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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、ビトリゲルに線維芽細胞増殖因子（b-FGF）を添加した人工材料を作製し、上皮形成促

進効果を評価した。b-FGF なしのビトリゲルをコントロールとし、b-FGF10ng と 100ng を添加したビトリ

ゲルの計 3 種類を評価した。コントロールに比較し、b-FGF 導入モデルは線毛細胞が早期より確認され、

上皮化促進効果が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Our technique for tracheal reconstruction using vitrigel collagen-sponge scaffolds 
with b-FGF application affords a feasible approach for accelerating regeneration of 
the intra-luminal surface and subepithelial layer of the regenerated tracheal tissue. 
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１． 研究開始当初の背景 

 気管の再生医療の臨床応用は、2002 年に京

都大学で開始され、福島医大では 2003 年よ

り行われている。移植材料の内腔面の上皮化

には約 2カ月を要するが、術後感染の観点か

らは更なる上皮化の促進が必要と考えられ

ている。 

 
２．研究の目的 

 従来の人工気管に、ビトリゲルを付加する

ことで、表面強度は増し平滑になるために上

皮化の促進効果が得られることは先の研究

にて判っている。ビトリゲルに b-FGF を混入

することで、徐放効果が得られ更なる機能的

な上皮化の促進効果が得られるかを解明す

る。 
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３．研究の方法 

(1)コラーゲンスポンジは適当なサイズにハ

サミで切断、分割する。4℃でⅠ型コラーゲ

ンと culture medium を等量混合し（ゾル）、

dish に 2ml 加える。このゾルの上に切断した

コラーゲンスポンジを１個ずつ置く。2時間

経過した時点でdishの蓋を開け、温度10℃、

湿度40%下の恒温恒湿器内で48時間乾燥させ

る。PBS を１dish あたり 2ml ずつ加え10分

放置後除去する。これを 3回行う。コラーゲ

ンスポンジよりはみ出したゲルは、メスでト

リミングし除去する。再び 10℃40%の条件下

で 48時間乾燥させた後に、室温で保存して

ガラス化を進行させる。これを、使用する30

分前にPBSを加え水和させることでコラーゲ

ンスポンジ付きビトリゲルを形成させる。 

(2)作製された bi-potential scaffold の

vitrigel 重層面の表面形態を光学顕微鏡と

走査電子顕微鏡にて評価する。 

(3)ラットやウサギに対しネンブタール

静脈投与による麻酔下に頸部気管を露

出させる。電気メスにて気管前壁を非管

状に切除し、適当なサイズに開窓する。

vitrigel を重層した側を内腔面に向け、

パッチ状に気管欠損部に縫合する。縫合

後閉創する。 

(4)観察期間（移植後 3日、7日、14日、

28日）の後にネンブタール過剰投与によ

り安楽死させた後、気管を摘出する。 

(5)凍結切片及びパラフィン切片の双方

を作製。必要に応じ各種染色（免疫染色

を含む）を行う。また走査電顕用の標本

も作製する。 

(6)Ⅰ型コラーゲンと culture medium 混合

液に、更に b-FGFを混合してゾルを作製す

る 。 そ の 後 の 工 程 は bi-potential 

scaffold 作製工程に準ずる。 

(7)ネンブタール静脈投与による麻酔下に

頸部気管を露出させる。電気メスにて気管

前壁を非管状に切除し、開窓する。作製し

た bi-potential scaffold の b-FGF 含有

vitrigel 面を内腔に向け、パッチ状に気管

欠損部に縫合する。縫合後閉創する。 

(8)観察期間（移植後 3 日、7 日、14 日、

30 日）の後にネンブタール過剰投与により

安楽死させた後、気管を摘出する。 

(9)凍結切片及びパラフィン切片の双方を

作製。必要に応じ各種染色（免疫染色を含

む）を行う。また走査電顕用の標本も作製

する。 

(10)通常の光学顕微鏡のほか、蛍光顕微鏡、

共焦点顕微鏡、走査型電子顕微鏡を用いて

各実験モデルについて経時的に組織を観

察・評価する。 

 
４．研究成果 

ビトリゲルに線維芽細胞増殖因子（b-FGF）

を添加した人工材料を作製し、上皮形成促進

効果を評価した。b-FGF なしのビトリゲルを

コントロールとし、b-FGF10ng と 100ng を添

加したビトリゲルの計 3種類を評価した。 

全身麻酔下に SDラットの気管を露出し 2

×4mm の気管欠損を作製した。それぞれの人

工材料で気管欠損部を多い、前頸筋を縫合す

ることで固定した。3日、5日、7日、14日

の経過観察後に喉頭気管の摘出を行った。標

本は 10％ホルマリンによる固定、パラフィン

包埋し、気管欠損部の中央が観察できるよう

水平断の標本を作製し hematoxylin & eosin

染色を行った。 

移植後3日ではいずれの人工材料でも上皮

形成は確認されなかった。移植後 5日では

b-FGF なし群では上皮形成は認めず、

b-FGF10ng で単層の上皮形成、b-FGF100ng で

重層の上皮形成を認めた。移植後 7日では

b-FGF なし群でも単層の上皮形成を認め、

b-FGF10ng，100ng 群では一部線毛細胞も確認



 

 

できるようになった。b-FGF10ng 群では上皮

下層の炎症細胞侵入、b-FGF100ng 群では線維

芽細胞侵入も確認され厚みのある上皮下層

が形成されていた。移植後 14日では全ての

人工材料において多列上皮を認めるように

なり、線毛細胞も確認された。b-FGF10ng、

100ng 群では上皮下層に血管新生が確認され

た。 

b-FGF による上皮形成および上皮下層の形成

促進が確認され、濃度を変化させることで形

成が助長されることも確認された。上皮およ

び上皮下層の早期形成は外的刺激や感染防

御につながり、結果的には気管再建術後の良

好な経過を得るための一つの対策になる可

能性があると思われた。 
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