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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　孔を含む微生物セルロース材料を含む医学的デバイスの製造方法であって、
当該微生物セルロース材料は、医学的治療が必要な被験体の治療部位に適用されるように
構成されている医学的デバイスにおける使用のために構成されており、
以下の工程
（ｉ）当該材料の発酵中に、５０～５００μｍの範囲の直径の孔が当該材料中に生成され
るように、液体培養の空気液体界面の下および／または上から先細りのピンまたは突起を
提供する工程
を含む、前記方法。
【請求項２】
　（ｉｉ）当該材料の発酵後に、極微針アレイを用いて、５０～５００μｍの範囲の孔直
径で当該材料中に孔を生成させる工程
をさらに含む、請求項１の方法。
【請求項３】
　微生物セルロース材料がシート型である、請求項１または２の方法。
【請求項４】
　孔直径が１００～４００μｍである、請求項１または２の方法。
【請求項５】
　孔直径が１５０～２５０μｍである、請求項１または２の方法。
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【請求項６】
　孔が部分的に片側でシートに穿通しているか、または完全にシートを突き抜けている、
請求項３の方法。
【請求項７】
　シートの厚さが０．１ｍｍ～１０ｍｍである、請求項３の方法。
【請求項８】
　シートの表面上の孔密度が９～８１孔／ｃｍ２である、請求項３の方法。
【請求項９】
　シートの引っ張り強さが５ニュートン～５００ニュートンである、請求項３の方法。
【請求項１０】
　シートの縫合耐性が０．５ニュートン～５０ニュートンである、請求項３の方法。
【請求項１１】
　医学的治療が、組織増大、組織操作マトリックスの移植、ヘルニア修復、骨盤底再構築
、膀胱頸部懸垂、鼠径ヘルニアパッチ、回旋筋腱板補強、または移植可能細胞および他の
生物活性剤の送達である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　移植前に該材料上に少なくとも１つの細胞が植え付けられる、そして当該少なくとも１
つの細胞が植え付けられた医学的デバイスは組織修復が必要な被験体の組織修復が必要な
部位に投与される、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　孔を含む微生物セルロース材料の製造方法であって、当該微生物セルロース材料は、医
学的治療が必要な被験体の治療部位に適用されるように構成されている医学的デバイスに
おける使用のために構成されており、
以下の工程
（ｉ）当該材料の発酵中に、５０～５００μｍの範囲の直径の孔が当該材料中に生成され
るように、液体培養の空気液体界面の下および／または上から先細りのピンまたは突起を
提供する工程
を含む、前記方法。
【請求項１４】
（ｉｉ）当該材料の発酵後に、極微針アレイを用いて、５０～５００μｍの範囲の孔直径
で当該材料中に孔を生成させる工程
をさらに含む、請求項１３の方法。
【請求項１５】
　（ｉｉｉ）当該材料中の発熱物質および生存微生物を破壊する工程
をさらに含む、請求項１３または１４の方法。
【請求項１６】
　以下の工程の１つ以上をさらに含む、請求項１３～１５のいずれか一項に記載の方法：
（ｉｖ）当該材料を酸化する工程、
（ｖ）当該材料を圧縮する工程、
（ｖｉ）当該材料を脱水する工程、および
（ｖｉｉ）当該材料を滅菌する工程。
【請求項１７】
　工程（ｉ）において、ピン間または突起間の距離が３ｍｍ未満である、請求項１３～１
６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　工程（ｉｉ）において、針が２００μｍ～１０ｍｍの長さである、請求項１４～１７の
いずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　[0001]本発明は、多糖材料に、そしてより詳細には、内科的および外科的適用のため、
多孔性を有し、そして移植中の細胞浸潤に適したものにする望ましいサイズおよび他の望
ましい特性の孔を含有する、微生物由来セルロースに関する。本発明はまた、損傷を受け
た組織を再生し、そして外科処置を増大するための組織操作マトリックス、ヒト組織代替
物、および補強骨格としての、多孔性微生物由来セルロースの使用にも関する。本発明は
、細胞浸潤を許すことを可能にしつつ、微生物セルロースの物理的特性を保持する、多孔
性微生物セルロースを生成する、発酵中および発酵後の多様な方法を概略する。
【背景技術】
【０００２】
