
(57)【要約】
本発明は生体材料、特にコラーゲンを含有する生体材料に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 2.3m 2 よ り も 大 き い 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生
体 材 料 。
【 請 求 項 ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 2.5、 2.75、 3.0、 3.25、 3.5、 3.75、 3.8、 4.0、 お よ び 4.4m 2 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る か 、 ま た は そ れ よ り 大 き い 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な
る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ３ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 4.0m 2 以 上 の 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料
。
【 請 求 項 ４ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 3.8m 2 以 上 の 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料
。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 4.4m 2 以 上 の 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料
。
【 請 求 項 ６ 】
　 約 40μ m未 満 の 平 均 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ７ 】
　 約 35μ mの 平 均 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ８ 】
　 約 32μ mの 平 均 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ９ 】
　 約 28μ mの 平 均 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 約 10～ 55μ mの 範 囲 の 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 約 15～ 60μ mの 範 囲 の 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 約 1.5Nよ り 大 き い 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 膜 お よ び シ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 約 2.0、 2.5、 3.0、 3.5、 4.0、 4.5、 5.0、 お よ び 5.5Nか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る か 、 ま
た は そ れ よ り 大 き い 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 約 4.0Nの 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 約 0.0088N/mm 3 よ り 大 き い 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 約 0.01、 0.02、 0.03、 0.04、 0.05、 0.06、 0.07、 0.08、 0.09、 0.10、 0.11、 0.12、 お よ
び 0.13N/mm 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る か 、 ま た は そ れ よ り 大 き い 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ
ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 約 0.1333N/mm 3 以 上 の 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 約 5.8Nの 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 膜 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 約 1.2Nの 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 膜 。
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【 請 求 項 ２ １ 】
　 約 36.9℃ よ り 高 い 変 性 温 度 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 約 37℃ 、 37.3℃ 、 40℃ 、 42℃ 、 50℃ 、 お よ び 55℃ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 温 度 よ り 高
い 変 性 温 度 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 で あ る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 約 10%よ り 高 い 、 約 20%よ り 高 い 、 約 30%よ り 高 い 、 約 40%よ り 高 い 、 約 50%よ り 高 い 、 約 6
0%よ り 高 い 、 お よ び 約 70%よ り 高 い コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 耐 性 度 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 約 80%よ り 高 い 、 約 85%よ り 高 い 、 約 90%よ り 高 い 、 約 95%よ り 高 い 、 約 96%よ り 高 い 、 約 9
7%よ り 高 い 、 約 98%よ り 高 い 、 約 99%よ り 高 い 、 お よ び 約 100%の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 度 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 膜 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー を 用 意 す る こ と ；
　 (b)組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー を 含 ん で な る 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 形 成 す
る こ と ；
　 (c)前 記 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 架 橋 し て 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 形
成 す る こ と ；
　 (d)前 記 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 鋳 型 内 で 架 橋 す る こ と ； お よ び
　 (e)前 記 材 料 を 凍 結 乾 燥 さ せ て 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 形 成 す る
こ と
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ た 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 コ ラ ー ゲ ン が 組 換 え コ ラ ー ゲ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ お よ び １ ２ ～ ２ ６ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 コ ラ ー ゲ ン が ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ お よ び １ ２ ～ ２ ６ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 コ ラ ー ゲ ン が 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン が I型 、 II型 、 III型 、 IV型 、 V型 、 VI型 、 VII型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型
、 XII型 、 XIII型 、 XIV型 、 XV型 、 XVI型 、 XVII型 、 XVIII型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型
、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV型 、 XXVI型 、 お よ び XXVII型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 は 、 2003年 2月 28日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 60/450,989、 お よ び 2003年 10月 10
日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 番 号 60/510,619（ 各 々 参 照 に よ り そ の 全 開 示 内 容 を 本 明 細 書 に
組 み 入 れ る ） の 利 益 を 主 張 す る も の で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ の 研 究 の 一 部 は 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 の RO1助 成 金 AR45879に よ り 支 援 さ れ た も の で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 、 コ ラ ー ゲ ン 組 成 物 お よ び 生 体 材 料 、 な ら び に 種 々 の 生 体 医 療 適 用 に お け る コ
ラ ー ゲ ン 組 成 物 お よ び 生 体 材 料 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 種 々 の 医 療 適 用 ま た は 医 療 装 置 に 用 い ら れ る 生 体 材 料 は 、 そ れ ら の 使 用 お よ び 実 施 の 一
部 と し て 患 者 の 生 細 胞 、 組 織 、 も し く は 器 官 、 ま た は 体 液 と 接 触 す る 。 生 体 材 料 と し て は
、 金 属 お よ び 合 金 、 ガ ラ ス お よ び セ ラ ミ ッ ク ス 、 天 然 ま た は 合 成 高 分 子 、 バ イ オ ミ メ テ ィ
ク ス 、 混 成 材 、 お よ び ／ ま た は 天 然 由 来 も し く は 工 学 材 料 が 挙 げ ら れ る 。 生 体 材 料 は 、 組
織 工 学 、 薬 物 送 達 お よ び イ ン プ ラ ン ト デ バ イ ス の 領 域 で の 近 年 の 進 歩 の 中 心 と な っ て き た
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で あ る コ ラ ー ゲ ン は 生 体 材 料 の 領 域 で 広 く 用 い ら れ 、 埋 め 込 ま
れ る か ま た は 貼 り 付 け る 種 々 の マ ト リ ッ ク ス 、 膜 、 ス ポ ン ジ 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド 、 ス テ ン
ト お よ び そ の 他 の デ バ イ ス 中 に 、 ま た は そ れ ら そ の も の と し て 、 見 出 さ れ る 。 コ ラ ー ゲ ン
の 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 性 は こ れ ら の 多 様 な 適 用 に 独 自 の 適 合 を 示 す 。 例 え ば 、 イ ン プ ラ
ン ト デ バ イ ス が 適 切 な 組 織 再 生 を 誘 導 す る 働 き を し 、 細 胞 お よ び 組 織 の 増 殖 ／ 再 増 殖 に 適
し た 構 造 支 持 体 お よ び 表 面 を 提 供 す る 組 織 工 学 的 手 法 に お い て 、 コ ラ ー ゲ ン は 有 用 で あ る
。 コ ラ ー ゲ ン の 被 吸 着 性 は 、 イ ン プ ラ ン ト 材 料 に 関 連 す る 感 染 お よ び そ の 後 の 他 の 有 害 な
免 疫 反 応 の 可 能 性 を 最 小 限 に す る 。 コ ラ ー ゲ ン は 止 血 性 が あ り 、 そ の た め 医 療 用 ス ポ ン ジ
、 帯 布 、 包 帯 、 縫 合 糸 な ど に お け る 使 用 に 好 適 で あ る 。 コ ラ ー ゲ ン は 、 細 胞 の 接 着 お よ び
移 動 の た め の 場 を 提 供 す る こ と に よ り 、 創 傷 治 癒 、 組 織 再 生 な ど を 促 進 す る 。 コ ラ ー ゲ ン
の 三 次 元 構 造 は 周 囲 環 境 と の 有 効 な 薬 物 お よ び 栄 養 素 交 換 を 可 能 と し 、 老 廃 物 な ど の 蓄 積
を 防 ぎ 、 種 々 の 薬 物 送 達 デ バ イ ス お よ び シ ス テ ム に お け る そ の 使 用 を 可 能 と し 、 工 学 用 途
な ど に お け る 細 胞 ／ 組 織 増 殖 ／ 再 増 殖 を 促 進 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 当 技 術 分 野 で は 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 生 体 材 料 が 用 い ら れ る 広 範 な 用 途 に お い
て 向 上 し た 性 能 を 付 与 し 得 る 生 体 材 料 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 有 し 、 特 別 に 定 め た 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 徴 、 例 え ば 表 面 積
、 引 張 強 さ 、 変 性 温 度 、 細 胞 密 度 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 な ど を 有 す る 生 体 材 料 を 提 供 す る こ
と に よ り こ の 必 要 性 を 満 た す も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 生 体 材 料 、 特 に コ ラ ー ゲ ン を 含 有 す る 生 体 材 料 に 関 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン が そ れ ぞ れ 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は 組 換 え ヒ ト コ
ラ ー ゲ ン で あ る 。 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 、 I型 、 II型 、 III型 、 IV型 、 V
型 、 VI型 、 VII型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型 、 XII型 、 XIII型 、 XIV型 、 XV型 、 XVI型 、 XVI
I型 、 XVIII型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型 、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV型 、 XXVI型 、 お よ び
XXVII型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ
ン は 、 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン で あ っ て 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い も
の で あ り ； 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 2以 上 の コ ラ ー ゲ ン 型 の 特 定 ま た は 非 特
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定 の 混 合 物 で あ る 。 具 体 的 に は 、 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 生 体 材 料 は 、 ス ポ ン
ジ ； マ ト リ ッ ク ス ； 膜 ； シ ー ト ； イ ン プ ラ ン ト ； ス キ ャ フ ォ ー ル ド ； バ リ ア ； ス テ ン ト ；
移 植 片 、 例 え ば 組 織 移 植 片 ； 封 止 材 、 例 え ば 血 管 封 止 材 、 組 織 封 止 材 な ど ； 角 膜 シ ー ル ド
； 人 工 組 織 、 例 え ば 人 工 皮 膚 ； 止 血 材 ； 帯 布 ； 包 帯 、 例 え ば 創 傷 帯 ； 被 覆 材 、 例 え ば ス テ
ン ト 被 覆 材 、 移 植 片 被 覆 材 な ど ； 接 着 剤 ； 縫 合 糸 ； お よ び 薬 物 送 達 デ バ イ ス か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 生 体 材 料 で あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 生 体 材 料 は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 以 下 ： 組 織 工 学 、 組 織 増 大 、 誘 導 組 織 再 生 ； 薬 物 送 達 ； 回 復 術 、 再 生
術 お よ び 美 容 術 を 含 む 種 々 の 外 科 術 ； 血 管 術 ； 骨 形 成 お よ び 軟 骨 形 成 術 、 軟 骨 再 構 築 、 骨
補 綴 材 ； 止 血 材 ； 創 傷 処 置 お よ び 管 理 ； 組 織 の 補 強 お よ び 支 持 ； 失 禁 な ど を 含 む 種 々 の 適
用 お よ び 手 法 に 使 用 で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 表 面 積 が 約 2.3m 2 /gコ ラ ー ゲ ン よ り も 大 き い 、 コ ラ ー ゲ ン を 含
ん で な る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 で は 、 こ の 生 体 材 料 は 約 2.5、 2.75、 3.0、 3.25、
3.5、 3.75、 3.8、 4.0、 お よ び 4.4m 2 /gコ ラ ー ゲ ン ま た は そ れ よ り 大 き い 表 面 積 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 表 面 積 を 有 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 約 4.0m 2 /gコ ラ ー ゲ ン ま た
は そ れ よ り 大 き い 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 包 含 す る 。 さ ら な
る 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト
コ ラ ー ゲ ン 、 お よ び I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 コ ラ ー ゲ ン は 組 換
え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は I型 、 II型 、 II
I型 、 IV型 、 V型 、 VI型 、 VII型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型 、 XII型 、 XIII型 、 XIV型 、 XV型
、 XVI型 、 XVII型 、 XVIII型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型 、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV型 、 XX
VI型 、 お よ び XXVII型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 約 4.0m 2 /gコ ラ ー ゲ ン 以 上 の 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 が 提 供
さ れ る 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト コ ラ
ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 お よ び I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 こ
の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 約 3.8m 2 /gコ ラ ー ゲ ン 以 上 の 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料
も 提 供 さ れ る 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ
ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 お よ び II型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 約 4.4m 2 /gコ ラ ー ゲ ン 以 上 の 表 面 積 を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料
も 提 供 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト コ
ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は
、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 約 40μ m未 満 の 平 均 孔 径 を 有 す る 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な
る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 あ る 態 様 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ
る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は I型 、 II型 、 III型 、 IV型 、 V型 、 VI型 、 V
II型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型 、 XII型 、 XIII型 、 XIV型 、 XV型 、 XVI型 、 XVII型 、 XVIII
型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型 、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV型 、 XXVI型 、 お よ び XXVII型 コ
ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 に 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な
り 、 約 35μ mの 平 均 孔 径 を 有 す る 生 体 材 料 が 提 供 さ れ る 。 一 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は
組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 さ ら な る 態 様 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は I型 コ ラ ー ゲ ン
で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン で あ
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な り 、 か つ 約 32μ mの 平 均 孔 径 を 有 す る 生 体 材 料 も 提 供

