 薬 の 低 侵 襲 的 送 達 手 段 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 好 ま し く は 、
前 記 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 は 、 注 射 針 を 用 い た 選 択 組 織 内 へ の 直 接 的 な 注 射 に よ っ て 達
成 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 は 、 単 数 又 は 最 少 数 の 注 射 位 置 か ら
の 注 射 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 好 ま し く は 、 一 定 量 の 架 橋 溶 液 が 、 注 射 針 及 び 注 射 器 を 用 い
て 標 的 組 織 内 に 直 接 注 射 さ れ る 。 好 ま し く は 、 処 理 さ れ る コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 一 部 が 完 全
に 覆 わ れ る よ う に 、 十 分 な 回 数 の 注 射 が 処 理 さ れ る 組 織 の 一 部 に 沿 っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
あ る い は 、 前 記 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 は 、 標 的 組 織 内 又 は 標 的 組 織 上 へ の 持 続 放 出 送 達
系 の 直 接 的 な 配 置 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 使 用 さ れ う る 、 あ る 持 続 放 出 送 達 系 は 、 処 理 さ れ
た 膜 又 は パ ッ チ で あ る 。 試 薬 含 有 パ ッ チ は 、 筒 の よ う に 丸 め ら れ 、 そ し て カ ニ ュ ー レ を 介
し て 組 織 部 位 に 経 皮 的 に 挿 入 さ れ 、 広 げ ら れ 、 そ し て 生 物 学 的 接 着 剤 又 は 吸 収 性 固 定 手 段
（ 縫 合 又 は 仮 縫 い ） を 用 い て 標 的 組 織 の 周 辺 に 付 着 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
使 用 さ れ う る 別 の 持 続 放 出 送 達 系 は 、 ゲ ル 又 は 軟 膏 で あ る 。 ゲ ル 又 は 軟 膏 は 、 標 的 組 織 の
外 側 に 塗 布 さ れ う る 分 解 性 の 粘 性 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
接 触 は ま た 、 浸 漬 又 は 噴 霧 、 例 え ば 関 節 包 内 浸 漬 又 は 噴 霧 に よ っ て 達 成 さ れ る こ と が あ り
、 こ こ で 、 一 定 量 の 架 橋 溶 液 が 関 節 包 内 又 は 滑 膜 間 腔 に 注 射 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 で 処 理 さ れ る 方 法 及 び 組 成 物 は 、 機 械 的 劣 化 に 対 す る 人 体 内 の コ ラ ー ゲ ン 性 組 織
の 耐 性 を 恒 久 的 に 向 上 さ せ る た め に 要 求 さ れ な い こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 人 が １ 日 に ２
～ ２ ０ 回 立 位 体 前 屈 を 経 験 す る と 仮 定 す る と 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 と 架 橋 試 薬 と の 接 触 に 伴
う 疲 労 に 対 す る 耐 性 の 増 大 は 、 時 間 に つ れ て 低 下 し う る 。 し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 疲
労 に 対 す る 耐 性 の 増 大 は 、 生 理 学 的 な 機 械 的 劣 化 無 し に 数 ヶ 月 か ら 数 年 の 期 間 持 続 す る 。
そ の よ う な 環 境 下 で 、 記 載 し た 処 理 は 、 疲 労 耐 性 に 対 す る 耐 性 の 増 大 を 維 持 す る の に 十 分
な 期 間 反 復 さ れ 得 る 。 上 文 で 定 義 し た 過 程 を 用 い て 、 接 触 は 、 疲 労 に 対 す る 耐 性 の 増 大 を
維 持 す る た め に 定 期 的 に 反 復 さ れ 得 る 。 幾 つ か の 処 理 の 場 合 、 接 触 の 間 隔 は 、 幾 つ か の 個
