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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　適応性のある骨移植片組成物であって、
（ａ）１～１０重量パーセントのケラトースであって、前記ケラトースが、アルファケラ
トース、またはアルファケラトースとガンマケラトースの混合物である、ケラトースと、
（ｂ）１～９０重量パーセントの粒子状充填剤と、
（ｃ）０．００１～５重量パーセントの抗生物質と
（ｄ）残余の水と
を含み、３７℃の温度で少なくとも３×１０－３Ｐａ・Ｓの粘度を有する骨移植片組成物
。
【請求項２】
　前記ケラトースが、アルファケラトースとガンマケラトースとの混合物である、請求項
１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記ケラトースが、１０～９０重量パーセントのアルファケラトースと、９０～１０重
量パーセントのガンマケラトースとを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
前記ケラトースが、架橋されたケラトースである、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　前記架橋されたケラトースが、カルシウムイニシエーターの存在下で、前記ケラトース
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とトランスグルタミナーゼとを組み合わせる方法により製造される、請求項１に記載の組
成物。
【請求項６】
　０．００１～５重量パーセントの骨形態形成タンパク質をさらに含む、請求項１に記載
の組成物。
【請求項７】
　前記粒子状充填剤が骨伝導性である、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　粒子状充填剤が、リン酸四カルシウム、リン酸三カルシウム、リン酸アルカリカルシウ
ムセラミック、バイオガラス、炭酸カルシウム、水酸化カルシウム、酸化カルシウム、フ
ッ化カルシウム、硫酸カルシウム、水酸化マグネシウム、ヒドロキシアパタイト、カルシ
ウムリンアパタイト、酸化マグネシウム、炭酸マグネシウム、フッ化マグネシウム、コラ
ーゲン、その他の吸収性生体適合材料、およびそれらの混合物からなる群から選択される
、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　前記生体適合の粒子状充填剤が、ヒドロキシアパタイト、リン酸三カルシウムまたはそ
れらの混合物を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記抗生物質が、セファゾリン、バンコマイシン、ゲンタマイシン、エリスロマイシン
、バシトラシン、ネオマイシン、ペニシリン、ポリマイシンＢ、テトラサイクリン、バイ
オマイシン、クロロマイセチン、ストレプトマイシン、アンピシリン、アザクタム、トブ
ラマイシン、クリンダマイシン、ゲンタマイシンおよびそれらの組み合わせからなる群か
ら選択される、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記組成物が無菌である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　滅菌容器で包装されている、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　水または生理食塩水を用いて再構成すると請求項１の組成物を生成する、凍結乾燥され
た組成物。
【請求項１４】
　骨折治療のために、骨折と接触させて使用される、請求項１～１３のいずれかに記載の
組成物。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願］
　本出願は、２００５年１０月２１日に出願され、その開示全体が引用することにより本
明細書の一部をなすものとする米国特許仮出願第６０／７２８，９７１号の利益を主張す
る。
【０００２】
　［発明の分野］
　本発明は、バイオセラミック骨移植片組成物およびその使用法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　骨折後の骨喪失は重大な問題である。実際に、感染と併発する骨喪失は、慢性骨髄炎お
よび偽関節の原因になり得る。１９７０年に骨セメントへの抗生物質の取り込みが最初に
報告されてから、多くの病院が、関節形成中の予防的処置および慢性感染症の阻止のため
に、この医療行為を採用してきた（ＭｃＱｕｅｅｎ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ　Ｏｒｔ
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ｈｏ　１９８７；１１：２４１－３；Ｆｉｓｈ　ＤＮ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ　Ｊ　Ｈｏｓ
ｐ　Ｐｈａｒｍ　１９９２；４９：２４６９－７４；Ｈａｎｓｓｅｎ　ＡＤ　ａｎｄ　Ｏ
ｓｍｏｎ　ＤＲ．Ｃｌｉｎ　Ｏｒｔｈｏ　Ｒｅｌ　Ｒｅｓ　１９９９；３６９（１）：１
２４－３８；Ｈａｎｓｓｅｎ　ＡＤ．Ｊ　Ａｒｔｈｒｏｐｌａｓ　２００２；１７（４Ｓ
１）：９８－１０１）。
【０００４】
　抗生物質含浸ポリ（メチルメタクリレート）（ＰＭＭＡ）ビーズも広く使用されるよう
になってきたが（Ｈｅｎｒｙ ＳＬ ｅｔ ａｌ．，Ｏｒｔｈｏ Ｒｅｖ １９９１；２０（
３）：２４２－７；Ｐｏｐｈａｍ ＧＪ ｅｔ ａｌ．，Ｏｒｔｈｏ Ｒｅｖ １９９１；２
０（４）：３３１－７；Ｋｌｅｍｍ ＫＷ． Ｃｌｉｎ Ｏｒｔｈｏ Ｒｅｌ Ｒｅｓ １９９
３；２９５：６３－７６）、感染した偽関節または骨欠損の場合、この技術は典型的には
二段階手術の中で用いられる。これらの場合、欠損部位または偽関節部位を必要に応じて
創面切除し、欠損部位の中に抗生物質含浸ＰＭＭＡビーズを置くことにより感染を処置す
る。第二段階で、約６週間後に該ビーズを除去し、移植片を用いて骨欠損を修復する。該
移植片はそれぞれ、ＣＯＬＬＡＧＲＡＦＴ（登録商標）骨移植片マトリックス、脱灰骨マ
トリックスまたは腸骨稜からの骨などの、動物由来、同種異型または自家のものであり得
る。この二段階方法論も広く採用されている（Ｕｅｎｇ ＳＷＮ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ｔｒａ
ｕｍａ １９９６；４０（３）：３４５－５０；Ｕｅｎｇ ＳＷＮ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ｔｒ
ａｕｍａ １９９７；４３（２）：２６８－７４；Ｃｈｅｎ ＣＹ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ｔｒ
ａｕｍａ １９９７；４３（５）：７９３－８；Ｓｗｉｏｎｔｋｏｗｓｋｉ ＭＦ ｅｔ ａ
ｌ．，Ｊ Ｂｏｎｅ Ｊｏｉｎｔ Ｓｕｒｇ Ｂｒ １９９９；８１（Ｂ６）：１０４６－５
０）。
【０００５】
　技術の当然の進歩によって、二段階法の後に、間もなく一段階手法が続いた。この技術