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-519086 A 2006.8.24



さ れ る 。 一 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 さ ら な る 態 様 で は
、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は II型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ
ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に ま た 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な り 、 か つ 約 28μ mの 平 均 孔 径 を 有 す る 生 体 材 料
も 提 供 さ れ る 。 一 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 さ ら な る 態
様 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 こ の
ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な り 、 か つ 約 10～ 55μ mの 範
囲 の 孔 径 を 有 す る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え
コ ラ ー ゲ ン で あ り 、 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー
ゲ ン お よ び 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 ま た 、 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な り 、 か
つ 約 15～ 60μ mの 範 囲 の 孔 径 を 有 す る 生 体 材 料 も 意 図 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の ヒ
ト コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え コ ラ ー ゲ ン で あ り 、 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 こ の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は
組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 約 1.5Nよ り 大 き い 引 張 強 さ を 有 す る 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン を 含 ん
で な る 生 体 材 料 を 包 含 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は I型 、 II型 、 III
型 、 IV型 、 V型 、 VI型 、 VII型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型 、 XII型 、 XIII型 、 XIV型 、 XV型
、 XVI型 、 XVII型 、 XVIII型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型 、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV型 、 XX
VI型 、 お よ び XXVII型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 も う 1つ の 態 様 で は 、 こ の 生
体 材 料 は 膜 ま た は シ ー ト で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な り 、 か つ 約 2.0
、 2.5、 3.0、 3.5、 4.0、 4.5、 5.0、 お よ び 5.5N以 上 の 引 張 強 さ を 有 す る 生 体 材 料 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 約 4.0Nの 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る
生 体 材 料 を 包 含 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン
、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 あ る 実 施
形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 約 0.1333N/mm 3 の 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る
生 体 材 料 を 提 供 す る 。 も う 1つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な り 、 か つ 約 0
.0088N/mm 3 よ り 大 き い 引 張 強 さ を 有 す る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明
は 、 約 0.01、 0.02、 0.03、 0.04、 0.05、 0.06、 0.07、 0.08、 0.09、 0.10、 0.11、 0.12、 お
よ び 0.13N以 上 の 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 種 々
の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト
コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え
ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 約 5.8N以 上 の 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 も 提 供 さ れ る 。 種 々
の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト
コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ
ト I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 約 1.2N以 上 の 引 張 強 さ を 有 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 も 提 供 さ れ る
。 種 々 の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 組 換
え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組
換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 約 36.9℃ よ り 高 い 変 性 温 度 を 有 す る 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を
含 ん で な る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 約 37℃ 、 37.3℃ 、 40℃ 、 42℃ 、 50℃ 、
お よ び 55℃ よ り 高 い 変 性 温 度 を 有 す る 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 包
含 す る 。 種 々 の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え
ヒ ト コ ラ ー ゲ な ど で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 で あ る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 目 的 で は 、 「 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 」 で あ る 生 体 材 料 は 、 所 定 の 期 間 コ ラ ゲ ナ ー
ゼ に 曝 し た 後 に 、 そ の 生 体 材 料 中 の コ ラ ー ゲ ン の 約 10%を 超 え る 量 が 例 え ば 消 化 さ れ て い
な い か ま た は 分 解 さ れ ず に 残 っ て い る 生 体 材 料 で あ る 。 従 っ て 、 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 で あ る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 で
は 、 こ の 生 体 材 料 は 膜 ま た は シ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 生 体 材 料 は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ま
た は 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は I型 、 II
型 、 III型 、 IV型 、 V型 、 VI型 、 VII型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型 、 XII型 、 XIII型 、 XIV型
、 XV型 、 XVI型 、 XVII型 、 XVIII型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型 、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV
型 、 XXVI型 、 お よ び XXVII型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の コ ラ ー ゲ ン は 、
１ つ の 型 の コ ラ ー ゲ ン で あ っ て 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 を も 含 ま な い コ ラ ー ゲ ン で あ っ
て よ い し 、 あ る い は 、 コ ラ ー ゲ ン 型 の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の 生 体 材 料 は 、 約 10%よ り 高 い 、 約 20%よ り 高 い 、 約 30%よ り 高 い
、 約 40%よ り 高 い 、 約 50%よ り 高 い 、 約 60%よ り 高 い 、 ま た は 約 70%よ り 高 い コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐
性 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 度 を 有 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 生 体
材 料 は 、 約 80%よ り 高 い 、 約 85%よ り 高 い 、 約 90%よ り 高 い 、 約 95%よ り 高 い 、 約 96%よ り 高
い 、 約 97%よ り 高 い 、 約 98%よ り 高 い 、 約 99%よ り 高 い 、 ま た は 約 100%の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 度 を 有 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 生
体 材 料 は 膜 ま た は シ ー ト で あ る 。 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン
、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ま た は 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 製 造 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、
(a)組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー を 用 意 す る こ と ； (b)組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー を
含 ん で な る 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 形 成 す る こ と ； (c)前 記 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン
原 繊 維 を 架 橋 し て 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 形 成 す る こ と ； (d)前 記 組 換 え ヒ ト
コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 鋳 型 内 で 架 橋 す る こ と ； お よ び (e)前 記 材 料 を 凍 結 乾 燥 さ せ て 組
換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 形 成 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 記
の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た 生 体 材 料 も 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 組 成 物 お よ び 方 法 を 記 載 す る 前 に 、 記 載 さ れ て い る 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ー ル 、 細
胞 系 、 ア ッ セ イ 、 お よ び 試 薬 は 異 な っ て も よ く 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 ま た 、 本 明 細 書 で 用 い る 技 術 用 語 は 本 発 明 の 特 定 の 実 施
形 態 を 記 載 す る こ と を 意 図 し て お り 、 付 属 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 示 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 何
ら 限 定 す る も の で は な い と 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 ま た 、 付 属 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 用 い る 単 数 形 「 a」 、 「 an」
お よ び 「 the」 は 本 明 細 書 に お い て そ う で は な い こ と が 明 示 さ れ な い 限 り 、 複 数 の そ の も
の も 含 む こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 よ っ て 、 例 え ば 、 「 a fragment」 と い う 場 合 に
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は 複 数 の そ の よ う な 断 片 を 含 み 、 「 a compound」 と い う 場 合 に は 1以 上 の 化 合 物 、 お よ び
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ま た 、 当 業 者 に 公 知 の そ の 等 価 物 を さ す な ど で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 に 断 り の な い 限 り 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 本 発 明 が
属 す る 分 野 の 当 業 者 に 共 通 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の 実 施 お よ
び 試 験 に は 本 明 細 書 に 記 載 の も の と 類 似 ま た は 同 等 の い ず れ の 方 法 お よ び 材 料 を 用 い て も
よ い が 、 以 下 、 好 ま し い 方 法 、 デ バ イ ス お よ び 材 料 を 記 載 す る 。 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い
る 刊 行 物 は 全 て 、 本 明 細 書 に 関 連 し て 用 い 得 る 刊 行 物 で 報 告 さ れ て い る 方 法 論 、 試 薬 お よ
び ツ ー ル を 記 載 お よ び 開 示 す る 目 的 で 、 参 照 に よ り そ の 全 開 示 内 容 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
