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(57)【要約】
　本発明の目的は、早期の骨リモデリングにより骨置換を誘導することができ、且つ荷重
のかかる部位に使用することのできる優れた機械的性質を有するリン酸カルシウム／コラ
ーゲン線維複合体を提供することである。
　前記課題は、リン酸カルシウム結晶とコラーゲン線維とを、８０：２０～２０：８０の
重量比で含む多孔質複合体であって、（１）生体吸収性が傾斜していること、及び（２）
重量法による密度が３００～１５００ｍｇ／ｃｍ３であること、を特徴とする多孔質複合
体によって解決することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リン酸カルシウム結晶とコラーゲン線維とを、８０：２０～２０：８０の重量比で含む
多孔質複合体であって、
（１）生体吸収性が傾斜していること、及び
（２）重量法による密度が３００～１５００ｍｇ／ｃｍ３であること、
を特徴とする多孔質複合体。
【請求項２】
　前記生体吸収性の傾斜が、多孔質複合体の２つの点における、２ｍｍφの円柱状プロー
ブを用いた押し込み試験による強度比であり、歪率３０％における２点の強度比が１．５
倍以上である、請求項１に記載の多孔質複合体。
【請求項３】
　前記生体吸収性の傾斜が、
多孔質複合体の生体吸収性が連続又は不連続に変化し、生体吸収性の速い第１の断片及び
生体吸収性の遅い第２の断片を多孔質複合体から切り出すことができ、そして第１の断片
の生体吸収性と第２の断片の生体吸収性との比が１．５以上である、請求項１に記載の多
孔質複合体。
【請求項４】
　前記生体吸収性がコラゲナーゼによる生分解率であって、
生分解率は、関係式（Ｉ）：
生分解率＝（Ｗ０－Ｗｔ）／Ｗ０ｘ１００（Ｉ）
〔式中、Ｗ０及びＷｔは、多孔質複合体の断片を２ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶液に
より６時間浸漬した場合、又は多孔質複合体の断片を２００ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナー
ゼ溶液により０．５時間浸漬した場合の、浸漬前の乾燥重量（Ｗ０）及び浸漬後の乾燥重
量（Ｗｔ）である〕で表され、
前記第１の断片が、多孔質複合体の生分解率の速い３０重量％の領域から切り出され、第
２の断片が多孔質複合体の生分解率の遅い３０重量％の領域から切り出され、第１の断片
の生分解率に対する第２の断片の生分解率の比が１．５以上である、請求項３に記載の多
孔質複合体。
【請求項５】
　前記生体吸収性が膨潤率であって、
膨潤率は、関係式（ＩＩ）：
膨潤率＝（Ｗｗ－Ｗｄ）／Ｗｄ×１００（ＩＩ）
〔式中、Ｗｄ及びＷｗは、それぞれ、多孔質複合体の断片を、リン酸緩衝溶液により２４
時間浸漬した場合の、浸漬前の乾燥重量（Ｗｄ）及び浸漬後の湿潤重量（Ｗｗ）である〕
で表され、
前記第１の断片が、多孔質複合体の膨潤率の高い３０重量％の領域から切り出され、第２
の断片が多孔質複合体の膨潤率の低い３０重量％の領域から切り出され、第２の断片の膨
潤率に対する第１の断片の膨潤率の比が１．５以上である、請求項３に記載の多孔質複合
体。
【請求項６】
　リン酸カルシウムが、水酸アパタイト、リン酸二水素カルシウム、リン酸二水素カルシ
ウム水和物、リン酸一水素カルシウム、リン酸一水素カルシウム水和物、リン酸八カルシ
ウム、及びリン酸三カルシウムからなる群から選択される少なくとも１種のリン酸カルシ
ウムである、請求項１～５のいずれか一項に記載の多孔質複合体。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の多孔質複合体を含む人工骨。
【請求項８】
　（Ａ）リン酸カルシウム及びコラーゲンを含む多孔体を形成する工程、及び
（Ｂ）前記多孔体に架橋密度を変化させた架橋処理を行うことによって、生体吸収性が１
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．５倍以上異なる多孔質複合体を得る傾斜架橋工程、
を含む、多孔質複合体の製造方法。
【請求項９】
　前記多孔体形成工程（Ａ）が、
（１）リン酸カルシウム、又は表面修飾されたリン酸カルシウムの結晶懸濁液を得る結晶
合成工程、
（２）可溶化コラーゲン溶液中のコラーゲンを線維化し、コラーゲン線維懸濁液を得る、
コラーゲン線維化工程、
（３）前記コラーゲン線維懸濁液とリン酸カルシウム結晶懸濁液とを混合し、リン酸カル
シウム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液を得る、混合工程、及び
（４）前記リン酸カルシウム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液を多孔体に成形する工程、
である、請求項８に記載の多孔質複合体の製造方法。
【請求項１０】
　前記多孔体形成工程（Ａ）が、
リン酸カルシウム／コラーゲン複合繊維と緩衝液との混合によりゲル化させ、多孔体に成
形する工程である、請求項８に記載の多孔質複合体の製造方法。
【請求項１１】
　前記傾斜架橋工程（Ｂ）における架橋がグルタルアルデヒド気相蒸着法による架橋であ
って、多孔体へのグルタルアルデヒドガスの拡散量を変化させることにより、生体吸収性
が１．５倍以上異なる多孔質複合体を作製する、請求項８～１０のいずれか一項に記載の
多孔質複合体の製造方法。
【請求項１２】
　前記傾斜架橋工程（Ｂ）における架橋が、放射線照射架橋であって、湿潤環境下におい
て多孔体への放射線照射量を変化させることにより、生体吸収性が１．５倍以上異なる多
孔質複合体を作製する、
請求項８～１０のいずれか一項に記載の多孔質複合体の製造方法。
【請求項１３】
　前記リン酸カルシウム結晶が、ビニル基が導入されたものである、請求項１２に記載の
多孔質複合体の製造方法。
【請求項１４】
　前記リン酸カルシウムが、水酸アパタイト、リン酸二水素カルシウム、リン酸二水素カ
ルシウム水和物、リン酸一水素カルシウム、リン酸一水素カルシウム水和物、リン酸八カ
ルシウム、及びリン酸三カルシウムからなる群から選択される少なくとも１種のリン酸カ
ルシウムである、請求項８～１３のいずれか一項に記載の多孔質複合体の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体吸収性の傾斜した多孔質複合体及びそれを用いた人工骨、並びにそれら
の製造方法に関する。本発明によれば、生体内で強度を損なわずに骨組織再生を促進する
人工骨を提供することができる。
【背景技術】
【０００２】
　骨組織はコラーゲン及び水酸アパタイトがナノレベルで相互作用し、コラーゲン線維に
沿って水酸アパタイトが整列し、更にその集合体が階層構造を形成している。この階層構
造とコラーゲン同士の相互作用により、極めて優れた力学特性を示すものである。
【０００３】
　骨組織が欠損した場合の治療法としては、患者自身の腸骨や脾骨等を使用する自家骨移
植が主流である。しかし、自家骨移植は二次手術が必要なため、患者への負担が大きく、
更に、摘出部位における感染が生じる場合がある。また、自家骨の採取量も限られるため
、自家骨の代わりに人工骨を用いる方法や、自家骨の不足する部分を人工骨による補填材
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により補充する方法が試みられている。
【０００４】
　従来、人工骨としては、骨伝導能を有するリン酸カルシウムからなるセラミックス系人
工骨が使用されていたが、セラミックス特有の脆性による術後の破損やハンドリングの悪
さが臨床現場で指摘されていた。更に、人工骨は、生体適合性及び骨伝導性などの生理学
的性質が必要である。すなわち、自家骨は吸収と再生という代謝を繰り返すのに対し、ア
パタイトからなる人工骨は生体内でほとんど溶解しないため、生体内に半永久的に残存す
る。骨再生に用いられる人工骨には、骨親和性に加えて、骨組織と融合し、骨再生を積極
的に促す効果も必要である。従って、生体適用後徐々に吸収され、骨再生サイクルに取り
込まれて自身の骨に置換していくための、骨伝導性や生体活性が求められる。
【０００５】
　この観点から、リン酸カルシウムにコラーゲンを加えたリン酸カルシウム／コラーゲン
複合体が、骨再生用の人工骨として期待されている。リン酸カルシウム／コラーゲン複合
体は骨伝導能をもち、これまでのセラミックスにはない柔軟性を示すことから、骨再生の
足場材料としての実用化研究が検討されている。しかしながら従来のアパタイトからなる
材料と比較すると、柔らかすぎるため、わずかの荷重により容易に変形するために、骨再
生のテンプレートとして荷重部位には適用しにくいという問題があった。
【０００６】
　このようなリン酸カルシウム／コラーゲン複合体の開発には、骨再生の足場として骨伝
導性を重視する方向性と、骨再生のテンプレートとして機械的強度を重視する２つの方向
性がある。例えば、前者のリン酸カルシウム／コラーゲン複合体として、乾燥させたアパ
タイト／コラーゲン複合体線維にγ線を照射して、強度の半減期を短く調整した多孔体が
開示されている（特許文献１）。一方、コラーゲン線維の濃度を上昇させ、密度を１３０
～６００ｍｇ／ｃｍ３と高めることにより、生体骨に近い強い強度や弾性などの機械的性
質が優れたリン酸カルシウム／コラーゲン線維複合体が開示されている（特許文献２）。
　しかしながら、骨再生の足場として、骨リモデリングにより早期に骨置換を起こすこと
が可能で、且つ荷重のかかる部位に使用することのできる優れた機械的性質を有するリン
酸カルシウム／コラーゲン複合体は開発されていなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２００９－１３２６０１号公報
【特許文献２】特開２０１０－２７３８４７号公報
【特許文献３】特開２００１－２８６４９４号公報
【特許文献４】特開２００８－１８１６３号公報
【特許文献５】特開２００７－９８１１８号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明者は、生体吸収性が１．５倍以上異なる第１の断片と第２の断片を切り出すこと
のできる多孔質複合体により、骨組織の再生において、早期の骨リモデリングにより骨置
換を誘導することができ、且つ荷重のかかる部位に使用することのできる優れた機械的性
質を有するリン酸カルシウム／コラーゲン線維複合体が得られることを見出した。
　従来のリン酸カルシウム／コラーゲン複合体は、前記のように骨再生の足場として骨伝
導性を重視するもの、又は骨再生のテンプレートとして機械的強度を重視するものであっ
た。すなわち、骨置換の誘導と、機械的強度とを満足する人工骨用のリン酸カルシウム／
コラーゲン複合体は存在しなかった。
　コラーゲンを用いないアパタイト又はリン酸カルシウム系の人工骨においては、気孔率
の異なる部分を組み合わせた人工骨（特許文献３）、又は気孔率が傾斜化している人工骨
（特許文献４）が開示されている。しかしながら、これらの人工骨は、骨置換を誘導する
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ための生体吸収性を考慮したものではなかった。
　本発明の目的は、早期の骨リモデリングにより骨置換を誘導することができ、且つ荷重
のかかる部位に使用することのできる優れた機械的性質を有するリン酸カルシウム／コラ
ーゲン線維複合体を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、骨組織の再生において、早期の骨リモデリングにより骨置換を誘導する
ことができ、且つ荷重のかかる部位に使用することのできる優れた機械的性質を有するリ
ン酸カルシウム／コラーゲン複合体について鋭意、研究を進めた結果、多孔質複合体にお
ける生体吸収性を連続又は不連続に変化させることにより、前記課題を解決できることを
見出した。すなわち、生体吸収性が傾斜している多孔質複合体が、人工骨に有用であるこ
とを見出した。更に、本発明者は、生体吸収性の傾斜が架橋によって制御することが可能
であることを見出した。例えば、グルタルアルデヒドが揮発及び拡散することを利用した
グルタルアルデヒド気相蒸着法を用いることにより、架橋密度の傾斜を制御できることを
見出した。また、放射線照射は物質透過性に優れているため、物質内部まで均質な反応が
可能であるが、テーパーした部材を用いてγ線の透過量を制御することで架橋密度の傾斜
制御ができることを見出した。そしてこれらの架橋法により、生体吸収性が傾斜している
多孔質複合体を製造することができることを見出した。
　本発明は、こうした知見に基づくものである。
【００１０】
