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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記（１）から（３）の工程からなるトロンビン固定化生体吸収性シート製剤の製造方
法。
（１）界面活性剤、トレハロース、ヒスチジン、グリセロール及びトロンビンを含有する
充填液を調製する工程
（２）前記（１）の充填液を生体吸収性シートに滴下又は前記（１）の充填液に生体吸収
性シートを浸漬する工程、及び
（３）前記（２）の生体吸収性シートを乾燥する工程
【請求項２】
　トロンビンが1000～2000単位/mL、トレハロースが30～40mg/mL、ヒスチジンが2.4～180
mM、界面活性剤が0.01～1%及びグリセロールが1～2％であることを特徴とする、請求項１
に記載の製造方法。
【請求項３】
　界面活性剤、トレハロース、ヒスチジン及びトロンビンを含有することを特徴とする、
トロンビン固定化生体吸収性シート製剤。
【請求項４】
　トロンビンが1000～2000単位/mL、トレハロースが30～40mg/mL、界面活性剤が0.01～1%
及びヒスチジンが2.4～180mMであることを特徴とする、請求項３に記載の製剤。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トロンビンを固定化した生体吸収性シート製剤の製造方法に関する。詳細に
は、有効成分としてトロンビン、添加剤として多価アルコール、界面活性剤、アミノ酸及
び少糖を含有する溶液に、生体吸収性のシート状支持体を浸漬し、乾燥させることによる
、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の製造方法、及び当該製造方法によって得られ
るトロンビン固定化生体吸収性シート製剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　トロンビンは、止血血栓の形成や創傷治癒などの生命の維持進展に不可欠な作用を有す
る血液凝固に関与する酵素である。トロンビンは、通常血中では不活性なプロトロンビン
として存在するが、例えば血小板や組織細胞の損傷を起因とする凝固系の活性化により、
可溶性形態のフィブリノゲンを止血及び創傷治癒に有用な不溶性のフィブリンに変換する
。本原理を利用した止血剤は、幅広い臨床の現場で応用されている。
【０００３】
　トロンビンは、古くから止血剤の有効成分として使用されているが、従来の液状型の止
血剤では噴出性・湧出性の出血部位に対する圧迫止血・圧迫閉鎖が不可能であるため、出
血を止めることはできない。
【０００４】
　このような噴出性・湧出性の出血に対する止血を目的として、トロンビン、フィブリノ
ゲン及び／又は血液凝固因子をコラーゲンスポンジ、アルギン酸、ポリグリコール酸から
なる不織布、ゼラチン又はハイドロゲルからなる他の生体吸収性支持体に固定化したシー
ト型止血剤の開発が試みられている（例えば、特許文献１，２，３，４，５，６，７参照
）。
【０００５】
　しかしながら、そのほとんどが肉厚であり、また乾燥状態で臓器閉鎖部位に適用する場
合には支持体自身の固さが影響するため柔軟性に欠き、創傷面に密着させることが難しく
、その為に十分な接着効果が得られないなどの問題があり実用化に至っていない。
【０００６】
　唯一、ウマ由来コラーゲンからなる支持体にフィブリノゲンとウシ由来トロンビンが固
定されたシート型フィブリン糊製剤（製品名：タココンブ／CSLベーリング社）が製品化
されているが（例えば、特許文献８参照）、シートの厚さ（約3mm）や動物由来成分を含
有するなど操作性や危険因子の排除において改善の余地がある。
【０００７】
　一方で、トロンビンの安定化剤に関する種々の報告がある。例えば、液剤に関しては、
有機カルボン酸塩（例えば、特許文献９参照）やグリセロール（例えば、特許文献１０、
１１及び１２参照）を含有させることにより、またバイアル内やアルミニウムパウチ包装
された乾燥製剤に関しては、糖、塩基性アミノ酸及び有機酸液剤（例えば、特許文献１３
参照）、ゼラチン、グリシン及び糖（例えば、特許文献１４参照）、脂肪族多塩基カルボ
ン酸及びアルブミン（例えば、特許文献１５参照）又はヒト血清アルブミン及びアミノ酸
（例えば、特許文献１６参照）を含有させることにより、トロンビンを安定的に維持させ
る方法が報告されている。しかし、シート型製剤においては、単にトロンビンを安定化さ
せるだけでは目的は達せられない。
【０００８】
　シート製剤を使用する際には、これを創傷部位に密着させるために丸めたり、折り曲げ
たりすることがあるので、このような力に対してシートの破損やトロンビン成分の脱落が
起こらないようにシートの柔軟性やトロンビン保持力を上げる必要がある。
【０００９】
　例えば、前述の糖、塩基性アミノ酸及び有機酸液剤を含有させたトロンビン製剤では、
これをシートに固定した場合は柔軟性が失われるためにシート型の製剤には適さない。ま
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た、トロンビン溶液に不織布を浸し単純に凍結乾燥した場合にはトロンビンが不織布に固
定化されない。斯かる課題を解決するためにキチン不織布を支持体とし、これをコンドロ
イチン硫酸、アルギン酸又はヒアルロン酸などの酸性高分子溶液、キトサンなどの塩基性
高分子溶液及びトロンビン溶液の三種溶液に交互に浸漬してトロンビンを固定化し、真空
あるいは送風乾燥させてシート状止血剤やシート状創傷治療剤として用いる技術が報告さ
れている（例えば、特許文献１７参照）。しかしながら、このような交互吸着させる方法
は、シートの柔軟性は確保できても、トロンビンの活性低下は免れず、また、製造過程に
おいても操作が煩雑であるなど、より効果的な製剤化方法の開発が望まれる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特公昭61-59737号公報
【特許文献２】特開平05-163157号公報
【特許文献３】特表2002-515300号公報
【特許文献４】米国特許第4453939号公報
【特許文献５】特表平9-510357号公報
【特許文献６】特表2000-510357号公報
【特許文献７】特表2001-513368号公報
【特許文献８】欧州特許第0059265号公報
【特許文献９】特開昭56-39782号公報
【特許文献１０】特開昭62-106028号公報
【特許文献１１】特公平7-64747号公報
【特許文献１２】特開昭63-192723号公報
【特許文献１３】特開平2-53732号公報
【特許文献１４】特開平7-165604号公報
【特許文献１５】特開2002-19383２号公報
【特許文献１６】特開2006-117678号公報
【特許文献１７】特開2006-306759号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　前述したように、トロンビンを有効成分として含有するシート型の製剤は既に開発され
ているものの、シート製剤の柔軟性、トロンビンの安定性や保持力、並びに煩雑な製造過
程及び未知の危険因子の排除においてなお改善の余地が残されている。
【００１２】
　したがって、本発明の目的は、上記の問題を解決し、利便性の高いトロンビン固定化生
体吸収性シート製剤の製造方法及び当該製造方法によって得られるトロンビン固定化生体
吸収性シート製剤を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、上記の目的を達成するために鋭意研究を重ねた結果、トロンビン溶液に