る 。 本 明 細 書 で は 、 先 行 発 明 に よ り 本 発 明 が そ の 開 示 に 先 行 す る 権 利 が 無 い こ と を 認 め る
も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 は 、 特 に 断 り の な い 限 り 、 当 業 者 の 範 囲 内 で 化 学 、 生 化 学 、 分 子 生 物 学 、
細 胞 生 物 学 、 遺 伝 学 、 免 疫 学 お よ び 薬 理 学 の 従 来 の 方 法 を 用 い る 。 こ の よ う な 技 術 は 文 献
で 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Gennaro, A.R.編 (1990) Remington’ s Pharmaceutica
l Sciences, 第 18版 , Mack Publishing Co.; Hardman, J.G., Limbird, L.E.,お よ び Gilm
an, A.G.編 (2001) The Pharmacological Basis of Therapeutics, 第 10版 , McGraw-Hill 
Co.; Colowick, S.ら 編 , Methods In Enzymology, Academic Press, Inc.; Weir, D.M.,
お よ び Blackwell, C.C.編 (1986) Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV, B
lackwell Scientific Publications; Maniatis, T.ら 編 (1989) Molecular Cloning: A La
boratory Manual, 第 2版 ,第 I-III巻 , Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, 
F.M.ら 編 (1999) Short Protocols in Molcular Biology, 第 4版 , John Wiley & Sons; Re
amら 編 (1998) Molcular Biology Techniques: An Intensive Laboratory Course, Academ
ic Press; Newton, C.R.,お よ び Graham, A.編 (1997) PCR (Introduction to Biotechniqu
es Series),第 2版 , Springer Verlag参 照 。
【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 は 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 有 す る 組 成 物 、 お よ び コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 形
成 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の よ う な 生 体 材 料 は 種 々 の 医 療 適 用 お よ び デ バ イ ス に お け る 使 用
に 適 当 で あ る 。 こ れ ら の 生 体 材 料 と し て は 、 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 有 す る ス ポ ン ジ 、 マ
ト リ ッ ク ス 、 膜 、 シ ー ト 、 止 血 材 、 包 帯 、 抗 菌 包 帯 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド 、 バ リ ア 、 ス テ ン
ト 、 組 織 移 植 片 、 組 織 お よ び 血 管 封 止 材 、 角 膜 シ ー ル ド 、 人 工 皮 膚 、 イ ン プ ラ ン ト 、 被 覆
材 、 接 着 剤 、 縫 合 糸 な ど が 挙 げ ら れ る 。 特 に 本 発 明 は 、 独 特 な 微 細 構 造 と 特 異 的 な 構 造 特
性 を 有 す る 生 体 材 料 に 関 す る 。 こ れ ら の 物 理 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 、 増 加 し た 表 面 積
、 よ り 大 き な 引 張 強 さ 、 よ り 高 い 変 性 温 度 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る 分 解 に 対 す る 耐 性 の 劇 的
な 増 加 を は じ め と す る 、 現 在 利 用 で き る デ バ イ ス に よ っ て 得 ら れ る も の と は 異 な る 特 性 を
有 す る 材 料 お よ び デ バ イ ス を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 生 体 材 料 は 大 き な 表 面 積 を 有 す る 。 こ れ ら の 生 体 材 料 は 、 例
え ば 、 薬 物 お よ び 生 物 製 剤 の 高 い 充 填 能 力 を も た ら す 。 従 っ て 、 本 発 明 の 生 体 材 料 お よ び
そ れ ら を 含 む デ バ イ ス は 薬 物 お よ び 生 物 製 剤 の よ り 良 好 な 制 御 お よ び 改 良 さ れ た 放 出 速 度
を も た ら す 。 送 達 ビ ヒ ク ル の 表 面 に 接 着 す る 薬 物 ま た は 生 物 製 剤 を 、 そ の 表 面 に 結 合 す る
細 胞 に 付 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 生 体 材 料 上 に 沈 着 し た DNA遺 伝 子 構 築 物
は 、 次 に そ の 生 体 材 料 に 結 合 し た 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ る 。 表 面 積 が 大 き い ほ ど 、 よ り
多 量 の 薬 物 お よ び 生 物 製 剤 を 生 体 材 料 に 付 加 す る こ と が で き 、 そ れ に 伴 い 、 よ り 多 く の 細
胞 が そ の 生 体 材 料 内 に 含 ま れ て い る よ り 多 く の 薬 物 ま た は 生 物 製 剤 と 結 合 し 、 相 互 作 用 し
、 そ れ を 取 り 込 む こ と が で き る 。 大 き な 表 面 積 は ま た 、 生 体 材 料 内 に 含 ま れ て い る 薬 物 お
よ び 生 物 製 剤 の 、 細 胞 外 液 へ の 拡 散 速 度 の 制 御 を 強 め 、 表 面 と 周 辺 環 境 と の 接 触 を 増 加 さ
せ る 上 で も 有 益 で あ る 。 よ っ て 、 表 面 積 を 増 大 さ せ る よ う に 特 に デ ザ イ ン さ れ た 材 料 を 製
造 す る こ と が で き れ ば 、 最 適 な 治 療 効 果 が 得 ら れ る よ う に 作 製 し た 生 体 材 料 の 開 発 が 可 能
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と な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 も う 1つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 生 体 材 料 の 増 大 し た 表 面 積 は 細 胞 マ ト リ ッ ク ス （ 例
え ば 、 コ ラ ー ゲ ン ） 相 互 作 用 を 増 加 さ せ 、 そ の 結 果 、 細 胞 の 増 殖 、 移 動 、 分 化 お よ び 生 存
を 増 大 さ せ る 。 細 胞 と 種 々 の コ ラ ー ゲ ン と の 相 互 作 用 は 細 胞 表 面 に あ る 2つ の ク ラ ス の 受
容 体 、 す な わ ち イ ン テ グ リ ン (Heino (2000) Matrix Biol 19:319-323)お よ び ジ ス コ イ ジ
ン ド メ イ ン 受 容 体 (Vogel (2001) Eur J Derm 11:506-514)に よ り 媒 介 さ れ る 。 本 発 明 の 生
体 材 料 に よ り 提 供 さ れ る よ う な よ り 大 き な 表 面 積 は 、 こ れ ら の 受 容 体 に 接 近 で き る よ う な
コ ラ ー ゲ ン 分 子 の 提 示 を 可 能 と し 、 そ れ に よ り 細 胞 と の 相 互 作 用 を 増 加 さ せ 、 例 え ば 細 胞
の 接 着 、 増 殖 、 分 化 お よ び 生 存 の 増 加 を は じ め と す る 細 胞 の 生 理 お よ び 機 能 に 対 し 相 応 の
効 果 を も た ら す 。 よ っ て 、 あ る 態 様 で は 、 本 デ バ イ ス は 、 例 え ば 創 傷 治 癒 お よ び 組 織 工 学
適 用 に お い て 性 能 の 向 上 を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 薄 い コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス シ ー ト と 相 互 連 結 し た 孔 を 含 む 均
一 な 微 細 構 造 を 有 す る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 こ の 構 造 は 生 体 材 料 に 高 い 透 過 性 を 与 え る こ
と か ら 、 生 体 材 料 内 に あ る か ま た は そ れ と 結 合 し て い る 細 胞 へ の 栄 養 素 の 拡 散 お よ び そ れ
ら の 細 胞 か ら の 老 廃 物 の 拡 散 を 容 易 に す る 。 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 の 生 体 材 料 は 、 高
い 引 張 強 さ と 向 上 し た 構 造 的 お よ び 機 械 的 完 全 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 生 体 材 料 は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 で あ り 、 例 え ば 細 菌 ま た は 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消
化 に 対 し て 耐 性 で あ る 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 生 体 材 料 は 、 例 え ば 組 織 再 生 増 強 ま た は 誘 導 組
織 再 生 な ど の 様 々 な 医 療 適 用 の た め の 、 よ り 有 効 で 長 期 安 定 性 を 有 す る バ リ ア を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 」 と は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 に 耐 え る 生 体 材 料 の 能 力 を さ す 。 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ 耐 性 の 程 度 は 種 々 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 さ れ た 後 に 残 存 し て い る コ ラ ー ゲ ン の 量 、 ま
た は 暴 露 中 に 分 解 さ れ た コ ラ ー ゲ ン の 量 と し て 表 す こ と が で き る 。 本 願 の 目 的 で は 、 コ ラ
ゲ ナ ー ゼ 耐 性 は 、 試 験 材 料 を 所 定 の 期 間 に わ た り 特 定 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 す こ と に よ り 測
定 し た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 残 存 ％ お よ び 分 解 ％ を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 生 体 材 料 は 、 細 菌 お よ び 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 双 方 に 対 す る 暴 露 を 含 む 、 適 用
し た 各 試 験 に お い て 、 著 し く 高 レ ベ ル の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 を 示 し た 。 供 試 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に
曝 し た 後 に 、 本 発 明 の 生 体 材 料 に 含 ま れ て い る コ ラ ー ゲ ン の 80%を 超 え る 量 、 場 合 に よ っ
て は 90%を 超 え る 量 が 残 存 し て い た 。 こ れ に 対 し 、 試 験 し た 市 販 の ウ シ コ ラ ー ゲ ン 膜 は 、
そ の 暴 露 期 間 の 終 了 時 に 、 そ の 材 料 中 に 含 ま れ て い る コ ラ ー ゲ ン の 約 10%未 満 し か 残 っ て
い な か っ た こ と か ら 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 は 低 い レ ベ ル で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 で は 、 「 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 」 で あ る 生 体 材 料 は 、 例 え ば 、 そ の 生 体 材 料 中
の 約 10%を 超 え る コ ラ ー ゲ ン が 、 特 定 の 期 間 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 し た 後 に 消 化 さ れ な い か ま
た は 分 解 さ れ な い 生 体 材 料 で あ る 。 従 っ て 、 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 で
あ る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で な る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の 生 体 材 料 は
膜 ま た は シ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 生 体 材 料 は そ れ ぞ れ ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 、 ま
た は 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 こ の コ ラ ー ゲ ン は I型 、 II
型 、 III型 、 IV型 、 V型 、 VI型 、 VII型 、 VIII型 、 IX型 、 X型 、 XI型 、 XII型 、 XIII型 、 XIV型
、 XV型 、 XVI型 、 XVII型 、 XVIII型 、 XIX型 、 XX型 、 XXI型 、 XXII型 、 XXIII型 、 XXIV型 、 XXV
型 、 XXVI型 、 お よ び XXVII型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の コ ラ ー ゲ ン は １
つ の 型 の コ ラ ー ゲ ン で あ っ て 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い コ ラ ー ゲ ン で あ っ て
も よ い し 、 あ る い は 、 コ ラ ー ゲ ン 型 の 混 合 物 で あ っ て も よ い 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 こ れ ら の 生 体 材 料 を 特 定 の 期 間 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 し た
後 に 、 こ れ ら の 生 体 材 料 中 の コ ラ ー ゲ ン の 10%よ り 多 い 量 、 20%よ り 多 い 量 、 30%よ り 多 い
量 、 40%よ り 多 い 量 、 50%よ り 多 い 量 、 60%よ り 多 い 量 、 ま た は 70%よ り 多 い 量 が 残 存 す る よ
う な コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 度 を 有 す る 生 体 材 料 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は
、 例 え ば 、 そ の 生 体 材 料 を 特 定 の 期 間 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 し た 後 に 、 そ の 生 体 材 料 に 含 ま れ
て い た コ ラ ー ゲ ン の 80%よ り 多 い 量 、 85%よ り 多 い 量 、 90%よ り 多 い 量 、 95%よ り 多 い 量 、 96