　すなわち、本発明は、
［１］リン酸カルシウム結晶とコラーゲン線維とを、８０：２０～２０：８０の重量比で
含む多孔質複合体であって、
（１）生体吸収性が傾斜していること、及び
（２）重量法による密度が３００～１５００ｍｇ／ｃｍ３であること、
を特徴とする多孔質複合体、
［２］前記生体吸収性の傾斜が、多孔質複合体の２つの点における、２ｍｍφの円柱状プ
ローブを用いた押し込み試験による強度比であり、歪率３０％における２点の強度比が１
．５倍以上である、［１］に記載の多孔質複合体、
［３］前記生体吸収性の傾斜が、多孔質複合体の生体吸収性が連続又は不連続に変化し、
生体吸収性の速い第１の断片及び生体吸収性の遅い第２の断片を多孔質複合体から切り出
すことができ、そして第１の断片の生体吸収性と第２の断片の生体吸収性との比が１．５
以上である、［１］に記載の多孔質複合体、
［４］前記生体吸収性がコラゲナーゼによる生分解率であって、生分解率は、関係式（Ｉ
）：
生分解率＝（Ｗ０－Ｗｔ）／Ｗ０×１００（Ｉ）
〔式中、Ｗ０及びＷｔは、多孔質複合体の断片を２ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶液に
より６時間浸漬した場合、又は多孔質複合体の断片を２００ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナー
ゼ溶液により０．５時間浸漬した場合の、浸漬前の乾燥重量（Ｗ０）及び浸漬後の乾燥重
量（Ｗｔ）である〕で表され、前記第１の断片が、多孔質複合体の生分解率の速い３０重
量％の領域から切り出され、第２の断片が多孔質複合体の生分解率の遅い３０重量％の領
域から切り出され、第１の断片の生分解率に対する第２の断片の生分解率の比が１．５以
上である、［３］に記載の多孔質複合体、
［５］前記生体吸収性が膨潤率であって、膨潤率は、関係式（ＩＩ）：
膨潤率＝（Ｗｗ－Ｗｄ）／Ｗｄ×１００（ＩＩ）
〔式中、Ｗｄ及びＷｗは、それぞれ、多孔質複合体の断片を、リン酸緩衝溶液により２４
時間浸漬した場合の、浸漬前の乾燥重量（Ｗｄ）及び浸漬後の湿潤重量（Ｗｗ）である〕
で表され、前記第１の断片が、多孔質複合体の膨潤率の高い３０重量％の領域から切り出
され、第２の断片が多孔質複合体の膨潤率の低い３０重量％の領域から切り出され、第２
の断片の膨潤率に対する第１の断片の膨潤率の比が１．５以上である、［３］に記載の多
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孔質複合体、
［６］リン酸カルシウムが、水酸アパタイト、リン酸二水素カルシウム、リン酸二水素カ
ルシウム水和物、リン酸一水素カルシウム、リン酸一水素カルシウム水和物、リン酸八カ
ルシウム、リン酸三カルシウム、及びリン酸四カルシウムからなる群から選択される少な
くとも１種のリン酸カルシウムである、［１］～［５］のいずれかに記載の多孔質複合体
、
［７］［１］～［６］のいずれかに記載の多孔質複合体を含む人工骨、
［８］（Ａ）リン酸カルシウム及びコラーゲンを含む多孔質複合体を形成する工程、及び
（Ｂ）前記多孔質複合体に架橋密度を変化させた架橋処理を行うことによって、生体吸収
性が１．５倍以上異なる多孔質複合体を得る傾斜架橋工程、
を含む、多孔質複合体の製造方法、
［９］前記多孔質複合体形成工程（Ａ）が、（１）リン酸カルシウム、又は表面修飾され
たリン酸カルシウムの結晶懸濁液を得る結晶合成工程、（２）可溶化コラーゲン溶液中の
コラーゲンを線維化し、コラーゲン線維懸濁液を得る、コラーゲン線維化工程、（３）前
記コラーゲン線維懸濁液とリン酸カルシウム結晶懸濁液とを混合し、リン酸カルシウム結
晶／コラーゲン線維混合懸濁液を得る、混合工程、（４）前記リン酸カルシウム結晶／コ
ラーゲン線維混合懸濁液を多孔体に成形する工程である、［８］に記載の多孔質複合体の
製造方法、
［１０］前記多孔体形成工程（Ａ）が、
リン酸カルシウム／コラーゲン複合繊維と緩衝液との混合によりゲル化させ、多孔体に成
形する工程である、［８］に記載の多孔質複合体の製造方法、
［１１］前記傾斜架橋工程（Ｂ）における架橋がグルタルアルデヒド気相蒸着法による架
橋であって、多孔体へのグルタルアルデヒドガスの拡散量を変化させることにより、生体
吸収性が１．５倍以上異なる多孔質複合体を作製する、［８］～［１０］のいずれかに記
載の多孔質複合体の製造方法、
［１２］前記傾斜架橋工程（Ｂ）における架橋が、放射線照射架橋であって、湿潤環境下
において多孔体への放射線照射量を変化させることにより、生体吸収性が１．５倍以上異
なる多孔質複合体を作製する、［８］～［１０］のいずれかに記載の多孔質複合体の製造
方法、
［１３］前記リン酸カルシウム結晶が、ビニル基が導入されたものである、［１２］に記
載の多孔質複合体の製造方法、
［１４］前記リン酸カルシウムが、水酸アパタイト、リン酸二水素カルシウム、リン酸二
水素カルシウム水和物、リン酸一水素カルシウム、リン酸一水素カルシウム水和物、リン
酸八カルシウム、リン酸三カルシウム、及びリン酸四カルシウムからなる群から選択され
る少なくとも１種のリン酸カルシウムである、［８］～［１３］のいずれかに記載の多孔
質複合体の製造方法、
に関する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明の多孔質複合体によれば、骨組織の再生において、早期の骨リモデリングにより
骨置換を誘導することができ、且つ優れた機械的特性により荷重のかかる部位に使用する
ことができる。すなわち、生体硬組織と類似した組成及び物性を有するため、生体内に移
植すると骨リモデリングに伴い早期に骨置換が生じる空間と長期にわたり生体内に残り周
囲に骨組織を再生させる空間を制御することで、生体内で強度を損なわず骨組織再生を促
進する傾斜機能を実現する材料である。本発明の多孔質複合体は、骨補填材料又は再生医
療用足場材料などの生体材料として用いることができる。また、多孔質複合体を用いた本
発明の人工骨によれば、骨欠損部位において、骨組織や骨髄組織を再生させることが可能
である。
　また本発明の多孔質複合体の製造方法によれば、リン酸カルシウム／コラーゲン線維複
合体の架橋を制御することによって、骨置換の誘導と、機械的強度とを満足する人工骨用
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のリン酸カルシウム／コラーゲン線維複合体を製造することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】グルタルアルデヒド気相蒸着法による、多孔体への傾斜架橋の導入を模式的に表
した図である。
【図２】放射線照射法による、多孔体への傾斜架橋の導入を模式的に表した図である。
【図３】トリメトキシビニルシランにより水酸アパタイトに導入されたトリメトキシ基を
、赤外線スペクトル分析で調べたグラフである。
【図４】水酸アパタイトの表面におけるトリメトキシ基の導入を模式的に表した図である
。
【図５】湿潤環境下でのγ線照射により、多孔質複合体の圧縮強度が上昇することを示し
た図である。
【図６】湿潤環境下でのγ線照射の量を増加させることにより、４０％歪率、５０％歪率
、及び６０％歪率における圧縮強度が顕著に向上することを示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
［１］多孔質複合体
　本発明の多孔質複合体は、リン酸カルシウム結晶とコラーゲン線維とを、８０：２０～
２０：８０の重量比で、含む多孔質複合体であって、（１）生体吸収性が傾斜しているこ
と、（２）重量法による密度が３００～１５００ｍｇ／ｃｍ３であること、を特徴とし、
好ましくは、前記生体吸収性の傾斜は、多孔質複合体の生体吸収性が連続又は不連続に変
化し、生体吸収性の速い第１の断片及び生体吸収性の遅い第２の断片を多孔質複合体から
切り出すことができ、そして第１の断片の生体吸収性と第２の断片の生体吸収性との比が
１．５以上であることである。
　生体吸収性の傾斜は、多孔質複合体の特定の２つの点における生体吸収性の比で表すこ
とができるが、好ましくは２倍以上であり、より好ましくしくは３倍以上であり、より好
ましくは５倍以上であり、最も好ましくは１０倍以上である。また、上限は特に限定され
るものではないが、１０００倍以下が好ましい。
【００１４】
（リン酸カルシウム結晶）
　リン酸カルシウム結晶に用いることのできるリン酸カルシウムとしては、Ｃａ（Ｈ２Ｐ
Ｏ４）２、Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２・Ｈ２Ｏ、ＣａＨＰＯ４、ＣａＨＰＯ４・２Ｈ２Ｏ、Ｃ
ａ３（ＰＯ４）２、Ｃａ３（ＰＯ４）２・２Ｈ２Ｏ、Ｃａ８Ｈ２（ＰＯ４）６・５Ｈ２Ｏ
、Ｃａ３（ＰＯ４）２、Ｃａ１０（ＰＯ４）６（ＯＨ）２、Ｃａ４Ｏ（ＰＯ４）２、Ｃａ
Ｐ４Ｏ１１、Ｃａ（ＰＯ３）２、Ｃａ２Ｐ２Ｏ７、等の１群の化合物を挙げることができ
るが、特には、水酸アパタイト、リン酸二水素カルシウム、リン酸二水素カルシウム水和
物、リン酸一水素カルシウム、リン酸一水素カルシウム水和物、リン酸一水素カルシウム
水和物、リン酸八カルシウム、又はリン酸三カルシウムが好ましく、水酸アパタイトが最
も好ましい。水酸アパタイトは、生体骨の成分の６０～８０％を占めるリン酸カルシウム
の１種であり、Ｃａ１０（ＰＯ４）６（ＯＨ）２の組成式で示される化合物を基本成分と
する。水酸アパタイトのＣａ成分の一部分は、Ｓｒ、Ｂａ、Ｍｇ、Ｆｅ、Ａｌ、Ｙ、Ｌａ
、Ｎａ、Ｋ、Ｈ等から選ばれる１種以上で置換されてもよく、また（ＰＯ４）成分の一部
分が、ＶＯ４、ＢＯ３、ＳＯ４、ＣＯ３、ＳｉＯ４等から選ばれる１種以上で置換されて
もよく、更に、（ＯＨ）成分の一部分が、Ｆ、Ｃｌ、Ｏ、ＣＯ３等から選ばれる１種以上
で置換されてもよい。また、これらの各成分の一部が欠損していてもよい。
　上記のリン酸カルシウム結晶として、水酸アパタイトとリン酸三カルシウムや、水酸ア
パタイトとリン酸一水素カルシウムや、水酸アパタイトとリン酸八カルシウムなどの１種
以上のリン酸カルシウム結晶を含有していてもよい。
【００１５】
（コラーゲン）
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　コラーゲンは、２８種類程度の分子種の異なるものが、哺乳動物、及び魚類を含む広範
な動物の生体組織中に存在することが知られている。本発明の多孔質複合体に用いること
のできるコラーゲンは、その出発原料とする動物の種、組織部位、年齢等は特に限定され
ないが、哺乳動物（例えば、ウシ、ブタ、ウマ、ウサギ、ネズミ等）若しくは鳥類（例え
ば、ニワトリ等）の皮膚、骨、軟骨、腱、臓器等から得られるコラーゲン、又は魚類（例
えば、タラ、ヒラメ、カレイ、サケ、マス、マグロ、サバ、タイ、イワシ、サメ、ティラ
ピア等）の皮、骨、軟骨、ひれ、鱗、臓器等から得られるコラーゲンタンパク質を用いる
ことができる。更には、前記の動物組織からの抽出ではなく、遺伝子組み替え技術によっ
て人工的に得られたコラーゲンを用いてもよい。特には、生体内に移植する人工骨として
使用することを考えた場合、人畜共通ウイルスなどの病原体の存在しない魚類由来のコラ
ーゲンを用いることが好ましい。また、放射線による架橋では、コラーゲン同士、又はコ
ラーゲン―アパタイト界面の立体的距離が重要であるため、コラーゲンを高密度に濃縮で
きるウロココラーゲンが好ましい。
【００１６】
　コラーゲンには、Ｉ型コラーゲンからVIII型の分子種が知られており、I、II、III、及
びＶ型コラーゲンが線維型コラーゲンである。コラーゲンのアミノ酸配列は、グリシンが
３残基ごとに繰り返す一次構造を有しており、この繰り返し配列は、コラーゲン様配列と
呼ばれ、コラーゲンタンパク質の特徴である。本発明で用いることのできるコラーゲンは
、前記の線維型コラーゲンに限定されるが、コラーゲン中のアミノ酸残基を、アセチル化
、コハク化、マレイル化、フタル化、ベンゾイル化、エステル化、アミド化、グアニジノ
化等といった化学修飾したものを用いることもできる。
【００１７】
（重量比）
　本発明の多孔質複合体に含まれるリン酸カルシウム結晶とコラーゲンとの重量比は、好
ましくは８０：２０～２０：８０であり、より好ましくは、８０：２０～５０：５０であ
り、最も好ましくは、８０：２０～７０：３０である。コラーゲンが２０重量％未満であ
る（リン酸カルシウム結晶が８０重量％を超える）と多孔質複合体は、脆性が顕著になり
、コラーゲンが８０重量％を超える（リン酸カルシウム結晶が２０重量％未満である）と
、多孔質複合体は弱くなり、機械的強度が不足する。換言すると、リン酸カルシウム結晶
とコラーゲンとの重量比が、８０：２０～２０：８０であることにより、人工骨として曲
