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研究成果の概要（和文）：フィブリルが軸方向に配向した紐状コラーゲンゲル（CCG）の連続成型技術を開発し
た。リン酸緩衝液に溶解したコラーゲンを38℃に加温したステンレス管に導入する工程により、管内で急速なコ
ラーゲンの線維化を生じ、CCGが連続的に吐出された。従来の湿式紡糸法に対する本法の優位性は、ゲル全層に
渡りフィブリルを配向させることができ、更にゲルの直径を制御可能なことである。
CCGを乾燥させると断面積が0.0123～0.135 mm2のfiberを作製できた。湿潤状態での破断強度は54.5 ± 7.8 MPa
に達し、ヒト靱帯に比肩した。このfiberの組紐によって細胞浸潤性を有する人工腱マトリックスを作製した。

研究成果の概要（英文）：We developed a continuous formation method of cord-like collagen gels 
comprising fibrils preferentially aligned along the geometrical axes (CCGs). Collagen dissolved in a
 sodium phosphate buffer was introduced into a stainless cylinder warmed at 38°C. This process 
caused collagen fibril alignments under acute fibril formation in the cylinder, resulting in 
continuous formation of CCGs. Outstanding advantages of this method over conventional wet spinning 
include the capacity of this technique to form aligned fibrils in the entire gels and to control the
 diameter of cord-like gels over 1 mm. 
The air-drying of CCGs produced dry collagen fibers with cross-sectional areas of 0.0123-0.135 mm2. 
Upon the rewetting of the fibers, they failed at a stress of 54.5 MPa, which is higher than the mean
 failure stress of anterior cruciate ligament tissue(13.3-37.8 MPa) Artificial tendons with the 
capacity of cell infiltration could be fabricated from the fibers by braiding. 

研究分野：生体材料
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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 
関節外科領域では自家腱移植が多用され

ている。移植後の自家腱には生体内再構築機
転が作用し、物性が経時的に変化し、患者は
運動機能を回復することができる。しかし、
採取部に与える害が問題になっており、自家
腱移植に代わる人工腱マトリクスの開発が
待望されている。 

従って、生体内の組織再構築過程を想定に
入れた人工腱マトリクスが理想であるが、そ
の開発研究は国内外を問わず全くない。天然
の腱マトリクスに起こる再構築現象に関す
るこれまでの研究は、天然の腱を人為的に改
変することで行われてきた。天然の腱マトリ
クスの構造的特徴を模した人工腱マトリク
スを作製し、その構造を制御できれば、in vivo
評価により組織再構築現象の核心に迫るこ
とができる。さらに、再構築現象に寄与する
構造因子を反映させた、理想的な生体置換型
人工腱の開発へと展開できる。 
これまでに研究代表者らは科研費基盤Ｃ

（H24～26 年）の補助を受け、腱のコラーゲ
ン配向構造を模倣した世界初の「不均一径を
有する一軸配向コラーゲンゲル線維束」の開
発に成功した（特開 2016-077411）。このゲル
は配向軸方向に強化された引張強度を有し、
また接着した線維芽細胞の配向増殖を促進
するなど画期的な性能を示した。しかし in 
vivo 評価において、天然の腱と比べて被細胞
浸潤能および構造特性が劣ることが課題で
あった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえ、本研究では、①配向

コラーゲン線維束の作製技術をさらに発展
させ、配向コラーゲン fibril から構成された
紐状コラーゲンゲルの連続成型技術を開発
する。この紐状ゲルから作製した fiber を用い
て、天然の腱が持つ線維の階層構造（fibril < 
fiber < fascicle）を模倣し、天然の腱と比肩し
得る被細胞浸潤能および構造特性を有する
「高強度３次元ハイブリッド人工腱（人工腱
マトリクス）」を創製する。また②すでに確
立した in vivo 実験系に用い、生体内再構築現
象によって起こる人工腱マトリクスの構造
と物性の変化を生体力学的および分子生物
学的に評価し、その分子機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 中性コラーゲンゾルの調製 
酸性コラーゲン水溶液（濃度 1%）をエバポ
レーターで 3%まで濃縮した。PBS を模倣し
たリン酸緩衝液（1×NPB； 140 mM 塩化ナト
リウム含有 50 mM リン酸水素ナトリウム緩
衝液（pH 7））の濃縮液と混合・均一化し、2
倍濃度の緩衝液（2×NPB）を溶媒とした 2.5%
コラーゲンゾルを調製した。 