　[0002]初期には、医学産業における微生物由来セルロースの使用は、液体装填パッド（
米国特許第４，５８８，４００号）、創傷包帯（米国特許第５，８４６，２１３号）、お
よび他の局所適用（米国特許第４，９１２，０４９号）に限定されていた。しかし、移植
可能医学デバイスとしての微生物セルロースの使用もまた研究されてきており、そしてよ
く記録されている。
【０００３】
　[0003]Ｏｓｔｅｒら（米国特許第６，５９９，５１８号）は、移植前に溶媒脱水されて
いる微生物セルロースの使用を記載した。Ｍｅｌｌｏら（Ｍｅｌｌｏ，　Ｌ．　Ｒ．ら，
　Ｄｕｒａｐｌａｓｔｙ　ｗｉｔｈ　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ：
　Ａｎ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｓｔｕｄｙ，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏ
ｓｕｒｇｅｒｙ，　Ｖ．　８６，　１４３－１５０（１９９７））は、米国特許第４，９
１２，０４９号に、実験動物研究における硬膜形成術材料として記載されるものと類似の
微生物セルロースの使用を公表した。彼らの結果によって、乾燥型の微生物由来セルロー
スが硬膜代替物として適切であることが示された。Ｄａｍｉｅｎら（米国特許第７，３７
４，７７５号）もまた、人工的硬膜移植物としての微生物セルロース・シートの使用を記
載した。
【０００４】
　[0004]増殖中の培養内に下方に突き出た円筒形の棒を導入することによって産生される
大きな孔を持つ微生物セルロース創傷包帯が、Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊｏｈｎｓｏｎ（米
国特許第４，５８８，４００号、実施例９）に論じられた。滲出性創傷上で用いた場合、
これらの孔を用いて、包帯を通じた液体移動が可能になる。しかし、これらの孔は、包帯
の全表面を覆わず、そして細胞および組織内殖に最適なサイズではなかった。
【０００５】
　[0005]最近、Ｆａｌｃａｏら（Ｆａｌｃａｏ，　Ｓ．　Ｃ．ら，　Ｂｉｏｍｅｃｈａｎ
ｉｃａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（Ｚ
ｏｏｇｌｏｅａ　ｓｐ．）　ａｎｄ　ｅｘｐａｎｄｅｄ　ｐｏｌｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒ
ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ　ａｓ　ｉｍｐｌａｎｔｓ　ｉｎ　ｒｅｐａｉｒ
　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ｗａｌｌ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｒ
ａｔｓ，　Ａｃｔａ　Ｃｉｒｕｒｇｉｃａ　Ｂｒａｓｉｌｅｉｒａ，　Ｖ．　２３，　１
８４－１９１（２００８））は、ラットモデルにおける腹壁欠陥の修復における、微生物
ズーグレア属（Ｚｏｏｇｌｏｅａ）種によって産生された微生物セルロース・シートの使
用を評価した。この研究において、微生物セルロース移植物および腹壁間の界面に、腹壁
由来の組織の浸潤は観察されなかった。Ｆａｌｃａｏらは、構造内への宿主組織の浸潤を
可能にするには、該微生物セルロースのミクロ多孔性が十分でなかったことを報告した。
これによって、移植された際のセルロース内への細胞要素および宿主組織の浸潤を可能に
するには、よりマクロ多孔性である構造を持つ微生物セルロースが必要であることが示唆
される。
【０００６】
　[0006]Ｓｖｅｎｓｓｏｎら（Ｓｖｅｎｓｓｏｎ，　Ａ．ら，　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃ
ｅｌｌｕｌｏｓｅ　ａｓ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄ　ｆｏｒ　ｔｉｓｓｕ
ｅ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ，　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ
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，　Ｖ．　２６，　４１９－４３１（２００５））は、軟骨の組織操作のための潜在能力
を持つものとして、微生物セルロースに関して報告し、そして支持細胞内殖に必要な多孔
性を有する骨格材料を有することが望ましいことに注目した。さらに、Ｂａｃｋｄａｈｌ