げ破断歪み、及び曲げ弾性率などの機械的強度に優れ、且つ生体吸収性の優れた多孔質複
合体を得ることができる。
　リン酸カルシウム結晶とコラーゲンとの重量比は、多孔質複合体中のリン酸カルシウム
結晶とコラーゲンの重量比を分析することによって測定可能であるが、多孔質複合体の製
造工程におけるリン酸カルシウム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液に含まれるリン酸カル
シウムとコラーゲンの重量比によっても、規定することができる。
【００１８】
（生体吸収性）
　本発明の多孔質複合体は、リン酸カルシウム結晶及びコラーゲン線維が複合化されたも
のであるが、生体吸収性が連続又は不連続に変化することに特徴を有している。生体吸収
性が変化することによって、１つの複合体の中に、早期に骨置換が生じる部分と、機械的
特性に優れ、長期にわたり生体内に残り周囲に骨組織を再生する部分が存在することがで
きる。すなわち、生体吸収性が連続又は不連続に変化することによって、骨置換の誘導と
、機械的強度とを満足する人工骨用のリン酸カルシウム結晶／コラーゲン線維複合体を得
ることができる。特に生体吸収性の優れている部分は、一般的に骨置換の誘導が優れてお
り、生体吸収性に耐性のある部分は、機械的強度が優れている。
【００１９】
　生体吸収性を示す指標は、特に限定されるものではなく、例えば強度（例えば、押し込
み試験による強度、曲げ破断歪み、及び曲げ弾性率）、密度、架橋密度、膨潤度、気孔率
、気孔径、連通孔径又はコラゲナーゼによる生分解率などの指標で表わすことが可能であ
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るが、特には、押し込み試験による強度、膨潤度、又はコラゲナーゼによる生分解率が好
ましい。
　リン酸カルシウム結晶及びコラーゲン線維が、均一に、そして同じ条件で複合化された
場合、一般的に１つの多孔質複合体の中で生体吸収性は変化しない。生体吸収性の変化は
、多孔質複合体の製造条件によって誘導されるが、特には後述の架橋条件によって達成す
ることができる。この架橋条件を、押し込み試験による強度、膨潤度、又はコラゲナーゼ
による生分解率が反映しており、従って生体吸収性を示す指標として、この３つの指標が
好ましい。
【００２０】
　「生体吸収性が連続に変化する」多孔質複合体は、多孔質複合体の製造条件を連続的に
変化させることによって、得ることができる。例えば、後述のように多孔質複合体の架橋
密度を連続的に変化させることによって、得ることができる。
　「生体吸収性が不連続に変化する」多孔質複合体は、例えば製造条件を変えて得られた
生体吸収性の異なる多孔質複合体を、積層させることによっても得ることができる。また
、後述のように多孔質複合体の架橋密度を不連続に変化させることによっても得ることが
できる。
【００２１】
　本発明の多孔質複合体から、生体吸収性が１．５倍以上異なる少なくとも２つの断片、
すなわち生体吸収性の速い第１の断片及び生体吸収性の遅い第２の断片を切り出すことが
できる。この第１の断片及び第２の断片は、生体吸収性が１．５倍以上異なる限り、多孔
質複合体の任意の領域から切り出すことができる。例えば、生体吸収性の異なる多孔質複
合体を積層させることによって得られた多孔質複合体の場合、積層させたそれぞれの多孔
質複合体から、それぞれ第１の断片及び第２の断片を得ることができる。また、「生体吸
収性が連続に変化する」多孔質複合体においても、製造者は、例えばグルタルアルデヒド
気相蒸着法による架橋、又は放射線照射による架橋の条件を制御できるため、多孔質複合
体から生体吸収性が１．５倍以上異なる第１の断片及び第２の断片を、的確に切り出すこ
とが可能である。
　更に、多孔質複合体の製造者でない場合であっても、後述のように多孔質複合体の生体
吸収性の速い第１の断片が含まれる領域、及び生体吸収性の遅い第２の断片が含まれる領
域を同定することは容易である。従って、同定されたそれらの領域から第１の断片及び第
２の断片を切り出すことができる。
【００２２】
　一方、押し込み試験による強度比を用いる場合は、２つの断片を多孔質複合体から切り
出すことなしに、押し込み試験を行うことができる。すなわち、２つの断片の切り出しを
せずに、生体吸収性の傾斜を測定することが可能である。
【００２３】
（押し込み試験による強度比）
　生体吸収性を示す指標の１つである押し込み試験における強度比は、以下のように測定
することができる。得られた多孔質複合体のいくつかの部位の機械強度を、押し込み試験
機により測定する。それぞれの部位の強度のうちの、２点の強度を比較することにより、
強度比を得ることができる。
　押し込み試験の方法は、通常の方法を用いることができ、限定されるものではないが、
以下の方法によって行うことができる。
　多孔質複合体を、ダルベッコスリン酸緩衝溶液に浸し、テクスチャーアナライザー（Ｔ
Ａ－ＸＴｐｌｕｓ）を用い、押し込み試験を行う。シリンダーとして、Ｐ／２の２ｍｍφ
の円柱状プローブを用い、多孔質複合体の任意の数点（例えば、５点）において、測定を
行う。得られた機械強度を用いて、例えば歪量３０％における強度比が１．５倍以上が観
測された。
【００２４】
　多孔質複合体における機械強度は、限定されるものではないが、好まししくは１Ｎ～１
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６００Ｎであり、より好ましくは１００Ｎ～１０００Ｎであり、更に好ましくは３００Ｎ
～５００Ｎである。
　多孔質複合体の２点の強度比は、１．５倍以上であれば限定されるものではないが、好
ましくは２．０倍以上であり、更に好ましくは５．０倍以上である。上限は限定されるも
のではないが、１０倍以下が好ましい。
【００２５】
（コラゲナーゼによる生分解率）
　生体吸収性を示す指標の１つであるコラゲナーゼによる生分解率は、以下の関係式（Ｉ
）によって、計算することができる。
関係式（Ｉ）：
生分解率＝（Ｗ０－Ｗｔ）／Ｗ０×１００（Ｉ）
〔式中、Ｗ０及びＷｔは、多孔質複合体の断片を２ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶液に
より６時間浸漬した場合、又は多孔質複合体の断片を２００ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナー
ゼ溶液により０．５時間浸漬した場合の、浸漬前の乾燥重量（Ｗ０）及び浸漬後の乾燥重
量（Ｗｔ）である〕
　前記関係式（Ｉ）により、多孔質複合体から切り出された第１の断片及び第２の断片の
生分解率を求めることによって、生体吸収性が１．５倍以上異なるか否かを判断すること
ができる。
【００２６】
　具体的なコラゲナーゼによる処理は、例えば以下のように行うことができる。
　多孔質複合体から、約１０ｍｇの試料片（断片；０．１×０．１×１．０ｃｍ）を、生
検トレパンにより採取する。コラゲナーゼ２．０ｕｎｉｔｓ（０．０１ｍｇ）／ｍＬ、又
は２００ｕｎｉｔｓ（１ｍｇ）／ｍＬを含むダルベッコスリン酸緩衝溶液（ｐＨ７．２）
を作製し、マルチウェルプレート内に静置した試料片（断片）に対して３ｍＬずつ加える
。３７℃のバイオシェーカー内にマルチウェルプレートを入れ、５０ｒｐｍで振盪しなが
ら６時間（２．０ｕｎｉｔｓ）又は０．５時間（２００ｕｎｉｔｓ）反応させる。反応後
、試料片を取り出し、純水で１時間洗浄する。洗浄した試料片をディープフリーザー内で
、－２０℃で凍結した後、凍結乾燥する。得られた試料の乾燥重量を測定し、前記関係式
（Ｉ）によって、生分解率を求める。基本的に、２．０ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶
液により６時間浸漬した場合の生分解率により、生体吸収性の判断を行う。しかしながら
、第１の断片及び第２の断片の生分解率がいずれも５％以下で、ほとんど分解されない場
合は、２００ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶液により０．５時間浸漬した場合の生分解
率により生体吸収性の判断を行う。
　更に、前記のいずれかの条件においても、第１の断片及び第２の断片の生分解率がいず
れも５％以下、又は９５％以上で、生分解率の差がない場合は、２．０ｕｎｉｔ／ｍＬ又
は２００ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶液の条件で、浸漬時間を０．５～２４時間の任
意の時間に調整し、生分解率の差を求めるここともできる。
【００２７】
　コラゲナーゼによる生分解率の測定において、多孔質複合体の生体吸収性の速い第１の
断片が含まれる領域、及び生体吸収性の遅い第２の断片が含まれる領域は、事前に多孔質
複合体の全体の生分解性を測定することによって、同定することができる。例えば、多孔
質複合体の全体の生分解性を測定し、多孔質複合体の生分解率の速い１０～３０重量％の
領域（Ａ）を第１の断片を切り出す領域とし、そして多孔質複合体の生分解率の遅い１０
～３０重量％の領域（Ｂ）を第２の断片を切り出す領域と決定することができる。ここで
、領域（Ａ）及び領域（Ｂ）以外の領域は、生分解率の中程度の領域（Ｃ）である。
【００２８】
　また、領域（Ａ）は、多孔質複合体における生分解率の速い１０～３０重量％の領域で
あることができるが、生分解率の速い２０重量％の領域が好ましく、生分解率の速い３０
重量％の領域がより好ましい。
　本明細書において、領域（Ａ）から切り出された１つの第１の断片と、領域（Ｂ）から
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切り出された１つの第２の断片との少なくとも１つの組み合わせで、生分解率が１．５倍
以上異なれば、本発明の効果を得ることができる。すなわち、１つの多孔質複合体におい
て、最大で生分解率が１．５倍以上異なる第１の断片と第２の断片とを切り出すことが可
能であれば、本発明の効果を得ることができる。しかしながら、領域（Ａ）から切り出さ
れた任意の第１の断片と、領域（Ｂ）から切り出された任意の第２の断片の組み合わせで
生分解率が１．５倍以上異なることが最も好ましい。
【００２９】
　具体的な、領域（Ａ）及び領域（Ｂ）の決定は、以下のように行うことができる。
　コラゲナーゼ２．０ｕｎｉｔｓ（０．０１ｍｇ）／ｍＬ、又は２００ｕｎｉｔｓ（１，
０ｍｇ）／ｍＬを含むｐＨ７．２のダルベッコスリン酸緩衝溶液を作製し、多孔質複合体
の試料の体積に応じて、適量の溶液を添加する。例えば、試料の体積に対して、約５０倍
量の溶液を添加する。試料及び溶液を、３７℃のバイオシェーカー内に入れ、５０ｒｐｍ
で振盪しながら１、３、１２、１８、２４時間反応させる。反応後、試料を取り出し、純
水で１時間洗浄する。試料を－２０℃のディープフリーザー内で凍結し、凍結乾燥を行う
。得られた試料の乾燥重量を測定し、一般式（Ｉ）から生分解率を求める。
生分解率＝（Ｗ０－Ｗｔ）／Ｗ０×１００（Ｉ）
　１～２４時間の生分解率から、生分解率の速い１０～３０重量％の領域（Ａ）及び生分
解率の遅い１０～３０重量％の領域（Ｂ）を決定することができる。
【００３０】
　多孔質複合体の第１の断片及び第２の断片の重量は、生分解率を測定できる重量であれ
ば、特に限定されることはないが、５～３０ｍｇが好ましく、５～２０ｍｇがより好まし
く、約１０ｍｇが最も好ましい。また、第１の断片及び第２の断片の重量は、異なる重量
でも生分解率を測定することが可能であるが、およそ同じ重量が好ましい。異なる重量の
場合は、重量の差は、５ｍｇ以下が好ましく、２ｍｇ以下がより好ましい。
【００３１】
　また、多孔質複合体の第１の断片及び第２の断片の形状も、生分解率を測定できる形状
であれば、特に限定されることはないが、立方体（正六面体）、直方体、角柱（例えば、
直角柱）、又は円柱などの形状の断片を用いることができる。例えば、実施例で使用して
いる生検トレパンを用いた場合は、円柱状の形状の断片を得ることができる。また、図１
において、生体吸収性に耐性のある部分（架橋の進んだ部分（２１））と生体吸収性の優
れた部分（架橋の進んでない部分（２２））の断片を切り出し、コラゲナーゼによる生分
解率の測定を行うことができる。
【００３２】
　生分解率の測定に用いるコラゲナーゼは、特に限定されるものではないが、クロストリ
ジウム属由来のコラゲナーゼを用いることができる。
【００３３】
　早期に骨置換が生じる部分、すなわち生体吸収性の良い部分の生分解率は、特に限定さ
れるものではないが、２．０ｕｎｉｔ／ｍＬのコラゲナーゼ溶液で６時間処理した場合の
条件で、好ましくは４０％以上であり、より好ましくは５０％以上であり、最も好ましく
は６０％以上である。コラーゲンのよる生分解率が４０％以上であると、生体吸収性がよ
