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(57)【要約】
骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化
骨生体材料は、脱細胞化された動物の骨組織から開発さ
れ、ゲル状の骨組織外マトリックスでコーティングされ
た生体材料であり、効率的な機械的および生物学的サポ
ートを付与することができ、また、治療、研究、および
他の生体材料の開発において骨移植片、バイオリアクタ
、またはキャリアとして使用される場合、細胞株、ナノ
コンポジット、または薬物でさらに強化することができ
る。すなわち、この生体材料は、脱細胞化、凍結乾燥さ
れた、多孔性および剛性の、操作可能で、安全かつ非免
疫原性の骨生体材料から排他的に開発された、骨組織に
特異的な刺激物質でコーティングおよび強化された、粒
子状またはブロック状で提供／使用されたものであり、
したがって、バイオリアクタとして使用した場合、イン
ビトロで成熟細胞株または前駆細胞株の発達を促進する
能力があり、インビボで移植片として使用した場合、高
い一体化能力や速い骨欠陥の治癒および充填速度を示す
。また、この生体材料は、骨組織の有機細胞外マトリッ
クスの完全性の維持することで、細胞の発達を促進し、
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料であって、
　浄化、選択、粉砕、浸漬、洗浄、乾燥、凍結乾燥、および凍結の複数の工程後、化学的
および酵素的脱細胞化プロセスを行った、天然の動物またはヒトの成年、若年、新生児ま
たは胎児の骨から得られることを特徴とする、脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲル
で強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項２】
　特定の年齢のドナーから収集された材料を用いた脱細胞化プロセスにより得られること
を特徴とする、請求項１に記載の脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された
脱細胞化骨生体材料。
【請求項３】
　骨膜、骨内膜、成長領域、骨化の様々な領域、関節面、緻密骨、海綿骨、または骨髄管
などの骨組織の特定の領域から収集された材料を用いた脱細胞化プロセスにより得られる
ことを特徴とする、請求項１または２に記載の脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲル
で強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項４】
　組織の細胞外マトリックスを保存するために、Ｔｒｉｔｏｎ、ドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）、酢酸アビエタミドメチルジエチルアンモニウムなどの界面活性剤を、単独で
または組み合わせて、異なる濃度で用いた脱細胞化プロセスにより得られることを特徴と
する、請求項１～３のいずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲルで
強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項５】
　ゲル化または乾燥した脱細胞化細胞外マトリックスヒドロゲルコーティングから得られ
ることを特徴とする、請求項１～４のいずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞外マトリック
スヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項６】
　粉末、様々な粒度分布の顆粒、ブロック、またはゲル形態で提供され骨移植片として使
用される、請求項１～５のいずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲ
ルで強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項７】
