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研究成果の概要（和文）：シルクフィブロイン（以下，シルク）ゲルの強度と生分解性の制御，また，心筋梗塞
ゲル注入療法におけるゲルの生分解性の影響の解明に成功した．
　シルクゲル作製条件検討により，強度（圧縮弾性率）40～290 kPa，生分解性（相対重量半減時間）1.0～1.6
の範囲において両性質を独立制御できた．また，ペプチド修飾法により，ゲルの生分解性を一定に保ちつつ強度
を13～170 kPaに制御できた．さらに，強度は一定ながらも生体内での分解期間が1.5倍異なるシルクゲルを開発
し，心筋梗塞モデルラットに移植した．ゲルの生分解性が炎症反応と再生線維組織の構造に関与し，心拡大抑制
に寄与する可能性を見出した．

研究成果の概要（英文）：We successfully developed silk fibroin (SF) hydrogels with tunable 
elasticity and biodegradability for specific targets in soft tissue engineering. In addition, we 
clarified effects of biodegradability of an SF hydrogel on the prevention of negative left 
ventricular (LV) remodeling after myocardial infarction (MI).
  We independently tuned the compressive modulus (40-290 kPa) and relative biodegradation time (1.
0-1.6) of SF hydrogels. We also prepared SF hydrogels with similar biodegradability but different 
compressive moduli (13-170 kPa). Furthermore, we developed SF hydrogels with the same compressive 
modulus but different biodegradation rates in vivo via a peptide modification, which were injected 
into the LV wall of MI model rats. We found that LV enlargement was attenuated to a greater extent 
by injection of a slowly degrading unmodified SF hydrogel as compared to a rapidly degrading 
peptide-modified SF hydrogel for up to 12 weeks post-injection.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： シルクフィブロイン　ハイドロゲル　弾性率　生分解性　物性制御　ペプチド修飾　心筋梗塞　再生線
維構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　組織再生の足場となる移植用ゲルには，安全性はもちろんのこと「移植部周辺の組織からの力学的負荷に耐え
るための強度」や「組織再生に応じて分解する生分解性」等の性質も重要である．軟組織の強度と生分解性を広
範囲にカバーし得るシルクゲルを組織工学に応用することで，目的の組織の再生に適する足場材料の強度，生分
解性の解明や組織再生の効率化の達成が期待できる．実際に，心筋梗塞治療においては，移植後2週以内にゲル
が生分解してしまうと高い治療効果は得られないことが分かった．また，シルクゲルの強度には大きく影響しな
いものの生分解性を変化し得る因子の発見は，今後，バイオマテリアルの物性の自在制御に役立つ知見となる．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
心疾患は心臓移植を根治療法としてきたがドナー不足の問題がある．国内では細胞シート移

植による再生医療の臨床例[1]が報じられたが，そのリスク管理は容易ではない．2004 年，心筋
梗塞（MI）部にハイドロゲルを注入することで心筋リモデリングが抑制される，という現象が
報告され[2]，新たな心筋梗塞治療法（ゲル注入療法）として着目されてきた．米国や欧州では，
LoneStar Heart 社（米国）等により，アルギネートゲルや脱細胞組織由来ゲル注入の治験が進
められている．また，論文数も急増しており，天然および合成高分子由来の多種多様なゲル化材
料が用いられている．しかし，ゲルの注入から心筋リモデリング抑制に至るメカニズムを探る研
究はほとんど行われておらず，最適なゲル化材料の性質は未解明である． 
ゲル注入による心筋リモデリング抑制には「左心室の壁厚を厚くし，それを維持し得るゲルの

強度（圧縮弾性率）[3]」と「慢性炎症ではなく，血管新生を伴う適度な炎症を誘導するゲルの 
生分解性[4]」が重要とされている．しかし，どれくらいの強度のゲルが，どれくらいの期間，心
筋内に存在すべきか定かではない．これらの最適値の解明およびゲル注入による心筋リモデリ
ング抑制メカニズムの探索には，化学組成が同一であって，広範囲にかつ独立して強度と生分解
性を変化させられるゲルが有用である．心筋の強度は約 50 kPa[5]であり，ゲルの強度は 10～250 
kPa で制御できるのが望ましい．一方，非生分解性ゲルの MI 部への注入後 4 週で心機能が改善
するも，注入後 13 週では心機能が悪化するとの報告[6]があることから，生分解性は 1～12 週で
制御できるのが望ましい．しかし，既報の多くは組成の全く異なるゲルを用いて両性質を変化さ
せている．また，同一・類似組成のゲルを用いた場合では制御範囲の上限が低すぎる（強度 0.02
～40 kPa[3]，生分解性 1～6 週[4]）． 
カイコが産生するシルクフィブロイン（以下，シルク）の水溶液は，力学刺激や pH 等に応答

