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(57)【要約】
　本発明は、前十字靱帯（ＡＣＬ）などの靱帯を含む軟
組織における軟組織欠損を修復する無縫合方法に関する
。特に、本発明は、軟組織欠損を修復する無縫合方法で
あって、（ｉ）前記軟組織欠損の少なくとも一部を包囲
するように構成されたコラーゲン含有パッチを用意する
こと；（ｉｉ）前記軟組織欠損および／またはコラーゲ
ン含有パッチを感作物質と接触させること；（ｉｉｉ）
前記軟組織欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲して
生体活性チャンバを生成すること；および（ｉｖ）前記
コラーゲン含有パッチを前記軟組織欠損に縫合せずに付
着させることを含む方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟組織欠損を修復する無縫合方法であって、
　（ｉ）前記軟組織欠損の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パ
ッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記軟組織欠損および／またはコラーゲン含有パッチを感作物質と接触させる
こと；
　（ｉｉｉ）前記軟組織欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを
生成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記軟組織欠損に縫合せずに付着させること
を含む、方法。
【請求項２】
　靱帯欠損を修復する無縫合方法であって、
　（ｉ）前記靱帯欠損の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パッ
チであって、２５μｍと２００μｍの間の厚さであるパッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記靱帯欠損および／またはコラーゲン含有パッチをローズベンガルと接触さ
せること；
　（ｉｉｉ）前記靱帯欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを生
成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチにレーザーまたは光源からの光を当てて前記靱帯欠
損に付着させること
を含む、方法。
【請求項３】
　前記コラーゲン含有パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
請求項１または２に記載の無縫合方法。
【請求項４】
　前記軟組織欠損は、靱帯組織、腱組織、静脈組織、動脈組織、および神経管組織からな
る群から選択される軟組織に存在する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記靱帯欠損は、前十字靱帯（ＡＣＬ）に存在する、請求項２から４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項６】
　前記感作物質は、アセトフェノン、ベンゾフェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシ
ン、ローズベンガル、ピレン、アントラセン、およびフェノチアジンからなる群から選択
される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記感作物質はローズベンガルである、請求項１、３から６のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項８】
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　前記コラーゲン含有パッチは、８０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、請求項１から７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記コラーゲン含有パッチは、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、請求項１から８
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記コラーゲン含有パッチの最大引張荷重強度が２５Ｎを超える、請求項１から９のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記コラーゲン含有パッチの弾性率が１００ＭＰａを超える、請求項１から１０のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記コラーゲン含有パッチの最大荷重時伸びが元の長さの８５％未満である、請求項１
から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記コラーゲン含有パッチは、２５μｍと２００μｍの間の厚さである、請求項１から
１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記コラーゲン含有パッチは、約５０μｍの厚さである、請求項１から１２のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１５】
　軟組織欠損の無縫合修復に使用するコラーゲン含有パッチであって、２５μｍと２００
μｍの間の厚さであり、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含み、最大引張荷重強度が１０
０Ｎを超え、弾性率が２００ＭＰａを超え、前記軟組織を包囲して生体活性チャンバを生
成することができるコラーゲン含有パッチ。
【請求項１６】
　前記パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
請求項１５に記載のコラーゲン含有パッチ。
【請求項１７】
　前十字靱帯（ＡＣＬ）の部分的または完全な断裂を修復する方法であって、
　（ｉ）前記ＡＣＬの少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パッチ
を用意すること；
　（ｉｉ）前記ＡＣＬおよび／またはコラーゲン含有パッチを感作物質と接触させること
；
　（ｉｉｉ）前記ＡＣＬを前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを生成
すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記ＡＣＬに縫合せずに付着させること
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、前十字靱帯（ＡＣＬ）などの靱帯を含む軟組織における軟組織欠損を修復す
る無縫合方法に関する。修復は、部分的または完全な断裂の修復を含む。特に、本発明は
、感作物質を使用して軟組織欠損の部位にコラーゲン含有パッチを付着させることを含み
、軟組織欠損の周囲に組織の修復を促進する微細環境を提供する生体活性チャンバが形成
される、軟組織欠損を修復する無縫合方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腱組織、靱帯組織、脈管組織、皮膚組織などは、集合的に軟組織と呼ばれることが多い
。靱帯は、異なる器官または組織を接続し、骨と骨とをつなぐ特殊化した結合軟組織であ
る。後者の場合、靱帯は、骨の自然な動きを可能とするだけの柔軟性があることで関節に
安定性をもたらすと共に、加えられた力に対する抵抗を防ぐために強靱であって、伸張し
ない。腱は、筋肉を骨に接続し、張力に耐えることができる。加えて、腱は、移動運動中
に力を受動的に調節し、能動的な活動を伴わずに更なる安定性をもたらす。腱の弾性特性
は、腱がエネルギーを高効率で貯蔵し回収することを可能とする。腱および靱帯において
は、コラーゲン繊維の束がプロテオグリカン成分でできた連結マトリックスに包埋されて
いる。これらのコラーゲン繊維の束は、荷重支持要素を提供する。腱においては、コラー
ゲン繊維はほぼ平行な形態に配列されているため、単一方向の高荷重に耐えることができ
る。靱帯においては、コラーゲン繊維は平行度がそれよりも低い形態に配列されているこ
とにより、一方向の優勢な引張応力には耐えられるが、他の方向の応力にはそれほど耐え
ることができない。
【０００３】
　毎年、何十万もの人々が特に膝、肩、および足首の靱帯を捻挫、断裂、または破断した
り、上下肢、特に肩、膝、足、および足首の腱の傷害に苦しんだりしている。この種の傷
害に見舞われることの多い靱帯の一つが膝の前十字靱帯（ＡＣＬ）である。ＡＣＬは、第
１に前脛骨の並進を安定させるものとして、第２に膝の内外反屈曲角形成を安定させるも
のとして機能し、スポーツ傷害および交通事故に伴う屈曲－回転－外反力に起因する破断
または断裂を負いやすい。破断または断裂は多くの場合、重度の可動性低下；疼痛および
不快感；ならびにスポーツや運動への参加不能という結果をもたらす。米国だけでも毎年
２００，０００を超える人々がＡＣＬを断裂または破断し、ＡＣＬ再建手術と長期のリハ
ビリにおよそ３０億ドルの費用が発生している。ＡＣＬの治癒力が低いことは広く知られ
ている。ＡＣＬが著しい断裂または破断を負って関節が不安定になった場合には、外科的
な全置換および再建が必要となる。最も一般的な方法は、断裂した靱帯を自家移植片とし
ても知られる患者自身の組織で置き換えることにより断裂したＡＣＬを再建することであ
る。代用靱帯の他の選択肢としては、同種移植片としても知られる別の生物に由来するド
ナー組織、および人工移植片がある。
【０００４】
　タンパク質、ヒドロゲル、またはコラーゲンでできた三次元の足場に加えて、コラーゲ
ン繊維、生分解性ポリマー、および複合材料を使用した軟組織分断の再建が用いられてき
た。しかし、一般的には、これらの処置はいずれも、何らかの形の縫合を必要とする。
【０００５】
　縫合の必要性を排除し、随伴する組織損傷を回避する外科的技法は、靱帯、腱、血管、
および神経の顕微鏡下修復にとって、達成されていない目標である。靱帯や腱のような繊
細な構造体に縫合糸を配置すれば、継続的な問題を生じることは避けられない。例えば、
永続的な縫合糸の存在は、修復部位において炎症および瘢痕化を含む免疫反応を生じさせ
る。縫合糸の材料もまた、結果的に血栓形成促進効果を伴う内皮の不規則化をもたらす。
加えて、縫合糸が存在すると、他のシーラント技術と比較して比較的低い漏出時圧で示さ
れるように、瞬間的な水密シールが実現できない。
【０００６】
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　靱帯、腱、血管、神経などの縫合修復の限界の幾つかを克服しようとする試みにおいて
、過去の研究者達は、リング、クリップ、接着剤、およびレーザー溶着を使用してきた。
これらの方法論の一部は、Ｚｅｅｂｒｅｇｔｓら（２００３）、Ｂｒ　Ｊ　Ｓｕｒｇ；９
０：２６１－２７１において論じられている。しかし、これらの代替法はいずれも、実質
