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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
複数の孔を有する生体適合性かつ生分解性でポリマーを含まない、官能基で修飾されたハ
イドロキシアパタイトを主成分とする無機化合物のマトリックスと、
　前記孔内に配置されたコラーゲンと、を含み、
　前記無機化合物のマトリックス中の官能基は、前記コラーゲン中の官能基と直接または
架橋剤を介して共有結合を形成している、
再生骨インプラント。
【請求項２】
前記孔に配置された骨形成促進剤をさらに含む請求項１に記載の再生骨インプラント。
【請求項３】
前記骨形成促進剤は、オステオプロテジェリンである請求項２に記載の再生骨インプラン
ト。
【請求項４】
再生骨インプラントを製造する方法であって、
　複数の孔を有する生体適合性かつ生分解性でポリマーを含まない、官能基で修飾された
ハイドロキシアパタイトを主成分とする無機化合物のマトリックスを提供する工程と、
　生体適合性かつ生分解性の生体ポリマーであるコラーゲンを含む液体を提供する工程と
、
　前記マトリックスを前記液体に浸漬し、それによって前記孔内に生体ポリマーを配置す
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る工程と、
　前記ハイドロキシアパタイトを主成分とするマトリックス中の前記官能基を前記コラー
ゲン中の官能基と直接または架橋剤を介して共有結合で結合させる工程と、
から成る方法。
【請求項５】
液体は、前記孔内に配置される骨形成促進剤をさらに含む請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記骨形成促進剤はオステオプロテジェリンである請求項５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【従来の技術】
骨が正常な速度でそれ自体を修復しない場合や、骨折または疾病の結果として骨損失が生
じた場合には、骨移植が必要である。骨折の治癒を支援するための内固定物として金属イ
ンプラントを使用することができるが、金属インプラントはその変異原性および機械的性
質のため使用が制限されている。例えばＬａｆｔｍａｎ（１９８０）Ａｃｔａ　Ｏｒｔｈ
ｏｐ　Ｓｃａｎｄ　５１（２）：　２１５－２２；Ｌａｆｔｍａｎ（１９８９）Ａｃｔａ
　Ｏｒｔｈｏｐ　Ｓｃａｎｄ　６０（６）：７１８－２２；ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｌｉｓｔら
（１９８８）Ａｃｔａ　Ｏｒｔｈｏｐ　Ｓｃａｎｄ　５９（３）：３２８－３０；および
Ｐｅｎｍａｎら（１９８４）Ｊ　Ｂｏｎｅ　Ｊｏｉｎｔ　Ｓｕｒｇ　Ｂｒ　６６（５）：
６３２－４。骨インプラントはさらに、自家移植片、同種移植片、または異種移植片のよ
うな移植片であり得る。
【０００２】
【発明が解決しようとする課題】
１人の患者のある部位から別の部位へと移植された組織である自家移植片の使用は、免疫
反応の回避という利点を有する。しかしながら、それには別の外科手術が必要とされるた
め、より高い伝染の危険がある。同種移植片は、同じ種の異なる生物体から得られる組織
であり、異種移植片は、異なる種の生物体から得られる組織である。同種移植片と異種移
植片は、いずれも免疫反応を誘発する。
【０００３】
【課題を解決するための手段】
本発明は、孔（隙間を有する）を有するマトリックスと、孔内に配置され、共有結合でマ
トリックスに結合された生体ポリマーとを含む再生骨インプラントをその特徴とする。マ
トリックスと生体ポリマーはいずれも、生体適合性かつ生分解性である。インプラントは
、同様に孔内に配置され、好ましい場合には同様に共有結合でマトリックスに結合された
骨形成促進剤を含をさらに含んでもよい。
【０００４】
本明細書において用語「マトリックス」とは、無機化合物（例えばヒドロキシアパタイト
）または有機ポリマー（例えばポリ乳酸またはポリグリシル酸）から製造することができ
