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研究成果の概要（和文）： 

高分子超薄膜(ナノシート)は高い柔軟性と密着性を持ち、医用高分子を素材とすることで、
新規な創傷被覆材として機能することが期待される。これまで研究代表者らは肺気胸モデ
ル、胃切開モデルに対して術後の組織癒着の無い有用な創傷被覆材であることを実証して
きた。本研究ではナノシートを機能化し、熱傷治療や消化管穿孔治療に向けた構造制御を
行い、また、in vivo 試験による創傷被覆材としての有用性を実証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The polymer ultra-thin film (refer as nanosheet) has high flexibility and adhesiveness. 
The nanosheet composed of biocompatible polymer was enabled to apply to medical 
application. We demonstrated the sealing effect of the nanosheet for treatment of 
pleural defect and gastric incision as a wound dressing material. In this research, we 
developed the functionalized nanosheets. Moreover, we investigated the treatment 
efficiency of a burn injury and gastrointestinal defect. 
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１．研究開始当初の背景 

  

 

 

 

 

 

 

 高分子超薄膜(ナノシート)は膜厚数十 nm

からなり、特に、大面積な場合(cm
2 サイズ)、

巨大なサイズアスペクト比(>10
6
)から高い柔

軟性を有する(図 1.)。また、その高い柔軟性
からナノシートは面として接触が可能なた
め、物理的な分子間力(ファンデルワールス
力)が働き、多種多様な界面に対して高い密着
性を発現する。 
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面積: cm2サイズ	


図 1. 大面積ナノシート概念図 



 

 

特に、縫合糸や止血材などの、医療現場で
使用される高分子(医用高分子)を素材として
ナノシートを作製することで、医療応用可能
なシート製剤としての適用が期待される。 

 これまで研究代表
者らは、医用高分子と
して”キトサン (カニ
由来、ポリカチオン)”

および”アルギン酸ナ
トリウム(海藻由来、
ポリアニオン )”から
な る 交 互 積 層 型
(Layer-by-Layer: LbL) 

ナノシートを作製し、各種機械物性を計測、
構造制御を行った。in vivo 試験としてイヌ肺
気胸モデルを用い、ナノシートによる穿孔部
閉鎖に成功した(図 2.)。また、ナノシートは
術後の組織間癒着を抑制可能であり、低侵襲
な創傷被覆材としての有用性が実証された。
他方、汎用的な生分解性医用高分子”ポリ-L-

乳酸(Poly(L-lactic acid): PLLA)”を用いた単層
型ナノシートも同様に作製し、物性評価を行
った。in vivo 試験としてマウス胃切開モデル
を用い、ナノシートによる切開創の閉鎖に成
功した(図 3.)。肺気胸モデルと同様に、ナノ
シートは組織巻癒着を抑制し、また、瘢痕形
成のない綺麗な治癒面を形成したことから、
縫合糸の代替としての適用も可能であると
実証された。 

  

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

 これまで、大面積でのナノシートの物性評
価および in vivo評価による医療応用に向けた
有用性を評価してきたが、ナノシートを機能
化することで、更なる適用拡大が期待される。
そこで本研究では、下記の適用に応じた構造
と物性を検討するとともに、in vivo 評価まで
行った。 

（１）抗生剤担持ナノシートによる消化管穿
孔治療 

種々の要因で消化管に穿孔が形成された
場合、腸内容物が腹腔内に漏出し細菌感染を
引き起こし、重篤な場合は死に至る。現行の
治療方針は穿孔部縫合および抗生物質の投
与であるが、縫合部の組織間癒着や抗生物質
の投与が不充分である場合があり、問題とな
っている。そこで、ナノシートに抗生物質を
安定に担持することで、穿孔部からの細菌漏
出抑制および局所的な抗菌作用を発現する
創傷被覆材の開発を目的とした。 

 

（２）各種機能化されたナノシートによる熱
傷治療 

①抗生剤担持ナノシートによる III 度熱傷感
染創部の創傷保護能評価 

 皮膚は表皮・真皮・皮下組織の 3 層構造か
らなる。皮膚傷害の一つとして熱傷が挙げら
れ、その傷害深達度によって重症度が分類さ
れる(I 度: 表皮層まで、II 度: 真皮層まで、III

度: 真皮全層)。熱傷は重症度および傷害範囲
により感染の危険度が増すため、感染のコン
トロールが重要である。特に、そこで本研究
ではマウス背部に広範囲 III 度熱傷を形成(体
表面 20％)、創部感染を併発させ、抗生剤担
持ナノシートによる創傷保護能評価を目的
とした。 

 

②断片化 PLLAナノシートの開発と II度熱傷
層に対する感染保護能評価 

 ナノシートはポリビニルアルコール
(Poly(vinyl alchol): PVA)を水溶性支持体とし
て容易に剥離可能であり、また、貼付後 PVA

を溶解させることで各界面にナノシートを
貼付可能である。しかし、人間の皮膚の様な
広面積を一度に被覆することは困難であり、
災害時や救急時での適用は困難である。そこ
で、ナノシートを断片化し、溶媒中で安定に
分散させることで容易に大面積を被覆可能
なナノシート分散隊の開発を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）抗生剤担持ナノシートによる消化管穿
孔治療 