く、骨再生時における骨置換が早期に生じ、骨再生が進みやすいからである。
　一方、機械的強度を有する部分の生分解率は、特に限定されるものではないが、好まし
くは３０％以下であり、より好ましくは１５％以下であり、最も好ましくは５％以下であ
る。コラーゲンの生分解率が３０％以下であることにより、生体親和性を有し、骨置換を
可能にしながら、一定の機械的強度を有しており、長期にわたり生体内に残り周囲に骨組
織を再生させる領域を提供することができる。
【００３４】
　更に生体吸収性の良い部分の生分解率と、機械的強度を有する部分の生分解率との差は
、１．５倍以上であれば特に限定されるものではないが、好ましくは２倍以上であり、よ
り好ましくは５倍以上であり、最も好ましくは１０倍以上である。また、上限は特に限定
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されるものではないが、１０００倍以下が好ましい。生体吸収性の良い部分の生分解率と
、機械的強度を有する部分の生分解率との差が１．５倍以上であることによって、骨置換
の誘導と、機械的強度とをバランスよく満足する人工骨を得ることができる。
【００３５】
（膨潤度）
　生体吸収性を示す指標の１つであるコラゲナーゼによる生分解率は、以下の関係式（Ｉ
Ｉ）によって、計算することができる。
関係式（ＩＩ）
膨潤率＝（Ｗｗ－Ｗｄ）／Ｗｄ×１００（ＩＩ）
〔式中、Ｗｄ及びＷｗは、それぞれ、多孔質複合体の断片を、リン酸緩衝溶液により２４
時間浸漬した場合の、浸漬前の乾燥重量（Ｗｄ）及び浸漬後の湿潤重量（Ｗｗ）である〕
　前記関係式（ＩＩ）により、多孔質複合体から切り出された第１の断片及び第２の断片
の膨潤率を求めることによって、生体吸収性が１．５倍以上異なるか否かを判断すること
ができる。
【００３６】
　具体的な膨潤度は、特に限定されるものではないが、以下の方法によって測定すること
ができる。
　多孔質複合体から約１０ｍｇの試料片（断片）を採取する。試料片（断片）をダルベッ
コス社製のリン酸緩衝溶液１０ｍＬに含浸させる。含浸後、３７℃で２４時間静置する。
その後、試料を速やかに取り出し、キムワイプ上で２分間静置後、重量を計測する。得ら
れた試料の重量から、前記関係式（ＩＩ）に従い、膨潤率を求める。
【００３７】
　膨潤率の測定において、多孔質複合体の生体吸収性の速い第１の断片が含まれる領域、
及び生体吸収性の遅い第２の断片が含まれる領域は、事前に多孔質複合体の全体の膨潤率
を測定することによって、同定することができる。例えば、多孔質複合体の全体の膨潤率
を測定し、多孔質複合体の膨潤率の高い１０～３０重量％の領域（Ａ）を第１の断片を切
り出す領域とし、そして多孔質複合体の膨潤率の低い１０～３０重量％の領域（Ｂ）を第
２の断片を切り出す領域と決定することができる。ここで、領域（Ａ）及び領域（Ｂ）以
外の領域は、膨潤率の中程度の領域（Ｃ）である。
【００３８】
　また、領域（Ａ）は、多孔質複合体における膨潤率の高い１０～３０重量％の領域であ
ることができるが、膨潤率の高い２０重量％の領域が好ましく、膨潤率の高い３０重量％
の領域がより好ましい。
　本明細書において、領域（Ａ）から切り出された１つの第１の断片と、領域（Ｂ）から
切り出された１つの第２の断片との少なくとも１つの組み合わせで、膨潤率が１．５倍以
上異なれば、本発明の効果を得ることができる。すなわち、１つの多孔質複合体において
、最大で膨潤率が１．５倍以上異なる第１の断片と第２の断片とを切り出すことが可能で
あれば、本発明の効果を得ることができる。しかしながら、領域（Ａ）から切り出された
任意の第１の断片と、領域（Ｂ）から切り出された任意の第２の断片の組み合わせで膨潤
率が１．５倍以上異なることが最も好ましい。
【００３９】
　具体的な、領域（Ａ）及び領域（Ｂ）の決定は、以下のように行うことができる。
　ダルベッコス社製のリン酸緩衝溶液に多孔質複合体を、例えば４つの部分に分割して含
浸させる。多孔質複合体の試料の体積に応じて、適量のリン酸緩衝溶液の量を調整する。
例えば、それぞれの試料の体積に対して、約５０倍量の溶液を添加する。試料及び溶液を
、３７℃で２４時間静置する。得られた試料と、含浸を行っていない試料を比較し、膨潤
率の高い１０～３０重量％の領域（Ａ）及び膨潤率の低い１０～３０重量％の領域（Ｂ）
を決定することができる。
【００４０】
　多孔質複合体の第１の断片及び第２の断片の重量は、膨潤率を測定できる重量であれば
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、特に限定されることはないが、５～３０ｍｇが好ましく、５～２０ｍｇがより好ましく
、約１０ｍｇが最も好ましい。また、第１の断片及び第２の断片の重量は、異なる重量で
も膨潤率を測定することが可能であるが、およそ同じ重量が好ましい。異なる重量の場合
は、重量の差は、５ｍｇ以下が好ましく、２ｍｇ以下がより好ましい。
【００４１】
　また、多孔質複合体の第１の断片及び第２の断片の形状も、膨潤率を測定できる形状で
あれば、特に限定されることはないが、立方体（正六面体）、直方体、角柱（例えば、直
角柱）、又は円柱などの形状の断片を用いることができる。例えば、実施例で使用してい
る生検トレパンを用いた場合は、円柱状の形状の断片を得ることができる。また、図２に
おいて、生体吸収性に耐性のある部分（架橋の進んだ部分（２１））と生体吸収性の優れ
た部分（架橋の進んでない部分（２２））の断片を切り出し、膨潤率の測定を行うことが
できる。
【００４２】
　早期に骨置換が生じる部分、すなわち生体吸収性の良い部分の膨潤率は、特に限定され
るものではないが、好ましくは８０％以上であり、より好ましくは１００％以上であり、
最も好ましくは１２０％以上である。膨潤率が８０％以上であると、生体吸収性がよく、
骨再生時における骨置換が早期に生じ、骨再生が進みやすいからである。
　一方、機械的強度を有する部分の膨潤率は、特に限定されるものではないが、好ましく
は７０％以下であり、より好ましくは６０％以下であり、最も好ましくは５０％以下であ
る。膨潤率が７０％以下であることにより、生体親和性を有し、骨置換を可能にしながら
、一定の機械的強度を有しており、長期にわたり生体内に残り周囲に骨組織を再生させる
領域を提供することができる。
【００４３】
　更に生体吸収性の良い部分の膨潤率と、機械的強度を有する部分の膨潤率との差は、１
．５倍以上であれば特に限定されるものではないが、好ましくは１．５倍以上であり、よ
り好ましくは２．０倍以上であり、最も好ましくは３倍以上である。また、上限は特に限
定されるものではないが、１０００倍以下が好ましい。生体吸収性の良い部分の膨潤率と
、機械的強度を有する部分の膨潤率との差が１．５倍以上であることによって、骨置換の
誘導と、機械的強度とをバランスよく満足する人工骨を得ることができる。
【００４４】
　本発明の多孔質複合体は、重量法による密度が、好ましくは３００～１５００ｍｇ／ｃ
ｍ３であり、より好ましくは５００～１４００ｍｇ／ｃｍ３であり、最も好ましくは７５
０～１２００ｍｇ／ｃｍ３である。密度が３００ｍｇ／ｃｍ３未満であると機械的強度が
不足し、１５００ｍｇ／ｃｍ３を超えると骨組織の侵入性が悪化する。
　重量法による密度は、円柱状もしくは板状の多孔質複合体を成型し、その重量をノギス
で測定して求めた体積で割ることによって計算することができる。
【００４５】
　本発明の多孔質複合体は、その他の成分を含むことができる。リン酸カルシウム結晶及
びコラーゲンと、その他の成分との重量比は、前記密度の範囲であれば、特に限定されな
いが、リン酸カルシウム結晶及びコラーゲンが、多孔質複合体の総重量に対し７０重量％
以上が好ましく、７５重量％以上がより好ましく、８０重量％以上が最も好ましい。また
、リン酸カルシウム結晶及びコラーゲンからなる多孔質複合体も、本発明の範囲に含まれ
る。本発明の多孔質複合体は、リン酸カルシウム結晶の含量及びコラーゲン線維間の架橋
により強度を得るため、リン酸カルシウム結晶及びコラーゲンが総重量の７０重量％未満
となると強度が低下する可能性があり、好ましくない。
【００４６】
　多孔質複合体に含むことのできるその他の物質としては、例えば、コラーゲン及びリン
酸カルシウム結晶と親和性のある「つなぎ材」、又は骨治療に使用する薬剤を挙げること
ができる。
【００４７】
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　つなぎ材としては、例えば、ゼラチン、グリコサミノグリカン、アルギン酸を挙げるこ
とができ、その他に、ポリ乳酸などの生体吸収性ポリエステル、β１－３グルカン、キチ
ン、あるいはキトサンなどの機能性多糖類を挙げることもできる。
【００４８】
　グリコサミノグリカン（以下、ＧＡＧと称することがある）は、ヘキスロン酸又はガラ
クトースとヘキソサミンの二糖単位の繰り返し構造からなる基本骨格を有する多糖であり
、ヒアルロン酸及びコンドロイチンを除くＧＡＧは、構成糖のヒドロキシル基が部分的に
硫酸エステル化され、アミノ基がアセチル化又は硫酸化されている。前記ヘキスロン酸と
しては、例えばグルクロン酸及びイズロン酸を挙げることができ、ヘキソサミンとしては
、例えばグルコサミン及びガラクトサミンを挙げることができる。本発明の多孔質複合体
に使用することができるＧＡＧとしては、例えばヒアルロン酸（ＨＡ）、コンドロイチン
、コンドロイチン硫酸（ＣＳ）、ヘパリン、ヘパラン硫酸、ケラタン硫酸、ケラタンポリ
硫酸等を挙げることができるが、その中でも骨再生において血管の誘導を促進することが
知られているヒアルロン酸又は硬組織に広く存在するコンドロイチン硫酸が好ましい。
【００４９】
　（多孔質複合体の生体分解性の傾斜の態様）
　本発明の多孔質複合体は、生体分解性が傾斜していることにより、生体内に移植すると
骨リモデリングに伴い早期に骨置換が生じる空間と長期にわたり生体内に残り周囲に骨組
織を再生させる空間を制御することが可能であり、それによって生体内で強度を損なわず
骨組織再生を促進することができる。
　生体分解性の傾斜は、連続的であってもよく、不連続であってもよい。また、多孔質複
合体の一方から他方に向かって、連続又は不連続に傾斜してもよい。更に、１つの多孔質
複合体において、連続又は不連続の傾斜が交互に存在してもよい。すなわち、生体分解性
の高い部分と低い部分がまだらに存在することもできる。
【００５０】
［２］人工骨
　本発明の人工骨は、前記多孔質複合体を含むか、前記多孔質複合体からなるものである
。すなわち骨置換の誘導と、機械的強度とを満足する骨欠損時の骨再生用人工骨として用
いることができる。
　本発明の人工骨の形状は、特に限定されるものではなく、欠損した患部の形状に合わせ
て成形することができる。
【００５１】
　本発明の人工骨の対象疾患は特に限定されるものではないが、骨腫瘍（軟骨腫、側弯症
）、人工関節置換術・再置換術、骨折、頸椎後方固定術、変形性股関節症、偽関節、大腿
骨頭壊死、及び骨髄炎を挙げることができる。
【００５２】
［３］多孔質複合体の製造方法
　本発明の多孔質複合体の製造方法は、
（Ａ）リン酸カルシウム及びコラーゲンを含む多孔体を形成する工程、及び（Ｂ）前記多
孔体に架橋密度を変化させた架橋処理を行うことによって、生体吸収性が１．５倍以上の
多孔質複合体を得る傾斜架橋工程、
を含む。
【００５３】
《リン酸カルシウム結晶及びコラーゲン線維による製造方法》
　本発明の１つの実施態様においては、前記多孔体形成工程（Ａ）が、
（１）リン酸カルシウムまたは表面修飾されたリン酸カルシウムの結晶懸濁液を得る結晶
合成工程、（２）可溶化コラーゲン溶液中のコラーゲンを線維化し、コラーゲン線維懸濁
液を得る、コラーゲン線維化工程、（３）前記コラーゲン線維懸濁液とリン酸カルシウム
結晶懸濁液とを混合し、リン酸カルシウム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液を得る、混合
工程、（４）前記リン酸カルシウム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液を多孔体に成形する
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工程である。限定されるものではないが、本発明の多孔質複合体の製造方法によって、項
目［１］に記載の多孔質複合体を製造することができる。
【００５４】
（１）結晶合成工程
　前記結晶合成工程（１）において、前記Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２、Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２