グリセロールを含有させることにより、凍結乾燥粉体の過剰形成を抑制できること及びシ
ート製剤としたときの柔軟性を維持できること、その結果として、乾燥後の粉体飛散によ
るトロンビン成分の脱落や不織布上での破損が回避できることを発見した。更に、ツイン
80を添加することによりトロンビンの不織布への浸透性が増大すること及びトレハロース
と少量のヒスチジンを添加することにより、これを乾燥製剤としたときにトロンビンの安
定性がそれぞれを単独で添加したときよりも格段に上昇することを見出し、本発明を完成
するに至った。したがって、本発明は、以下の通りである。
【００１４】
〔１〕下記（１）から（３）の工程からなる、生体吸収性シート製剤の製造方法。
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（１）有効成分を、柔軟化剤及び浸透化剤を含有する充填液に混合する工程、
（２）前記（１）の充填液を生体吸収性シートに滴下又は前記（１）の充填液に生体吸収
性シートを浸漬する工程、及び
（３）前記（２）の生体吸収性シートを乾燥する工程
〔２〕有効成分が、トロンビン又はフィブリノゲンであることを特徴とする、〔１〕記載
の製造方法。
〔３〕トロンビンの濃度が1000～2000単位/mLである、〔２〕記載の製造方法。
〔４〕柔軟化剤が多価アルコール又はグリコサミノグリカン、浸透化剤が界面活性剤であ
る、〔１〕ないし〔３〕の何れか一項記載の製造方法。
〔５〕多価アルコールがグリセロール、プロピレングリコール、ブチレングリコール及び
ソルビットからなる群より選択され、グリコサミノグリカンがヒアルロン酸、コンドロイ
チン硫酸、ケラタン硫酸及びヘパラン硫酸からなる群より選択され、並びに界面活性剤が
ツイン80（Tween 80）、ポリオキシエチレンラウリルエーテル（Brij 35）、プルロニッ
クF-68（Pluronic F-68）、スクロースモノラウラート（Sucrose monolaurate）、コール
酸ナトリウム（Sodium Cholate）、ツイン20（Tween 20）、トリトンX-100（Triton X-10
0）、ノニデットP-40（Nonidet P40）、硫酸-3-[(3-コールアミドプロピル) ジメチルア
ンモニオ]-1-プロパン（CHAPS）、n-オクチルグルコシド（n-Octylglucoside）、n-ドデ
シルマルトシド（n-Dodecylmaltoside）及びジギトニン（Digitonin）からなる群より選
択されることを特徴とする、〔４〕記載の製造方法。
〔６〕充填液が、更にアミノ酸及び少糖を含有することを特徴とする、〔１〕ないし〔５
〕の何れか一項記載の製造方法。
〔７〕アミノ酸が、アルギニン、ヒスチジン、リジン、グルタミン酸、グリシン及びアス
パラギン酸からなる群より選択され、並びに少糖が、マニトール、スクロース、トレハロ
ース、ソルビトール及びエリスリトールからなる群より選択されることを特徴とする、〔
６〕記載の製造方法。
〔８〕充填液が、添加剤としてグリセロール、ツイン80、ヒスチジン及びトレハロースを
含有することを特徴とする、〔１〕ないし〔３〕の何れか一項記載の製造方法。
〔９〕柔軟化剤の濃度が1～2%及び浸透化剤の濃度が0.01～1%であることを特徴とする、
〔１〕ないし〔８〕の何れか一項記載の製造方法。
〔１０〕アミノ酸の濃度が2.4～180mM、少糖の濃度が5～40mg/mLであることを特徴とする
、〔６〕ないし〔９〕の何れか一項記載の製造方法。
〔１１〕生体吸収性シートが、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、カルボキシメチルセルロー
ス、キチン、キトサン、アルギン酸、コラーゲン、ゼラチン及びハイドロゲルからなる群
より選択される基材により合成されたものであることを特徴とする、〔１〕ないし〔１０
〕の何れか一項記載の製造方法。
【００１５】
〔１２〕有効成分としてトロンビン並びに添加剤として柔軟化剤、浸透化剤、アミノ酸及
び少糖を含有するトロンビン固定化生体吸収性シート製剤。
〔１３〕トロンビンの濃度が、1000～2000単位/mLである、〔１２〕記載の製剤。
〔１４〕柔軟化剤が多価アルコール又はグリコサミノグリカン、浸透化剤が界面活性剤で
あることを特徴とする、〔１２〕又は〔１３〕記載の製剤。
〔１５〕多価アルコールがグリセロール、プロピレングリコール、ブチレングリコール及
びソルビットからなる群より選択され、グリコサミノグリカンがヒアルロン酸、コンドロ
イチン硫酸、ケラタン硫酸及びヘパラン硫酸からなる群より選択され、並びに界面活性剤
がツイン80（Tween 80）、ポリオキシエチレンラウリルエーテル（Brij 35）、プルロニ
ックF-68（Pluronic F-68）、スクロースモノラウラート（Sucrose monolaurate）、コー
ル酸ナトリウム（Sodium Cholate）、ツイン20（Tween 20）、トリトンX-100（Triton X-
100）、ノニデットP-40（Nonidet P40）、硫酸-3-[(3-コールアミドプロピル) ジメチル
アンモニオ]-1-プロパン（CHAPS）、n-オクチルグルコシド（n-Octylglucoside）、n-ド
デシルマルトシド（n-Dodecylmaltoside）及びジギトニン（Digitonin）からなる群より
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選択されることを特徴とする、〔１４〕記載の製剤。
〔１６〕アミノ酸がアルギニン、ヒスチジン、リジン、グルタミン酸、グリシン及びアス
パラギン酸からなる群より選択され、並びに少糖がマニトール、スクロース、トレハロー
ス、ソルビトール及びエリスリトールからなる群より選択されることを特徴とする、〔１
２〕ないし〔１５〕の何れか一項記載の製剤。
〔１７〕添加剤としてグリセロール、ツイン80、ヒスチジン及びトレハロースを含有する
ことを特徴とする、〔１２〕又は〔１３〕記載の製剤。
〔１８〕柔軟化剤の濃度が1～2%、浸透化の濃度剤が0.01～1%、アミノ酸の濃度が2.4～18
0mM及び少糖の濃度が5～40mg/mLであることを特徴とする、〔１２〕ないし〔１７〕の何
れか一項記載の製剤。
〔１９〕生体吸収性シートが、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、カルボキシメチルセルロー
ス、キチン、キトサン、アルギン酸、コラーゲン、ゼラチン及びハイドロゲルからなる群
より選択される基材により合成されたものであることを特徴とする、〔１２〕ないし〔１
８〕の何れか一項記載の製剤。
【００１６】
〔２０〕生体吸収性シート製剤の柔軟化剤としての多価アルコールの使用。
〔２１〕多価アルコールが、グリセロール、プロピレングリコール、ブチレングリコール
及びソルビットからなる群より選択されることを特徴とする、〔２０〕記載の使用。
〔２２〕多価アルコールの濃度が1～2%であることを特徴とする、〔２０〕又は〔２１〕
記載の使用。
〔２３〕生体吸収性シートが、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、カルボキシメチルセルロー
ス、キチン、キトサン、アルギン酸、コラーゲン、ゼラチン及びハイドロゲルからなる群
より選択される基材により合成されたものであることを特徴とする、〔２０〕ないし〔２
２〕の何れか一項記載の使用。
〔２４〕生体吸収性シート製剤が、トロンビン又はフィブリノゲンを生体吸収性シートに
