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研究成果の概要（和文）：以前の研究において生体分解を有するナノゲル架橋ハイドロゲルの作製を行ったがや
強度不足や架橋時間が長いこと、移植時の操作性など課題が多く残っていた。そこで本研究期間ではこのような
課題の克服を目的とした材料開発と機能評価を行ってきた。音響波や光照射のような外部刺激による架橋構造制
御を行い、以前より短時間かつ生体筋組織と同様の力学的特性を有するハイドロゲルの作製に成功した。新型コ
ロナウィルスの影響により生体内での実験にやや遅れが生じてしまったものの、研究期間の最終年度では生体内
でのゲル移植実験を行い、高い生体親和性と分解挙動を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：In previous research, we prepared biodegradable nanogel-based hydrogels, but
 many issues remained, such as insufficient strength, long cross-linking time, and improvement of 
usability. In this research period, we have been developing materials and evaluating their functions
 to overcome these issues. By controlling the accumulation structure with external stimuli such as 
acoustic waves and light irradiation, we succeeded in developing hydrogels with shorter reaction 
time and mechanical properties similar to muscle tissue. Although there was a slight delay in the in
 vivo experiments due to COVID-19, in the final year of the research period, gel implantation 
experiments were carried out and the high biocompatibility and degradation behavior of the gel were 
confirmed.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部癌の中でも舌癌の症例では術後に構音障害や嚥下障害が生じることがある。リハビリや口腔内装置による
機能代償しか手段がないのが現状であり、これらを用いても回復困難な場合もしばしば認める。喪失した舌筋組
織再生はこのような機能障害に対する新たな治療法といえる。
本研究において着目しているナノゲルは内包したタンパクを生体内で徐放する機能があり他の生体材料にはない
特徴である。筋組織と同様の力学的性質を持つことから、舌のような筋組織再生に適した材料であると考えられ
る。ナノゲルによる舌筋組織をはじめとした術後機能障害に対する新たな治療法の確立に貢献しうることが研究
の社会的意義である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
舌がんなど頭頸部癌手術後の患者においては創部の縫縮や悪性腫瘍切除に伴う舌体積の減少
などを原因とした、嚥下・構音機能障害や術後の QOLの低下や誤嚥リスクの増大など重大な影
響をこうむる。このような機能障害の改善にはリハビリテーション以外有効な手段がなく、完全
な機能回復は達成されていないのが現状である。このような臨床的課題に対し天然高分子・合成
高分子、脱細胞組織などの足場材料を用いた再生医療の観点から研究報告がなされてきたが生
体内での分解性などの課題があり臨床応用へ至ったものはない。そこで本研究では高い生体親
和性を持つ CHPナノゲルを基盤とした再生医療による頭頸部組織の再生を達成するため、CHP
ナノゲルに着目した。CHP ナノゲルとは疎水化プルランが自己組織化した直径約 30nm 程度の
微粒子であり、タンパク質を微粒子に内包するシャペロン機能を有し、内包したタンパク質の活
性を維持したまま外部へ徐放するユニークな性質を持つ。これまでに分解性 CHP ナノゲルを構
成単位とするポーラスゲルが舌筋組織再生を促進することを報告してきた[1]。しかし、筋芽細
胞の分化をより効率的に促す形態や欠損部に移植する際の操作性など課題は残った。 
そこで本研究では舌をはじめとする頭頚部筋組織の構音・嚥下機能障害に対し、材料の形態や
足場材料中における筋芽細胞の分化効果に重点を置いた頭頸部組織再生へ応用可能な CHP ナ
ノゲル架橋材料の開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、前項に述べた構音・嚥下機能を回復できるような頭頸部筋組織に移植できる

CHP ナノゲルマテリアルを開発することである。具体的には CHP ナノゲルをマイクロサイズ
(マイクロスフェア)に集積制御させたインジェクタブルゲルと架橋時間をより短縮させ外部刺
激により集積構造の制御を可能にした光架橋ゲルの開発を行い、それらの基礎物性や細胞との
相互作用について評価を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロスフェアの開発と物性及び細胞との相互作用の評価 
移植時の操作性を向上させるため、インジェクタブルデバイスの開発を試みた。反応性ナノゲ
ルをマイクロサイズに集積させたマイクロスフェアを作製し、形態や粒径分布について評価す
るため共焦点レーザー顕微鏡にて評価を行った。このマイクロスフェアを細胞スフェロイドの
核となるよう、細胞と共培養し、細胞とのハイブリッドマイクロスフェアを作製した。細胞との
複合化を共焦点レーザー顕微鏡で観察を行ない、マイクロスフェアの細胞に対する影響を評価
するため live/dead assay、ATP 活性を行った。 