・Ｈ２Ｏ、ＣａＨＰＯ４、ＣａＨＰＯ４・２Ｈ２Ｏ、Ｃａ３（ＰＯ４）２、Ｃａ３（ＰＯ

４）２・２Ｈ２Ｏ、Ｃａ８Ｈ２（ＰＯ４）６・５Ｈ２Ｏ、Ｃａ３（ＰＯ４）２、Ｃａ１０

（ＰＯ４）６（ＯＨ）２等のリン酸カルシウムを用いて、リン酸カルシウム結晶を調整す
ることが可能であるが、特には水酸アパタイト結晶が好ましい。リン酸カルシウム結晶の
調整法は、湿式法、乾式法、水熱法、アルコシキド法、フラックス法などの常法に従って
行うことができるが、例えば水酸アパタイト結晶は、以下の湿式法によって調整すること
ができる。
　例えば、水酸アパタイトの場合、水酸化カルシウム（又は炭酸カルシウム）とリン酸と
を溶液中で室温～８０℃程度の温度下で反応させ、得られた水酸アパタイトの微結晶粉末
を１００℃以下で乾燥させることによって得ることができる。より具体的には、水酸化カ
ルシウム水溶液（又は炭酸カルシウム）及びリン酸水溶液を混合することによって、水に
不溶な白い懸濁液（いわゆる、スラリー）を得ることができる。水酸化カルシウム水溶液
としては、水酸化カルシウムが完全に溶解していない水酸化カルシウム懸濁液を用いるこ
ともできる。反応液のｐＨは７～１１の範囲で、かつ変化の幅を１以内となるようにリン
酸水溶液を滴下することが望ましく、ｐＨ７～９の範囲で、かつ変化の幅を０．５以内と
することがより好ましい。また、得られた懸濁液を５０℃～１２００℃で焼成することに
よってリン酸カルシウム結晶懸濁液を得ることができる。
　より具体手的には、０．５ｍｏｌ／Ｌの水酸化カルシウム懸濁液（例えば、４リットル
）に０．６ｍｏｌ／Ｌのリン酸水溶液（例えば２リットル）を、ゆっくりとｐＨ７．５に
なるまで滴下する。得られた懸濁液は、１２０℃で乾燥後、１２００℃で３０分間焼成す
る。合成した水酸アパタイトは、粉末Ｘ線回折測定により単一相であるか否かを確認する
ことができる。
【００５５】
　後述のコラーゲン線維架橋工程（４）で放射線照射による架橋を行う場合は、結晶調整
工程（１）において、リン酸カルシウム結晶に放射線によって架橋が生じるビニル基を導
入した、表面修飾されたリン酸カルシウム結晶を用いることも可能である。ビニル基の導
入は常法に従って行うことができるが、例えば、トリメトキシビニルシランを用いて、以
下のように行うことができる。
　前記水酸アパタイト結晶懸濁液から遠心分離により液相を分離し、エタノールに溶媒を
置換する。この操作を三回繰り返し、エタノールに懸濁した水酸アパタイト結晶懸濁液（
６．０ｍｇ／ｍＬ）を作製する。一方、精製水にトリメトキシビニルシランを加え、トリ
メトキシビニルシラン溶液（２０重量％）を調整した。水酸アパタイト結晶懸濁液に、ト
リメトキシビニルシラン溶液を、重量比９：１になるように加え、水酸アパタイトの濃度
が６重量％になるように調整する。混合液を１８時間転倒撹拌後、遠心分離により、上澄
みを除去し、１００℃で２時間、大気中で乾燥させた。
　ビニル基の導入は、赤外線スペクトル分析によって行うことができる。図３に示すよう
に、トリメトキシビニルシランの処理前と処理後のサンプルとを比較すると、処理後のサ
ンプルで、３５７０ｃｍ－１のＯＨのピークが減少し、１２７３ｃｍ－１及び１６００ｃ
ｍ－１にＣ＝Ｃのピークが、１０８７ｃｍ－１にＳｉ－Ｏ－Ｓｉのピークが観察されるよ
うになる。従って、図４に示すように、水酸アパタイト結晶の表面の水酸基と、トリメト
キシビニルシランとの反応により、トリメトキシ基が結合しているものと考えられる。
　また、熱分析により、２１０℃と３２０℃に発熱挙動を観察することにより、３２０℃
では重量減少が観測される。３２０℃での重量減少は、ビニルシランが水酸アパタイト表
面に修飾されていることを示している。
【００５６】
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（２）コラーゲン線維化工程
　コラーゲン線維化工程（２）においては、哺乳動物又は魚類由来の可溶化コラーゲンを
水などの水性の溶媒に溶解する。酸可溶化コラーゲン溶液に中性の緩衝液を混合してコラ
ーゲン線維を析出させ、コラーゲン線維懸濁液を得ることができる。酸可溶化コラーゲン
溶液のｐＨは、２．０～６．０の間であることが好ましい。コラーゲンの線維化に適する
ｐＨは、コラーゲンの種類によって変化するが、ｐＨ５～９の範囲、すなわち中性の範囲
である場合が多く、中性の緩衝液が用いられる。コラーゲンを線維化させる中性の緩衝液
の条件としては、適度なイオン強度及びｐＨが中性であることが重要である。このような
条件を満たすものであれば、緩衝液は、特に限定されるものではないが、生体に用いる人
工骨などの最終的な用途を考慮すれば、細胞毒性が無いかあるいは低い、リン酸塩、酢酸
塩、炭酸塩、クエン酸塩、Ｔｒｉｓ等の緩衝能を有する塩水溶液を用いることが好ましい
。特に、中性の緩衝液であり、安価、生体に毒性を示さない、そしてコラーゲンの線維化
を他の中性の緩衝液よりも活発に起こす点において、リン酸緩衝液（特には、リン酸ナト
リウム水溶液）が好ましい。
【００５７】
　コラーゲン線維化工程において、コラーゲン線維懸濁液中のコラーゲン線維を遠心分離
、又は加圧脱水などにより濃縮し、高濃度コラーゲン線維懸濁液としてもよい。
　遠心分離は、コラーゲン線維懸濁液を、遠心機による遠心分離とホモジェナイズを１～
１０回程度繰り返し行うことができる。より詳細には、遠心分離は、水分をコラーゲン線
維から分離できる条件であれば、特に限定されるものではないが、２０００ｇ～２０００
０ｇで行うことが好ましく、例えば、遠心機ＧＲＸ－２２０（トミー精工社製）を用い、
１００００ｒｐｍで行うことができる。遠心機による遠心分離を行い、コラーゲン線維と
水分を分離させた後、水分を除去し、ペースト状になったコラーゲン線維を得る。次に、
ペースト状のコラーゲン線維を、ホモジェナイザーを用いてホモジェナイズすることによ
って、コラーゲン線維間に保持されている水分を分離しやすくする。ホモジェナイズ後、
更に遠心機を用い遠心分離を繰り返し、分離した水分を除去する。ホモジェナイザーは、
一般に用いられているものを利用することができるが、例えば、セルマスター（アズワン
社製）を用い、５０００ｒｐｍで行うことができる。この遠心分離の回数は、限定される
ものではないが、１回～１０回程度行うことができ、効率の観点から、好ましくは１～８
回、より好ましくは、１～５回、最も好ましくは１～３回程度行う。
　加圧脱水で濃縮を行う場合は、一回で濃縮を行ってもよいが、加圧脱水とホモジェナイ
ズを繰り返し、１～１０回程度行うことができる。遠心分離、又は加圧脱水を行う前のコ
ラーゲン線維懸濁液中のコラーゲン線維の濃度は、０．４～０．５重量％程度であるが、
遠心分離又は加圧脱水により、１０重量％以上の濃度のコラーゲン線維懸濁液を得ること
ができる。
【００５８】
（３）混合工程
　混合工程（２）においては、前記コラーゲン線維懸濁液（高濃度コラーゲン線維懸濁液
を含む）とリン酸カルシウム結晶懸濁液とを混合し、リン酸カルシウム結晶／コラーゲン
線維混合懸濁液を得ることができる。コラーゲン線維懸濁液に混合するリン酸カルシウム
結晶懸濁液は、特に限定されるものではないが、水酸アパタイト結晶懸濁液が好ましい。
　また、得られた混合液は、十分に攪拌を行った後に、例えばスイング式遠心機などを用
いて、脱泡を行うことが好ましい。これは、凍結乾燥を行う際に、気泡の混入を防ぐため
である。
【００５９】
（４）多孔体形成工程
　多孔体形成工程（４）は、リン酸カルシウム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液を多孔体
に成形する工程であり、多孔体の成形方法としては、従来公知の方法を用いることが可能
であり、具体的には、凍結乾燥法などを挙げることができる。多孔体の成形方法として、
凍結乾燥法を用いる場合は、所望の大きさ及び形態の成形容器を用意し、リン酸カルシウ
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ム結晶／コラーゲン線維混合懸濁液を流し込む。成形容器の材料は、冷凍機による凍結、
及び凍結乾燥機における減圧に耐えることができる限り、限定されるものではないが、例
えば、シリコンゴムなどを用いることができ、任意の大きさ及び形態の成形容器を作製す
ることが可能である。成形容器中のリン酸カルシウム／高濃度コラーゲン線維混合懸濁液
は、冷凍機により、例えば－８０～－０℃で凍結される。凍結されたリン酸カルシウム／
高濃度コラーゲン線維混合懸濁液は、凍結乾燥機に入れ、例えば棚温度－３０～４０℃で
、水分がなくなるまで、凍結乾燥を行う。
【００６０】
　多孔体形成工程において、一定以上の機械的強度を得るために、多孔体中のコラーゲン
線維を熱脱水により架橋してもよい。すなわち、滅圧雰囲気下で、１３０℃２４時間程度
の処理を行うことにより、熱脱水架橋を行うことができる。
【００６１】
《リン酸カルシウム／コラーゲン複合線維を用いた製造方法》
　本発明の別の実施態様においては、前記多孔体形成工程（Ａ）が、
リン酸カルシウム／コラーゲン複合線維と緩衝液との混合によりゲル化させ、多孔体に成
形する工程である。本工程は、特開２００７－９８１１８に記載の多孔質体を製造する方
法である。本態様においては、リン酸カルシウムは、特に限定されるものではないが、好
ましくは水酸アパタイトである。
　具体的には、水酸アパタイト／コラーゲン複合線維と緩衝液との混合後、凍結乾燥して
もよいが、凍結乾燥は、後述の傾斜架橋工程（Ｂ）の後に行うことができる。また、水酸
アパタイト／コラーゲン複合線維と緩衝液との混合後に、さらにインキュベーションして
もよい。水酸アパタイト／コラーゲン複合線維は、水酸アパタイトのｃ軸が線維軸方向に
配向されていることが好ましい。
　水酸アパタイト／コラーゲン複合線維は緩衝液との混合により、水酸アパタイトのｃ軸
が線維軸方向に配向されることにより、スポンジ状の弾力性を有し、従来の強度の問題や
、使用時の操作性の問題を解消することができる。
【００６２】
　本願発明に用いられる緩衝液は、イオン種やイオン強度を制御した溶媒であり、例えば
、イオン種が、無機イオンであるリン酸緩衝液等、あるいは、有機イオンであるトリス緩
衝液や酢酸緩衝液等、各種の緩衝液を使用することができる。また、イオン強度は、ペー
スト状にした水酸アパタイト／コラーゲン複合物中の値として、０．０１～０．５ｍｏｌ
／Ｌの範囲、特に０．０２～０．２ｍｏｌ／Ｌの範囲であることが好ましい。
【００６３】
　例えば、多孔体は、以下のとおり調製することができる。
（１）水酸アパタイト／コラーゲン複合線維体（ＨＡｐ／Ｃｏｌ：混合比率は、８０／２
０）１ｇと、リン酸緩衝液（０．１ｍｏｌ／Ｌ, ｐＨ６．８）８ｍＬとを、均一になるま
で混合し、インキュベーションしてゲル状とした。
（２）ゲル状の混合物を、型（細胞培養用Φ５３ｍｍのポリスチレンディッシュや細胞培
養用２４穴プレート等、適宜に選択することができる）に注入した。
　得られた多孔体を以下の傾斜架橋工程に用いることが可能である。
【００６４】
（Ｂ）傾斜架橋工程
　傾斜架橋工程における架橋方法は、１．５倍以上異なる第１の断片及び第２の断片を切
り出すことのできる多孔質複合体を作製することができる架橋方法であれば、特に限定さ
れるものではなく、アルデヒド系・イソシアネート系・カルボジイミド系架橋剤・タンニ
ンを用いた湿式架橋法、金属イオン（クロム、鉄など）を用いた架橋法、紫外線照射法、
熱架橋、グルタルアルデヒド気相蒸着法、又は放射線照射法を挙げることができるが、グ
ルタルアルデヒド気相蒸着法、又は放射線照射法が好ましい。本工程においては、これら
の架橋法によって、架橋密度の変化した架橋処理を行う。
【００６５】