固定化したものであることを特徴とする、〔２０〕ないし〔２３〕の何れか一項記載の使
用。
【００１７】
〔２５〕生体吸収性シート製剤における有効成分の浸透化剤としての界面活性剤の使用。
〔２６〕界面活性剤が、ツイン80（Tween 80）、ポリオキシエチレンラウリルエーテル（
Brij 35）、プルロニック F-68（Pluronic F-68）、スクロースモノラウラート（Sucrose
 monolaurate）、コール酸ナトリウム（Sodium Cholate）、ツイン20（Tween 20）、トリ
トン X-100（Triton X-100）、ノニデットP-40（Nonidet P40）、硫酸-3-[(3-コールアミ
ドプロピル) ジメチルアンモニオ]-1-プロパン（CHAPS）、n-オクチルグルコシド（n-Oct
ylglucoside）、n-ドデシルマルトシド（n-Dodecylmaltoside）及びジギトニン（Digiton
in）からなる群より選択されることを特徴とする、〔２５〕記載の使用。
〔２７〕界面活性剤の濃度が0.01～1%であることを特徴とする、〔２５〕又は〔２６〕記
載の使用。
〔２８〕生体吸収性シートが、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、カルボキシメチルセルロー
ス、キチン、キトサン、アルギン酸、コラーゲン、ゼラチン及びハイドロゲルからなる群
より選択される基材により合成されたものであることを特徴とする、〔２５〕ないし〔２
７〕の何れか一項記載の使用。
〔２９〕生体吸収性シート製剤が、トロンビン又はフィブリノゲンを生体吸収性シートに
固定化したものであることを特徴とする、〔２５〕ないし〔２８〕の何れか一項記載の使
用。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明に従えば、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤及びその製造方法が提供され
る。本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、例えば、グリセロール、ツイン
80、トレハロース及び少量のヒスチジンを含有するトロンビン溶液に、ポリグリコール酸



(6) JP 5437236 B2 2014.3.12

10

20

30

40

50

からなる生体吸収性シートを浸漬させ、凍結乾燥させることにより製造される。グリセロ
ールを含有させることにより、トロンビン成分が生体吸収性シートから脱落するのを阻止
し、且つトロンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性を付与することができる。また
、ツイン80を含有させることにより、トロンビンの生体吸収性シートへの浸透性を上げる
ことができ、トロンビンの固定化が容易になる。更に、トレハロースと少量のヒスチジン
を含有させることにより、乾燥製剤としたときにトロンビンの活性を十分に維持すること
ができる。したがって、本発明は、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の製造を容易
にする。また、本発明の製造方法により製剤化されたトロンビン固定化生体吸収性シート
製剤は、トロンビンの安定性と生体吸収性シート製剤として必要な柔軟性を有する。
【００１９】
　また、本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、トロンビンが極めて迅速に
液中に溶出するので、トロンビン固定化シートが液状のフィブリノゲンや血液と接触する
と直ちにトロンビンの酵素活性を発現することができる。すなわち、接着閉鎖面や活動性
出血部位において迅速にトロンビンが溶出してフィブリノゲンを基質に酵素活性を発揮し
、速やかにフィブリン転換をもたらして効果的な組織接着閉鎖効果、止血効果をもたらす
ことが期待される。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、グリセロール添加・未添加トロンビン充填液で調製したトロンビン固定
化生体吸収性シート製剤の形状を示した図面である。
【図２】図２は、グリセロール添加・未添加トロンビン充填液で調製したトロンビン固定
化生体吸収性シート製剤における、一定期間保存後のトロンビンの残存活性値を示した図
面である。
【図３】図３は、ヒト血清アルブミン添加・未添加トロンビン充填液で調製したトロンビ
ン固定化生体吸収性シート製剤における、一定期間保存後のトロンビンの残存活性率を示
した図面である。
【図４】図４は、種々の少糖添加トロンビン充填液で調製したトロンビン固定化生体吸収
性シート製剤における、一定期間保存後のトロンビンの残存活性率を示した図面である。
【図５】図５は、各濃度のマニトール又はトレハロース添加トロンビン充填液で調製した
トロンビン固定化生体吸収性シート製剤における、一定期間保存後のトロンビンの残存活
性率を示した図面である。
【図６】図６は、各種アミノ酸添加トロンビン充填液で調製したトロンビン固定化生体吸
収性シート製剤における、一定期間保存後のトロンビンの残存活性率を示した図面である
。
【図７】図７は、各濃度のヒスチジン及びトレハロース添加トロンビン充填液で調製した
トロンビン固定化生体吸収性シート製剤における、一定期間保存後のトロンビンの残存活
性率を示した図面である。No.1：ヒスチジン未添加、No.2：ヒスチジン2.4mM、No.3：ヒ
スチジン4.8mM、No.4：ヒスチジン9.6mM、No.5：ヒスチジン22.5mM、No.6：ヒスチジン45
mM、No.7：ヒスチジン90mM、No.8：ヒスチジン180mM
【図８】図８は、各種界面活性剤添加・未添加トロンビン充填液に浸漬した生体吸収性シ
ートが一定時間に吸収した液重量を示した図面である。No.1:界面活性剤未添加、No.2：
ツイン80（Tween 80）、No.3：ポリオキシエチレンラウリルエーテル（Brij 35）、No.4
：プルロニックF-68（Pluronic F-68）、No.5：スクロースモノラウラート（Sucrose mon
olaurate）、No.6：コール酸ナトリウム（Sodium Cholate）、No.7：ツイン20（Tween 20
）、No.8：トリトンX-100（Triton X-100）、No.9：ノニデットP-40（Nonidet P40）、No
.10：硫酸-3-¥(3-コールアミドプロピル) ジメチルアンモニオ]-1-プロパン（CHAPS）、N
o.11：n-オクチルグルコシド（n-Octylglucoside）、No.12：n-ドデシルマルトシド（n-D
odecylmaltoside）、No.13：ジギトニン（Digitonin）
【図９】図９は、各濃度のツイン80添加・未添加トロンビン充填液に浸漬した生体吸収性
シートが、一定時間に吸収した液重量を示した図面である。
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【図１０】図１０は、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性比較試験方法を示
した図面である。
【図１１】図１１は、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性比較試験結果を示
した図面である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明は、トロンビンを固定化した生体吸収性シート製剤の柔軟化剤としての効果を有
