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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むメンブレンであって、
　当該メンブレンは、該メンブレンの少なくとも一面上に、マイクロスケール凹部および
／または突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含み、
　前記ナノフィブリル多糖類は、植物由来のナノフィブリルセルロースを含み、
　前記パターニングされた領域は、単位の繰返しパターンを含み、一つの単位の少なくと
も一つの寸法は、当該メンブレンの平面に沿って１μｍ～５００μｍであり、
　当該メンブレンは、傷の治療の用途のためのものである、
前記メンブレン。
【請求項２】
　当該メンブレンの少なくとも一面はマイクロスケール凹部および／または突出部を連続
的相互接続単位として有するパターニングされた領域を含む、請求項１に記載のメンブレ
ン。
【請求項３】
　前記パターニングされた領域の数平均厚さは、１００ｎｍ～１００μｍである、請求項
１～請求項２のいずれか一項に記載のメンブレン。
【請求項４】
　前記パターニングされた領域は、１０ｎｍ～１０μｍの幅を有する共通壁と相互接続さ
れた単位の繰返しパターンを含む、請求項１～請求項３のいずれか一項に記載のメンブレ
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ン。
【請求項５】
　当該メンブレンは、１μｍ～３００μｍの厚さを有する、請求項１～請求項４のいずれ
か一項に記載のメンブレン。
【請求項６】
　当該メンブレンは、ナノフィブリル多糖類の乾燥重量９０～１００％を含む、請求項１
～請求項５のいずれか一項に記載のメンブレン。
【請求項７】
　前記ナノフィブリル多糖類は、ヘミセルロース、キチン、キトサン、アルジネート、ペ
クチン、アラビノキシラン、またはこれらの誘導体をさらに含む、請求項１～請求項６の
いずれか一項に記載のメンブレン。
【請求項８】
　前記ナノフィブリル多糖類は植物由来のセルロースの誘導体を含む、請求項１～請求項
７のいずれか一項に記載のメンブレン。
【請求項９】
　前記ナノフィブリル多糖類は機械的に崩壊された、請求項１～請求項８のいずれか一項
に記載のメンブレン。
【請求項１０】
　前記ナノフィブリル多糖類は、１～５００ｎｍの数平均直径を有する多糖類ナノフィブ
リルおよび／またはナノフィブリル束を含む、請求項１～請求項９のいずれか一項に記載
のメンブレン。
【請求項１１】
　当該メンブレンが、両面上に、前記のパターニングされた領域を含む、請求項１～請求
項１０のいずれか一項に記載のメンブレン。
【請求項１２】
　請求項１～請求項１１のいずれか一項に記載されたメンブレンを製造する方法であって
、
　ナノフィブリル多糖類分散剤を提供する段階を有し、かつ、
　　ａ．マイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパターニン
グされた領域を含むキャスティング支持部上に前記ナノフィブリル多糖類分散剤をキャス
ティングして乾燥させ、前記キャスティング支持部の前記マイクロスケール凹部および／
または突出部に比べて逆の構成となっているマイクロスケール凹部および／または突出部
を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含む形成されたメンブレンを除去する
段階であって、該キャスティング支持部が、単位の繰返しパターンを含み、一つの単位の
少なくとも一つの寸法が前記メンブレンの平面に沿って１μｍ～５００μｍである、該段
階と、
　　ｂ．前記ナノフィブリル多糖類分散剤をメンブレンとなるように形成し、前記メンブ
レンの少なくとも一つの領域をエッチングしてマイクロスケール凹部および／または突出
部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を提供する段階であって、前記パター
ニングされた領域が、単位の繰返しパターンを含み、一つの単位の少なくとも一つの寸法
が前記メンブレンの平面に沿って１μｍ～５００μｍである、該段階と
からなる群から選択される１つの段階を有する、
前記方法。
【請求項１３】
　請求項１～請求項１１のいずれか一項に記載されたメンブレンを製造する方法であって
、
　ａ．マイクロスケール凹部および／または突出部を含むパターニングされたフィルター
上に、ナノフィブリル多糖類分散剤を提供する段階であって、前記パターニングされたフ
ィルターが、単位の繰返しパターンを含み、一つの単位の少なくとも一つの寸法が前記メ
ンブレンの平面に沿って１μｍ～５００μｍである、該段階、
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　ｂ．前記ナノフィブリル多糖類のフィブリルに対しては本質的に不透過性であるが液体
に対しては透過性である前記パターニングされたフィルターを通じて変更された圧力の効
果によって前記ナノフィブリル多糖類分散剤から前記液体を排出して前記パターニングさ
れたフィルター上にメンブレンを形成する段階、
　ｃ．前記ナノフィブリル多糖類分散剤から前記液体を除去し続けながら前記メンブレン
を選択的に乾燥させる段階、および
　ｄ．前記パターニングされたフィルターから前記メンブレンを選択的に除去する段階を
含み、
　これによって、前記マイクロスケール凹部および／または突出部を有するパターニング
されたフィルターに比べて逆の構成でマイクロスケール凹部および／または突出部を有す
る、ナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを取得する、
前記方法。
【請求項１４】
　前記ナノフィブリル多糖類分散剤は、多糖類の崩壊によって取得され、選択的に多糖類
の機械的崩壊によって取得される、請求項１２または請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ｄの段階は、前記パターニングされたフィルターを前記パターニングされたフィル
ターとナノフィブリル多糖類メンブレンを含むメンブレン産物の構成の部分として維持す
る段階を代替的に含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　メンブレンシートは、前記ｃの段階で前記ナノフィブリル多糖類メンブレンを非接着層
で選択的にコートされた加熱した表面と接触させることによって前記メンブレンに熱を印
加して乾燥される、請求項１３～請求項１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記加熱した表面は、前記メンブレンシートに圧力を提供して前記パターニングされた
フィルターに対して圧力差を少なくとも部分的に引き起こすように前記メンブレンに対し
て加圧される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記加熱した表面および／または非接着層には前記のパターニングがなされ、前記加熱
した表面が前記メンブレンに対して加圧される時、前記加熱した表面および／または非接
着層と対面するメンブレンの面に逆パターンが転写される、請求項１６または請求項１７
に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ナノフィブリル多糖類メンブレンがラミネートされるパターニングされたフィルタ
ーまたは構造層などの、前記加熱した表面と前記ナノフィブリル多糖類メンブレンの間に
内在した層を通じて、前記加熱した表面から前記ナノフィブリル多糖類メンブレンに熱を
印加する、請求項１６～請求項１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記ナノフィブリル多糖類分散剤は移動するパターニングされたフィルター上に連続ウ
ェブとして提供され、連続的パターニングされたメンブレンは互いに異なる処理段階を通
じて前記移動するパターニングされたフィルター上に前記連続ウェブを転写することによ
って製造され、前記パターニングされたメンブレンは前記パターニングされたフィルター
から分離される、請求項１４～請求項１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　ナノフィブリル多糖類は、０．５ｗｔ％濃度の水分散剤で１～５０Ｐａの貯蔵弾性率を
有する、請求項１２～請求項２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　療法に使うための、請求項１～請求項１１のいずれか一項に記載のメンブレン。
【請求項２３】
　傷の治療に使うための、請求項１～請求項１１のいずれか一項に記載のメンブレン。
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【請求項２４】
　傷の治療に使うためのキットであって、当該キットは、請求項１～請求項１１のいずれ
か一項に記載されたメンブレンを有し、選択的に水性培地および説明書を有する、前記キ
ット。
【請求項２５】
　前記メンブレンは、滅菌および無菌パッケージングされ、選択的な前記水性培地は滅菌
されてメンブレンに吸収されて提供されるか別途のガラス瓶に提供され、前記説明書は傷
治癒時療法的に有用な細胞とともに使うためのものである、請求項２４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はナノセルロース技術およびバイオ医薬品分野に関するものである。具体的には
、本発明は、ナノフィブリル多糖類を含む新規のパターニングされたメンブレン、その製
造方法、および傷治療などの多様な応用分野における使用に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　皮膚の傷、特に、深刻な傷と火傷を治療することは時々難しい。皮膚の傷治癒には、損
傷した組織を復旧し、皮膚の障壁機能を再確立する一連の細胞型および分子型過程が含ま
れる。損傷後、初期反応は血液損失と感染を防止するフィブリン塊の形成である。解除さ
れたフィブリンと化学活動性は、感染を防止し、新しい血管を形成し、細胞のマトリック
スを合成するようにそれぞれ機能する好中球（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉ１ｓ）、マクロファー
ジ（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ）、内皮細胞および繊維芽細胞を誘惑する。以後、塊障壁は
、傷表面を復旧して新しい機能上皮を再構成する移動（ｍｉｇｒａｔｉｎｇ）角質細胞で
代替される。
【０００３】
　治癒過程は、損傷後、約２４時間に始まって傷が回復する時まで続く。ひとまず新しい
上皮が確立されると、血管密度が傷領域で減少し、真皮のリモデリングが数ヶ月の間続く
。深刻な火傷または低体温（ｈｙｐｏｔｈｅｒｍａｌ）損傷などの深刻な損傷がある場合
、皮膚が損傷して傷を復旧することができず、時には患者が生存できない場合もある。他
の一部の場合に、正常な傷治癒過程が失敗することもあり、炎症状態を持続的に続くこと
になる。このような問題点は、患者が糖尿病などの正常な治癒過程を損傷させる慢性病を
すでに有しいると時々発生する。
【０００４】
　成長した（ａｄｕｌｔ）哺乳動物の治癒過程の主な構成要素は細胞外マトリックスを生
成するための繊維芽細胞の刺激である。細胞外マトリックスは傷領域を復旧するように発
達する結合組織の主な成分を構成する。しかし、復旧過程は完璧ではなく、結合組織は、
時々繊維型であり、結合組織の傷跡（繊維症）がよく形成される。傷跡は、フィブロネク
チンとコラーゲン類型１および３のマトリックスが支配的な結合組織として構成される。
傷跡は、（皮膚の傷跡からわかるように）異常な構造のコラーゲン繊維からなることもあ
り得、または（中枢神経系の傷跡からわかるように）結合組織が異常に蓄積されたもので
あり得る。多くの傷跡は異常に構成されたコラーゲンと過多コラーゲンからなる。
【０００５】
　傷治癒に関連されたさらに他の難しさは、一般的に傷治癒の自然的で本質的な要素と見
なされる収縮である。しかし、多くの場合に、治癒過程の間制御されない過度な傷収縮が
観察され、収縮誘導繊維症が発生する可能性があり、したがって、例えば関節や手足の奇
形および本来の機能ができない（ｉｍｐａｉｒｅｄ）移動性を引き起こし得る。
【０００６】
　業界では皮膚の傷治癒を改善し、炎症、繊維症および傷跡の発生を防止するように多様
な薬剤、傷ドレッシング、および組成物が提案されてきた。傷ドレッシングと軟膏ガーゼ
は浅い真皮火傷などの真皮の上層に至る皮膚欠陥に対する療法として一般的に使われる。
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深い真皮火傷、少なくとも２度の真皮火傷または褥瘡などの皮膚欠陥が真皮の下層に達す
ると、表皮細胞の増殖による皮膚組織の自己再建化が問題となる。このような欠陥は、通
常的に、瘡蓋または非正常的肉芽組織を壞死組織除去（ｄｅｂｒｉｄｅ）し、欠陥を同種
異形皮膚、異種発生性皮膚、人工シリコン皮膚、皮膚代替物、傷ドレッシングでカバーす
ることによって正常的な肉芽組織を再建し、引き続き、自家（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ）部
分層皮膚移植（ｓｐｌｉｔ－ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ　ｓｋｉｎ　ｇｒａｆｔ；ＳＴＳＧ）ま
たは全体皮膚移植によって皮膚を再建することによって治療される。
【０００７】
　前記の考慮事項は人の傷治癒および炎症に主に適用されるが、同じ問題点が動物、特に
、獣医学的動物または家畜（例えば、馬、牛、犬、猫など）でも発生する可能性があるこ
とを理解できるはずである。
【０００８】
　ＷＯ０１／０３７５０は、間質細胞が付着され得るフレームワークおよび人間細胞のマ
トリックスを含む物質を開示している。
【０００９】
　ＥＰ０６７４２９４０は、脂肪組織誘導基質幹細胞で瘻孔（ｆｉｓｔｕｌａｅ）などの
傷の治療を開示している。分離された細胞は注射器によって治療部位に伝達される。ナノ
フィブリルセルロース上にマイクロスケールテクスチャーを生成する方法は、なめらかな
メンブレンに規則的に配列されたポア（ｐｏｒｅｓ）を有する平たいセルロースメンブレ
ンを製造するように電子スピン（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ）セルローススキャフォールド
とレーザー切除を使用してきた（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ　Ｋ．ｅｔ　ａｌ．、Ｅｌｅｃｔｒ
ｏｓｐｕｎ　ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｗｉ
ｔｈ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｍｉｃｒｏａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ、Ｃａｒｂｏｈｙｄ
ｒａｔｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ、２０１３）。
【００１０】
　Ｊｏｎｅｓ、ＣｕｒｒｉｅおよびＭａｒｔｉｎは、これらの報告書で傷治癒のための多
様なシステムを扱っており（Ａ　ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｋｉｎ　
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｓ、Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｌａｓｔｉｃ　Ｓ
ｕｒｇｅｒｙ（２００２）、５５、１８５－１９３）、そのうちの一つは、レーザー－ド
リリングされたポアを満たすように（ｐｏｐｕｌａｔｅ）角質細胞が体外で（ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ）シーディング（ｓｅｅｄ）されるエステル化されたヒアルロン酸のレーザー－穿
孔された誘導体から生成されるレーザースキン、アップサイド－ダウンメンブレン伝達シ
ステムである。引き続き、細胞群体がメンブレンの上下で成長する。このシステムは白斑
症を治療し、インテグラ（Ｉｎｔｅｇｒａ）を再表面化するのに使われてきた。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　業界での一部前進にもかかわらず、傷治癒と組織復旧の間、傷治癒を向上させて炎症を
防止するように、傷部位に治療細胞（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ）を制御しな
がら簡単に伝達する必要が依然として残っている。
【００１２】
　本発明の目的は、医療応用分野のためにナノフィブリル多糖類を含む新規のパターニン
グされたメンブレンを提供することである。
【００１３】
　本発明の他の目的は、皮膚の傷治癒の間炎症を防止したり少なくとも部分的に緩和させ
る新規の組成物、装置、および方法を提供することである。
【００１４】
　本発明のさらに他の目的は皮膚の傷を治療するための装置を開発することである。好ま
しくは、装置は生体医学的装置である。