得られた中性コラーゲンゾルの線維化速
度を回転型レオメーターで定量した。レオメ
ーターにゾルを設置した後、装置温度を 23℃

から 38℃へと急激に上昇させた。ゾルが線維
化してセンサーがスリップし、せん断応力が
低下し始めるまでの時間を tmax (s)と定義した。 
(2) 紐状コラーゲンゲルの連続成型（特願
2017-215184） 
線維化速度を高めた中性コラーゲンゾルを
加温されたステンレス管へと連続供給し、紐
状コラーゲンゲルの連続成型を実施した。
2.5%コラーゲンゾル（溶媒は 2×NPB）を
30-mL シリンジに充填し、10G、13G、もしく
は 18G のステンレス管とシリンジをシリコ
ーンゴムチューブで接続して、ステンレス管
を 38℃の 1×NPB 中に挿入した。ステンレス
管内で所定のせん断速度・せん断時間が付与
されるように計算された流速でコラーゲン
ゾルを押し出し、ステンレス管から紐状コラ
ーゲンゲルを吐出させた。 
(3) 紐状コラーゲンゲルの評価 
・複屈折測定 二次元複屈折装置を用いて紐
状コラーゲンゲルのレターデーションを測
定し、サンプル全体の面分析を行うとともに、
線分析により線維配向性を数値化した。 
・内部線維構造 紐状コラーゲンゲルを t-ブ
タノール凍結乾燥し、長軸方向の断面の走査
型電子顕微鏡（SEM）観察を行った。 
(4) コラーゲン fiber の作製 
紐状コラーゲンゲルを以下の処理に供し、コ
ラーゲン fiber を作製した。サンプル名を表１
の通り定義した。 
①UN 処理（未架橋）  紐状コラーゲンゲ
ルを 5 mM リン酸緩衝液および 90%エタノー
ルで洗浄し、発泡ポリエチレン棒に巻き取り
風乾した。 
②DHT処理  UN処理コラーゲン fiberに対
して 130℃‐12 h の真空処理を行い、脱水熱
架橋を導入した。 
③EN 処理  紐状コラーゲンゲルを 50 mM
の 1-エチル-3-（3-ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド（EDC）に浸漬し、37℃‐12 
h の架橋処理を行った。水および 90%エタノ
ールで洗浄し、発泡ポリエチレン棒に巻き取
り風乾した。 
④EN/DHT 処理  EN 処理を行ったコラー
ゲン fiber に DHT 処理と同様の脱水熱架橋を
行った。 
 
表１ コラーゲン fiber の名称 
名称 使 用 し

た ス テ

ン レ ス

管 

線維配向 架橋処理 

Sa-fiber 18G 配向 EN/DHT 

Ma-fiber 13G 配向 EN/DHT 

Mr-fiber 13G 無秩序 EN/DHT 

La-fiber 10G 配向 EN/DHT 

Ma(UN)-fiber 13G 配向 UN 

Ma(DHT)-fiber 13G 配向 DHT 

Ma(EN)-fiber 13G 配向 EN 

 
(5) コラーゲン fiber の評価 



・形態観察  乾燥および湿潤状態の
EN/DHT処理コラーゲン fiberの外観および断
面を光学顕微鏡で観察し、image J を用いて断
面積を求めた。 
・架橋度  トリニトロベンゼンスルホン酸
とコラーゲンのアミノ基との呈色反応によ
り求めたアミノ基消費率を架橋度とした。 
・酵素耐性  コラゲナーゼ水溶液にコラー
ゲン fiber を浸漬し、37℃で 7 h 静置した。そ
の後、ポアサイズ 0.45 µm フィルターを通過
した上清中のヒドロキシプロリンを定量し、
fiber の分解率を算出した。 
・力学特性  テクスチャアナライザーを用
いて、乾燥および湿潤状態の EN/DHT 処理コ
ラーゲン fiber の引張試験を行った。引っ張り
方向と垂直に配置された一対の平行棒に
fiber を巻き付けて固定し、速度 1 mm/s で引
っ張った。得られた応力‐歪曲線からヤング
率、引張強度（破断時応力）、および破断歪
を算出した。算出には初期の断面積を用いた。 
(6) コラーゲン fiber への細胞浸潤性の評価 
EN/DHT 処理した Sa-fiber を 54 ループさせた
全長 20 mm のインプラントを作製した。これ
らを家兎の背部皮下に埋植し、3 週後に摘出
して HE 染色による組織観察を行い、fiber 間
および fiber 内への細胞浸潤性を評価した。 
(7) 人工腱の作製と評価 
・作製  架橋処理および直径の異なる 3 種
類のコラーゲン fiber（Sa-、Ma-、および
Ma(DHT)-fiber）を用いて、総断面積が同じに
なるように組紐を施した。 Ma- および
Ma(DHT)fiber においては組紐作製ディスク
を用いて 6 本の組紐を作製した。一方、直径
の小さい Sa-fiber においては、まず 6 本の撚
り紐を作製し、その後に撚り紐 5 本の組紐を
作製した。両端を玉結びで固定し、長さ約 50 
mm の人工腱を作製した。 
・形態観察  前出の方法で SEM 観察を行
った。 
・力学特性  前出の方法で引張試験を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究の価値 
・高度に線維配向した紐状コラーゲンゲルの
連続成型技術が開発され、生体置換型人工腱
の構成要素となり得る優れた強度の線維配
向コラーゲン fiber が量産可能になった。従来
の湿式紡糸技術はコラーゲン線維が配向し
ないという課題があった。 
・本連続成型技術は金型のサイズを変えるこ
とで紐状ゲルの直径が可変であるため、コラ
ーゲン fiber の直径を制御でき、直径の異なる
fiber から構成された人工 fascicle の開発が可
能になった。従来の湿式紡糸技術では、凝固
液中に吐出されたコラーゲンゾルの周囲か
ら徐々にゲル化するため、直径の制御が困難
であった。 
・本連続成型技術で作製される紐状コラーゲ
ンゲルは強度が高く、未架橋の状態で乾燥し