して不可逆的にゲル化する．シルクゲルの強度は，濃度を変えるだけで，1～6,000 kPa もの広
範囲に渡り制御可能である[7,8]．一方，シルクゲルの生分解性に関する詳細な報告はないが，ス
ポンジ形態の場合，成形プロセスを変えるだけで生分解性を 2～48 週にまで制御できる[9]．この
ように，シルクゲルは広範囲に強度と生分解性を制御できる可能性がある．しかし，両性質は独
立ではないため，目的のゲルを得るにはシルクゲルの機能改変を要する． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，強度と生分解性を独立して広範囲に制御可能なゲルを開発し，MI に対するゲル

注入療法による心筋リモデリングの抑制に適するゲルの性質とリモデリング抑制メカニズムの
解明を目指した．具体的には，シルクゲルの機能改変を行い，強度 10～250 kPa，生分解性 1～
12 週で互いに独立して制御可能なゲルのシリーズを得る．これを MI モデル動物に適用し，心
機能計測，組織学および力学的評価を通じて心筋リモデリング抑制に適するゲルの性質と治療
効果の決定因子の一端を解明することを目的とした． 
 
 
３． 研究の方法 
 
3.1. シルクゲルの作製 
家蚕の繭を炭酸精練し，9 M 臭化リチウム水溶液中に溶かし，透析することでシルク水溶液を

得た．シルク水溶液にオートクレーブ処理（121℃，15 分）を 1，2 回施した後，濃度調整（2～
8%）を行った．得られたシルク水溶液に 1/3 量のエタノールを添加すること，もしくは，超音
波（750 W，20 kHz）を照射することにより，シルクをゲル化させた．なお，超音波照射時間は
4～36 秒の範囲で変化させた． 
 
3.2. 細胞誘導性ペプチドの合成とペプチド修飾シルクゲルの作製 
融合タンパク技術を用いて，シルク重鎖繰返し領域由来ペプチド，細胞接着性ペプチド，酵素

分解基質ペプチド，細胞成長因子模倣ペプチドが融合した細胞誘導性ペプチドを合成した．合成
したペプチドは Ni キレートカラムを用いて精製した．ペプチド修飾シルクゲル作製の際には，
細胞誘導性ペプチドをシルク水溶液に添加後，3.1 と同様の操作によりシルクと共にゲル化させ
た． 
 
3.3. シルクゲルの物性評価 
ゲル化操作を行った直後のシルク水溶液をチューブに取り，傾斜法により，ゲル化時間を測定

した．なお，ゲル化時間はシルク水溶液が流れなくなった時間とした． 
全反射式フーリエ変換赤外分光光度計（FTIR-ATR）を用いて，シルクゲル中のシルクの IR

スペクトルを得た．アミド I 領域のピーク分離を行い，シート含有率を求めた． 
シルクゲルの一軸圧縮試験を行った．得られた応力―ひずみ曲線の初期の傾きより，シルクゲ

ルの強度（圧縮弾性率）を得た． 
シルクゲルをタンパク分解酵素（パパイン）溶液に浸し，シルクゲルの経時的な重量変化を求



めた．重量が浸漬前のそれの半分となった時間を WL50 と表し，基準サンプルの WL50 との相
対値（rWL50）をシルクゲルの in vitro での生分解性の指標とした．また，一部のシルクゲルを
SD ラット（8-9 週齢，雄）の背部皮下に移植し，ヘマトキシリン・エオシン（H&E）染色によ
り，in vivo での生分解性を評価した． 
 
3.4. MI モデルラットへのシルクゲル注入と心機能・組織学的評価 

SD ラット（7 週齢，雄）の心臓の冠動脈の左前下行枝を永久結紮した．一週間後に心エコー
評価を行い，左室内径短縮率が 25%以下のラットを MI モデルとして採用した．細胞誘導性ペ
プチド未修飾・修飾シルクゲルを MI 部に 100-150 µL 注入し，その 1，2，3，4，6，8，10，
12 週後に心エコー評価を行った． 
ゲル注入後 12 週には，心臓を摘出して短軸方向に薄切後，H&E 染色，CD68（マクロファー

ジマーカー）免疫染色を行った．左室壁の H&E 染色像より，左室壁の厚さと左室内腔円周方向
へのコラーゲン線維の配向度を求めた．なお，線維の配向度の評価には FiberOri8s03[10]ソフト
を用いた． 
 
 
４． 研究成果 
 
4.1. 強度と生分解性の独立制御が可能なシルクゲルの開発 
シルク水溶液の濃度，オートクレーブ処理回数および超音波照射時間を変化させることで，様々

な物性を示すシルクゲルを得た．これらの内，ゲル化時間が 1～45 分を示すシルクゲル 15 種類
を選抜し，それらの強度と in vitro での生分解性（rWL50）を評価した結果，強度が 40～290 
kPa，rWL50 が 1.0～1.6 の範囲では，シルクゲルの両性質の独立制御が可能であることが分か
った．また，濃度，オートクレーブ処理および超音波照射時間を変化させるだけでは，低い強度
（10 kPa 程度）を示すも長い rWL50（～1.0）を示すシルクゲルは得られないことが分かった． 