ら（Ｂａｃｋｄａｈｌ，　Ｈ．ら，　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｐｏｒｏｓｉ
ｔｙ　ｉｎ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ．　Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔ
ｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　Ｖ．　２，　３２０－３３０（２００８））は、パラフィ
ンろうおよび多様なサイズのデンプン粒子を、アセトバクター・キシリナム（Ａｃｅｔｏ
ｂａｃｔｅｒ　ｘｙｌｉｎｕｍ）の増殖中の培養に添加することによって、微生物セルロ
ースの薄いフィルム（５μｍ）のミクロ多孔性を操作する方法を論じた。融解パラフィン
（ｆｕｓｅｄ　ｐａｒａｆｆｉｎ）を用いた場合のみ、微生物セルロース試料の厚さを貫
通した孔が観察された。
【０００７】
　[0007]本発明の前には、組織取り込みに必要な細胞浸潤を可能にしうる孔サイズを持つ
多様な厚さの微生物由来セルロースを含む移植可能材料を生成可能な、許容されうるプロ
セスはなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第４，５８８，４００号
【特許文献２】米国特許第５，８４６，２１３号
【特許文献３】米国特許第４，９１２，０４９号
【特許文献４】米国特許第６，５９９，５１８号
【特許文献５】米国特許第７，３７４，７７５号
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｍｅｌｌｏ，　Ｌ．　Ｒ．ら，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｓ
ｕｒｇｅｒｙ，　Ｖ．　８６，　１４３－１５０（１９９７）
【非特許文献２】Ｆａｌｃａｏ，　Ｓ．　Ｃ．ら，　Ａｃｔａ　Ｃｉｒｕｒｇｉｃａ　Ｂ
ｒａｓｉｌｅｉｒａ，　Ｖ．　２３，　１８４－１９１（２００８）
【非特許文献３】Ｓｖｅｎｓｓｏｎ，　Ａ．ら，　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，　Ｖ．　
２６，　４１９－４３１（２００５）
【非特許文献４】Ｂａｃｋｄａｈｌ，　Ｈ．ら，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｉｓｓｕｅ
　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　
Ｖ．　２，　３２０－３３０（２００８）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　[0008]本発明の目的は、多孔性微生物由来移植可能セルロースであって、材料が、望ま
しい強度特性を維持しつつ、細胞が材料に浸潤することを可能にしうる、前記セルロース
を提供することである。本発明の別の目的は、多孔性微生物由来移植可能セルロースであ
って、材料がｉｎ　ｖｉｖｏ移植可能であり、そして望ましい機械特性、例えば引っ張り
強さ（ｔｅｎｓｉｌｅ　ｓｔｒｅｎｇｔｈ）、伸長および縫合可能性（ｓｕｔｕｒｅａｂ
ｉｌｉｔｙ）を有する、前記セルロースを提供することである。最後に、これらの多孔性
材料を産生するための方法もまた記載され、そしてこれらの多孔性材料のための潜在的な
使用が概略される。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　[0021]１つの態様において、本発明は、顕微鏡によって決定した際の孔直径が約５０～
５００ミクロンの範囲である、孔を含む微生物セルロース材料に関する。
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　[0022]別の態様において、本発明は、医学的治療が必要な被験体の治療部位に前述の微
生物セルロース材料を適用する工程を含む、医学的治療に関する。
【００１２】
　[0023]さらに別の態様において、本発明は、組織修復が必要な被験体の組織修復が必要
な部位に、前述の微生物セルロース材料および移植前に該材料上に植え付けられた少なく
とも１つの細胞を投与する工程を含む、組織修復のための方法に関する。
【００１３】
　[0024]本発明の材料は、多孔性微生物由来セルロース、特に、栄養培地中で増殖し、そ
して制御された条件下でインキュベーションされた、アセトバクター・キシリナムの静置
培養から産生されたセルロースを含む。液体培養の空気液体界面の下および／または上か
ら出た先細りのピンまたは突起を有することによって、多孔性セルロース・フィルムまた