【００１５】
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　本発明者らは、驚くべきことに、マイクロスケールトポグラフィーを有する連続構成で
配列されたナノフィブリル多糖類を含み、メンブレンの少なくとも一面上に凹部および／
または突出部を含むパターニングされたメンブレンを製造する新規の方法を開発した。
【００１６】
　本発明のメンブレンは、驚くべきことに、本発明のメンブレンと幹細胞を含む装置の構
成要素として有用であった。前記装置は、傷治癒と組織復旧の間傷治癒を非常に向上させ
て炎症を防止する効果を表した。
【００１７】
　マイクロパターンは、傷治療のための装置の製造に特に有用であることを発見した。本
発明のパターニングされたメンブレンを使うことによって、治療細胞が、メンブレンのパ
ターニングされた構造上に均一に拡散することができ、細胞がメンブレンから生存可能な
状態で分離される傷部位に移送され得る。装置は、傷治療部位に付着した場合、傷治癒が
非常に向上された。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明の連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むパターニングされたメンブ
レンは、
　ａ．凹部および／または突出部を含むマイクロスケールトポグラフィーを有するパター
ニングされたフィルター（以下、「フィルター」を「フィルタ」と記載する場合もある）
上に、ナノフィブリル多糖類分散剤を提供する段階、
　ｂ．ナノフィブリル多糖類のフィブリルに対しては本質的に不透過性であるが液体に対
しては透過性であるパターニングされたフィルターを通じて変更された圧力の効果によっ
て、ナノフィブリル多糖類分散剤から前記液体を排出して多糖類分散剤の乾物（ｄｒｙ　
ｍａｔｔｅｒ）含量を増加させてパターニングされたフィルター上にメンブレンシートを
形成する段階、
　ｃ．ナノフィブリル多糖類分散剤から液体を除去し続けながら前記メンブレンを選択的
に乾燥させる段階、および
　ｄ．パターニングされたフィルターから前記メンブレンを選択的に除去する段階
　を含む方法によって製造することができ、
　これによって、マイクロスケール凹部および／または突出部を有するパターニングされ
たフィルターに比べて逆の構成（ｉｎｖｅｒｓｅ　ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ）でマイクロ
スケール凹部および／または突出部を有する、ナノフィブリル多糖類を含むパターニング
されたメンブレンを取得する。
【００１９】
　その上、本発明の連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含み、メンブレンの少
なくとも一面上にマイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパ
ターニングされた領域を有するメンブレンは、ナノフィブリル多糖類分散剤を提供する段
階、および
　ａ．マイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパターニング
された領域を含むキャスティング支持部上にナノフィブリル多糖類分散剤をキャスティン
グして乾燥させ、マイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパ
ターニングされた領域を含んで形成されたメンブレンをキャスティング支持部に比べて逆
の構成で除去する段階と、ｂ．ナノフィブリル多糖類分散剤をメンブレンとなるように形
成し、メンブレンの少なくとも一つの領域をエッチングしてマイクロスケール凹部および
／または突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を提供する段階からなる
群から選択される段階を含む方法によって製造され得る。
【００２０】
　本発明のナノフィブリル多糖類を含むパターニングされたメンブレンは生体医学的装置
などの装置の構成要素として使用され得る。装置は、細胞および連続構成で配列されたナ
ノフィブリル多糖類を含むメンブレンを含み、メンブレンの少なくとも一面はマイクロス
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ケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含む
。具体的には、装置は療法に有用な細胞を含み、パターニングされたメンブレンはナノフ
ィブリル多糖類、および水性培地を含む。
【００２１】
　本発明のメンブレンは、療法に使用時に、傷、好ましくは、皮膚の傷または皮膚火傷の
治療に使用時に、真皮組織損傷からの回復の間、炎症、免疫拒否または傷跡形成防止のた
めに使用する時に有用である。
【００２２】
　装置は、細胞、好ましくは、療法的に有用な細胞を提供し、ナノフィブリル多糖類を含
み、凹部および／または突出部を含むマイクロスケールトポグラフィーを有するパターニ
ングされたメンブレンを水性培地によって吸収し、メンブレン上に細胞を転写し、および
メンブレン上の細胞の付着が可能であり、維持または未分化なまたは分化した成長が可能
な状態で細胞を培養することによって製造される。生体医学的装置が製造される場合、療
法的に有用な細胞は、その細胞が凹部および／または突出部を含むパターニングされた表
面上にまたはひいてはメンブレン上の凹部内に定着できるように、パターニングされたメ
ンブレン上に拡散される。
【００２３】
　前記装置は、細胞、好ましくは、療法的に有用な細胞を提供し、連続構成で配列された
ナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを水性培地で吸収し、このとき、メンブレンの少
なくとも一面はマイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパタ
ーニングされた領域を含み、メンブレン上に細胞を転写し、メンブレン上の細胞の付着が
可能であり、細胞の維持または未分化なまたは分化した成長が可能な状態で細胞を培養す
ることによって製造される。
【００２４】
　原核細胞の通常の大きさは約１～５μｍで、真核細胞の通常の大きさは約１０～１００
μｍである。連続構造で配列されたナノフィブリル多糖類およびマイクロスケール凹部お
よび／または突出部を含むパターニングされた領域を含むメンブレンは、細胞を収容し、
細胞の接着（ａｄｈｅｓｉｏｎ）、増殖、および整列を容易にさせるのに特に適切である
。ナノフィブリル多糖類およびマイクロスケール凹部および／または突出部を含むメンブ
レンは、例えば、療法的に有用な細胞をメンブレンに最も適した形で付着できるようにし
、その細胞を過度に堅固に結合することなく細胞が治療部位に実際に伝達されることを容
易にさせることができ、これによって、細胞と治療部位間の完全な接触を容易にさせるこ
とができ、必要に応じて細胞を部位から分離することもできる。ナノスケールまたはマク
ロスケールパターンは、単独で使用時、すなわち、マイクロスケール凹部および／または
突出部がない場合、必要なマイクロ環境を提供しない。ナノフィブリル多糖類は、また、
全体細胞というよりは細胞受容体と同じ大きさスケールのナノスケールトポグラフィーを
提供することができる。ナノフィブリル多糖類は、また、メンブレンのための優れた吸水
性を提供し、これによって伝達される細胞または治療される部位のために水性培養培地と
任意の追加薬剤の統合を容易にさせる。マイクロスケールトポグラフィーはメンブレンの
表面湿性（ｍｏｉｓｔ）を維持することを容易にさせる。凹部がメンブレンの全体厚さに
わたって延長されないメンブレンは、装置で使用時、細胞が実質的に表面上に留まり、こ
れによって、より多くの細胞が治療部位と接触して治療部位に転写され得る追加効果を有
する。スルーホール（Ｔｈｒｏｕｇｈ－ｈｏｌｅｓ）もメンブレンの引裂（ｔｅａｒ）強
度などの機械的特性を減少させることができる。
【００２５】
　本発明の一実施形態に係るメンブレンは、療法、傷治療、皮膚の傷または皮膚火傷の治
療に使用し、または真皮組織損傷から回復の間、炎症、免疫拒否および／または傷跡形成
の防止に使うための装置に有用である。
【００２６】
　本発明の他の実施形態は、また、生体組織工学、マイクロ流体工学、およびマイクロ電
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子工学での本発明のパターニングされたメンブレンおよび／または本発明の装置の使用に
関するものである。
【００２７】
　本発明のさらに他の実施形態は、また、生体組織工学、マイクロ流体工学、マイクロ電
子工学で使用するように、本発明のパターニングされたメンブレン、選択的に水性培地、
および説明書を含むキットに関するものである。
【００２８】
　さらに他の一実施形態において、本発明は、本発明の治療細胞があるパターニングされ
たメンブレンを皮膚の傷がある患者の傷部位などの傷治療部位上に付着することによって
傷を治療する方法に関するものである。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】一実施形態によりパターニングされたメンブレンを製造する方法を図示する図面
。
【図２】他の一実施形態によりパターニングされたメンブレンを製造する方法を図示する
図面。
【図３】パターニングされたメンブレンを製造する方法の第２実施形態に係る加圧段階を
図示する図面。
【図４】パターニングされたメンブレンを製造する方法の第３実施形態に係る乾燥段階を
図示する図面。
【図５】１μｍフィルタークロス（ｃｌｏｔｈ）で製造されたマイクロパターニングされ
たＮＦＣメンブレンのＳＥＭ画像を図示する図面であって、倍率：ｘ１００、Ａ；ｘ４０
０　Ｂ、およびｘ１２００　Ｃ．　フィルタークロスは生産に使用される（ｘ４００、Ｄ
）。
【図６】１０μｍフィルタークロスで製造されたマイクロパターニングされたＮＦＣメン
ブレンのＳＥＭ画像を図示する図面であって、倍率：ｘ１００、Ａ；ｘ４００　Ｂ、およ
びｘ１２００　Ｃ．　フィルタークロスは生産に使用される（ｘ４００、Ｄ）。
【図７】１０μｍフィルタークロスのＳＥＭ画像（Ａ）および対応するＮＦＣメンブレン
の部分的に重畳された反転ＳＥＭ画像（Ｂ）を図示する図面。
【図８】傾斜角が互いに異なる１μｍフィルタークロスで製造されたＮＦＣメンブレンの
ＳＥＭ画像を図示する図面。傾斜角０゜、ｘ１００　Ａ；傾斜角０゜、ｘ３００　Ｂ；傾
斜角４５゜、ｘ１００　Ｃ；傾斜角４５゜、ｘ２００　Ｄ．
【図９】細胞が治療のために傷に伝達される前に細胞の分離および製造のための一般的な
技法を図示する図面。
【図１０】表面パターニングとｈＡＳＣ細胞に対する差を表す走査電子顕微鏡を図示する
図面。７００Ｘ倍率．（Ａ）表面上に付着されようとするｈＡＳＣを図示するメンブレン
のなめらかな側。スフェロイド（ｓｐｈｅｒｏｉｄ）を形成する細胞の形態学参照．（Ｂ
）粗パターニングされたメンブレン側。ナノセルロースメンブレンの上のｈＡＳＣ成長の
断層の詳細図。
【図１１】プラスチック（Ａ－Ｃ）およびナノセルロースメンブレン（Ｄ－Ｆ）上にて互
いに異なるコート状態で培養されるｈＡＳＣ細胞の透過電子顕微鏡を図示する図面。Ａ－
Ｃ．プラスチック上に培養される細胞はｈＡＳＣの通常の繊維芽細胞型形態学を図示する
。細胞核は、コンパクト化され、細胞質内で偏心される脂肪滴を認識することができる。
これは、培養１週間後に細胞中の一部が分化し始めたことを表す。ＮＦＣメンブレンの真
上にシーディングされた細胞は、プラスチックの上で成長した細胞と類似の特徴を表す。
細胞核はさらに楕円形であり、ミトコンドリアは正常なクレスタ（ｃｒｅｓｔａ）を表す
。Ｅ．細胞は細長型核および明確なミトコンドリアを表す。Ｆ．細胞コーティングの開始
時に、細胞はいかなる核変形も提示しない。細胞質レベルで、培養の脂肪滴の増加する量
を観察することができる。
【図１２】未分化間充織マーカーのためのＱＲＴ＿ＰＣＲからの結果を図示する、アガロ
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ースゲル電気泳動を表す。互いに異なる状態でＮＦＣメンブレンの上に１．３日と７日培
養された後で、ｈＡＳＣ細胞は、プラスチックの上で培養されるこれらの写本（ｃｏｕｎ
ｔｅｒｐａｒｔｓ）と同じレベルで間充織未分化マーカーを発現し続ける。
【図１３】ナノセルロースメンブレン対プラスチックの上に互いに異なるコーティングで
培養されるｈＡＳＣ細胞間のサイトカイン発現の差を図示するＸ線露出された膜を表す。
【図１４】ナノセルロースメンブレンおよび細胞治療後５日での対照および治療動物の病
理学研究を図示する図面。　（Ａ）．損傷未治療。この損傷は外傷領域を表す。境界にあ
るピンクラインはフィブリンのラインである。このフィブリン合成は損傷後傷治癒応答の
第１信号のトーン（ｔｏｎｅ）である。多くの炎症細胞が表皮から検出される。これは、
損傷が傷治癒回復の初期段階にあることを表す。さらに深い部分（下の表皮および初期真
皮）では、多くの繊維芽細胞が埋没された細胞外マトリックスが検出され、これは傷が回
復の未熟段階（初期段階）にあることを意味する。　（Ｂ）．表皮がかなり回復して成熟
した。真皮は、さらに成熟されており、浮腫および炎症細胞のトレースを有する。傷治癒
は、治療された細胞でさらに早く、特に、表面にあって適切な細胞と接触する層でさらに
早い。過程の間、真皮は進化し続ける必要がある。毛穴は十分に発達して構成されている
。真皮は再構築中であり、筋肉はまだきちんと構成されていない。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　特に断らない限り、詳細な説明と請求範囲で用いられる用語は細胞培養またはナノセル
ロース技術分野で共通して用いられる意味を有する。具体的に、次に従う用語は後述する
意味を有する。
【００３１】
　本願において、「多糖類」という用語は、グリコシド結合によって共に連結された繰り
返されるモノマー単位の長い線形または分岐型（ｂｒａｎｃｈｅｄ）炭水化物分子、およ
びグリコシド結合によって共に連結された単糖類のチェーンで構成された複合炭水化物を
含むものを意味する。本発明の実施形態に係る多糖類の非制限的な例としては、セルロー
ス、ヘミセルロース、キチン、キトサン、アルジネート、ペクチン、アラビノキシラン、
ナノフィブリルセルロース、またはこれらの誘導体がある。「ナノフィブリル」という用
語は、多糖類原料から分離された既存の副構造（ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）を示す。ここで、
ナノフィブリルは、多糖類原料の副構造を破壊することによって、例えば、副構造を溶解
した後、電子スピン多糖類などの新しい構造を生成することによって取得される構造を示
さない。したがって、「ナノフィブリル多糖類」という用語は、多糖類ナノフィブリルま
たはナノフィブリル束の集合を示す。「ナノフィブリル多糖類」という用語の非制限的例
としては、すべてのマイクロフィブリル化されたセルロース（ＭＦＣ）およびナノセルロ
ースを示す「ナノフィブリルセルロース」すなわち「ＮＦＣ」がある。また、ＮＦＣに対
する他のいくつかの広く使われる同義語、例えば、フィブリルセルロース、セルロースナ
ノ繊維、ナノフィブリル化されたセルロース（ＣＮＦ）、ナノスケールフィブリル化され
たセルロース、マイクロフィブリルセルロース、またはセルロースマイクロフィブリルが
ある。
【００３２】
　ナノフィブリルセルロースは、セルロース原料から誘導された分離されたセルロースマ
イクロフィブリルまたはマイクロフィブリル束を含む。ナノフィブリルセルロースは、事
実上豊富で特に植物と一部のバクテリアで豊富な天然多糖類ポリマーに基づく。
【００３３】
　ナノフィブリルセルロースの生産技術はパルプ繊維の水性分散剤の研削（ｇｒｉｎｄｉ
ｎｇ）または均質化による機械的治療に基づく。分散剤内のナノフィブリルセルロースの
濃度は通常非常に低く、一般的に約１～５ｗｔ％である。研削または均質化工程後に、取
得されたナノフィブリルセルロース物質は希釈粘弾性ハイドロゲルである。
【００３４】
　強い水保有力（ｗａｔｅｒ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ）は、水がフィブリルに多くの水素結
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合を通じて結合されるので、ナノフィブリルセルロースに対して通常的である。つまり、
メンブレンで通常の乾物含量に到達するには、長い乾燥時間と効率的な水除去が必要であ
る。真空濾過などの従来の方法では、建造物を取得するのに数時間がかかり得る。繊維型
多糖類分散剤の低い一貫性は、メンブレンの表面上での秤量の小さい変化がある薄いメン
ブレンの形成を有利にさせる。反面、これは乾燥の間除去されるべき水の量を増加させる
。
【００３５】
　陰イオン基を含むナノフィブリルセルロース（陰イオン性帯電されたナノフィブリルセ
ルロース）などの一部ナノフィブリルセルロース等級では、粘性が高いほど脱水時間が長
くなる問題点がさらに存在する。このような陰イオン性帯電されたナノフィブリルセルロ
ースは、例えば、改質の結果でカルボキシル基を含有する化学的に改質されたセルロース
であり得る。Ｎ－オキシル媒介（ｍｅｄｉａｔｅｄ）触媒酸化を通じて（例えば、２、２
