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研究成果の概要（和文）： 腹腔鏡下手術の際に、腹腔内で注入と同時に迅速架橋するin situ架橋ハイドロゲル
が、術後腹膜癒着防止材として期待されている。しかし腹膜側は組織接着性や止血性を、腹腔側は組織接着阻止
性と、材料の裏表でトレードオフとなる機能を要求され、単一素材の開発と適用では性能向上の限界に達してい
る。本研究では化学工学のシステム的発想に基づき、スプレー噴霧によって腹腔内で、複数のゲル化材料がマル
チレイヤーに積層一体化したゲルを創傷部に迅速形成させ、各層が適切な機能を分担して発揮することにより、
格段に性能が優れた癒着防止材を開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：　In situ crosslinkable hydrogels are potential to prevent peritoneal 
adhesions in laparoscopy. However, it is expected that resection side of the gels and peritoneum 
side of the gels have wound healing function and barrier function, respectively. This is usually a 
trade-off relationship in medical engineering. We hypothesized that several materials should be 
suitably assembled in order to break this trade-off based on chemical engineering. In fact, we 
formed double-layered hydrogels in situ on trauma by a spray device, and the double-layered gel 
showed better performance to prevent adhesions than single-layered hydrogels.

研究分野： 医用化学工学
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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 
開腹手術に代わり、内視鏡の一種である腹

腔鏡を用いた低侵襲な外科手術が、消化器外
科や産婦人科等で急速に増加している。これ
に伴い、スプレーやダブルシリンジなどのア
プリケーターを用いて噴霧する in situ 架橋
ハイドロゲルが、癒着防止材として期待され
ている。 
腹膜癒着とは、外科手術により形成された

創傷面同士がフィブリンにより接着し、腹腔
内臓器（肝臓、腸など）と腹膜が半永久的な
接着をすることである。全外科手術の 9 割以
上で起こり、腸のねじれによる食物通過障害
による緊急手術、卵管のねじれによる不妊、
再手術の出血増加などを惹起するため、性能
の良い癒着防止材が切望されている。 
一方で、手術の創傷面においては、癒着防

止と同様に止血も重要である。止血材である
フィブリン糊を肝切モデルに癒着防止材と
して投与した際に、癒着を増悪化させる場合
と、癒着を阻止する場合があることを明らか
になっている。このため、次世代癒着防止材
では、癒着防止のための組織接着阻止能と、
止血のためのフィブリン糊の止血性や創傷
部接着性という、相反する特性を両立させる
必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、材料に相反する機能である組
織接着性と組織非接着性（癒着防止性）を兼
ね備えた、マルチレイヤー型 in situ ハイド
ロゲルを実現する。接着止血効果層（第 1 層）、
癒着防止層（第２層）をスプレーワンショッ
トで形成し、ゲルの腹膜側と腹腔側の性質を
非対称に機能分担することにより、重症度の
高いラット肝切癒着モデルの創傷部で癒着
防止能を示す癒着防止材を世界に先駆けて
開発する。 
 
３．研究の方法 
 癒 着防止 層 として は アルギ ン 酸 と
CMC(Alg-CMC)の混合溶液をカルシウムイオ
ンによりイオン架橋したゲルを用いた。接着
止血層としてはアルギン酸とゼラチン
（Alg-gelatin）の混合溶液をカルシウムイ
オンとトランスグルタミナーゼ（TG）でダブ
ル架橋したものを用いた。 
 スプレーで２層を積層するためには、ガス
による剪断によりできる液滴のサイズが層
の均一性に影響するために、正確に評価しな
ければならない。ガス流速を 3,5,7L/min、ス
プレー距離を5,10,20cmと変化させて液滴径
を測定した。さらに操作条件を変えた時のス
プレーによる細胞への障害をMTTアッセイと
Live/Dead 染色により評価した。 
 次にギャップ幅1mmで中皮細胞のスクラッ
チアッセイを行い、スプレーを細胞の層の上
面から投与した時の細胞の再生速度を評価
し、材料群で比較した。 
 さらにゲルの断面方向への細胞の浸潤挙

動を評価した。厚さ 1.2mm のゲルを作製し、
ゲルの上層に細胞を播種し、24 時間後の細胞
の分布を共焦点顕微鏡で観察した。 
 
 最後に、ラットの肝臓左葉をペアンで離断
し癒着を惹起する動物モデルを用いて、癒着
の Grade および Extent を、第１層のみ、第
２層のみ、ダブルレイヤー（第１層＋第２層）
の間で比較して、癒着防止効果を評価した。 
 