では、治療介入を一回の外科手術に限定するために、抗生物質を骨移植片材料と組み合わ
せる。理想的には、内在する抗生物質が感染の予防措置用に局所送達され、一方、移植片
が新しい骨の成長ための環境を提供する。この方法論も広く採用されており、ヒトの自家
移植片およびウシの移植片の両方ならびに合成移植片を用いて使用されている（Ｃｈａｎ
 ＹＳ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ｔｒａｕｍａ １９９８；４５（４）：７５８－６４；Ｃｈａｎ 
ＹＳ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ｔｒａｕｍａ：Ｉｎｊ Ｉｎｆ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ ２０００；４
８（２）：２４６－５５；Ｗｉｎｋｌｅｒ Ｈ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉ
ａｌ Ｃｈｅｍｏ ２０００；４６：４２３－８；Ｓａｓａｋｉ Ｓ ａｎｄ Ｉｓｈｉｉ Ｙ
．，Ｊ Ｏｒｔｈｏ Ｓｃｉ １９９９；４：３６１－９；ＭｃＫｅｅ ＭＤ ｅｔ ａｌ．，
Ｊ Ｏｒｔｈｏ Ｔｒａｕｍａ ２００２；１６（９）：６２２－７）。
【０００６】
　これらのアプローチに限界がないわけではない。例えば、抗生物質をＰＭＭＡに含浸さ
せるための典型的プロトコールは、ポリマーを加熱して融解液を作製し、次いでその液体
に粉末の抗生物質を混合するというものである。該抗生物質は、ＰＭＭＡの融解温度に耐
えるように熱安定性でなければならないが、これが該当しない場合が多い。したがって、
可能性のある抗生物質の数は限られている。さらに、粉末の抗生物質と液体のＰＭＭＡは
、熱力学的に混和性ではないため、その混合物は、典型的には均質ではない。その結果、
抗生物質の放出は不均一になることになる。最後に、二段階プロトコールでは患者は外科
手術を２回受けることになり、そのためにリスクが増大する。
【０００７】
　移植片材料に抗生物質を含浸させるときに、同様の制限が存在する。典型的なグ移植片
材料は、とりわけ、ドナー骨、脱灰された骨マトリックスまたは合成セラミック代替物（
例えばヒドロキシアパタイト）である。これらのバイオマテリアルは、抗生物質と相容性
でないことが多く、得られる複合材料は均質ではない。ＰＭＭＡまたは移植片材料への含
浸法を採用しても、これらの方法は、臨床的にある程度効果的ではあるが、放出制御され
たシステムではなく、抗生物質の治療的投薬のために決して最適化されたものではない。
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上記バイオマテリアルは骨伝導性であり、自家骨の場合には確かに骨誘導性であるが、自
家骨を用いるいかなるアプローチでも、患者は別の創傷を受けやすい。これは患者に対す
るリスクを増大させて、ドナー部位を病的状態にする可能性があり、そのため当初の問題
を複雑化することになる（Ｓｉｌｂｅｒ，ＪＳ ｅｔ ａｌ．，Ｓｐｉｎｅ ２００３；２
８（２）：１３４－９）。
【０００８】
　明らかに、骨欠損の治癒は整形外科医療において興味深い分野である。現在の方法は、
患者の完全な利益のために最適化されていない。理想的には、骨欠損は、一段階手術のプ
ロトコールにおいて利用することができるバイオマテリアル中の、骨伝導性および骨誘導
性環境ならびに制御され、効果的な抗生物質処置の両方を与えるグラフト材料を用いて治
療されるべきである。
【０００９】
　骨移植片代替物に関する最近の総説（Ｌｕｄｗｉｇ，ＳＣ ｅｔ ａｌ．，Ｅｕｒ Ｓｐ
ｉｎｅ Ｊ ２０００；９（Ｓ１）：Ｓ１１９－２５）は、理想的な生成物の最も重要な三
つの要素を以下のように列記した。
　１．血管浸入、細胞浸潤および新しい骨形成に対して伝導性のスキャフォールドを提供
するという点で骨伝導性であること；
　２．骨誘導性であること（即ち、前駆細胞から骨芽細胞への増殖因子媒介性分化が可能
である）；および
　３．新しい骨マトリックスを形成する細胞を送達することができること。
いかなる効果的な再生スキームであっても、機能的な骨を再現するためには、これらのパ
ラメーターの３つをすべて最適化する努力をしなければならない。したがって、骨移植片
材料として有用な新しい組成物には絶え間ない需要がある。
【発明の開示】
【００１０】
　本発明の第一態様は、
　（ａ）１～９０重量パーセントのケラトースと、
　（ｂ）１～９０重量パーセントの粒子状充填剤（例えば骨伝導性充填剤）と、
　（ｃ）０．００１～５重量パーセントの抗生物質と、
　（ｄ）残余の水と
を含み、またはこれらからなり、または本質的にこれらからなる適応性のある骨移植片組
成物であって、３７℃の温度で少なくとも３センチポアズの粘度を有する。ある実施形態
では、ケラトースがアルファケラトース、ガンマケラトースまたはそれらの混合物である
。ある実施形態では、ケラトースがアルファケラトースおよびガンマケラトースの混合物
である。
【００１１】
　ある実施形態では、ケラトースが１０～９０重量パーセントのアルファケラトースおよ
び９０～１０重量パーセントのガンマケラトースを含む。ある実施形態では、前記ケラト
ースが、架橋されたケラトース（例えば、カルシウムイニシエーターの存在下でトランス
グルタミナーゼとケラトースを組み合わせる方法によって生成される）である。
【００１２】
　ある実施形態では、組成物が０．００１～５重量パーセントの骨形態形成タンパク質を
さらに含む。
【００１３】
　ある実施形態では、組成物が無菌であり、ある実施形態では、組成物が滅菌容器で包装
されている。
【００１４】
　本発明の更なる態様は、水または生理食塩水で再構成すると、本明細書に記載された組
成物を生成する凍結乾燥された（ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ）または凍結乾燥された（ｆｒ
ｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄ）組成物である。
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【００１５】
　本発明の前記および他の目的ならびに態様は、本明細書の図面および以下の記載により
、さらに詳細に説明される。本明細書で引用されたすべての米国特許文献の開示は、引用
することにより本明細書の一部をなすものとする。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　本明細書に記載された組成物は、ヒト被験者（男性および女性を含み、幼児、若年、青
年、成人および高齢の被験者を含む）および獣医学的目的のための動物被験体、特にイヌ
、ネコ、ウマなどの他の哺乳動物被験体の処置に使用することを意図する。
【００１７】
　本明細書で使用する「骨」は、骨盤骨；脛骨、腓骨、大腿骨、上腕骨、橈骨および尺骨
などの長骨、肋骨、胸骨、鎖骨などのいかなる骨も含む。
【００１８】
　骨に関して本明細書で使用する「骨折」または「切断（ｂｒｅａｋ）」は、開放骨折ま
たは閉鎖骨折、単純骨折または複雑骨折、粉砕骨折を含むいかなるタイプの骨折も、骨幹
および骨幹端を含むいかなる部位の骨折も含む。自然発生であるか外科的に誘発されたも