体 に と っ て 約 １ 年 に 相 当 す る と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 単 回 処 理 又 は 反 復 注 射 ／ 処 理 の
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い ず れ か を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 長 期 間 に 及 ぶ コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 の 機 械 的 劣 化 を 最 小
化 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ １ 】
実 施 例 １ 及 び ２
３ ２ の 腰 椎 椎 間 関 節 が 、 １ ０ ヶ 月 齢 の ウ シ の 脊 柱 か ら 得 ら れ た 。 椎 間 関 節 は 、 任 意 に ３ つ
の 群 に 分 け ら れ た ： 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル － １ ２ 検 体 、 ゲ ニ ピ ン 処 理 １ （ Ｇ １ ） － ６ 検 体
、 及 び ゲ ニ ピ ン 処 理 （ Ｇ ２ ） － １ ３ 検 体 。 Ｇ １ 処 理 は 、 ０ ． ０ ３ ３ ％ 濃 度 の ゲ ニ ピ ン を 含
む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 全 検 体 を ７ ２ 時 間 浸 漬 す る こ と を 包 含 し た 。 同 様 に 、 Ｇ ２ 処 理 は 、 ０ ． ３ ３
％ 濃 度 の ゲ ニ ピ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 全 検 体 を ７ ２ 時 間 浸 漬 す る こ と を 包 含 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中
で ０ ． ３ ３ ％ の ゲ ニ ピ ン は 、 ５ ０ ｍ ｌ の １ ０ ｘ Ｐ Ｂ Ｓ （ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 溶 液 ） を 蒸 留
水 で １ ０ 倍 に 希 釈 し て ５ ０ ０ ｍ ｌ （ ５ ０ ０ ｇ ） の Ｐ Ｂ Ｓ を 作 り 、 そ し て １ ． ６ ５ ｇ の ゲ ニ
ピ ン を 混 合 し て ０ ． ３ ３ ％ （ ｗ ｔ ％ 、 ｇ ／ ｇ ） 溶 液 を 生 成 す る こ と に よ っ て 生 成 し た 。 心
膜 及 び 腱 組 織 の 試 料 を 用 い た こ れ ま で の 研 究 は 、 当 該 組 織 の 架 橋 か ら 生 じ る 組 織 の 膨 張 （
組 織 内 へ の 水 の 浸 透 圧 に よ る 流 入 ） の 減 少 を 証 明 し た 。 い く つ か の コ ン ト ロ ー ル は 、 疲 労
試 験 の 前 に 浸 漬 に か け ら れ な か っ た 。 他 の も の は 、 ７ ２ 時 間 生 理 食 塩 溶 液 中 で 浸 漬 さ れ た
。 水 量 の 損 失 実 験 は 、 ゲ ニ ピ ン 浸 漬 コ ン ト ロ ー ル と ０ ． ９ ％ 生 理 食 塩 溶 液 浸 漬 コ ン ト ロ ー
ル と の 間 の 同 等 の 外 側 の 線 維 輪 の 水 和 を 確 立 す る た め に 実 施 さ れ た 。 処 理 の 選 択 は 、 脊 柱
と レ ベ ル に よ っ て 無 作 為 化 さ れ た 。 前 記 検 体 の 脊 椎 の 末 端 が 、 機 械 的 試 験 を 容 易 に す る た
め に ポ リ ウ レ タ ン 容 器 に 入 れ ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
押 込 み 試 験 及 び 圧 縮 ／ 屈 曲 疲 労 の サ イ ク ル が 表 １ に 提 示 す る 順 序 で 実 施 さ れ た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ３ 】
前 記 負 荷 計 画 の 規 定 の 点 に お い て 、 押 込 み 試 験 は 、 以 下 の よ う に 粘 弾 性 を 求 め る た め に 使
用 さ れ た 。 応 力 緩 和 デ ー タ は 、 ３ ｍ ｍ の 直 径 の 半 球 状 の 圧 子 を １ ０ Ｎ ま で ラ ン プ ロ ー デ ィ
ン グ (ramp loading)し 、 そ し て 次 に そ の 変 位 を ６ ０ 秒 間 維 持 し 、 同 時 に 、 応 力 緩 和 と 称 さ
れ る 、 生 じ た 応 力 の 低 下 を 記 録 す る こ と に よ っ て 収 集 さ れ た 。 押 込 み 試 験 は ま た 、 ラ ン プ