はペリクルが発酵中に産生されうる。こうしたピンまたは棒の先細りは、空気液体界面領
域が、液体培地中に沈んだ領域よりも大きいようなものである。これによって、新たに形
成されたフィルムまたはペリクルは、セルロース合成中に下に推進されることが可能にな
り、そして新規フィルムがその上に成長することが可能になる。ピンまたは棒は、多様な
立体配置に配置可能であり、そしてピン間の距離は、望ましい値に調整可能である。３ｍ
ｍ未満の示唆される距離が用いられてきている。望ましい厚さおよび単位面積あたりのセ
ルロース密度に応じて、ペリクルは、３日～１ヶ月の間のどれかの期間、インキュベーシ
ョンが許される。発酵サイクルが完了した後、ペリクルを採取し、そしてピンおよび棒を
除去する。次いで、ペリクルを水酸化ナトリウムで化学的に処理して、発熱物質および生
存微生物を破壊する。ペリクルを過酸化水素で漂白して、セルロースをホワイトニングす
る。各ペリクルを圧縮した後、材料をさらにプロセシングして分解可能にしてもよく、プ
ロセシングには、四酸化二窒素および過ヨウ素酸ナトリウムを含む多様な酸化剤での材料
の化学的酸化が含まれる。次いで、プロセシングされた多孔シートを適宜、脱水して、望
ましい物理特性を生じる。メタノール、エタノール、プロパノール、イソプロパノール、
アセトンおよびその混合物からなる群より選択される水混和性有機溶媒でセルロースをプ
ロセシングする工程を含む、多様な手段によって、セルロースを脱水してもよい。二酸化
炭素を用いた超臨界乾燥の使用もまた、材料を脱水するのに使用可能である。最後に、多
孔性微生物材料を、使用前にカットし、パッケージングし、そしてガンマ滅菌する。
【００１４】
　[0025]本発明の別の側面において、微生物由来セルロースから多孔性セルロースを産生
するための第二の方法は、発酵後に達成可能である。第二の方法は、制御された条件下、
栄養培地中でセルロース産生微生物を増殖させる同じ工程を含むが、バイオリアクター中
に突き出たピンの使用を伴わない。その代わり、発酵後に産生された非多孔性フィルムを
採取し、そして化学的に処理して材料を清浄化し、そして存在するいかなる生物も除去す
る工程も含めて、上記と同様にプロセシングする。多様な酸化剤、例えば先行出願第６１
／０６４，５３７号に開示されるものを用いて、材料を生体吸収性にするため、前記フィ
ルムの酸化を含む続く工程もまた提供してもよい。次いで、穿孔または穴を生成する前に
、清浄化された非多孔性微生物セルロース・フィルムを異なるレベルまで脱水する。イン
サーキットテスタ（ｂｅｄ　ｏｆ　ｎａｉｌｓ）または互いに既知の距離で突き出すピン
を伴うローラーと類似の極微針アレイを用いて、穴を生成してもよい。穿孔する微生物セ
ルロース・シートの厚さに応じて、そして穴がまっすぐシートを穿通する必要があるのか
、または単に部分的に貫通して、片側上のみの孔を持つ、両面材料を生成するのかに応じ
て、ピンは、長さ２００ミクロン～１０ｍｍまで多様であってもよい。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】[0009]図１は、多様な多孔性および非多孔性微生物セルロース試料を通じた、ろ
過脱イオン水の流速を示す。
【図２】[0010]図２は、多様なセルロース密度の多孔性微生物由来セルロース対非多孔性
材料の引っ張り強さを示す。
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【図３】[0011]図３は、多様なセルロース密度の微生物由来セルロース対非多孔性材料の
縫合引き抜き強さ（ｓｕｔｕｒｅ　ｐｕｌｌ－ｏｕｔ　ｓｔｒｅｎｇｔｈ）を示す。
【図４】[0012]図４は、制御された湿度チャンバー中での乾燥前または後のいずれかで、
片側または両側に極微針アレイで穿孔処理された試料の引っ張り強さを示す。
【図５】[0013]図５は、制御された湿度チャンバー中での乾燥前または後のいずれかで、
片側または両側に極微針アレイで穿孔処理された試料の縫合引き抜き強さを示す。
【図６】[0014]図６は、Ｊ＆Ｊ特許、実施例９におけるものと類似の材料の引っ張り強さ
および縫合引き抜き強さを示す。
【図７】[0015]図７は、微生物セルロース試料中の孔の顕微鏡写真を示す。
【図８】[0016]図８は、微生物セルロース試料中の孔の顕微鏡写真を示す。
【図９】[0017]図９は、染色前の、細胞浸潤研究３週間後の孔の上から見た図を示す。
【図１０】[0018]図１０は、染色後の、細胞浸潤研究３週間後の孔の上から見た図を示す
。
【図１１】[0019]図１１は、孔に浸潤した細胞を含む、孔の横断面の顕微鏡写真を示す。