15 種類のシルクゲルの強度と rWL50 の相関を調べた結果，両者の間に有意な相関性は無か
ったため，いずれか一方の性質のみに作用する因子の存在が示唆された．そこで，シート含有
率を評価し，両性質との相関を調べた結果，シート含有率と強度とは有意に相関しないものの
シート含有率と rWL50 とは有意に正に相関することが分かった．これより，低い強度を示す
シルクゲルのシート含有率を増加させれば，生分解性のみを遅延させることが可能であると考
えられる． 
 
4.2. 同一の生分解性と広範囲に異なる強度を示すシルクゲルの開発 
シルクゲルのシート含有率の変化による生分解性のみの制御の可能性が示唆されたため，別

の研究助成で取り組んでいたペプチド修飾手法を採用した．シート構造を形成するシルク重鎖
繰返し領域由来ペプチドを化学合成し，これで低い強度（約 15 kPa）を示すシルクゲルを修飾
した．その結果，シルクゲルの強度に有意な変化は認められなかったものの，rWL50 は有意に
遅延し，約 0.8 を示した．このペプチド修飾シルクゲル，強度・約 50 kPa で rWL50・約 0.9 の
シルクゲル，強度・約 170 kPa で rWL50・約 0.9 のシルクゲルの 3 種類の物性を解析した結果，
強度には有意差が認められるものの，rWL50 に有意差は認められないことが分かった．これよ
り，化学組成や生分解性はほぼ一定ながらも，強度を 13～170 kPa に制御可能なシルクゲルを
得ることに成功した．この強度の範囲は，心筋のそれの 0.23～3.4 倍をカバーし得る．今後，こ
れらのシルクゲルを MI モデル動物に移植することで，MI ゲル注入療法の治療効果に対するゲ
ルの強度の影響を，ゲルの生分解性の影響を排除しつつ，解明できると考えられる． 
 
4.3. MI ゲル注入療法の治療効果に対するゲルの生分解性の影響の解明 
細胞誘導性ペプチドでシルクゲルを修飾した結果，未修飾，修飾ゲルの強度は共に約 8 kPa で

あり，有意差は認められなかった．一方，ラット背部皮下移植による in vivo での生分解性評価
の結果，ペプチド修飾によってゲルへの細胞浸潤が促進され，生分解性が有意に早くなること分
かった．MI モデルラットの MI 部に注入されたシルクゲルの厚さは約 1 mm であったため，ペ
プチド未修飾，修飾シルクゲルの残存期間をそれぞれ約 3，1.6 週と見積もった．以上より，細
胞誘導性ペプチド修飾により，強度を一定に保ちつつ，生分解性を早められることが分かった． 
ペプチド未修飾，修飾シルクゲルをそれぞれ低，高生分解性ゲルとして，MI モデルラットの

MI 部に注入し，心機能を経時的に評価した．その結果，ゲル注入による心機能の改善は認めら
れず，経時的な悪化傾向を認めた．しかしながら，低生分解性ゲル注入群は，高生分解性ゲル注
入群に比べて，有意に小さい左室拡張末期径（LVDd），左室収縮末期径（LVDs）を示すことが
分かった．これより，低生分解性ゲル注入により，左室の拡大が抑制され易くなる（心筋リモデ
リングが抑制され易くなる）ことが示唆された． 
ゲル注入後 12 週での左室壁の H&E 染色により，両群ともにゲルは残存しておらず，左室壁

はコラーゲン線維性組織で置換されることが分かった．左室壁厚に両群間の有意差は認められ
なかった．一方，左室壁内のコラーゲン線維の配向性を調べると，高生分解性ゲル注入群の方が，
左室内腔円周方向への線維の配向度が有意に高いことが分かった．また，ゲル注入後 12 週での
LVDd，LVDs と左室壁厚とに有意な相関性は認められなかったが，LVDd，LVDs と配向度とに



は有意な正の相関が認められた．すなわち，左室壁内のコラーゲン線維の向きが左室内腔円周方
向に直交する場合には心拡大が抑制されることが示唆された．このメカニズムの詳細は不明で
あるが，左室内圧に対する線維群の抵抗性が関与するのかもしれない．左室壁の CD68 免疫染
色により，高生分解性ゲル注入群の方が凝集したマクロファージが多いこと，また，左室内腔円
周方向に沿ったコラーゲン線維の近傍にマクロファージが散在することが認められた．以上よ
り，MI 部に注入されたゲルは炎症反応を惹起し，生分解される．そして，その生分解中・後に
形成された線維組織の構造的な質が心拡大に影響すると考えられる．MI 部にリクルートされる
マクロファージの種類によって心筋リモデリングの抑制効果が異なるとの報告[11]もあることか
ら，注入されるゲルに対する炎症反応の理解と制御が，高い治療効果を発揮する MI 治療用ゲル
の創出に繋がると考えられる．MI ゲル注入療法の治療効果に対するゲルの強度，生分解性の最
適値の発見には至らなかったが，ゲル注入による治療効果発揮のメカニズムの一端を解明でき
た． 
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