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研究成果の概要（和文）： 
組織血流の確保は、組織の生存性や修復能力を高めるための鍵である。本研究では血管新生
誘導能をもつ多機能型の新規足場マテリアルとしてスポンジ状材料とゲル状材料を開発し、動
物への埋植実験を通じて最適化を実施した。これらを皮膚欠損や骨欠損の動物モデルに適応し
て、その治療効果を確認した。また、薬剤徐放マテリアルを応用して血管新生因子の効率的デ
リバリーを目的とした新規ドラッグデリバリー・システムを開発し、動物モデルを用いた修復
組織への血管網誘導実験に成功した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Sufficient blood perfusion is a crucial factor to maintain tissue viability and ability 
of tissue repair. In the present study, we created sponge-like material and gel material 
that functioned as intelligent scaffold for neovascular induction, and optimized these 
materials through in vivo experiments of implantation. These novel materials were applied 
to animal models of skin defect and bone defect, and appreciable therapeutic effects were 
obtained. Further, we developed novel drug delivery system of angiogenic growth factor 
by utilizing a sustained release material. This delivery system of angiogenic growth 
factor was tested in animal model of muscle ischemia, and neovascular network was 
successfully developed in the ischemic muscle. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、組織修復に対するニーズが高度・
複雑化している 
最近の口腔外科領域における組織修復技
術の進歩は著しいが、社会構造の高齢化や多
様化に伴い、求められる医療ニーズもますま
す高度・複雑なものとなっている。しかし、
通常の外科的技法の発達はほぼ極限に達し
つつあり、新しい概念に基づく次世代型治療
技術の開発が必要な局面にあるといえる。 
(2) 組織血流の確保が次世代型治療実現へ
の鍵 

 外科的組織修復において、その成否を決定
する重要な要因は、修復組織のviabilityや
治癒能力を担保する組織血流であり、この組
織血流を確保する方法を確立できれば、次世
代型治療開発におけるブレイクスルーにな
ることは疑いない。研究代表者らは、このコ
ンセプトを実現するためには、血管新生を自
在に制御するための技術開発が必要と考え、
さまざまな知見を蓄えてきた。本研究では、
この血管新生制御技術を応用することによ
り、組織修復医療のための有効性と安全性に
優れた新規リビングマテリアル開発を目指
した。本研究により創製されたマテリアルを
用いれば、従来の組織修復医療よりも格段に
高い治療効率を期待でき、治癒に要する期間
の短縮や患者の苦痛の軽減、組織再建手術の
低侵襲化にも寄与し、結果的に患者のQOLの
大幅な改善につながるためその意義は大で
あると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 血管新生誘導機能をもつインテリジェ
ント・スカフォールドの開発 
血管新生制御技術として血管新生誘導機
能をもつスカフォールド・マテリアルの開発
を計画した。血管が成長・伸延する足場とし
て必須なのが細胞外マトリックスである。血
管新生における細胞外マトリックスの役割
としては、(i)血管壁構造を周囲から支持す
る機能、(ii)血管が成長・伸延していくとき
にそのスペースを提供する機能、(iii)血管
新生に必要な因子を供給する機能がある。開
発目標として、これら三つの機能をあわせも
つマテリアルを想定した。臨床の様々な局面
に対応できるようにするため、スポンジ状と
ゲル状のマテリアルの開発を予定した。 
(2) 血管新生を促進する非ウイルス・ジーン
デリバリー・システムの開発 
非ウイルスベクターとして注目されてい
る高分子ナノ・ミセル構造体による遺伝子デ
リバリー法を用いて、血管新生因子の遺伝子
を局所へデリバリーすることにより修復組
織の血管化促進の可能性を検討する。本研究

では、マテリアルの表面や内部に、高分子ナ
ノ・ミセル構造体をコーティングまたは混合
して固定化し、その表面に細胞を接着させる
ことにより高効率に遺伝子導入させる手法
である reverse transfection の機転を用い
たシステムの開発を予定した。 
(3) 血管新生因子の効率的デリバリー・システ
ムの開発 
修復組織における血管新生機転を促進す

るような、血管新生因子のデリバリーシステ
ムを開発する。担体としては、塩基性線維芽
細胞増殖因子（bFGF）タンパクの徐放マテリ
アルである酸性ゼラチンハイドロゲル微粒
子を用いる。酸性ゼラチンハイドロゲル微粒
子はゼラチンを架橋して安定したハイドロ
ゲルとしたものであり、bFGFと結合させて生
体内に投与すると、ゼラチンの吸収に伴い
bFGFを徐放する性能を有する。徐放期間は架
橋の程度を変えることにより調節可能であ
る。本研究ではbFGFのarteriogenesis機能
（既存の血管の成熟や拡大を促す血管新生
の一形態）に注目し、虚血筋組織への機能的
血管網誘導技術の開発を目指す。 
(4) 皮膚軟部組織治癒促進マテリアルの開
発 
皮弁・筋皮弁手術や皮膚移植手術後におい