、６、６－テトラメチル－１－ピペリジンＮ－酸化物を通じて）取得されたセルロースま
たはカルボキシメチル化されたセルロースが、陰イオン電荷が解離されたカルボキシル酸
モイエティ（ｍｏｉｅｔｙ）のために陰イオン性帯電されたナノフィブリルセルロースの
例である。
【００３６】
　「連続構成」という用語は、ナノフィブリル多糖類がメンブレンで連続構造として存在
する構造または配列を示す。言い換えれば、ナノフィブリル多糖類が全体面ブレンに沿っ
て配列される。
【００３７】
　「水性培地」という用語は、水、滅菌水、精製水、生理的食塩水、生理的緩衝剤、培養
培地、栄養剤、および／または生理活性剤、およびこれらの組合せからなる群から選択さ
れる任意の水性培地を示す。水性培地は、細胞または組織の維持、移送、分離、培養、電
波、パッシング（ｐａｓｓａｇｉｎｇ）または分化に適切な水、脱イオン水、緩衝液、ま
たは栄養培地などの任意の水性培地であり得る。
【００３８】
　「相互接続された」または「相互接続」という用語は、連続構成で配列されたナノフィ
ブリル多糖類を含むメンブレンがマイクロスケール凹部および／または突出部連続相互接
続された単位として有するパターニングされた領域を含むことができる構成を示す。言い
換えれば、マイクロスケール凹部および／または突出部は互いに接触する。接触は凹部お
よび／または突出部間の直接的接触であり得、または凹部および／または突出部が緩く接
続され得る。本発明の一実施形態において、パターニングされた領域は共通壁によって相
互接続される単位の繰返しパターンを含むことができる。
【００３９】
　「マイクロスケール凹部および／または突出部」という用語は、凹部および／または突
出部を有するトポグラフィーを示し、ここで、凹部はメンブレンの全体厚さにわたって延
長されない。マイクロスケール凹部および／または突出部は通常の細胞の大きさのスケー
ルでトポグラフィーを提供し、これによって、細胞の接着、増殖、整列を容易にさせる。
マイクロスケールトポグラフィーはメンブレンの表面湿性を維持することを容易にさせる
。マイクロスケール凹部および／または突出部は、単独で使用されると、すなわち、マイ
クロスケール凹部および／または突出部がないナノスケールまたはマクロスケールパター
ンによっては提供されない必要なマイクロ環境を提供する。
【００４０】
　ナノフィブリルセルロースを取得するためには、精製機、研削機、均質化機、コライダ
ー（ｃｏｌｌｉｄｅｒ）、摩擦研削機、超音波ソニケーター、マイクロフリューダイザ（
ｆｌｕｉｄｉｚｅｒ）、マクロフリューダイザまたはフリューダイザ型均質化機などのフ
リューダイザなどの適切な装備によってセルロースパルプまたは酸化されたセルロース原
料の機械的崩壊（ｄｉｓｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ）を実行する。好ましくは、ナノフィブ
リルセルロースは機械的崩壊を利用して取得される。
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【００４１】
　多様な生産技術を利用してナノフィブリルセルロースのいくつかの互いに異なる等級を
開発してきた。各等級は製造方法、フィブリル化の程度、および化学的組成により互いに
異なる特性を有する。等級の化学組成物も可変される。原料ソースにより、例えば、ＨＷ
　ｖｓ　ＳＷパルプにより、互いに異なる多糖類組成物が最終セルロースナノフィブリル
産物に存在する。通常的に、非イオン性または天然等級は広いフィブリル直径を有する一
方、化学的に改質された等級は格段に厚く、連続網を有する。セルロースナノフィブリル
の数平均フィブリル直径は、適切に１～２００ｎｍで、好ましくは、天然等級の数平均フ
ィブリル直径は１～１００ｎｍ、化学的に改質された等級の場合には１～２０ｎｍである
。大きさ分布も改質された等級ではさらに狭い。天然的イオン－交換されたセルロースナ
ノフィブリルは、部分的に非均質性がある不連続的構造を示す。本発明の実施形態で、ナ
ノフィブリルセルロースは好ましく非毒性および滅菌性を有する。
【００４２】
　ナノフィブリルセルロースの誘導体は、本発明で、例えば、細胞培養と傷治療に使用す
るのに適切な、化学的にまたは物理的に改質された任意のセルロース誘導体であり得る。
化学的改質は、例えば、セルロース分子のカルボキシルメチル化、酸化、エステル化、ま
たはエーテル化反応に基づき得る。改質は、また、セルロース表面上での、陰イオン性、
陽イオン性、または非イオン性物質またはこれらの任意の組合せの物理的吸収によって具
現され得る。説明した改質は、ナノフィブリルセルロースの製造の前、後、または間に実
行され得る。一部改質では、身体で分解され得る物質を引き起こし得る。
【００４３】
　本発明の実施形態に係るナノフィブリルセルロースとセルロースメンブレンは、傷治癒
を向上させ、傷跡の発生を防止し、または傷領域の血管の新生を改善する薬剤と合成され
るかこのような薬剤で補充され得る。
【００４４】
　化学的誘導化過程での代替（ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ）程度は広く変えられ得る。例
えば、ＴＥＭＰＯまたはＮ－オキシル媒介酸化は、通常的に、３００～１５００ｍｉｃｒ
ｏｍｏｌ／ｇ、好ましく６００～１２００ｍｉｃｒｏｒｎｏｌ／ｇ、最も好ましくは、７
００～１１００ｍｉｃｒｏｍｏｌ／ｇの値を帯電するように行われる。酸化されたＮＦＣ
は、また、通常的に０～２５０ｍｉｃｒｏｍｏｌ／ｇであるアルデヒド作用基を含有する
ことができる。カルボキシルメチル化を通した誘導化は、通常的に、フィブリル化の前に
０．０５～０．３、好ましく０．０８～０．２５、最も好ましくは、０．１０～０．２人
ｄｓレベルでのセルロースパルプのために行われる。誘導化が陽イオン化によって行われ
ると、ｄｓレベルは通常的に０．０５～０．４、好ましく０．１５～０．３である。
【００４５】
　メンブレンの出発物質
　パターニングされたメンブレンが製造される出発物質として用いられるナノフィブリル
多糖類は、任意の適切な多糖類、好ましく植物－由来ナノフィブリルセルロースを含む。
好ましくは、ナノフィブリルセルロースは、ナノフィブリルセルロース、ヘミセルロース
、キチン、キトサン、アルジネート、ペクチン、アラビノキシラン、ナノフィブリルセル
ロース、またはこれらの誘導体から少なくとも部分的に構成され、最も好ましくは、ナノ
フィブリルセルロースは植物－由来ナノフィブリルセルロースである。
【００４６】
　一実施形態において、ナノフィブリル多糖類は、サブマイクロメーター範囲のフィブリ
ル直径を有するナノフィブリルセルロースを含む。このようなフィブリル直径を有するナ
ノフィブリルセルロースは低濃度においても自己組立されたハイドロゲル網を形成する。
このようなゲルは大きいずり流動化（ｓｈｅａｒ　ｔｈｉｎｎｉｎｇ）と揺変性（ｔｈｉ
ｘｏｔｒｏｐｈｉｃ）を有する。
【００４７】
　一実施形態において、ナノフィブリル多糖類は、類型１結晶構造を有する天然または未
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酸化されたセルロースまたは類型１結晶構造を少なくとも部分的に有するカルボキシメチ
ル化されたセルロースである。
【００４８】
　他の一実施形態において、ナノフィブリル多糖類はグラウンドマイクロフィブリルバク
テリアセルロースを含む。
【００４９】
　ナノフィブリル多糖類は植物起源のセルロース原料から製造され得る。原料はセルロー
スを含有する任意の植物物質に基づき得る。植物物質は木材であり得る。木材は、蝦夷松
、松、モミ、朝鮮唐松、米松（ｄｏｕｇｌａｓ－ｆｉｒ）または栂などの軟木に基づくか
、白樺、ヤマナラシ、ポピュラー、榛の木、ユーカリまたはアカシアなどの硬木に基づく
か、軟木と硬木の混合物に基づく。非木（Ｎｏｎ－ｗｏｏｄ）物質は、綿、とうもろこし
、小麦、燕麦、ライ麦、麦、米、亞麻（ｆｌａｘ）、麻（ｈｅｍｐ）、マニラ麻（ｈｅｍ
ｐ）、シザル麻（ｓｉｓａｌ　ｈｅｍｐ）、黄麻（ｊｕｔｅ）、ラミー（ｒａｍｉｅ）、
ケナフ（ｋｅｎａｆ）、バガス（ｂａｇａｓｓｅ）、竹または葦からの、わら、葉、木の
皮（ｂａｒｋ）、種（ｓｅｅｄｓ）、外皮（ｈｕｌｌｓ）、花、野菜または産物などの農
作業残留物、草、またはその他の植物物質に基づき得る。セルロース原料は、また、セル
ロース生成微生物から誘導され得る。
【００５０】
　「ナノフィブリル多糖類」と「フィブリルセルロース」という用語は、例えば、セルロ
ース原料から誘導された、分離されたマイクロフィブリルまたはマイクロフィブリル束の
集合を示す。マイクロフィブリルは通常的に高縦横比を有し、その長さは１マイクロメー
ターを超過できる一方、数平均直径は通常的に２００ｎｍ未満である。マイクロフィブリ
ル束の直径も大きいが概略１μｍ未満であり得る。最小マイクロフィブリルは、通常的に
直径が２～１２ｎｍである、いわゆる基本フィブリルに類似する。フィブリルまたはフィ
ブリル束の寸法は原料と崩壊法に依存する。ナノフィブリルセルロースは、また、一部ヘ
ミセルロースを含有することができるし、その量は植物ソースに依存する。セルロース原
料、セルロースパルプ、または精製されたパルプからのナノフィブリルセルロースの機械
的崩壊は、精製機、研削機、均質化機、コライダー、摩擦研削機、超音波ソニケーター、
マイクロフリューダイザ、マクロフリューダイザまたはフリューダイザ型均質化機などの
フリューダイザなどの適切な装備によって実行される。
【００５１】
　ナノフィブリル多糖類またはナノフィブリルセルロースは好ましく植物物質で製造され
る。一つの代案は、二次細胞壁からフィブリルが取得される非実質（ｐａｒｅｎｃｈｙｍ
ａｌ）植物物質からフィブリルを取得することである。セルロースフィブリルの一つの豊
富なソースは木材繊維である。ナノフィブリル化されたセルロースは、化学的パルプであ
り得る木材－誘導繊維型原料を均質化することによって製造される。前述した装備中の一
部での崩壊は、直径がせいぜい所定のナノメートルであるフィブリルを生産し、その直径
は最大５０ｎｍであり、水の中にフィブリルの分散剤を提供する。フィブリルは、フィブ
リルのほとんどの直径範囲が約２～２０ｎｍである大きさに減少され得る。二次細胞壁で
発生するフィブリルは、結晶化度が少なくとも５５％である本質的に結晶性を有する。
【００５２】
　本発明の実施形態でパターニングされたメンブレン製造のための出発物質は、一般的に
、前述した繊維型原料のうち一部の崩壊から直接取得されて崩壊状態のために水に均質に
分散された比較的低濃度で存在するナノフィブリルセルロースである。出発物質は０．０
５～５ｗ％濃度の水性ゲルであり得る。したがって、このような類型のゲルは、メンブレ
ンの本体を形成し、メンブレンの構造的無欠性と強度特性を引き起こすセルロースフィブ
リルの網が残されるように除去されるべき大量の水を含有する。このような網は水性ゲル
内に初期に分散された他の固体も含有することができるが、セルロースフィブリルがメン
ブレンの主な構成要素である。
【００５３】
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　ナノフィブリル多糖類は、前記ナノフィブリルから形成された分離されたナノフィブリ
ルおよび／または束を含むことができる。最小ナノフィブリルは、直径が通常的に２～１
２ｎｍである、いわゆる基本フィブリルに類似する。ナノフィブリルまたはナノフィブリ
ル束の寸法は原料および崩壊法に依存する。
【００５４】
　ナノフィブリル多糖類またはナノフィブリル多糖類束の数平均直径の範囲は、適切な一
実施形態によれば、１～５００ｎｍ、適切な他の一実施形態によれば、２～２００ｎｍ、
適切なさらに他の一実施形態によれば２～１００ｎｍ、適切なさらに他の一実施形態によ
れば、２～２０ｎｍである。
【００５５】
　天然または非誘導（ｎｏｎ－ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ）ナノフィブリルセルロースの数
平均直径は、２～５００ｎｍ、好ましく７～１００ｎｍ、最も好ましくは、７～５０ｎｍ
に可変される。また、Ｃｒｙｏ－ＴＥＭ画像から束構造を見ることができ、天然等級は時
々７ｎｍ基本フィブリルと２０～５０ｎｍフィブリル束の混合物である。誘導されたＮＦ
Ｃは通常的にさらに薄く、数平均直径は２～２００ｎｍ、好ましく２～２０ｎｍ、最も好
ましくは、２～６ｎｍに可変される。
【００５６】
　ナノフィブリルセルロースの長さを正確に測定することは多少困難であるが（ｃｈａｌ
ｌｅｎｇｉｎｇ）、天然等級の長さに対する概略的推定値は、１～１００μｍ、好ましく
１～５０μｍ、最も好ましくは、５～２０μｍである。誘導されたＮＦＣは、多少短く、
その長さが０．３～５０μｍ、好ましく０．３～２０μｍ、最も好ましくは、０．５～１
０μｍに可変される。このような値はＣＲＹＯ－ＴＥＭ、ＳＥＭまたはＡＦＭ画像から推
定される。最も正確な推定はＣｒｙｏ－ＴＥＭ画像に基づく。
【００５７】
　部分的にのみフィブリル化されたより多くのエンティティが評価される繊維分析からフ
ィブリル化の程度を評価することができる。例えば、誘導体化されたナノフィブリルセル
ロースの場合、乾燥サンプルのｍｇ当たりのそのような粒子の個数は０～１００００、好
ましく０～５０００、最も好ましくは、０～１０００に可変される。しかし、非誘導体化
された（ｎｏｎ－ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ）ＮＦＣで、ｍｇ当たりの非フィブリル化され
た粒子の個数は通常的に多少多く、０～２００００、好ましく０～１００００、最も好ま
しくは、０～５０００に可変される。繊維分析は、後述するようにファイバーラボ（Ｆｉ
ｂｅｒＬａｂ）方法を利用して適切に実行され得る。
【００５８】
　繊維分析－ファイバーラボ方法説明
　商業用繊維分析器を用いることができ、適切な装置は、例えば、繊維分析器Ｋａｊａａ
ｎｉ　ＦｉｂｅｒＬａｂまたはＦＳ－３００である。乾物含量決定のためにサンプル質量
マイナス８ｇを計量して一定の重量に達するまで加熱を行うことによって乾物含量（ＤＭ
Ｃ）が決定される点を除いては、通常の繊維粗度（ｃｏａｒｓｅｎｅｓｓ）測定のために
指示される通りにサンプル製造および測定を行う。
【００５９】
　サンプル希釈を次のとおりに実行する：５リットル水容器内に希釈されるサンプルの量
：
　ＤＣＭが約２％である場合、８ｇｒａｍｓ
　ＤＣＭが約１％である場合、１６ｇｒａｍｓ．
　すべての可視的フィブリック束が消えるまでパルプミキサーを適用する。
　ブロック除去機能は非活性化する。
　測定のために５リットル容器から５０ｍｌサンプルを取る。下の測定に基づいて「ミリ
グラム当たり繊維」を算出する。
　ＦＰＭ＝ＡＤＦ／（Ｍｗ＊　ＤＭＣ／１００＊　Ｖｐ／Ｖｖ）、ここで、
　ＦＰＭ＝ミリグラム当たり繊維［ｐｃｓ／ｍｇ］
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　ＡＤＦ＝検出された繊維の量［ｐｃｓ］
　＊　これは検出された粒子の個数である。
　Ｍｗ＝５リットル水容器内に希釈されるサンプルの量［ｍｇ］
　ＤＭＣ＝未希釈されたサンプルの乾物含量［％］
　Ｖｐ＝分析器のためにピペットで取った体積［ｍｌ］
　Ｖｖ＝希釈容器の体積［ｍｌ］．
【００６０】
　ナノフィブリル多糖類ハイドロゲルの剛性度（ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ）はゲルの粘弾性測
定によって評価され得る。通常的に、ｐＨ７、２５℃で純水内のナノフィブリルセルロー
スハイドロゲル０．５％（重量）に対する貯蔵弾性率は１～５０Ｐａ、好ましく３～２０
Ｐａである。誘導体化されたＮＦＣは時々さらに剛性のハイドロゲルを増進させるが、こ
のようなフィブリル化等級を延長すると、貯蔵弾性率がさらに低くなり得る。
【００６１】
　また、粘度をせん断応力またはせん断率の関数として監視することによってナノフィブ
リル多糖類ハイドロゲルのレオロジー（Ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ）特性を評価することが
できる。ナノフィブリル多糖類ハイドロゲルはプラスチック挙動を表し、これは、物質が
容易に流れ始める前に所定のせん断応力（力）が必要であることを意味する。このような
臨界せん断応力をよく降伏応力という。降伏応力は、応力制御流量計によって測定される
ステディステート（ｓｔｅａｄｙ　ｓｔａｔｅ）流れ曲線から決定され得る。粘度が印加
されるせん断応力の関数としてプロット（ｐｌｏｔ）すると、臨界せん断応力を超過した
後で粘度の急激な減少を見せる。ゼロ－せん断粘度値は、通常的に、０．５ｗｔ％濃度の
水で１０００～１０００００Ｐａ・ｓ、好ましく５０００～５００００Ｐａ・ｓに可変さ
れる。非誘導体化されたＮＦＣに対し、好ましい範囲は１０００～１００００Ｐａ・ｓで
ある。降伏応力は、通常的に、０．５ｗｔ％濃度の水で１～５０Ｐａ・ｓ、好ましく２～
１５Ｐａ・ｓに可変される。ナノフィブリルキチンとキトサンハイドロゲルの粘弾性は、
セルロースナノ繊維ハイドロゲルを利用する状況を模倣する。
【００６２】
　ＮＦＣハイドロゲルのレオロジー測定は、４－ブレード羽根状（ｆｏｕｒ－ｂｌａｄｅ
ｄ　ｖａｎｅ　ｇｅｏｍｅｔｒｙ）の応力制御型回転流量計（ＡＲ－Ｇ２、ＴＡ　ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔｓ、ＵＫ）によりｐＨ７および室温で適切に実行される。円筒形サンプル
カップと羽根の直径はそれぞれ３０ｍｍと２８ｍｍである。羽根の長さは４２ｍｍである