(18) JP WO2013/005778 A1 2013.1.10

10

20

30

40

50

（グルタルアルデヒド気相蒸着法）
　傾斜架橋法において、グルタルアルデヒド気相蒸着法を用いる場合、多孔体へのグルタ
ルアルデヒドガスの揮発・拡散を調整することにより、多孔体の架橋の程度を調整し、生
体吸収性が異なる部分を作製することができる。
　グルタルアルデヒド気相蒸着法は、通常の方法で行うことができる。すなわち、グルタ
ルアルデヒド〔ＯＨＣ（ＣＨ２）３ＣＨＯ〕を精製水で希釈し、１～２５％程度のグルタ
ルアルデヒド溶液を調製する。グルタルアルデヒド蒸気を用いた化学架橋では、グルタル
アルデヒドの濃度が拡散に影響する。濃度が高いほうが、拡散速度が速く、濃度が低いと
拡散速度が遅くなる。従って、グルタルアルデヒド溶液の濃度を調整することにより、拡
散速度を制御することができる。
　このグルタルアルデヒド溶液を上方の開放された容器（例えば、ガラス瓶、又はシャー
レなど）に入れる、デシケータなどに、グルタルアルデヒド溶液と、架橋を行うサンプル
を入れて、３７℃程度で、１～２４時間程度反応させる。
　グルタルアルデヒド気相蒸着法による架橋の場合、グルタルアルデヒドは、サンプルの
表面から拡散し、アミノ基同士、又はアミノ基及びＳＨ基の架橋を起こす。従って、傾斜
架橋法を行う場合、弱い架橋を導入したい面からのグルタルアルデヒドの拡散を防ぐこと
によって、傾斜架橋を行うことができる。具体的には、グルタルアルデヒドの拡散を抑え
たい面を、膜などで覆うことにより、架橋の傾斜を導入することが可能である。
【００６６】
　前記膜としては、グルタルアルデヒドの透過しない膜、又は透過を抑制することのでき
る膜であれば、特に限定されるものではないが、例えばシリコーン、ポリ塩化ビニル、ポ
リプロピレン、ポリメエタクリル酸メチル、ポリテトラフルオロエチレン、又はポリスチ
レン膜などを挙げることができ、特にはポリスチレン膜が好ましい。
【００６７】
（放射線照射法）
　傾斜架橋法において、放射線照射を用いる場合、湿潤環境下における多孔質複合体のコ
ラーゲン濃度の違いによって架橋の傾斜を導入することができる。湿潤環境下において放
射線を照射するとコラーゲン同士の架橋が生じるためである。
【００６８】
　コラーゲン濃度の異なる多孔体で生体吸収性が異なる部分を作製する場合には、例えば
以下のように多孔体を製造することができる。
　コラーゲンとアパタイトの混合比を変えた多孔体を作製し、それらの多孔体を積層する
ことによって、コラーゲン濃度の異なる部分を有する多孔体を得ることができる。この多
孔体に放射線照射を行うことによって、生体吸収性が１．５倍以上異なる２つの部分を有
する多孔質複合体を得ることができる。
【００６９】
　傾斜架橋法において、放射線照射法を用いる場合、放射線に感受性の官能基（例えば、
ビニル基）の、リン酸カルシウムへの導入の多寡によって傾斜を導入することができる。
また、リン酸カルシウムの官能基の量が同じであっても、放射線の照射量を調整すること
によっても傾斜を導入することができる。放射線に感受性の官能基、具体的にはビニル基
のリン酸カルシウムへの導入は、前記「（１）結晶合成工程」において、記載した方法に
よって行うことができる。
【００７０】
　ビニル基の導入を調整することにより、得られる多孔体で生体吸収性が異なる部分を作
製する場合は、例えば以下のように多孔体を製造することができる。
　ビニル基の導入量の異なるリン酸カルシウム結晶懸濁液を、複数調製する。それらのリ
ン酸カルシウム結晶懸濁液をコラーゲン懸濁液と混合し、ビニル基の導入量の異なる複数
の多孔体を調整する。それらの多孔体を積層することによって、ビニル基の導入量の異な
る部分を有する多孔体を得ることができる。この多孔体に放射線照射を行うことによって
、生体吸収性が１．５倍以上異なる２つの部分を有する多孔質複合体を得ることができる