、交換される骨の代わりとなる機械的強度を有する材料のことを指す。本明細書において
用語「生体ポリマー」とは、新たな骨組織の再生を促進するための細胞接着および細胞移
動用の足場として機能することができるタンパク質（例えばコラーゲン）またはタンパク
質を含む巨大分子（例えばムコ多糖タンパク質）のことを指す。より効率的な細胞移動お
よび成長のために、生体ポリマーはマトリックスの孔内に配置される。骨形成促進剤は、
骨組織の成長および骨量の維持を促進する作用物質（例えばオステオプロテジェリン）で
ある。
【０００５】
本発明はさらに、再生骨インプラントを製造する方法もその特徴とする。該方法は、複数
の孔を有する上述のマトリックスを提供することと、上述の生体ポリマーを含む液体を提
供することと、マトリックスを該液体に浸漬することと、それによって孔の中に生体ポリ
マーを配置することとから成る。該方法はさらに、生体ポリマーをマトリックスに共有結
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合で結合させることを含み得る。液体はさらに、マトリックスの孔の中に配置される骨形
成促進剤を含み得る。任意選択で、骨形成促進剤は共有結合でマトリックスに結合される
。
【０００６】
さらに、骨欠陥を上述の再生骨インプラントと取り替えることにより、患者の骨欠陥を治
療する方法も、本発明の範囲内にある。
本発明の他の特徴または利点は、いくつかの実施例の詳細な説明および特許請求の範囲か
ら明白になるであろう。
【０００７】
【発明の実施の形態】
本発明は、生体適合性かつ生分解性の再生骨インプラントをその特徴とする。より詳細に
は、インプラントは、多孔性マトリックス、生体ポリマー、および任意選択で骨形成促進
剤を含む。生体ポリマーはマトリックスの孔の中に配置され、マトリックスに共有結合で
結合される。骨形成促進剤は、もし存在するとすれば、やはり同様にマトリックスの孔の
中に配置され、マトリックスに共有結合で結合されてもされなくてもよい。
【０００８】
　本発明のインプラントを製造するために使用されるマトリックスの例は、主成分として
ヒドロキシアパタイトを含む、ヒドロキシアパタイトベースのマトリックスである。ヒド
ロキシアパタイトは、骨、エナメル質、または象牙質に自然に生じるものであるが、多年
にわたって、骨代用品またはコーティング材料として使用されている。例えばＦｒａｍｅ
　（１９８７）Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｒａｌ　Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃｉａｌ　Ｓｕｒｇｅｒｙ　
１６；６４２－５５，およびＰａｒｓｏｎｓら（１９８８）Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．　Ａ
ｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　５２３：１９０－２０７を参照されたい。ヒド
ロキシアパタイトは、公知の方法により製造することもできるし、または民間の供給業者
から購入することもできる。それは、Ｃａ１０（ＰＯ４）６（ＯＨ）２の純合成物である
か、あるいは炭酸塩、フッ化物、塩化物またはバリウムのような他のイオンを含む組成物
である。本発明の骨インプラントを製造するためにヒドロキシアパタイトベースのマトリ
ックスを使用する場合、１５０μｍ～３５０μｍまたは２００μｍ～３００μｍのような
所望の孔径を得るためにマトリックスを熱水で処理することができる。生体ポリマーを共
有結合でヒドロキシアパタイトベースのマトリックスに結合させるため、まず始めに、ア
ミノ基やヒドロキシル基などの官能基でマトリックスの表面（特に孔の内表面）を改変す
る。官能基はプラズマ蒸着か化学プライミングにより導入することができる。プラズマ蒸
着に使用される材料には、アンモニアプラズマ、アリルアミンプラズマ、アリルアルコー