する多価アルコール、トロンビンの生体吸収性シートへの浸透性を高める界面活性剤、ト
ロンビン成分の安定性を維持させる特定のアミノ酸及び少糖を含有する充填液を用いるこ
とによる、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の製造方法、及び当該方法により取得
されたトロンビン固定化生体吸収性シート製剤により特徴付けられる。
【００２２】
　本発明に使用されるトロンビン成分は、一般に試薬として市販されているトロンビン（
例えば、Thrombin from human Plasma （Sigma-Aldricｈ社製 品番T6884など））、低温
エタノール分画やクロマトグラフィー操作等により動物の血液から調製される生体由来の
トロンビン又は遺伝子組み換え技術により得られる組換えトロンビンの何れを使用しても
良い。好ましくは、未知の感染因子や危険因子の混入を排除するために、組換えトロンビ
ンが使用される。遺伝子組換え技術を利用する場合は、止血を行う対象動物から取得した
トロンビン遺伝子を使用するのが好ましい。
【００２３】
　トロンビンは、生体ではその前駆体であるプロトロンビンとしてビタミンK依存的に肝
細胞で生合成され、細胞膜リン脂質上でFXa-FVa複合体により限定分解（切断は、プロト
ロンビンのArg320-ILe321及びArg271-Thr272間の2箇所）を受けてトロンビンとなる。ト
ロンビンを遺伝子組換え技術により取得する場合は、一旦プロトロンビンの形で発現させ
て、これを精製後にエカリン処理しトロンビンに変換することができる。
【００２４】
　例えば、ヒトプロトロンビン遺伝子は、ヒト肝臓から抽出された全RNA、mRNA又はゲノ
ムDNAを出発材料として、Sambrookらが述べている一般的な遺伝子組換え技術（Molecular
 Cloning, A Laboratory Manual Second Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, N.Y., 1989）に従って調製することができる。今日では、種々のキットが市販されて
いるので、これを使用すれば良い。例えば、RNAの抽出には、TRIzol試薬（インビトロジ
ェン社）、ISOGEN（ニッポンジーン社）、StrataPrep Total RNA Purification Kit（東
洋紡）などの試薬、mRNAの精製には、mRNA Purification Kit（アマシャムバイオサイエ
ンス社）、Poly(A) Quick mRNA Isolation Kit（東洋紡）、mRNA Separator Kit（クロン
テック社）などのキット、cDNAへの変換には、T-Primed First Strand Kit（アマシャム
ファルマシア社製）、SuperScript plasmid system for cDNA synthesis and plasmid cl
oning（インビトロジェン社）、cDNA Synthesis Kit（宝酒造）、SMART PCR cDNA Synthe
sis & Library Construction Kits（クロンテック社）、Directionary cDNA Library Con
struction systems（ノバジェン社）、GeneAmp PCR Gold（アプライドバイオシステムズ
社）などが使用される。
【００２５】
　こうして得られたヒトトロンビン遺伝子は適当な発現ベクターに挿入され、該発現ベク
ターで宿主、例えば、動物細胞の形質転換が行なわれる。発現ベクターには特段の制約は
ないが、外来遺伝子に適当なプロモーター等の発現調節領域、終止コドン、ポリA付加シ
グナル配列、kozack配列、分泌シグナルなどが付加される。当該発現ベクターに含まれる
プロモーターは、宿主として用いる動物細胞との組み合わせにより、SV40初期、SV40後期
、サイトメガロウイルスプロモーター、ニワトリβアクチンなど、最終的に外来遺伝子が
発現するものであれば如何なるものでも良い。好ましくは、ニワトリβ－アクチンプロモ
ーター系発現プラスミドpCAGG（特開平3-168087）が使用される。選択や遺伝子増幅のマ
ーカー遺伝子として、neo遺伝子やジヒドロ葉酸還元酵素(dhfr)遺伝子、ピューロマイシ
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ン耐性酵素遺伝子、グルタミン合成酵素(GS)遺伝子など一般に知られる選択や遺伝子増幅
用のマーカー遺伝子が利用できる。
【００２６】
　本発明で用いる宿主としては、各種ほ乳類由来の培養細胞を広く利用することができ、
好適にはチャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO細胞）、ヒト由来293細胞又はトリ由来細
胞等が例示される。動物細胞への遺伝子導入方法にも特段の制約はなく、例えば、リン酸
カルシウム法、DEAEデキストラン法、リポフェクチン系のリポソームを用いる方法、プロ
トプラストポリエチレングリコール融合法、エレクトロポレーション法などが利用でき、
使用する宿主細胞により適当な方法を選択すればよい（Molecular Cloning (3rd Ed.), V
ol 3, Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001)）。培養に用いる培地として、その
形状から寒天培地、液体培地、その種類からYMM-01、DMEM、RPMI、αMEMなどが使用され
るが、細胞や培養目的、或は培養段階に応じて適宜選択すれば良い。それぞれの培地のプ
ロトコールに従って、血清、アミノ酸、ビタミン、糖、抗生物質、pH調整用緩衝液などを
添加したものが使用される。培地のpHは6～8、培養温度は30℃～39℃の範囲が設定される
。培地の量、添加物及び培養時間は、培養スケールに合わせて適宜調節される。
【００２７】
　ヒトプロトロンビン産生細胞は、抗トロンビン抗体を用いた特異反応を利用した検出方
法、例えば、ドットブロット、ウェスタンブロット、サンドイッチELISAなどの方法によ
り、クローン化された薬剤耐性細胞の培養液中のヒトプロトロンビンを検出することによ
り取得することができる。こうして得られたヒトプロトロンビン産生細胞は、無血清培地
に順応化させた後、工業生産レベルの大量培養が行なわれる。大量培養の方法としては、
フェドバッチ培養、バッチ培養などが一般に用いられるが、何れの方法で行っても良い。
【００２８】
　斯かるプロトロンビン産生細胞からヒトプロトロンビンを精製する際には、一般的に、
蛋白質化学において使用される精製方法、例えば、塩析法、限外ろ過法、等電点沈殿法、
電気泳動法、イオン交換クロマト法、ゲルろ過クロマト法、アフィニティークロマト法、
疎水クロマト法、ハイドロキシアパタイトクロマト法などの方法が用いられる。実際には
、細胞由来の多種類の夾雑物が混在するため、上記方法の組み合わせにより行われること
もある。
【００２９】
　ヒトプロトロンビンのヒトトロンビンへの変換には、組換えエカリンを用いるのが好ま
しい。組換えエカリンは、特許公報（WO2003/004641）に記載の方法に従って調製するこ
とができる。簡単には、Nishidaらの方法に従って、蛇毒エカリンcDNAを調製し（S. Nish
ida et. Al., Biochemistry, 34, 1771-1778, 1995）、これを本発明で使用したニワトリ
β-アクチンプロモーター系発現プラスミドpCAGGに組み込む。得られた発現ベクターを動
物細胞、例えば、CHO細胞に導入し、組換えエカリン産生細胞を得る。組換えエカリンは