の（例えば、骨からの望ましくない組織の外科的除去による）であるかにかかわらず、本
明細書で使用する「骨折」は、穴部、間隙（ｇａｐ）、空隙（ｓｐａｃｅ）または開口部
（ｏｐｅｎｉｎｇ）などの欠損を含むことを意図する。
【００１９】
　本明細書で使用する「抗生物質」は、セファゾリン、バンコマイシン、ゲンタマイシン
、エリスロマイシン、バシトラシン、ネオマイシン、ペニシリン、ポリマイシンＢ、テト
ラサイクリン、バイオマイシン、クロロマイセチン、ストレプトマイシン、アンピシリン
、アザクタム（Ａｚａｃｔａｍ）、トブラマイシン、クリンダマイシン、ゲンタマイシン
およびそれらの組み合わせを含むがこれらに限定されない、適切ないかなる抗生物質も含
む。例えば、米国特許第６，６９６，０７３号を参照のこと。いくつかの実施形態では、
好ましくは、抗生物質は水溶性抗生物質である。
【００２０】
　本発明を実施するために使用される「粒子状充填剤」は、セラミックなどの適切ないか
なる生体適合材料からも作製することができる。いくつかの実施形態では、粒子状充填剤
は、好ましくは骨伝導性である。充填剤を作製し得る適切な材料の例は、リン酸四カルシ
ウム、リン酸三カルシウム、リン酸アルカリカルシウムセラミック（ｃａｌｃｉｕｍ　ａ
ｌｋａｌｉ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｃｅｒａｍｉｃ）、カルシウムリンアパタイト（ｃａ
ｌｃｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ　ａｐａｔｉｔｅ）、バイオガラス、炭酸カルシウム
、水酸化カルシウム、酸化カルシウム、フッ化カルシウム、硫酸カルシウム、水酸化マグ
ネシウム、ヒドロキシアパタイト、カルシウムリンアパタイト、酸化マグネシウム、炭酸
マグネシウム、フッ化マグネシウム、コラーゲン、同種異系移植骨、その他の吸収性生体
適合性材料およびそれらの混合物を含むが、これらに限定されない。例えば、米国特許第
６，８６９，４４５号；同第５，２８１，２６５号を参照のこと。いくつかの実施形態で
は、粒子状充填剤は、ヒドロキシアパタイト、リン酸三カルシウムまたはそれの混合物を
含む。
【００２１】
　本発明の組成物の粒子状充填剤含量は、組成物のケラチン含量の約０．１パーセント～
約２００パーセントの範囲であってよい。いくつかの実施形態では、組成物の粒子状充填
剤含量は、ケラチン含量の約１０パーセント～約１００パーセントの範囲であってもよい
。本発明の他の実施形態では、組成物の粒子状充填剤含量は、ケラチン含量の約２０パー
セント～約９０パーセントの範囲であってもよい。別の実施形態では、粒子状充填剤含量
は、ケラチン含量の約４０パーセント～８０パーセントの範囲であってもよい。更なる実
施形態では、組成物の粒子状充填剤含量が、ケラチン含量の約２５パーセント～約５０パ
ーセントの範囲であってもよい。一例として、１つの実施形態では、ゲル１００ｇ中のケ
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ラチン濃度が２０パーセント（即ち、水８０ｇ当たりケラチン２０ｇ）である場合、粒子
状充填剤含量は約２ｇ～約２０ｇの範囲であってよい。
【００２２】
　特定の実施形態では、本発明の組成物は、練り歯磨きまたは塑像用粘土に似た粘稠度を
有する。さらに、代表的な実施形態では、組成物の粘性は流動的且つ適応性があり、支持
構造体がなくても形態または形状を保持することができる。
【００２３】
　本発明の組成物は、乾燥形態で利用者に提供してもよい。乾燥形態の組成物は、後の使
用のために再水和することができる。
【００２４】
［ケラチン材料］
　ケラチン材料は、羊毛およびヒト毛髪を含むがこれらに限定されない、適切ないかなる
ソースにも由来する。１つの実施形態では、ケラチンは、理髪店およびサロンから得られ
るエンドカット（ｅｎｄ－ｃｕｔ）したヒト毛髪に由来する。該材料を、熱湯および中性
洗剤中で洗浄し、乾燥して、非極性有機溶媒（典型的には、ヘキサンまたはエーテル）で
抽出して、使用前に残留オイルを除去する。
【００２５】
　下記のスキーム１は、ケラチン中のジスルフィド架橋の（ａ）酸化および（ｂ）還元の
概略を示した。これらの反応は、シスチン残基中のイオウ－イオウ結合を開裂し、それに
よって、高次構造を破壊し、ケラチンを反応媒体に対して可溶性とする。
【化１】

【００２６】
［ケラトース画分］
　ケラトース画分は、適切ないかなる技術によっても得ることができる。１つの実施形態
では、ケラトース画分はＡｌｅｘａｎｄｅｒおよび共同研究者による方法を用いて得られ
る（Ｐ．Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．４６，２７－３２（
１９５０））。簡潔に述べると、毛髪を１０パーセント未満の濃度の過酢酸水溶液と室温
で２４時間反応させる。溶液を濾過し、鉱酸を添加してｐＨを約４にすることによりアル
ファケラトース画分を沈殿させる。アルファケラトースを濾過によって分離し、酸を追加
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して洗浄した後、アルコールで脱水し、その後減圧下で乾燥する。７Ｍ尿素、水酸化アン
モニウム水溶液または２０ｍＭトリス塩基緩衝液などの変性溶液にケラトースを再溶解し
て、再沈殿させ、再び溶解して、脱イオン水で透析した後にｐＨ４で再度沈殿することに
よって、純度を上げることができる。
【００２７】
　ガンマケラトース画分は、ｐＨ４では溶解したままであり、アルコールなどの水混和性
有機溶媒を添加した後、ろ過して、アルコールを追加して脱水し、減圧下で乾燥すること
により単離される。７Ｍ尿素、水酸化アンモニウム水溶液または２０ｍＭｔｒｉｓ緩衝液
などの変性溶液にケラトースを再溶解して、鉱酸を加えてｐＨを４に下げ、生じた固形物
を全て除去して、上清を中和し、タンパク質をアルコールで再沈殿させ、再溶解し、脱イ
オン水で透析した後にアルコールを添加して再沈殿させることによって、純度を上げるこ
とができる。これらのステップで消費されるアルコールの量は、蒸留によってケラトース
溶液を最初に濃縮することにより最小限にすることができる。
【００２８】
　使用に際しては、必要に応じて組成物を再水和することもでき、該組成物を処置有効量
で骨折に接触させることによって、公知技術に従い被験体の骨折を処置する（例えば、骨
欠損を充填する）ために使用することができる。骨折は、いかなる骨の骨折でもよく、篩
骨、前頭骨、鼻骨、後頭骨、頭頂骨、側頭骨、下顎骨、上顎骨、頬骨、頚椎、胸椎、腰椎
、仙骨、肋骨、胸骨、鎖骨、肩甲骨、上腕骨、橈骨、尺骨、手根骨、中手骨、指骨、腸骨
、坐骨、恥骨、大腿骨、脛骨、腓骨、膝蓋骨、踵骨、足根骨、または中足骨などの骨折を
含むがこれらに限定されない。実際、Ｂｏｙｃｅ ｅｔ ａｌ．による米国特許第６，８６
３，６９４号に記載されているように、組成物は、骨移植片または骨形成性インプラント
が使用される、適切ないかなる目的にも使用することができる。
【００２９】
　本発明は、下記の本発明を限定するものではない実施例において、更に詳細に説明され
る。
【実施例】
【００３０】
　この研究では、骨伝導性、骨誘導性および抗生物質の放出制御をもたらすケラチンバイ
オセラミック抗生物質パテ（ＫＢＡＰ）を試験する。該パテは、セラミック充填剤および