的な異物反応または組織傷害に関連する重大な欠点を有し、それが広汎な臨床導入を妨げ
ている。
【０００７】
　レーザーを利用した修復は、２５年間以上の研究の対象であり、修復部位を加熱して「
溶着」を形成するためのレーザーエネルギーの送達を伴う（Ｗｏｌｆ－ｄｅ　Ｊｏｎｇｅ
ら（２００４）、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｖａｓｃ　Ｅｎｄｏｖａｓｃ　Ｓｕｒｇ．、２７：４６６
－４７６）。１９７０年代後半から、アルゴン、ＣＯ2、近赤外ダイオード、およびＮｄ
：ＹＡＧレーザーを使用した組織の溶着に関する多数の報告がある（例えば、Ｇｅｌｌｉ
ら（１９９７）、Ｊ．Ｒｅｃｏｎｓｔｒ．Ｍｉｃｒｏｓｕｒｇ．、１３：１９９－２０５
；Ｊａｉｎ　＆　Ｇｏｒｉｓｃｈ（１９７９）、Ｓｕｒｇｅｒｙ、８５：６８４－６８８
；Ｌｅｗｉｓ　＆　Ｕｒｉｂｅ（１９９３）、Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ、１０３：８５
０－８５３；Ｎｅｂｌｅｔｔら（１９８６）、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ、１９：９１４
－９３４；Ｓａｍｏｎｔｅ　＆　Ｆｒｉｅｄ（１９９１）、Ｌａｓｅｒｓ　Ｓｕｒｇ　Ｍ
ｅｄ．、１１：５１１－５１６；Ｓｅｒｕｒｅら（１９８３）、Ｓｕｒｇ．Ｆｏｒｕｍ、
３４：６３４－６３６；Ｔａｎｇら（１９９４）、Ｌａｓｅｒｓ　Ｓｕｒｇ　Ｍｅｄ．、
１４：２２９－２３７；Ｖａｌｅら（１９８６）、Ｐｌａｓｔ．Ｒｅｃｏｎｓｔｒ．Ｓｕ
ｒｇ．、７７：７５９－７６６参照）。これらの報告および多くの他の報告では、レーザ
ーエネルギーを熱に変換し、局所的な組織温度を上昇させて細胞外マトリックスタンパク
質を変性させ、その結果、組織の溶着および修復がなされる。
【０００８】
　レーザー溶着の多くの理論的利点にもかかわらず、この技法は臨床導入されていない。
その理由は様々であるが、組織の加熱はどうしても傷害を生じ、そのため、レーザー溶着
の分野におけるあらゆる前臨床研究にもかかわらず、臨床領域への適用は未だ実現してい
ない。
【０００９】
　従って、足場および縫合糸を使用して同定された問題を軽減する、または少なくとも克
服する方向に働く、腱組織、靱帯組織、脈管組織、皮膚組織などの欠損を含む軟組織欠損
を修復する方法に対する必要性が依然として存在する。
【発明の概要】
【００１０】
　第１の態様において、本発明は、軟組織欠損を修復する無縫合方法であって、
　（ｉ）前記軟組織欠損の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パ
ッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記軟組織欠損および／またはコラーゲン含有パッチを感作物質と接触させる
こと；
　（ｉｉｉ）前記軟組織欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを
生成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記軟組織欠損に縫合せずに付着させることを含
む方法を提供する。
【００１１】
　一部の実施形態において、軟組織欠損は、靱帯組織、腱組織、静脈組織、動脈組織、お
よび神経管組織からなる群から選択される軟組織に存在する。一部の実施形態において、
軟組織欠損は前十字靱帯（ＡＣＬ）などの靱帯に存在する。
【００１２】
　明細書全体を読んだ当業者には当然のことであるが、感作物質は、放射線または光線か
らエネルギーを吸収し、そのエネルギーをコラーゲン含有パッチおよび／または軟組織に
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伝達して治療している軟組織にコラーゲン含有パッチを付着または「溶着」させる効果を
有する。
【００１３】
　本発明において使用可能な感作物質の非網羅的例としては、アセトフェノン、ベンゾフ
ェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセン、
フェノチアジンなどが挙げられる。一部の実施形態において、感作物質はローズベンガル
である。
【００１４】
　コラーゲン含有パッチは、好ましくは以下の特性を有する。
【００１５】
　ａ）組織集積および血管新生に有利に働くような形で相互接続する細孔；
　ｂ）通常の組織が最終的には足場を置き換えるような生分解性および／または生体再吸
収性；
　ｃ）細胞の接着、増殖、および分化を促進する表面化学作用；
　ｄ）強度および柔軟性；ならびに
　ｅ）低抗原性。
【００１６】
　コラーゲン含有パッチは、８０％を超えるＩ型コラーゲンを含む。他の実施形態におい
て、コラーゲン含有パッチは、少なくとも８５％のＩ型コラーゲンを含む。更に別の実施
形態において、コラーゲン含有パッチは、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含む。
【００１７】
　コラーゲン含有パッチ内のコラーゲン繊維または束は、編み構造を含むものとなる。本
明細書において使用した場合、「編み構造」という用語は、繊維または束の第１および第
２の群を含む構造を意味する。ここで、第１の群の繊維または束は主として第１の方向に
延び、第２の群の繊維または束は主として第２の方向に延び、第１と第２の方向は互いに
異なり、第１の群の繊維または束は、第２の群の繊維または束と交互配置になっている、
ないしは混ざりあって存在している。方向の違いは約９０°であってもよい。
【００１８】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチの最大引張荷重強度は２０Ｎを超える
。一部の実施形態において、本発明のコラーゲン含有パッチの最大引張荷重強度は、２５
Ｎ、４０Ｎ、６０Ｎ、８０Ｎ、１００Ｎ、１２０Ｎまたは１４０Ｎを超える。
【００１９】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチの弾性率は、１００ＭＰａを超える。
他の実施形態において、コラーゲン含有組織の弾性率は、２００ＭＰａ、３００ＭＰａ、
４００ＭＰａまたは５００ＭＰａを超える。
【００２０】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチの最大荷重時伸びは、元の長さの８５
％未満である。
【００２１】
　最も重要なのは、本発明のコラーゲン含有パッチは、修復中の軟組織を支持できるだけ
の十分な厚さがなければならないことである。しかし、厚すぎてコラーゲン含有パッチを
軟組織に付着させる能力が損なわれてはならない。従って、一部の実施形態において、コ
ラーゲン含有パッチは、２５μｍと２００μｍの間の厚さである。一部の実施形態におい
て、コラーゲン含有パッチは、３０μｍと１８０μｍの間の厚さである。他の実施形態に
おいて、コラーゲン含有パッチは、３５μｍと１７０μｍの間の厚さである。更に別の実
施形態において、コラーゲン含有パッチは、４０μｍと１６０μｍの間の厚さである。更
に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、４５μｍと１５０μｍの間の厚さで
ある。更に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、５０μｍと１４０μｍの間
の厚さである。更に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、５０μｍと１００
μｍの間の厚さである。最後に、一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、約
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５０μｍの厚さである。
【００２２】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、パッチを成形することで、もとの
位置でのより良好な処置手段を提供するように構成される。一部の実施形態において、コ
ラーゲン含有パッチは、図３に示すコラーゲン含有パッチに対応する。
【００２３】
　当業者には当然のことであるが、コラーゲン含有パッチは、数多くの技法を使用して製
造することができる。一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からのコラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲン性
タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中でイン
キュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成されたコラーゲン含有組織を、前記材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成されたコラーゲン含有組織を、無機酸を含む第３
の溶液中で、同時機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン束を整
列させるのに十分な時間インキュベートすることにより製造され、
　機械的刺激がコラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む。
【００２４】
　第２の態様において、本発明は、軟組織の無縫合修復に使用するコラーゲン含有パッチ
であって、２５μｍと２００μｍの間の厚さであり、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含
み、最大引張荷重強度が１００Ｎを超え、弾性率が２００ＭＰａを超え、前記軟組織を包
囲して生体活性チャンバを生成することができるパッチを提供する。
【００２５】
　一部の実施形態において、軟組織の無縫合修復に使用するコラーゲン含有パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からのコラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲン性
タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中でイン
キュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成されたコラーゲン含有組織を、前記材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成されたコラーゲン含有組織を、無機酸を含む第３
の溶液中で、同時機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン束を整
列させるのに十分な時間インキュベートすることにより生成され、
　機械的刺激がコラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む。
【００２６】
　第３の態様において、本発明は、前十字靱帯（ＡＣＬ）の部分的または完全な断裂を修