、陽イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過を行うことにより精製することができる。
こうして精製された組換えエカリンをヒトプロトロンビンに作用させ、ヒトトロンビンへ
の変換が行なわれる。反応条件は、通常の酵素反応と同じ条件が使用される。例えば、ヒ
トプロトロンビン1000μg/mLに終濃度2-8Unit/mLのエカリンを添加し、36-38℃で1-4時間
反応させることによりヒトプロトロンビンのヒトトロンビンへの変換は完了する。
【００３０】
　エカリン処理液からヒトトロンビンを精製するときは、上記の蛋白精製方法に供するこ
とにより行われる。好ましくは、ベンズアミジンクロマトグラフィーと陽イオン交換クロ
マトグラフィーの組み合わせによる精製方法が用いられる。ベンズアミジンクロマトグラ
フィーでは、ヒトトロンビンを、pH7-9、0.3-0.7M NaCl含有緩衝液で平衡化したカラムに
吸着させ、同緩衝液で洗浄後、0.1Mのベンズアミジン塩酸塩含有同緩衝液により溶出する
。
【００３１】
　次に、前記のヒトトロンビン溶出液は陽イオン交換クロマトグラフィーに供される。陽
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イオン交換体としてスルホプロピル基型、カルボキシメチル基型の交換基を有する支持体
が開発されているが、適宜選択して使用すれば良い。本発明では、SPトヨパール550C（東
ソー）が使用される。ヒトトロンビンは、pH6-7、0.2M NaCl含有10mMクエン酸緩衝液で平
衡化したカラムに吸着させ、同緩衝液で洗浄後、0.6M  NaCl含有同緩衝液で溶出される。
こうして高純度のヒトトロンビンを取得できる。
【００３２】
　得られたヒトトロンビンの活性単位は、凝固活性、合成基質（S-2238）切断活性で表示
される。凝固活性値は、フィブリノゲンが凝固する時間を標準品の検量線と比較して求め
られる相対値を表したもので、斯かる標準品として、日本薬局方標準品及びWHO国際標準
品（NIBSC社）のトロンビンが用いられる。また、S-2338切断活性は、トロンビンとその
特異的な基質との反応を利用したもので、合成基質S-2238をトロンビンが切断することで
遊離してくるp-ニトロアニリン量をOD405/650の吸光度変化で測定することにより行なわ
れる。
【００３３】
　こうして得られた組換えヒトトロンビン（以下、単に「トロンビン」と称することもあ
る）は、生体吸収性シートに固定される。当該生体吸収性シートの形体としては、生体吸
収性の合成繊維をシート状に加工した織物、織布又は不織布等、ある程度の柔軟性、伸縮
性を有するものであれば何れを使用してもよい。生体吸収性の合成繊維は、ポリグリコー
ル酸、ポリ乳酸、カルボキシメチルセルロース、キチン、キトサン、アルギン酸、コラー
ゲン、ゼラチン及びハイドロゲルからなる群より選択されるが、ポリグリコール酸を基材
として編・織成された編・織地をニードルパンチし、不織布化することにより製造される
ポリグリコール酸系不織布を用いることが望ましい。
【００３４】
　トロンビンを生体吸収性シートに固定するときの溶液（以下、「トロンビン充填液」と
称することもある）には、止血剤の有効成分であるトロンビンの他に、トロンビン自身の
活性を維持するための安定化剤、生体吸収性シートに固定化されたトロンビン成分の脱落
や飛散を阻止するための柔軟化剤、及びトロンビンの生体吸収性シートへの浸透性を高め
るための浸透化剤が添加される。トロンビン充填液中に含まれるトロンビンの量は、一般
に止血作用を発揮する濃度範囲、例えば終濃度100～5000単位/mLで使用される。好ましく
は、1000～2000単位/mLである。
【００３５】
　トロンビンの活性消失又は低下は、トロンビンを保存する間にこれが凝集してくること
に起因する。したがって、トロンビンの安定化剤としては、トロンビンの凝集体形成を抑
制することができる物質が使用される。斯かる物質として蛋白、例えば、アルブミン、特
定のアミノ酸及び少糖が挙げられる。
【００３６】
　アミノ酸としては、アルギニン、ヒスチジン、リジン、グルタミン酸、グリシン及びア
スパラギン酸が挙げられる。グルタミン酸及びヒスチジンは、安定剤として特に高い効果
が見込まれるが、多量に使用するとグルタミン酸は神経毒性が懸念されるため、安全性の
点からヒスチジンを使用するのが好ましい。アミノ酸の終濃度としては、2.4～180mMが使
用可能である。
【００３７】
　少糖としては、保存期間中においてトロンビンの活性維持に効果を有するものが使用さ
れる。斯かる少糖として、スクロース、トレハロース、ソルビトール、エリスリトール及
びマニトールが挙げられる。トレハロースは、外科手術時に臓器表面に補うことで、組織
の変性を抑制し乾燥性癒着を妨げるとの報告（http://www.vm.a.u-tokyo.ac.jp/vmc/achi
evement/treharose.html、あるいはhttp://www.next21.info/press/images/20050624Treh
a.pdf）があり、安定化剤としての効果だけでなく閉鎖処置面と他臓器の癒着を軽減する
効果も期待される。それゆえ、トレハロースを使用するのが好ましい。少糖の終濃度とし
ては、5～40mg/mLが使用可能である。
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【００３８】
　アミノ酸と少糖を一緒に使用することにより、それぞれ単独で使用したときに比べて、
トロンビンの安定性において相乗効果が得られる。したがって、本発明の
トロンビン充填液は、アミノ酸と少糖の両方を含有するものであり、これらの混合比は、
上記の使用範囲で適宜調整される。好ましくは、アミノ酸22.5～180mM 、少糖30～40mg/m
Lの濃度が使用される。最も好ましい態様は、ヒスチジン180mM、トレハロース40mg/mLで
ある。
【００３９】
　柔軟化剤及び浸透化剤としては、トロンビンの活性に影響を与えず、生体吸収性シート
製剤の柔軟性を維持できるものであるならば何れも使用できる。
【００４０】
　斯かる柔軟化剤として、多価アルコールやヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ケラタ
ン硫酸及びヘパラン硫酸などのグリコサミノグリカンが挙げられる。好ましくは、多価ア
ルコールである。多価アルコールとしては、グリセロール、プロピレングリコール、ブチ
レングリコール及びソルビットが挙げられるが、種々の治療薬やワクチンの安定化剤とし
て実績のあるグリセロールを使用するのが好ましい。柔軟化剤の終濃度は、1～2%の範囲
で使用できる。
【００４１】
　浸透化剤としては、ツイン80（Tween 80）、ポリオキシエチレンラウリルエーテル（Br
ij 35）、プルロニックF-68（Pluronic F-68）、スクロースモノラウラート（Sucrose mo
nolaurate）、コール酸ナトリウム（Sodium Cholate）、ツイン20（Tween 20）、トリト
ンX-100（Triton X-100）、ノニデットP-40（Nonidet P40）、硫酸-3-[(3-コールアミド
プロピル) ジメチルアンモニオ]-1-プロパン（CHAPS）、n-オクチルグルコシド（n-Octyl
glucoside）、n-ドデシルマルトシド（n-Dodecylmaltoside）及びジギトニン（Digitonin
）などの界面活性剤が使用される。好ましくは、ツイン80である。浸透化剤の濃度は、0.