抗生物質を備えるケラチンヒドロゲルで構成されている。ＫＢＡＰは適応性があり、更に
調製を行わなくても形をつくることができ、骨欠損部位に押し入れることができる。これ
により、一段階手術プロトコールでの骨再生のために即時的で予防的な抗生物質の放出な
らびに骨伝導性および骨誘導性環境が与えられる。
【００３１】
　ケラチンヒドロゲルは高度に水和されたタンパク質ネットワークである。したがって、
いかなる水溶性抗生物質（例えばセファゾリン、ゲンタマイシン、およびバンコマイシン
）も用いることができる。水和されたケラチンの親水性により、細胞付着および内部増殖
が促進される。セラミック成分は、現在市販されている製品（例えば、ＣＯＬＬＡＧＲＡ
ＦＴ（登録商標））の骨伝導特性を有することができるが、吸引骨髄を必要としないこと
もある。ケラチンは、あらゆるバイオマテリアルの中でも最も低い異物反応を誘発するタ
ンパク質類に属するため、ケラチンマトリックスは高度に生体適合性のある環境を与える
（Ｉｔｏ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｋｏｂｕｎｓｈｉ　Ｒｏｎｂｕｎｓｈｕ　１９８２；３９
（４）：２４９－５６；Ｂｌａｎｃｈａｒｄ　ＣＲ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第６４６１６
２８号（２００２年１０月８日）；Ｔａｃｈｉｂａｎａ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ　２００２；９３：１６５－７０）。
【００３２】
　ケラチンタンパク質は、適切に処理された場合、分子が自己集合するという固有の能力
を有する。これは、ケラチンタンパク質が本来の三次構造に対する何らかの類似体を再構
築するプロセスである（Ｓａｕｋ ＪＪ ｅｔ ａｌ．，Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏ １９８４；９
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９：１５９０－７；Ｔｈｏｍａｓ Ｈ ｅｔ ａｌ．，Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏ
ｌ １９８６；８：２５８－６４；ｖａｎ ｄｅ Ｌｏｅｃｈｔ Ｍ．Ｍｅｌｌｉａｎｄ Ｔ
ｅｘｔｉｌｂｅｒｉｃｈｔｅ １９８７；１０：７８０－６）。これは、２つの理由によ
り骨移植片代替物にとって特に有用な特性である。第一の理由は、自己集合する結果、再
現可能な構築、次元性および間隙率を有する高度に規則的な構造になることである。第二
の理由は、温和な条件下でこれらの構築物が自発的に形成されることにより、マトリック
スの形成につれて細胞が取り込まれることが可能になっていることである。これらの２つ
の特徴は、天然のＥＣＭを模倣しようとするいかなる系においても極めて重要である。図
１に示すケラチンスキャフォールドは、ヒドロゲルの自発的な自己集合によって作られた
ものであり、細胞浸潤および組織再生に関して伝導性のある構築物のタイプを示している
。
【００３３】
　天然のＥＣＭは、細胞周辺で該細胞によって生成された規則的な構造体である。組織損
傷の経過において、ＥＣＭは、細胞の動員、増殖および分化の相互作用的な媒体であり、
新しい機能的な組織の形成および成熟に導く。ＥＣＭは、構造的なサポート、増殖因子の
送達、および細胞が結合し情報を得ることを可能にする分子認識の部位を提供することに
より、これらのプロセスの組織化を助ける。
【００３４】
　細胞認識は、ＥＣＭの特異的なアミノ酸モチーフに対する細胞表面インテグリンの結合
によって促進される（Ｂｕｃｋ　ＣＡ　ａｎｄ　Ｈｏｒｗｉｔｚ　ＡＦ．Ａｎｎｕ　Ｒｅ
ｖ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１９８７；３：１７９－２０５；Ａｋｉｙａｍａ　ＳＫ．Ｈｕ
ｍ　Ｃｅｌｌ　１９９６；９（３）：１８１－６）。主なＥＣＭタンパク質は、コラーゲ
ンおよびフィブロネクチンであり、両者とも細胞結合に関して広範に研究されている（Ｍ
ｃＤｏｎａｌｄ　ＪＡ　ａｎｄ　Ｍｅｃｈａｍ　ＲＰ（編者）．Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｆ
ｏｒ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍａｔｒｉｘ（１９９１）．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ）。フィブロネクチンは、多種多様なタイプの細胞による
付着を支える複数の領域を含む。Ｍｏｕｌｄ　ｅｔ　ａｌ．は、周知のアルギニン－グリ
シン－アスパラギン酸（ＲＧＤ）モチーフの他に、フィブロネクチン上の「Ｘ」－アスパ
ラギン酸－「Ｙ」モチーフ（ここで、Ｘはグリシン、ロイシンまたはグルタミン酸に等し
く、Ｙはセリンまたはバリンに等しい）もインテグリンα４βｌによって認識されること
を示した（Ｍｏｕｌｄ　ＡＰ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　１９９１；２６６
（６）：３５７９－８５）。ケラチンバイオマテリアルからの安価な生体適合性スキャフ
ォールドは、これらと同じ結合モチーフを含む。
【００３５】
　ＮＣＢＩタンパク質データベースの最近の探索から、固有のヒト毛髪ケラチンタンパク
質７１種についての配列が明らかにされた（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）ｄａｔａｂａｓｅ，
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖからのデータ）。これらのう
ち、５５種は高分子量、低イオウのアルファヘリックスファミリー由来のものである。こ
のグループのタンパク質は、しばしばα－ケラチンと呼ばれ、ヒト毛髪繊維への強靭性の
付与に関与している。これらのα－ケラチンは、４０ｋＤａを超える分子量を有し、４．
８モルパーセントの平均システイン（タンパク質の分子間および分子内結合の形成に関与
する主要アミノ酸）含量を有する。重要なことには、これらのα－ケラチンタンパク質の
アミノ酸配列を解析したところ、７８％がフィブロネクチン様インテグリンレセプター結
合モチーフを少なくとも１つ含み、２５％は少なくとも２つ以上含むことが明らかにされ
た。最近の論文は、ケラチン泡状物への優れた細胞接着を実証することにより、これらの
結合部位がケラチンバイオマテリアル上に存在するという事実を浮き彫りにした（Ｔａｃ
ｈｉｂａｎａ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　２００２；９３：１６５－７０
）。この論文は、該原理を実証するために線維芽細胞を使用しているが、その後、ケラチ
ンバイオセラミックの骨伝導性が、同じ著者によって実証された（Ｔａｃｈｉｂａｎａ　
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Ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２００５；２６（３）：２９７－３０２