　動物および／またはヒトの歯科治療、抜歯、根切断、３壁性骨欠損、クレーター状骨欠
損、深くて狭い半敗血症、歯根間欠損、または抽出、骨増強、もしくはインプラントの他
の技術と組み合わせて使用される、請求項１～６のいずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞
外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項８】
　動物および／またはヒトの整形外科手術、骨増強、骨折の矯正、および／または骨格の
様々な領域の骨欠陥に使用される、請求項１～７のいずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞
外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項９】
　示唆された適応症への使用に適したナノコンポジット、合成薬、および／または他の賦
形剤と組み合わされる、請求項１～８のいずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞外マトリッ
クスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料。
【請求項１０】
　間葉系幹細胞、前駆細胞、または成熟細胞の培養または系譜の開発および確立における
組織工学用途のバイオリアクタまたはフレームワークとして使用される、請求項１～９の
いずれか一項に記載の脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨
生体材料。
【請求項１１】
　３Ｄプリンタの材料として使用される、請求項１～１０のいずれか一項に記載の脱細胞
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化骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材料、より具
体的には、脱細胞化、凍結乾燥された、多孔性および剛性の、操作可能で、安全かつ非免
疫原性の骨生体材料から排他的に開発された、骨組織に特異的な刺激物質でコーティング
および強化された、粒子状またはブロック状で提供／使用される天然の生体材料に関する
。したがって、バイオリアクタとして使用した場合、インビトロで成熟細胞株または前駆
細胞株の発達を促進する能力があり、インビボで骨移植片として使用した場合、高い一体
化能力や速い骨欠陥の治癒および充填速度を示す。
【背景技術】
【０００２】
　これまで、骨組織の再生では、自家骨移植（自家移植）や、死体骨（同種移植）または
動物の骨（異種移植）の使用が、骨不全の治療や矯正に最良の結果をもたらす最も一般的
な選択である。同種移植片および異種移植片の臨床的有効性を改善する新しい方法の探索
は、組織生体工学にとって依然として課題である（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；ＭＣＤＥＲＭＯＴ
Ｔ；ＨＯＬＬＩＮＧＥＲ，２０１４）。
【０００３】
　理想的な骨組織フレームワークを作成するための最も重要な基準の１つは、製品が、細
胞移動、体液交換、延いては組織成長と血管新生に十分な大きさの高度に相互接続された
多孔質ネットワークで構成されていることである。しかし、細胞の発達を促進するだけで
は不十分であり、骨組織の生理学的役割は、欠陥部位に移植された生体材料が、免疫応答
を起こさないことに加えて、骨の機能的圧縮刺激に関連する機械的負荷に耐えられること
も必要となる（ＧＲＵＳＫＩＮ　ｅｔ　ａｌ．２０１２）。
【０００４】
　除タンパクおよび／または凍結乾燥された生体材料は、天然の骨やサンゴから製造され
、大規模に使用されてきた。これらは、細孔構造として元の材料の特性を引き継ぐという
利点があるが、有機材料は全て段階的な熱処理（最大３００℃）によって除去され、その
後凍結乾燥されるため、組織再生のための多くの重要物質や刺激因子が失われる。このタ
イプの無機多孔質材料は、歯科および整形外科の用途で広く受け入れられているが、純ミ
ネラルで骨伝導能を有するフレームワークであるものの、関連する骨誘導能を示さないた