て種々の架橋が導入できた。このため、架橋
度により酵素耐性を制御したコラーゲン
fiber を作製でき、生体吸収性が異なる fiber
から構成された人工 fascicle の開発が可能に
なった。 
 
(2) 中性コラーゲンゾルの線維化速度 
1×NPB、1.5×NPB、および 2×NPB を溶媒とし
た 2.5%コラーゲンゾルの tmaxは、レオメータ
ーのセンサーギャップを 13G ステンレス管
の内半径と等しく 1 mm とした場合に、それ
ぞれ 120 s、60 s、および 21 s と求められた。
NPB 濃度を高めることで線維化速度が高く
なった。 
 
(3) 紐状コラーゲンゲルの連続成型と線維配
向性 

2×NPB を溶媒とした 2.5%コラーゲンゾル
に対して 13G のステンレス管内でせん断速
度 γa = 5 s–1およびせん断時間 21 s （tmaxと等
価）を与えられるようにポンプの流速とステ
ンレス管長（26 mm）を設定し、38℃に加温
したステンレス管からの紐状ゲルの連続成
型に成功した（図１a）。紐状ゲルは切れるこ
となく同一の直径で成型され（図２a）、平滑
な表面を有していた（図２b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 13G ステンレス管から紐状コラーゲンゲル

が吐出される様子 
(a)せん断時間 = 1×tmax、せん断速度 = 5 s–1 

(b)せん断時間 = 0.2×tmax、せん断速度 = 5 s–1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 13G ステンレス管から吐出された紐状コラ

ーゲンゲルの外観 
(a)全体像、(b)拡大像（図中のスケールは 10 mm） 
 
得られた紐状コラーゲンゲルの複屈折面

分析像を図３a に示す。サンプル全体にわた
ってレターデーションの高い領域（黄～赤）
を有し、長軸方向にコラーゲン線維が配向し
ていることが明らかになった。図３c は長軸
と垂直方向の線分析結果である。中心部の配
向性がやや弱かったが、均一度の高い配向性

a b

a b



が観察された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 紐状コラーゲンゲルの複屈折測定結果 
(a) 図１a のゲルの面分析像、(b) 図１b のゲルの

面分析像、(c) 図１a のゲルの線分析結果、(d) 配
向性に及ぼすせん断時間の影響、(e) 線維配向性に

及ぼす線維化速度の影響、(f) 線維配向性に及ぼす

せん断速度の影響 
 

一方、ステンレス管長を短くしてせん断時
間を 0.2×tmaxまで短縮すると、ステンレス管
から線維化前の透明なゾルが吐出され、その
後にゲル化した（図１b）。複屈折面分析は弱
い配向性を示した（図３b）。線維化が完了し
てから吐出されることが線維配向性を高め
るために重要であることが明らかになった。 
線分析から得られた平均レターデーショ

ンを配向性の指標とし、連続成型の条件（せ
ん断時間 ta (n×tmax)、線維化速度 tmax、せん断
速度 γa）の配向性に及ぼす影響を調べる成型
実験を行った。配向性は ta = 1×tmax)、をピー
クに、ta が長くても短くても低下した。tmax、
が短いほど配向性が向上した。γaが 5 s–1まで
配向性は向上し、それ以上の γaの増加は配向
性にほとんど寄与しなかったばかりか、γa が
20 s–1以上でゲル表面の荒れが生じた。以上の
結果から、線維配向性に優れた紐状コラーゲ
ンゲルの連続成型条件として、2×NPB を溶媒
とした短い tmax、ta = 1×tmax、および γa = 5～
10 s–1が明らかになった。 

図１a の紐状コラーゲンゲルの線維構造の
SEM 観察結果を図４a に示す。完全ではない
が、ゲルの長軸方向と平行な線維配向構造が
観察された。比較として、同じゾルから静置
条件で作製したゲルの無秩序な線維構造を
図４b に示す。 
 
