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研究成果の概要（和文）：本研究では、緩やかな分解性を有するシルクフィブロイン(SF)と、熱可塑性ポリウレ
タン（PU)、または吸収性カーボネート系合成高分子（PU)を混合し、組織再生と生体吸収性を併せ持った組織工
学材料の作製を試みた。検討の結果、それぞれのナノファイバーを主体とするシート材料の作製に成功した。得
られたシート材料は、物性の向上、炎症製や石灰化抑制、さらに組織再生について良好な結果を示すことができ
た。しかしながら、動物埋植実験により、シート内部への細胞や組織の浸潤は軽度であることがわかった。今後
本研究の継続的な実施により、吸収型心臓弁に適用可能な新規材料の提案を目指す。

研究成果の概要（英文）：Silk fibroin (SF) is a biodegradable material, however, it lacks the 
elasticity required for a artificial heart valves. Polyurethane (PU) and polycarbonate(PC) are 
well-known for elastomer so this study focused on a SF-PU or SF-PC composite materials for tissue 
engineering materials, especially regeneration heart valves.
As a result, we succeeded in nano-fiber sheets material. And each materials were able to exhibit 
good results in terms of improvement in physical properties, inhibition of inflammation and 
calcification, and tissue regeneration. However, it was found that infiltration of cells and tissues
 into the interior of the sheet was slight by animal implantation experiments.Continuing this 
research, we aim to propose new materials applicable to absorbable heart valves in the future.

研究分野：組織工学・生体医工学・生体材料学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（1）人工心臓弁の現状 

人工心臓弁は、心臓弁の機能不全等におい
て外科的に使用する医療機器であり、我が国
では、年間約 1万人の患者が手術を受けてい
る。近年の弁膜症治療の動向として、自己弁
温存型、あるいは、自己修復能や成長性を期
待した弁形成術の適応拡大も行われている
が、著しい変性を帰した場合においては、人
工心臓弁を用いた弁置換術が行われている。
現在主に用いられている人工心臓弁は、無機
材料で作製された機械弁、および、ウシ心膜
由来の生体弁である。我が国では、耐久性の
ある機械弁の使用が主流である。 
（2）人工心臓弁の課題 
機械弁は移植後血栓化による脳梗塞など
の重症合併症があるため、ワーファリン等の
抗凝固剤を生涯にわたり服用する必要があ
る。一方の生体弁についても耐久年数が患者
によって大きく異なる上、石灰化等の問題も
挙げられる。また、小児心臓外科分野では、
成長に伴う人工弁サイズミスマッチが起こ
り、成長につれて人工弁の再置換術を要し、
精神的・肉体的負担が大きい。 
さらに、現在使用されている心臓弁は、す
べて「非吸収性」であり、組織再生を目的と
した設計を行っていない。再生型人工心臓弁
が完成すれば、生物学的な成長、修復機転が
働き、より長い耐久性が見込まれる。さらに、
完全な生体適合性を有するため、感染や抗血
栓性をきたしにくいと考えられ、上述の課題
は解消する。 
（3）再生型人工心臓弁を目指して 
このような状況の中、組織工学的に弁再生
創出を目指した、次世代型人工心臓弁の研究
が行われている。ポリグリコール酸繊維とポ
リ乳酸繊維を混合した不織布状のシートを
心臓弁に成形し、間葉系幹細胞を培養後、ヒ
ツジの右室流出路に移植を行った研究では、
移植後の弁内の狭窄は認められず、弁構造に
ついては、弁組織のリモデリングが生じてい
る こ と を 報 告 し て い る [J. Thorac. 
Cardiovasc. Surg., 139, 723-731 (2010)]。
また、心臓弁の鋳型となるシリコン等の人工
物を体内に留置することで、結合組織による
カプセル化反応を促して作成された生体弁
は、拒絶反応がない上、高圧系においても自
己弁に近い機能が確認されている[J. Artif. 
Organs, 16, 176-184 (2013)]。他にも、腸
粘膜下組織や心臓弁を脱細胞化した同種組
織や異種組織の利用も研究されている。 
 
２．研究の目的 
以上より、求められる新規な人工心臓弁の
材料としては下記の 2項目であると考える。 
■心臓弁に適した耐久性および力学的特性
を有する材料。 
■移植後に適切な組織が導入され、心臓弁と
しての強度および生体適合性が増強する
材料。 