め、骨再生を改善することができない。これに関して、Ｂｉｏ－ｏｓｓ（登録商標）など
の脱灰された骨修復材料は、「クリーピング置換」細胞プロセスによる比較的弱い臨床効
果を示し、大きな骨欠陥への適用は制限される（ＬＥＩ　ｅｔ　ａｌ．２０１５）。しか
しながら、米国でのみ、これらの従来の骨移植製品の使用が集中する市場で、年間１０億
米ドル以上が取引されている（ＧＲＵＳＫＩＮ　ｅｔ　ａｌ．２０１２）。
【０００５】
　現在、骨代替物として使用するために様々な生体材料が開発されており、それらは、天
然由来または合成成分を含む無機および有機材料に広く分類される。ベータリン酸三カル
シウム（０－ＴＣＰ）、ヒドロキシアパタイト（ＨＡ）、生物活性ガラスセラミック（Ｂ
ｉｏｇｌａｓｓ（登録商標）、ＢｏｎＡｌｉｖｅ（登録商標）などの無機材料は、骨自体
の無機要素と構造や組成が類似しているため、骨組織工学の目的で使用されてきた。これ
らの無機生体材料は、骨組織と同等以上の骨伝導能と圧縮強度を有し得る利点があるが、
自然に壊れやすい構造であるため、高荷重耐性が必要な生物学的用途には常に大きな懸念
が生じる（ＦＥＲＮＡＮＤＥＺ－ＹＡＧＵＥ　ｅｔ　ａｌ．２０１５）。
【０００６】
　無機材料の代替として、天然又は科学的に合成された有機ポリマーが用いられる。これ
らの代替材料は、組織工学用途に適した特性を持つ。コラーゲン、ヒアルロン酸、セルロ
ース、シルク、アルギン酸塩、キトサンなどの天然由来の生体材料は、一般に生体適合性
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を特徴とし、構造内の細胞の接着と移動を可能にする。特にコラーゲンスポンジは、成長
因子を提供し、骨の再生を促進するために使用されてきた。天然ポリマーの主な難点とし
ては、様々あるが、処理と精製の難しさ、免疫原性に関する懸念などがある。また、生成
物や材料のバッチにバラツキがある可能性があるため、臨床結果の予測性が低下する。さ
らに、天然由来の有機生体材料では、有機成分と無機成分の両方を含む骨組織の機械的特
性を組み合わせることができない（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；ＭＣＤＥＲＭＯＴＴ；ＨＯＬＬＩ
ＮＧＥＲ、２０１４）。
【０００７】
　組織工学を目的とした有機ポリマーの合成分野は、主にバッチのバラツキを最小限に抑
えるフレームワークの重合技術に関連して大幅に発展してきた。特定のミクロおよびマク
ロスケールの特徴を備えた合成生体材料が開発されている。マイクロスケールの特徴には
、組成、構造、および結合基が含まれる。マクロスケールの特徴には、多孔性、剛性、お
よび弾性が含まれる。組成に関して、骨組織再生生体材料のために広く合成されるポリマ
ーとして、ポリ乳酸（ＰＬＡ）、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、ＰＬＧＡ、ポリカプロラ
クトン（ＰＣＬ）、ポリエチレン（ＰＥ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、および
メチルポリメタクリレート（ＰＭＭＡ）が挙げられる。しかしながら、合成ポリマーは、
生物学的に着想を得て非常に多用途であるものの、組織工学のモデルとしては欠陥も示す
。その生物活性の欠如は、組織細胞外マトリックス（ＥＣＭ）の結合ドメインを生来有す
る天然由来のポリマーで観察されるのとは逆に、生体材料と宿主の間のポジティブな相互
作用を制限する。また、合成ポリマーの分解生成物は、一般に、再生プロセスを妨げる可
能性のあるＰＬＡやＰＧＡなどの酸性副産物を含む（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；ＭＣＤＥＲＭＯ
ＴＴ；ＨＯＬＬＩＮＧＥＲ，２０１４）。
【０００８】
　より近年では、骨再生用フレームワークの開発に基づくいくつかの研究の臨床的成功は
、無機および有機生体材料の相乗的組み合わせの開発を通じた、単相の生体材料により生
じる欠点の改善と関連しているようである。この意味で、ハイブリッド製品の研究におい
ては、既に興味深い進歩がなされている。有機材料と無機材料を組み合わせることで、有