）。
【００３６】
　多数の増殖因子がエンドカットしたヒト毛髪中に存在し、ケラチンが極めて効果的な送
達マトリックス（ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｍａｔｒｉｘ）として働いていることを示す多くの
証拠を、いくつかの研究が示し始めている。形質転換増殖因子β（ＴＧＦ－β）スーパー
ファミリーの骨形成タンパク質－４（ＢＭＰ－４）および他のメンバーなどの増殖因子が
、発育毛嚢中に存在することは、１０年以上前から知られていた（Ｊｏｎｅｓ　ＣＭ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１９９１；１１１：５３１－４２；Ｌｙｏｎｓ　
ＫＭ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１９９０；１０９：８３３－４４；Ｂｌ
ｅｓｓｉｎｇｓ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐ　１９９３；
７：２０４－１５）．３９－４１。実際、３０より多い増殖因子およびサイトカインが、
周期循環する毛嚢の増殖に関与している（Ｓｔｅｎｎ　ＫＳ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｄｅｒ
ｍａｔｏ　Ｓｃｉ　１９９４；７Ｓ：Ｓ１０９－２４）。これらの分子の多くは、様々な
組織の再生において極めて重要な役割を果たしている（Ｃｌａｒｋ　ＲＡＦ（編者）．Ｔ
ｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｗｏｕ
ｎｄ　ｒｅｐａｉｒ（１９９６）Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）。サイ
トカインが毛嚢のバルジ領域に存在する幹細胞に結合すると、ヒト毛髪内に多くの増殖因
子が取り込まれるようになることは大いにあり得る（Ｐａｎｔｅｌｅｙｅｖ　ＡＡ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ　２００１；１１４：３４１９－３１）。本発明者らは
最近、ヒト毛髪の抽出物を分析し、これらのサンプル中に血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧ
Ｆ）などの増殖因子が存在することを明らかにした。本発明者らは現在、ＢＭＰ、ＴＧＦ
－βおよび神経成長因子を含む他の複数の増殖因子の存在について、ケラチンバイオマテ
リアルを分析している。
【００３７】
　上記の議論は、ＫＢＡＰが従来の骨移植片代替物に優る複数の重要な利点を示し、優れ
た製品の開発という目的を達成するために本発明者らが専門知識を活用する方向性を示す
。抗生物質充填剤を備えるケラチンバイオマテリアルは、抗生物質の持続放出を実現し、
以下の理由から、この目的を達成する潜在力を有する。
　ケラチンバイオマテリアルは、容易に得られ、加工される。
　ケラチンは、高度に生体適合性である。
　ケラチンは、細胞の付着および増殖に対して伝導性の構築物へと自己集合する。
　ケラチンは、細胞認識部位を含み、効果的なＥＣＭ代替物である。
　ケラチンは、抗生物質などの薬剤化合物の封入材またはコンジュゲートとして働き、該
薬剤化合物の放出動態を制御することができる。
　ケラチンバイオマテリアルは、細胞の増殖および分化を調節し、したがって骨誘導性を
付与する潜在力を有するＢＭＰなどの増殖因子を含む。
【００３８】
　［結果］
１．抗生物質マイクロカプセルを取り込み得る、鉱物成分を有するケラチンマトリックス
を使用する骨移植片パテの調製
　毛髪繊維からケラチンを抽出する方法が多数公開されている。一般に、弾力性の毛髪繊
維構造を化学的に分解し、目的の皮質ケラチンタンパク質に水溶性を付与するために、１
）酸化、２）還元、および３）亜硫酸分解の３つの方法が用いられる（例えば、Ｃｒｅｗ
ｔｈｅｒ ＷＧ ｅｔ ａｌ．，Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ（１９６５）．Ａｎｆｉｎｓｅｎ ＣＢ Ｊｒ．，Ａｎｓｏｎ ＭＬ，Ｅｄｓａｌｌ ＪＴ
，ａｎｄ Ｒｉｃｈａｒｄｓ ＦＭ（編者）．Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ．Ｎｅｗ Ｙｏ
ｒｋ：１９１－３４６；Ｇｏｄｄａｒｄ ＤＲ ａｎｄ Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ Ｌ．，Ｊ Ｂ
ｉｏ Ｃｈｅｍ １９３４；１０６：６０５－１４；Ｋｅｌｌｅｙ ＲＪ ｅｔ ａｌ．，Ｐ
ＣＴ国際公開公報第０３／０１１８９４号；Ｚａｃｋｒｏｆｆ ＲＶ ａｎｄ Ｇｏｌｄｍ
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ａｎ ＲＤ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ １９７９；７６（１２）：６２２６－
３０を参照のこと）。効率的な抽出は、第一に、これらの３つの方法のうちの１つを使用
してジスルフィド結合を切断すること、第二に遊離タンパク質を穏やかに変性させて、そ
の分解に影響を与えることに依存する。この第二のステップの重要性は、競争反応である
ケラチン主鎖中のペプチド結合の加水分解があるため、強調しすぎることはない。タンパ
ク質主鎖の加水分解は、ケラチンの有用な特性の多くを損なうため、避けなければならな
い。本発明者らは、骨欠損を修復するために用いることができる適応性のあるパテを製造
することを目的として、以下に詳細に記載するように、これら３つの方法をすべて評価し
た。
【００３９】
［酸化］
　ヒト毛髪は地元サロンから入手し、これを中性洗剤（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ，ＰＡ）で洗浄し、エチルエーテル（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）で脱脂して風乾した。典型的な反応では、清潔な乾燥
毛髪２０ｇを、脱イオン（ＤＩ）水中の２重量／容量（ｗ／ｖ）％過酢酸（ＰＡＡ，Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）溶液４００ｍＬで処理した。３７℃
に保温された密閉ポリプロピレン容器中で穏やかに撹拌しながら１２時間、酸化を行った
。酸化された毛髪を回収し、大量のＤＩ水ですすいだ。濡れた酸化された毛髪を、０．２
Ｍトリス塩基（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、０．１Ｍトリ
ス塩基およびＤＩ水のそれぞれ５００、５００および１０００ｍＬで順次抽出した。抽出
物を合わせ、１２Ｍ塩酸（ＨＣＬ；Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｐｉｔｔｓｂ
ｕｒｇｈ，ＰＡ）を滴下して加え最終ｐＨを４．２にすることによってα－ケラトースを
沈殿させた。該α－ケラトースを、２０ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ；Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を有する２０のｍＭトリス塩基に再溶