復する方法であって、
　（ｉ）前記ＡＣＬの少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パッチ
を用意すること；
　（ｉｉ）前記ＡＣＬおよび／またはコラーゲン含有パッチを感作物質と接触させること
；
　（ｉｉｉ）前記ＡＣＬを前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを生成
すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記ＡＣＬに縫合せずに付着させること
を含む方法を提供する。
【００２７】
　当業者には当然のことであるが、本発明のコラーゲン含有パッチを軟組織に付着させる
工程は、組織を「溶着」するためにレーザー放出光エネルギーまたは無線周波数（「ＲＦ
」）エネルギーを使用する組織溶着を含む、当技術分野で公知の任意の方法とすることが
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できる。フィブリン接着剤またはＰＬＡ／ＰＬＧポリマーなどの生体適合性接着剤といっ
た他の非縫合付着手段を使用してもよい。
【００２８】
　一部の実施形態において、レーザーを使用した組織溶着によりコラーゲン含有パッチを
軟組織に付着させる。レーザーの最適なパルス長は当業者により決定されるが、一例とし
て、１００μｍの厚さであるコラーゲン含有パッチは、１～６分にわたり３３～６００ｍ
ｓのパルスを使用して付着させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】図１は、例１の方法により調製したコラーゲン含有パッチの表面形態を示す走査
電子顕微鏡画像を含む。パッチが、緻密なコラーゲン束を特徴とする平滑な表面（Ａ）と
、粗目のコラーゲン繊維の粗い多孔質な表面（Ｂ）との２つの異なる表面を有することが
わかる。スケールバー：５００μｍ。
【図２】図２は、本発明の方法により生成したコラーゲン膜の走査電子顕微鏡法（ＳＥＭ
）画像（×１００）を示す。
【図３】図３は、本発明のパッチの「蝶型」配置構成を示す。
【発明の好適な実施形態の詳細な説明】
【００３０】
　他様に定義しない限り、本明細書において使用する用語（技術的および科学的用語を含
む）は全て、本発明が属する分野の当業者が一般に理解するものと同じ意味を有する。更
に、当然ながら、一般に使用されている辞書において定義されているような用語は、本明
細書および関連技術の文脈における意味と一致する意味を有するものと解釈すべきであり
、本明細書において明確に定義しない限り、理想化された意味、または過度に形式的な意
味に解釈すべきではない。周知の機能または構成は、簡潔化および／または明確化のため
に詳細に記載されないことがある。
【００３１】
　本明細書において使用される用語は、特定の実施形態を説明する目的のためだけのもの
であり、本発明を限定する意図はない。本明細書において使用する場合、単数形である「
ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈上そうでないことが明らかである場合を除き、
複数形も含むことが意図されている。更に、当然ながら、本明細書において使用する場合
、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」および／または「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」と
いう用語は、記載した特徴、整数、工程、操作、要素、および／または成分の存在を明示
するが、１つまたは複数の他の特徴、整数、工程、操作、要素、成分、および／またはこ
れらの群の存在または追加を排除するものではない。本明細書において使用する場合、「
および／または」という用語は、掲載された関連項目の１つまたは複数のありとあらゆる
組合せを含む。本明細書において使用する場合、「ＸとＹの間」および「約ＸとＹの間」
などのフレーズは、ＸとＹとを含むものと解釈すべきである。本明細書において使用する
場合、「約ＸとＹの間」などのフレーズは、「約Ｘと約Ｙの間」という意味である。本明
細書において使用する場合、「約ＸからＹまで」などのフレーズは、「約Ｘから約Ｙまで
」という意味である。
【００３２】
　本明細書において数値範囲を列挙する場合、間に存在する数が同等の正確さで明示的に
考慮される。例えば、６～９の範囲といった場合、６および９に加えて７および８の数字
も考慮され、６．０～７．０の範囲といった場合、６．０、６．１、６．２、６．３、６
．４、６．５、６．６、６．７、６．８、６．９、および７．０という数字が明示的に考
慮される。
【００３３】
　本明細書において使用した場合、「約」という用語は、この用語に続く値の１０％上ま
たは下の偏差を意味する。例えば、約５０μｍの厚さであるコラーゲン含有パッチと言及
した場合、４５μｍと５５μｍの間の範囲、即ち、５０μｍの値の上下１０％が含まれる
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。これには、４５μｍ、４６μｍ、４７μｍ、４８μｍ、４９μｍ、５０μｍ、５１μｍ
、５２μｍ、５３μｍ、５４μｍ、および５５μｍが含まれる。
【００３４】
　当然ながら、本発明の方法において記載される一連の操作（または工程）は、特に断り
のない限り請求項または図において提示される順序に限定されるものではないと理解され
るものである。
【００３５】
　考えられる最も広い態様において、本発明は、コラーゲン含有パッチを使用した軟組織
の修復に関する。
【００３６】
　本明細書において使用した場合、「コラーゲン」という用語は、処理されたもの、また
は他の方法で改質されたものを含むあらゆる形態のコラーゲンを意味する。好適なコラー
ゲンは、免疫原性テロペプチド領域（「アテロペプチドコラーゲン」）を除去するために
処理されており、可溶性であって、繊維状に再構成されるものである。Ｉ型コラーゲンが
、靱帯組織、腱組織、静脈組織または神経組織の修復を伴うほとんどの用途に最適である
。しかし、Ｉ型コラーゲンと組合せた他の形態のコラーゲンも本発明の実施には有用であ
り、ここでの考察から排除するものではない。
【００３７】
　「パッチ」という用語は、本明細書において開示する方法により生成され、組織が修復
されるように、軟組織欠損または軟組織欠損部位に配置および／または付着させることが
可能なコラーゲン含有組織の小片または断片を意味する。パッチは、任意の幾何学的形状
とすることができるが、典型的には実質的に平面的であり、配置された場合には上または
下にある組織の形状にフィットし得るものである。
【００３８】
　コラーゲン含有パッチは、好ましくは以下の特性を有する。
【００３９】
　ａ）組織集積および血管新生に有利に働くような形で相互接続する細孔；
　ｂ）通常の組織が最終的には足場を置き換えるような生分解性および／または生体再吸
収性；
　ｃ）細胞の接着、増殖、および分化を促進する表面化学作用；
　ｄ）強度および柔軟性；ならびに
　ｅ）低抗原性。
【００４０】
　コラーゲン含有パッチは、典型的には、どんな哺乳動物にもみられる密生結合組織を含
む「コラーゲン含有組織」から調製または製造される。「コラーゲン含有組織」という用
語は、コラーゲンを含有する哺乳類の身体から単離可能な、皮膚、筋肉などを意味する。
「コラーゲン含有組織」という用語は、コラーゲンまたはコラーゲンを含有する物質が体
外で構築または製造された「合成的に」生成された組織も包含する。
【００４１】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有組織は、ヒツジ、ウシ、ブタ、またはヒトを
含むがこれに限定されない哺乳類の動物から単離される。他の実施形態において、コラー
ゲン含有組織は、ヒトから単離される。
【００４２】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有組織は、「自家移植性」、即ち、治療が必要
な患者の身体から単離されたものである。
【００４３】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、８０％を超えるＩ型コラーゲンを
含む。他の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、少なくとも８５％のＩ型コラー
ゲンを含む。更に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、９０％を超えるＩ型
コラーゲンを含む。



(10) JP 2017-531495 A 2017.10.26

10

20

30

40

50

【００４４】
　コラーゲン含有パッチは、当技術分野で公知の任意の方法で製造してもよい。しかし、
好適な一方法は、以下の工程
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、組織をエタノール溶液中でインキュベートするこ
と；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からのコラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲン性
タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中でイン
キュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成されたコラーゲン含有組織を、前記材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成されたコラーゲン含有組織を、無機酸を含む第３
の溶液中で、同時機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン束を整
列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含み、
　機械的刺激がコラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む。
【００４５】
　ルイス酸と錯体を形成できる限り、第１の溶液にいかなる無機塩を使用してもよいこと
が理解される。一部の実施形態において、無機塩は、塩化トリメチルアンモニウム、塩化
テトラメチルアンモニウム、塩化ナトリウム、塩化リチウム、過塩素酸塩、およびトリフ
ルオロメタンスルホン酸塩からなる群から選択される。他の実施形態において、無機塩は
塩化リチウム（ＬｉＣｌ）である。
【００４６】
　任意の数の陰イオン界面活性剤を第１の溶液に使用してもよいが、一部の実施形態にお
いて、陰イオン界面活性剤は、アルキル硫酸塩、アルキルエーテル硫酸塩、アルキルスル
ホン酸塩、およびアルキルアリールスルホン酸塩からなる群から選択される。特に有用な
陰イオン界面活性剤としては、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）などのアルキル硫酸塩
が挙げられる。
【００４７】
　一部の実施形態において、第１の溶液は、約１％（ｖ／ｖ）のＳＤＳと約０．２％（ｖ
／ｖ）のＬｉＣｌとを含む。
【００４８】