ては、血行障害は再建組織の機能障害や壊死
などの原因となる主要な要因である。開発し
た血管新生誘導マテリアルを応用すること
により皮膚・軟部組織領域の治癒促進をはか
るリビングマテリアル開発を行う。 
(5) 骨形成促進マテリアルの開発 
 骨欠損の治癒促進のためにも血管の誘導
が不可欠なため、上記の血管新生誘導マテリ
アルを応用することにより骨再生を目的と
したリビングマテリアルを開発する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 血管新生誘導機能をもつインテリジェ
ント・スカフォールドの開発 
安全性担保のため臨床で広く用いられてい
るコラーゲンを基盤材料とした。 
①微小血管のスカフォールド機能も併せ持
つ微細スポンジ状マテリアル 
すでに実用化されている人工真皮として

のコラーゲン・スポンジの有効性は、in 
vivo における高い血管新生誘導能により
示されている。しかし、その肌理は粗（ミ
リメートルのオーダー）なものであり、微
細な血管組織（ミクロメーターのオーダー）
の壁構造を直接支持するスカフォールドと
はなりえない。したがって、まず線維芽細
胞などの肉芽組織がスポンジ構造内に入り
込み、その肉芽組織内の細胞外マトリック
スに支持された形で新生血管は発達してい



 

 

るはずである。本研究では、さらに高効率
の血管新生誘導を実現するため、スポンジ
間隙に新生血管のスカフォールドとしての
微細マトリックス構造を導入することを計
画した。微細マトリックスは、エレクトロ
スピニング法によるナノ・オーダーのファ
イバー構造で作成する予定とした。 
②血管新生因子の徐放機能を付与したゲル
状マテリアル 
コラーゲン分子には、多彩な細胞接着部
位が存在し、またMMP、PAなどのプロテア
ーゼにより分解・消化をうける。一方、コ
ラーゲン・ゲルはコラーゲンファイバーが
マトリックス状になった構造体に水分が含
まれたものである。そのため、コラーゲン・
ゲルは、血管の足場としての細胞外マトリ
ックスの機能をはたす可能性を有する。本
研究では、まずコラーゲン分子に修飾を施
すことによりbFGFの結合能を付与する。そ
の後、さまざまな条件でゲルを作成し、主
にin vivoでの血管新生誘導能評価を通じ
て最適化を実施する。In vivo評価は、ラッ
ト腹直筋の筋膜下へのインプラントの後、
標本を回収し、組織標本の形態的観察や測
定により行う。 
(2) 血管新生を促進する非ウイルス・ジーン
デリバリー・システムの開発 
高分子ナノ・ミセル構造体は、安全性の高
い遺伝子ベクターとして期待されているが、
遺伝子導入効率は未だ満足できるレベルに
は達していない。そのため本研究では、最近
注目されている reverse transfection 技法
を用いた遺伝子導入法について検討する予
定である。通常の遺伝子ベクターは固定した
ターゲットに対してアプライするものであ
るが、reverse transfection はその反対で、
固定化したベクターに対してターゲットを
アプライするというものである。高分子ナ
ノ・ミセル構造体にマーカー遺伝子を包含し、
コラーゲン・ゲル内にミセルを混和し培養皿
に流しこんで固めたものに、血管内皮細胞や
平滑筋細胞を播種して経時的に遺伝子発現
を測定する。適切な条件設定ができたら、
bFGF などの血管新生因子遺伝子を包含させ
たミセルをコラーゲン・ゲル内に固定化して
動物に埋植することにより血管新生誘導能
を評価する予定とした。 
(3) 血管新生因子の効率的デリバリー・システ
ムの開発 
 血管新生誘導による組織修復のモデルと
して、筋組織にbFGFを適切にデリバリーす

ることにより、組織に残されたminorな栄養
血管網をmajorな栄養血管網に成長・成熟さ
せるシステムの開発をめざした。具体的には、
ラビット下肢の薄筋は、dominant pedicleと
minor pedicleの2系統の栄養血管により養
われており、このうちdominant pedicle を
切断すると広範な筋壊死が惹起されること
が知られている。この薄筋に対して、酸性ゼ
ラチンハイドロゲル微粒子によるbFGF徐放
システムを応用し、minor pedicle の成長を
誘導してdominant pedicle を切断しても筋
壊死を回避することが可能となるかを検証
する。 
(4) 皮膚軟部組織治癒促進マテリアルの開
発 
本研究で開発した血管新生誘導スカフォ

