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研究成果の概要（和文）：血管新生能と組織接着能を両立する接着剤を創出するため、常温流動性を有するスケ
ソウダラ由来ゼラチン(Org-ApGltn)に疎水基を導入したhm-ApGltnと、ポリエチレングリコール系架橋剤から構
成される接着剤を設計した。ブタ大動脈に対する耐圧試験において、調製した接着剤は疎水基導入により優位に
耐圧（接着）強度が増加した。また、hm-ApGltnはマクロファージ系細胞に対し、Org-ApGltnおよび組織培養用
シャーレ上と比較して優位に高い血管内皮細胞増殖因子の産生を誘導した。さらに、hm-ApGltnゲルはマウス皮
下への埋入初期において優位に血管新生を促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：An adhesive composed of hydrophobically-modified Alaska pollock-derived 
gelatin (hm-ApGltn) and a poly(ethylene glycol)-based crosslinker was obtained by introducing a 
hydrophobic group into original ApGltn (Org-ApGltn) having room temperature fluidity in order to 
create an adhesive having both angiogenic and tissue adhesive property. From the pressure test on 
porcine aorta, the prepared adhesive increased its pressure (adhesion) strength significantly by the
 introduction of hydrophobic groups. In addition, hm-ApGltn induced significantly higher production 
of vascular endothelial cell growth factor in macrophage-like cells as compared with Org-ApGltn. 
Furthermore, hm-ApGltn gel promoted angiogenesis significantly in the early stage of mouse 
subcutaneous implantation.

研究分野： 医用材料、生体接着科学

キーワード： 接着剤

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた材料は、生体内の湿潤環境において接着すると同時に、成長因子を追加することなく血管新生
を誘導できることから、虚血性部位への適用や血管床を必要とする再生医療分野への展開が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
外科手術時における患部の閉鎖には一般に縫合糸が用いられるが、手術時間の短縮と患者負

担の軽減を目的として、数種類の外科用接着剤が開発されている。既存の外科用接着剤は、強
度と生体親和性に一長一短があり、両者を併せ持つものが望まれている。外科用接着剤は、対
象となる被着体が水分を多く含む生体組織であり、血液やリンパ液等の生じる湿潤環境下にお
いて生体組織に接着するための分子設計に加え、治癒を効果的に促進するための血管新生を促
す分子設計が課題となる。これまで、シリカナノ粒子を用いた接着剤、カテコール基導入架橋
剤を用いた接着剤等の研究が報告されている。一方、創傷治癒を促進するための血管新生の手
法として成長因子を人工材料から徐放させる研究が行われている。しかしながら、成長因子の
活性の安定性や価格に課題があり、血管新生を促進し、湿潤環境下で高い強度を示す生体接着
材料に関する研究は行われていない。 
一方、報告者はこれまでに生体高分子とクエン酸等の有機酸から合成した架橋剤の二成分か

ら構成される外科用接着剤の研究を進め、強度と生体親和性が両立できることを明らかにして
きた。また、ポリエチレングリコールのような親水性高分子に脂溶性分子（疎水基）を導入し
た両親媒性高分子を培養液中（水環境下）において細胞に作用させると、疎水基が細胞の脂質
二分子膜にアンカリングすることで細胞凝集塊形成が促進されると共に細胞機能を著しく向上
させることを見出してきた。さらに、このような研究を通じて疎水基を導入したゼラチンと生
体親和性架橋剤からなる液状の接着剤を考案し、疎水化ゼラチンを用いることにより、湿潤生
体組織に対して高い界面接着強度と生体親和性を併せ持つことが可能であることを明らかにし
た。さらに、アルキル基を導入した疎水化ゼラチン多孔膜は、成長因子を添加することなく血
管新生を促進することを明らかにした。これらの研究により、接着能と血管新生能を併せ持つ
材料が創出できれば、再生医療領域へ展開できる基盤技術となることが考えられるため、本研
究を推進した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、常温流動性を有するスケソウダラ由来ゼラチン(ApGltn)に疎水基を導入した

hm-ApGltn と生体親和性架橋剤から構成され、体内の湿潤環境における高い組織接着性と、血
管新生を示す接着剤を創出する。疎水基鎖長および導入率等の材料パラメータの湿潤生体組織
に対する接着強度および血管新生への影響を検討する。さらに、ラベル化した hm-ApGltn を細
胞に作用させ、hm-ApGltn の細胞・組織に対する浸透性（アンカー効果）を追跡することによ
り、接着メカニズムを明らかにする。さらに表面プラズモン共鳴法により hm-ApGltn と細胞外
マトリックス成分と相互作用解析を行う。また、細胞・小動物を用いて hm-ApGltn の血管新生
能をバイオイメージング技術等により評価する。 
 