【図１２】[0020]図１２は、孔に浸潤した細胞を含む、孔の横断面の顕微鏡写真を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　[0026]別に明記しない限り、「ａ」または「ａｎ」は、１以上を意味する。
　[0027]好ましくは、微生物セルロース材料はシート型である。好ましくは、シートの厚
さは約０．１ｍｍ～約１０ｍｍである。
【００１７】
　[0028]好ましくは、孔直径は約１００～４００ミクロンであり、さらにより好ましくは
約１５０～２５０ミクロンである。好ましくは、孔は片側でシートに部分的に穿通してい
るか、または完全にシートを突き抜けている。好ましくは、シートの表面上の孔密度は約
９～約８１孔／ｃｍ２である。
【００１８】
　[0029]好ましくは、微生物セルロース材料は、約５ニュートン～約５００ニュートンの
シートの引っ張り強さを有する。
　[0030]好ましくは、微生物セルロース材料は、約０．５ニュートン～約５０ニュートン
のシートの縫合耐性を有する。
【００１９】
　[0031]本発明の多孔性微生物由来セルロースは、細菌、好ましくは細菌アセトバクター
・キシリナム（野生型）によって合成され、そして該細菌は、接種フラスコから回収され
、そして最適化された培地の、続くフラスコおよびカーボイ中での直線増殖のための連続
接種およびインキュベーションを通じて増殖して、望ましい体積の微生物由来セルロース
を生じる。培地は、スクロース、硫酸アンモニウム、リン酸ナトリウム、硫酸マグネシウ
ム、クエン酸、酢酸および微量元素などの栄養素で構成され、約４．０～４．４のｐＨを
有する増殖培地を生じる。Ａ．キシリナムの増殖培養から、滅菌培地に接種し、そしてバ
イオリアクター・トレー内を適切な体積で満たして、異なるセルロース繊維密度を持つ微
生物セルロースの多様なシートを産生して、次に、多様な引っ張り強さおよび縫合強さを
持つシート状材料を産生する。
【００２０】
　[0032]次いで、バイオリアクター・トレーに、液体界面の上および下の両方から突き出
たピンを取り付けた後、密封し、そして微生物由来セルロースのペリクルの成長が完了す
るまで、３０℃±２℃で制御された環境中でインキュベーションする。バイオリアクター
・トレーからペリクルを取り出し、そして化学的に処理して細菌副産物および残渣培地を
取り除く。腐食性溶液、好ましくは、約０．１Ｍ～４Ｍの好ましい濃度の水酸化ナトリウ
ムを用いて、ペリクルから、生存生物および細菌によって産生される発熱物質（内毒素）
を除去する。次いで、処理したペリクルをろ過水でリンスして、微生物汚染（バイオバー
デン）を減少させる。
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【００２１】
　[0033]酸化剤、例えば四酸化二窒素および過ヨウ素酸ナトリウムで材料を化学的に酸化
する工程を含む、多様な手段を用いることによって、清浄化した微生物セルロース・シー
トをさらにプロセシングして、シートを生体吸収性にしてもよい。移植中、材料吸収の望
ましい速度に応じて、酸化レベルを調整してもよく、そして酸化レベルは５％～１００％
酸化の範囲であってもよい。酸化プロセス後、酸化フィルムをリンスして、過剰な酸化剤
を取り除き、そしてメタノールなどの多様な溶媒中に浸して、続く脱水プロセスのために
準備してもよい。
【００２２】
　[0034]制御された環境において、ペリクルを望ましい厚さに圧縮してもよい。微生物由
来セルロースの最終の望ましい密度を達成するのは、圧縮されたフィルムの厚さである。
元来の充填体積ならびに圧縮工程は、セルロースの強度、完全性、および機能に影響を及
ぼす望ましい密度を獲得するために、本発明に不可欠である。先に言及するように、溶媒
および超臨界液体を用いる工程を含む、多様な乾燥法を用いて、本発明をさらに脱水して
もよい。望ましいレベルの脱水に応じて、溶媒で処理したフィルムを有機溶媒の１以上の
適用に曝露し、そして続いて、制御された環境中で望ましい厚さに圧縮してもよい。制御
された条件下で溶媒を除去する。また、微生物セルロース材料を二酸化炭素などの超臨界
液体中に浸し、そして次いで、圧を解除することによって脱水してもよい。超臨界乾燥は
、乾燥および溶媒除去中の、繊維間の表面張力を減少させることによって、保持された開
放構造を持つ材料を生成し、そしてセルロース繊維の結晶化を最小限にする。
【００２３】
　[0035]制御された環境において、フィルムを多様な形状およびサイズにカットしてもよ
い。極微針アレイを用いたさらなる工程を行って、１００～５００ミクロン直径の孔を導
入してもよい。単位面積あたりの穴の密度ならびに各孔の互いからの距離を、所望の最終
物理的特性および意図される適用に応じて、制御してもよい。