ルプラズマおよびアミノ基、ヒドロキシル基、または他の反応基を含む任意のガスのプラ
ズマが含まれるが、それらに限定されるわけではない。化学プライミングに使用される化
合物には、アミノシラン、ヒドロキシシランまたはアミノ基、ヒドロキシル基、または他
の反応基を含む他のシランが含まれる。例えばＳａｎｏら（１９９３）Ｂｉｏｍａｔｅｒ
ｉａｌｓ　１４：８１７－８２２；およびＷａｎｇとＨｓｉｕｅ（１９９３）Ｊ．Ｐｏｌ
ｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｐａｒｔ　Ａ：Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３１
：２６０１－２６０７を参照されたい。
【０００９】
　本発明のインプラントを製造するために使用される生体ポリマーの例は、コラーゲンで
ある。コラーゲン（例えばＩ型コラーゲン）は、腱、皮膚、骨または靭帯のようなヒト組
織または動物組織から単離することができる。例えばＭｉｌｌｅｒとＲｈｏｄｅｓ，（１
９８２）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｉｎｏｌｏｇｙ　８２；３３－６４を参照され
たい。コラーゲンは、テロペプチドを保持する方法（例えば米国特許第３，１１４，５９
３号）か、代わりに、テロペプチドを除去する方法（例えば米国特許第４，２３３，３６
０号）によって精製することができる。さらに、コラーゲンは、化学試薬を用いて架橋す
ることによるか（例えば米国特許第５，８７６，４４４号および第６，１７７，５１４号
）、他の手段（例えば紫外線）により、再構成することができる。コラーゲンは、共有結
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合でハイドロキシアパタイトベースのマトリックスに結合することができる。コラーゲン
中の官能基（例えばカルボキシル基）と改変ハイドロキシアパタイト中の官能基（例えば
アミノ基）との間に共有結合を直接形成してもよいし、あるいは第３の分子（例えば架橋
剤）によって間接的に形成してもよい。架橋剤は２つの官能基を有する作用物質である。
それらのうちの１つは、生体ポリマーと結合を形成し、もう１つはマトリックスと結合を
形成することができる。架橋剤の例には、グルタルアルデヒド、塩化トレシルおよびＮ－
ヒドロキシスクシンイミドが含まれるが、これらに限定されるわけではない。
【００１０】
オステオプロテジェリンは骨形成促進剤の例であり、上述のマトリックスの孔に配置され
得る。オステオプロテジェリンはＴＮＦ受容体スーパーファミリーのタンパク質である。
それは、骨代謝に関する活性、特に、骨密度を増加させる骨吸収阻害活性を有する。Ｓｉ
ｍｏｎｅｔら（１９９７）Ｃｅｌｌ　８９（２）：３０９－１９。ラットオステオプロテ
ジェリンは、マウスおよびヒトオステオプロテジェリンにそれぞれ８５％および９４％相
同な４０１個のアミノ酸から成るタンパク質である。本明細書において用語「オステオプ
ロテジェリン」とは、ラット、マウスまたはヒトのオステオプロテジェリンの完全なまた
は部分的アミノ酸配列（例えば米国特許第６，０１５，９３８号を参照）を有し、かつ骨
吸収阻害活性を有する、ポリペプチドまたはその誘導体のことを指す。
【００１１】
骨欠陥の交換のためにインプラントを使用する場合、インプラントは、骨成長を促進する
と共に骨吸収を阻害するのに十分な量（例えば０．０２重量％～０．１重量％）の骨形成
促進剤を含むことが好ましい。当該技術分野において周知の方法により、共有結合形成に
より骨形成促進剤はマトリックスに取り付けられる。
【００１２】
本発明の骨インプラントは以下のように製造することができる。多孔性ハイドロキシアパ
タイトを、例えばＲｏｙとＬｉｎｎｅｈａｎ（１９７４）Ｎａｔｕｒｅ　２４７：２２０
－２２２に記述されているような熱水プロセスにより、あるいは、例えばＬｉｕ（１９９
６）Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　１７：１９５５－５７；およびＬｉｕ（１９９７）Ｃｅ
ｒａｍｉｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ２３：１３５に記述されているような有機粒子
を使用するプロセスにより、製造する。　製造プロセスの間、多孔性ハイドロキシアパタ
イトは、設計した形状に形成され、ハイドロキシアパタイトベースのマトリックスが得ら
れる。その後、成形されたマトリックスを、少なくとも２つの官能基を有する架橋剤を含
む溶液に浸漬する。２つの官能基のうちの１つはマトリックスと反応し、架橋剤とマトリ
ックス間に共有結合が形成される。生体ポリマーと、任意選択で骨形成促進剤とを含む別
の溶液が調製される。すなわち、生体ポリマーを含む溶液を骨形成促進剤を含む溶液と混
合して、均質な溶液を得ることができる。次に、架橋剤と生体ポリマーとの間（ならびに
存在する場合には骨形成促進剤との間）に架橋剤中の第２の官能基を介した別の共有結合
を形成するのに十分な期間の間、架橋剤を含むマトリックスを上述の溶液に浸漬する。そ
の後、溶液からマトリックスを取り出し、凍結乾燥する。
【００１３】
このようにして得られた骨インプラントに骨形成促進剤が含まれていない場合には、骨形
成促進剤を含む溶液に骨インプラントを浸漬し、その後空気乾燥または凍結乾燥すること
により、マトリックスに骨形成促進剤を取り付けることができる。いずれの方法によって
も、多孔性マトリックスの外表面と内表面の両方に、骨形成促進剤が配置される。
【００１４】
このようにして製造された再生骨インプラントは、骨欠陥に置き換わるために、後の標準
的な外科手術により、使用することができる。
以下の特定の例は、単なる例であって、本開示の残りを如何様にも限定するものではない
ものと解釈すべきである。これ以上詳述しなくても、当業者には本明細書の説明に基づい
て、本発明を最大限の程度にまで利用できるものと考えられる。本明細書に引用した特許
を含めたすべての刊行物は、引用によりその全体が組み込まれる。
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【００１５】
（材料の調製）
多孔性ハイドロキシアパタイトベースのマトリックスの調製　ハイドロキシアパタイト粉
末は、以下の反応を伴う湿性化学法により調製される：１０Ｃａ（ＮＯ３）２＋６（ＮＨ

４）３ＰＯ４＋２ＮＨ３・Ｈ２Ｏ＝Ｃａ１０（ＰＯ４）６（ＯＨ）２＋２０ＮＨ４ＮＯ３

）多孔性ハイドロキシアパタイトベースのマトリックスは、以下の工程により調製される
：（ｉ）ハイドロキシアパタイト粉末、炭化ケイ素、マグネシアおよび水を含むスラリー
を調製する工程；（ｉｉ）ネットワーク基板（例えばポリウレタン、ポリ塩化ビニルまた
はポリエチレングリコール）を所望の形に成形する工程；（ｉｉｉ）ネットワーク基板上
にスラリーを被覆する工程；および（ｉｖ）遠心分離により余分なスラリーを除去する工
程。必要に応じて、ステップ（ｉ）―（ｉｖ）を繰り返す。そのようにして得られたハイ
ドロキシアパタイトを含む基板を、１２００℃の温度で焼結させ、次に、冷却する。ネッ
トワーク基板が徐々に分解し、クラックが生じないように、温度をゆっくり上昇させる。
かくして、２００～３５０μｍの平均孔径を有する多孔性ハイドロキシアパタイトベース
のマトリックスが得られる。洗浄後、マトリックスをγ線照射（２０ｋＧｙ）により殺菌
する。
【００１６】
Ｉ型コラーゲンの抽出および精製　ニュージーランドホワイトウサギの腱からＩ型コラー
ゲンを抽出・精製する。腱を切開、スライスし、血漿タンパク質を除去するために冷蒸留
水を何度か変えて洗浄し、次に、０．５Ｍ　ＮａＣｌの５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ液（
ｐＨ７．４）で４０℃で一晩撹拌して抽出した。上清をデカンテーションで除去し、塩類
を除去するために残りを冷蒸留水を何度か変えて洗浄し、次に、水性抽出液を得るために
０．５Ｍ　エタノール　（ｐＨ２．５）で４０℃で一晩インキュベートする。抽出液に塩