３．研究の方法 
1）hm-ApGltn ゲルの調製と物理化学的特性評価 
合成した hm-ApGltn のアミノ基を末端にスクシンイミジル基を有するポリエチレングリコー

ル系架橋剤により in situ 架橋することで、hm-ApGltn ゲルを得た。動的粘弾性評価による貯
蔵弾性率／損失弾性率の測定により得られたゲルの基礎物性と疎水基導入の効果を評価した。 
 
2）hm-ApGltn ゲルの物理解析と細胞との相互作用評価 
 得られた hm-ApGltn ゲル上に細胞を播種することによる細胞のゲル表面、内部への動的挙動
とゲルの構造について評価した。細胞には血管内皮細胞(HUVEC)を使用した。 
 
3）生体組織に対する接着性評価 
 調製した接着剤を新鮮なブタ大動脈に塗布し、接着剤評価規格(ASTM F2392-04 Standard Test 
Method for Burst Strength of Surgical Sealants)に則って作成した耐圧試験装置を用いて新
鮮なブタ大動脈に対する耐圧強度を評価した。試験後、組織―接着剤との剥離界面をヘマトキ
シリンエオジンにより染色し、接着剤と湿潤生体組織との界面剥離挙動と接着剤組成との関係
を観察することにより、接着メカニズムを考察した。また、ラット摘出肺に一定面積の欠損を
作成し、欠損部位に調製した接着剤を塗布することによる耐圧強度についても検討した。 
 
4）細胞・組織レベルでの接着メカニズムの検討 
hm-ApGltn を蛍光物質でラベル化し細胞に添加して一定期間培養後、hm-ApGltn の細胞表面へ

の集積化を蛍光顕微鏡により観察した。また、表面プラズモン共鳴(SPR)法により hm-ApGltn
と組織表面・内部に存在する細胞外マトリックス成分との相互作用解析を行った。 
 
5）in vitro/in vivo 分解性評価 
ディスク状のゲルを調製し、37℃のコラゲナーゼ溶液中に浸漬することにより、in vitro で

の環境下における分解性を重量減少の定量により追跡した。また、体内での分解性を評価する
ため、ラットの背部皮下にディスク状ゲルを埋入後、継時的に周辺組織を含む接着剤のヘマト



キシリン-エオジン染色を行い、疎水基導入と分解吸収性との関係を考察した。 
 
6）in vitro/in vivo 評価による血管新生メカニズム解析 
hm-ApGltn による血管新生メカニズムを in vitro において明らかにする手法の一つとしてマ

クロファージ系細胞(RAW264)にhm-ApGltnを添加し、Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha)、
血管内皮細胞増殖因子(VEGF)の発現を定量した。また、血管新生の定量的 in vivo 評価法とし
てレーザードップラー血流計を用い、材料をマウス皮下埋入後における血管新生をイメージン
グにより定量した。 
 
４．研究成果 
1）hm-ApGltn ゲルの調製と物理化学的特性評価 
スケトウダラ由来ゼラチン(ApGltn)中のアミノ基を種々の疎水基で修飾した hm-ApGltn を合