解し、ＨＣｌを滴下して加え最終ｐＨを４．２にすることにより再沈殿させ、トリス塩基
＋ＥＤＴＡに再溶解した。得られたタンパク質溶液を、１日２回水を交換しながらＤＩ水
に対して３日間透析した（ＬＭＷＣＯ　１２．４Ｋ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ
．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）。透析後、５０℃で減圧蒸留することによって液体の容量を減らし
、濃縮物を凍結乾燥することによりα－ケラトース粉末を単離した。このサンプルを、乳
酸リンゲル液（ＲＬ）にて５、４、３、２、１および０．５重量パーセントに調製し、ブ
ルックフィールド・コーン・プレート粘度計（Ｂｒｏｏｋｆｉｅｌｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒ
ｉｎｇ，Ｍｉｄｄｌｅｂｏｒｏ，ＭＡ）にて、３７℃で粘度を分析した。粘度のデータを
図１に示す。
【００４０】
［還元］
　第二のケラチンサンプルは、異なる抽出プロトコールを用いて得られた。ヒト毛髪は地
元サロンから入手し、これを中性洗剤で洗浄し、エチルエーテルで脱脂して風乾した。典
型的な反応では、清潔な乾燥毛髪２０ｇを、飽和水酸化ナトリウム溶液（Ｆｉｓｈｅｒ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いてｐＨ１０．２に滴定した、脱イオン（ＤＩ）水中の１．
０Ｍチオグリコール酸（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）溶液４００ｍＬで処理した。３７
℃に保温された密閉ポリプロピレン容器中で穏やかに撹拌しながら１２時間、還元を行っ
た。還元された毛髪を回収し、大量のＤＩ水ですすいだ。濡れた還元された毛髪を、０．
１Ｍチオグリコール酸を有する０．１Ｍトリス塩基５００ｍＬで３回、順次抽出した。抽
出物を合わせ、１２Ｍ塩酸を滴下して加え最終ｐＨを４．２にすることによってα－ケラ
テイン（ｋｅｒａｔｅｉｎ）を沈殿させた。該α－ケラテインを、２０ｍＭＥＤＴＡを有
する２０ｍＭトリス塩基に再溶解し、ＨＣｌを滴下して加え最終ｐＨを４．２にすること
により再沈殿させ、さらにトリス塩基＋ＥＤＴＡに再溶解した。得られたタンパク質溶液
を、１日２回水を交換しながらＤＩ水に対して３日間透析した（ＬＭＷＣＯ　１２．４Ｋ
）。透析後、ヨード酢酸（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）と透析物１ｍＬ当たり０．２５
ｍｇを加えてシステイン残基を反応させることによりα－ケラテインを誘導体化した。３
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７℃、ｐＨ９．０に保温された密閉ポリプロピレン容器中で時々撹拌しながら２４時間、
この反応を実施した。過剰のヨード酢酸および他の夾雑物は、ＤＩ水に対して透析するこ
とにより除去された（ＬＭＷＣＯ　１２．４Ｋ）。透析物を減圧蒸発により濃縮し、凍結
乾燥してα－ｓ－カルボキシメチルケラテイン（α－ＳＣＭＫ）を得た。ＲＬにて５、４
、３、２、１および０．５重量パーセントα－ＳＣＭＫ溶液を調製し、上記のように粘度
を分析した。これらのデータを図２に示す。
【００４１】
　これらのデータは許容粘度値を示す傾向にあったが、生体適合性を維持し、骨芽細胞が
生存し得る多孔性マトリックスを提供するために、１０重量パーセント以下でヒドロゲル
を製剤化することが望ましい。低間隙率またはポアが小さすぎるバイオマテリアル（即ち
、間隙率＜８５％およびポア＜１００μｍ）は、最初に該バイオマテリアルを分解するこ
となしには、細胞の生存が困難である。この場合、治癒が遅れ、線維症を引き起こし得る
。５％未満のケラチン製剤について図１に示された粘度は、許容し難く低い値であると考
えられた。採用された抽出条件が過度の加水分解をもたらしたことが判明したため、本発
明者らは、この副反応を最小限にするために酸化プロトコールを改変した。
【００４２】
　酸化（低加水分解法）：このプロトコールを用いる典型的な方法では、清潔な乾燥毛髪
５０ｇをＤＩ水中の２重量／容量（ｗ／ｖ）％ＰＡＡ溶液１，０００ｍＬで処理した。３
７℃に保温された密閉ポリプロピレン容器中で穏やかに撹拌しながら１２時間、酸化を行
った。酸化された毛髪を回収し、大量のＤＩ水ですすいだ。濡れた酸化された毛髪を０．
１Ｍトリス塩基１，０００ｍＬで抽出し、続いてＤＩ水１，０００ｍＬ容量で順次抽出し
た。該抽出物を合わせ、５０℃での減圧蒸発により１０倍濃縮した。その濃縮溶液を冷エ
タノールに滴下して加えることにより、α－ケラトースを沈殿させた。該沈殿を最小量の
ＤＩ水に再溶解し、１２Ｍ塩酸を滴下して加え最終ｐＨを４．２にすることによって再沈
殿させた。これを遠心して、ＤＩ水に再溶解し、ｐＨ７．０に調整し、１日２回水を交換
しながら３日間ＤＩ水に対して透析し（ＬＭＷＣＯ　１２．４Ｋ）、濃縮した後に凍結乾
燥することによってα－ケラトースを単離した。低加水分解（ＬＨ）α－ケラトース溶液
を、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で１０および５重量パーセントに調製し、上記のよ
うに粘度を分析した。１０重量パーセントでは、粘度が高すぎるため、粘度計で測定する
ことができなかった。５重量パーセントでは、粘度（前回の測定より低トルクで分析）は
３７℃で４６０センチポアズであった。これらのデータから、本発明者らは、ＬＨ法がケ
ラチン抽出およびその後の処理中の加水分解を実質的に低下させるとの結論を得た。
【００４３】
　本発明者らのケラチン製造過程には潜在的に更に改良の余地があり得ることを認識した
ので、上記のＬＨ抽出プロトコールに多少の変化を加えた。等電沈澱によるα－ケラトー
スおよびγ－ケラトースの分離ではなく、粗抽出液を透析して、微量夾雑物および残余の
処理用化学物質を除去し、透析物を濃縮して凍結乾燥した。その結果、α－ケラトースと
γ－ケラトースの両方の混合物が得られ、該混合物は、粘弾性の改善を示した。さらに本
発明者らは、ケラトース混合物を架橋することにより、ヒドロゲル製剤の粘度の改善を試
みた。本方法の詳細は以下の通りである。典型的な方法では、清潔な乾燥毛髪５０ｇを、
ＤＩ水中の２重量／容量（ｗ／ｖ）％ＰＡＡ溶液１，０００ｍＬで処理した。３７℃に保
温された密閉ポリプロピレン容器中で穏やかに撹拌しながら１２時間、酸化を行った。酸
化された毛髪を回収し、大量のＤＩ水ですすいだ。濡れた酸化された毛髪を０．１Ｍトリ
ス塩基１，０００ｍＬで抽出し、続いてＤＩ水１，０００ｍＬ容量で順次抽出した。該抽
出物を合わせ、５０℃での減圧蒸発により１０倍濃縮した。この濃縮溶液を、ＤＩ水に対
して透析し（ＬＭＷＣＯ　１２．４Ｋ）、濃縮して凍結乾燥した。α－ケラトース＋γ－
ケラトースおよびα－ケラトースの５ｗ／ｖ％ＤＩ水溶液を調製し、それらの粘度を測定
した。グルタミン－リジン架橋（両アミノ酸とも、ケラチン中に広く存在している）によ
ってそれらの粘度をさらに増大させることを目的として、これらの溶液をトランスグルタ