現状では、材料の強度が心臓弁に対応でき
ていない点や半年ほどで機能不全に陥る点
等、多くの課題が残されており、新たな素材
開発を含めた研究が必要不可欠である。 
そこで本研究では、下記要件を満たす新規
材料の創出を目指す。 
（1）弁膜に必要な力学的性質･分解性の付与 
（2）組織再生する人工心臓弁の創出 
 
３．研究の方法 
（1）弁膜に必要な力学的性質･分解性の付与 
SF 基盤心臓弁の網羅的な作製条件の検討
を実施する。人工心臓弁としての物性-構造
相関を得るための知見を取得する。特に、NMR
法による劣化解析法の確立を目指す。 
また、前年に作製した心臓弁に対し、拍動
下による種々の物性-構造解析を行う。 
（2）組織再生する人工心臓弁の創出 
（1）において作製した心臓弁表面に対し、
血管内皮細胞増殖因子、多糖類、細胞外マト
リックス様素材の固定化を検討する。また、
動物実験による機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
本研究では、SF を基盤とする再生弁材料に
適切な物性を付与すべく、SF に他の生体材料、
高分子材料の複合化を検討した。すなわち、
SF に対し、「弾性素材」それぞれの組合せ、
組成比、プロセッシング法（結晶化度制御）
の網羅的条件検討により、上述した心臓弁の
物性を引き出すことが可能な材料の探索を
行った。複合化には、混合のみならず、SF へ
の効率的架橋反応の検討も行い、最適な作製
法について検討した。具体的な弾性素材とし
ては、ウレタン系高分子化合物、カーボネー
ト系高分子化合物、エラスチン、コラーゲン
などについて検討を行った。以下、ポリウレ
タン（PU）およびポリポリカーボネートと SF
の混合シートについて、詳細に述べる。 
（1）SF/PU 混合シートによる検討 
SF はタンパク質でありながら、ウレタン系
高分子との混和性が高く、SF-PU ブレンド材
料が SF を基盤とした軟組織へ応用可能な材
料創出に有効である可能性が示唆されてい
る。本研究では、混合比の異なる熱可塑性ポ
リウレタンと SF のブレンドによるナノファ
イバーシートを作製し、微細構造、混和性、
力学特性の測定およびラット腹部動脈への
埋植試験により、心臓弁をはじめとした、と
しての有用性を考察した。 
作製した SF/PU 混合シートの SEM観察の結
果より、SF/PU 混合シートは、繊維径約 1µm
の長繊維から構成される不織布を形成して
いた。 
固体 13C CP/MAS NMR による解析から、SF
結晶は、-sheet 構造のみならず、一部が
-turn の反復構造も形成していることが示
された。また、含水状態の試料は、乾燥状態
より、-turn 反復構造の形成が顕著であるこ
とも明確に見出された。このような構造の変



化は他種のポリウレタンとの混合において
も確認されている。また、含水状態における
SF/PU 混合シートの動的粘弾性測定の結果か
らは、乾燥状態と比較して貯蔵弾性率の有意
な減少と損失正接(tanδ)の上昇が認められ
ており、-turn の反復構造が形成するドメイ
ンと物性の相関が示唆される。次に、SF分子
と PU 分子の相溶性を検討するため、NMR 法に
よる T1

H緩和時間測定を行った。SF/PU 混合シ
ート（混合比 5：5）の T1

H緩和時間は、SF Ala 
Cピークが 0.739sec、PU CH2 ピークが
0.673sec であり、単独試料のピークから得ら
れる緩和時間 ( それぞれ 1.013sec と
0.549sec)と比較して、互いに近似する傾向
にあり、SF と PU が相溶状態にあることを示
唆する結果が得られた。 
得られたSF/PU混合シートについてラット
腹部大動脈へ埋植試験を実施した。その結果、
埋植 1〜2 週目において中程度の炎症反応が
観察されたが、埋植 4 週目では、SF/PU 混合
シートに対する過度な炎症は認められず、血
管様構造が血管内腔壁に形成されているこ
とが確認された。 
Masson trichrome （MTC）染色の結果、膠
原線維の一部がシート内へ浸潤しており、組
織置換の初期の状態を表しているものと結
論づけた。埋植6ヶ月後においては、SF70PU30
の SF/PU混合シートの有意な炎症性、内皮化、
組織浸潤、エラスチン堆積が認められ、石灰
化についても抑制傾向にあった。 