成した。核磁気共鳴スペクトル(13C-NMR)、フーリエ変換赤外吸収スペクトル(FT-IR)により得
られた hm-ApGltn のキャラクタリゼーションを行った。得られた hm-ApGltn のアミノ基を末端
にスクシンイミジル基を有するポリエチレングリコール系架橋剤により in situ 架橋すること
でゲルを調製した。動的粘弾性測定により周波数依存の動的粘弾性を測定し、周波数 1.0Hz に
おける貯蔵弾性係数をせん断係数として、ゲル強度の比較を行った。フィブリン接着剤と比較
して、いずれの hm-ApGltn ゲルも高いゲル強度を示した。長鎖アルキル C18 を導入した
C18-ApGltn についての導入率変化を比較すると、導入率の増加に伴ってゲル強度が増加した。
また、導入したアルキル鎖長の効果を検討すると、長鎖アルキルの接着剤は短鎖アルキルと比
較して高いゲル強度を有することが明らかとなった。これらの結果は、疎水基の導入に伴い高
分子ゲル内において物理架橋点が形成されたことに起因すると考えられた。一方、短鎖アルキ
ルについては疎水性が低いことから、物理架橋点の形成頻度が低いことが予想された。これら
の結果から、疎水基種および導入率の調整によって、ゲル強度の制御が可能である事が示唆さ
れた。 
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図 1 疎水化タラゼラチン接着剤のゲル強度 a) 導入率の異なる C18-ApGltn のせん断係数 b) 
せん断係数に及ぼすアルキル鎖長の効果 
 
2）hm-ApGltn ゲルの物理解析と細胞との相互作用評価 
 ゲル上に HUVEC を播種すると、Org-ApGltn 上では表面のみで増殖するのに対し、hm-ApGltn
ゲルではゲルの中へ細胞が浸潤していく様子が認められた。調製した hm-ApGltn ゲルは
Org-ApGltn ゲルと比較して弾性率、膨潤度の有意な差は認められなかった。また、ピレンを用
いた疎水性ドメインの評価において、Org-ApGltn ゲルと比較して hm-ApGltn ゲルは蛍光強度が
増加したことから、疎水部分が多く存在することが明らかとなった。また、ゲル表面に対する
水接触角測定によりhm-ApGltnゲルはOrg-ApGltnゲルと比較して水の浸透速度が有意に高いこ
とが明らかとなった。さらに、ラット背部皮下に埋入したゲルと組織界面における切片を観察
すると、hm-ApGltn 内部に対する線維芽細胞の有意な浸潤が確認されことから、hm-ApGltn 中の
疎水基同士が水環境中で会合することで、架橋ネットワークが不均一となり、空隙が生じたこ
とに起因していると考えられた。 

 
図 2 タラゼラチンの疎水化によるゲル内部への細胞浸潤性促進（左) 疎水化無し、右) 疎水
化有り） 



3）生体組織に対する接着性評価 
新鮮なブタ大動脈に対する耐圧強度は、合成した全ての hm-ApGltn において Org-ApGltn と比

較して高い値を示した。また導入率 10 mol%程度の hm-ApGltn についてアルキル鎖長の効果を
評価した結果、鎖長増加に伴い耐圧強度が増加する傾向が認められた。さらに、耐圧強度試験
後の接着剤-大動脈組織界面をヘマトキシリン-エオジン染色後に観察した結果、Org-ApGltn で
は組織との広範囲な破断が観察されたのに対し、耐圧強度の高い Ste(C18)-ApGltn では組織破
壊が観測された。これらの結果から、ApGltn への疎水基導入により、組織浸透性が向上し、接
着剤と組織間の界面強度を増加させることで、耐圧強度が効果的に改善したと考えられた。ま
た、ラット摘出肺に形成した欠損部位に対する閉鎖効果を比較した結果、hm-AlGltn 接着剤は
市販品と比較して優位に高い耐圧強度を有することが明らかとなった。 
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図 3 疎水化タラゼラチン接着剤のブタ大動脈に対する耐圧強度（a) Chol-ApGltn の耐圧強度 
b) アルキル鎖長の効果） 
 