望な足場材料の作成が達成され、骨欠陥領域に必要な圧縮強度を持つ骨伝導能のみを有す
る材料に、ある程度の骨誘導能力を付与する生体適合性モデルの作成が可能である。例え
ば、コラーゲンナノファイバとポリカプロラクトンマイクロファイバ（ＰＣＬ）の組み合
わせは、コラーゲンの接着特性やＰＣＬの機械的抵抗を損なうことなく達成されている。
バイオモールドでのキトサンとヒドロキシアパタイトの混合により、ＩｎＦｕｓｅ（登録
商標）の製品に見られるように、細胞成長と新骨形成をサポートする機械的特性、多孔性
、生物活性を備えた材料が得られ、生体材料と成長因子の組み合わせに成功している。コ
ラーゲン、成長因子、または骨形成タンパク質（ＢＭＰ）、特に骨形成分化を促進するＢ
ＭＰ－２のソースで強化されたミネラル材料が既に存在する。しかしながら、ＢＭＰは、
有効性は証明されているが、生物学的半減期が短く、全身性の副作用があり、損傷部位で
迅速に除去されるため、その臨床応用は依然として複雑である。より最近では、骨形成を
改善するだけでなく、望ましくない反応を抑制するため、治療標的から離れたＢＭＰの拡
散を最小限に抑える送達システムの研究が注目されている。製品を組み合わせた生体材料
の他の例としては、コラーゲンとＨＡ、ＰＧＡとβ－ＴＣＰ、特に興味深いものとしてＰ
ＥＧ、ＰＣＬ、コラーゲン、ナノＨＡの組み合わせが挙げられる（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；Ｍ
ＣＤＥＲＭＯＴＴ；ＨＯＬＬＩＮＧＥＲ，２０１４）。
【０００９】
　組織再生用生体材料を製造する主な目的の１つは、損傷部位で必要な生理学的機能を補
助および促進することである。これには、一般に、再生細胞集団の移動および特殊化、な
らびに、細胞外マトリックス成分（ＥＣＭ）と局所成長因子の隔離のための理想的なフレ
ームワークの提供が含まれる。この多方面のサポートは、固定、定着、分化、増殖、およ
び細胞機能に有利に働く。哺乳動物組織の細胞外マトリックスを単離し、脱細胞化し、足
場として使用できることが知られており、これは、異なる組織の機能回復を促進すること
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が既に示されている。ＥＣＭによる建設的なリモデリングメカニズムには、前駆細胞の動
員、細胞移動と増殖の促進、局所血管新生、および宿主組織界面と生物学的足場での好ま
しいＭ２マクロファージの発現の促進が含まれる。ＥＣＭは非相同部位でよく使用される
が、最近の研究では、生物学的マトリックスが特定の組織に由来する場合の特異性、すな
わち追加機能の発生と複雑な組織形成が示されている（Ｓａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．２
０１３）。他の組織と同様に、準備、処理、調達場所の違いの他に、ドナーの年齢もＥＣ
Ｍの特性とその臨床成績に大きな影響を与えることも報告されている（ＢＥＮＤＥＲＳ　
ｅｔ　ａｌ．２０１３；ＳＡＷＫＩＮＳ　ｅｔ　ａｌ．２０１３；ＷＩＬＬＩＡＭＳ　ｅ
ｔ　ａｌ．２０１４）。
【００１０】
　これに関連して、脱灰骨基質（ＤＢＭ）は、従来の移植片の欠点を克服し、移植部位で
の組織特異性が高い骨代替物として開発された。導電性耳小骨ＤＢＭは、同種異系または
異種骨のミネラル成分の酸抽出によって生成され、成長因子、非コラーゲンタンパク質、
およびＩ型コラーゲンを含む（ＳＡＷＫＩＮＳ　ｅｔ　ａｌ．２０１３）。バラツキはあ
るものの、ＤＢＭの骨誘導効果は動物実験で十分に説明されているが、ヒトでの臨床研究
に関する同様の情報は不足している。脱灰プロセスの最終生成物は、一般に粘性キャリア
と組み合わされるＤＢＭ粉末であり、欠陥修復において継続性や必要な物理的サポートを
提供するのには効果的ではなく、操作性や配合の容易化や最小限の臨床使用が意図されて
いる。粘性担体は、一般に、ヒアルロン酸ナトリウムやカルボキシメチルセルロースなど
の水溶性ポリマー、またはグリセロールなどの無水混和性溶媒であり、腎毒性作用を有し
得る。ＤＢＭの有効性についてキャリアの使用を試験するよう設計された研究は限られて
いる。これまでに知られているのは、異なるキャリアの使用、また、懸濁液中のＤＢＭの