溶液（０．９Ｍ　ＮａＣｌ）を加え、沈殿を生じさせる。１３，０００ｒｐｍ、３０分遠
心して沈殿を集め、０．０５Ｍ　エタノールに溶かし、コラーゲンを含む溶液を形成する
。さらなる塩溶液（０．０２Ｍ　Ｎａ２ＨＰＯ４）を、２４～４８時間にわたってコラー
ゲンを含む溶液に２回加え、沈殿を生じさせる。遠心して沈殿を集め、５０ｍＭ　エタノ
ールに溶かし、別のコラーゲンを含む溶液を得る。このコラーゲンを含む溶液を５ｍＭ　
エタノールに対して透析し、最後に凍結乾燥する。
【００１７】
組み換えオステオプロテジェリンの発現　発現プラスミドの構築は当該技術分野において
周知である。Ｓｉｒｎｏｎｅｔら（１９９７）Ｃｅｌｌ　８９（２）：３０９－１９を参
照されたい。例えば、ヒト完全長（２．４ｋｂ）オステオプロテジェリン（ＯＰＧ）－Ｆ
ｃ融合タンパク質を、ＰＣＲ増幅により構築し、プラスミドベクターｐＣＥＰ４（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ社、カリフォルニア州サンディエゴ）に入れてクローニングする。その後
、このｐＣＥＰ４ＯＰＧ－Ｆｃベクタを、製造業者が推奨する方法を用いて、細胞（例え
ば２９３－ＥＢＮＡ－１細胞）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、カリフォルニア州サンディエ
ゴ）またはチャイニーズハムスター卵巣細胞にリポフェクトする。ＯＰＧ－Ｆｃ融合タン
パク質を発現させ、タンパク質Ａ／Ｇアフィニティクロマトグラフィによりさらに精製す
る。
【００１８】
（骨インプラントの調製）
コラーゲン（Ｉ型）を精製し、テロペプチドを除去するためにペプシンで消化し、いくつ
かの改変工程によって再構成して、グルタルアルデヒド－ポリマーアミン複合体を形成す
る（例えば米国特許第５，８７６，４４４合参照）。コラーゲンとオステオプロテジェリ
ンをいずれも、γ線で殺菌し、５ｍＭ　エタノールおよびリン酸緩衝液の塩性緩衝液にそ
れぞれ溶解する。必要な場合、混合を促進するために、コラーゲンを含む溶液およびオス
テオプロテジェリンを含む溶液を、３０～４０℃で穏やかに混合加熱する。再構成コラー
ゲンおよびオステオプロテジェリンを含む溶液を得るが、この溶液は、０．２～１重量％
のオステオプロテジェリンと、９９～９９．８重量％のコラーゲンとを含む。
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【００１９】
上述されるように多孔性ハイドロキシアパタイトベースのマトリックスが調製される。ア
ミノ基は、アンモニアプラズマにより、多孔性ハイドロキシアパタイトベースのマトリッ
クスの表面へ導入される。その後、アミノ基とグルタルアルデヒドとの間に共有結合を形
成するために、グルタルアルデヒドを含む溶液にマトリックスを浸漬する。このようにし
て得られたマトリックスを、グルタルアルデヒドとコラーゲン間、およびグルタルアルデ
ヒドとオステオプロテジェリン間に別の共有結合を形成するのに十分な期間の間、再構成
コラーゲンおよびオステオプロテジェリンを含む上述の溶液にさらに浸漬する。最後に、
マトリックスを溶液から取り出し、凍結乾燥して、骨インプラントを生成する。骨インプ
ラント中のコラーゲンの孔径は５０μｍ～２００μｍの範囲にある。
【００２０】
（他の実施形態）
本明細書に開示したすべての特徴は、いかなる組み合わせで組み合わせてもよい。本明細
書に開示した各特徴は、同一か、等価か、または類似の目的に叶う代替特徴と置き換える
ことができる。従って、特に明記しない限り、開示した各特徴は、等価または類似の特徴
の一連の包括的なものの例にすぎない。
【００２１】
上記の説明から、当業者は本発明の本質的な特性を容易に確認することができ、本発明の
精神および範囲から逸脱することなく、様々な用途および条件に適合させるために本発明
に様々な変更および改変を加えることができる。したがって、他の実施形態も特許請求の
範囲内に包含される。
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