　一部の実施形態において、第２の溶液中の無機酸は、約０．５％（ｖ／ｖ）のＨＣｌを
含み、一方、第３の溶液中の無機酸は、約１％（ｖ／ｖ）のＨＣｌを含む。
【００４９】
　当業者には当然のことであるが、３つの工程のそれぞれにおけるインキュベーション期
間は、（ｉ）コラーゲン含有組織の種類；（ｉｉ）無機塩／酸および／または陰イオン界
面活性剤の種類；（ｉｉｉ）使用する各無機塩／酸および／または陰イオン界面活性剤の
強度（濃度）、ならびに（ｉｖ）インキュベーション温度によって変化する。一部の実施
形態において、工程（ｉ）におけるインキュベーション期間は少なくとも８時間である。
他の実施形態において、工程（ｉｉ）におけるインキュベーション期間は６０分未満であ
り、一方、他の実施形態において、工程（ｉｉｉ）におけるインキュベーション期間は少
なくとも２０時間である。
【００５０】
　一部の実施形態において、工程（ｉｉ）におけるインキュベーションは、約４℃で行わ
れる。他の実施形態において、工程（ｉｉ）におけるインキュベーションは、少なくとも
１２時間行われる。
【００５１】
　一部の実施形態において、第２の溶液は、約０．５％（ｖ／ｖ）のＨＣｌを含む。
【００５２】
　一部の実施形態において、工程（ｉｉｉ）におけるインキュベーションは、約３０分間
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行われる。他の実施形態において、工程（ｉｉｉ）におけるインキュベーションは、振と
うしながら行われる。
【００５３】
　一部の実施形態において、第３の溶液は、約１％（ｖ／ｖ）のＨＣｌ溶液を含む。
【００５４】
　一部の実施形態において、工程（ｉｖ）におけるインキュベーションは、約１２～３６
時間行われ、好ましくは約２４時間行われる。他の実施形態において、工程（ｉｖ）にお
けるインキュベーションは、振とうしながら行われる。
【００５５】
　一部の実施形態において、本発明の方法は、工程（ｉｉｉ）と工程（ｉｖ）の間に、約
０．５％（ｖ／ｖ）のＮａＯＨを用いた前記コラーゲン含有組織のインキュベーションを
含む中和工程を更に含む。
【００５６】
　一部の実施形態において、本発明の方法は、工程（ｉｖ）からのコラーゲン含有組織を
アセトンを用いてインキュベートし、次いでコラーゲン含有組織を乾燥させることを含む
工程（ｖ）を更に含む。
【００５７】
　一部の実施形態において、本発明の方法は、工程（ｉｉ）と（ｉｉｉ）の間および／ま
たは工程（ｉｉｉ）と（ｉｖ）の間に、可視化して脂肪および／または血管の除去を容易
にするために、コラーゲン含有組織をグリセロールと接触させる工程を更に含む。
【００５８】
　グリセロールは、コラーゲン含有組織と、脂肪および／または血管の除去を容易にする
任意の時間にわたって接触させてもよい。一部の実施形態において、接触時間は少なくと
も１０分である。
【００５９】
　一部の実施形態において、本発明の方法は、工程（ｉｉ）と（ｉｉｉ）の間および／ま
たは工程（ｉｉｉ）と（ｉｖ）の間に、コラーゲン含有組織を洗浄する工程を更に含む。
工程（ｉｉ）と（ｉｉｉ）の間に用いられる洗浄する工程の目的は、変性したタンパク質
を除去することである。従って、変性したタンパク質を除去することができる任意の洗浄
液を使用することができる。一部の実施形態において、工程（ｉｉ）と（ｉｉｉ）の間で
使用される洗浄液は、アセトンである。
【００６０】
　アセトンでの洗浄に続き、コラーゲン含有組織を滅菌水で更に洗浄する。
【００６１】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有組織をＮａＯＨ：ＮａＣｌ溶液中で更に洗浄
する。コラーゲン含有組織をＮａＯＨ：ＮａＣｌで洗浄する場合、好ましくは、コラーゲ
ン含有組織を次いで滅菌水で洗浄する。
【００６２】
　一部の実施形態において、工程（ｉｖ）の後、コラーゲン含有組織を第１の溶液で更に
洗浄する。
【００６３】
　本明細書に記載する方法において使用される「同時機械的刺激」という用語は、コラー
ゲン含有組織の化学処理中にコラーゲン含有組織を引き伸ばすプロセスを意味する。コラ
ーゲン含有組織は、静的および／または周期的引き伸ばしに付されてもよい。従って、一
部の実施形態において、同時機械的刺激は、
　（ｉ）予め設定された期間にわたるコラーゲン含有組織の引き伸ばし；
　（ｉｉ）予め設定された期間にわたるコラーゲン含有組織の弛緩；および
　（ｉｉｉ）工程（ｉ）と（ｉｉ）のｎ回の繰返し（ｎは１以上の整数である）
を含んでもよい。
【００６４】
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　コラーゲン含有組織を引き伸ばすことにより機械的刺激が実施される場合、コラーゲン
含有組織は、好ましくはその長軸方向に引き伸ばされる。
【００６５】
　一部の実施形態において、同時機械的刺激は、コラーゲン含有組織に周期的に張力を加
えることを含む。ただし、張力の周期には、約１０秒～約２０秒の引き伸ばし期間と、約
１０秒の弛緩期間とが含まれ、それによって生じる歪みはおよそ１０％であり、機械的刺
激は、コラーゲン含有組織内のコラーゲン束が本明細書に記載されているように整列する
まで続けられる。
【００６６】
　一旦生成されると、コラーゲン含有組織は、編み構造を有するコラーゲン繊維または束
を含む。本明細書において使用した場合、「編み構造」という用語は、繊維または束の第
１および第２の群を含む構造を意味する。ここで、第１の群の繊維または束は主として第
１の方向に延び、第２の群の繊維または束は主として第２の方向に延び、第１と第２の方
向は互いに異なり、第１の群の繊維または束は、第２の群の繊維または束と交互配置にな
っている、ないしは混ざりあって存在している。方向の違いは約９０°であってもよい。
【００６７】
　好適な方法によって作られるコラーゲン含有組織の「最大引張荷重強度」は２０Ｎを超
える。一部の実施形態において、本発明のコラーゲン含有組織の最大引張荷重強度は、２
５Ｎ、４０Ｎ、６０Ｎ、８０Ｎ、１００Ｎ、１２０Ｎまたは１４０Ｎを超える。
【００６８】
　更に、コラーゲン含有組織の実施形態の編み構造が、コラーゲン含有パッチの最大荷重
時伸びの低下を実現しつつ、弾性率の増大を実現すると考えられる。
【００６９】
　本明細書において使用した場合、「弾性率」という用語は、ヤング弾性率を意味し、応
力と歪みの比として判定される。これは、コラーゲン含有組織および／またはパッチの剛
性の指標となる。
【００７０】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有組織の弾性率は、１００ＭＰａを超える。他
の実施形態において、コラーゲン含有組織の弾性率は、２００ＭＰａ、３００ＭＰａ、４
００ＭＰａ、または５００ＭＰａを超える。
【００７１】
　本明細書において使用した場合、「最大荷重時伸び」という用語は、荷重をかけない条
件下でのコラーゲン含有組織の元の長さを基準とした、最大引張荷重強度でのコラーゲン
含有組織の伸びを意味する。これは、これよりも大きくなる最大伸びとは異なる。
【００７２】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有組織の最大荷重時伸びは、元の長さの８５％
未満である。
【００７３】
　生成後、次いでコラーゲン含有組織は、使用するためのコラーゲン含有パッチに成形し
てもよい。一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、パッチを成形することで
、もとの位置でのより良好な処置手段を提供するように構成される。一部の実施形態にお
いて、コラーゲン含有パッチは、図３に示すコラーゲン含有パッチに対応する。
【００７４】
　最も重要なのは、本発明のコラーゲン含有パッチは、修復中の軟組織を支持できるだけ
の十分な厚さがなければならないことである。しかし、厚すぎてコラーゲン含有パッチを
軟組織に付着させる能力が損なわれてはならない。従って、一部の実施形態において、コ
ラーゲン含有パッチは、２５μｍと２００μｍの間の厚さである。一部の実施形態におい
て、コラーゲン含有パッチは、３０μｍと１８０μｍの間の厚さである。他の実施形態に
おいて、コラーゲン含有パッチは、３５μｍと１７０μｍの間の厚さである。更に別の実
施形態において、コラーゲン含有パッチは、４０μｍと１６０μｍの間の厚さである。更
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に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、４５μｍと１５０μｍの間の厚さで
ある。更に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、５０μｍと１４０μｍの間
の厚さである。更に別の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、５０μｍと１００
μｍの間の厚さである。最後に、一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチは、約
５０μｍの厚さである。
【００７５】
　概説すると、本発明の実施形態は、哺乳類の動物またはヒト患者の軟組織欠損の修復に
特に適するコラーゲン含有パッチを対象とする。ヒト以外にも、患者は霊長類、ウマ、イ
ヌ、またはネコ科の動物とすることができる。従って、使用時、コラーゲン含有パッチは
、治療すべき患者の軟組織欠損または欠損部位に、欠損を包囲するように施用される。「
組織欠損」または「組織欠損部位」という用語は、腱、靱帯、静脈／動脈、または神経管
の上皮または組織の分断を意味する。組織欠損は、組織を最適以下のレベルで機能させる
か、最適以下の状態とする。例えば、組織欠損は、腱または靱帯の部分層または全層の断
裂であってもよい。組織欠損は、上皮または組織の構造的完全性における例えば空隙、空
洞、穴、または他の実質的分断などの三次元欠損を意味すると理解される「空隙」の構成
をとることもある。ある種の実施形態において、組織欠損は、内性的または自然的修復が
不可能なものである。組織欠損は、事故、疾患、および／または外科的処置の結果である
こともある。
【００７６】
　「包囲する」という用語は、パッチの下側および組織欠損の上側に生体活性チャンバが
形成されるように、コラーゲン含有パッチが組織欠損部位を実質的に包むことを意味する
。「生体活性チャンバ」という用語は、コラーゲン含有パッチと組織欠損の表面との間の
空間を意味する。この空間内において、内性細胞、または、一部の実施形態においては、
導入された細胞、薬理活性剤などが組織欠損の位置に含有され、これにより細胞および組
織の修復が可能となる。
【００７７】
　「修復する」もしくは「修復」という用語、またはその文法的同等語は、本明細書にお
いては哺乳類の動物、好ましくはヒトにおける組織欠損の修復を網羅するために使用され
る。「修復」は、組織欠損部位の空隙または構造的不連続を少なくとも部分的に満たすの
に十分な新しい組織の形成を意味する。しかし、修復は、組織欠損を欠損前の生理学的／
構造的／機械的状態までの回復に１００％有効である完全な治癒または治療のプロセスを
意味するものでも、必要とするものでもない。