 
(2)光応答性ハイドロゲルの開発と物性及び細胞との相互作用の評価 
前項でマイクロスフェアの懸濁液はマイケル付加反応を利用するため架橋に時間を要するこ
と、また生体内へ移植した際に拡散し足場材料としての体積を維持することが困難であること
が課題となった。そこで架橋時間を短縮と光反応性ゲルの設計を行なった。反応性ナノゲルと組
み合わせる架橋材として 4 本鎖の PEG の末端にアクリロイル基を修飾した PEG-S-TA を合成し
た。重合開始剤として LAP を用い、405nm の光照射を 100 秒間行うことで PEG-S-TA ゲルを調整
した。ゲルの力学的特性はレオメーターを用いて応力ひずみ曲線を描記することで解析した。緩
衝用液中でのゲルの分解挙動や蛍光標識したインスリンの取り込み・放出挙動は蛍光強度測定
により行った。ゲルの細胞毒性は、細胞と複合化させたゲルに live/dead assay を行うことで評
価した。またプレゲル溶液をマウスの皮下に注入しゲル化させバイオイメージングシステムに
より観察を行い in vivo のゲル分解挙動まで評価した。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロスフェアの開発と物性及び細胞との相互作用の評価 
 作製したマイクロスフェアは直径約 10-20μm程度であり、真円に近い形態であった(Fig.1a)。
次にマイクロスフェロイドと細胞とを U 底のウェルプレート内で共培養することでハイブリッ
ドスフェロイドを作製し、共焦点レーザー顕微鏡
で形態や細胞分布の観察を行った(Fig.1b)。ハイブ
リッドスフェロイドはマイクロスフェアの凝集体
を核とし、周囲を取り囲むように接着している様
子が確認された。この結果より従来のスフェロイ
ドの課題であった中心部の壊死を抑制できている
のではないかと考え ATP assay によりスフェロイ
ドとマイクロスフェアを添加したハイブリッドス

Fig.1 (a)マイクロスフェアの形態 (b)ハイブリッドスフェロイドの形態 

(a) (b) 



フェロイド内での生細胞の比較評価を行ったところ、両者とも経時
的に生細胞数が減少するがハイブリッドスフェロイドでは精細胞の
減少が抑制されていることが明らかになった。これらの結果まとめ
論文化し報告した[2]。 
 
  
 

(2)光応答性ハイドロゲルの開発と物性及び細胞との相互作用の評価 
 筋組織再生の足場材料としての応用を目指すため、調整した光架橋ハイドロゲルの力学的特
性をレオメーターにて解析し生体筋組織と比較を行った。応力ひずみ曲線から PEG-S-TA ゲルの
ヤング率は約 9kPa であった。生体筋組織のヤング率は約 8-17kPa と報告され
ており、ほぼ同等の値であった。PEG-S-TA ゲルを緩衝溶液では約 60 日程度で
分解され、インスリンの取り込み・放出挙動が確認された。 
 細胞と複合化させた PEG-S-TA ゲルを live/dead 染色し、共焦点レーザー顕
微鏡で観察を行った(Fig.3)。結果、明らかな細胞毒性は確認されず、高い細
胞生存率を有していた。生体内での分解挙動を確認するためプレゲル溶液を
ヌードマウスの背部皮下に注入してから光照射しゲル化させた。 
分解挙動はバイオイメージングシステムにより観察を行った(Fig.4)。 
PEG-S-TA ゲルは移植後 28 日で 70%程度が分解しており、生体内でも良好な
分解性を有することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(参考文献) 
[1] J Biomater Sci Polym Ed (10):1254-1271. (2020) 
[2] ACS Appl. Bio Mater. (4) 11:7848-7855. (2021) 

Fig.2 ハイブリッドスフェロイドの ATP活性 
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Fig.3  PEG-S-TAゲルの細胞生存率 

Fig.4  PEG-S-TAゲルの生体内での分解挙動 
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