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研究成果の概要（和文）：外科手術において止血や接着の目的で特定生物由来製品であるフィブリン製剤が使用されて
いる。しかし、ヒトもしくは動物由来材料には感染症に対する懸念がある。我々は、生分解性・生体適合性を有する食
品添加物や医薬品として使用実績のある天然高分子を用いて、安全でゲル強度の高い組織接着効果を開発した。
すなわち、β-1,3-グルカン（黒酵母産生物）由来のポリアルデヒドとε-PLL（放線菌産生物）を架橋剤により高分子
量化したポリアミンからシッフ塩基結合形成による架橋反応によって形成するハイドロゲルを用い、高い安全性と機能
性を有する手術用止血剤を開発し、有効性と安全性を確立した。

研究成果の概要（英文）：Combination of fibrinogen and trombone has been used for the purpose of hemostats 
and tissue-adhesions. In this work, novel cell adhesive hydrogels were developed by using naturally 
occurring polymers, ε-poly-L-lysine and β-1,3-glucan (Aquaβ). Storage elastic modulus (G’) with 
nEG-PLL and CHO-Aquaβ showed a higher value than that of a conventional hemostatic agent. Since our 
hydrogels are consisting of naturally occurring polymers, they have little risk of infectious 
contaminations. When the hydrogels and their starting materials were administrated by a single oral 
gavage, no obvious acute toxicity was observed not only on blood chemistry, but also in inflammatory 
parameters. The results showed that hydrogels obtained by the schiff base formation between nEG-PLL and 
CHO-Aquaβ provides a great potential for safer and effective hemostatic agent.

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 

脳神経外科の手術においては、硬膜内出血部
位の止血、硬膜欠損部位の補填、神経の接着
剤として市販のフィブリン製剤が大量に使
用されている。しかし、ヒトもしくは動物由
来材料には感染症に対する懸念から医療現
場では他の材料への置換えが切望されてい
る。 

これまでにフィブリン製剤を代替する止血
用接着剤、創傷被覆材料等として医療用組成
物（コラーゲンなどの架橋構造体、合成高分
子等）が種々検討されてきたが、これらの材
料は局所的な炎症や細胞毒性を示し、また、
生物適合性に乏しいものであった。 

一方、食品添加物を原料とするデキストラン
とε-ポリ-L-リジン（以下、単にε-PLL とも
称 する）を原料とする、架橋型シッフ塩基
形成に基づく接着剤が研究されているが、ゲ
ル強度は市販止血剤であるフィブリン糊よ
りも劣り、止血剤としての強度不足が懸念さ
れる。さらに、強い接着剤を有するクエン酸
を活性エステル化した誘導体とコラーゲン
等のタンパクを接着成分とする組織接着剤
も研究されているが、活性エステル化合物は
化学的に不安定であり水溶液での長期保存
が不可能である。従って臨床応用には適さな
い。 
 
２．研究の目的 
そこで我々は、これらの問題を解決するため
に、生分解性・生体適合性を有する食品添加
物や医薬品として使用実績のある天然高分
子を使用することで安全性を確保し、さらに、
ゲル強度の高いハイドロゲルを作成するこ
とによりハイドロゲル形成による組織接着
効果を高める方法を確立した。 

本研究ではβ-1,3-グルカン（ダイソー社製、
黒酵母 Aureobasidium pullulans産生物、化
合物Ⅰ）由来のポリアルデヒド（I’）とε-P
LL（チッソ社製、放線菌 Streptomyces albu
lus 産生物、化合物Ⅱ）を架橋剤により高分
子量化したポリアミン（II’）からシッフ塩
基結合形成による架橋反応によって形成す
るハイドロゲルを用い、高い安全性と機能性
を有する脳神経外科手術用止血剤の開発を
目指し、さらに有効性を確立して臨床治験を
始める。 
 
３．研究の方法 
(1) アクアβポリアルデヒド／高分子量化ε
ポリリジンハイドロゲルの単回経口投与毒
性試験  
上記の組織接着性ハイドロゲル外科用止血
材料を C57BL6J マウス 11 週齢・雌雄に単回
経口投与し、投与後４日後までの観察結果お
よび血中炎症サイトカイン及び肝機能パラ
メータ測定からハイドロゲル材料およびそ