%よ り 多 い 量 、 97%よ り 多 い 量 、 98%よ り 多 い 量 、 99%よ り 多 い 量 、 ま た は 100%量 が 残 存 す る
コ ラ ー ゲ ン 含 有 生 体 材 料 な ど の 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 度 が 高 い 生 体 材 料 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 生 体 材 料 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 度 は 、 所 定 の 期 間 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 し た 後 に 、 消 化 さ れ な
い か ま た は 分 解 さ れ な い コ ラ ー ゲ ン の パ ー セ ン テ ー ジ 、 例 え ば 残 存 し て い る コ ラ ー ゲ ン の
パ ー セ ン テ ー ジ と し て 表 す こ と が で き る 。 よ っ て 、 例 え ば 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝 し た 後 に そ
の 生 体 材 料 中 に 含 ま れ て い た コ ラ ー ゲ ン の 80%よ り 多 い 量 が 残 存 す る 、 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん
で な る 本 発 明 の 生 体 材 料 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 80%の 生 体 材 料 で あ り ； コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 曝
し た 後 に そ の 生 体 材 料 中 に 含 ま れ て い た コ ラ ー ゲ ン の 90%よ り 多 い 量 が 残 存 す る 、 コ ラ ー
ゲ ン を 含 ん で な る 本 発 明 の 生 体 材 料 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 90%の 生 体 材 料 、 な ど と な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 、 例 え ば 細 菌 ま た は 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 に 対 す る 耐 性 は 、 当 業 者
に 周 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 1つ の 方 法 で は 、 コ
ラ ー ゲ ン 組 成 物 ま た は 生 体 材 料 の 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対 す る 耐 性 は 次 の よ う に し て 決 定 さ
れ る 。 コ ラ ー ゲ ン 組 成 物 ま た は 生 体 材 料 を 、 消 化 バ ッ フ ァ ー (21mM TRIS、 pH7.45中 、 110m
M NaCl、 5.4mM KCl、 1.3mM MgCl 2 、 お よ び 0.5mM ZnCl 2 )中 に 、 コ ラ ー ゲ ン 乾 重 1mg当 た り
消 化 バ ッ フ ァ ー 0.2mlの 割 合 で 混 合 す る 。 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ (ヒ ス ト リ チ ク ス 菌 (Clostridi
um histolyticum)由 来 の III型 )を こ の コ ラ ー ゲ ン 組 成 物 ま た は 生 体 材 料 の 溶 液 に 、 終 濃 度
が コ ラ ー ゲ ン 乾 重 1mg当 た り コ ラ ゲ ナ ー ゼ 50ユ ニ ッ ト と な る よ う に 加 え る 。 こ の 混 合 物 を 3
7℃ で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 の 後 、 残 存 し て い る コ ラ ー ゲ ン 組 成 物
ま た は 生 体 材 料 を 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト と し 、 ペ レ ッ ト お よ び 上 清 の 双 方 を 取 得 す る 。
コ ラ ー ゲ ン ペ レ ッ ト は 、 30分 間 70℃ に 加 熱 す る こ と で 0.5ml NaOHに 溶 解 し た 後 、 等 量 の 0.
5M HClを 加 え る こ と で 中 和 す る 。 上 清 と 可 溶 化 し た ペ レ ッ ト の 双 方 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、
BCAア ッ セ イ な ど の 任 意 の 標 準 的 な タ ン パ ク 質 測 定 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る 。 上 清 （ 消
化 さ れ た 材 料 を 示 す ） と 可 溶 化 ペ レ ッ ト （ コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 材 料 を 示 す ） の 全 タ ン パ ク 質
含 量 を 決 定 し 、 消 化 さ れ て い な い か ま た は 残 存 し て い る コ ラ ー ゲ ン の パ ー セ ン テ ー ジ お よ
び ／ ま た は 消 化 ま た は 分 解 さ れ た コ ラ ー ゲ ン の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 別 法 で は 、 コ ラ ー ゲ ン 組 成 物 ま た は 生 体 材 料 の 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対 す る 耐 性 は 次 の
よ う に し て 決 定 さ れ る 。 コ ラ ー ゲ ン 組 成 物 ま た は 生 体 材 料 を バ ッ フ ァ ー 溶 液 (pH7.0)中 、
哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ -1(MMP-1)ま た は マ ト リ
ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ -8(MMP-8)） と 、 コ ラ ー ゲ ン 乾 重 2.0～ 2.5mgに 対 し て 哺 乳 類 コ
ラ ゲ ナ ー ゼ 約 0.5μ gの 割 合 で 混 合 す る 。 こ の 混 合 物 を 37℃ で 1、 3お よ び 6日 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 各 時 点 で 、 消 化 混 合 物 の 測 定 画 分 を 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上 清 の タ ン パ ク 質 濃
度 を BCAア ッ セ イ な ど の 任 意 の 標 準 的 な タ ン パ ク 質 測 定 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る 。 上 清
の タ ン パ ク 質 含 量 は 消 化 さ れ た 材 料 を 示 し て お り 、 消 化 さ れ て い な い か ま た は 残 存 し て い
る コ ラ ー ゲ ン の パ ー セ ン テ ー ジ 、 お よ び ／ ま た は 消 化 も し く は 分 解 さ れ た コ ラ ー ゲ ン の パ
ー セ ン テ ー ジ が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 生 体 材 料 は 種 々 の 生 体 医 療 用 途 の た め の 純 粋 、 均 質 、 か つ 、 一
貫 し た 材 料 を 提 供 す る 。 こ の 材 料 は 1つ の 特 定 の コ ラ ー ゲ ン 型 を 含 ん で も よ い し 、 あ る い
は 、 特 定 の コ ラ ー ゲ ン 型 の 混 合 物 を 含 ん で も よ い 。 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 生 体 材 料 、 例 え
ば 、 膜 、 マ ト リ ッ ク ス な ど は 、 独 特 の 、 所 定 の 組 成 と 構 造 を 有 す る 。 一 態 様 で は 、 本 デ バ
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イ ス は 、 例 え ば 、 三 次 元 プ リ ン テ ィ ン グ な ら び に ミ ク ロ お よ び ナ ノ パ タ ー ニ ン グ を 含 む 用
途 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 生 体 材 料 は 、 例 え ば ス ポ ン ジ ； マ ト リ ッ ク ス ； 膜 ； シ ー ト ； イ ン プ ラ ン ト ； ス
キ ャ フ ォ ー ル ド ； バ リ ア ； ス テ ン ト ； 移 植 片 、 例 え ば 組 織 移 植 片 ； 封 止 材 、 例 え ば 血 管 封
止 材 、 組 織 封 止 材 な ど ； 角 膜 シ ー ル ド ； 人 工 組 織 、 例 え ば 人 工 皮 膚 ； 止 血 材 ； 帯 布 ； 包 帯
、 例 え ば 創 傷 帯 ； 被 覆 材 、 例 え ば ス テ ン ト 被 覆 材 、 移 植 片 被 覆 材 な ど ； 接 着 剤 ； 縫 合 糸 ；
お よ び 薬 物 送 達 デ バ イ ス を は じ め と す る 、 こ の 分 野 で 標 準 的 か つ 広 く 用 い ら れ て い る い ず
れ の 形 態 の 生 体 材 料 も 含 み 得 る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 本 生 体 材 料 は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 以 下 ： 組 織 工 学 、 組 織 増 大 、 誘 導 組 織 再 生 ； 薬 物 送 達 ； 回 復 術 、 再 生 術 お よ び
美 容 術 を は じ め と す る 種 々 の 外 科 術 ； 血 管 術 ； 骨 形 成 お よ び 軟 骨 形 成 術 、 軟 骨 再 構 築 、 骨
補 綴 材 ； 止 血 剤 ； 創 傷 処 置 お よ び 管 理 ； 組 織 の 補 強 お よ び 支 持 ； 失 禁 な ど を 含 む 種 々 の 適
用 お よ び 手 法 の い ず れ に も 使 用 で き る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 進 行 し た 歯 周 病 症 例 の た め の 外 科 術 で あ る 誘 導 組 織 再 生 （ Guided tissue regeneration
） は 、 歯 肉 線 の 下 に あ る 欠 損 を 治 療 す る 。 GTR法 の 際 、 歯 根 か ら 歯 垢 を 除 去 し 、 欠 損 部 に
バ リ ア 膜 を 入 れ 、 空 隙 を 組 織 浸 潤 か ら 保 護 し 、 骨 と 靱 帯 に 再 生 に 十 分 な 時 間 を 与 え る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 歯 科 に お け る GTR用 の コ ラ ー ゲ ン 膜 の 性 能 は 、 上 皮 細 胞 増 殖 を 妨 げ る 膜 の 能 力 お よ び 細
菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 に 対 す る 膜 の 耐 性 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 膜 生 体 材 料 は 歯 科 で GTRに 現
在 用 い ら れ て い る 市 販 の 動 物 コ ラ ー ゲ ン BIOMEND吸 着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 よ り 孔 が 少 な く 、 細
胞 の 内 部 増 殖 を 防 ぐ の に よ り 有 効 で あ り 得 る 。 本 発 明 の 膜 生 体 材 料 は 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消
化 に 耐 性 で あ る 。 口 腔 環 境 で は 、 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ は コ ラ ー ゲ ン イ ン プ ラ ン ト の 分 解 に 関
与 す る 可 能 性 が あ る 。 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対 す る 耐 性 は 膜 生 体 材 料 の 有 用 性 に と っ て の 重
要 な 性 能 パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 膜 生 体 材 料 は 、 よ り 優 れ た 再 生 結 果 の た
め に よ り 長 期 に わ た っ て 有 効 な バ リ ア を 提 供 す る 。 本 発 明 の 膜 生 体 材 料 は 、 例 え ば 、 硬 膜
閉 合 材 、 創 傷 包 帯 、 脆 弱 組 織 の 補 強 お よ び 支 持 体 な ど の 他 の 種 々 の 医 療 用 途 に お い て も 有
用 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 単 に 本 発 明 の 例 示 を 意 図 す る 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と で さ ら に 理 解 さ れ る
。 こ れ ら の 実 施 例 は 特 許 請 求 す る 本 発 明 を 単 に 説 明 す る た め に 示 す も の で あ る 。 本 発 明 は
、 例 示 の 実 施 形 態 に よ り 範 囲 を 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ の 実 施 形 態 は 本 発 明 の 一 態 様
を 示 す に 過 ぎ な い 。 機 能 的 に 同 等 な 方 法 は い ず れ も 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 当 業 者 な ら ば
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る も の の 他 、 本 発 明 の 種 々 の 改 変 が 以 上 の 記 載 お よ び 添 付 の 図
面 か ら 明 ら か で あ ろ う 。 こ の よ う な 改 変 は 付 属 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,593,859号 （ 参 照 に よ り そ の 全 開 示 内
容 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ） に 記 載 の よ う に し て 得 る 。 本 明 細 書 で は 例 と し て 組 換 え ヒ ト
I型 、 II型 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン が 挙 げ ら れ て い る が 、 本 明 細 書 で は 全 て の 種 類 の コ ラ ー
ゲ ン の 使 用 を 明 確 に 意 図 し て い る 。 一 般 に 、 記 載 さ れ て い る 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 組 成 物
お よ び 生 体 材 料 が 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー か ら の オ リ ゴ マ ー の 製 造 お よ び 鋳 型 内
原 繊 維 形 成 ／ 架 橋 法 と そ の 後 の 凍 結 乾 燥 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 組 換 え ヒ ト I型 、 II型 、 ま た は III型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 は 次 の よ う に 製 造 し た 。 原 繊 維 形
成 バ ッ フ ァ ー (0.2M Na 2 HPO 4 、 pH11.2)を 組 換 え ヒ ト I型 、 II型 、 ま た は III型 コ ラ ー ゲ ン の
0.3%(10mM HCl中 、 3mg/ml)の 溶 液 に 、 1:10(v/v)比 で 加 え た 。 こ の 溶 液 を 室 温 で 4℃ ～ 一 晩
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 原 繊 維 形 成 後 、 次 に 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 10℃ 、 15,000
 x gで 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し た 。
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実 施 例 １ ： 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 の 製 造