量、骨再生を促進するのに十分な期間ＤＢＭ粒子を骨欠陥部位に伝達するキャリアの能力
により、骨再生活性に差が表れることである。最近の研究では、４つの市販の骨移植片代
替物に対する炎症反応に関し、３つのＤＢＭ材料が合成ヒドロキシアパタイト化合物より
多くの炎症を引き起こすことがわかった。しかしながら、ＤＢＭ材料またはキャリアのど
ちらが炎症反応を引き起こしたかはわかっていない（ＧＲＵＳＫＩＮ　ｅｔ　ａｌ．２０
１２；ＣＨＥＮＧ；ＳＯＬＯＲＩＯ；ＡＬＳＢＥＲＧ，２０１４）。
【００１１】
　より特異的な足場の開発が組織工学の臨床的成功に重要であるのと同様に、時間的、空
間的、および生物学的刺激投与パラメータを有する複数の成長因子の利用可能性が、再生
療法の開発にとって重要であることは明らかである。適切な用量での薬物送達および成長
因子の連続送達を可能にする、より強化された生体材料の改善は、胚発生および骨折の治
癒中に自然発生する骨再生プロセスを再現するための鍵となり得る（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；
ＭＣＤＥＲＭＯＴＴ；ＨＯＬＬＩＮＧＥＲ，２０１４）。
【００１２】
　今日まで、組織生体工学では、骨組織再生のための有力な治療法を生み出せておらず、
細胞使用を生体材料と統合した製品は存在しない（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；ＭＣＤＥＲＭＯＴ
Ｔ；ＨＯＬＬＩＮＧＥＲ，２０１４）。骨再生のための新しい効果的な代替物の研究は、
臨床的に影響のあるいくつかの可能性を生み出してきたが、いずれも、組織工学の治療可
能性および潜在的副産物として、高度に保存された脱細胞化骨細胞外マトリックスの使用
および／または細胞での強化を優先していない（ＬＩ　ｅｔ　ａｌ．２０１５）。骨再生
のための次世代の生体材料は、骨欠陥を物理的にサポートするだけでなく、成長因子と細
胞を化学的および生物学的に維持する必要がある（ＰＡＵＬ　ｅｔ　ａｌ．２０１６）。
【００１３】
　制御された環境で操作される幹細胞、成長因子、足場の３要素を加えるバイオリアクタ
などの技術の開発は、エクスビボでの組織の作成に貢献してきた。３次元培養で与えられ
る刺激により、細胞の分化と行動を誘導し、インビボでの移植に特化した組織を生成でき
る可能性がある。技術と製品品質の標準化に関しては依然として課題に面しているが、バ
イオリアクタ技術によって提供される利点、特に移植片の血管新生の知識がより有望な製
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品と治療法の作成の鍵となる可能性があるため、バイオリアクタの臨床使用が進展するこ
とが期待される（ＢＡＲＴＮＩＫＯＷＳＫＩ　ｅｔ　ａｌ．２０１４）。
【００１４】
　バイオリアクタ技術より先を見据えると、次世代のエクスビボ組織生成は、熱可塑性樹
脂やヒドロゲル、より複雑な複合材料フレームワークを含む、天然・合成ポリマーと無機
材料を組み合わせて生体材料を生成可能な、コンピュータ製造によるファブリック技術の
進歩による可能性がある。これにより、配信技術の解像度によってのみ制限される、構造
および組成の正確な制御が可能になる。これにより、各患者特有の幾何学的パラメータを
備えた足場や組織を製造することができるようになる可能性があるが、現在の方法では達
成できない事柄である。作製サイズ、また組織工学の３要素の機能的融合について、基礎
研究の絶え間ない進歩が不可欠である（ＦＥＲＮＡＮＤＥＺ－ＹＡＧＵＥ　ｅｔ　ａｌ．
２０１５）。
【００１５】
　最後に、骨の成長を促進する生体材料の開発の研究では、需要にかかわらず、研究にお
いていくらかの臨床的成功を示す注目すべき製品があったとしても、今日まで、そのどれ
もが、重大な欠陥治療では、自家移植片、同種移植片、または異種移植片の有効性を克服
することができなかった。生体適合性を有するように開発された生体材料のいくつかは、
天然の骨細胞外マトリックスの多孔質ネットワークに可能な限り近いように設計されてい
るため、構造と機能の点で天然の骨とは比較できない（ＳＨＲＩＶＡＴＳ；ＭＣＤＥＲＭ