4）細胞・組織レベルでの接着メカニズムの検討 
蛍光ラベル化した hm-ApGltn を線維芽細胞に添加後、蛍光顕微鏡による細胞の観察により、

hm-ApGltn は ApGltn と比較して細胞表面により多く集積することが明らかとなった（図 4）。こ
れは、疎水基を導入することによって脂質二重膜で構成される細胞表面へのアンカー効果が生
じたことに起因すると考えられた。一方、血管や肺の組織は、主に弾性繊維を形成するエラス
チンやコラーゲン、細胞接着性分子であるフィブロネクチンなどの細胞外基質タンパク質（ECM）
で構成されている。そこで表面プラズモン共鳴法により、hm-ApGltn と ECM 成分との相互作用
を測定した。フィブロネクチンとの相互作用を測定した結果、Chol-ApGltn および C18-ApGltn
は Org-ApGltn と比較して優位に高い結合定数を示した。フィブロネクチンは、その構造内に細
胞やゼラチンとの結合領域を有していることに加えて、約 50％が疎水性アミノ酸で構成されて
いる。そのため、ApGltn に導入した疎水基がフィブロネクチンとの分子間相互作用を向上させ
たと考えられる。さらに、血管や肺の弾性繊維を形成するエラスチンは約 96％が疎水性アミノ
酸で構成されていることから、ApGltn の疎水化は ECM との分子間相互作用を向上させ、組織接
着性の改善に効果的であると考えられた。以上のことから、ゼラチンの疎水化によって細胞お
よび ECM との疎水性相互作用が向上した結果、湿潤生体組織への界面強度および耐圧強度が改
善されたと考えられた。 

 
図 4 hm-ApGltn の細胞膜へのアンカー効果（青：細胞核、赤：ゼラチン） 

 
5）in vitro/in vivo 分解性評価 
hm-ApGltn 接着剤はゼラチンを基盤とした材料で構成されているため、体内において主に酵

素分解が行われると考えられる。そこで酵素分解について、コラーゲンの分解酵素であるコラ
ゲナーゼを用いて、in vitro 分解性の評価を行った。図 5a のように、hm-ApGltn は Org-ApGltn
と比較して分解速度が遅いものの、完全に酵素分解された。また、体内での分解・吸収性評価
として、hm-ApGltn と末端にスクシンイミジル基を有するポリエチレングリコール系架橋剤に
より一定サイズのディスク状ゲルを調製し、マウス背部皮下に埋入後、組織観察を行った。接
着剤の分解・吸収性を経時的に観察した結果、4 週間以内に Org-ApGltn が、8 週間以内には
hm-ApGltn が完全に分解吸収された（図 5b）。hm-ApGltn については、4週後に材料内部への細
胞浸潤が認められた。hm-ApGltn による分解速度の遅延は、疎水基導入により物理架橋点が形



成され、水分子・プロテアーゼの接着剤内部への拡散速度が減少したことによると考えられた。
さらに hm-ApGltn については接着剤内部への細胞浸潤が観察されたことから、接着剤が細胞浸
潤を促進する足場としての役割も果たしていることが示唆された。これらの in vitro, in vivo
の分解性評価結果から、hm-ApGltn 接着剤は体内において酵素的に分解することが明らかとな
った。 

 
図 5 疎水化タラゼラチンゲルの in vitro, in vivo 分解性評価（a) in vitro コラゲナーゼ
分解性試験 b) in vivo マウス皮下埋入試験（A：接着剤）） 
 
6）in vitro/in vivo 評価による血管新生評価およびメカニズム解析 
hm-ApGltn を RAW264 に添加することにより TNF-alpha の発現は優位に増加し、長鎖長のアル

キル基において高い発現傾向が観察されたことから、hm-ApGltn がリポポリサッカライド様の
一部機能を有していることが示唆された。また、hm-ApGltn は RAW264 に対し、Org-ApGltn およ
び組織培養用シャーレ上と比較して 5 倍量の VEGF 産生を誘導した。一方、マウス皮下に
hm-ApGltn 埋入後、1 週間以内においては、in vitro の結果と同様に疎水基導入に伴い、優位
に血管新生が促進された（図 6）。しかしながら、1週間後においては、血管新生作用はほとん
ど差がなくなったことから、hm-ApGltn が一時的に血管新生を促進し、血管新生に伴う酵素に
よりゼラチン分子が分解されることにより、血管新生作用が低下することが示唆された。また、
材料および周辺組織の免疫染色を行った結果、Org-ApGltn およびリン酸緩衝液添加と比較して、
hm-ApGltn は NF-κB、VEGF、CD31 のすべての発現面積が有意に高い値を示した。このことから、
hm-ApGltn は VEGF 遺伝子のプロモーターとして働く NF-κBの産生を誘導することで、VEGF 産
生および血管新生を促進したと考えられた。 
 

 
図 6 タラゼラチンの疎水化による in vivo 血管新生（左) 疎水化無し、右) 疎水化有り） 
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