ロ ー デ ィ ン グ デ ー タ か ら 硬 度 指 数 （ 押 込 み に 対 す る 耐 性 ） を 算 出 す る こ と に よ っ て 弾 塑 性
を 決 定 す る た め に も 利 用 さ れ た 。 硬 度 の 測 定 値 を 記 録 す る 前 に 、 組 織 は １ ０ 回 反 復 し て 押
込 ま れ た （ ６ ０ 秒 ／ サ イ ク ル 、 最 初 の １ ０ Ｎ の 負 荷 に お け る 変 位 ま で ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ の 試 験 の プ ロ ト コ ー ル は 、 ２ つ の 原 理 を 基 に し た 。 第 一 に 、 粘 弾 性 の 作 用 は 、 反 復 の 負
荷 に よ っ て 漸 近 的 に 低 下 す る 。 第 二 に 、 硬 度 の 測 定 値 は 組 織 の 負 荷 の 履 歴 (loading histo

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-501874 A 2005.1.20



ry)に 敏 感 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 作 用 は １ ０ 回 の 負 荷 の サ イ ク ル の 後 は 無 視 で き る
も の と な る 。 こ れ ら の 作 用 を 最 小 化 す る た め に 、 粘 弾 性 デ ー タ （ 応 力 緩 和 ） は 、 こ れ ま で
に 押 込 み を さ れ て な い 組 織 か ら 回 収 さ れ た 。 あ る い は 、 弾 塑 性 デ ー タ （ 硬 度 ） は 、 反 復 し
て 負 荷 を か け ら れ た 組 織 （ あ ら か じ め 調 整 済 み ） か ら 回 収 さ れ た 。 こ の 場 合 、 反 復 的 な 押
込 み は 、 硬 度 の 測 定 値 に 対 す る 、 粘 弾 性 の 変 化 、 す な わ ち 再 現 性 の 欠 如 の 不 所 望 な 作 用 を
軽 減 す る こ と を 意 図 し た 。 こ れ ら の 試 験 手 順 は 、 負 荷 の 履 歴 及 び 位 置 の 変 化 を 用 い て 、 測
定 値 の 再 現 性 に 対 す る 複 数 の 予 備 実 験 か ら 導 か れ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
最 初 の 押 込 み 試 験 の 後 、 検 体 は 、 ０ ． ２ ５ Ｈ ｚ の 割 合 で 、 ３ ０ ０ ０ サ イ ク ル の 間 ２ ０ ０ Ｎ
で の 屈 曲 － 圧 縮 に 反 復 的 に 荷 重 を か け ら れ た 。 荷 重 は 、 横 断 面 の 検 体 の 中 点 の ４ ０ ｍ ｍ 前
方 に あ る 横 断 面 に 対 し て 垂 直 に 適 用 さ れ た 。 続 い て 、 第 二 組 の 押 込 み 試 験 デ ー タ が 疲 労 循
環 の 後 に 回 収 さ れ る 。 こ の 手 順 は ２ 回 の 疲 労 負 荷 サ イ ク ル の た め に 行 わ れ た 。 全 て の 試 験
の 間 、 検 体 は そ れ ら の 水 分 含 量 を 維 持 す る た め に 生 理 食 塩 溶 液 で 濡 ら さ れ た ガ ー ゼ で 覆 わ
れ た 。 疲 労 サ イ ク ル 及 び 非 破 壊 的 押 込 み 試 験 は 、 MTS 858.02の ２ 軸 の 、 テ ー ブ ル ト ッ プ の
、 １ ０ ｋ Ｎ の 性 能 の サ ー ボ ハ イ ド ロ リ ッ ク マ テ リ ア ル テ ス ト ス テ ー シ ョ ン (MTS, Eden Pra
irie, MN)上 で 、 MTS Test Starデ ー タ 収 集 シ ス テ ム を 用 い て 実 施 さ れ た 。 複 数 の 統 計 的 測
定 が 、 そ の 結 果 の 有 意 性 を 評 価 す る た め に 算 出 さ れ た 。 入 れ 子 型 二 元 配 置 分 散 分 析 (ANOVA
)が 、 疲 労 サ イ ク ル の 処 理 及 び 回 数 に 起 因 す る 作 用 を 確 認 す る た め に 利 用 さ れ た 。 当 該 デ
ー タ の ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な 性 質 に よ り 、 マ ン ホ イ ッ ト ニ ー の ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な 順 位
和 検 定 が 、 当 該 処 理 が ： １ ） 当 該 組 織 の 予 備 的 な 循 環 機 械 的 パ ラ メ ー タ ー 、 又 は ２ ） 疲 労
負 荷 に よ る 弾 塑 性 及 び 粘 弾 性 の 機 械 的 パ ラ メ ー タ ー の 変 化 （ 低 下 ） 量 に 影 響 を 及 ぼ さ な か