４．研究成果 
 スプレーの液滴サイズとスプレー面積の

関係に整理し、本研究で用いたスプレーデイ
バスの場合は、液滴径は操作条件によって 10
～400μm の間で大きく変化し、液滴径が 50
μmより小さくなると、スプレー面積が 60cm2

以上まで広がることを示した。 
 
 さらにスプレー条件によって細胞に障害
が起こるかを、中皮細胞株 Met5A と、線維芽
細胞株 NIH-3T3 を用いて評価した。図２に示
すように、3L/min ではスプレー距離にかかわ
らず細胞に影響はないが、7L/min でスプレー
距離を 10cm 以下にすると細胞の生存率に影
響があることわかった。

 

図１ 液滴径とスプレー面積の関係 

Control    5cm    10cm    20cm    5cm     10cm   20cm
3L/min                         7L/min  

図２ スプレー条件と細胞生存率 



さらにガスのみで 7L/min、5cm の距離でスプ
レーを行っても、細胞生存率の低下がみられ
なかったことから、細胞は液滴の着弾による
物理的な衝撃によって障害を受けているも
のと考えられる。 
 

 
 次に図３に中皮細胞のスクラッチアッセ
イの結果を示す。ゼラチン含有アルギン酸ゲ
ル（Alg-gelatin）は治癒速度が速いことが
示唆されている。図４に定量化した結果を示
す。回復面積で見ると有意差がみられなかっ
たが、遊走している細胞の数で比較すると、
CMC 含有アルギン酸ゲル(CMC-gelatin)より

も Alg-gelatin の方が、活発に細胞が遊走し
ていることが有意差をもって示された。さら
にトランスグルタミナーゼ（TG）はグルタミ
ンとリジンを架橋するために、細胞毒性も懸

念されたが、1wt%の添加量では毒性の発現は
見られていない。これは酸素による失活が速
やかに進むことも寄与していると考えられ
る。 
 さらに細胞の浸潤アッセイを行った。癒着
防止効果を示すためにはバリアになってい
るゲルは線維芽細胞の浸潤を防止する必要
がある。 
 図５に結果を示す。Alg-CMC ゲルの場合、
細胞はゲルの中に侵入できない。これはアル
ギン酸もCMCも細胞接着性をもたないためで
ある。一方で Alg-gelatin ゲルの場合は、ゼ
ラチンが細胞接着配列を持ち、線維芽細胞が
遊走・接着できるため、細胞はゲルの内部深
くまで侵入する。24 時間後には 1.2mm のゲル
を縦断し、底面まで到達している。一方で、
Alg-CMC ゲルと Alg-gelatin ゲルを積層した
場合が下段である。繊維芽細胞は上部
Alg-gelatin ゲル内部に浸潤した後、Alg-CMC
ゲル内部は浸潤できず、細胞の浸潤が
Alg-CMC ゲル層で阻止できることがわかる。 
 
 さらにスプレー操作条件の検討によりダ
ブルレイヤー層の構築が可能になったため
に、両層を赤色色素、青色色素で着色し、確
かに２層構造のダブルレイヤーゲルが作製
できることを確認した。 

 
図３ Met5A のスクラッチアッセイの

結果 

 

 

図４ スクラッチアッセイの結果 

（上）創傷治癒面積（下） 

 

図５ 細胞の浸潤アッセイの結果 



 
 以上の検討をもって、ラット肝臓(左葉)切
除癒着モデルに、本材料を適用した。図７に
示すように、ラットの肝臓を部分切除し、そ
こに第１層のみをスプレー、第２層のみをス
プレー、ダブルレイヤーでスプレーを行い、
比較を行った。癒着 Grade ではダブルレイヤ
ーゲルのみが、癒着防止効果を示し、第１層
単独、あるいは第２層単独の群では、コント
ロール群に対して癒着防止効果を示さなか
った。 
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 以上から当初に構想した通り、図８のよう
に、アルギン酸と CMC の混合癒着防止層と止
血が期待されるゼラチン含有アルギン酸層
のダブルレイヤーゲルが、双方の材料が相乗
効果を発揮して、性能が向上した。 
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