。ハイドロゲルの粘弾性は、０．１ｗｔ％のひずみ（ｓｔｒａｉｎ）で流量計の動的発進
モードでの周波数スイープと時間スイープによって決定される。測定前にすべてのサンプ
ルをワーリングブレンダーにより適切に混合する（３×１０秒）。
【００６３】
　本発明の一実施形態に係るナノフィブリル多糖類メンブレンの微生物純度（ｍｉｃｒｏ
ｂｉａｌ　ｐｕｒｉｔｙ）は細胞培養と医療応用分野で必須である。したがって、上記パ
ターニングされたメンブレンは細胞培養または医療使用前に滅菌されなければならない。
これに加えて、フィブリル化前とフィブリル化の間、産物の微生物汚染を最小化すること
が重要である。フィブリル化の前に、パルプが依然として滅菌状態である時、漂白段階直
後にパルプミル（ｍｉｌｌ）からセルロースパルプを無菌性収集した方が有利である。微
生物成長を防止するように本発明に係るナノフィブリル多糖類に抗菌剤を提供することが
できる。
【００６４】
　液体除去およびパターン形成
　本発明のナノフィブリル多糖類を含むパターニングされたメンブレンは、分散剤から液
体を除去し、同時にパターニングされた表面を形成する方法によって製造され得、この方
法は、
　ａ．凹部および／または突出部を含むマイクロスケールトポグラフィーを有するパター
ニングされたフィルタ上にナノフィブリル多糖類分散剤を提供する段階、
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　ｂ．ナノフィブリル多糖類のフィブリルに対しては不透過性であるが液体に対しては透
過性であるパターニングされたフィルターを通じて減少した圧力の効果によってナノフィ
ブリル多糖類分散剤から液体を排出してパターニングされたフィルタ上にメンブレンウェ
ブを形成する段階、
　ｃ．パターニングされたフィルタ上への圧力差によってパターニングされたフィルター
を通じて液体を排出し続けながらメンブレンウェブの反対面に選択的に熱を印加する段階
、および
　ｄ．パターニングされたフィルターからメンブレンウェブを独立的（ｆｒｅｅｓｔａｎ
ｄｉｎｇ）ナノフィブリル多糖類メンブレンとして選択的に除去するか、あるいは、メン
ブレンのフィルタ層をフィルタ層とナノフィブリル多糖類メンブレンを含むメンブレン産
物の構成層として維持する段階を含み、
　これによって、マイクロスケールトポグラフィーを有するパターニングされたフィルタ
ーの逆の構成で凹部および／または凸部を含むマイクロスケールトポグラフィーを有する
、ナノフィブリル多糖類を含むメンブレンが取得される。メンブレンがほとんど乾燥する
まで分散剤から水を除去することによって、上の方法においてパターン形成を達成し、こ
れによって水－フィブリル結合が、乾燥されたパターニングされたメンブレンを湿潤化す
る場合にも変化のない状態を本質的に維持するほどに強力に凝集した構造を生成するフィ
ブリル－フィブリル結合に代替される。凝集効果は天然ナノフィブリルセルロースに対し
て特に目立つ。大きい凝集物へのフィブリルの非可逆的凝集、すなわち、角質化（ｈｏｒ
ｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）が好ましい。角質化は、マイクロフィブリル多糖類の水性懸濁液
の乾燥の間発生する可能性がある。これは、隣接するナノフィブリルのヒドロキシル基間
の大量の水素結合の形成で説明され得る。
【００６５】
　選択的加熱段階ｃは、分散剤からの水除去の向上に用いることができるが、パターニン
グには不要である。熱は分散剤からの水除去の向上に用いることができるが、パターニン
グには不要である。熱は、段階ｃで、加熱面との直接的な接触（伝導）によるまたはメン
ブレンシートの表面の照射（放射熱）によるまたはこれらの組合せによる排出を通じて形
成されるメンブレンシートの反対面上で印加され得る。熱が印加されるとともに、水が、
パターニングされたフィルターの反対面上に存在する圧力差を通じて排出される。これは
、減少した圧力、増加した圧力によって、または加熱面を有するメンブレンシートを機械
的に加圧することによって達成され得る。
【００６６】
　本発明の一実施形態において、熱は、ナノフィブリル多糖類メンブレンを選択的に非接
着層でコートされた加熱面と接触させることによって印加される。
【００６７】
　熱は、液体状態の液体除去を促進するためにメンブレンシートの温度を液体の沸点未満
の範囲に増加させるように形成されるメンブレンシートに印加され得る。
【００６８】
　加熱面を有するメンブレンシートをパターニングされたフィルターに対して加圧するこ
とによって圧力差が達成される場合、メンブレンからの液体の最終排出は、排出される液
体を吸収するように吸収シートをパターニングされたフィルターの自由面に対して配置す
ることによって向上することができる。適切な吸収剤の例としては、吸水性パルプシート
、ブロッティング（ｂｌｏｔｔｉｎｇ）紙、乾燥フェルト（ｆｅｌｔ）がある。このよう
な吸収シートは、パターニングされたフィルターの自由面に抵抗するように層に配置され
得る。このような吸収シートまたは複数の吸収シートは、形成されるナノフィブリルセル
ロースを含むパターニングされたメンブレンからの吸収によって液体を除去する。
【００６９】
　本発明の一実施形態において、加熱面および／または非接着層はパターニングされ、パ
ターンの逆画像は、加熱面がメンブレンに対して直接的に接触して加圧される場合、加熱
面と対面するメンブレンの面に転写される。
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【００７０】
　一実施形態において、熱は、ナノフィブリル多糖類メンブレンがラミネート（ｌａｍｉ
ｎａｔｅ）されるパターニングされたフィルタまたは構造層などの、加熱面とナノフィブ
リル多糖類メンブレンの間に介在する選択的にパターニングされた層を通じて加熱面から
ナノフィブリル多糖類メンブレンに印加される。
【００７１】
　一実施形態では、ナノフィブリル多糖類分散剤が移動するパターニングされたフィルタ
上に連続層として提供され、連続パターニングされたメンブレンは、互いに異なる処理段
階を通じて移動するパターニングされたフィルタ上の連続層を転写することによって製造
され、パターニングされたメンブレンはパターニングされたフィルターから分離される。
【００７２】
　所定等級のナノフィブリル多糖類は乾燥させることが特に難しいが、その理由は水保有
容量のためであり、乾燥は正常な「天然」等級よりかなり時間が長くかかり得る。陰イオ
ン基を含有するナノフィブリルセルロースは、乾燥させることが特に難しいナノフィブリ
ル多糖類分散剤の一例である。Ｎ－オキシル媒介触媒酸化を通じて（例えば、２、２、６
、６－テトラメチル－１－ピペリジンＮ－酸化を通じて）取得されるセルロースまたはカ
ルボキシメチル化されたセルロースは、陰イオン電荷が解離されたカルボキシル酸モイエ
ティのためである陰イオン性ナノフィブリルセルロースの特定例である。このような陰イ
オン性ナノフィブリルセルロース等級はメンブレンを製造するための潜在的な出発物質で
あり、その理由は高品質のナノフィブリル多糖類分散剤を化学的に改質されたパルプから
容易に製造することができるためである。ナノフィブリル陰イオン性セルロースを含むメ
ンブレンの乾燥を向上させるように、前記セルロースは、分散剤のｐＨを低くすることに
よって前処理（ｐｒｅｔｒｅａｔ）され得る。一実施形態において、ｐＨは適切な酸を添
加することによって低くすることができる。このような前処理は、陰イオン性セルロース
の水保有容量を減少させる。一実施形態では、ナノフィブリル多糖類分散剤のｐＨを３ｐ
Ｈ単位未満に下げることによって、前述した方法を利用する乾燥時間を減少させることが
できる。医療使用のためにパターニングされたメンブレンを製造する場合、療法的に互換
性ある酸が適切に用いられる。
【００７３】
　長さの高縦横比は、フィルタファブリック上でナノフィブリルを維持することを容易に
させる。しかし、多糖類ナノフィブリルの大きさが非常に小さいと、多糖類ナノフィブリ
ルは、最小で可能なポアの大きさのフィルタファブリックが使用されてもフィルタファブ
リックを通じて除去される液体とともに流れることができる。本発明の一実施形態によれ
ば、フィルタークロスを通した多糖類ナノフィブリルの流れは、フィルタファブリック上
に第１繊維型多糖類分散剤層を提供し、第１繊維型多糖類分散剤のフィブリルに対して不
透過性を有するフィルタファブリックを通じて液体を排出してフィブリル網を形成するこ
とによって防止される。このようなフィブリル網は、後続で塗布される第２ナノフィブリ
ル多糖類分散剤のための追加フィルターとして機能し、第２セルロース分散剤のフィブリ
ルの大きさは第１繊維型多糖類分散剤のフィブリルの大きさより小さい。第２ナノフィブ
リル多糖類分散剤を塗布した後、排出は前述した一つの段階で塗布される繊維型多糖類分
散剤とともに進行される。
【００７４】
　第２繊維型多糖類分散剤のフィブリルの大きさは、フィルタファブリックのポアの大き
さに比べて、分散剤から排出される液体（濾過物）とともにファブリックを通過するよう
に選択される。第２ナノフィブリル多糖類分散剤の量は第１ナノフィブリル多糖類分散剤
の量より多いこともあり、これによって、乾燥されたメンブレンの重量の最大の部（ｐａ
ｒｔ）を構成することができる。
【００７５】
　フィルタークロスを通したナノフィブリル多糖類の実質的な転写を許容せず、ナノフィ
ブリル多糖類からの透過物の効率的なフィルタリングを確実にするようにフィブリルの大
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きさに対して十分に小さいポアの大きさを有するパターニングされたフィルタファブリッ
クが適切に使われる。適切に、フィルタファブリックのポアの大きさはマイクロメーター
範囲にある。通常的に、メッシュの開口／多孔は、０．１～５０マイクロメーター、好ま
しく１～１０マイクロメーターである。フィルタークロスのワイヤー直径は１～２００マ
イクロメーター、好ましく１０～１００マイクロメーターである。フィルタファブリック
は、好ましくフィルタリングされたナノフィブリル多糖類メンブレンシートに対して付着
しない物質、例えば、プラスチック、およびＰＥＴ、ポリアミド、フルオロポリマーなど
のその他の合成ポリマーで製造され得る。適切なファブリックの制限がない他の一例は、
ナノフィブリルセルロースの選択される粒子の大きさにより選択できる多様なポアの大き
さで利用可能なこまかく織り込まれた（ｗｏｖｅｎ）ポリアミド－６、６ファブリックで
ある。
【００７６】
　フィルタファブリックの表面は、メンブレンの製造過程の間ナノフィブリル多糖類メン
ブレンの表面上に選択されたパターンを製造するように改質できる。
【００７７】
　熱をナノフィブリル多糖類に提供するための加熱面は、フィルタリングされたナノフィ
ブリル多糖類メンブレンシートに対して非接着性を適切に有する。ＰＴＦＥなどの反発性
がある耐熱コーティング剤でコートされた金属板を用いることができる。一実施形態にお
いて、加熱面は、ナノフィブリル多糖類メンブレンの面上に生成したいパターンの逆パタ
ーンでパターニングされ得る。加熱面をメンブレンに対して加圧すればパターンが形成さ
れる。
【００７８】
　前述した本発明の方法は、フィルタファブリック上にナノフィブリル多糖類分散剤を塗
布して所定の順序により連続作業ステージを遂行することによってシートモールドで個別
的な別途のメンブレンを連続的に一つずつ製造することに用いることができる。あるいは
、前述した本発明の方法は、連続作業ステージを通じて形成されるメンブレンシートを返
送する移動するフィルタファブリック上にナノフィブリル多糖類分散剤を塗布することに
よって連続工程で連続メンブレンを製造することに用いることができる。
【００７９】
　フィルタファブリック上に塗布されるナノフィブリル多糖類分散剤の出発濃度は、一般
的に、５ｗ％より低く、例えば、０．５～５．０ｗ％範囲にある。これは、一般的に繊維
型原料を崩壊することによって製造される製造工程の出口でのナノフィブリル多糖類の初
期濃度である。しかし、ナノフィブリル多糖類分散剤をフィルタファブリック上に等しく
分布させてメンブレン構造の変動を避けるのを確実にするように初期濃度（製造工程から
の産物の濃度）から適切な出発濃度でナノフィブリル多糖類分散剤を液体で希釈させるこ
とができる。ナノフィブリル多糖類等級の特徴的粘度により、出発濃度は低いまたは高く
、０．１～１０ｗ％で変えられ得る。本発明の実施形態に係るナノフィブリル多糖類分散
剤のための適切な出発濃度の例は、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、
０．７、０．８、０．９、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０ｗ％である。低粘
度等級に対してさらに高い濃度を使うことができ、これは高濃度にもかかわらずフィルタ
ファブリック上に均一に拡散され得る。
【００８０】
　排出される液体が水である場合、好ましくは、ナノフィブリル多糖類の温度を少なくと
も７０℃でしかし１００℃未満で、例えば、７０～９５℃の範囲で上昇させる強度で熱を
フィルタファブリック上に提供されたナノフィブリル多糖類に印加する。予想とは対照的
に、温度を１００℃超に上昇させることは乾燥結果を改善できないが、その理由はメンブ
レンシートが大量の水を含有し、乾燥の初期ステージでの圧力差を通じて水が除去される
限り、水を沸騰させることができないためであり、これはメンブレンに悪影響を及ぼすた
めである。メンブレンシートが十分に乾燥し、圧力差によってシートからそれ以上の水を
抽出することができない場合、シートの最終形成されたフィブリル網に依然として結合さ
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れている残留水は蒸発によって除去できる。この場合にも、１００℃を超過する温度を利
用することができる。
【００８１】
　しかし、フィルタファブリックと同じ目的で、液体が通過できるようにしつつセルロー
スフィブリルを保持するが、メンブレンシートに付着した状態を維持してメンブレン産物
の一部を形成する濾過層を使うことができる。この場合、濾過層は、メンブレンシートの
セルロースフィブリルに付着する物質で製造され得、例えば、セルロース繊維で製造され
得る。
【００８２】
　製造工程を向上させまたはメンブレンの特性を改善または調節するための補助剤がナノ
フィブリル多糖類分散剤に含まれ得る。このような補助剤は、分散剤または固体の液体上
で溶解可能である。補助剤は、ナノフィブリル多糖類分散剤の製造の間原料にあらかじめ
添加することができ、または繊維型多糖類分散剤をフィルタファブリック上に塗布する前
に繊維型多糖類分散剤に添加することができる。細胞療法応用分野のために、補助剤は細
胞成長、接着を支持する薬剤を含むことができる。
【００８３】
　フィブリルが網で配列される固体独立的パターニングされたメンブレンを形成するよう
に、液体を分散剤から除去しなければならない。液体は、一つ以上の段階を含む例示的な
方法によって、ナノフィブリル多糖類から除去され得る。第１段階で、液体は、ナノフィ
ブリル多糖類分散剤／メンブレンの二つの面間の圧力勾配によって排出される。
【００８４】
　一実施形態では、ナノフィブリル多糖類分散剤のフィルタ側に負圧（ｎｅｇａｔｉｖｅ
　ｐｒｅｓｓｕｒｅ）が生成される。
【００８５】
　他の一実施形態では、フィルタークロスの反対側であるナノフィブリル多糖類分散剤側
に増加した圧力を、前述した通りナノフィブリル多糖類分散剤のフィルタ側に対する選択
的負圧とともに利用する。
【００８６】
　２－段階方法を使う場合、第２段階では、フィルタファブリックに対して圧力差を維持
しつつメンブレンに熱を印加し、メンブレンシートからの追加排出を引き起こす。
【００８７】
　図１と図２は、改質された研究所シートモールド１が使われる本発明に係るパターニン
グされたメンブレンを製造する実施形態を図示する。本発明の方法を例示する図１および
図２～図４では、多様な要素が一定の比率となっていない。水性ナノフィブリル多糖類分
散剤４は、マイクロメーター範囲の孔を有しメンブレン上に形成されるパターンに比べて
逆の構成で配列された凹部および／または突出部を含むマイクロスケールトポグラフィー
を有するパターニングされたフィルタファブリック３上に塗布される。パターニングされ
たフィルタファブリック３はシートモールド１のワイヤー２により適切に支持される。図
１に図示した第１段階で、パターニングされたフィルタファブリック３とワイヤー２を通
した多糖類分散剤４からの脱水は、パターニングされたフィルタファブリック３の自由面
（ナノフィブリル多糖類分散剤４によりカバーされていない面）に対して有効な減少され
た圧力ｐ１（真空）により引き起こされる。したがって、水はパターニングされたフィル
タファブリックとワイヤーを通じて流れ、多糖類分散剤４の乾物含量は水除去と同時に徐
々に増加する。
【００８８】
　ぬれたメンブレンシート４がパターニングされたフィルタファブリック上に脱水を通じ
て形成されてパターニングされたフィルタファブリック３を通した脱水が中断された後、
図２に図示した第２段階が開始され得る。加熱した本体５の表面はメンブレンシート４上
に配置され、メンブレンシートは本体５と接触するメンブレンシートの全体面にかけてパ
ターニングされたフィルタファブリック３に対して加圧され、減少された圧力ｐ１（真空