01～1%の範囲で使用できるが、好ましくは、0.01～0.1%である。本発明の柔軟化剤や浸透
化剤は、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤に限らず、他の止血成分蛋白、例えば、
フィブリノゲンを固定化した生体吸収性シート製剤を製造する際にも有効に使用できる。
【００４２】
　トロンビン充填液の調製に使用される緩衝液としては、燐酸緩衝液、Tris緩衝液、クエ
ン酸緩衝液などが使用され、そのpH範囲は6.0～8.0である。必要に応じて適当量の他の添
加剤、例えば、塩化カルシウム、塩化ナトリウムなどの塩やスクロースやマニトールなど
の賦形剤を添加しても良い。
【００４３】
　本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、例えば、適当な容器に装填したポ
リグリコール酸からなる生体吸収性シートにトロンビン充填液を滴下するか又はトロンビ
ン充填液を注いだ容器に当該生体吸収性シートを浸漬し、-80℃で凍結後、乾燥させるこ
とにより取得できる。あるいは、トロンビン充填液が充填された生体吸収性シートを自然
乾燥させても良い。トロンビン充填液に浸透化剤を包含させることで、トロンビンの当該
生体吸収性シートへの浸透性を高めることができる。また、乾燥により水分が除去される
過程でトロンビンは安定化剤及び柔軟化剤に包含された状態で生体吸収性シートの繊維上
に安定に固定される。得られたトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、ポリエチレン
‐アルミニウム２層フィルム袋に乾燥剤と共に入れて密封包装することにより、室温（22
～25℃）で保存される。
【００４４】
　こうして得られたトロンビン固定化生体吸収性シート製剤の評価は、生体吸収性シート
上に固定化されたトロンビンの保持率、成型後のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤
の柔軟性及びトロンビンの安定性等を調べることにより行われる。
【００４５】
　トロンビンの生体吸収性シート上の保持率は、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤
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を生理食塩水や適当な緩衝液に浸漬して振盪することにより溶出されたトロンビンの活性
と充填時の活性とを比較することにより算出される。トロンビン活性の測定には、前述の
凝固活性や合成基質切断活性が用いられる。本発明に従えば、80%以上の保持率を有する
トロンビン固定化生体吸収性シート製剤を取得できる。
【００４６】
　本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性は、以下のようにして評価さ
れる。すなわち、トロンビン固定化生体吸収性シートを適当な大きさにカットし、一辺を
台座に固定した後、台座から水平方向に突出した部分に、約55mg/mLに調製したフィブリ
ノゲン液を滴下する。フィブリノゲン液は生体吸収性シート上に固定されたトロンビンの
作用により直ちにフィブリンに転換され、シートはその重力によって垂直方向に垂れ下が
る。突出部分の先端が水平水準線からどの程度垂れ下がったかを計測することにより、柔
軟性が評価される。
【００４７】
　トロンビンの安定性は、長期保存後のトロンビンの残存酵素活性やトロンビン分子の凝
集や分解の程度を見ることにより評価される。残存酵素活性は、上記のトロンビンの保持
率と同じ要領で酵素活性を測定することにより行われる。また、トロンビン分子の凝集や
分解の程度を調べるときは、シートから溶出したトロンビン分子の一部をSDS-PAGEやサイ
ズ排除高速液体クロマトグラフィーにかけることにより行われる。
【００４８】
　本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、創傷部位や止血部位に貼ることに
より組織の接着剤として使用され得るものであり、出血の程度に応じて、トロンビン固定
化生体吸収性シート製剤を単独に適用する方法と、フィブリン糊製剤の一成分であるフィ
ブリノゲンと同時に適用する方法を取り得る。
【００４９】
　消化器外科領域において、肝臓や脾臓の部分切離や部分破裂等の損傷時に発生する湧出
性出血については、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤を患部面に単独で適用し3～5
分間圧迫することで止血することができる。一方、フィブリン糊製剤の一成分であるフィ
ブリノゲンと同時に適用すると、閉鎖効果や止血効果が増強される。例えば、呼吸器外科
領域においては、肺の膨張・収縮圧が発生する肺胸膜剥離面、肺葉実質切離面、あるいは
気管支断端部からの気漏部分も効果的に閉鎖することができる。また、子宮や胎盤周辺の
湧出性出血においては、血管が多く張り巡らされており切開や切除にともなう出血のリス
クが高いため、出血点が不明瞭となり止血処理が極めて困難となるが、本発明では一回の
処置で一定面積を同時に閉鎖することを可能とする。
【００５０】
　最も効果が発揮されるのは、高い血圧がかかる動脈の損傷部位や人工血管との縫合処置
からの噴出性出血に適用する場面であり、十分量のフィブリノゲンを適用部分に保持させ
つつ、迅速かつ強固なフィブリンを形成することで止血を可能とする。
以上のように、空気圧や血圧にも耐え得る接着・閉鎖効果は、本発明のトロンビン固定化
生体吸収性シート製剤が柔軟性に富み、組織の凹凸に追従することで密着性が高まること
、速やかにトロンビンが溶出しフィブリノゲンをフィブリンへ転換されることにより得ら
れる。
【００５１】
　以下、実施例に従い、本発明を更に詳細に説明するが、下記の実施例に何ら限定される
ものではない。
【実施例】
【００５２】
＜実施例１：グリセロール添加による凍結乾燥粉体の過剰形成の抑制＞
　終濃度1%又は1.5%又は2%グリセロール、1875単位/mLトロンビン、10mg/mLヒト血清アル
ブミン、40mM塩化カルシウム、5mg/mLマニトール及び0.1％ツイン80を含むトロンビン充
填液（pH6.0）を、生体吸収性シート（ポリグリコール酸系生体吸収性合成不織布、製品
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名：ネオベール／グンゼ（株））を敷いた容器に厚さ1mmとなるように注ぎ、-80℃で2時