【 ０ ０ ５ １ 】

　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 か ら 製 造 し た 。 ま た 、
本 明 細 書 で は 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー か ら の 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー の
製 造 も 意 図 さ れ る 。 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 上 記 実 施 例 1に 記 載 の よ う に し て 製 造
し た 。 使 用 直 前 に 水 で 調 製 し た EDC(1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ
ミ ド )の 20%溶 液 (w/v)を 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 の 溶 液 に 、 終 濃 度 0.15%EDC（ 組 換
え ヒ ト I型 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 の 場 合 ） ま た は 0.075%EDC（ 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ
ー ゲ ン 原 繊 維 の 場 合 ） に な る よ う に 加 え た 。 こ れ ら の 溶 液 を 十 分 混 合 し 、 室 温 で 16時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 得 ら れ た 架 橋 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 （ す な わ ち 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ
ー ） を 次 に 、 ベ ッ ク マ ン J2-21m遠 心 機 に て ベ ッ ク マ ン JA-14ロ ー タ ー 中 、 10,000rpm（ お よ
そ 9,000 x g） 、 20℃ で 30分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を エ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ 中 へ デ カ
ン ト す る こ と に よ り 注 意 深 く 除 去 し た 。 こ の ペ レ ッ ト を 、 水 に 再 懸 濁 し て 元 の 体 積 と し 、
そ の 後 激 し く 攪 拌 す る こ と に よ り 、 洗 浄 し た 。 上 記 の よ う に こ の 溶 液 を 遠 心 分 離 し 、 得 ら
れ た 上 清 を 除 去 し た 。 こ の ペ レ ッ ト を 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 終 濃 度 が 30mg/mlと な る よ
う に 、 水 ま た は 10mM HClに 再 懸 濁 さ せ た 。 こ の 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー 水 懸 濁 液
を 、 こ の コ ラ ー ゲ ン ／ 水 再 懸 濁 液 に 1/10容 量 の 100mM HClを 加 え る こ と に よ り 再 溶 解 し た
。 得 ら れ た 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 4～ 20%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 勾 配 ゲ ル 上 で SD
S-PAGEに よ り 評 価 し た と こ ろ 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン の よ り 高 い 分 子 量 の オ リ ゴ マ ー が 製
造 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 組 換 え ヒ ト I型 、 II型 、 お よ び 型 コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー か ら 、 そ
れ ぞ れ 組 換 え ヒ ト I型 、 II型 、 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー が 首 尾 よ く 形 成 さ れ た （
デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー の 形 成 を さ ら に ロ ー タ リ ー シ ャ ド ー イ ン グ 電 子 顕 微 鏡
法 に よ り 確 認 し た 。 上 記 実 施 例 2に 記 載 の よ う に 製 造 し た 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ
マ ー を 4℃ で 16時 間 、 0.05%酢 酸 中 50%の グ リ セ ロ ー ル 溶 液 に 対 し て 透 析 し た 。 透 析 後 、 新
し く 切 断 し た 雲 母 基 板 上 に エ ア ブ ラ シ を 用 い て サ ン プ ル を 噴 霧 し た 。 こ の 雲 母 上 の 液 滴 を
、 バ キ ュ ー ム コ ー タ ー (Edwards 306)中 、 室 温 に て 、 10 - 6 mmHgで 12時 間 、 乾 燥 さ せ た 。 乾
燥 さ せ た サ ン プ ル に 、 雲 母 表 面 に 対 し て 6° に 配 置 し た 電 子 銃 を 用 い て 白 金 で ロ ー タ リ ー
シ ャ ド ー イ ン グ を 行 っ た 後 、 雲 母 表 面 に 対 し て 90° に 配 置 し た 電 子 銃 に よ り 形 成 さ れ る 炭
素 フ ィ ル ム で コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ ら の レ プ リ カ を 蒸 留 水 に 浮 か べ 、 フ ォ ル ム バ ー ル （
formvar） コ ー テ ィ ン グ グ リ ッ ド 上 に 回 収 し た 。 次 に 、 こ れ ら の レ プ リ カ を Zeiss 109透 過
型 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ロ ー タ リ ー シ ャ ド ー イ ン グ 電 子 顕 微 鏡 分 析 は 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー が ロ
ッ ド 型 の 構 造 の 原 繊 維 コ ラ ー ゲ ン 形 態 を 呈 す る こ と を 示 し た 。 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン
分 子 の 、 よ り 高 次 の オ リ ゴ マ ー へ の 会 合 が は っ き り と 可 視 化 さ れ た 。 組 換 え ヒ ト II型 お よ
び III型 コ ラ ー ゲ ン か ら 製 造 し た オ リ ゴ マ ー で も 同 様 の 結 果 が 見 ら れ た （ デ ー タ は 示 し て
い な い ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン III型 マ ト リ ッ ク ス を 次 の よ う に 製 造 し た 。 上 記 実 施 例 2に 記 載 の
よ う に 製 造 し た 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 、 終 濃 度 10mM HClと な る よ う に H
Clを 加 え る こ と で 再 び 可 溶 化 し た 。 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 、 原 繊 維 形 成 バ
ッ フ ァ ー を 1:10比 (v/v)で 加 え て 再 構 成 し た 後 、 終 濃 度 0.25%EDCと な る よ う に EDCで 架 橋 し
た 。 こ の 溶 液 を ス テ ン レ ス 鋼 鋳 型 内 で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Virtis Genesis 25EL
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実 施 例 ２ ： 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー の 製 造