ミナーゼ溶液（１ｍｇ／ｍＬ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）
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と反応させた。興味深いことには、α－ケラトース＋γ－ケラトースサンプルの初期粘度
は、α－ケラトースより低かったが、３７℃でわずか１時間インキュベーションした後、
α－ケラトース＋γ－ケラトースサンプルはα－ケラトースより高い粘度に達した。この
観察に基づいて、いくつかの製剤を調製して、トランスグルタミナーゼで架橋し、得られ
たゲルの粘度を測定した。これらのデータを表１に示す。
【００４４】
　これらの製剤の粘度が、本発明者らが使用する装置の範囲内にあることを単に確認する
ために実施したので、これらの製剤は、ＫＢＡＰ製剤に通常使用されるよりも少ないケラ
トースを含んでいた。そのため、これらのデータは注意深く解釈しなければならない。さ
らに、トランスグルタミナーゼおよび少量のカルシウムイニシエーターを追加すると、ケ
ラトースの見かけの重量パーセントが低下した。これらのデータは、高粘度ヒドロゲルを
形成する際に、α－ケラトース＋γ－ケラトース混合物およびトランスグルタミナーゼ架
橋の使用が有用であり得ることを示唆する。定性的には、α－ケラトース溶液では、３７
℃で１時間インキュベーションした後に粘度が低下したが、類似のα－ケラトース＋γ－
ケラトース溶液では粘度が増加した。この現象は、ケラチンのアルファ型およびガンマ型
間の複合体形成に起因するのかもしれない。
【００４５】
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【表１】

【００４６】
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　粘度分析に加えて、これらのゲル製剤の最初の６個について基礎をなす微細構造を検討
した。各製剤を粘度計から回収し、凍結乾燥した。得られたサンプルの構造を、走査電子
顕微鏡（ＳＥＭ；Ｍｏｄｅｌ　Ｓ－２６００Ｎ；Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｈｉｇｈ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｉｎｃ．，Ｐｌｅａｓａｎｔｏｎ，ＣＡ）を用いて特
徴づけ、図３に示す。これらの画像は、ヒドロゲルが線維性であることを示し、この微細
構造が粘度に及ぼす影響を示している。例えば、４番の製剤は、酵素架橋後の粘度の増加
が最大であったものの１つを示す。さらに、該製剤は、最も高度に発達した線維性構築物
を示す。ケラチンに基づくバイオマテリアルのユニークな特徴である分子の自己集合プロ
セスが線維性構築を媒介すると考えられる。
【００４７】
２．抗生物質製剤の最適化および検証
　抗生物質の送達を実証するために、本発明者らは薬物担体としてケラチンを使用して初
期研究を行った。これらの実験では、セファゾリンナトリウムを目標濃度０、１０、２０
、４０および８０μｇでα－ケラテイン水溶液に溶解した。該溶液を凍結乾燥し、固形サ
ンプルを粉砕して粉末にした。手動プレス機を用いて、該粉末を５００ｍｇのディスクに
成形した。該ディスクを使用して黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓ）ＡＴＣＣ２９２１３の懸濁液に対する殺菌曲線を作成した。黄色ブドウ球菌の
ヒツジ血液寒天培地（ＳＢＡ）の一晩培養物から、最終濃度で１ｍＬ当たり約１０5ｃｆ
ｕを含むようにミュラーヒントンブロス培養物を調製した。ケラチンディスクを、黄色ブ
ドウ球菌培養物２ｍＬ（最終容量）を含む培養試験管に入れ、３７℃でインキュベーショ
ンした。０、４および８時間に各培養物の１０μＬアリコートを採取し、生理食塩水１０
ｍＬに希釈して、その１００μＬを、ガラススプレッダーおよび播種用回転台を用いてＳ
ＢＡ上にプレーティングした。抗生物質の各濃度を３回反復試験した。３回反復のサンプ
ルから平均コロニー数を計算し、抗生物質を含まない陽性対照培養物および微生物を含ま
ない陰性対照培養物と比較した。図４に示すこれらのデータは、ケラチンバイオマテリア
ルＤＤＳの有効性を示す。
【００４８】
　さらに最近の実験では、高粘度ＫＢＡＰ製剤（ＬＨ方法）を用いて、ボルテックスする
ことにより１０００、５００および２５０μｇの抗生物質セファゾリンを取り込ませた。
このゲルを、０．１％トランスグルタミナーゼｌ００μｌを用いて３７℃で１時間架橋し
、得られた製剤を凍結乾燥してフリースタンディングディスク（ｆｒｅｅ　ｓｔａｎｄｉ
ｎｇ　ｄｉｓｃ）を作製した。改変型フランツ拡散セルを用いて、ＫＢＡＰディスクから
のセファゾリン放出をＰＢＳ中で測定した。ペレット剤（１５ｍｇ）はドナーコンパート
メントに置き、アクセプターコンパートメントをＰＢＳで充たした。ドナーコンパートメ
ントは、セルロースメンブレン（ポアサイズ１００μｍ）によりアクセプターコンパート
メントから隔てられた。その後、この拡散セルを３７℃のインキュベータ内に置いた。ア
クセプターコンパートメントの溶液を定期的に取り出し、同量の新鮮な緩衝液と置き換え
た。セルロースメンブレンを通過して放出されたセファゾリンを、ＵＶ／可視スペクトロ
メトリ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｐｅｃｔｒｏｎｉｃ、ＵＳＡ、ＵＶ／ＶＩＳ）を用いて２８５
ｎｍで分析した。
【００４９】
　図５に示すように、放出曲線は、ＫＢＡＰ製剤からセファゾリンが放出制御されている
ことを明らかにした。取り込まれた抗生物質の約６０～７０％が１日でＫＢＡＰから放出
され、４日間放出は続いた。
【００５０】
３．インビトロにおける生体適合性、骨伝導性および骨誘導性
　ウシ骨芽細胞のサンプルを、凍結保存物を急速に解凍して１０ｃｍの組織培養皿上にプ
レーティングすることによって再構成した。細胞は、０．０５ｍｇ／ｍＬのアスコルビン
酸（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）および抗生物質を添加した
、１０％ＦＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を含む低ブドウ糖Ｄ
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ＭＥＭ　１０ｍＬ中で培養した。１週間に３回培地を交換し、３～５日毎に継代すること
により細胞を増殖させた。少なくとも３回の継代培養サイクル（「継代」）の後、細胞を
トリプシン処理して、ウェル当たり約３，０００個の細胞密度で９６ウェル組織培養プレ
ート中に播種した。５回反復用ウェルのそれぞれに、表２に示すＫＢＡＰ製剤の１つを約
１ｍｇ添加した。培地に入れる前に、ＫＢＡＰは凍結乾燥してγ線で殺菌した。３７℃、
５％ＣＯ2および９５％湿度で約７２時間インキュベーションした後、３－（４，５－ジ
メチルチアゾリル－２）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミド）（ＭＴＴ；１ｍ
ｇ／ｍＬ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）２００μＬを培養ウ