ＯＴＴ；ＨＯＬＬＩＮＧＥＲ，２０１４）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　上述した現在使用されている技術から、次のような制限および欠点を特定することがで
きる。
・自家移植のドナーのモービィディティが高く利用可能性が限られる。
・骨バンク材料の入手可能性と品質が低い。
・免疫原性拒絶の可能性ならびに凍結／凍結乾燥同種移植片および異種移植片による疾患
の伝播の潜在的リスクがある。
・従来の治療法では不十分で臨床結果が悪い可能性がある。
・無機生体材料の臨床効果が比較的弱く骨誘導能が低い。
・一部の材料の機械的圧縮および脆弱性に対するサポート能力が低い。
・製品の調製技術とバッチ品質の標準化の欠如。
・成長因子の適切な品質と可用性を保証する製品の欠如。
・細胞を内包可能な技術による一体製品の欠如。
・複数の成長因子を含む複合製品の欠如。
・骨組織の特定起源の製品の安全性の欠如。
・骨組織の特定領域から生成された製品の安全性の欠如。
・特定の年齢の骨組織から生成された製品の安全性の欠如。
・脱細胞化骨マトリックスの製品の安全性の欠如。
・患者、損傷、または生物学的目的ごとにカスタマイズされた製品の欠如。
・試験された既存のバイオリアクタモデルの効率が低い。
・インビトロ研究を目的とした製品の欠如。
・特に成長因子と組み合わせた場合、ハイブリッド製品のコストが高い。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　この意味で、上述の欠点を解決または克服するために、骨細胞外マトリックスヒドロゲ
ルで強化された脱細胞化骨の生体材料が開発された。これは、脱細胞化された動物の骨組
織から開発され、ゲル状の骨細胞外マトリックスでコーティングされた生体材料であり、
効率的な機械的および生物学的サポートを付与することができ、また、治療、研究、およ
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び他の生体材料の開発において骨移植片、バイオリアクタ、またはキャリアとして使用さ
れる場合、細胞株、ナノコンポジット、または薬物でさらに強化することができる。本特
許の製品は、他の技術とは異なり、骨組織の有機細胞外マトリックスの完全性を維持する
ことで、細胞の発達を促進するため、その発端以来開発されたものであり、治癒時間を改
善し、コストを削減し、生体材料における脱細胞化有機マトリックスの生物工学的重要性
、調査、および適用可能性を実証する基礎研究に科学的に貢献する。
【００１８】
　骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材について、以下の添付
の図を参照する詳細な説明により理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材の脱細胞化プロ
セス中の、溶液への浸漬前（左）と浸漬後（右）の骨組織の断片の写真を示す。
【図２】骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材の脱細胞化骨マ
トリックスの凍結乾燥粒子（左）とヒドロゲル（右）の写真を示す。
【図３】骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材の８倍（ａ）、
１２．５倍（ｂ）、２０倍（ｃ）の倍率での脱細胞化骨生体材の立体顕微鏡画像を示す。
【図４】骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨生体材の５０倍（Ａ）
、１００倍（ｂ）、２００倍（ｃ）、３５０倍（ｄ）の倍率での脱細胞化骨生体材の走査
型顕微鏡画像である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　上記の図によると、脱細胞化骨細胞外マトリックスヒドロゲルで強化された脱細胞化骨
生体材料は、脱細胞化、凍結乾燥された、多孔性および剛性の、操作可能で、安全かつ非
免疫原性の骨生体材料から排他的に開発された、骨組織に特異的な刺激物質でコーティン
グおよび強化された、粒子状またはブロック状で提供／使用される、健康科学（医学、獣
医学および歯科）および生物工学分野における工業生産および基礎科学によって活用され