っ た 帰 無 仮 説 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ た 。 統 計 学 的 有 意 性 に つ い て の 信 頼 水 準 は ｐ ＜ ０
． ０ ５ で 設 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
入 れ 子 型 二 元 配 置 ANOVA解 析 は 、 粘 弾 性 （ 緩 和 ） 及 び 弾 塑 性 （ 硬 度 ） の 機 械 的 パ ラ メ ー タ
ー が 共 に 独 立 し て 疲 労 サ イ ク ル 及 び 処 理 の 型 に 影 響 を 受 け た こ と を 決 定 し た 。 こ れ ら の 統
計 学 的 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
緩 和 試 験 結 果 は 、 図 １ に 図 示 的 に 示 す 。 架 橋 処 理 に よ っ て 生 じ た 緩 和 曲 線 の 初 期 の 低 下 が
見 ら れ た 。 こ の こ と は 、 応 力 緩 和 が 高 い ほ ど 組 織 の 劣 化 が 深 刻 で あ る た め (Lee 1989)、 有
益 な 作 用 を 表 し て い る と 思 わ れ る 。 Ｇ １ 及 び Ｇ ２ 処 理 群 の 初 期 の 疲 労 前 の 緩 和 は 、 そ れ ぞ
れ コ ン ト ロ ー ル の 疲 労 前 の 緩 和 よ り も ２ ６ ％ 及 び １ ９ ％ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ９ 及 び ｐ ＝ ０ ． ０
２ ６ ） 低 か っ た 。 ６ ０ ０ ０ 回 の 非 外 傷 性 の 負 荷 サ イ ク ル の 後 の 緩 和 の 変 化 に よ っ て 示 さ れ
た よ う に 、 疲 労 耐 性 に お け る 劇 的 な 向 上 も 見 ら れ た 。 Ｇ ２ 処 理 し た 椎 間 板 に つ い て の 、 ６
０ ０ ０ 回 の 疲 労 サ イ ク ル に 起 因 す る 緩 和 の 変 化 は 、 コ ン ト ロ ー ル の 変 化 の １ ／ ３ 未 満 （ ｐ
＝ ０ ． ０ ４ ４ ） で あ っ た 。 し か し な が ら 、 よ り 低 濃 度 の ゲ ニ ピ ン は 、 疲 労 耐 性 の 同 一 の 向
上 を も た ら さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
硬 度 試 験 の 結 果 を 図 ２ に 図 示 的 に 示 す 。 Ｇ ２ 架 橋 処 理 に よ っ て 生 じ た 硬 度 デ ー タ の 初 期 の
上 昇 が 見 ら れ る 。 こ れ は 、 硬 度 の 損 失 は 当 該 組 織 に お け る 構 造 的 完 全 性 の 損 失 の 前 兆 と な
る の で 、 有 益 な 作 用 を 表 し て い る と 思 わ れ る 。 Ｇ ２ 処 理 群 の 初 期 の 疲 労 前 の 緩 和 は 、 コ ン
ト ロ ー ル 群 の も の よ り も １ ７ ％ 高 か っ た （ ｐ ＝ ０ ． ０ ２ ６ ） 。 し か し な が ら 、 こ の 有 益 な
作 用 は 、 ３ ０ ０ ０ 回 の 疲 労 サ イ ク ル の 前 に 徐 々 に 失 わ れ た よ う で あ り 、 そ し て ３ ０ ０ ０ サ
イ ク ル と ６ ０ ０ ０ サ イ ク ル と の 間 の 硬 度 の 変 化 は 、 当 該 ２ つ の 群 の 場 合 本 質 的 に 同 一 で あ
る （ Ｇ ２ ＝ － ０ ． ９ ４ 、 コ ン ト ロ ー ル ＝ － １ ． ０ １ ） 。
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ３ ９ 】
上 文 で 提 示 し た デ ー タ は 、 反 復 的 な 非 外 傷 性 の 負 荷 に 起 因 す る 弾 性 及 び 粘 弾 性 の 機 械 的 劣
化 を 数 値 化 す る 。 こ れ ら の 実 験 結 果 は 、 無 毒 性 架 橋 剤 が 、 コ ラ ー ゲ ン 性 組 織 、 す な わ ち 椎
間 板 の 材 料 特 性 の 疲 労 に よ る 劣 化 を 軽 減 す る こ と を 立 証 す る 。 粘 弾 性 の 低 下 に お け る ３ 倍
以 上 の 低 下 は 、 ０ ． ３ ３ ｇ ／ ｍ ｏ ｌ 濃 度 の ゲ ニ ピ ン 中 で の ウ シ 椎 間 板 組 織 の 浸 漬 に よ っ て
も た ら さ れ た 。 試 験 し た 製 剤 は 、 ３ ０ ０ ０ 回 の 試 験 サ イ ク ル に 対 す る 弾 性 の 機 械 的 特 性 （
硬 度 ） の 向 上 を 維 持 す る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