ールドの治療効果をマウス皮膚欠損モデル
で検討する。創傷治癒が不良であるdb/dbマ
ウスの背部に作成した皮膚欠損にマテリア
ルを貼付し、経時的に皮膚欠損の治癒と血管
誘導に関して解析する。 
(5) 骨形成促進マテリアルの開発 
本研究で開発した血管新生誘導スカフォ

ールドによる骨再生促進効果を、ラット骨欠
損モデルで検討する。ラットモデルとしては、
頭蓋骨に直径8mmの骨欠損を作成した。骨欠
損部に血管新生誘導スカフォールドを配置
して、マイクロＣＴを用いて経時的に観察す
るとともに、組織学的、生化学的な検討を加
える。 
 

 
４．研究成果 
(1) 血管新生誘導機能をもつインテリジェ
ント・スカフォールドの開発 
①微小血管のスカフォールド機能も併せ持
つ微細スポンジ状マテリアル 
エレクトロスピニング法によるナノ・オ

ーダーのファイバー構造によって微細マト
リックスを作成する方針とした。基本材料
はすでに臨床において広く使用されている
コラーゲンとし、これに肉芽誘導作用をも
つ吸収性材料であるポリグリコール酸を加
えた。またエレクトロスピニング法では、
ノズルより噴射したナノ・ファイバーを平
面に吸着させて作成するため、二次元的
（x-y 方向）には適度の間隙のあるマトリ
ックスを構築することが可能であるが、立
体的にみると嵩方向（ｚ方向）には押しつ
ぶされるという問題点があった。そのため、
エレクトロスピニングを溶媒中にむけて実 



 

 

施するような工夫を加えることにより、ｚ
方向においても適度な間隙のある微細スポ
ンジ構造を構築することに成功した（微細
スポンジ状マテリアル）。またこの微細スポ
ンジ状マテリアルをフィブロネクチンとヘ
パリンで処理することにより bFGF を結合
させた bFGF 複合型微細スポンジ状マテリ
アルも作成した。作成したプロトタイプは、
逐次ラット筋膜下にインプラントした。対
照としてはポリグリコール酸のみで作成し
た微細スポンジと、同じ吸収性材料である
ポリカプロラクトンにより作成した微細ス
ポンジをインプラントした群を作成した。
回収は5 日目で、微細スポンジ状マテリア
ル及び bFGF 複合型微細スポンジ状マテリ
アルにおいて内部への血管組織を含んだ肉
芽組織の進入が認められた（図１）。血管で
あることは vW 因子染色によっても確認さ
れた。これに対し、ポリグリコール酸によ
る微細スポンジとポリカプロラクトンによ
る微細スポンジでは内部への肉芽組織の進
入や血管進入ともに認められなかった（図
１）。以上の結果より、作成した微細スポン
ジ状マテリアルは、血管新生誘導機能をも
つスカフォールドマテリアルとしての機能
を持つことが示された。 

 
②血管新生因子の徐放機能を付与したゲル
状マテリアル 
コラーゲンを基本材料とした様々なゲル
状マテリアルを作成し、ラット筋膜下への
インプラント実験を通じて最適化をはかっ
た。そのひとつに、コラーゲンにアルギン
酸を共有結合させてカルシウムイオンによ
りイオンコンプレックスを形成しゲル化さ
せたマテリアル（ゲル状マテリアル）があ
る。アルギン酸の濃度や、コラーゲンとの
共有結合のためにアルギン酸に付加した官
能基数を様々な条件に振ってプロトタイプ
を作成した。ラット筋膜下へのインプラン
ト後、5 日目に回収し、標本の組織切片を
作成し、HE 染色と vW 因子染色により評価
を実施した。インプラントしたゲル内部に

は、プロトタイプにより様々な程度で血管
豊富な肉芽組織が周囲の宿主組織から発達
している所見を得ることができた。これら
を数値化することにより、ゲル状マテリア
ルを構成するアルギン酸の濃度が 0.05％
の時に、血管誘導用スカフォールドとして
最も優れた効果をしめすことが明らかにな
った。そして、アルギン酸に付加した官能
基数は血管誘導の程度に大きな影響を及ぼ
さないことも明らかになった（図２）。 
また、このゲル状マテリアルを構成するア
ルギン酸は bFGF タンパクと相互作用しリ
ザーブする機能をもつため、上記の検証で
優れた効果の確認できたゲル状マテリア
ルに対して様々な濃度で bFGF をリザーブ
させたインテリジェント・マテリアルを作
成し、同様の実験を実施した。結果として
は、1000ng/mlの濃度でbFGFをリザーブさ
せた場合が、最も血管誘導効果を高めるこ
とが明らかになった（図３）。 