(19) JP WO2013/005778 A1 2013.1.10

10

20

30

40

50

。
【００７１】
　放射線の照射量を調整することによっても傾斜を導入することができる。例えば以下の
ように行うことができる。
　多孔体への放射線の照射量を調整する方法は、特に限定されるものではないが、例えば
、テーパーをもった鉛板を用いることによって行うことができる。例えば、図２に示すよ
うに、三角錐の「テーパー」を用い、放射線を三角錐の上方から照射する。このような照
射を行うことにより、三角錐の中心部はテーパーが厚く、照射が少なくなり放射線架橋が
起こりにくい。従って、生体吸収性や膨潤性に優れ、機械的強度が弱い部分となる。一方
、三角錐の周辺部はテーパーが薄いため、照射が多くなり、放射線架橋が起こりやすい。
従って、生体吸収性に耐性があり、機械的強度が高い部分となる。
【００７２】
　放射線照射に用いる線源は特に限定されるものではないが、γ線、電子線、又はβ線を
用いることができるが、γ線が好ましい。
　また、放射線による湿潤環境下における架橋では、コラーゲン同士、又はコラーゲン―
アパタイト界面において、架橋がおきるため、それらの立体的距離が重要である。すなわ
ち、密度が高いほうが強固な架橋ができる。更に、放射線架橋の特徴は、物質透過性に優
れ、分子内において均一な分布で架橋が起こること、架橋の密度を容易に調整できること
、及び形状に係わらず架橋できること、を挙げることができる。
【００７３】
　多孔質複合体に対する放射線による架橋は、湿潤状態又は乾燥状態で行うことができる
が、湿潤状態で行うのが好ましい。湿潤状態で行うことにより、コラーゲン分子のペプチ
ド結合の切断による分解が起きず、コラーゲン同士を効率よく架橋させることが可能だか
らである。水分の含有量は、特に限定されるものではないが、多孔体の体積と同じか、１
～１０倍が好ましい。雰囲気を窒素・アルゴンなどの不活性ガスに置換して行うことも可
能である。
【実施例】
【００７４】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。
【００７５】
《実施例１》
　本実施例ではグルタルアルデヒド気相蒸着法により、多孔質複合体を製造した。
（ｉ）水酸アパタイト結晶の懸濁液の調製
　水酸アパタイト結晶は、湿式法により合成した。０．５ｍｏｌ／Ｌの水酸化カルシウム
懸濁液（４リットル）に、０．６ｍｏｌ／Ｌのリン酸水溶液（２リットル）をゆっくりと
ｐＨ７．５になるまで滴下した。得られた懸濁液を、１２０℃で乾燥後、更に電気炉を用
いて１２００℃で３０分間焼成した。粉末Ｘ線回折測定により合成した水酸アパタイトが
単一相であることを確認した。
【００７６】
（ii）コラーゲン線維懸濁液の調製
　テラピアウロコ由来コラーゲンを、ｐＨ３．０の塩酸溶液に１重量％になるように溶解
させた。０．１ｍｏｌ／Ｌのリン酸水素ナトリウムとリン酸二水素ナトリウムの溶液とを
混合し、ｐＨ８．２になるように緩衝溶液（ＰＢ）を作製した。コラーゲン溶液とＰＢを
等量混合して、２７℃で３日間静置して、コラーゲン線維ゲルを作製した。遠心分離を行
い、上澄みを除去することで濃縮を行った。１３０℃で乾燥させ、コラーゲンの濃度を測
定した結果、コラーゲン濃度は１７．３％であった。
【００７７】
（iii）乾燥複合体の調製
　前記工程（ii）で得られたコラーゲン線維ゲルをコラーゲン濃度１０％に調整し、水酸
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アパタイト結晶を重量比４：６になるように混合した。混合には、Ｃｅｌｌｍａｓｔｅｒ
を用い、十分に混合撹拌を行った。得られた複合ゲル（水酸アパタイト結晶／コラーゲン
線維混合懸濁液）を、２５ｍＬの遠沈管にいれ、スイング式遠心機（１０００Ｇ）を用い
て、脱泡（５分間）した。得られた複合体を、１０mm×１０mm×１０mmの容器に入れ、－
２０℃で一日凍結させ、更に４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気下、１３０℃で２４
時間処理して、熱脱水架橋を導入した。得られた複合体を試料Ａと称する。
【００７８】
（iv）グルタルアルデヒド気相蒸着による傾斜架橋
　グルタルアルデヒド（ＧＡ）ガス架橋は、以下のように行った。ＧＡ溶液（２５％）を
精製水で希釈して１０％の溶液を調整した。ＧＡ溶液をシャーレに２０ｍＬ加え、作製し
た試料（１０mm×１０mm×１０mm；試料Ａ）とともにデシケータ―内に静置した。デシケ
ータを減圧し、３７℃の恒温乾燥機に入れ、３、６、１２、２４時間反応させた。試料Ａ
の五面はポリスチレン膜で覆い、一面のみからＧＡガスが拡散し、反応するようにした（
図１Ａ）。得られた多孔質複合体を、試料Ａ－ＧＡと称する。
　ＧＡによる架橋の傾斜は、目視でも確認することが可能である。すなわち、３時間ＧＡ
処理した試料の中央部をメスにて切断し観察した。ＧＡガスが拡散した面から、順番に黄
色から白色に色が変化しており、拡散面の方が、架橋が進んでいると考えられた。また、
６時間ＧＡ処理した試料では、その濃淡が更にはっきりと確認することができた。
【００７９】
《実施例２》
　本実施例では、放射線照射により、膨潤した多孔質複合体を製造した。
（ｉ）水酸アパタイト結晶の懸濁液の調製及びビニル基の導入
　水酸アパタイト結晶は、湿式法により合成した。０．５ｍｏｌ／Ｌの水酸化カルシウム
懸濁液（４リットル）に、０．６ｍｏｌ／Ｌのリン酸水溶液（２リットル）をゆっくりと
ｐＨ７．５になるまで滴下した。得られた懸濁液を、１２０℃で乾燥後、更に電気炉内を
用いて１２００℃で３０分間焼成した。粉末Ｘ線回折測定により合成した水酸アパタイト
が単一相であることを確認した。
【００８０】
　ビニル基の導入は以下のように行った。
　水酸アパタイト懸濁液を、遠心分離により、固液分離を行い、エタノールに溶媒を置換
した。この操作を三回繰り返し、水酸アパタイト懸濁液（６０ｍｇ／ｍＬ）を作製した。
一方、精製水にトリメトキシビニルシランを加え、メトキシビニルシラン溶液（２０重量
％）を調整した。水酸アパタイト懸濁液に、重量比９：１になるようにメトキシビニルシ
ラン溶液を加えた。この際、水酸アパタイトの濃度は６重量％になるように調整した。１
８時間転倒撹拌後、遠心分離により、固液分離を行い、上澄みを除去し、１００℃で２時
間、大気中で乾燥させた。赤外線スペクトル分析により、Ｓｉ－Ｏの振動とビニル基に由
来する振動が確認された。また、熱分析の結果から、２１０℃と３２０℃に発熱挙動を観
察し、３２０℃では重量減少が観測された。このことから、本方法によりシラン剤が水酸
アパタイト表面に修飾できていることが分かった。
【００８１】
（ii）コラーゲン線維懸濁液の調製
　前記実施例（ii）の操作を繰り返し、コラーゲン線維懸濁液を得た。
（iii）膨潤多孔質複合体の調製
　作製したコラーゲン線維懸濁液に、水酸アパタイト結晶の懸濁液を重量比４：６になる
ように混合した。混合には、Ｃｅｌｌ　ｍａｓｔｅｒを用い、十分に混合撹拌を行った。
作製した複合ゲル（水酸アパタイト結晶／コラーゲン線維混合懸濁液）を、２５ｍＬの遠
沈管にいれ、スイング式遠心機（１０００ｇ）を用いて、脱泡（５分間）を行った。得ら
れた湿潤状態の複合体を試料Ｃと称する。
（iv）放射線による傾斜架橋
　放射線による架橋を傾斜化させるため、鉛で作製した三角錐（高さ１０cm×直径１cm）
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をテーパーとして用いた放射線照射を行った。図１に示すように、遠心管にいれた試料Ｃ
の先端部位に鉛三角錐を取り付け、コバルト６０の線源を用いてγ線（５．３ｋＧｙ／ｈ
）を照射した（図２Ａ）。照射時間は約１０時間とした。照射後、－２０℃で一日凍結さ
せ、４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気、１３０℃で２４時間処理して更に熱脱水架
橋を導入した。得られた多孔質複合体を、試料Ｃ－ｇと称する。
【００８２】
《実施例３》
（ｉ）水酸アパタイト／コラーゲン複合線維の調整
　２．０ｇのテラピアウロコ由来コラーゲンを０．１５ｍｏｌ／Ｌのリン酸（２００ｍＬ
）に溶解させた水溶液と、０．２５ｍｏｌ／Ｌの水酸化カルシウム懸濁液（２００ｍＬ）
を調整した。また、２００ｍＬの精製水を加えた１０００ｍＬビーカーを準備した。調整
した二液を、２５℃の精製水に、ｐＨ８．０±０．５の一定になるように、滴下速度４ｍ
Ｌ／ｍｉｎで同時に加えた。滴下終了後、吸引濾過により上澄み液を除き、得られた水酸
アパタイト／コラーゲン複合線維を－２０℃で凍結後、凍結乾燥を行った。凍結乾燥した
複合線維の熱分析（ＴＧ－ＤＴＡ）の結果、水酸アパタイトとコラーゲンの重量比は、８
：２であった。
【００８３】
（ii）水酸アパタイト／コラーゲン複合線維ゲルの調整と成形
　０．１ｍｏｌ／Ｌのリン酸緩衝溶液（４ｍＬ；ｐＨ８．０、リン酸二水素ナトリウムと
リン酸一水素ナトリウムの混合緩衝液）を、２ｇの作製した水酸アパタイト／コラーゲン
複合線維に加え、混練を十分に行い、均一な水酸アパタイト／コラーゲン複合線維ゲルを
えた。これを直径３５ｍｍ×１０ｍｍの細胞培養用ディッシュ（イージーグリップディッ
シュ、Ｆａｌｃｏｎ）に高さが３ｍｍになるようにつめた。
【００８４】
（iii）放射線による傾斜架橋
　放射線による架橋を傾斜化させるため、鉛で作製した円筒（高さ４ｃｍ×直径３５ｍｍ
を用いた放射線照射を行った。コバルト６０の線源の上に複合線維ゲルを置き、照射を行
った。照射後、－２０℃で凍結させ、４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気、１３０度
で１２時間処理して更に熱脱水架橋を導入した。
【００８５】
（iv）押し込み試験による機械強度の傾斜化
　作製した水酸アパタイト／コラーゲン複合線維多孔体を、ダルベッコスリン酸緩衝溶液
に浸し、テクスチャーアナライザー（ＴＡ－ＸＴｐｌｕｓ）で押し込み試験を行った。シ
リンダーには、Ｐ／２の２ｍｍφの円柱状プローブを用いた。試料片の端から、中心部に
むかい５点の測定を行った。この結果、照射量の多い端と中心部では、歪量３０％におい
て約２倍の強度の違いが観測された。
【００８６】
《比較例１》
　実施例２の工程（ｉ）で、ビニル基の導入を行わなかったことを除いては、実施例２の
操作を繰り返し、工程（iii）で複合体である試料Ｄを、工程（iv）で多孔質複合体であ
る試料Ｄ－ｇを得た。
【００８７】
《参考例１》
　本参考例１では、架橋を傾斜化させずに、放射線架橋を行い、膨潤した多孔質複合体を
製造した。実施例２の、（ｉ）、（ii）、及び（iii）の操作を繰り返して、試料Ｃを得
た。
（iv）放射線架橋
　遠沈管にいれた試料Ｃは、コバルト６０の線源を用いてγ線（５０ＫＧｙ）を照射した
。照射後、－２０℃で一日凍結させ、４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気、１３０℃
で２４時間処理して更に熱脱水架橋を導入した。得られた多孔質複合体を、試料Ｃ－γと
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称する。
【００８８】
《比較例２》
　本参考例１では、ビニル基を導入していない試料Ｄに、架橋を傾斜化させずに、放射線
架橋を行い、膨潤した多孔質複合体を製造した。比較例１の（ｉ）、（ii）、及び（iii
）の操作を繰り返して、試料Ｄを得た。
（iv）放射線架橋
　遠沈管にいれた試料Ｄは、コバルト６０の線源を用いてγ線（５０ＫＧｙ）を照射した
。照射後、－２０℃で一日凍結させ、４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気、１３０℃
で２４時間処理して更に熱脱水架橋を導入した。得られた多孔質複合体を、試料Ｄ－γと
称する。
【００８９】
《参考例２》
　本参考例２では、架橋を傾斜化させずに、放射線架橋を行い、乾燥した多孔質複合体を
製造した。実施例２の、（ｉ）、及び（ii）の操作を繰り返して、水酸アパタイト結晶懸
濁液、及びコラーゲン線維懸濁液を得た。
（iii）乾燥多孔質複合体の調製
　コラーゲン線維懸濁液に水酸アパタイト結晶懸濁液を重量比４：６になるように混合し
た。混合には、Ｃｅｌｌ　ｍａｓｔｅｒを用い、十分に混合撹拌を行った。作製した複合
ゲル（水酸アパタイト結晶／コラーゲン線維混合懸濁液）は、更に２５ｍＬの遠沈管にい
れ、スイング式遠心機（１０００ｇ）を用いて、脱泡（５分間）を行った。作製した複合
体は、－２０℃で一日凍結させ、更に４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気、１３０℃
で２４時間処理して、熱脱水架橋を導入した。得られた乾燥複合体を試料Ａと称する。
（iv）放射線架橋
　作製した乾燥複合体Ａは、滅菌シートにいれ、脱酸素剤により酸素を吸着させた後、コ
バルト６０の線源を用いて、５０ＫＧｙの線量のγ線を照射した。得られた多孔質複合体
を、試料Ａ－γと称する。
【００９０】
《比較例３》
　本比較例３では、ビニル基を導入していない試料に、架橋を傾斜化させずに、放射線架
橋を行い、乾燥した多孔質複合体を製造した。比較例１の、（ｉ）、及び（ii）の操作を
繰り返して、水酸アパタイト結晶懸濁液、及びコラーゲン線維懸濁液を得た。
（iii）乾燥多孔質複合体の調製
　コラーゲン線維懸濁液に水酸アパタイト結晶懸濁液を重量比４：６になるように混合し
た。混合には、Ｃｅｌｌ　ｍａｓｔｅｒを用い、十分に混合撹拌を行った。作製した複合
ゲル（水酸アパタイト結晶／コラーゲン線維混合懸濁液）は、更に２５ｍＬの遠沈管にい
れ、スイング式遠心機（１０００Ｇ）を用いて、脱泡（５分間）を行った。作製した複合
体は、－２０℃で一日凍結させ、更に４８時間凍結乾燥を行った。減圧雰囲気、１３０℃
で２４時間処理して、熱脱水架橋を導入した。得られた乾燥複合体を試料Ｂと称する。
（iv）放射線架橋
　作製した乾燥複合体Ｂは、滅菌シートにいれ、脱酸素剤により酸素を吸着させた後、コ
バルト６０の線源を用いて、５０ＫＧｙの線量のγ線を照射した。得られた多孔質複合体
を、試料Ｂ－γと称する。
【００９１】
《コラゲナーゼによる生分解率による領域（Ａ）及び領域（Ｂ）の決定》
　多孔質複合体の生体吸収性の速い第１の断片が含まれる領域、及び生体吸収性の遅い第
２の断片が含まれる領域の決定をコラゲナーゼによる生分解性試験により行った。
　コラゲナーゼ２．０ｕｎｉｔｓ（０．０１ｍｇ）／ｍＬ、又は２００ｕｎｉｔｓ（１．
０ｍｇ）／ｍＬを含むｐＨ７．２のダルベッコスリン酸緩衝溶液を作製し、実施例１で得
られた試料Ａ－ＧＡの０．３ｇの多孔質複合体に対して、３０ｍＬのダルベッコスリン酸
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緩衝溶液を添加した。試料及び溶液を、３７℃のバイオシェーカー内に入れ、５０ｒｐｍ
で振盪しながら１、３、１２、１８、２４時間反応させた。反応後、試料を取り出し、純
水で１時間洗浄した。試料を－２０℃のディープフリーザー内で凍結し、凍結乾燥を行っ
た。得られた試料の乾燥重量を測定し、一般式（Ｉ）から生分解率を求めた。
生分解率＝（Ｗ０－Ｗｔ）／Ｗ０×１００（Ｉ）
【００９２】
　１２、１８、２４時間ＧＡガス反応させた試料は全体にＧＡガスが拡散し、コラゲナー
ゼによる分解が１ｍｇ／ｍＬの溶液中ですら生じなかった。３時間ＧＡガスに反応させた
試料をコラゲナーゼ分解試験（０．０１ｍｇ／ｍＬ）した結果、ＧＡガス拡散が起きた面
と逆面から順番に分解が生じていた。一般式（Ｉ）の生分解率から求めた、時系列による
重量変化は、１時間後に約３０％の生分解率が、２４時間後に約７０％の生分解率が、２
４時間後には、ほぼ１００％の生分解率となった。このように時系列変化により、大きく
３段階に分けることができる分解性を示した。６時間ＧＡガスに反応させた試料をコラゲ
ナーゼ分解試験（０．０１ｍｇ／ｍＬ）した結果、ＧＡガス拡散が起きた面と逆面から順
番に分解が生じていた。上式の生分解率から求めた、時系列による重量変化は、１時間後
に約２０％の生分解率が、１２時間後に約４０％の生分解率が、２４時間後でも６０％の
生分解率となった。このように時系列変化により、大きく３段階に分けることができる分
解性を示した。
　すなわち、３時間ＧＡガスに反応させた試料から、生分解率の速い３０重量％の領域及
び生分解率の遅い３０重量％の領域を決定することができた。
【００９３】
《コラゲナーゼによる生分解性試験》
　６時間反応させた試料Ａ－ＧＡの架橋の進んだ生分解率の遅い３０重量％の領域の断片
１０ｍｇ、及び架橋の進んでない生分解率の速い３０重量％の領域の断片１０ｍｇを生検
トレパンにより切り出した（図１Ｂ）。各試料Ａ－ＧＡを２．０ｎｉｔ／ｍＬのコラゲナ
ーゼ溶液又は２００ｕｎｉｔ／ｍＬを含むダルベッコスリン酸緩衝溶液に浸漬させた。容
器にはマルチウェルプレートを用い、コラゲナーゼ溶液３ｍＬを加え、５０ｒｐｍで振と
うしながら、所定時間反応させた。反応後、各試料を取り出し、精製水で１時間洗浄し、
（iii）の多孔質複合体の調製と同条件で凍結乾燥を行い、生分解率（関係式（Ｉ））を
求めた。
　６時間のコラゲナーゼ処理では、架橋の進んだ部分の断片の生分解率は約１０％で、架
橋の進んでいない部分の断片の生分解率は９０％であった。従って、第１の断片の生分解
率に対する第２の断片の生分解率の比は、９．０であった。
【００９４】
《膨潤率による領域（Ａ）及び領域（Ｂ）の決定》
　多孔質複合体の生体吸収性の速い第１の断片が含まれる領域、及び生体吸収性の遅い第
２の断片が含まれる領域の決定を膨潤率の測定により行った。
　実施例２で得られた多孔質複合体である試料Ｃ－ｇを４つの断片に分割した。分割した
０．３ｇの多孔質複合体の断片に対して、３００ｍＬのダルベッコスリン酸緩衝溶液を添
加し、含浸させた。試料及び溶液を、３７℃で２４時間静置した。得られた試料と、含浸
を行っていない同様に分割した試料を比較し、膨潤率の高い１０～３０重量％の領域（Ａ
）及び膨潤率の低い１０～３０重量％の領域（Ｂ）を決定した。
【００９５】
《膨潤率》
　実施例２で得られた試料Ｃ－ｇの膨潤率の高い３０重量％の領域（Ａ）の断片１０ｍｇ
と、膨潤率の低い３０重量％の領域（Ｂ）の断片１０ｍｇを図１（Ｂ）と同様な方法で切
り出した。５ｍＬの精製水を入れた容器に２４時間、常温で静置した。余分な水分を除去
するため、ろ紙に１分間静置した。その後、湿潤下重量を測定し、関係式（III）から膨
潤率を求めた。
　γ線照射量を多くした断片の膨潤率は２０％程度であったが、γ線照射量を少なくした
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断片の膨潤率は、４０％であった。従って、第１の断片の膨潤率に対する第２の断片の膨
潤率の比は、２．０であった。
【００９６】
《参考試験例１》
　本試験例では、放射線架橋により、多孔質複合体の圧縮強度が上昇することを確認した
。
　参考例２で得られた試料Ａ及び試料Ａ－γ、並びに比較例３で得られた試料Ｂ及び試料
Ｂ－γの４種類の試料（φ１０mm×１０mm）の圧縮試験を行い、その力学特性を明らかに
した。放射線架橋の効果を明確にするため、ダルベッコスリン酸緩衝溶液中に３時間浸漬
させた後、５０ｋｇのロードセルを用いて、ロードヘッド速度０．１mm／ｍｉｎで測定を
行った。水酸アパタイト／コラーゲンは、γ線照射によりコラーゲン分子又は線維が分断
され、ダルベッコスリン酸緩衝溶液の浸漬によりコラーゲンが骨格構造を維持できなくな
った。これに対して、ビニルシランを表面修飾した水酸アパタイト結晶を用いた試料Ａ－
γでは、γ線照射により、著しく圧縮強度が向上した。そのため、γ線照射により、コラ
ーゲンと水酸アパタイト結晶の界面において架橋結合が形成され、ダルベッコスリン酸緩
衝溶液中に含浸させても骨格を形成するコラーゲン分子の分断が低減されたと考えられる
。
【００９７】
【表１】