(4) 紐状コラーゲンゲルの直径制御性 

ステンレス管のサイズを13Gから10Gおよ
び 18G へと変更し、同じく最適条件で連続成
型した紐状コラーゲンゲルの外観を図５a に
示す。ステンレス管の内径とほぼ同一の直径

を持った紐状コラーゲンゲルが成型された。
このため、ステンレス管の内径に対してゲル
の断面積の対数をプロットした片対数プロ
ットは直線関係となった（図５b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 紐状コラーゲンゲルの内部の SEM 像 
(a) 図１a で作製したゲル、(b) 静置条件で作製し

たゲル。 図中のスケールは 5 µm。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図５ ステンレス管のサイズを変えることによる

紐状コラーゲンゲルおよびコラーゲン fiberの直径

制御性 
(a) 紐状コラーゲンゲルの外観、(b) ステンレス管

の内径に対する紐状コラーゲンゲルおよびコラー

ゲン fiber の直径のプロット図 
 
(5) コラーゲン fiber の酵素耐性 

13G ステンレス管で作製した紐状コラーゲ
ンゲルから得られたコラーゲン fiber の架橋
度と酵素耐性を表２に示す。架橋を施さない
Ma(UN)-fiber はほぼ全てコラゲナーゼで分解
された。一方、EN 処理と DHT 処理を経たコ
ラーゲン fiber はほとんど分解されなかった。
EN処理とDHT処理はそれらの中間の酵素耐
性を示し、DHT 処理のみでは架橋度がわずか
7.9%であったため、その低い架橋度に応じて
高い酵素分解性を示した。 
 
表２ コラーゲン fiber の架橋度と酵素耐性 
Fibers 架橋度 

 
(%) 

コラゲナーゼ 
分解性 

(%) 

Ma(UN)-fiber −0.2 ± 0.4 94 ± 5 

Ma(DHT)-fiber 7.9 ± 2.7 81 ± 3 

Ma(EN)-fiber 37 ± 2 25 ± 5 

Ma-fiber 43 ± 3 0 ± 0 

 
(6) コラーゲン fiber の形態 
最も高い架橋度を与えるEN/DHT処理を経て
作製したコラーゲン fiber の形態観察結果を
図６に示す。図６a は、10G ステンレス管か
ら作製した La-fiber が 2 kg の分銅を釣り上げ
ている様子である。10G、13G、および 18G
ステンレス管から作製した紐状コラーゲン
ゲルから得られた La-、Ma-、および Sa-fiber
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は半透明の釣り糸状であり（図６b～６d）、
表面形状は均一かつ平滑であった（図６e～６
g）。乾燥工程の影響により、fiber が太いほど
断面は扁平化していた（図６h～６j）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ コラーゲン fiber の外観、表面形状、および

断面形状 
(a) La-fiber が 2 kg の分銅を釣り上げている様子、

(b, e, h) La-fiber の外観、表面形状、および断面形

状、(c, f, i) Ma-fiber の外観、表面形状、および断

面形状、(d, g, j) Sa-fiber の外観、表面形状、および

断面形状。外観写真（b～d）のスケールは 20 mm、

表面形状写真（e～g）のスケールは 250 μm、断面

形状写真（h～j）のスケールは 200 μm を示す。 
 
(7) コラーゲン fiber の力学特性 
最も高い架橋度を与えるEN/DHT処理を経て
作製したコラーゲン fiber の乾燥状態および
湿潤状態での引張試験結果を図７に示す
（Sa-fiber は大気中での乾燥が速すぎて試験
できなかった）。Ma-fiber のヤング率と破断応
力は Mr-fiber よりも有意に高く、線維配向に
よる物性向上が示された。このヤング率はヒ
ト靱帯のヤング率に比肩するものであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 各種コラーゲン fiberの湿潤状態での引張試

験結果 
(a) 代表的な応力‐歪曲線、(b) ヤング率、(c) 破
断歪、(d) 破断応力 データは平均値±標準偏差

（n=5）。*, p < 0.05; **, p<0.01。Fiber 名の(w)は湿

潤状態を示す。 
 
La-fiber のヤング率と破断応力は Ma-fiber よ
りも有意に低く、fiber 径の増大による物性の
低下が示された。線維配向性の低下が原因と
考えられた。 

 
(7) 細胞浸潤性 
 
In vivo 実験によるコラーゲン fiber への細胞
浸潤性評価を実施したが、知財化の可能性が
あるため、データの公開を１年延期する。 
 
 
(8) 人工腱の作製と評価 
 
コラーゲン fiber を用いた人工腱の作製と評
価を行ったが、知財化の可能性があるため、
データの公開を１年延期する。 
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