【００７８】
　一部の実施形態において、コラーゲン含有パッチを組織欠損に施用する前または後に、
コラーゲン含有パッチおよび／または組織欠損または欠損部位を感作物質と接触させる。
感作物質は、放射線または光線からエネルギーを吸収し、そのエネルギーをコラーゲン含
有パッチおよび／または軟組織に伝達して治療している軟組織にコラーゲン含有パッチを
付着または「溶着」させる効果を有する。
【００７９】
　本発明において使用可能な感作物質の非網羅的例としては、アセトフェノン、ベンゾフ
ェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセン、
フェノチアジンなどが挙げられる。一部の実施形態において、感作物質はローズベンガル
（４，５，６，７－テトラクロロ－２’，４’，５’，７’－テトラヨードフルオレセイ
ン）である。
【００８０】
　コラーゲン含有パッチが組織欠損に施用された後、整形外科医などの当業者は、パッチ
を軟組織欠損に付着させることにより患者の欠損部位にパッチを固定する。このようなコ
ラーゲン含有パッチの欠損部位への付着は、細胞成長および治療中の組織の治癒を促進し
ようとする本明細書に記載の生体活性チャンバを実現する。付着させる手段の例としては
、生体適合性の接着剤、組織溶着、およびこれらの組合せが挙げられるが、これに限らな
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い。
【００８１】
　生体適合性接着剤は、ゼラチン、アルギン酸、アガロース、デンプン、フィブリン、コ
ラーゲン、ラミニン、エラスチン、フィブロネエチン（fibroneetin）、プロテオグリカ
ン、および／またはグルコサミノグルヤン（glycosaminogl yeans）、例えば、ヘパラン
硫酸、コンドロイチン硫酸および／またはケラタン硫酸、カゼイン、デキストラン、カラ
メルロス（caramel lose）、ペクチン、カラギーン、ならびにキサンタンを含むがこれに
限定されない群から選択されてもよい。本教示と共に使用し得る生体適合性の接着剤の非
制限的例は、オーストリア　ウィーンのＯｅｓｔｅｒｒｅｉｃｈｉｓｃｈｅｓ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔ　Ｆｕｅｒ　Ｈａｅｍｏｄｅｒｉｖａｔｅ　Ｇ．Ｍ．Ｂ．Ｈ．が製造し、カリフ
ォルニア州グレンデールのＢａｘｔｅｒ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎがブランド名ＴＩＳＳＥＥＬ（商標）で販売しているフィブリンシーラントである。生
体適合性の接着剤に代えて、または生体適合性の接着剤に加えて使用し得る他の付着手段
の非制限的例としては、Ｈｅｌｍｓｗｏｒｔｈ、Ｔ．Ｆ．ら、Ｌａｓｅｒ　Ｓｕｒｇｅｒ
ｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１０：５７６－５８３、１９９０に記載されているような、組織
溶着が挙げられる。更に、ＰＬＡ／ＰＬＧポリマーなどの生体適合性または生体吸収性材
料も含まれるが、これに限らない。
【００８２】
　コラーゲン含有パッチを軟組織欠損に付着させ得る１つの方法は、光誘起法に代わる光
化学組織結合（ＰＴＢ：photochemical tissue bonding）によるものであり、これは、組
織をシールするのに熱エネルギーではなく化学エネルギーに依存する（Ｃｈａｎら（２０
０５）、Ｊ　Ｓｕｒｇ　Ｒｅｓ；１２４：２７４－２７９；Ｃｈａｎら（２００２）Ｊ　
Ｓｕｒｇ　Ｒｅｓ；１０８：７７－８４；Ｋａｍｅｇａｙａら（２００５）Ｌａｓｅｒｓ
　Ｓｕｒｇ　Ｍｅｄ；３７：２６４－２７０；Ｍｕｌｒｏｙら（２０００）Ｉｎｖｅｓｔ
　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ；４１：３３３５－３３４０；Ｐｒｏａｎｏら
（２００４）Ｊ　Ｃａｔａｒａｃｔ　Ｒｅｆｒａｃｔ　Ｓｕｒｇ；３０：２４２０－２４
２４；Ｐｒｏａｎｏら（２００４）Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃ
ｉ；４５：２１７７－２１８１）。ＰＴＢは、可視光と光反応染料との組合せを使用して
組織表面同士の即時結合と密封を実現する。他の添加剤は必要としない。染料による光の
吸収によって反応性の中間体が生成され、これが接合した組織表面の分子間の架橋反応を
誘発する（Ｌａｍｂｅｒｔ＆Ｋｏｃｈｅｖａｒ（１９９７）Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ　Ｐｈｏ
ｔｏｂｉｏｌ．、６６：１５－２５）。作用の正確な機序は不明であるが、光化学プロセ
スを使用してＩ型コラーゲンを化学的に架橋できることが実証されている。ＰＴＢは、光
化学的機序によって発生し、典型的にはレーザー溶着よりも遙かに低い出力で実施される
。組織の加熱を伴わず、従って、熱傷の続発症を回避しつつレーザー修復の持つ全ての利
点を提供し得る。
【００８３】
　露光に使用し得る放射線の例としては、水銀灯の輝線スペクトル（波長：２５４ｎｍ）
、ＫｒＦエキシマレーザー（波長：２４８ｎｍ）、ＡｒＦエキシマレーザー（波長：１９
３ｎｍ）、Ｆ２エキシマレーザー（波長：１５７ｎｍ）、およびＥＵＶ（波長：１３ｎｍ
など）などの遠紫外線；シンクロトロン放射線などのＸ線；電子ビームなどの荷電粒子線
などが挙げられる。放射線は、好ましくは遠紫外線および荷電粒子線である。より好まし
くは、放射線はＫｒＦエキシマレーザー（波長：２４８ｎｍ）、ＡｒＦエキシマレーザー
（波長：１９３ｎｍ）、Ｆ２エキシマレーザー（波長：１５７ｎｍ）、および電子ビーム
である。
【００８４】
　コラーゲン含有パッチに均一な照射を行うためには、レーザー光が使用される。レーザ
ー光は、付近の軟組織の熱損傷の領域が最小となるよう、好ましくはパルス状とされる。
レーザー波長は、光が感作物質に吸収されるように選択される。エネルギーがパッチ上の
薄層と隣接する軟組織表面とを加熱し、それによりパッチが軟組織表面に結合または「溶
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着」する。パッチは、組織を接合する手段として機能する。パッチ上の感作物質の薄層は
、パッチと軟組織との界面のこの層が優先的にレーザーエネルギーを吸収して加熱される
ため、損傷領域を最小に留める。従って、感作物質を浸潤させたパッチよりも感作物質の
薄層が好ましい。
【００８５】
　結合を容易にする、または強固にするために、生体適合性接着剤の層がパッチ上に更に
存在してもよく、軟組織表面への機械的結合を形成するためにレーザー光を当てると重合
する化学物質を使用することもできる。感作物質または生体適合性接着剤またはポリマー
の層は、パッチを化学物質の層でコーティングする方が容易な場合もあるが、コーティン
グされたパッチに加え、またはそれに代えて、軟組織表面に直接施用することもできる。
【００８６】
　パッチまたは軟組織の表面は、典型的には感作物質の層または生体適合性接着剤を有し
、パッチは、パッチがレーザー光を透過または吸収すると軟組織欠損に溶着される。
【００８７】
　パッチ溶着に使用されるレーザー光のパルス構造は、溶着されている軟組織の損傷を最
小限に留めるため、または防止するために、慎重に選択する必要がある。血管内パッチ溶
着に対する温度フィードバックを伴うパルス状レーザー照射の効果が、コンピュータシミ
ュレーションを使用して研究されてきた。Ｇｌｉｎｓｋｙら、「Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　ｍｏ
ｄｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｅｎｄｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｐａｔｃｈ　ｗｅｌｄｉｎｇ　ｕｓｉ
ｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｆｅｅｄｂａｃｋ」、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｌａｓｅｒｓ　ＩＩＩ、Ｖｏｌ．２
６２３、ｐｐ．３４９－３５８（１９９５）、およびＧｌｉｎｓｋｙら、「Ｍｏｄｅｌｉ
ｎｇ　ｏｆ　ｅｎｄｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｐａｔｃｈ　ｗｅｌｄｉｎｇ　ｕｓｉｎｇ　ｔ
ｈｅ　ｃｏｍｐｕｔｅｒ　ｐｒｏｇｒａｍ　ＬＡＴＩＳ」、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏ
ｆ　Ｌａｓｅｒ－Ｔｉｓｓｕｅ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ＩＶ、Ｖｏｌ．２３９１、ｐ
ｐ．２６２－２７２（１９９５）参照。これらの研究は、本願に引用して援用するが、パ
ルス状レーザー照射を使用して損傷領域を制御することが可能であることを示している。
【００８８】
　最適なパルス長は、損傷組織の厚さを１００μｍ未満に保ちつつ、パッチを軟組織欠損
に溶着するのに必要な総治療時間を最小にする。
【００８９】
　本発明の様々な実施形態において、コラーゲン含有パッチと軟組織欠損との付着により
創出される生体活性チャンバは、１つまたは複数の薬理活性剤を含んでもよい。本明細書
において使用する場合、「薬理活性剤」は一般に、受給者への導入と同時に直接または間
接的に有益な治療効果を発揮する薬理活性剤を意味する。本発明での使用に適する薬理活
性剤の代表例としては、以下のものが挙げられる。
【００９０】
　抗高血圧薬、例えばヒドララジン、ミノキシジル、カプトプリル、エナラプリル、クロ
ニジン、プラゾシン、デブリソキン、ジアゾキシド、グアネチジン、メチルドパ、レセル
ピン、トリメタファン；
　カルシウムチャンネル遮断薬、例えばジルチアゼム、フェロジピン、アムロジピン、ニ
トレンジピン、ニフェジピン、およびベラパミル；
　抗不整脈薬、例えばアミオダロン、フレカイニド、ジソピラミド、プロカインアミド、
メキシレテン、およびキニジン；
　抗狭心症剤、例えばニトログリセリン、四硝酸エリトリチル、四硝酸ペンタエリスリト
ール、六硝酸マンニトール、ペルヘキシレン、硝酸イソソルビド、およびニコランジル；
　β－アドレナリン遮断剤、例えばアルプレノロール、アテノロール、ブプラノロール、
カルテオロール、ラベタロール、メトプロロール、ナドロール、ナドキソロール（nadoxo
lol）、オクスプレノロール、ピンドロール、プロプラノロール、ソタロール、チモロー
ル、およびチモロールマレイン酸塩；
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　アドレナリン刺激薬、例えばアドレナリン、エフェドリン、フェノテロール、イソプレ
ナリン、オルシプレナリン、リメテロール（rimeterol）、サルブタモール、サルメテロ
ール、テルブタリン、ドブタミン、フェニレフリン、フェニルプロパノールアミン、プソ
イドエフェドリン、およびドパミン；
　血管拡張薬、例えばシクランデラート、イソクスプリン、パパベリン、ジピリマドール