間凍結後、真空乾燥させ、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤を調製した。これを、
グリセロールを含まない上記トロンビン充填液で同様に調製したトロンビン固定化生体吸
収性シート製剤と比較した。
【００５３】
　図１に示すように、グリセロールの添加により、トロンビン固定化生体吸収性シート製
剤において凍結乾燥粉体の過剰形成が抑制された。
【００５４】
＜実施例２：グリセロール添加によるトロンビンの安定性への影響＞
　実施例１で得た1%グリセロール添加及び未添加トロンビン固定化生体吸収性シート製剤
を、それぞれ容器のままポリエチレン－アルミニウム２層フィルム袋に乾燥剤と共に入れ
て密封包装し、室温（22～25℃）にて保存した。保存1、2、3、8週目に検体を開封し、容
器からトロンビン固定化シート製剤を剥離して2cm×2cm（4cm2）にカットして生理食塩水
1.0mLに浸漬後、十分に混和してトロンビンを溶出し、そのトロンビン溶出液について日
本薬局方「トロンビン定量法」に従って凝固活性を調べた。以下、「トロンビン定量法」
について簡単に説明する。
【００５５】
　まず、フィブリノゲン溶液とトロンビン溶液を混合して得られるフィブリンを含有する
溶液の吸光度（450nm）が0.3に到達するまでの時間を凝固時間とした。トロンビン自家標
準物質を用いて作製した標準溶液（4種の単位）と一定濃度のフィブリノゲン溶液を混合
させ、凝固時間を測定した。トロンビンの活性単位を横軸、凝固時間を縦軸に設定して、
活性単位と凝固時間の関係を示す標準直線を作成した。上記トロンビン溶出液に対して、
同様に凝固時間を測定し、この標準直線を用いてトロンビン活性単位を求め、シート面積
当たりの残存トロンビン活性単位（U/cm2）を求めた。図２の通り、グリセロール添加・
未添加検体において、保存期間を横軸、保存前に対する保存後のトロンビン溶出液の凝固
活性値（U/cm2）を縦軸に設定し、残存トロンビン活性値を示した。
【００５６】
　グリセロール添加検体と未添加検体を比較した結果、グリセロールの添加によりトロン
ビン活性を低下させることはなかった。
【００５７】
＜実施例３：ヒト血清アルブミン添加によるトロンビンの安定性への影響＞
　実施例１で得た1%グリセロール添加トロンビン充填液及び該トロンビン充填液からアル
ブミンを除いた2種類のトロンビン充填液を用いて、実施例１及び実施例２の記載に従っ
てトロンビン固定化生体吸収性シート製剤を作製・密封包装して37℃にて保存した。
【００５８】
　保存1、2週目に検体を開封して、トロンビン溶出液を取得し、保存前の溶出液に対して
維持されている残存トロンビン活性を測定し、グラフ化して図３に示した。
その結果、ヒト血清アルブミン添加検体は、保存2週間後に保存前の80%の活性を維持して
いたが、未添加の検体は20%まで活性が低下した。
【００５９】
＜実施例４：少糖添加によるトロンビンの安定性への影響＞
　表１の組成からなるトロンビン充填液を用いて、実施例１及び実施例２の記載に従って
、トロンビン固定化生体吸収性シート検体を調製・密封包装し、65℃にて保存した。表１
の少糖としてスクロース、トレハロース、ソルビトール、エリスリトール、ラクトース及
び対照として従来組成として報告のあるマニトールを用いた。保存8日後に検体を開封し
て、トロンビン溶出液を取得し、保存前の溶出液に対して維持されている残存トロンビン
活性を測定し、グラフ化して図４に示した。
【００６０】
　その結果、スクロース、トレハロース、ソルビトールが、マニトールと同等のトロンビ
ンの安定化効果を示すことが確認された。
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【００６１】
【表１】

【００６２】
＜実施例５：トロンビンの安定性に与える少糖濃度の影響＞
　5、8、10、15若しくは30mg/mLのいずれかの濃度で少糖を含有する表２の組成からなる
トロンビン充填液を用いて、実施例１及び実施例２の記載に従ってトロンビン固定化生体
吸収性シート製剤を調製・密封包装し、65℃にて保存した。保存3日後に開封してトロン
ビン溶出液を回収し、残存トロンビン活性を測定した。表２の少糖としては、マニトール
及びトレハロースを用いた。図５のグラフに示す通り、８mg/mL以上の高濃度添加条件で
は、マニトールに比べてトレハロースの方が活性維持効果に優れることを確認した。
【００６３】
【表２】

【００６４】
＜実施例６：アミノ酸添加によるトロンビンの安定性への影響＞
　表３の組成からなるトロンビン充填液を用いて、実施例１及び実施例２の記載に従って
、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤を調製・密封包装し、65℃にて保存した。表３
のアミノ酸として、単純アミノ酸であるグリシン、酸性アミノ酸であるグルタミン酸、ア
スパラギン酸、塩基性アミノ酸であるアルギニン、ヒスチジン、リジンを用いた。対照と
して、アミノ酸未添加トロンビン充填液及びアミノ酸の代わりにヒト血清アルブミンを含
有するトロンビン充填液を使用した。
【００６５】
　保存8日後に開封してトロンビン溶出液を回収してトロンビン活性測定を行い、保存前
の溶出液の活性値に対する残存活性を測定した。
【００６６】
　図６のグラフに示す通り、アミノ酸未添加トロンビン充填液で調製したトロンビン固定
化生体吸収性シート製剤に比べ、アミノ酸添加群においては、いずれもトロンビン活性維
持効果が確認された。グルタミン酸、ヒスチジン又はリジンを添加した群は、ヒト血清ア
ルブミン添加トロンビン充填液で調製したトロンビン固定化生体吸収性シート製剤よりも
高い安定化効果を示した。
【００６７】
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【表３】

【００６８】
＜実施例７：ヒスチジン及びトレハロースの至適配合比の検討＞
　表３のアミノ酸添加群組成からなるトロンビン充填液において、アミノ酸としてヒスチ
ジン、少糖としてトレハロースを表４に記載の濃度で含有するトロンビン充填液を用いて
、実施例１及び実施例２の記載に従って、トロンビン固定化生体吸収性シート検体を調製
し、密封包装して65℃に保存した。トロンビン充填液のうち、ヒスチジン添加充填液につ
いては、クエン酸緩衝液を添加しなかった。保存8日後に開封してトロンビン溶出液を回
収してトロンビン活性測定を行い、保存後の残存活性を測定した。
【００６９】
　その結果、図７に示すように、トレハロースを5～40mg/mL、あるいはヒスチジンを2.4
～90mMでそれぞれ単独に添加した場合には残存活性は0.8～2.4%にとどまったが、トレハ