【００２４】
　[0036]各単位を防水二重パウチ系中にパッケージングして、そして最大３５ｋＧｙの線
量レベルでガンマ照射に曝露することによって滅菌することも可能であるが、好ましくは
より低い用量を用いるであろう。ＩＳＯ　１１１３７　Ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃａｒｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ－Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ　ｆｏｒ　
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｕｔｉｎｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ－Ｒａｄｉａｔｉｏｎ
　Ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎに記載されるように、非滅菌材料のバイオバーデン・レベ
ルによって、ガンマ線量を決定する。
【００２５】
　[0037]本発明の微生物由来セルロースを外科処置で用いることが可能であるためには、
材料が安全で、そして意図される目的に関して有効であり、そして十分な生体適合性を達
成する必要がある。一般外科および形成外科のための移植可能医学的デバイスの産生のた
めには、本発明が発熱物質除去プロセスおよび滅菌プロセスに耐えることが可能である必
要がある。しばしば、生物医学ポリマーは、金属、セラミックおよび合成物質などの他の
材料よりも低い熱安定性および化学的安定性を有する；したがって、これらは、慣用的な
方法を用いて滅菌するのがより困難である。移植可能医学的デバイスとして用いるいかな
る材料に関しても、内毒素（非発熱性）、微生物、および治癒プロセスに干渉し、そして
レシピエントに損害を引き起こす他のありうる汚染物質を含んではならない。
【００２６】
　[0038]本発明は、細菌、または発熱物質に曝露された材料からの交差汚染によって存在
しうる内毒素を破壊することが知られる、加熱腐食性溶液（０．１Ｍ～４Ｍ水酸化ナトリ
ウム）を用いることによって、発熱物質除去を経る。次いで、バイオバーデン・レベル（
非滅菌材料上に典型的に存在する微生物の量）に基づく、あらかじめ決定された滅菌性保
証レベルによって微生物汚染を破壊するのに十分な線量で材料をガンマ照射する。試料に
約３５ｋＧｙの線量でガンマ照射する。材料を上昇した温度の強アルカリ水酸化ナトリウ
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ム溶液で発熱物質除去することが可能であり、そして機械特性にいかなる有意な影響も及
ぼすことなく、ガンマ滅菌に耐えうると結論づけられうる。
【００２７】
　[0039]本発明の微生物由来セルロースを組織増大に用いてもよく、これは一般外科およ
び形成外科適用のための本微生物由来セルロース材料の移植を伴う。一般外科および形成
外科使用の例には、限定されるわけではないが、一般軟組織増大、骨盤底再構築、膀胱頸
部懸垂、ヘルニア修復、鼠径ヘルニアパッチ、および回旋筋腱板補強が含まれる。
【００２８】
　[0040]本発明の多孔性セルロース材料の別の使用は、細胞植え付けのための組織操作マ
トリックスとしての適用を伴う。縫合保持は、手術、治癒および機能中に、移植可能医学
的物品が、位置を固定し、そして維持するのに非常に重要である。外科医は、移植可能材
料が、針挿入中に裂けることなく縫合を受容するだけでなく、移植物の縫合端から裂ける
ことなく、縫合を保持する能力に頼らなくてはならない。
【００２９】
　[0041]移植を意図される医学的デバイスは、意図される使用に適していると見なされる
ために、米国食品医薬品局（ＦＤＡ）規制または国際標準化機構（ＩＳＯ）要件のいずれ
かに適合するため、多様な基準を満たさなければならない。細胞傷害性研究は、移植物デ
バイスが安全であり／ヒト組織と生体適合性であることを立証するのに適していると見な
される。国際標準化機構１０９９３：　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　
ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，　Ｐａｒｔ　５：　Ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　Ｃｙ
ｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ：　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓに
基づく、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ生体適合性研究を、本発明に対して行って、細胞傷害性に関す
る潜在能力を決定した。
【００３０】
　[0042]微生物由来セルロースの機械的特性は、引っ張り強さ、％伸長および縫合保持に
関する。材料は多方向性と見なされ、したがって、カットの方向に関しては考慮しなかっ
た。
【００３１】
　[0043]以下の実施例は、本発明を例示するために提供される。しかし、本発明は、これ
らの実施例に記載する特定の条件または詳細に限定されないことを理解しなければならな
い。明細書全体で、この特許出願に、あらゆる参考文献が明確に援用される。
【実施例】
【００３２】
　実施例１－移植可能微生物由来セルロースの製造
　[0044]本実施例は、バイオバーデン（微生物汚染）を最小限にするため、制御された環
境内でＡ．キシリナムによって産生される、多孔性微生物由来セルロース・フィルムの調
製に関する。増殖容器から、滅菌培地にＡ．キシリナムを接種し、空気液体界面の上およ
び下から出た突起を取り付け可能なバイオリアクター・トレー内に充填した。突き出すピ
ンのサイズは、望ましい孔に応じて多様であり、そして２００ミクロン～１０ｍｍの範囲
であってもよい。望ましいペリクルの厚さおよび最終的なセルロース密度に応じて、充填
体積は、１８０～５５０ｇの範囲であり、そして１０～３５日間インキュベーションした
。トレイからペリクルを抽出し、そして次いで、約９０℃～９５℃に加熱された８％水酸
化ナトリウムのタンク中で、約１時間、化学的プロセシング（発熱物質除去）を経た。次
いで、ｐＨが１０．０未満になるまで、ペリクルをろ過水で連続してリンスした。材料を
０．２５％過酸化水素で、４４℃～４５℃で約３０分間処理し、このとき、フィルムが適
切に漂白されるのが観察された。次いで、過酸化水素レベルが１０００ｐｐｍ未満になる
まで、フィルムをろ過水でリンスした。空気圧プレス内で、フィルムを圧縮して、およそ
２ｍｍの厚さ、約９５％の水分含有量、および５％に近い微生物由来セルロース含量を有
するペリクルを生じた。
【００３３】
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　[0045]プレスされたフィルムをいくつかの溶媒槽中に浸して、水含量を減少させ、そし
て溶媒濃度を９５％より高く増加させた。制御された湿度チャンバー中で、フィルムのセ
ルロース含量を９０％より高く増加させるための脱水の前に、フィルムを再び空気圧プレ
ス内で圧縮した。オーブンからフィルムを取り出し、そして多様なサイズおよび形状にカ
ットした。過剰な材料を残渣水分に関してアッセイし、そして極微針アレイを用いてさら
なる孔を生成する前に、必要であれば材料を部分的に再水和した。各単位を「内部」パウ
チに入れ、密封し、次いで「外部」パウチ内に入れ、そして密封した。次いで、３５ｋＧ
ｙの範囲の線量のガンマ線照射を通じて、パウチを滅菌した。本発明にしたがって作製し
た滅菌試料を、引っ張り強さ、伸長、および縫合保持（引き抜き）を含む、多様な試験に
用いた。
【００３４】
　実施例２－透過性試験
　[0046]３０ｇ、１１０ｇ、１８０ｇ、および５３０ｇの充填体積の試料を実施例１にし
たがって調製した。試料を非多孔性で放置するか、または試料の片側（片面）または両側
（両面）で極微針アレイを用いて、１００～３００μｍ直径孔を生成した。さらに、最終
圧縮後、試料を水和したままにするか、または制御された乾燥（ＣＤ）チャンバー中でさ
らに乾燥させた。
【００３５】
　[0047]１／８インチ直径の棒を２５０ｇ増殖培養内に導入して、７×７の１／８インチ
直径孔の正方形パターンを生じるＪｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊｏｈｎｓｏｎ特許（米国特許第
４，７８８，１４６号）の実施例９のものと同様に、さらなる試料を調製した。
【００３６】
　[0048]標本を真空フィルターホルダー中に入れ、そして２１．３Ｈｇの最大真空を持つ
真空ポンプを用いて、１００ｍＬのろ過脱イオン水を試料でろ過した。各試料で水をろ過
する時間を記録し、そしてｍＬ／分でろ過速度を計算した。試料が水をろ過しえない場合
、およそ２０分間でろ過を停止した。多様な材料を通じた、ろ過脱イオン水のろ過速度を
図１に示す。
【００３７】
　実施例３－多孔性および非多孔性微生物セルロースの機械的特性の比較
　[0049]１００～３００μｍ直径孔を持つ３つの試料セットの機械的特性を試験した。最