（dipyrimadole）、硝酸イソソルビド、フェントラミン、ニコチニルアルコール、コデル
ゴクリン、ニコチン酸、ニトログリセリン、四硝酸ペンタエリスリトール、およびキサン
チノール；
　抗増殖剤、例えばパクリタキセル、アクチノマイシンＤ、シロリムス、タクロリムス、
エベロリムス、およびデキサメタゾン；
　抗凝血薬および血栓溶解剤、例えばワルファリン、ジクマロール、エノキサパリンなど
の低分子量ヘパリン、ストレプトキナーゼおよびその活性誘導体；
　止血剤、例えばアプロチニン、トラネキサム酸、およびプロタミン；
　鎮痛薬および解熱薬、例えばブプレノルフィン、デキストロモラミド、デキストロプロ
ポキシフェン、フェンタニル、アルフェンタニル、スフェンタニル、ヒドロモルホン、メ
タドン、モルヒネ、オキシコドン、パパベレタム、ペンタゾシン、ペチジン、フェノペフ
ィジン（phenopefidine）、コデインジヒドロコデインなどのオピオイド鎮痛薬；アセチ
ルサリチル酸（アスピリン）、パラセタモール、およびフェナゾン；
　免疫抑制薬、抗増殖薬および細胞増殖抑制剤、例えばラポマイシン（rapomycin）（シ
ロリムス）およびその類似体（エベロリムス、およびタクロリムス）；
　適用可能な場合にはラセミ混合物または個々のエナンチオマーを含む非ステロイド抗炎
症剤、好ましくは皮膚および／または粘膜浸透促進剤と組合せて調合可能なもの、例えば
イブプロフェン、フルルビプロフェン、ケトプロフェン、アクロフェナク（aclofenac）
、ジクロフェナク、アロキシピリン、アプロキセン（aproxen）、アスピリン、ジフルニ
サル、フェノプロフェン、インドメタシン、メフェナム酸、ナプロキセン、フェニルブタ
ゾン、ピロキシカム、サリチルアミド、サリチル酸、スリンダク、デソキシスリンダク（
desoxysulindac）、テノキシカム、トラマドール、ケトララク（ketoralac）、フルフェ
ニサール、サルサラート、トリエタノールアミンサリチル酸、アミノピリン、アンチピリ
ン、オキシフェンブタゾン、アパゾン、シンタゾン、フルフェナム酸、クロニキセルル（
clonixerl）、クロニキシン、メクロフェナム酸、フルニキシン、コイヒチン（coichicin
e）、デメコルシン、アロプリノール、オキシプリノール、塩酸ベンジダミン、ジメファ
ダン、インドキソール、イントラゾール、ミンバン塩酸塩、パラニレン（paranylene）塩
酸塩、テトリダミン、ベンジンドピリン塩酸塩、フルプロフェン、イブフェナック、ナプ
ロキソール、フェンブフェン、シンコフェン、ジフルミドンナトリウム、フェナモール、
フルチアジン、メタザミド、レチミド塩酸塩、ネキセリジン塩酸塩、オクタザミド、モリ
ナゾール（molinazole）、ネオシンコフェン、ニマゾール（nimazole）、クエン酸プロキ
サゾール、テシカム、テシミド、トルメチン、およびトリフルミダート；
　抗菌薬、例えばセファレキシン、セフォキシチン（cefoxytin）、およびセファロチン
などのセファロスポリン；
　ペニシリン類、例えばアモキシシリン、クラブラン酸を含むアモキシシリン、アンピシ
リン、バカンピシリン、ベンザチンペニシリン、ベンジルペニシリン、カルベニシリン、
クロキサシリン、メチシリン、フェネチシリン、フェノキシメチルペニシリン、フルクロ
キサシリン、メジオシリン（meziocillin）、ピペラシリン、チカルシリン、およびアズ
ロシリン；
　テトラサイクリン類、例えばミノサイクリン、クロルテトラサイクリン、テトラサイク
リン、デメクロサイクリン、ドキシサイクリン、メタサイクリン、およびオキシテトラサ
イクリン、ならびに他のテトラサイクリン型抗生物質；
　アムニオグリコシド類、例えばアミカシン、ゲンタマイシン、カナマイシン、ネオマイ
シン、ネチルマイシン、およびトブラマイシン；
　抗真菌薬、例えばアモロルフィン、イソコナゾール、クロトリマゾール、エコナゾール
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、ミコナゾール、ナイスタチン、テルビナフィン、ビホナゾール、アンフォテリシン、グ
リセオフルビン、ケトコナゾール、フルコナゾールおよびフルシトシン、サリチル酸、フ
ェザチオン、チクラトン、トルナフタート、トリアセチン、亜鉛、ピリチオン、ならびに
ピリチオンナトリウム；
　キノロン類、例えばナリジクス酸、シノキサシン、シプロフロキサシン、エノキサシン
、およびノルフロキサシン；
　スルホンアミド類、例えばフタリスルフチアゾール（phthalysulphthiazole）、スルフ
ァドキシン、スルファジアジン、スルファメチゾール、およびスルファメトキサゾール；
　スルホン類、例えばダプソン；
　その他の多種多様な抗生物質、例えばクロラムフェニコール、クリンダマイシン、エリ
スロマイシン、エリスロマイシンエチルカルボナート、エリスロマイシンエストレート、
エリスロマイシングルセパート（erythromycin glucepate）、エリスロマイシンエチルコ
ハク酸エステル、エリスロマイシンラクトビオン酸塩、ロキシスロマイシン、リンコマイ
シン、ナタマイシン、ニトロフラントイン、スペクチノマイシン、バンコマイシン、アズ
トレオナム、コリスチンＩＶ、メトロニダゾール、チニダゾール、フシジン酸、トリメト
プリム、および２－チオピリジンＮ－オキシド；ハロゲン化合物、特にヨウ素、ならびに
ヨウ素－ＰＶＰ複合体およびジヨードヒドロキシキンなどのヨウ素化合物、ヘキサクロロ
フェン；クロルヘキシジン；クロロアミン化合物；およびベンゾイルペルオキシド。
【００９１】
　前述の薬理活性剤（複数可）の有効量は、例えば選択した個別の薬理活性剤、患者の体
格および体重、所望の治療効果、選択した薬理活性剤の薬物動態などのパラメータを考慮
すると共に、Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ’Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ（商標）：ＰＤＲ－
－５２ｅｄ（１９９８）－－Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｃｏｎｏｍｉｃｓ　１９７４などの周知
の情報源を参照して当業者が容易に決定することができる。
【００９２】
　上記の本発明の好適な実施形態の記載は、例示および説明のために提示したものであり
、網羅的であること、または本発明を開示した正確な形態に制限することを意図したもの
ではない。上記の教示を考慮して、多くの変形および変更が可能である。
【００９３】
　本明細書において言及または引用された特許、特許出願、仮出願、および出版物は全て
、図および表を含むその全体が、本明細書の明示的な教示と矛盾しない程度に、参照する
ことにより組み込まれる。
【００９４】
　以下は本発明を実施する手順を例示する実施例である。これらの実施例は、限定的なも
のと解釈すべきではない。
【００９５】
　例１
　コラーゲン膜の製造方法
　ブタの内臓内膜からコラーゲン断片を慎重に分離し、約７０％のエタノールを含む溶液
に入れて室温にて短時間インキュベートした。次いで、コラーゲン含有組織を、脂肪側を
上にして作業面上に引き伸ばし、脂肪組織および血管をできる限り除去した。
【００９６】
　存在する脂肪組織を可視化するために、コラーゲン含有組織をグリセロールで約１０分
間コーティングした。この時点でコラーゲンは透明であったが、脂肪組織は白色であった
。鉗子を用いて解剖顕微鏡下でコラーゲンから白色の脂肪組織を分離した。
【００９７】
　完了後、コラーゲン含有組織を慎重に密閉容器に移し、非コラーゲン性タンパク質を変
性させるために約１％（ｖ／ｖ）のＳＤＳと０．２％（ｖ／ｖ）のＬｉＣｌとを含む溶液
中でインキュベートした。インキュベーション液を４℃にて一晩放置した。
【００９８】
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　次いでコラーゲン含有組織を１００％アセトン中で２回慎重に洗浄し、変性した非コラ
ーゲン性タンパク質を除去した。次いで、組織を２００ｍｌの容器中、１００ＲＰＭにて
遠心分離にかけ、残存溶液、非コラーゲン性タンパク質、および核酸をコラーゲン含有組
織から穏やかに沈降させた。
【００９９】
　コラーゲン含有組織を慎重に取り出し、再度Ｓｔｅｒｉｐｕｒｅ（商標）水中で３回洗
浄した。
【０１００】
　場合により、コラーゲン含有組織をＮａＯＨ：ＮａＣｌを含む溶液中で更に洗浄し、そ
の後組織を１００ＲＰＭで９０分間遠心分離にかけた。
【０１０１】
　次いでコラーゲン含有組織を０．５％（ｖ／ｖ）ＨＣｌに浸漬し、振とう機上に３０分
間置いてコラーゲンを変性させた。得られる組織の機械的構造の損傷を回避するには、Ｈ
Ｃｌの濃度とインキュベーション時間が重要であることを見出した。
【０１０２】
　次いでコラーゲン含有組織を取り出し、再度Ｓｔｅｒｉｐｕｒｅ（商標）水中で３回洗
浄した。
【０１０３】
　次いで、０．５％（ｖ／ｖ）ＮａＯＨを用いてコラーゲン含有組織を中和した。この段
階で、得られるコラーゲン含有組織の機械的性質の予備試験を行うこともできる。
【０１０４】
　次いで、ステンレス鋼フレームを用い、機械力（圧縮および伸展）を使用してコラーゲ
ン含有組織を処理した。コラーゲン含有組織が適切な大きさ、厚さなどに引き伸ばされた
ら、組織をもとの位置で、即ち、フレーム内でＨＣｌを１％（ｖ／ｖ）含む溶液に浸漬し
て変性させた。典型的には、コラーゲン繊維束が整列するまで、組織を１００ＲＰＭで振
とうしながら２２～２５時間インキュベートした。
【０１０５】
　次いで、コラーゲン含有組織を水で洗浄し、１％（ｖ／ｖ）のＳＤＳと０．２％（ｖ／
ｖ）のＬｉＣｌの混合物ですすいだ。
【０１０６】
　最終用途に応じ、次いで、残存する脂肪組織を全て可視化するためにコラーゲン含有組
織をグリセロールで１０分間再コーティングした。上記と同様、鉗子を用いて解剖顕微鏡
下で残りの白色脂肪組織をコラーゲンから分離した。コラーゲン含有組織の厚さを制御す
るために、余分なコラーゲン束も全てこの段階で除去した。
【０１０７】
　最後に、コラーゲン含有組織をアセトンで処理し、整列させたコラーゲン束が固定する
ようにフレーム内で更に引き伸ばしながら空気乾燥した。次いで、コラーゲン含有組織を
引き伸ばし、圧縮し、および／または圧延して平滑な表面を創出した。次いで、仕上がっ
たコラーゲン膜組織を検査し、レーザーカッターを使用して適切な大きさに切断した。
【０１０８】
　他の種類の膜と比較したコラーゲン膜の表面形態の特徴を明らかにするためにＳＥＭを
実行した。端的に言えば、組織サンプルを厚さ５ｎｍの白金（ＳＥＭコーティングユニッ
ト、Ｅ１０２０、Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｌｔｄ．、日本）
でスパッタコーティングし、両側を走査型電子顕微鏡（Ｓ２６０、Ｌｅｉｃａ、英国ケン
ブリッジ）下、低電圧（２０ｋＶ）で観察した。
【０１０９】
　図１は、本発明の方法で生成したコラーゲン膜（本明細書においてはＡＣＳと称するＴ
ｙｍｐａｃｏｌ（商標））の表面形態を他の膜と比較して示す。走査電子顕微鏡画像は、
３つの足場（パネルＡ～Ｃ；×５００、Ｄ；×２００）の表面形態を示す。Ｔｙｍｐａｃ
ｏｌ（商標）（図１においてはＡＣＳと称する）は、緻密なコラーゲン束を特徴とする平