(2) 血管新生を促進する非ウイルス・ジーン
デリバリー・システムの開発 
本研究で用いた高分子ナノ・ミセル構造体

は、ルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ発現
プラスミドベクターを中核とし、水溶性ポリ
エチレングリコール（PEG）とカチオン連鎖



 

 

であるポリ L-リジン（PLL）が連結したブロ
ック共重合体により周囲を被覆されたポリ
イオンコンプレックス(PIC)を基本構造とし
たものである。コラーゲン・ゲル内にミセル
を混和し培養皿に流しこんで固めたものに、
ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）を
播種することにより reverse transfection
の条件を整え、経時的に遺伝子発現を測定し
た。しかし、結果はHUVECに対して直接にミ
セル溶液をかけた場合と比較して有意な遺
伝子発現の改善は認められなかった。またミ
セルを固相化させるために用いたコラーゲ
ンの濃度を様々に調節するなど reverse 
transfection のコンディションを変えてみ
たが結果は同様であった。そのため、本ジー
ンデリバリー開発に関しては断念すること
とした。 
(3) 血管新生因子の効率的デリバリー・システ
ムの開発 
ラビット下肢の薄筋には、dominant pedicle
とminor pedicleの2系統の栄養血管により
養われており、この場合dominant pedicle を
切断すると広範な筋壊死が惹起させる。この
薄筋のdominant pedicleの支配領域とminor 
pedicle の支配領域の中間帯に対して
bFGF(50μg)を結合させた酸性ゼラチンハイ
ドロゲル微粒子を注射した群と、対照として
PBS で処理した同量の酸性ゼラチンハイドロ
ゲル微粒子を注射した群の 2 群を作成した。
その7日後に、dominant pedicleを切離して 
minor pedicle のみを血管茎とした薄筋フラ
ップをおこし、周囲からの血管の侵入を防ぐ
ためにフラップをシリコンシートで被覆し
て閉創した。さらに 7 日後に、薄筋の
viability やマイクロ血管造影スコア、局所
血流量の測定を実施しところ、すべてのパラ
メータにおいて bFGF のデリバリーを実施し
た群で有意な改善を認めた（図４）。特に

viability においては、対照群においては生
存部位が20%程度であったのがbFGFデリバリ
ー群では 70%と、抜群の壊死回避効果が示さ
れた。なおプレリミナリーで bFGF タンパク
を直接注射するのみの実験を実施したが、治

療効果は認められず、酸性ゼラチンハイドロ
ゲル微粒子の使用により bFGF の効果的なデ
リバリーがなされたことが示唆された。 
(4) 皮膚軟部組織治癒促進マテリアルの開
発 
微細スポンジ状マテリアルが優れた血管新
生誘導効果をもつことが示唆されたため、皮
膚軟部組織治癒促進を目的とした応用研究
を実施した。db/db マウスの背部に皮膚欠損
を2箇所作成し、片方には微細スポンジ状マ
テリアルを、他方には人工真皮として発売さ
れているコラーゲンスポンジ（粗い肌理）を
貼付し、さらにチェンバーで覆うことにより、
血管誘導の過程をリアルタイムで観察した。
貼付後、5、7、10日目に観察したが、そのす
べてにおいて微細スポンジ状マテリアル内
への血管誘導がコラーゲンスポンジのそれ
を凌駕し、7 日目においては有意差が得られ
た。創の治癒に関しても組織学的に検討した
が、微細スポンジ状マテリアルを貼付した創
における治癒機転が優位であった。この結果
は、皮膚軟部組織の組織修復において血管新
生誘導マテリアルの応用が有用であること
を示唆しているものと考えられる。 
(5) 骨形成促進マテリアルの開発 
微細スポンジ状マテリアルをラット頭蓋に
作成した骨欠損部に貼付し、貼付しない場合
と比較した。マイクロＣＴを経時的に撮影し、
骨欠損部への骨再生を観察した。手術後4週
間において、微細スポンジ状マテリアルを貼
付したラットでは骨欠損部の 50%以上を占め
る明らかな骨再生が観察できたのに対し、貼
付していないラットでは、骨再生がほとんど
認められなかった。この実験に関しては、ひ
きつづき骨再生の定量化や組織学的な検討
を実施しているが、本報告時点において未だ
系統だった結果を得るに至っていない。 
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