(19) JP 6576933 B2 2019.9.18

10

20

30

40

50

）が維持される。加熱した本体５により引き起こされる圧力はｐ２（矢印）で表示する。
脱水は圧力ｐ２と減少された圧力ｐ１の結合効果を通じて続けられ、これはフィルタファ
ブリックにかけた圧力差およびフィルタファブリックを通したメンブレンシートからのよ
り多くの水の除去を引き起こす。脱水が続けられるとともに、ナノフィブリル多糖類メン
ブレンはパターニングされたフィルターのマイクロ構造に対して固く定着され、繊維はパ
ターニングされたフィルターのマイクロスケール凹部を満たす一方、本体５に対向するメ
ンブレン４の面はなめらかな状態を維持する。
【００８９】
　本体５の表面はメンブレンシート４に熱を伝達し、これはメンブレンシート４の温度上
昇、特にメンブレンシートに含まれた水の温度上昇のために、脱水を向上させる。本体５
の温度は例えば９０℃であり得る。本体５は金属からなるものであり得る。金属本体の接
触面は、メンブレンシート４の付着を防止する薄いコーティング剤で、例えば、メンブレ
ンシート４の加熱時に使われる温度に抵抗するＰＴＦＥで選択的にコーティングされ得る
。選択的に、本体５および／またはコーティング剤は、本体５に対向するメンブレンシー
ト４の表面が本体５および／またはコーティング剤上のパターンの逆パターンでパターニ
ングされるように、パターニングされる。これは両面にパターンを有するメンブレンを製
造することができるようにする。図２で、本体５はパターニングされていない金属板であ
る。
【００９０】
　本体５は、好ましくは、本体がメンブレンシート４に対して配置された直後メンブレン
シート４の温度が上昇し始めるように予熱される。本体５は、温度が一定のレベルで維持
されるように加圧の間外部的に加熱される。
【００９１】
　脱水が適切な乾物含量まで進行された後、形成されたセルロースフィブリル網のために
メンブレンを自己支持するメンブレンシート４は、フィルタファブリック３から分離され
、モールド２から除去される。以後、次のメンブレンの製造のためにモールド２を使うこ
とができる。
【００９２】
　図１と図２の実施形態で、すべての段階は同じシートモールド２で実行される。図３は
、パターニングされたフィルタファブリック３とワイヤー２を通した分散剤４からの脱水
が図１と符合する減少された圧力ｐ１によって初期に引き起こされる一実施形態を図示す
る。図３は、パターニングされたフィルタファブリック３とともにぬれたメンブレンシー
ト４がシートモールド１から除去され、パターニングされたフィルタファブリック３の自
由面が吸収シート６の面と接触するように一つの吸収シートまたはいくつかの吸収シート
６上にフィルタファブリックとともに配置されるプレス（ｐｒｅｓｓ；７）に伝達される
さらなる段階を図示する。吸収シート６は、繊維型物質で製造され得、自身の体積内に水
を収容できる。シート６は吸水性パルプシート、ブロッティング紙または乾燥フェルトの
一部であり得る。図３に図示した通り、シート６は水収容体積を増加させるように積層さ
れ得る。
【００９３】
　図２と類似の構造および機能を有することができる加熱した本体５は、ぬれたメンブレ
ンシート４の自由面上に配置される。機械的圧力ｐ２は本体５によりメンブレンシート４
に印加される。脱水は機械的圧力ｐ２によってのみ発揮される圧力差によって引き起こさ
れ、メンブレンシート２から絞られて出た水は、フィルタファブリック３を通じて吸収シ
ート６の体積によって保持される吸収シート６または吸収シート内に流れる。熱は、図１
と図２の実施形態でのように本体５からメンブレンシート４に伝達される。吸収シート６
の下には、ぬれたメンブレンシート４と吸収シート６を通じて温度勾配が生成されて高温
から低温に向かって水を催促するように比較的低温で維持される冷たい金属面があり得る
。金属面の温度は、例えば、２５℃未満、好ましく２０℃未満に調節され得る。本体５の
接触面上の非付着性コーティング剤は５ａと表示される。脱水が適切な乾物含量まで進行
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された後、メンブレンシート４とフィルタファブリック３をプレス７から分離し、形成さ
れたセルロースフィブリル網のためにメンブレンを自己支持するメンブレンシート４をプ
レスフィルタファブリック３から分離する。フィルタファブリック３は、新しいメンブレ
ンシート４を形成するようにシートモールド１で次回使用できる。吸収シートまたは吸収
シート６はプレス７から分離され、乾燥され、プレス７で再使用され得る。
【００９４】
　一実施形態において、本体５および／または非付着性コーティング剤５ａは、マイクロ
スケール凹部および／または突出部を含むパターンを有するものとして提供される。前記
パターンは、圧力が印加されてメンブレンが形成される場合、メンブレンの他のなめらか
な面上に逆パターンを生成することに用いることができる。
【００９５】
　連続ウェブ工程のパターンカレンダリング（ｃａｌｅｎｄａｒｉｎｇ）によるまたは非
連続工程の静的エンボシングプレスによるパターン転写によって、バルク層の面（すなわ
ち、パターニングされた面の反対面）も改質され得る。
【００９６】
　図３の実施形態で、第１段階（真空による脱水）は、メンブレンのターゲット秤量が平
方メートル当たり２０ｇｒａｍである場合、６０秒未満がかかる。第２段階（加圧＋加熱
）は５分未満がかかる。ナノフィブリル多糖類分散剤から始めて乾燥メンブレンで終了す
る総製造時間は１０分未満である反面、従来の方法では製造時間が数時間であり得る。
【００９７】
　図４は、減少された圧力ｐ１（真空）により図１でのように第１段階を遂行した一実施
形態を図示する。形成されるメンブレンシート４の反対面上に印加される熱は、図２と図
３でのように加熱面５との接触（伝導）によってではなく、メンブレンシート４から離れ
て配置されたＩＲ加熱装置８によるメンブレンシートの自由面の照射（放射熱）により達
成される。機械的圧力は印加されないが、減少された圧力ｐ１によってのみ引き起こされ
る圧力差の効果によってフィルタファブリック３を通じてメンブレンシート４から水が排
出される。マイクロスケールパターンは、フィルタファブリック３と接触するメンブレン
の面上に形成される。
【００９８】
　パターニングされた面を生成するように、フィルタメンブレンは、ナノフィブリル多糖
類メンブレン上に形成される面を有するように選択されるか改質され、選択されたパター
ニングされた面は、乾燥の間ナノフィブリル多糖類メンブレンに対して加圧される場合、
凹部および／または突出部を含む。フィルタークロス上のパターンは、フィルタメンブレ
ン上のパターンに比べて逆となっているものである。通常の技術者には明白なように、本
発明の実施形態に係る方法を利用することによってナノフィブリル多糖類メンブレン上に
任意のパターンを生成することができる。例えば、ナノフィブリル多糖類メンブレン上に
通常のフィルタークロスのパターンの逆パターンを生成することができる。あるいは、当
業界に知られている方法を利用してフィルタークロス上に所望のパターンの逆パターンを
形成することができる。
【００９９】
　多糖類が天然セルロースであるナノフィブリル多糖類分散剤の脱水に比べて、多糖類が
陰イオン性セルロースであるナノフィブリル多糖類分散剤の脱水はさらに時間消耗的であ
るが、その理由は水がセルロースに非常に強力に結合されているためである。陰イオン基
を含有するナノフィブリルセルロースは、例えば、改質の結果でカルボキシル基を含有す
る化学的に改質されたセルロースであり得る。Ｎ－オキシル媒介触媒酸化を通じて（例え
ば、略語で「ＴＥＭＰＯ」で知られている、２、２、６、６－テトラメチル－１－ピペリ
ジンＮ－オキサイド）取得されたセルロースはまたはカルボキシメチル化されたセルロー
スは、陰イオン性帯電が解離されたカルボキシル酸モイエティのためである陰イオン性ナ
ノフィブリルセルロースの例である。総乾燥時間は、主に大きい水保有容量および陰イオ
ン性ナノフィブリルセルロースの高粘度のため、セルロースが改質されていないナノフィ
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ブリルセルロースの総乾燥時間の数倍と予想される。例えば、ターゲットが平方メートル
当たり２０ｇｒａｍメンブレンである場合、第１段階で改質されていないナノフィブリル
セルロースの脱水は６０秒（メンブレンシート上に可視的に水が見えなくなるまで真空で
始まる時間）未満がかかる反面、類似の条件で同じターゲット秤量を有するメンブレンに
対する陰イオン性ナノフィブリルセルロースの脱水にはさらに６０分～１２０分がかかる
ことがある。
【０１００】
　このような陰イオン性ナノフィブリルセルロース等級の脱水特性は、酸によってナノフ
ィブリル多糖類分散剤を前処理することによってかなり改善され得る。ナノフィブリルセ
ルロースが、酸化されたセルロースおよびカルボキシメチル化されたセルロースの場合の
ように塩基（解離された形態の酸モイエティ）として機能する陰イオン基を含有する場合
、ｐＨを酸で下げることは、このような基を非解離（ｕｎｄｉｓｓｏｃｉａｔｅｄ）形態
に変換し、フィブリルの間の静電気斥力はそれ以上有効でなく、水－フィブリル相互作用
は分散剤の脱水を助ける形に変わる（分散剤の水保有容量が減少する）。陰イオン性ナノ
フィブリルセルロース分散剤のｐＨは、脱水特性を改善するように４未満、好ましく３未
満である。
【０１０１】
　「ＴＥＭＰＯ」酸化されたパルプから取得された陰イオン性ナノフィブリルセルロース
分散剤は、メンブレンのターゲット秤量が平方メートル当たり２０ｇｒａｍである場合、
初期（調節されていない）ｐＨで約１００分である真空下の脱水時間を必要とした。脱水
前に分散剤のｐＨをＨＣｌによって２に下げた場合、同じ条件での脱水時間は約３０秒で
あり、すなわち、時間が初期の０．５％に減少した。ｐＨを低くすると、分散剤は可視的
に凝集し（フィブリル塊が形成され）、これがさらに早い脱水の一つの理由であると尾も
われ、その理由は水が凝集物の間でさらに容易に流れるためである。低くされたｐＨによ
って分散剤を脱水することによって第１段階で形成されるメンブレンシートは、第２段階
で最終乾燥状態となるように乾燥され得る。おそらく低ｐＨで分散剤の初期に凝集された
構造のためである乾燥の最終ステージの間メンブレンが引裂される傾向は、乾燥干渉する
ことによって除去され得る。引き続き、メンブレンシートは、自由に置くことができ、応
力を解除するように（フィルタファブリックなどの）任意の支持構造から分離され得る。
以後、乾燥が継続され得る。乾燥の最終ステージは、残っている湿気を除去するように１
００℃を超過する温度で、例えば、１０５℃で二つの吸収シート（例えば、ブロッティン
グ紙）間に実行され得る。
【０１０２】
　酸化されたパルプから製造されたナノフィブリルセルロースの場合でよく見られるよう
に、陰イオン性ナノフィブリルセルロースのフィブリルの大きさがフィルタファブリック
の濾過容量に関して過度に小さいと（カットオフの大きさ）、前処理されたナノフィブリ
ル多糖類分散剤が添加される前に、前述した原理と同じ原理で補助フィルタ層が大きいフ
ィブリルの大きさを有する繊維型多糖類分散剤で先に形成され得る。補助フィルタ層は、
例えば、フィブリルの大きさがさらに大きいセルロースなどの化学的に改質されていない
（天然）繊維型多糖類分散剤で製造され得る。
【０１０３】
　ナノフィブリル多糖類分散剤がフィルタファブリックに塗布される場合、これらは、注
入（ｐｏｕｒｉｎｇ）により、または厚さが最小限で変動する分散剤の均一な層を初期に
製造するための他の一部の塗布方法によって塗布され得る。分散剤は、例えば、フィルタ
ファブリック上に噴射され得る。必要であれば、分散剤は、粘度を減少させるように分散
剤の均一な拡散を改善するように水で希釈され得る。
【０１０４】
　その結果、パターニングされたナノフィブリル多糖類メンブレンは、メンブレンの所望
の特徴により多様な厚さで製造され得る。秤量分布が均一な（メンブレンの領域に対して
小さい秤量変動）薄いメンブレンを製造することができる。選択されたパターニングは形
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成されるメンブレンの機械的特性に対して影響を及ぼし、一般的に、同じ厚さのパターニ
ングされていないメンブレンに比べて、メンブレンがパターニングされる場合にさらに剛
性の構造を取得する。メンブレンの総厚さは好ましく１５０μｍ以下である。独立的メン
ブレンが製造されると、厚さ範囲は、十分な強度を付与するように、好ましくは１０～１
００μｍ、さらに好ましく３０～７０μｍである反面、（フィルタ層に付着したまたは支
持部に別途ラミネートされた）メンブレン産物でのメンブレン層を形成する場合、その厚
さ範囲は小さいこともあり、例えば、５～４０μｍであり得る。しかし、数値を制限的な
ものと見なしてはならない。本発明の実施形態に係るメンブレン厚さの非制限的な例は、
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４
５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１１０、
１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、および１５０μｍである。
（メンブレンの平面に垂直である）パターニングされたメンブレンの断面について、連続
構造で二つの構造層、すなわち、バルク層とパターニングされた層を命名することができ
る。バルク層はパターニングされたメンブレンの主な体積を本質的に含み、パターニング
された層はマイクロスケールトポグラフィーを含むパターニングされたメンブレンの一部
に対応する。例えば、図７でわかるように、パターニングされた層の厚さは、フィルター
の特性によって、すなわち、ナノフィブリル多糖類がフィルタ内にいかほど深く浸透でき
るかによって少なくとも部分的に決定される。
【０１０５】
　好ましくは、パターニングされたナノフィブリル多糖類メンブレンは、乾燥し、残余湿
気含量が＜１０ｗｔ％である。好ましくは、残余湿気含量は約９、８、７、６、５、４、
３、２、または１ｗ％である。このような乾燥性で可視的に乾燥されたメンブレンは半透
明で頑丈なシート型メンブレンである。パターニングされていない加熱面を使ってメンブ
レンを製造する場合、加熱面に対面するメンブレンの表面は非常になめらかで、このとき
、表面粗さは最小である。最下位の部分はフィルタファブリックの形態学から発生する別
個の表面構造を有し、図５～図８を参照する。
【０１０６】
　本願で、液体除去は、ナノフィブリル多糖類分散剤から除去されるべき水が分散培地で
ある場合に対して説明している。その動作は、水でない液体が分散培地である場合、類推
的に実行され得る。
【０１０７】
　パターニングされたメンブレンの構造
　パターニングされたメンブレンは、ナノフィブリルセルロースなどのナノフィブリル多
糖類を連続的に含む構造である。本発明の一実施形態では、二つの層であるバルク層とパ
ターニングされた層をパターニングされたメンブレンで見ることができる。バルク層とパ
ターニングされた層を言及するのは、前記層がそのような物理的に個別的な層であること
を意味しようとするものではなく、前記用語は本発明を容易に説明するためのものである
だけであり、つまり、パターニングされたメンブレンの構造的に互いに異なる部分、すな
わち、パターニングされた連続メンブレンの部分、およびパターニングされていない部分
を意味するという点を理解されたい。
【０１０８】
　装置
　本発明の実施形態は、幹細胞などの療法的に有用な細胞を傷部位に直接付着して皮膚の
傷治癒、縫合を改善しておよび／または傷部位の炎症を減少させるように、マイクロスケ
ールパターニングされたナノフィブリル多糖類メンブレンをシーディングスキャフォール
ドまたは本発明のメンブレンを含む装置として開発することに関するものである。本発明
は、細胞によって分泌される細胞外マトリックスおよびパターニングされたナノフィブリ
ル多糖類メンブレンを含む運搬体を使って治療細胞を投薬することによって、治療細胞を
治療部位に伝達することを制御することができる。
【０１０９】
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　一実施形態において、装置が具備するメンブレンの少なくとも一面は、メンブレンに対
する細胞接着を向上させる薬剤でコーティングされるかそのような薬剤と化学的に結合さ
れる。このような薬剤は、ラミニン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、類型Ｉコラー
ゲン、類型ＩＩコラーゲン、および類型ＩＶコラーゲンおよび／またはこれらの組合せや
フラクション（ｆｒａｃｔｉｏｎｓ）または複合混合物などのすべての種類の細胞外マト
リックス蛋白質のすべての種類を含む。他の一実施形態において、メンブレンが両面上に
パターニングされた場合、メンブレンの互いに他の面は同じ薬剤または互いに異なる薬剤
でコーティングされるかこのような薬剤と化学的に結合され得る。適切に、薬剤は、蛋白
質、ペプチド、炭水化物、脂質、核酸およびこれらの破片、抗ウイルス化合物、抗炎症化
合物、抗真菌化合物と抗バクテリア化合物などの抗生化合物、細胞分化剤、鎮痛剤、医療
診断撮像のための造影剤、酵素、サイトカイン、麻酔剤、抗ヒスタミン剤、免疫系に作用
する薬剤、免疫刺激剤、止血剤、ホルモン、血管形成剤または抗血管形成剤、神経伝達物
質、治療用オリゴ核酸塩、ウイルス粒子、ベクター、成長因子、レチノイド、細胞接着因
子、骨形成因子、抗体、抗原、ペプチド、細胞、および無細胞マトリックスを含むこれら
の誘導体からなる群から選択される。
【０１１０】
　一実施形態において、装置は、装置の中心領域や周辺領域などの、装置の少なくとも一
部の上で延びる一つ以上の層をさらに含むことができ、一つ以上の層は、支持層、バッキ
ング（ｂａｃｋｉｎｇ）層、保湿層、吸湿層、吸気障壁層、気体障壁層、臭い吸収層、薬
物含有層、接着層および／または粘膜粘着層（ｍｕｃｏａｄｈｅｓｉｖｅ）の中から選択
される。
【０１１１】
　一実施形態において、装置は、水、滅菌水、精製水、生理的食塩水、生理的緩衝剤、培
養培地、栄養剤、および／または生理活性剤、またはこれらの組合せを含む。
【０１１２】
　一実施形態において、療法的に有用な細胞は、自家細胞、同種異形細胞、幹細胞、電球
細胞、前駆体（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）細胞、結合組織細胞、上皮細胞、筋肉細胞、神経細
胞性細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、角質細胞、なめらかな筋肉細胞、間質細胞、間充織細
胞、臍帯血細胞、胚胎幹細胞、誘導多能性細胞、胎盤細胞、骨髓誘導細胞、免疫系細胞、
造血細胞、樹突状細胞、毛穴細胞、軟骨細胞、ハイブリードマ細胞、および／またはこれ
らの組合せを含む。
【０１１３】
　一実施形態において、装置は、傷治癒に有用な細胞、好ましくは、間充織幹細胞、脂肪
誘導幹細胞、または骨髓誘導幹細胞を含む。
【０１１４】
　傷治療
　本発明の実施形態は、傷治療装置での本発明の実施形態に係るメンブレンの使用に関す
るものである。ナノフィブリル多糖類メンブレンが装置で使われる場合、これは好ましく
植物などの非動物（ｎｏｎ－ａｎｉｍａｌ）物質から取得される。生体医学的応用分野の
ためには、植物由来物質が好ましい。一実施形態において、装置で使われる細胞の根源は
人間であり得る。他の一実施形態において、細胞の根源は人間でないこともあり得る。細
胞は自家型（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ）または異種型（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ）であり