 
Fig.1 ラット腹部大動脈へ移植後 6 ヶ月の
SF/PU 混合シート（混合比 70：30）の MTC 染
色結果。矢印は混合シート層を表す。 
 
（2）SF-PTMC 混合シートによる検討 
市販されている吸収糸に用いられている
吸収性材料であるポリトリメチレンカーボ
ネート（PTMC）と SF による混合材料の検討
を実施した。 
Fig. 2 には、エレクトロスピニング（ESP）
法による SF-PTMC 混合シートの SEM像を示す。
SF/PTMC 混合シートは、PTMC 依存的な繊維径
の減少を示した。なお、SF/PTMC=30/70 につ
いては繊維構造を作製することはできなか
った。 
 

 
Fig.2  各シートの SEM 像および平均繊維径 
(a) SF/PTMC=100/0、(b) SF/PTMC=70/30、(c) 
SF/PTMC=50/50、(d) SF/PTMC=30/70、 
(e) 各シートの平均繊維径。 
 
Fig.3 に作製した SF/PTMC 混合シートの
SEM-EDS による元素分析の結果を示した。そ
の結果、酸素、炭素、窒素ともに、
SF/PTMC=100/0, 70/30, 50/50 のシート材表
面に一様に分布していた。窒素割合は、
SF/PTMC=100/0 は 20.2%、70/30 は 14.9%、
50/50 は 11.1%となっており、SF の含有量の
減少に比例して窒素の割合も減少していた。
このことから、作製されたシート材の中で SF
と PTMC は均一に分散していることが示され
た。 

 

Fig.3 SEM-EDSによる元素分析結果 
(a) SF/PTMC=100/0、(b) SF/PTMC=70/30、
(c) SF/PTMC=50/50、(d) SF/PTMC=30/70 
 
また繊維形状を維持しているシートにお
いて、SF と PTMC の混合による顕著な破断強
度の変化なく、破断伸度については、PTMC 依
存的に増加傾向にあった。一方、弾性率につ
いては、PTMC 濃度依存的な低下を示しており、
PTMC の添加による物性の変化を確認した。 
SF/PTMC 混合シート（50/50）を n=5 でマウ



ス腹腔内に埋植した。HE 染色像を Fig.4 に
示す。SF/PTMC 混合シートの周囲においては、
埋植後 2 週目に軽度の炎症がみられたが、4
週目には減少傾向にあることが明らかとな
った。 

 

Fig.4  SF/PTMC 混合シート（50/50）の HE 染
色像。  (a) 2 週間埋植、(b) 4 週間埋植 
* は、SF/PTMC 混合シートを示す。 
 
そこで、ピクロシリウスレッド染色により、
SF/PTMC 混合シートに積層するコラーゲン線
維の厚さから炎症性について考察を行った。
結果を Fig. 5 に示す。 

 

Fig. 5  ピクロシリウスレッド染色から算出
したマウス腹腔内に埋植したSF/PTMC混合シ
ート周囲のコラーゲン線維化厚の比較 
 
市販品である ePTFE 製シート（0.1mm 厚）
については、埋植 2 週目、4 週目ともにコラ
ーゲン線維化厚が非常に低い。一方、SF/PTMC
混合シート(50/50)については、ePTFE 製シー
トと比較して高い線維化厚を示したものの、
SF のみで作製したシートと比較して優位に
低く、埋植後 4週目において減少傾向を示し
ている。 
以上の結果より、SF/PTMC 混合シートは、
生体内において炎症性を示すものの、比較的
温和であり、コラーゲン線維層も経時的に減
少することが明らかとなった。 
さらに本研究では、SF/PTMC 混合シート
(50/50)を用いて、ヒツジ肺動脈に弁構造 を
形成した埋植実験を実施した。 
3 ヶ月の埋植期間において、埋植した
SF/PTMC 混合シート(50/50)周囲には、層状の
エラスチン堆積層をはじめとした組織再生
が生じており、弁再生材料としての有用性を
見出した。 
以上、本研究では、SF にポリウレタンやポ

リカーボネート等の高分子化合物を混合さ
せることにより、ナノファイバーを主体とす
るシート材料の作成に成功した。得られたシ
ート材料は、物性の向上、炎症製や石灰化抑
制、さらに組織再生について良好な結果を示
すことができた。しかしながら、シート内部
への細胞や組織の浸潤は軽度であり、組織完
全置換を目的とした組織工学材料とするた
めには、得られた相溶性、構造的知見を活用
し新たな加工に関する設計を進める必要が
ある。よって本研究の継続的な実施により、
弁再生可能な新規材料の提案を目指す。 
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