実 施 例 ３ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン モ ノ マ ー お よ び オ リ ゴ マ ー の ロ ー タ リ ー シ ャ ド ー イ
ン グ 電 子 顕 微 鏡 法

実 施 例 ４ ： 組 換 え ヒ ト I型 、 II型 、 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 製 造



凍 結 乾 燥 機 を 用 い て 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 次 の よ う に 製 造 し た 。 上 記 実 施 例 2に 記 載 の よ
う に 製 造 し た 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 、 1/10容 量 の 0.2M NaH 2 PO 4 、 pH7.3お
よ び 1/10容 量 の 水 と 混 合 し た 。 こ の 溶 液 に 新 し く 調 製 し た 10%EDC水 溶 液 を 加 え 、 最 終 コ ラ
ー ゲ ン 濃 度 20mg/mlお よ び 0.25%EDCと し た 。 こ の 溶 液 を よ く 混 合 し 、 ス テ ン レ ス 鋼 鋳 型 に
移 し （ 深 さ 3mm） 、 室 温 で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 鋳 型 内 組 換 え I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ
ッ ク ス を -30℃ で 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン お よ び 組 換 え ヒ
ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス に 関 す る 上 記 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 以 下 の よ う な 種 々
の 改 変 を 行 い な が ら 、 製 造 し た 。 要 す る に 、 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン の 溶 液 を 0.22mmの
PESバ キ ュ ー ム フ ィ ル タ ー を 用 い て 濾 過 し た 。 そ の 体 積 を 重 量 か ら 算 出 し 、 10mM HClを 用
い て コ ラ ー ゲ ン 濃 度 を 3.0mg/mlに 調 整 し た 。 原 繊 維 形 成 バ ッ フ ァ ー を 1:10(v/v)比 で 加 え
た 。 こ の コ ラ ー ゲ ン 溶 液 の pHを 測 定 し 、 必 要 に 応 じ て 0.5N NaOHで pH7.2に 調 整 し た 。 室 温
で 6時 間 、 原 繊 維 の 形 成 を 進 行 さ せ た 後 、 架 橋 剤 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )
カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC)を 終 濃 度 0.075%と な る よ う に 加 え た （ 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン お よ
び 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 製 造 に 関 し て は 0.15%EDCを 用 い た こ と に 注
意 ） 。 こ の コ ラ ー ゲ ン ／ 架 橋 剤 混 合 物 を 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 、 ベ ッ ク マ ン JLA-16ロ ー タ ー を 用 い 、 4℃ 、 15,000r
pmで 60分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト と し た 。 上 清 を 除 去 し 、 ペ レ ッ ト を 元 の 反 応 量 と 同
量 の 水 で 洗 浄 し た 。 こ の 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 再 び 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト
と し た 。 上 清 を 取 り 出 し 、 BCAに よ る タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定 の た め に 保 存 し た 。 ペ レ ッ ト
濃 度 は 約 30mg/mlで あ っ た 。 架 橋 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 10mM HClに 溶 解 し 、
上 記 の よ う な 鋳 型 内 原 繊 維 形 成 ／ 架 橋 法 に 従 っ て マ ト リ ッ ク ス に 配 合 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 微 細 構 造 を 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド で 染 色 し た 組 織
切 片 を 偏 光 下 で 顕 微 鏡 観 察 す る こ と に よ り 、 市 販 の ウ シ コ ラ ー ゲ ン ス ポ ン ジ で あ る INSTAT
コ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 (Ethicon, Inc., Somerville, New Jersey)の 場 合 と 比 較 し た 。
（ 例 え ば 、 Sweatら (1964) Arch Pathol 78:69-72参 照 。 ） 上 記 実 施 例 4で 記 載 し た よ う に
製 造 お よ び 凍 結 乾 燥 し た 3mm x 3mm組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン I型 マ ト リ ッ ク ス を 蒸 留 水 中 で 15
～ 30分 間 に わ た り 再 水 和 し た 。 次 に 、 こ の 組 換 え I型 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 、 各 1
5分 間 、 ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら 、 一 連 の 暫 増 量 の ア ル コ ー ル 濃 度 （ 70%、 80%、 95%、 100%）
中 で マ ト リ ッ ク ス を 連 続 的 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 脱 水 し た 。 そ の 後 、 こ の 組 換
え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を キ シ レ ン 中 で ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら 15分 間 洗 浄 し た
。 こ の 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し 、 5μ mの 厚 さ の 切
片 と し 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド で 染 色 し 、 偏 光 を 用 い て 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 結 果 は 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー か ら 形 成 さ れ た マ ト リ ッ ク ス は 、 INSTAT
コ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 に 比 べ て よ り 完 全 で 均 一 な 孔 腔 ネ ッ ト ワ ー ク を 持 っ て い る こ と を
示 し た 。 組 換 え ヒ ト II型 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス で も 同 様 の 微 細 構 造 が 観 察
さ れ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 走 査 電 子 顕 微 鏡 (SEM)分 析 を 用 い て 観 察 し た （
例 え ば 、 Yangら (1994) Matrix Biology 14:643-651; Areidaら (2001) J Biol Chem 276:1
594-1601参 照 ） 。 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 液 体 窒 素 中 で 1分 間 凍 結 さ せ た
後 、 低 却 剃 刀 で 切 断 し た 。 得 ら れ た 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 断 片 を 、 両 側
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実 施 例 ５ ： 組 織 学 的 染 色 に よ る 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 微 細 構 造

実 施 例 ６ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 走 査 電 子 顕 微 鏡 分 析



導 電 性 タ ブ を 備 え た 標 準 的 な SEMア ル ミ ニ ウ ム ス タ ブ (12mm OD)に マ ウ ン ト し た 。 次 に 、 サ
ン プ ル を 入 れ た こ の ス タ ブ を 厚 さ 40nmの 金 で ス パ ッ タ ・ コ ー テ ィ ン グ し た （ Biorad Palar
on Division製 の コ ー タ ー E5000M, S.E.M.を こ れ ら の 作 製 に 用 い た 。 ） 。 調 製 し た ス タ ブ
を Personal SEM (ASPEX Instruments, Inc.)を 用 い て 特 性 決 定 し た 。 目 的 構 造 を 、 100倍
～ 1000倍 の 倍 率 で 写 真 撮 影 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 SEM分 析 は 、 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 （ 図 1B） と 比 べ た 場 合 の 、 組 換 え ヒ ト I型 コ
ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス （ 図 1A） の 異 な る 構 造 的 特 徴 を 示 し た 。 こ の 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー
ゲ ン マ ト リ ッ ク ス は 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 繊 維 と 原 繊 維 と か ら 構 成 さ れ る 薄 い シ ー ト に
よ っ て 相 互 連 結 し た 孔 微 細 構 造 を 有 し て い た 。 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 は 、 遙 か に
厚 く 十 分 均 一 で な い シ ー ト お よ び 繊 維 を 示 し た 。 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン お よ び 組 換 え
ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス は 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス と 同 様 の 形
態 を 示 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 を 、 水 銀 細 孔 分 布 測 定 (porisometry)を 用 い
て 表 面 積 お よ び 孔 径 を 測 定 す る こ と に よ り 特 性 決 定 し た 。 水 銀 細 孔 分 布 測 定 試 験 は 、 Pore
Master33水 銀 細 孔 分 布 測 定 装 置 を 用 い 、 QuantaChrome Instument (Boynton Beach, FL)に
よ り 行 っ た 。 要 す る に 、 20℃ 、 接 触 角 140° 、 圧 入 圧 力 範 囲 0.806psi～ 49.825psiを 用 い て
水 銀 の 圧 入 を 行 っ た 。 低 圧 水 銀 圧 入 法 を 、 各 ス ポ ン ジ に つ き 2サ ン プ ル に 対 し て 行 っ た 。
水 銀 の 押 出 は 49.381psi～ 0.822psiの 範 囲 で 行 っ た 。 水 銀 の 圧 入 と 押 出 を 時 間 の 関 数 と し
て モ ノ タ リ ン グ し 、 そ の デ ー タ を 用 い 、 Washburnの 式 を 用 い て 孔 径 を 求 め た 。 各 組 換 え ヒ
ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の サ ン プ ル 重 は お よ そ 23mgで あ り 、 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止
血 材 は お よ そ 15mgで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン 、
お よ び INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 を 用 い て 製 造 し た マ ト リ ッ ク ス に つ い て 表 面 積 を 求
め 、 そ の 結 果 を 下 の 表 １ に 示 す 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 の 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 、 組 換 え ヒ ト II
型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス は INSTATコ
ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 よ り も 大 き な 表 面 積 を 示 し た 。 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 用 い て 製 造
し た マ ト リ ッ ク ス の 総 表 面 積 は 3.8m 2 /g以 上 で あ っ た が 、 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材
の 総 表 面 積 は 2.3m 2 /gで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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実 施 例 ７ ： 組 換 え ヒ ト I型 、 II型 、 お よ び III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 表 面 積 お よ び 孔
径