得る。
【０１１５】
　一実施形態において、ｈＡＳＣは、（自家細胞が分離され得る場合）治療される被験者
からまたはドナー（ｄｏｎｏｒ）から治療前に脂肪吸引（ｌｉｐｏａｓｐｉｒａｔｉｏｎ
）により取得される（Ｅｓｃｏｂｅｄｏ－Ｌｕｃｅａ　ｅｔ　ａｌ．Ａ　Ｘｅｎｏｇｅｎ
ｅｉｃ－Ｆｒｅｅ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　ｆｏｒ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｘｐａ
ｎｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ａｄｉｐｏｓｅ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ｆｏｒ　Ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　Ｕｓｅｓ、Ｐｌｏｓ　Ｏｎｅ、Ｊｕｌｙ　９、２０１３）。本実施形態に
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よれば、分離されたｈＡＳＣは、所望の細胞密度に到達するまでＮＦＣ培養マトリックス
上で培養される。
【０１１６】
　本明細書で用いられるように、「傷」という用語は、互いに異なるように開示され、特
性も多様な、皮膚、表皮、真皮、および皮下組織のすべての層に位置する損傷を広く指し
示すように用いられる。
【０１１７】
　「キット」という用語は、本発明の実施形態に係る組成物の方法、分析（ａｓｓａｙ）
、または操作を容易にさせる物品やコンテナの組合せを示す。キットは、キットをどのよ
うに使用するかを説明する説明書（例えば、本発明の方法を説明する説明書）、カートリ
ッジ、混合ステーション、化学反応剤、およびその他の構成要素を選択的に含むことがで
きる。キット構成要素は、船積み、保管、または使用のために一つのコンテナ（例えば、
ボックス、ラッピング（ｗｒａｐｐｉｎｇ）など）に一緒にパッケージングされ得、また
は二個以上のコンテナにパッケージングされ得る
【０１１８】
　パターニングされたナノフィブリル多糖類メンブレン上にいかなる細胞でも培養され得
るが、傷治療に適切な細胞は自家または非自家哺乳類脂肪誘導幹細胞である。
【０１１９】
　本発明の多糖類メンブレンマトリックスを使って培養される細胞は移送の間または移送
前に細胞を冷凍する必要なく移送され得る。一実施形態において、培養細胞は、その細胞
を追加の段階なく＋３７℃で培養した後で治療部位に直接移送され得る。培養幹細胞ライ
ンは、また、培養系内に成長因子、免疫調節蛋白質、または傷治癒を改善する他の薬剤な
どの選択された蛋白質を生産するように遺伝子操作され得る。
【０１２０】
　さらに他の一実施形態において、ナノフィブリル多糖類メンブレンの少なくとも一面は
メンブレンに対する細胞接着を向上させるようにラミニンでコートされる。
【０１２１】
　様態１で、本発明は連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを提
供し、メンブレンは、メンブレンの少なくとも一つの一面上にマイクロスケール凹部およ
び／または突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含む。
【０１２２】
　様態２は様態１に係るメンブレンを提供し、ナノフィブリル多糖類は植物－由来ナノフ
ィブリルセルロースを含む。
【０１２３】
　様態３は様態１と様態２中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、パターニングさ
れた領域は単位の繰返しパターンを含み、一つの単位の少なくとも一つの寸法はメンブレ
ンの平面に沿って１μｍ～５００μｍである。
【０１２４】
　様態４は様態１～様態３中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、メンブレンの少
なくとも一面はマイクロスケール凹部および／または突出部を連続的相互接続単位として
有するパターニングされた領域を含む。
【０１２５】
　様態５は様態１～様態４中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、パターニングさ
れた領域の数平均厚さは１００ｎｍ～１００μｍ、好ましく２００ｎｍ～１０μｍ、最も
好ましくは、１μｍ～１０μｍである。
【０１２６】
　様態６は様態１～様態５中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、パターニングさ
れた領域は、１０ｎｍ～１０μｍ、好ましく１００ｎｍ～１μｍ、最も好ましくは、２０
０ｎｍ～１μｍの幅を有する共通壁と相互接続された単位の繰返しパターンを含む。
【０１２７】
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　様態７は様態１～様態６中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、メンブレンは１
μｍ～３００μｍ、好ましく１０μｍ～１００μｍ、最も好ましくは、２０μｍ～６０μ
ｍの厚さを有する。
【０１２８】
　様態８は様態１～様態７中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、メンブレンは、
ナノフィブリル多糖類の乾燥重量９０～１００％、好ましくナノフィブリル多糖類の乾燥
重量９５～１００％、さらに好ましくナノフィブリル多糖類の乾燥重量９９～１００％を
含む。
【０１２９】
　様態９は様態１～様態８中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、ナノフィブリル
多糖類は、セルロース、ヘミセルロース、キチン、キトサン、アルジネート、ペクチン、
アラビノキシラン、ナノフィブリルセルロース、またはこれらの誘導体から少なくとも部
分的に構成され、ナノフィブリル多糖類は植物－由来ナノフィブリルセルロースを含み、
ナノフィブリル多糖類は、ヘミセルロース、キチン、キトサン、アルジネート、ペクチン
、アラビノキシラン、またはこれらの誘導体をさらに含む。
【０１３０】
　様態１０は様態１～様態９中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、ナノフィブリ
ル多糖類は植物－由来ナノフィブリルセルロースの誘導体を含む。
【０１３１】
　様態１１は様態１～様態１０中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、前記ナノフ
ィブリル多糖類は機械的に崩壊されている。
【０１３２】
　様態１２は様態１～様態１１中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、ナノフィブ
リル多糖類は、１～５００ｎｍ、好ましく２～２００ｎｍの数平均直径を有する多糖類ナ
ノフィブリルおよび／またはナノフィブリル束を含む。
【０１３３】
　様態１３は様態１～様態１２中のいずれか一つに係るメンブレンを提供し、メンブレン
の両面がパターニングされている。
【０１３４】
　様態１４は、連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを製造する
方法を提供し、メンブレンの少なくとも一面がマイクロスケール凹部および／または突出
部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含み、前記方法は、
　ナノフィブリル多糖類分散剤を提供する段階、および
　ａ．マイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパターニング
された領域を含むキャスティング支持部上にナノフィブリル多糖類分散剤をキャスティン
グして乾燥させ、マイクロスケール凹部および／または突出部を含む少なくとも一つのパ
ターニングされた領域を含む形成されたメンブレンをキャスティング支持部に比べて逆の
構成で除去する段階と、ｂ．ナノフィブリル多糖類分散剤をメンブレンとなるように形成
し、メンブレンの少なくとも一つの領域をエッチングしてマイクロスケール凹部および／
または突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を提供する段階からなる群
から選択される段階を含む。
【０１３５】
　様態１５は、連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを製造する
方法を提供し、メンブレンの少なくとも一面がマイクロスケール凹部および／または突出
部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含み、前記方法は、
　ａ．マイクロスケール凹部および／または突出部を含むパターニングされたフィルタ上
に、好ましくは、パターニングされたフィルタファブリック上にナノフィブリル多糖類分
散剤を提供する段階、
　ｂ．ナノフィブリル多糖類のフィブリルに対しては本質的に不透過性であるが液体に対
しては透過性であるパターニングされたフィルターを通じて変更された圧力の効果によっ
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て、ナノフィブリル多糖類分散剤から液体を排出してパターニングされたフィルタ上にメ
ンブレンを形成する段階、
　ｃ．ナノフィブリル多糖類分散剤から液体を除去し続けながらメンブレンを選択的に乾
燥させる段階、および
　ｄ．パターニングされたフィルターからメンブレンを選択的に除去する段階を含み、
　これによって、マイクロスケール凹部および／または突出部を有するパターニングされ
たフィルターに比べて逆の構成でマイクロスケール凹部および／または突出部を有する、
ナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを取得することになる。
【０１３６】
　様態１６は様態１４または様態１５に係る方法を提供し、ナノフィブリル多糖類分散剤
は、多糖類の崩壊によって取得され、選択的に多糖類の機械的崩壊によって取得される。
【０１３７】
　様態１７は様態１５に係る方法を提供し、ｄ段階は、パターニングされたフィルターを
、パターニングされたフィルターとナノフィブリル多糖類メンブレンを含むメンブレン産
物の構成の部分として維持する段階を代案として含む。
【０１３８】
　様態態１８は様態１５～様態１７中のいずれか一つに係る方法を提供し、メンブレンシ
ートは、ｃ段階でナノフィブリル多糖類メンブレンを非接着層で選択的にコートされた加
熱した表面と接触させることによってメンブレンに熱を印加して乾燥される。
【０１３９】
　様態１９は様態１８に係る方法を提供し、加熱した表面は、メンブレンシートに圧力を
提供してパターニングされたフィルターに対して圧力差を少なくとも部分的に引き起こす
ようにメンブレンに対して加圧される。
【０１４０】
　様態２０は様態１６～様態１９中のいずれか一つに係る方法を提供し、加熱した表面お
よび／または非接着層はパターニングされ、加熱した表面がメンブレンに対して加圧され
る時加熱した表面および／または非接着層と対面するメンブレンの面に逆パターンが転写
される。
【０１４１】
　様態２１は様態１６～様態２０中のいずれか一つに係る方法を提供し、ナノフィブリル
多糖類メンブレンがラミネイティンドェルパターニングされたフィルタまたは構造層など
の、加熱した表面とナノフィブリル多糖類メンブレンの間に内在した層を通じて、加熱し
た表面からナノフィブリル多糖類メンブレンに熱を印加する。
【０１４２】
　様態２２は様態１６～様態２１中のいずれか一つに係る方法を提供し、ナノフィブリル
多糖類分散剤は移動するパターニングされたフィルタ上に連続ウェブとして提供され、連
続的パターニングされたメンブレンは互いに異なる処理段階を通じて移動するパターニン
グされたフィルタ上に連続ウェブを転写することによって製造され、パターニングされた
メンブレンはパターニングされたフィルターから分離される。
【０１４３】
　様態２３は様態１４～様態２２中のいずれか一つに係る方法を提供し、ナノフィブリル
多糖類は、０．５ｗｔ％濃度の水分散剤で１～５０Ｐａ、好ましく３～２０Ｐａの貯蔵弾
性率を有する。
【０１４４】
　様態２４は様態１４～様態２２中のいずれか一つの方法によって取得可能なメンブレン
を提供する。
【０１４５】
　本発明に係るメンブレンは、装置で用いることができ、様態２５～様態４３にともなう
このような装置の製造時用いることができる。
【０１４６】
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　様態２５は、細胞、および連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むメンブレ
ンを含む装置を提供し、メンブレンの少なくとも一面はマイクロスケール凹部および／ま
たは突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含む。
【０１４７】
　様態２６は様態２５に係る装置を提供し、メンブレンは様態１～様態１３中のいずれか
一つに係るメンブレンである。
【０１４８】
　様態２７は様態２５または様態２６に係る装置を提供し、細胞は冷凍乾燥される（ｌｙ
ｏｐｈｉｌｉｚｅ）。
【０１４９】
　様態２８は様態２４～様態２６中のいずれか一つに係る装置を提供し、装置は乾燥形態
になっている。
【０１５０】
　様態２９は様態２５～様態２８中のいずれか一つに係る装置を提供し、マイクロスケー
ル凹部および／または突出部は、細胞がメンブレンの凹部を収容できるようにする、およ
び／または細胞がメンブレンの突出部上に本質的に付着できるようにする寸法を有する。
【０１５１】
　様態３０は様態２５～様態２９中のいずれか一つに係る装置を提供し、この装置はメン
ブレン内に吸収された水性培地を含み、水性培地は、水、滅菌水、精製水、生理的食塩水
、生理的緩衝剤、培養培地、栄養剤、および／または生理活性剤、またはこれらの組合せ
を含む。
【０１５２】
　様態３１は様態３０中のいずれか一つに係る装置を提供し、前記生理活性剤は、蛋白質
、ペプチド、炭水化物、脂質、核酸およびこれらの破片、抗ウイルス化合物、抗炎症化合
物、抗真菌化合物と抗バクテリア化合物などの抗生化合物、細胞分化剤、鎮痛剤、医療診
断撮像のための造影剤、酵素、サイトカイン、抗ヒスタミン剤、免疫系に作用する薬剤、
免疫刺激剤、止血剤、ホルモン、血管形成剤または抗血管形成剤、神経伝達物質、治療用
オリゴ核酸塩、ウイルス粒子、ベクター、成長因子、レチノイド、細胞接着因子、骨形成
因子、抗体、抗原、ペプチド、細胞、および無細胞マトリックスを含むこれらの誘導体か
らなる群から選択される。
【０１５３】
　様態３２は様態２５～様態３１中のいずれか一つに係る装置を提供し、メンブレンの少
なくとも一面の少なくとも一部は、ラミニン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、類型
Ｉコラーゲン、類型ＩＩコラーゲン、および類型ＩＶコラーゲンおよび／またはこれらの
組合せやフラクションまたは複合混合物などのすべての種類の細胞外マトリックス蛋白質
からなる群から選択される細胞接着を向上させるための薬剤でコーティングされるかこの
ような薬剤と化学的に結合される。
【０１５４】
　様態３３は様態２５～様態３２中のいずれか一つに係る装置を提供し、この装置は、装
置の中心領域または周辺領域などの装置の少なくとも一部の上で延びる一つ以上の層をさ
らに含み、一つ以上の層は、支持層、バッキング（ｂａｃｋｉｎｇ）層、保湿層、吸湿層
、吸気障壁層、気体障壁層、臭い吸収層、薬物含有層、接着層および／または粘膜粘着層
中で選択される。
【０１５５】
　様態３４は様態２５～様態３３中のいずれか一つに係る装置を提供し、細胞は、自家細
胞、同種異形細胞、幹細胞、電球細胞、前駆体細胞、結合組織細胞、上皮細胞、筋肉細胞
、神経細胞性細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、角質細胞、なめらかな筋肉細胞、間質細胞、
間充織細胞、臍帯血細胞、胚胎幹細胞、誘導多能性細胞、胎盤細胞、骨髓誘導細胞、免疫
系細胞、造血細胞、樹突状細胞、毛穴細胞、軟骨細胞、ハイブリードマ細胞、および／ま
たはこれらの組合せを含む。
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【０１５６】
　様態３５は様態２５～様態３４中のいずれか一つに係る装置を提供し、細胞は傷治癒の
ための治療に有用な細胞、好ましくは、間充織幹細胞、脂肪－誘導幹細胞、または骨髓誘
導幹細胞を含む。
【０１５７】
　様態３６は、連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含む装置を製造する方法を
提供し、メンブレンの少なくとも一面はマイクロスケール凹部および／または突出部を含
む少なくとも一つのパターニングされた領域を含み、方法は、
　ａ．細胞を提供する段階、
　ｂ．連続構成で配列されたナノフィブリル多糖類を含むメンブレンを吸収する段階であ
って、メンブレンの少なくとも一面は水性培地とともにマイクロスケール凹部および／ま
たは突出部を含む少なくとも一つのパターニングされた領域を含む、段階、
　ｃ．メンブレン上に細胞を転写する段階、および
　ｄ．メンブレン上に細胞が付着され得、細胞の未分化な成長または分化した成長や維持
が可能な状態で細胞を培養する段階を含む。
【０１５８】
　様態３７は様態３６に係る方法を提供し、細胞は、自家細胞、同種異形細胞、幹細胞、
電球細胞、前駆体細胞、結合組織細胞、上皮細胞、筋肉細胞、神経細胞性細胞、内皮細胞
、繊維芽細胞、角質細胞、なめらかな筋肉細胞、間質細胞、間充織細胞、臍帯血細胞、胚
胎幹細胞、誘導多能性細胞、胎盤細胞、骨髓誘導細胞、免疫系細胞、造血細胞、樹突状細
胞、毛穴細胞、軟骨細胞、ハイブリードマ細胞、および／またはこれらの組合せを含む。
【０１５９】
　様態３８は様態３６または様態３７に係る方法を提供し、細胞は冷凍乾燥される。
【０１６０】
　様態３９は様態３６～様態３８中のいずれか一つに係る方法を提供し、ｂ段階とｃ段階
は同時に実行される。
【０１６１】
　様態４０は様態３６～様態３９中のいずれか一つに係る方法を提供し、メンブレンは様
態１～様態１３中のいずれか一つに係るメンブレンである。
【０１６２】
　様態４１は、療法に使うように様態１～様態１３中のいずれか一つに係るメンブレンま
たは様態２５～様態３５中のいずれか一つに係る装置を提供する。
【０１６３】
　様態４２は、傷、好ましく皮膚傷や皮膚火傷の治療に使うように様態１～様態１３中の
いずれか一つに係るメンブレンまたは様態２５～様態３５中のいずれか一つに係る装置を
提供する。
【０１６４】
　様態４３は、真皮組織損傷からの回復の間、炎症、免疫拒否、または傷跡形成を防止す
ることに使うように脂肪誘導幹細胞または骨髓誘導幹細胞を含む、様態２５～様態３５中
のいずれか一つに係る装置を提供する。
【０１６５】
　様態４４は、生体組織工学、マイクロ流体工学、またはマイクロ電子工学で様態１～様
態１３中のいずれか一つに係るメンブレンの使用を提供する。
【０１６６】
　様態４５は、生体組織工学、マイクロ流体工学、またはマイクロ電子工学で使用するよ
うに様態１～様態１３中のいずれか一つに係るメンブレン、選択的に水性培地、および説
明書を含むキットを提供する。
【０１６７】
　様態４６は様態４５に係るキットを提供し、メンブレンは滅菌および無菌パッケージン
グされ、選択的な水性培地は滅菌されてメンブレンに吸収されて提供されるか別途のガラ