の原料成分の急性毒性を検討した。以下の実
験を行った。 

実験１ 各ポリマーの重量濃度測定 

実験２ Aquaβ-CHO のヒドラジン化による
アルデヒド導入率の算出 
実験３ 経口投与によるハイドロゲル及び
ポリマー溶液の安全性試験 
実験４ 経口投与によるハイドロゲル及び
ポリマー溶液の炎症性サイトカイン測定  
実験 4-1 TNFα測定 
実験 4-2 IFNγ測定 
実験 4-3 IL-6 測定 
実験 4-4 IL-1β測定 
実験５ 経口投与によるハイドロゲル及び
ポリマー溶液の肝障害試験 
   実験 5-1 GGT 測定 
 
(２）市販製品との止血効果の比較 
このヒドロゲル止血剤とすでに市販されて
いるフィブリノーゲンとの止血効果の比較
を可視的にするために、ラットの腹部大動脈
に切開を加え、ハイドロゲル単独、フィブリ
ノー現単独、ハイドロゲルとコラーゲンシー
トの併用、フィブリノーゲントコラーゲンシ
ートとの併用の４群に分け、止血状況をマイ
クロスココープを用いてビデオ撮影した。そ
れぞれの２液の混合は、市販されている混合
器を用いた。 
 
４．研究成果 
(１）アクアβポリアルデヒド／高分子量化
εポリリジンハイドロゲルの単回経口投与
毒性試験  
実験１： 
合成を依頼した企業(サンヨーファイン)か
らの報告の結果と一致した。 
実験２： 
CN 比から、アルデヒド導入率を計算すると、
90%であることが示された。 
実験３： 
Aquaβ-CHO 投与群の体重に若干の減少が見
られたものの、どの群においても死亡するマ
ウスは確認されなかった。そのため、ハイド
ロゲル及び各ポリマー単独で経口投与した
際にも、生体に対して安全に使用することが
可能であることが示された。これに併せて、
投与直後に投与によるストレス等の理由か
ら毛並みの悪くなるマウスも観察されなか
った(Fig.1)。 



 
 
実験 4-１： 
TNFαはネガティブコントロールとして用い
た、生理食塩水と同程度しか発現しておらず、
ゲルおよび、ポリマーの投与による炎症が起
こっていないことが示された(Fig.2,3,4)。 

 

 
 
 
実験 4-2： 
IFNγはネガティブコントロールとして用い
た、生理食塩水と同程度しか発現しておらず、
ゲル及びポリマー単独の投与によって、炎症

が起こっていないことが示された(Fig. 
5,6,7)。 
 

 

 
 

 
 
 
実験 4-3： 
IL-6 はネガティブコントロールとして用い
た、生理食塩水と同程度しか発現しておらず、
炎症を引き起こしていないことが確認され
た(Fig.8,9,10)。 

 
 



 
 
 

 
 
 
実験 4-4： 
IL-1βはネガティブコントロールとして用
いた、生理食塩水と同程度しか発現しておら
ず、炎症を引き起こしていないことが確認さ
れた(11,12,13)。 
 

 

 

 
 

 
 
実験 4-5： 

NOx 発生量はネガティブコントロールとして
用いた Saline と同程度であったことから、
炎症を引き起こしていないことが確認され
た(Fig.15,16)。 
 

 

 
 
実験 5-1： 
0.4 mL 投与、Aquaβ-CHO および、23EG-PLL
投与群では他の群と比較して高い値を示し
ていることがわかった。また、ゲルで投与し
た場合は正常値である 50 IU/L 以下に収まっ
ているため、安全に使用することが可能であ
ることが示された。これに併せて、ポリマー
単独での投与では正常値を越えるマウスが
見られたのに対して、ゲル化させることによ
り、ポリマーの肝臓への毒性を低減可能であ



ることが示された(Fig. 16)。 

 
実験 5-2： 
0.4 mL 投与、Aquaβ-CHO および、23EG-PLL
投与群では他の群と比較して高い値を示し
ていることがわかった。また、ゲルで投与し
た場合は正常値である 40 IU/L 以下に収まっ
ているため、安全に使用することが可能であ
ることが示された。これに併せて、ポリマー
単独での投与では正常値を越えるマウスが
見られたのに対して、ゲル化させることによ
り、ポリマーの肝臓への毒性を低減可能であ
ることが示された(Fig. 17)。 

 
 
(２）市販製品との止血効果の比較 
ハイドロゲルおよびフィブリノーゲン・トロ
ンビンでは大動脈からの出血を止めること
はできなかった。コラーゲンシート併用では、
両者の間に差はなかった。 
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