得る、天然の生体材料に相当する。これは、バイオリアクタとして使用した場合、インビ
トロで成熟細胞株または前駆細胞株の発達を促進する能力があり、インビボで骨移植片と
して使用した場合、高い一体化能力や速い骨欠陥の治癒および充填速度を示す。
【００２１】
　この生体材料のため、収集された動物の骨は、規制された起源のものまたは認められた
もの（農牧食糧供給省の連邦検査サービス，ＭＡＰＡ／ＳＩＦ，ブラジル）であり、畜殺
場から収集され、研究所に送られる。収集された骨の浄化および解剖後、存在する有機細
胞外マトリックスと組織の物理的、生物学的および形態機能的特徴を最大限に保存するた
め、骨組織の特定の領域を選択および処理する。選択された組織は、材料のサンプルＤＮ
Ａの量が５０ｎｇ未満となるまで、２４～９６時間、２００～５００ｒｐｍで攪拌しなが
ら、界面活性剤溶液（Ｔｒｉｔｏｎ　１～３％、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）０．
１～２．５％等）に浸漬処理される。脱細胞化後、得られた固体マトリックスを緩衝液（
ＰＢＳ　ｐＨ７．４～７．８等）で繰り返し洗浄し、２５～５０℃の制御温度で少なくと
も１２～４８時間オーブン乾燥し、凍結乾燥し、エチレンオキシドで滅菌し、ゲルコーテ
ィング用に保存する。
【００２２】
　脱細胞化骨細胞外マトリックスゲルは、収集された同じ材料から生成される。骨組織の
選択後、液体窒素で凍結された材料を、小さな断片に、または粉末になるまで粉砕する。
その後、酸性溶液（０．１～２．５Ｎ，ＨＣｌ等）中で、室温で２４～９６時間、２００
～５００ｒｐｍで撹拌しながら脱塩を行い、蒸留水で完全に洗浄する。乾燥後、材料をク
ロロホルム／メタノール溶液中で、２００～５００ｒｐｍで撹拌しながら、室温で１～３
時間脱脂し、蒸留水で十分に洗浄する。乾燥後、材料のサンプルＤＮＡの量が５０ｎｇ未
満となるまで、３７℃で１２～４８時間、２００～５００ｒｐｍで攪拌しながら、酵素溶
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し、材料を脱細胞化する。その後、１％の抗生物質および抗真菌溶液（ストレプトマイシ
ン／ペニシリン、ゲンタマイシン等）を、２００～５００ｒｐｍ、４℃で１２～４８時間
撹拌しながら添加する。
【００２３】
　その後、内容物は、汚染に対する培養試験が行われ、凍結乾燥され、－８０℃の冷凍庫
に保管される。滅菌された凍結乾燥物から、ペプシン０．５～２．５ｍｇ／ｍＬの酸性溶
液（ＨＣｌ　０．０１～０．１Ｎ）を用いて、室温で４８時間～１２０時間、磁気撹拌し
ながら、酵素消化を行う。その後、消化マトリックスと呼ばれる材料を－８０℃の冷凍庫
に保管する。消化マトリックスに対し、０．０５～０．５ＮのＮａＯＨ溶液と緩衝液（Ｐ
ＢＳ　ｐＨ７．４～７．８等）により４℃で中和を行う。ヒドロゲルを形成するため、材
料を３７℃で少なくとも１～６時間静置する。
【００２４】
　生成された脱細胞化材料である固体マトリックスとゲルを用い、脱細胞化マトリックス
自体から生じるゲルに固体マトリックスを浸漬することによって生体材料が生成され、そ
の結果、ヒドロゲルが細孔に充填され、材料全体をコーティング可能になる。その後、生
体材料は、使用されるまで、－８０℃の冷凍庫で凍結乾燥および保存できる。
【００２５】
　上記の技術の説明、好ましい実施形態、および特許出願後に可能な形態を考えると、こ
れを制限しない方法で、本発明の保護する範囲から逸れることなく、同等の建設的な変更
例を施すことができる。

【図１】

【図２】

【図３】
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【国際調査報告】
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【要約の続き】
治癒時間を改善し、コストを削減し、生体材料における脱細胞化有機マトリックスの生物工学的重要性、調査、およ
び適用可能性を実証する基礎研究に科学的に貢献する。
【選択図】　　図１
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