(29) JP 6576933 B2 2019.9.18

10

20

30

40

50

ス瓶に提供され、説明書は傷治癒時療法的に有用な細胞とともに使うためである。
【０１６８】
　様態は、様態１～様態１３中のいずれか一つに係るメンブレンまたは様態２５～様態３
５中のいずれか一つに係る装置を皮膚の傷がある患者の傷部位に付着する段階を含む傷治
療方法を提供する。
【０１６９】
　下記の実施例は、本発明の多様な実施形態を例示するためのものであるだけで、本発明
を限定しようとするものではない。
【０１７０】
　実施例
　物質
　ナノフィブリルセルロース
　研削ストーンによる９パス（ｐａｓｓｅｓ）を利用するＭａｓｕｋｏ　Ｓａｎｇｙｏの
Ｓｕｐｅｒｍａｓｓｃｏｌｌｏｉｄｅｒを使って、漂白された白樺パルプからナノ繊維を
分離した。最終産物は下記の特徴を有した。
　－濃度２．０重量％
　－半透明または不透明、混濁度１５０ＡＵ
　－若干陰イオン性表面帯電、－２ｍＶ
　－繊維直径７ｎｍナノ繊維＋２０～５０ｎｍフィブリル束、長さ数マイクロメーター
　－多数の未フィブリル化された粒子２００（粒子／ｍｇ）、ＦｉｂｅｒＬａｂ
　－炭水化物組成物：７２．８％グルコース、２５．６％キシルロース、１．４％マンノ
ス
　－０．５ｗｔ％サンプル８０００Ｐａ・ｓのゼロずり粘度および降伏応力５Ｐａ
　－１．０ｗｔ％サンプル３００００Ｐａ・ｓのゼロずり粘度および降伏応力２０Ｐａ
　－０．５ｗｔ％サンプルの貯蔵弾性率Ｇ’＝１０Ｐａ
【０１７１】
　第１実施例
　ナノフィブリル多糖類メンブレン製造
　ＮＦＣメンブレンを製造するための２－ステージ方法を利用した。第１ステージで、改
質された研究所シートモールドを使って、ぬれたＮＦＣメンブレンを形成した。１マイク
ロメーターまたは１０マイクロメーター多孔性のフィルタークロスを利用した。フィルタ
ファブリックはＳｅｆａｒ　Ｐｅｔｅｘ　０７－１０／２およびＳｅｆａｒ　Ｐｅｔｅｘ
　０７－１／２であり、これらのワイヤー直径はそれぞれ４７マイクロメーターおよび３
４マイクロメーターであった。まず、フィルタークロスをシートモールドワイヤー上に置
いてＮＦＣ分散剤をその上に注いだ。ＮＦＣ分散剤の濃度は２ｇ／ｌであったが、ＮＦＣ
の性質と状況によってその濃度を変更することもできる。シートモールド真空を利用して
ＮＦＣ分散剤から水を除去した。
【０１７２】
　形成されるＮＦＣ－メンブレンから水がそれ以上除去されない時、メンブレンが金属板
とポリアミドファブリックの間にあるようにテフロン（ｔｅｆｌｏｎ）コートされた金属
板をＮＦＣ－メンブレン上に置いた。セルロースブロッターをポリアミドファブリックの
下に置いた。
【０１７３】
　第２ステージで、ブロッター／ポリアミド／ＮＦＣ－メンブレン／金属板パッケージを
シートモールドから除去して水圧プレスへ向かうようにした。プレスの上測板を９０℃で
加熱し、テフロンコートされた金属板をその上側板においた。プレッシングを開始して数
分の間持続した。この期間の間、メンブレンから第１ステージの間除去されなかった水が
ブロッターに伝達され、ポリアミドファブリックからＮＦＣメンブレンが容易に除去され
るようにＮＦＣメンブレン内に強力な内部結合を形成した。同時に、フィルタファブリッ
クの表面形態の陰画像を形成されたＮＦＣメンブレンに転写する。
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【０１７４】
　ＮＦＣメンブレン特性
　この研究では、厚さが概略６０マイクロメーターである６０ｇ／ｍ２ＮＦＣメンブレン
を製造した。メンブレンの乾燥密度は１．４～１．５ｇ／ｃｍ３であった。製造後、メン
ブレンは乾燥しており（１～５ｗｔ％残留湿気）、半透明で、剛性のシート型物質であっ
た。メンブレンの表面は表面粗度が最小限であり、非常になめらかであった。最下部はフ
ィルタファブリックの形態から発生する別個の表面構造を有しており、図５～図８を参照
する。
【０１７５】
　図５には、１マイクロメーターフィルタークロスを利用して製造されたＮＦＣメンブレ
ンの表面構造が提示されている。連続突出パターンが形成されており、その構造は、対角
線の長さが３００マイクロメーターに近い長い閉鎖ダイヤモンド状のウェル（ｗｅｌｌ）
構造で形成されている。長い形状の間には、短い長方形ウェル形状も見られる。対応する
フィルタフロスのＳＥＭ画像は、表面構造が直接的にコピーされておらず、ウェル形状が
ダイヤモンド状にストレッチングされていることを表す。ストレッチングは、乾燥ステー
ジ２の間、ぬれたＮＦＣメンブレンの乾燥時の収縮によって引き起こされる。このような
挙動は、例えば、紙製造において公知されている。制御される乾燥収縮を利用して乾燥完
了後に形状の寸法を調節することができる。ダイヤモンド類型の形状は、物質の一部がフ
ァブリックフィラメントと固く接触し、後者がフィラメント表面とより少なく接触する時
形成される。したがって、乾燥収縮および乾燥率において局部的差が発生し、非長方形の
形状を引き起こすことになる。この現象は、ファブリック　ウェービング（ｗａｖｉｎｇ
）パターン、構造、およびフィラメント類型によって制御され得る。図８に示されたよう
に、ストレッチングされた形状は、メンブレンを湿潤化することによって弛緩することが
でき、細胞培養実験に関するＳＥＭ画像から弛緩した長方形の形状を見ることができる。
図８に示されたように、突出する壁構造の高さをＳＥＭ画像から概略推定することができ
る。１マイクロメーターフィルターとともに製造されるメンブレンにおいて、突出部分の
高さ分布は広く、最低の部分はせいぜい数マイクロメーターである一方、最高の部分は平
面から２０～４０マイクロメーター突出される。
【０１７６】
　図６には、１０μｍフィルタークロスとともに製造されたＮＦＣメンブレンの表面構造
が提示されており、フィルターの対応するＳＥＭ画像も提示されている。糸（ｙａｒｎ）
直径（２０マイクロメーター）が１マイクロメーターフィルターの大きさに近いが、対応
するＮＦＣメンブレンは図５に比べてかなり異なるように見える。図７に示されたように
、１０マイクロメーターフィルタークロスで、織り込まれたテクスチャーは乾燥ステージ
の間収縮を防止し、ＮＦＣメンブレンの表面構造はフィルターの陰画像に非常に類似して
いると見られる。閉鎖されたウェル構造はほぼ長方形（２０×１８０マイクロメーター）
である。突出する壁構造の高さは、ＳＥＭ画像から正確に推定することは難しいが、約５
～１０マイクロメーターであり得る。
【０１７７】
　第２実施例
　傷治癒治療
　傷治癒法が図９に図示されている。脂肪間充織幹細胞（ｈＡＳＣ）を、ナノフィブリル
セルロースメンブレンの上にシーディングし、傷領域に伝達する前に１週間の間体外培養
する。メンブレンに対する細胞シーディング前に細胞の分離および培養状態は、（Ｅｓｃ
ｏｂｅｄｏ－Ｌｕｃｅａ　ｅｔ　ａｌ、Ｐｌｏｓ　Ｏｎｅ　２０１３）により確立された
プロトコルにより展開する。
【０１７８】
　ナノフィブリルセルロースメンブレンは、二つの互いに異なる特性である、なめらかな
特性と粗い特性がある二つの互いに異なる面を有する。ｈＡＳＣ細胞は、機械的接着が明
確に良好であるという事実のため、メンブレンの粗い面上にシーディングされる（図１０
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参照）。このとき、化学的接着は不要である。これに加えて、ナノフィブリルセルロース
メンブレンを、表面に対するｈＡＳＣの接着を改善できる任意のＥＣＭ誘導体でコーティ
ングすることができるが、全くコーティング剤を使わずに使うこともできる。
【０１７９】
　細胞に対するナノフィブリルセルロースメンブレンの安定性を互いに異なる分析を通じ
て（すべての場合において）確認した。７日間の培養後、透過電子顕微鏡（ＴＥＭ）分析
を通じて形態学的超微細構造の変形は細胞で検出されなかった（図１１）。間充織幹細胞
マーカーは、ＱＲＴ－ＰＣＲによる分析時自身の特徴的レベル維持し続ける（図１２）。
【０１８０】
　いずれの場合でもメンブレンの上のｈＡＳＣの培養後に死滅細胞が増加しない。
【０１８１】
　ｈＡＳＣサイトカインアレイの体外免疫調節特性に関し、コートされたまたはコートさ
れていないナノセルロースメンブレンの上にまたは通常の方式でプラスチックの上に培養
された間充織茎桿細胞間の任意の変形や差を確認するように研究した。サイトカイン発現
と解除は、ナノセルロースメンブレンの上の培養後に妥協しないものと見える（図１３と
表１）。サイトカイン発現は、全てのものが正しく機能しており、進行している拒否がな
いということを保障することである。
【０１８２】
　表１．プラスチックおよび互いに異なるコーティング剤を有するメンブレンの上に培養
された細胞から解除されるサイトカインの識別。表では、５％より大きい相対的ピクセル
密度を有して発現されたサイトカインを示している。