初の試料セットは、実施例１にしたがって調製した３０ｇ、１１０ｇ、および１８０ｇの
充填体積の試料からなった。最終脱水プレス後、試料は水和されたままであり、そして極
微針アレイを用いて孔を生成した。第二のセットは、実施例１にしたがって調製した５３
０ｇの充填体積の試料からなった。制御乾燥前、または最終再水和工程後の制御された湿
度チャンバー中での乾燥後のいずれかで、極微針アレイを用いて、片側（片面）または両
側（両面）上の孔を生成した。第三の試料セットは、Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊｏｈｎｓｏ
ｎ特許の実施例９にしたがって、実施例２におけるように調製した多孔性および非多孔性
試料を含有した。
【００３８】
　引っ張り強さ試験
　[0050]試験標本をより大きい片（４ｃｍ　×　５ｃｍ）から１ｃｍ　×　４ｃｍ試験片
にカットし、そして較正１００Ｎロードセルを備えたＵｎｉｔｅｄ　Ｔｅｎｓｉｌｅ　Ｔ
ｅｓｔｅｒ（モデルＳＳＴＭ－２ｋＮ）の空気圧クランプ内に載せた。標本のゲージ長は
２５ｍｍであった。標本が完全に脱落する（ｆａｉｌ）まで３００ｍｍ／分の速度で標本
を変位に供した。力－変位曲線から、最大力（Ｎ）として脱落を決定した。引っ張り強さ
試験結果を図２、４、および６に示す。
【００３９】
　縫合引き抜き強さ（ＳＰＯＳ）試験
　[0051]標本をより大きい片（４ｃｍ　×　５ｃｍ）から１ｃｍ　×　４ｃｍ試験片にカ
ットした。試験直前に、曲がった針を用いて、２－０ポリプロピレン縫合糸（Ｐｒｏｌｅ
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ｎｅ、Ｅｔｈｉｃｏｎ　Ｉｎｃ．）で、縫合引き抜き試験標本を調製した。単一の縫い目
を各側面からおよそ５ｍｍに、そして標本の底の端から４ｍｍに取り付けた。縫合糸をお
よそ１０ｃｍに切った。較正１００Ｎロードセルおよび６０ｍｍのゲージ長のＵｎｉｔｅ
ｄ　Ｔｅｎｓｉｌｅ　Ｔｅｓｔｅｒ（モデルＳＳＴＭ－２ｋＮ）上の空気圧クランプ内に
標本の上端を載せた。縫合の両端を空気圧クランプのより低いセット内に乗せた。標本が
完全に脱落するまで、標本を３００ｍｍ／分で変位に供した。ＳＰＯＳ結果を図３、５、
および６に示す。
【００４０】
　実施例４－顕微鏡検査
　[0052]５３０ｇの充填体積の試料を実施例１にしたがって作製した。最終乾燥工程後、
極微針アレイを用いて、１００～３００μｍ直径孔を作製し、そして試料を再水和しなか
った。
【００４１】
　[0053]Ｏｌｙｍｐｕｓ光学顕微鏡（モデルＢＸ４１ＴＦ）を用いて、試料の顕微鏡評価
を行った。１０×倍率で、多様な孔が可視であり、そして特定のプロセシングに応じて、
孔は直径１００～２５０ミクロンの範囲である。別個の孔各々の間の距離はおよそ３ｍｍ
であった。孔の顕微鏡写真を図７および８に示す。
【００４２】
　実施例５－細胞浸潤
　[0054]５３０ｇの充填体積の試料を実施例１にしたがって作製した。最終再水和工程後
、極微針アレイを用いて、およそ１００～３００μｍの直径を持つ孔を産生した。
【００４３】
　[0055]多孔性微生物セルロース・フィルムを細胞培地中におよそ１５～３０分間あらか
じめ浸した。次いで、試験物品を６ウェルプレート中にプレーティングし、そしてさらな
る細胞培地を必要に応じて添加した。次いで、ウェル各々に、既知の数の細胞を接種し、
そして続いて３７℃で、５％ＣＯ２チャンバー中でインキュベーションした。２～３日ご
とに各ウェル中の培地を交換し、そして異なる時点で、最長３週間、多孔性セルロース・
シートの試料を採取した。
【００４４】
　顕微鏡評価
　[0056]次いで、異なる時点で採取したセルロース物品を顕微鏡評価用に調製した。カッ
ト切片をガラススライド上に置き、そして細胞を同定するために染色した。染色した細胞
は、材料の最上部から孔内に移動していることが示された。細胞浸潤実験によって、軟骨
細胞（長さ約１０ミクロン）が、直径およそ１５０ミクロンと測定される孔チャネル内に
移動していることが立証され、孔が材料内への細胞浸潤を許すことが示された。細胞浸潤
試料の顕微鏡写真を図９、１０、１１、および１２に示す。
【００４５】
　[0057]前記は、特定の好ましい態様に言及するが、本発明はそのように限定されないこ
とが理解されるであろう。一般の当業者は、開示する態様に対して多様な修飾を行うこと
も可能であり、そしてこうした修飾が本発明の範囲内にあることが意図されることに気付
くであろう。
【００４６】
　[0058]本明細書に引用されるすべての刊行物、特許出願および特許は、その全体が本明
細書に援用される。
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