【００９８】
《参考試験例２》
　実施例２で得られた試料Ｃ及び試料Ｃ－ｇ、並びに比較例１で得られた試料Ｄ及び試料
Ｄ－ｇを前記参考試験例１と同じ方法により、圧縮試験を行った。
　その結果、傾斜化させた試料は、明らかにその強度が傾斜化させない試料（ＣとＤ）と
比較して弱かった。また、乾燥させた試料と比較すると２倍以上の強度を示した。更に、
目視でダルベッコスリン酸緩衝溶液浸漬３時間後の膨潤度を確認したところ、中央部分で
の膨潤が確認できた。以上のことから、鉛円錐を用いてγ線照射することで材料内部まで
その膨潤度の異なる部位ができることを明らかとした。
【００９９】
《参考例３》
　本参考例では、湿潤状態でγ線照射を行うことにより、架橋を傾斜化できることを確認
した。
（ｉ）水酸アパタイトナノ結晶のビニルシラン修飾
　９０％エタノール溶液（１００ｍＬ）に、水酸アパタイトナノ結晶が１ｗｔ％になるよ
うに懸濁し、ビニルシランカップリング剤を１００ｍｇになるように混合し、良く分散・
転倒撹拌（１８時間）後、遠心分離による固液分離を行った。さらに９０％エタノール及
び遠心分離による固液分離により洗浄を行った。その後、固相を１００℃で２時間乾燥さ
せ、ビニルシラン修飾水酸アパタイトを作製した。
【０１００】
（ii）γ線照射による圧縮強度の向上
　得られたビニルシラン修飾水酸アパタイト及び濃縮コラーゲン（１０ｗｔ％）を混合重
量比が６０／４０になるように均一に分散させ、湿潤環境下でγ線を２５ｋＧｙ及び５０
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ｋＧｙの線量で照射した。その後、－２０℃で凍結及び凍結乾燥を行い、ダルベッコスリ
ン酸緩衝溶液に室温で４時間湿潤させて圧縮試験を行った。比較対象としてγ線を照射せ
ずに凍結及び凍結乾燥した試料を用いた。その結果を図６に示す。横軸には歪量を、縦軸
には応力をプロット（Ｓ－Ｓ曲線）した。図５からも明らかなようにγ線照射しない材料
と比較して圧縮強度が２倍以上高くなった。また、２５ｋＧｙと５０ｋＧｙの照射では、
圧縮強度が同程度であり、２５ｋＧｙで必要最大照射量があると考えられた。
【０１０１】
　ビニルシラン修飾水酸アパタイト及び濃縮コラーゲン（８重量％）を混合重量比が６０
／４０になるように均一に分散させ、湿潤環境下でγ線を３．１２５ｋＧｙ、６．２５ｋ
Ｇｙ、１２．５ｋＧｙ及び２５ｋＧｙの線量で照射した。その後、－２０℃で凍結及び凍
結乾燥を行い、ダルベッコスリン酸緩衝溶液に室温で４時間湿潤させて圧縮試験を行った
。その結果を図６に示す。横軸には照射したγ線量を縦軸には一定の歪量（４０％、５０
％、又は６０％）における応力を示す。γ線照射量により、応力は指数関数的な相関であ
ることが分かった。非線形最小二乗によるフィッティングの結果から、「（γ線照射処理
をしない材料の応力）×EXP（0.12×照射線量）」の関係が得られた。
【産業上の利用可能性】
【０１０２】
　本発明の多孔質複合体は、骨補填材料又は再生医療用足場材料などの生体材料、又は人
工骨として用いることができる。
　以上、本発明を特定の態様に沿って説明したが、当業者に自明の変形や改良は本発明の
範囲に含まれる。
【符号の説明】
【０１０３】
１・・・多孔体；
１１・・・ポリスチレン膜；
２・・・多孔質複合体；
２１・・・生体吸収性に耐性のある部分（架橋の進んだ部分）；
２２・・・生体吸収性の優れた部分（架橋の進んでない部分）；
３１・・・テーパー（三角錐）。
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