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滑な表面（パネルＡ）と、粗目のコラーゲン繊維の粗く多孔質な表面（パネルＢ）との２
つの異なる表面を有する。紙パッチ（膜）表面は細孔がほとんどなくて起伏がある（パネ
ルＣ）。Ｇｅｌｆｏａｍ（登録商標）は、様々な大きさの実質的な細孔を示す（パネルＤ
）。スケールバー：５００μｍ。
【０１１０】
　図２は、上記方法により生成したコラーゲン膜の走査電子顕微鏡法（ＳＥＭ）画像（×
１００）を示す。
【０１１１】
　例２
　腱の修復
　１２～２０週齢で、体重３～５ｋｇのアルビノニュージーランドホワイト（アナウサギ
（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ　ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ））ウサギ５０羽を使用する。ウサギは
全てＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ（オーストラリ
ア、ネッドランズ）の動物舎施設に維持されている非近交系ウサギコロニーから飼育され
る。ウサギは、ウサギ／モルモットペレット、干し草を不断給餌され、水を不断供給され
る。ウサギは、足の皮膚炎を防ぐために格子床となっている幅１．５ｍ、長さ０．７５ｍ
、高さ０．７５ｍのケージに収容される。手術的処置およびケージ作業の全ては、国立保
健医療研究委員会（ＮＨＭＲＣ：National Health and Medical Research Council、オー
ストラリア、キャンベラ）が詳細に定める厳密なガイドラインの元に実施される。
【０１１２】
　５０羽のウサギを２５羽ずつ２つの群にランダムに振り分け、ケタミン（Ｐａｒｋｅ－
Ｄａｖｉｓ、ニュージーランド、オークランド）とキシラジン（Ｔｒｏｙ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ）の筋肉内注射により麻酔する。左肩を縦切開し、肩
峰から僧帽筋と三角筋の一部を切り離すことで回旋腱板の腱を外科的露出する。回旋腱板
の腱を切断することで、軟組織欠損を創出する。次いで、欠損を、（Ａ）腱の切断した端
部の単純縫合、または（Ｂ）本明細書に記載の方法のいずれかを使用して修復する。端的
に言えば、ローズベンガル（Ａｌｄｒｉｃｈ、ウィスコンシン州ミルウォーキー）０．１
％（ｗ／ｖ）のリン酸緩衝生理食塩水溶液を切断した腱の外表面のおよそ５ｍｍに慎重に
施用する。腱の切断端が当接（接触）し、欠損が包囲されるように、例１の方法で作られ
た図３に示す厚さ５０μｍのコラーゲン含有パッチを腱の両端に巻き付ける。次いで、３
５０ｍＷのＣｏｍｐａｓｓ４１５連続波、周波数２倍Ｎｄ／ＹＡＧレーザー（Ｃｏｈｅｒ
ｅｎｔ，Ｉｎｃ．、カリフォルニア州サンタクララ、約１ｃｍのスポットサイズ）からの
５３２ｎｍ緑色光を、約０．５Ｗ／ｃｍ2の放射照度で５分間パッチに当てる。この系は
、励起波長がローズベンガルに強く吸収されることから選択される。他のレーザーパラメ
ータは、ｅｘ　ｖｉｖｏの予備研究からから決定してもよい。腱再建に続いて傷口を層状
に閉じ、包帯を巻いたが、患肢に添え木を当てることはしなかった。
【０１１３】
　４および８週間後、ウサギを麻酔し、ペントバルビトンの静脈内注射によって屠殺した
。上腕頭骨、腱板の腱、および筋肉の一部を両肩（手術をした肩としていない肩）から摘
出した。弛緩状態で手術をした腱としていない腱両方の長さと幅をノギスで測定し、厚さ
をマイクロメーターで測定した。次いで、サンプルを４％パラホルムアルデヒドで固定す
る。固定後、試料を１０％ギ酸で脱灰し、脱水し、パラフィン包埋し、５μｍの切片に切
断し、ヘマトキシリン、エオシン、およびアルシアンブルーで染色する。
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【図１】 【図２】

【図３】
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【手続補正書】
【提出日】平成29年6月13日(2017.6.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟組織欠損を修復する無縫合方法であって、
　（ｉ）前記軟組織欠損の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パ
ッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記軟組織欠損および／またはコラーゲン含有パッチをアセトフェノン、ベン
ゾフェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセ
ン、およびフェノチアジンからなる群から選択される感作物質と接触させること；
　（ｉｉｉ）前記軟組織欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲してパッチの下側および
組織欠損の上側に生体活性チャンバを生成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記軟組織欠損に、前記コラーゲン含有パッチに
レーザーまたは光源からの光を当てることにより縫合せずに付着させること
を含む、方法。
【請求項２】
　前記コラーゲン含有パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
請求項１に記載の無縫合方法。
【請求項３】
　前記軟組織欠損は、靱帯組織、腱組織、静脈組織、動脈組織、および神経管組織からな
る群から選択される軟組織に存在する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記軟組織欠損は、靱帯欠損である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記靱帯欠損は、前十字靱帯（ＡＣＬ）の断裂または破断である、請求項４に記載の方
法。
【請求項６】
　前記感作物質はローズベンガルである、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記コラーゲン含有パッチは、８０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、請求項１から６
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記コラーゲン含有パッチは、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、請求項１から７
のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項９】
　前記コラーゲン含有パッチの最大引張荷重強度が２５Ｎを超える、請求項１から８のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記コラーゲン含有パッチの弾性率が１００ＭＰａを超える、請求項１から９のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記コラーゲン含有パッチの最大荷重時伸びが元の長さの８５％未満である、請求項１
から１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記コラーゲン含有パッチは、２５μｍと２００μｍの間の厚さである、請求項１から
１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記コラーゲン含有パッチは、約５０μｍの厚さである、請求項１から１１のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１の軟組織の無縫合修復に使用するキットであって、
　（ｉ）２５μｍと２００μｍの間の厚さであり、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含み
、最大引張荷重強度が１００Ｎを超え、弾性率が２００ＭＰａを超え、前記軟組織を包囲
してパッチの下側および組織欠損の上側に生体活性チャンバを生成することができるコラ
ーゲン含有パッチ；および
　（ｉｉ）アセトフェノン、ベンゾフェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ロー
ズベンガル、ピレン、アントラセン、およびフェノチアジンからなる群から選択される感
作物質、
からなるキット。
【請求項１５】
　前記パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
　請求項１４に記載のキット。
【請求項１６】
　前十字靱帯（ＡＣＬ）断裂を修復する方法であって、
　（ｉ）前記ＡＣＬ断裂の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パ
ッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記ＡＣＬ断裂および／またはコラーゲン含有パッチをアセトフェノン、ベン
ゾフェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセ
ン、およびフェノチアジンからなる群から選択される感作物質と接触させること；
　（ｉｉｉ）前記ＡＣＬ断裂を前記コラーゲン含有パッチで包囲してパッチの下側および
組織欠損の上側に生体活性チャンバを生成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記ＡＣＬ断裂に、前記コラーゲン含有パッチに
レーザーまたは光源からの光を当てることにより縫合せずに付着させること
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を含む方法。
【請求項１７】
　前記コラーゲン含有パッチに５３２ｎｍ緑色光を、約０．５Ｗ／ｃｍ2の放射照度で５
分間パッチに当てる、
　請求項１から１３、１６のいずれか一項に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１３】
　４および８週間後、ウサギを麻酔し、ペントバルビトンの静脈内注射によって屠殺した
。上腕頭骨、腱板の腱、および筋肉の一部を両肩（手術をした肩としていない肩）から摘
出した。弛緩状態で手術をした腱としていない腱両方の長さと幅をノギスで測定し、厚さ
をマイクロメーターで測定した。次いで、サンプルを４％パラホルムアルデヒドで固定す
る。固定後、試料を１０％ギ酸で脱灰し、脱水し、パラフィン包埋し、５μｍの切片に切
断し、ヘマトキシリン、エオシン、およびアルシアンブルーで染色する。

　ここに、出願当初の特許請求の範囲の記載事項を付記する。
　［１］　軟組織欠損を修復する無縫合方法であって、
　（ｉ）前記軟組織欠損の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パ
ッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記軟組織欠損および／またはコラーゲン含有パッチを感作物質と接触させる