一 般 的 な 人 が 、 そ れ ら の 椎 間 板 上 の 擦 り 切 れ 及 び 割 れ 目 の 匹 敵 す る 程 度 を 経 験 す る の に か
か る で あ ろ う 時 間 の 長 さ を 正 確 に 推 定 す る こ と は 困 難 で あ る 。 確 実 に 、 記 載 し た 試 験 に よ
っ て 課 さ れ る 機 械 的 劣 化 に 加 え て 、 試 験 す る 環 境 に 起 因 す る こ れ ら の 死 ん だ 組 織 の 追 加 の
「 天 然 」 の 劣 化 が 存 在 す る 。 負 荷 を 受 け て い な い コ ン ト ロ ー ル は 、 材 料 特 性 の こ の 天 然 の
劣 化 が 有 意 で な い こ と を 示 し た 。 前 記 検 体 を 試 験 の 間 保 湿 し 、 そ し て 負 荷 頻 度 を 促 進 す る
こ と に よ っ て こ の 天 然 の 劣 化 を 最 小 化 す る 対 策 が 採 ら れ た 。 同 時 に 、 負 荷 頻 度 は 、 組 織 の
過 熱 を 防 ぐ た め に 生 理 学 的 な 制 限 範 囲 内 で 維 持 さ れ た 。 こ れ ら の 対 策 が 死 体 の 組 織 の in v
itroで の 機 械 的 試 験 に と っ て 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 構 成 す る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
人 が １ 日 に ２ ～ ２ ０ 回 立 位 体 前 屈 を 経 験 す る と 仮 定 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 大 ま か に
数 ヶ 月 か ら 数 年 の 生 理 学 的 な 機 械 的 劣 化 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
記 載 し た 処 理 は 、 こ の 負 荷 の 程 度 で 、 例 え ば ３ ０ ０ ０ 回 の 疲 労 サ イ ク ル で 表 さ れ る 期 間 反
復 さ れ 得 る 。 上 文 で 定 義 し た 仮 説 を 用 い る と 、 こ の サ イ ク ル 数 は 、 い く ら か の 個 体 に と っ
て 約 １ 年 に 相 当 す る と 推 測 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 単 回 処 理 又 は 反 復 注 射 ／ 処 理 の い ず れ か を
用 い て 、 個 体 は 長 期 間 に 及 ぶ 彼 等 の 椎 間 板 の 機 械 的 劣 化 を 最 少 化 す る こ と が で き う る 。 別
の 選 択 肢 に は 、 持 続 放 出 送 達 系 、 例 え ば 直 接 的 に 適 用 さ れ る パ ッ チ 、 ゲ ル 又 は 軟 膏 、 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 は 、 あ る 好 ま し い 態 様 及 び 代 わ り の 態 様 の 観 点 で 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 本 発 明
の 基 本 概 念 が 実 施 さ れ う る 種 々 の 経 路 の う ち の ご く 一 部 の 例 示 で あ る 。 当 業 者 が 想 到 し う
る 基 本 概 念 の 実 施 上 で の あ る 変 更 又 は 変 形 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 で 限 定 さ れ る よ う な 本 発 明
及 び 同 等 物 の 範 囲 内 で あ る 。
【 表 ３ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 後 方 椎 間 板 の 応 力 緩 和 に 対 す る ゲ ニ ピ ン 架 橋 処 理 （ Ｇ １ ＝ ０ ． ０ ３ ３ ｇ
／ ｍ oｌ 、 G2＝ ０ ． ３ ３ ０ ． ０ ３ ３ ｇ ／ ｍ oｌ ） の 効 果 を 示 す 、 緩 和 （ Ｎ ） 対 サ イ ク ル 数 の
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 貫 通 に 対 す る 後 方 椎 間 板 の 硬 度 又 は 耐 性 に 対 す る ゲ ニ ピ ン 架 橋 処 理 （ Ｇ
１ ＝ ０ ． ０ ３ ３ ｇ ／ ｍ oｌ 、 G2＝ ０ ． ３ ３ ０ ． ０ ３ ３ ｇ ／ ｍ oｌ ） の 効 果 を 示 す 、 Brinell
の 硬 度 指 数 対 サ イ ク ル 数 の グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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