　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン 、
お よ び INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 を 用 い て 製 造 し た マ ト リ ッ ク ス の 孔 径 を 求 め 、 結 果
を 下 の 表 ２ に 示 す 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 上 記 の 表 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 、 組 換 え ヒ ト II
型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス は INSTATコ
ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 よ り も 小 さ な 孔 径 を 有 し て い た 。 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 用 い て 製
造 し た マ ト リ ッ ク ス の 孔 径 は 35μ m以 下 で あ っ た が 、 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 の 孔
径 は 40μ mで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス で 測 定 さ れ た 孔 径 の 範 囲 は お よ そ 10～ 55μ mで
あ り 、 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 で 測 定 さ れ た 孔 径 範 囲 （ お よ そ 25～ 90μ m） よ り も
小 さ か っ た 。 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 孔 径 の 最 大 集 団 は お よ そ 28μ mで
あ っ た が 、 INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 で は お よ そ 40μ mで あ っ た 。 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ
ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス お よ び 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス で 測 定 さ れ た 孔 径 の 範
囲 は そ れ ぞ れ 、 15～ 60μ mお よ び 10～ 55μ mで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 の 引 張 強 さ お よ び 変 性 温 度 を 測 定 し た 。 引 張
強 さ は テ ク ス チ ャ ー ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 間 接 的 に 測 定 し た 。 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ
ン お よ び INSTATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 の 引 張 強 さ （ ニ ュ ー ト ン (N)） を 下 の 表 ３ に 示 す
。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 の 表 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス は INSTATコ ラ
ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 (1.5+/-0.5N)よ り も 高 い 引 張 強 さ (4.0+/-0.2N)を 持 っ て い た 。 各 マ ト
リ ッ ク ス の 引 張 強 さ を 面 積 (mm 3 )に 対 し て 標 準 化 し 、 そ の 結 果 を 上 記 表 ３ に 示 す 。 デ ー タ
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実 施 例 ８ ： 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 引 張 強 さ お よ び 変 性 温 度



か ら は 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 引 張 強 さ は 0.1333N/mm 3 で あ っ た が 、 INSTA
Tコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 の 引 張 強 さ は 0.0088N/mm 3 で あ っ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 （ 下 記 実 施 例 １ ０ に 記 載 の よ う に 製 造 し た も の ） の 引 張 強
さ を 、 テ ク ス チ ャ ー ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 間 接 的 に 測 定 し た 。 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン
膜 は 、 使 用 の 前 に ま ず ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 蒸 気 （ 37%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 、 真 空 下 、 室 温
で 60分 ） で 架 橋 し た 。 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 を 5mm x 20mm片 に 切 断 し 、 乾 燥 さ せ る
か ま た は 30分 間 水 で 湿 ら せ 、 バ イ ク リ ル (vicryl)6.0縫 合 糸 に 取 り 付 け 、 引 張 強 さ を 試 験
し た 。 結 果 を 下 に 表 ４ に 示 す 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 上 記 の 表 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 乾 燥 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 引 張 強 さ は 5.8+/-0.4
Nで あ っ た が 、 湿 潤 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 引 張 強 さ は 1.2+/-0.2Nで あ っ た 。 ま た 、
組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 湿 潤 伸 張 率 （ 厚 さ ） も 測 定 し た 。 結 果 は 湿 潤 膜 が 50～ 60%伸
張 し た こ と を 示 し た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス お よ び 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス
の 変 性 温 度 (T d )を 測 定 し た 。 組 換 え ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 変 性 温 度 は 乾 燥 状
態 ま た は 溶 液 (PBS 30μ l)中 で 測 定 し た 。 乾 燥 窒 素 環 境 中 、 1分 間 に 5℃ の 昇 温 率 で 25℃ ～ 9
0℃ ま で 各 サ ン プ ル を 加 温 す る こ と で 変 性 温 度 を 測 定 し た 。 こ れ ら の 実 施 形 態 の 結 果 を 下
の 表 ５ に 示 す 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス お よ び 生 体 材 料 が 、 INST
ATコ ラ ー ゲ ン 吸 着 性 止 血 材 よ り も 高 い 変 性 温 度 を 持 っ て い る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 以 下 に 記 載 す る よ う な 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス に 対 す る 細 胞 接 着 を 評 価
す る た め の 実 験 を 行 っ た 。 本 発 明 の 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 半 分 に 切 断
し た 。 こ の 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 無 血 清 培 地 (4.5mg/mlグ ル コ ー ス を 含
む DMEM)に 浸 漬 し 、 37℃ で 1時 間 か け て 平 衡 化 し 、 媒 体 を 一 度 交 換 し た 。 こ の 組 換 え ヒ ト I
型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 、 3mmバ イ オ プ シ ー パ ン チ ャ ー を 用 い て 切 り 取 り 、 無 菌 濾 紙
で 軽 く た た い て 水 を 切 っ た 。 そ れ ら の 手 順 の 間 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス
が 乾 燥 し て し ま わ な い よ う に し た 。 ア ッ セ イ に 用 い る ヒ ト 包 皮 繊 維 芽 細 胞 を ト リ プ シ ン 処
理 し 、 カ ウ ン ト し 、 無 血 清 培 地 で 二 度 洗 浄 し 、 5x10 6 /mlま た は 2.5x10 6 /mlの 終 濃 度 と な る
よ う に 希 釈 し た 。 こ の 半 乾 燥 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 3mm無 菌 ペ ト リ 皿 に
入 れ 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 同 じ 端 か ら 細 胞 を 加 え た 。 細 胞 を 37℃ で 2
時 間 、 接 着 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 無 血 清 培 地 に 既 知 量 の 細 胞 を 含 む 別 の 組 織 培 養 プ レ ー ト を 調 製 し 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 3mmプ レ ー ト に 4mlの 無 血 清 培 地 を 加 え 、 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 円 を 描 く
よ う に ゆ っ く り 混 合 し 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス か ら 非 接 着 細 胞 を 洗 い 流
し た 。 培 地 を 吸 引 す る こ と に よ り 、 非 接 着 細 胞 お よ び 死 細 胞 を 除 去 し た 。 各 組 換 え ヒ ト I
型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス を 、 ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 用 い て 新 し い 組 織 培 養 プ レ ー ト に 穏 や か
に 移 し た （ 1ウ ェ ル 当 た り 1マ ト リ ッ ク ス ） 。 各 ウ ェ ル に 200μ lの 無 血 清 培 地 と 20μ lの WST
を 加 え た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 30分 、 1時 間 、 お よ び 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ れ ら の プ レ ー ト を 穏 や か に 軽 く た た き 、 各 組 織 培 養 ウ ェ ル か ら 110μ lの ア リ コ ー ト を
新 し い 組 織 培 養 プ レ ー ト に 加 え た 。 450nmで 吸 光 度 を 読 み と っ た 。 吸 光 度 を 測 定 し た 後 、 1
10μ lア リ コ ー ト を 元 の プ レ ー ト に 戻 し 、 他 の 時 点 ま で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス は ヒ ト 包 皮 繊 維 芽 細 胞 の 接 着 を 支 持 す る た め の
三 次 元 ス キ ャ フ ォ ー ル ド と し て 試 験 し た 。 こ の 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス に 、 以
下 の 群 で 播 種 し た ： 低 密 度 （ 5x10 4 細 胞 ／ マ ト リ ッ ク ス を 含 有 ） ； 中 密 度 （ 1x10 5 細 胞 ／ マ
ト リ ッ ク ス を 含 有 ） ； お よ び 高 密 度 （ 2x10 5 細 胞 ／ マ ト リ ッ ク ス を 含 有 ） 。 そ の 結 果 は 、
組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス が 、 試 験 し た 最 大 細 胞 密 度 (2x10 5 細 胞 ／ マ ト リ ッ
ク ス )で さ え 、 細 胞 で 飽 和 し て い な か っ た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 は 次 の よ う に し て 調 製 し た 。 JA14遠 心 ボ ト ル 中 、 血 清 用 ピ
ペ ッ ト を 用 い て 、 原 繊 維 形 成 バ ッ フ ァ ー (0.2M NaH 2 PO 4 , pH11.2)と 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー
ゲ ン を 1:10の 比 率 で 10mM HCl中 に 混 合 し た 。 こ の 溶 液 混 合 物 を 原 繊 維 形 成 の た め 、 室 温 で
4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 20%EDC(1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ
ミ ド )溶 液 (水 溶 液 )を 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 を 含 有 す る 溶 液 に 加 え る 直 前 に 調
製 し た 。 こ の EDC溶 液 を 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 原 繊 維 溶 液 に 加 え て EDC終 濃 度 を 0.15%と
し 、 十 分 混 合 し 、 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 混 合 物 を ベ ッ ク マ ン J2-21M遠 心 機 に て 、 20℃ 、 10,000rpmで 30分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清
を エ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ 中 に 注 意 深 く デ カ ン ト す る こ と に よ り 除 去 し た 。 ペ レ ッ ト を
水 に 再 懸 濁 し て 元 の 体 積 と し 、 激 し く 攪 拌 し て 混 合 し た 。 溶 液 を 遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上
清 を 上 記 の よ う に デ カ ン ト し た 。 ペ レ ッ ト を 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 終 濃 度 が 30mg/mlと な る
よ う に 水 に 再 懸 濁 し た 。 こ の ペ レ ッ ト 再 懸 濁 液 に 1/10容 量 の 100mM HClと 1/10容 量 の 水 を
加 え 、 こ の 溶 液 を よ く 混 合 し た 。 こ の ペ レ ッ ト 溶 液 に 1/10容 量 の 0.2M NaH 2 PO 4 、 pH7.3と 1
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実 施 例 ９ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス の 細 胞 接 着 ア ッ セ イ