こと；
　（ｉｉｉ）前記軟組織欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを
生成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記軟組織欠損に縫合せずに付着させること
を含む、方法。
　［２］　靱帯欠損を修復する無縫合方法であって、
　（ｉ）前記靱帯欠損の少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パッ
チであって、２５μｍと２００μｍの間の厚さであるパッチを用意すること；
　（ｉｉ）前記靱帯欠損および／またはコラーゲン含有パッチをローズベンガルと接触さ
せること；
　（ｉｉｉ）前記靱帯欠損を前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを生
成すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチにレーザーまたは光源からの光を当てて前記靱帯欠
損に付着させること
を含む、方法。
　［３］　前記コラーゲン含有パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
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［１］または［２］に記載の無縫合方法。
　［４］　前記軟組織欠損は、靱帯組織、腱組織、静脈組織、動脈組織、および神経管組
織からなる群から選択される軟組織に存在する、［１］に記載の方法。
　［５］　前記靱帯欠損は、前十字靱帯（ＡＣＬ）に存在する、［２］から［４］のいず
れか一項に記載の方法。
　［６］　前記感作物質は、アセトフェノン、ベンゾフェノン、ナフタレン、ビアセチル
、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセン、およびフェノチアジンからなる群
から選択される、［１］に記載の方法。
　［７］　前記感作物質はローズベンガルである、［１］、［３］から［６］のいずれか
一項に記載の方法。
　［８］　前記コラーゲン含有パッチは、８０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、［１］
から［７］のいずれか一項に記載の方法。
　［９］　前記コラーゲン含有パッチは、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、［１］
から［８］のいずれか一項に記載の方法。
　［１０］　前記コラーゲン含有パッチの最大引張荷重強度が２５Ｎを超える、［１］か
ら［９］のいずれか一項に記載の方法。
　［１１］　前記コラーゲン含有パッチの弾性率が１００ＭＰａを超える、［１］から［
１０］のいずれか一項に記載の方法。
　［１２］　前記コラーゲン含有パッチの最大荷重時伸びが元の長さの８５％未満である
、［１］から［１１］のいずれか一項に記載の方法。
　［１３］　前記コラーゲン含有パッチは、２５μｍと２００μｍの間の厚さである、［
１］から［１２］のいずれか一項に記載の方法。
　［１４］　前記コラーゲン含有パッチは、約５０μｍの厚さである、［１］から［１２
］のいずれか一項に記載の方法。
　［１５］　軟組織欠損の無縫合修復に使用するコラーゲン含有パッチであって、２５μ
ｍと２００μｍの間の厚さであり、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含み、最大引張荷重
強度が１００Ｎを超え、弾性率が２００ＭＰａを超え、前記軟組織を包囲して生体活性チ
ャンバを生成することができるコラーゲン含有パッチ。
　［１６］　前記パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
［１５］に記載のコラーゲン含有パッチ。
　［１７］　前十字靱帯（ＡＣＬ）の部分的または完全な断裂を修復する方法であって、
　（ｉ）前記ＡＣＬの少なくとも一部を包囲するように構成されたコラーゲン含有パッチ
を用意すること；
　（ｉｉ）前記ＡＣＬおよび／またはコラーゲン含有パッチを感作物質と接触させること
；
　（ｉｉｉ）前記ＡＣＬを前記コラーゲン含有パッチで包囲して生体活性チャンバを生成
すること；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記ＡＣＬに縫合せずに付着させること
を含む方法。
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【手続補正書】
【提出日】平成29年6月14日(2017.6.14)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　靱帯組織、腱組織からなる群から選択される軟組織における欠損を修復する無縫合方法
であって、
　（ｉ）前記欠損が包囲されるように前記軟組織に巻きつけられるコラーゲン含有パッチ
を用意すること、ここで、前記コラーゲン含有パッチは１００ＭＰａを超える弾性率を有
する；
　（ｉｉ）前記軟組織および／またはコラーゲン含有パッチをアセトフェノン、ベンゾフ
ェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセン、
およびフェノチアジンからなる群から選択される感作物質と接触させること；
　（ｉｉｉ）前記軟組織を組織が包囲され、そしてパッチの下側および組織欠損の上側に
生体活性チャンバが生成されるように前記コラーゲン含有パッチで巻くこと；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記軟組織に、前記コラーゲン含有パッチにレー
ザーまたは光源からの光を当てることにより縫合せずに付着させること
を含む、方法。
【請求項２】
　前記コラーゲン含有パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
請求項１に記載の無縫合方法。
【請求項３】
　前記軟組織は、靱帯組織である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記靱帯組織における前記欠損は、前十字靱帯（ＡＣＬ）の断裂または破断である、請
求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記感作物質はローズベンガルである、請求項１から４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記コラーゲン含有パッチは、８０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、請求項１から５
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記コラーゲン含有パッチは、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含む、請求項１から６
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
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　前記コラーゲン含有パッチの最大引張荷重強度が２５Ｎを超える、請求項１から７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記コラーゲン含有パッチの最大荷重時伸びが元の長さの８５％未満である、請求項１
から８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記コラーゲン含有パッチは、２５μｍと２００μｍの間の厚さである、請求項１から
９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記コラーゲン含有パッチは、約５０μｍの厚さである、請求項１から９のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項１の方法に使用するキットであって、
　（ｉ）２５μｍと２００μｍの間の厚さであり、９０％を超えるＩ型コラーゲンを含み
、最大引張荷重強度が１００Ｎを超え、弾性率が２００ＭＰａを超え、欠損が包囲され、
そしてパッチの下側および組織欠損の上側に生体活性チャンバが生成されるように前記軟
組織に巻きつけられるコラーゲン含有パッチ；
　（ｉｉ）アセトフェノン、ベンゾフェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ロー
ズベンガル、ピレン、アントラセン、およびフェノチアジンからなる群から選択される感
作物質；および、
　（ｉｉｉ）使用のための説明書、
からなるキット。
【請求項１３】
　前記パッチは、
　（ｉ）コラーゲン含有組織を単離し、エタノール溶液中でインキュベートすること；
　（ｉｉ）工程（ｉ）からの前記コラーゲン含有組織を、その中に含有される非コラーゲ
ン性タンパク質を変性させるために無機塩と陰イオン界面活性剤とを含む第１の溶液中で
インキュベートすること；
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、材料中のコラ
ーゲンが変性するまで無機酸を含む第２の溶液中でインキュベートすること；および
　（ｉｖ）工程（ｉｉｉ）において生成された前記コラーゲン含有組織を、無機酸を含む
第３の溶液中で、同時に機械的刺激を加えながら前記コラーゲン含有組織中のコラーゲン
束を整列させるのに十分な時間インキュベートすること
を含む方法により生成され、
　前記機械的刺激が前記コラーゲン含有組織に周期的に張力を加えることを含む、
　請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　前十字靱帯（ＡＣＬ）を修復する方法であって、
　（ｉ）前記ＡＣＬまたは前記ＡＣＬの部分が包囲されるように前記ＡＣＬに巻きつける
コラーゲン含有パッチを用意すること、ここで、前記コラーゲン含有パッチは１００ＭＰ
ａを超える弾性率を有する；
　（ｉｉ）前記ＡＣＬおよび／またはコラーゲン含有パッチをアセトフェノン、ベンゾフ
ェノン、ナフタレン、ビアセチル、エオシン、ローズベンガル、ピレン、アントラセン、
およびフェノチアジンからなる群から選択される感作物質と接触させること；
　（ｉｉｉ）前記ＡＣＬまたはその部分が包囲され、そして前記パッチの下側およびＡＣ
Ｌの上側に生体活性チャンバが生成されるように前記コラーゲン含有パッチを前記ＡＣＬ
に巻くこと；および
　（ｉｖ）前記コラーゲン含有パッチを前記ＡＣＬに、前記コラーゲン含有パッチにレー
ザーまたは光源からの光を当てることにより縫合せずに付着させること
を含む方法。
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【請求項１５】
　前記コラーゲン含有パッチに５３２ｎｍ緑色光を、約０．５Ｗ／ｃｍ2の放射照度で５
分間パッチに当てる、
　請求項１から１１、１４のいずれか一項に記載の方法。
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