 基材として LbL ナノ
シート、抗生物質とし
て自家蛍光を有し定量
性に優れたテトラサイ
クリン(Tetracycline: TC)、
疎水性保護膜とし 

てポリ酢酸ビニル(Poly(vinyl acetate): PVAc)

を用いた三層構造を有するナノシートを作
製した(図 4.)。in vitro 試験として腸内細菌と
して汎用的な大腸菌(E.coli)に対する抗菌能
評価(Kirby-Bauer 試験: KB 試験)を行った。具
体的には、大腸菌(E. coli)を播種した寒天培地
上に抗生物質担持ナノシートを貼付し、ナノ
シートから菌の発育を阻害した距離(Zone of 

Inhibition: ZOI)を計測することで、有効性を
評価した。また、穿孔性腹膜炎モデルマウス
を用いた in vivo 試験により評価を行った。具
体的には、マウス盲腸を 18G 注射針にて穿刺
し、内容物の漏出を確認後、抗生物質担持ナ
ノシートを創面に貼付し、生存率・術後 2 週
間における創部組織学評価を行った。 

 

（２）各種機能化されたナノシートによる熱
傷治療 

図 2. 肺損傷部へのナノ
シート貼付および創部
の閉鎖 

図 3. ナノシートによる胃切開部閉鎖(左: ナノ
シート貼付群、右: 縫合群) 

図 4. 抗生物質担持ナ
ノシート概念図 



 

 

①抗生剤担持ナノシートによる III 度熱傷感
染創部の創傷保護能評価 

 まず、熱傷感染細菌として有名な緑膿菌
(P.aeruginosa)に対する、抗生物質担持ナノシ
ートの抗菌能評価を KB 試験にて行った。次
に、マウス背部を除毛し、90

o
C の湯浴中に 7

秒間浸漬させ広範囲 III 度熱傷を形成した。
創部に緑膿菌を播種し、III 度熱傷・感染モデ
ルマウスを作製し、創部に抗生物質担持ナノ
シートを貼付し、生存率・術後 2 日後での皮
膚および肺組織学評価を行った。 

 

②断片化 PLLAナノシートの開発と II度熱傷
層に対する感染保護能評価 

 PLLA と PVA を交互に製膜させることで
PLLA/PVA 多層膜を作製し、水中に浸漬させ
ることで PVA のみを溶解させ、複数枚の
PLLA を得た。その後、ホモジナイザーにて
ナノシートを断片化し、遠心精製にて PVA を
除去することで断片化ナノシート分散液を
得た。断片化ナノシート面積・被覆率の算
出・各種基材に対する貼付性(18G 針、ポリウ
レタンモデル皮膚、マウス下肢)を検討した。
最後に、マウス背部を 70

o
C の湯浴中に 4 秒

間浸漬させ、II 度熱傷を形成し、創部に断片
化ナノシートの再構成膜を作製し(再構成ナ
ノシート)、ナノシート上に緑膿菌を播種した。
術後 3 日後での皮膚組織学評価から、再構成
ナノシートの創傷被覆材としての有用性を
評価した。 

 

４．研究成果 

（１）抗生剤担持ナノシートによる消化管穿
孔治療 

 触診式膜
厚計の測定
結果から、
作製された
ナノシート 

は膜厚 177

±9nm であ 

った。また、6.4g/cm
2 の TC を担持すること

に成功した。走査型電子顕微鏡断面像観察に
より、触診式膜厚計と同様に約 180nm の膜が
観察された。また、共焦点レーザー顕微鏡か
ら TC がナノシート内に担持されている像が
観察され、3 層構造からなるナノシートである
ことが示された(図 5.)。また、KB 試験結果か 

ら、ナノシート単独では ZOI が算出されず、 

抗菌能が認め
られなかった
ものの、ナノシ
ートに抗生物
質を担持する
ことで細菌発
育を抑制し、抗
菌能が発現し 

た(図 6.)。また、ZOI 値から医学的に有効な
量(ZOI 値>6.7mm)が担持されていることが明
らかとなった(表 1.)。 

 

 

 

 

 in vivo 試験の結果から、
穿孔を形成したマウス盲
腸に抗生物質担持ナノシ
ートを貼付可能であり、
ブラックライト照射下で
は、TC 由来の自家蛍光か
ら、ナノシートの存在を
視認できた(図 7.)。抗生
物質担持ナノシートを創
部に貼付したところ、 

術後 1 週間まで
100％生存した。他
方、抗生物質未担
持群、疎水性保護
膜未成膜群は生存
率が約 50%程度で
あった(図 8.)。これ
らの結果から、保
護膜により抗生物
質の漏出を抑制す
ることで、局所的
に抗菌能をもたら 