ェルに添加した。細胞を４時間インキュベートし、代謝還元生成物であるＭＴＴホルマザ
ンを既知量のジメチルスルホキシドに溶解した。マイクロプレートリーダ（ｍｏｄｅｌ　
Ｅｌｘ８００；Ｂｉｏ－Ｔｅｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．；Ｗｉｎｏｏｓｋｉ
，ＶＴ）を用いて、代謝的に低下したＭＴＴの色強度を５４０ｎｍで測定することにより
、細胞数を間接的に測定した。これらの培養物からの吸光度（ＯＤ）データを図６に示す
。
【００５１】
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【表２】

【００５２】
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　これらのデータは、ＫＢＡＰ製剤が培養で骨芽細胞の増殖を助けるので、ＫＢＡＰ製剤
が骨伝導物質として作用できることを示す。
【００５３】
　ＫＢＡＰが走化性メカニズム（即ち骨伝導）を介して骨原性細胞を動員する能力は、多
孔性の細胞膜インサートを使用して評価した。この技術は、走化性物質の濃度勾配に応答
して多孔質メンブレンを通過する細胞の遊走の程度を決定する。これらの実験では、ＫＢ
ＡＰを３７℃の無血清培地に入れ、浸漬後１、３、６および２４時間などの様々な時点で
上清を採取した。このＫＢＡＰ「抽出物」を培養ウェルに置き、インサートをその上に置
いた（図示せず）。上部チャンバー中にウシ骨芽細胞を約２×１０4細胞／ウェルで播種
して、３７℃、５％ＣＯ2および９５％相対湿度でインキュベーションした。
【００５４】
　無血清培地のみの存在下で培養された細胞を、対照として使用した。６時間および２０
時間インキュベーションした後、メンブレンをグルタルアルデヒドで固定し、アルコール
勾配を用いて脱水した。細胞の形態的特徴を、環境制御型走査電子顕微鏡（ＳＥＭ；ｍｏ
ｄｅｌ　Ｎ－２６００　Ｈｉｔａｃｈｉ，Ｊａｐａｎ）を用いて検討した。
【００５５】
　骨芽細胞の遊走に対するＫＢＡＰ抽出物の影響は、図７に示す顕微鏡写真において明白
である。これらのデータは、ＫＢＡＰが骨芽細胞の遊走に影響し得る可溶性分子を有する
ことを示唆する。ＫＢＡＰ抽出物を含まない培地では、メンブレンの上部（「表」）表面
上に数個の細胞が現れ、下部（「裏」）表面上には細胞は現れなかった。６および２４時
間のＫＢＡＰ抽出に使用した培地では、上部表面上により多くの細胞が現れ、２４時間抽
出の方が若干効果的であった。更に重要なのは、２０時間培養した後にＫＢＡＰ抽出物の
存在下で細胞がポアを通過してメンブレンの下部表面へ移動したことである。これらのデ
ータは、ＫＢＡＰの可溶性画分の走化性能およびケラチンバイオマテリアルの潜在的な骨
誘導性を示す。
【００５６】
　４．結論
　本発明者らは、ケラチンバイオセラミック抗生物質パテまたはＫＢＡＰと称される骨移
植片代替物製剤における適格性について、３つの型のケラチンバイオマテリアルを評価し
た。タンパク質が所望の粘弾特性を有するように、ヒト毛髪繊維からケラチンを抽出する
ための低加水分解法が開発された。本発明者らは、高分子量ケラチンが得られる場合、該
高分子量ケラチンは細胞浸潤および増殖に対して伝導性である繊維性微小構築物へと自己
集合できることを発見した。
【００５７】
　本発明者らは、この自己集合したヒドロゲルの物理的特性を架橋するストラテジーによ
って更に改善した。本発明者らは、このケラチンに基づくヒドロゲルから、抗生物質を放
出することができる薬物送達システムを含む適応性のあるＫＢＡＰのプロトタイプ製剤を
開発した。
【００５８】
　ＫＢＡＰのプロトタイプ製剤は、黄色ブドウ球菌を使用するインビトロモデルでの抗生
物質の放出について試験され、この細菌種を効果的に殺菌することが示された。本発明者
らは、インビトロでの放出動態を決定することにより、抗生物質の放出を更に特徴づけた
。複数の異なるＫＢＡＰ製剤の生体適合性は、ウシ骨芽細胞を用いるインビトロで実証さ
れ、ヒト毛髪ケラチンの骨誘導性は、細胞遊走アッセイを使用して明らかにされた。これ
らのデータは、ケラチンバイオマテリアルから抗生物質を放出する適応性のある骨移植片
代替物の製剤化が実現可能であることを示す。
【００５９】
　前述の記載は、本発明を例示するものであり、本発明を限定するものと解釈すべきでは
ない。本発明は、特許請求の範囲に記載の請求項、および特許請求の範囲に包含される請
求項の均等物によって定義される。
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【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】ケラチンバイオマテリアルスキャフォールド（ａ）は、自己集合メカニズムによ
って自然に形成された。線維性構造、高い間隙率および天然ＥＣＭに類似の均質性に注目
のこと（ｂ；膀胱粘膜下層ＥＣＭを示す）。これは、「相互に連結した（ｉｎｔｅｒｃｏ
ｎｎｅｃｔｅｄ）」ポアを有すると主張される合成スキャフォールド（ｃ）に対して著し
く対照的である。これらのタイプの合成スキャフォールドは、最良の場合でも接種が困難
であり、組織浸潤するためにはマトリックスを分解しなければならない。その結果、治癒
は遅れ、不完全なものとなる。
【図２】α－ケラトース（下の曲線）およびα－ＳＣＭＫ（上の曲線）の粘度曲線。高間
隙率とするために、サンプルは、ＲＬ溶液にて５重量パーセント以下で調製した。生体適
合性を付与し、骨芽細胞の内部増殖（ｉｎ　ｇｒｏｗｔｈ）のための場所を確保するため
には、低固形分含量のヒドロゲルが望ましい。
【図３】ケラトース製剤（表１に規定の通り）のＳＥＭ顕微鏡写真。ヒドロゲルの基礎を
なす微細構造を研究するために、凍結乾燥された溶液からサンプルを作製した。最も線維
質の微細構造を呈するゲルは、見かけの粘度についても最大の増加を示した。
【図４】抗生物質含有ケラチンバイオマテリアルの殺菌曲線。これらのデータは、黄色ブ
ドウ球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）に対するケラチンバイオマテリアルＤＤＳの有効性を示す
。セファゾリンの各濃度で該細菌の効果的な阻止が認められた。
【図５】セファゾリンを含有するＫＢＡＰ製剤の放出動態を、改変型フランツ拡散セル中
で測定した（ａ）。抗生物質は、ケラチンヒドロゲルに単に添加され、カプセル封入も化
学的コンジュゲートも行われなかった。その結果、放出動態は最初の２４時間で急速な放
出を示し、はるかに低い放出がその後３日間続いた。カプセル封入およびコンジュゲーシ
ョンの方法は、２週間後までＭＩＣを与えるように現在開発中である。
【図６】対照条件（培地のみ）と比較した６種の異なるＫＢＡＰ製剤の存在下におけるウ
シ骨芽細胞の増殖。光学密度値（Ｙ軸）は生細胞の総数に比例する。これらのデータは、
ＫＢＡＰ製剤番号３、４、５、８および９が骨芽細胞に適合することを示唆する（ｐ＞０
．０５、ｎ＝５）。製剤番号６および７は、ほぼ有意であり、ｐ値はそれぞれ０．０３０
と０．０４１であった（ｎ＝５）。
【図７】骨芽細胞遊走に対するＫＢＡＰ抽出物の効果を示す顕微鏡写真である。
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