【０１８３】
　生体外傷復旧分析に関し、細胞を有するメンブレンによる治療後傷領域の回復は、２０
０７年Ｇｅｅｒなどによって説明される検証された傷治癒ヌードマウス（ｍｉｃｅ）モデ
ルを利用して実行された。
【０１８４】
　細胞メンブレン治療の５日と１０日後に、動物たちを犠牲にさせて解剖病理学（ａｎａ
ｔｏｍｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ）研究を遂行した。動物たちは細胞を有するナノフィブリル
メンブレンで治療し、図１４に立証された通り、さらに良好な治癒予後およびさらに早い
回復を示した。
【０１８５】
　物質と方法
　メンブレンの上のｈＡＳＣ細胞の分離と培養
　コートされたメンブレンの場合に若干の改質とともに２０１３年Ｅｓｃｏｂｅｄｏ－Ｌ
ｕｃｅａなどによってあらかじめ確立されたプロトコルを利用して脂肪間充織幹細胞を分
離および培養した。コーティングのために、傷をカバーするための所望の領域を有するよ
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うにメンブレンを培養フード内で無菌および滅菌状態で切断した。メンブレンを５および
１０μｇ／ｍｌの人間ラミニンおよびＣＳ（ｃｅｌｌｓｔａｒｔ）でそれぞれ１時間の間
コーティングした。洗浄後、細胞を培養培地でシーディングし、治療または生体外分析の
時まで３７℃、９５％の湿度、および５％のＣＯ２でインキュベーターにて１週間の間培
養した。一日おきに培養培地を変更した。
【０１８６】
　走査電子顕微鏡
　培養物を２．５％グルタルアルデヒドに１時間の間浸水－固定した。引き続き、培養物
を１時間の間１％オスミウムにポストフィックス（ｐｏｓｔｆｉｘ）し、脱水化し、臨界
点乾燥し、スパッタ－コーティングし、走査電子顕微鏡（Ｓ－４１００、Ｈｉｔａｃｈｉ
、Ｊａｐａｎ）で分析した。
【０１８７】
　透過電子顕微鏡
　微細超微細構造分析のために、細胞をチャンバースライドで培養した後、透過電子顕微
鏡（ＴＥＭ）のための固定前に０．１Ｍ燐酸塩緩衝（ＰＢ；ｐＨ７．４）溶液で連続的に
洗浄した。３７℃で３０分の間ＰＢの３％グルタルアルデヒド溶液で固定を遂行してＰＢ
の２％ＯｓＯ４でポストフィックスした。エタノール溶液の等級シリーズおよびプロピレ
ン酸化物による最終洗浄（Ｌａｂ　Ｂａｋｅｒ、Ｄｅｖｅｎｔｒｙ、Ｈｏｌｌａｎｄ）に
より脱水化を達成した。最後に、板をアラルダイト（Ｄｕｒｋｕｐａｎ、Ｆｌｕｋａ）に
一晩埋没した。ポリマー化に引き続き、埋没したサンプルをチャンバースライドから分離
し、アラルダイトブロックに付着した。多少薄い（１．５μｍ）連続的セクションを、Ｕ
ｌｔｒａｃｕｔ　ＵＣ－６（Ｌｅｉｃａ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）によ
り切断し、スライド上に装着し、最後に１％トルイジンブルーで染色した。初箔（０．０
７μｍ）セクションをＵｌｔｒａｃｕｔによって製造してクエン酸鉛で染色した。デジタ
ルカメラ（Ｍｏｒａｄａ、Ｓｏｆｔ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｏｌｙｍｐｕｓ）
を使って下記の透過電子顕微鏡（ＦＥＩ　Ｔｅｃｎａｉ　Ｓｐｉｒｉｔ　Ｇ２）のマイク
ロ写真を取得した。
【０１８８】
　ＲＮＡ製造およびＱＲＴ－ＰＣＲ
　ＲＮｅａｓｙミニキット（Ｑｕｉａｇｅｎ、Ｇｉｌｄｅｎ；ｎｏ．７４１０４）を使っ
て細胞から総ＲＮＡを製造した。ゲノムＤＮＡ汚染を除去するように、初期ＲＮＡペレッ
トをデオキシリボヌクレアーゼ（ＤＮａｓｅ）Ｉ（２　ｔｏ　４　Ｕ／μＬ；Ｑｉａｇｅ
ｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ；ｎｏ．７９２５４）で１５分の間室温でメーカーによって供給さ
れる緩衝剤ｓｕ内で培養した。ＲＴーＰＣＲおよびプライマー　シークエンスはＥｓｃｏ
ｂｅｄｏ－Ｌｕｃｅａ　ｅｔ　ａｌ　２０１３、Ｐｌｏｓ　Ｏｎｅに開示された通りであ
った。これらは、Ｐｒｉｍｅｒ３ソフトウェアを使って設計され、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈによって合成された。各実験ごとに、ｃＤＮＡ反応混合物から逆転写酵素が省略さ
れてＰＣＲ混合物からＤＮＡが省略された対照を遂行した。定量的リアルタイムＰＣＲ（
ＱＲＴ－ＰＣＲ）のために、５μｇ　ＲＮＡをｃＤＮＡに変換し、Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ
ｒ　４８０（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｍａｎｎｈｅｉｍ）機構のＬｉｇｈ
ｔ　Ｃｙｃｌｅｒ　４８０　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ　Ｍａｓｔｅｒ（Ｋｉｔ　ｎｏ．
０４７０７５１６００１）で４０－サイクルＰＣＲに対して一連の希釈されたサンプルを
使った。反応（合計２０μＬ）は、１μＬ　ｃＤＮＡ、１０μＭの各プライム、および４
μＭプローブを含み、デフォルトＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ　４８０プログラム下で実行さ
れた。互いに異なるサンプルのｍＲＮＡレベルの比較のための標準曲線を生成するように
、少なくとも三桁の数にかけた対照ｃＤＮＡサンプルの多数の希釈液を製造した。臨界サ
イクルＣｔ対ログ濃度のプロットを表す等式を使って実験サンプルのｍＲＮＡの相対量を
決めた。最適化された条件と臨界値を使って、サンプルの間に変わらないと予想される内
部対照区および関心プローブによって個別的なサンプルを３回分析した。互いに異なる三
個の内部対照区である、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇａｐｄｈ
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）、β－２マイクログロブリン、およびβ－アクチンを使った。Ｃｔ値から、相対転写濃
度を算出して内部対照区の相対転写濃度で正規化した。最大発現データポイントを１００
に調節した。データはＧａｐｄｈで正規化されたサンプルに対して表しているが、結果は
、β－２マイクログロブリンだけを使ったり３個の対照区すべての組合せを使って分析を
遂行した場合、比較するだけの有意義なものであった。
【０１８９】
　サイトカインアレイ
　ストレプトアビジン－ＨＲＰによってメンブレンを３０分の間培養した。１分の間Ｃｈ
ｅｍｉ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｍｉｘを添加することによってアレイを明らかにした。過度な
反応剤を除去および密封した。メンブレンを、該当識別とともにオートラジオグラフィー
膜カセット内に置いて１分～１０分の間Ｘ線膜に露出した。対照区、基準および候補サイ
トカインの位置と識別は説明書で提供者によって列挙されている。
【０１９０】
　各条件間の比較のために、透過モードスキャナおよび画像分析ソフトウェア（Ｉｍａｇ
ｅ　Ｊ）を使って、現像されたＸ線膜上の画素密度を収集して分析した。テンプレートを
生成してアレイの各スポットの画素密度を分析した。バックグラウンドとしての陰対照ス
ポットまたはきれいな領域からの信号をそれぞれ考慮する重複スポットのペアを利用して
平均信号（画素密度）を決めた。各スポットからの平均化されたバックグラウンド信号を
減算した。
【０１９１】
　動物手術
　Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ（Ｆｒａｎｃｅ）からスイスｎｕ／ｎｕヌードマウスを購
入し、倫理許容番号（ｅｔｈｉｃａｌ　ｐｅｒｍｉｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ）が１２－
０２－３８である、スペインバレンシアにあるＣｅｎｔｒｏ　ｄｅ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａ
ｃｉｏｎ　Ｐｒｉｎｃｉｐｅ　Ｆｅｌｉｐｅによって維持される施設に収容した。このよ
うなヌードマウスをヘルシンキとバレンシア間の協約による共同作業に利用した。すべて
の実験に対して、雄は７～８週となったものを使った。実験はＣＩＰＦ　Ｉｎｓｔｉｔｕ
ｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅから承認を受けた。すべて
の施術は無菌技術を利用して遂行し、すべての物質は滅菌状態であった。生物学的安全キ
ャビネットで外科施術を遂行した、ラミナ流れケージ分離器（ｌａｍｉｎａｒ　ｆｌｏｗ
　ｃａｇｅ　ｉｓｏｌａｔｏｒ）のフィルタが上部に設置されたケージ内に動物たちを収
容した。実験のために、マウスが所望レベルの麻酔に到達するまでマウスをイソフルラン
（ＩｓｏＦｌｏ；Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｎｏｒｔｈ　Ｃｈｉｃａｇ
ｏ、ＩＬ）で満たされたガスチャンバー内に置いた。ピンチテストを使用し、呼吸率を監
視して適切なレベルの麻酔を決めた。引き続き、マウスをチャンバーから除去して全体施
術にかけてイソフルランガスでマスキングした。マウスの背中をエタノールで洗浄した後
、マウスの肩から１ｃｍ２上に（皮下筋肉層を含む）二つの全（ｆｕｌｌ）厚さ傷を生成
した。二つの傷の中の一つを対照区として使い、残りの一つを治療に使った。次に、傷治
癒治療剤を傷上に置いて、各コーナーでスティッチ（ｓｔｉｔｃｈ）によって６－０　Ｖ
ｉｃｒｙｌ（Ｅｔｈｉｃｏｎ／Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊｏｈｎｓｏｎ、Ｓｏｍｅｒｖｉｌ
ｌｅ、ＮＪ）により固定した。ポリウレタン閉塞ドレッシング（Ｔｅｇａｄｅｒｍ；３Ｍ
、Ｓｔ．Ｐａｕｌ、ＭＮ）の一側をドレッシングの上に塗布した。トリミングされた３Ｍ
スポーツバンドをドレッシングの上に置いて６－０　Ｖｉｃｒｙｌスティッチで固定され
るように縫い合わせた。引き続き、防水接着テープ（Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊｏｈｎｓｏ
ｎ、Ｓｋｉｌｌｍａｎ、ＮＪ）を使ってグラフト（ｇｒａｆｔ）を固く囲んでドレッシン
グを固定した。Ｇｅｅｒなど（２００７）により説明される勧告を利用して傷領域を脱水
した。
【０１９２】
　ヒストロジー
　パラフィンを埋没した組織セクションの標準ヘマトキシリンおよびエオシン染色および
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Ｍａｓｓｏｎの３色染色によって組織形態学を分析した。パラフィンに対して、切断され
た皮膚等価物を１０％緩衝ホルマリン（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）に２時間
の間室温で固定した後、エタノール－キシレン洗浄によって脱水した。６０℃で一晩の間
浸潤後に組織をパラフィンに埋没した。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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