ロースとヒスチジンを同時に添加した場合には、配合濃度によってそれぞれ単独添加した
時と比べてトロンビン残存活性が向上した。
【００７０】
　例えば、トレハロースが5mg/mLの場合、ヒスチジンを90～180mMで配合することで残存
活性は5.6%～23.1%へ向上し、トレハロースが15mg/mLの場合、ヒスチジンを22.5～180mM
で配合することで6.6%～36.4%へ向上した。同様にトレハロースが30mg/mL、40mg/mLの場
合、ヒスチジンを2.4～180mMで配合することで残存活性は21.4%～62.0%へ向上した。
【００７１】
　ヒスチジンの添加効果はトレハロースが高濃度の場合に顕著で、トレハロースが30～40
mg/mLの場合、ヒスチジンを2.4mMと少量の濃度で添加しても相乗効果が認められ、特にヒ
スチジン22.5～180mMの配合比で添加した場合に相乗効果が高く、トロンビン残存活性は3
5%以上に向上した。
【００７２】
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【表４】

【００７３】
＜実施例８：界面活性剤添加によるトロンビン充填液のシートへの浸透効果＞
　表５の組成からなるトロンビン充填液に、実施例１の生体吸収性シートを15秒間浸漬し
、浸漬する前後で増えたシートの重さを測定した。表５の界面活性剤には、ツイン80（Tw
een 80）、ポリオキシエチレンラウリルエーテル（Brij 35）、プルロニックF-68（Pluro
nic F-68）、スクロースモノラウラート（Sucrose monolaurate）、コール酸ナトリウム
（Sodium Cholate）、ツイン20（Tween 20）、トリトンX-100（Triton X-100）、ノニデ
ットP-40（Nonidet P40）、硫酸-3-[(3-コールアミドプロピル) ジメチルアンモニオ]-1-
プロパン（CHAPS）、n-オクチルグルコシド（n-Octylglucoside）、n-ドデシルマルトシ
ド（n-Dodecylmaltoside）、ジギトニン（Digitonin）を用いた。
【００７４】
　図８に示すように、各種界面活性剤の添加により、生体吸収性シートに対するトロンビ
ン充填液の浸透性が向上した。
【００７５】

【表５】

【００７６】
＜実施例９：ツイン80の至適濃度の検討＞
　表５の組成からなり、界面活性剤として種々の濃度のツイン80を含有するトロンビン充
填液に、実施例１に記載の生体吸収性シートを15秒間浸漬させ、浸漬する前後で増えたシ
ートの重さを測定した。ツイン80の濃度は、終濃度0.0001、0.001、0.01、0.1及び1%を使
用した。対照として表５に記載の界面活性剤未添加トロンビン充填液を使用した。
【００７７】
　図９に示すように、0.01～1%ツイン80の添加により、本シートにおけるトロンビン充填
液の浸透性が格段に向上することが確認された。
【００７８】
＜実施例１０：トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性評価試験＞
　表６の組成からなるトロンビン充填液を用いて、実施例１に記載の方法で調製したトロ
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ンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性を評価した。図１０に示すように、本発明の
シート（2cm×3cm）の一部（2cm×1cm）を台座に固定し、台座から水平方向に突出させた
残りのシート部分（2cm×2cm）に、フィブリノゲン溶液55mg/mLを滴下し、突出部分の先
端が水平水準線から垂れ下がった距離及び角度を測定することで、柔軟性を評価した。対
照として、フィブリン接着剤の成分が固定化されたコラーゲンシート（製品名：タココン
ブ／CSLベーリング（株））を用いた。対照のコラーゲンシート製剤は、フィブリノゲン
が予め乾燥固定化されているため、滴下する液体は生理食塩水を用い、接着面を上にした
状態で試験した。測定は、溶液を滴下してから5分間静置後に行い、3回実施したところで
それぞれの平均値を標準偏差とともにグラフ化し、図１１に示した。
【００７９】
　その結果、比較対照であるコラーゲンシート製剤の垂下り距離は、生理食塩水0.1mLを
滴下した時点で5mmに満たなかったが、本発明のシートでは、フィブリノゲン液を滴下す
る以前から自らの重みで垂れ下がるほどに柔軟であり、フィブリノゲン液0.1mLを滴下す
ると約20mmの距離を示した。また、フィブリノゲン液0.3mLを滴下すると、大きく垂れ下
がり測定できなかった。
【００８０】
【表６】

【産業上の利用可能性】
【００８１】
　本発明に従えば、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤及びその製造方法が提供され
る。本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、例えば、グリセロール、ツイン
80、トレハロース及び少量のヒスチジンを含有するトロンビン溶液に、ポリグリコール酸
からなる生体吸収性シートを浸漬させ、凍結乾燥させることにより製造される。グリセロ
ールを含有させることにより、トロンビン成分が生体吸収性シートから脱落するのを阻止
し、且つトロンビン固定化生体吸収性シート製剤の柔軟性を付与することができる。また
、ツイン80を含有させることにより、トロンビンの生体吸収性シートへの浸透性を上げる
ことができ、トロンビンの固定化が容易になる。更に、トレハロースと少量のヒスチジン
を含有させることにより、乾燥製剤としたときにトロンビンの活性を十分に維持すること
ができる。したがって、本発明は、トロンビン固定化生体吸収性シート製剤の製造を容易
にする。また、本発明の製造方法により製剤化されたトロンビン固定化生体吸収性シート
製剤は、トロンビンの安定性と生体吸収性シート製剤として必要な柔軟性を有する。
【００８２】
　また、本発明のトロンビン固定化生体吸収性シート製剤は、トロンビンが極めて迅速に
液中に溶出するので、トロンビン固定化シートが液状のフィブリノゲンや血液と接触する
と直ちにトロンビンの酵素活性を発現することができる。すなわち、接着閉鎖面や活動性
出血部位において迅速にトロンビンが溶出してフィブリノゲンを基質に酵素活性を発揮し
、速やかにフィブリン転換をもたらして効果的な組織接着閉鎖効果、止血効果をもたらす
ことが期待される。
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