した結果、生存率の向上に成功したと考えら
れる。また、組織学評価により抗生物質担持
ナノシートを貼付しても炎症性細胞の浸潤
は見られず、また、癒着も見られなかった。
以上より、抗生物質担持ナノシートの開発に
成功し、in vitro、in vivo 評価の結果から、消
化管穿孔治療に対して有用な創傷被覆材で
あることが実証された。 

 

（２）各種機能化されたナノシートによる熱
傷治療 

①抗生剤担持ナノシートによる III 度熱傷感
染創部の創傷保護能評価 

 KB 試験の結果から、E. coli と同様に、P. 

aeruginosa に対しても抗生物質担持ナノシー
トは発育を抑制し、また、ZOI 値測定から有
効な抗菌能を有することが示された(ZOI 値
>6.7mm) (表 1.)。 

 マウス背部に
抗生物質担持ナ
ノシートを貼付
したところ、ナノ
シートの高い透
明性から、創部観
察が容易であっ
た(図 9.)。また、 

ブラックライトの照射により、ナノシートの
存在が視認できた。熱傷治療において、創部 

図 5. 抗生物質担持ナノシート断面像
(左: 走査型電子顕微鏡、右: 共焦点レ
ーザー顕微鏡) 

図 7. マウス盲腸への
抗生物質担持ナノシー
ト貼付像 (ブラックラ
イト未照射 (左)および
照射(右)) 

図 8. マウス生存率(●: 抗
生剤担持群, ●: 抗生物質
未担持群, ○: 疎水性保護
膜未成膜群, ×: 非治療群) 

図 6. 抗生物質担持(左)および
未担持(右)ナノシートによる
KB 試験結果 

表 1. KB 試験結果 

図 9. マウス皮膚への抗生
物質担持ナノシート貼付像 
(ブラックライト未照射 
(左)および照射(右)) 



 

 

感染コントロール
は重要であるため、
創部管理が容易で
あることは感染リ
スクを軽減させる。
そのため、ナノシ
ートは熱傷のみな
らず外傷治療全般
において創部観察
が容易な創傷被覆
材であると示され
た。また、抗生物 

質未担持群、ナノシート未貼付群(陰性対照
群)は術後 1 週間で生存率が約 40%まで低下
したものの、抗生物質担持ナノシートは生存
率 100%を維持した(図 10.)。また、術後 2 日
後における皮膚組織像から炎症性制帽浸潤
が軽減され、感染抑制により創部局所的な炎
症を軽減可能であることが示された。また、
肺組織像から肺胞壁の炎症および出血、浮腫
が確認されたものの、抗生剤担持ナノシート
を貼付することでこの炎症は軽減された。全
身性の炎症が引き起こされた場合、肺に炎症
が起こることは一般に知られており、抗生物
質担持ナノシートは創部局所的な感染を抑
制することで、全身性の炎症も軽減可能であ
り、生存率向上に貢献したものと思われた。
以上より、抗生剤担持ナノシートは創部管理
の容易であり、III 度熱傷感染創に対して有用
な創傷被覆材として機能することが実証さ
れた。 

 

②断片化 PLLAナノシートの開発と II度熱傷
層に対する感染保護能評価 

 ホモジナイ 

ザーにてナノ
シートを断片
化したところ、
水中で安定な
分散状態を取
ることが明ら
かになった (図
11.)。断片化時
間を増大させ 

ることで、より断片化は進行し、10 分間で
0.24±0.08 mm

2 に収束し、再現性高くに調製
可能であった。基板上に断片化ナノシートを
滴下・乾燥させると、各断片化ナノシートは
重なり合いなが 

ら再構成され
た(図 11.)。単位
体積あたりの
シート枚数を
分 散 濃 度
(sheets/mL)と定
義し、再構成ナ
ノシートとし

て完全に被覆 

可能な濃度を決定した。36 mm
2 範囲に対して

8.3x10
3
sheets/mLの分散液を 50L滴下するこ

とで 100%の被覆が達成され、膜厚は 244±
56nm であった。以上より、被覆率 100%に再
構成させるためには膜厚 75nm の断片化ナノ
シートをおよそ 3 枚重ねた再構成膜の形成が
必要であることが示された(図 12.)。また、ナ 

ノシートをロー
ダミン標識し、断
片化ナノシート
分散液に各種基
材を浸漬させる
ことで、様々なラ
フネス、高い曲率、
複雑な立体状態
に対して効率の
良い被覆が可能
であることが蛍
光顕微鏡像から
示された(図 13.)。
また、in vivo 試験
として、再構成ナ
ノシートにて熱
傷創部を被覆し 

たところ、裁断化ナノシートが皮膚表面に再
構成されている様子が走査方電子顕微鏡に
て観察された(図 14)。皮膚組織像から術後 3

日目において、皮膚表面での炎症精細胞の浸
潤が抑制され、外部からの感染を防止する創
傷被覆材として機能することが示された(図
14.)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上より、ナノシートを断片化し水中に分
散することに成功し、多彩な凹凸面に対して
大面積を被覆可能な創傷被覆材として有用
であることが実証された。 
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