実 施 例 １ ０ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 形 成



/10容 量 の 水 を 加 え 、 こ の 溶 液 を よ く 混 合 し た 。 こ の 溶 液 に 、 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 濃 度 が 20m
g/ml、 か つ 、 EDCの 終 濃 度 が 0.25%と な る よ う に 新 し く 調 製 し た 10% EDCと 水 を 加 え た 。 次
に 、 こ の 組 換 え コ ラ ー ゲ ン 溶 液 を ス テ ン レ ス 鋼 の 鋳 型 に 移 し (深 さ 3mm)、 室 温 で 風 乾 し 、 7
0%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 す る こ と に よ り EDC架 橋 の 副 生 成 物 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 得 ら れ た 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 は 厚 さ お よ そ 100μ mで あ り 、 約 6mg/cm 2 の 組 換 え ヒ
ト I型 コ ラ ー ゲ ン を 含 ん で い た 。 こ の 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 は 37℃ 、 PBS中 で 一 晩 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 も そ の 物 理 的 に 完 全 な 状 態 を 維 持 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 、 お よ び 市 販 の ウ シ コ ラ ー ゲ ン 膜 で あ る BIOMEND吸 着 性 コ ラ
ー ゲ ン 膜 (Sulzer Calcitek, Inc., Carlsbad, CA)の 微 細 構 造 を 、 以 下 の 手 順 を 用 い て 処
理 し た 後 、 組 織 学 的 分 析 に よ り 調 べ た 。 上 記 実 施 例 １ ０ に 記 載 の よ う に 調 製 し た 3mm x 3m
m組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 を 蒸 留 水 中 で 15～ 30分 間 再 水 和 さ せ た 後 、 ゆ っ く り 攪 拌 さ せ
な が ら 、 70%、 80%、 95%、 お よ び 100%エ タ ノ ー ル と と も に 各 15分 ず つ 、 一 連 の 連 続 的 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン を 用 い て 脱 水 し 、 そ の 後 、 ゆ っ く り 攪 拌 さ せ な が ら キ シ レ ン 中 で 15分 間 洗
浄 し た 。 こ の 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 厚 さ 5μ mの 切 片 と し 、 H
&Eで 染 色 し 、 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 図 ２ Ａ お よ び ２ Ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン オ リ ゴ マ ー を 用 い て 製
造 し た 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 は 、 BIOMEND吸 着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 （ 図 ２ Ｂ ） に 比 べ 、 膜
の 表 面 に 対 し て 平 行 方 向 に 密 に 詰 ま っ た 微 細 線 維 を 形 成 し て い た （ 図 ２ Ａ ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 マ ト リ ッ ク ス お よ び 膜 な ど の コ ラ ー ゲ ン ベ ー ス の 生 体 材 料 の 長 期 安 定 性 は 、 そ れ ら の プ
ロ テ イ ナ ー ゼ に よ る 酵 素 消 化 、 特 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る 消 化 に 対 す る 耐 性 と 相 関 し う る 。
上 記 の 方 法 に よ っ て 調 製 し た 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性 を BIOMEND吸
着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 約 2.0～ 2.5mgの 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 を 予 め 秤 量 し た 0.5ml微 量 遠 心 管 に 加 え た 。
こ の サ ン プ ル に 消 化 バ ッ フ ァ ー (110mM NaCl、 5.4mM KCl、 1.3mM MgCl 2 、 お よ び 0.5mM ZnC
l 2 を 含 む 21mM Tris、 pH7.45)を 、 乾 燥 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 1mg当 た り 0.2mlの 比 率 で
加 え た 。 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ Clostridium histolyticum由 来 の III型 ） を 、 こ の 組 換 え ヒ
ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 に 、 終 濃 度 が 乾 燥 コ ラ ー ゲ ン 1mg当 た り 50ユ ニ ッ ト と な る よ う に 加 え た
。 対 照 サ ン プ ル に は バ ッ フ ァ ー だ け を 加 え た 。 サ ン プ ル を 37℃ で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 残 存 す る コ ラ ー ゲ ン を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し た 。 コ ラ ー ゲ ン ペ レ
ッ ト を 、 0.5mlの 0.5M NaOH中 に 、 70℃ で 30分 間 加 熱 す る こ と に よ り 溶 解 し た 。 こ の ペ レ ッ
ト を 、 等 量 の 0.5M HClを 加 え る こ と で 中 和 し た 。 上 清 お よ び ペ レ ッ ト 双 方 の タ ン パ ク 質 濃
度 を BCAア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 総 タ ン パ ク 質 含 量 を 算 出 し 、 消 化 率
を 求 め た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 は 、 BIOMEND吸 着 性 コ
ラ ー ゲ ン 膜 よ り も コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 耐 性 が 高 か っ た 。 用 い た ア ッ セ イ で は 、 80%を 超 え る
膜 が 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ っ て 消 化 さ れ た BIOMEND吸 着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 に 比 べ 、 組 換 え ヒ
ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 で は 15%未 満 が 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ た に 過 ぎ な か っ た 。 細
菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対 す る 優 れ た 耐 性 は 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 が 種 々 の 適 用 に と っ
て 有 効 か つ 長 期 安 定 性 の あ る 膜 を も た ら す こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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実 施 例 １ １ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 特 性 決 定

実 施 例 １ ２ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性



　 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 と BIOMEND吸 着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 と の 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性
の 比 較 を 行 っ た 。 要 す る に 、 2.0～ 2.5mgの 乾 燥 コ ラ ー ゲ ン 材 料 を バ ッ フ ァ ー pH7.0中 、 37
℃ で 、 0.5μ gの 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ MMP-1ま た は MMP-8の い ず れ か ） と と も に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 1、 3お よ び 6日 目 に ア リ コ ー ト を 取 り 出 し た 。 上 清 の コ ラ ー ゲ ン 濃 度 を BCAア ッ
セ イ に よ り 測 定 し た 。 反 応 は 2反 復 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 ４ は こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 示 し 、 上 清 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 時 間 の 関 数 と し て プ ロ ッ
ト し た も の で あ る 。 図 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 (rhcI)は 、 BIOME
ND吸 着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 (bcI)に 比 べ 、 MMP-1お よ び MMP-8の 双 方 に よ る 消 化 に 高 い 耐 性 を 示
し た 。 BIOMEND吸 着 性 コ ラ ー ゲ ン 膜 は MMP-1消 化 反 応 溶 液 中 で 6日 ま で に 目 に 見 え な く な っ
た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 が 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 に 優 れ た 耐
性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 組 換 え ヒ ト コ ラ ー ゲ ン を 用 い て 製 造 し た 膜 は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 耐 性 で あ り 長 期 安 定 性 の あ る 組 成 物 で あ り 、 例 え ば 、 歯 科 に お け る 誘 導 組 織 再 生 な ど
の 種 々 の 適 用 に お い て 有 用 な 、 よ り 効 果 の 高 い バ リ ア を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ 、 記 載 さ れ た も の の 他 、 本 発 明 の 種 々 の 変 更 が 、 当 業 者 に は 以 上 の 記
載 か ら 明 ら か と な ろ う 。 そ の よ う な 変 更 も 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に 入 る こ と が 意 図 さ れ
る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 参 照 文 献 は 全 て 、 参 照 に よ り そ の 全 開 示 内 容 が 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ は 、 コ ラ ー ゲ ン 生 体 材 料 の 走 査 電 子 顕 微 鏡 写 真 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ お よ び ２ Ｂ は 、 コ ラ ー ゲ ン 膜 生 体 材 料 の 顕 微 鏡 分 析 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ は 、 コ ラ ー ゲ ン 膜 生 体 材 料 の 細 菌 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 に 対 す る 耐
性 を 示 す 。
【 図 ４ 】 コ ラ ー ゲ ン 膜 生 体 材 料 の 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 に 対 す る 耐 性 を 示 す 。
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実 施 例 １ ３ ： 組 換 え ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 膜 の 哺 乳 類 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 耐 性



【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 26日 (2005.10.26)
【 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 】
　 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い 生 体 材
料 で あ っ て 、 そ の コ ラ ー ゲ ン 型 が 、 ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 お よ び ヒ
ト III型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 生 体 材 料 が コ ラ ー
ゲ ン 1g当 た り 約 2.3m 2 よ り も 大 き い 表 面 積 を 有 す る 、 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 4.0m 2 の 表 面 積 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ３ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ４ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 3.8m 2 の 表 面 積 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ６ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 1g当 た り 約 4.4m 2 の 表 面 積 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ７ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ８ 】
　 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い 生 体 材
料 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト III型 コ ラ ー
ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 生 体 材 料 が 約 40μ m未 満 の 平 均 孔
径 を 有 す る 、 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ９ 】
　 約 35μ mの 孔 径 を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 約 32μ mの 孔 径 を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 約 28μ mの 孔 径 を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト III型 コ ラ ー ゲ ン か ら な る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い 生 体 材
料 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト III型 コ ラ ー
ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 生 体 材 料 が 約 1.5Nよ り 大 き い 引 張
強 さ を 有 す る 、 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 膜 お よ び シ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い 生 体 材
料 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト III型 コ ラ ー
ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 生 体 材 料 が 約 0.0088N/mm 3 よ り 大
き い 引 張 強 さ を 有 す る 、 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い 生 体 材
料 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト III型 コ ラ ー
ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 生 体 材 料 が 約 10%よ り 高 い コ ラ ゲ
ナ ー ゼ 耐 性 度 を 有 す る 、 生 体 材 料 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 膜 お よ び シ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 生 体 材 料 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 １ つ の コ ラ ー ゲ ン 型 の コ ラ ー ゲ ン を 含 み 、 他 の い か な る コ ラ ー ゲ ン 型 も 含 ま な い 生 体 材
料 で あ っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 型 が ヒ ト I型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト II型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヒ ト III型 コ ラ ー
ゲ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 生 体 材 料 が 約 36.9℃ よ り 高 い 変 性
温 度 を 有 す る 、 生 体 材 料 。
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