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研究成果の概要（和文）：コラーゲンスポンジに付加するビトリゲルの素材を、ウシ由来のネイティブコラーゲンから
ブタ由来のアテロコラーゲンに変更することができた。ネイティブコラーゲンと比較してアテロコラーゲンは組織に吸
収されるのが早いことから、上皮再生に適したアテロコラーゲン量は2.2mg/cm2であると判断した。
移植した人工材料を気管内腔より観察する方法として、耳用の硬性内視鏡を経口的に用いる方法を確立した。これによ
って、摘出することなく内腔の上皮化を評価することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：We changed material of vitrigel to add to collagen sponge in atero collagen derive
d from a pig from native collagen derived from a cow. As for the tissue rate of absorption, atero collagen
 is faster than native collagen. We took the quantity of effective atero collagen as 2.2mg/cm2 for epithel
ium regeneration. The quantity of atero collagen which was necessary for epithelial regeneration was 2.2mg
/cm2.
The observation of the post transplantation trachea lumen used rigid endoscope for ears.
Hereby, an evaluation of the epithelization was possible without resecting trachea.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

われわれは、人工気管を用いた気道の再

生医療を 2002年より臨床応用しており、

現時点では良好な結果を得ているが、移植

早期の感染防止の観点からは内腔の上皮化

の促進が望まれる。そこで Takezawaらが

開発したビトリゲルに着目した。従来のコ

ラーゲンスポンジの表面をビトリゲルでコ

ーティングした bi-potential collagen 

scaffold(BPCS)を作製し、ラットの気管欠

損モデルに対し移植実験を行った結果、従

来のコラーゲンスポンジのみと比較し上皮

化の促進効果が示唆された。培養細胞のヒ

トへの臨床応用は、現時点では困難である

が、培養細胞を用いない本研究は安全性が

確立されればヒトへの応用が可能となる可

能性が高いと考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、(1)ラットより大型の動物

（ウサギ）を用いての移植実験を行い、ラ

ット同様に気管欠損モデルを安定して作成

できるかどうかを検証し、移植によって同

様の上皮化が得られるのかどうかを評価す

ること。(2)将来的な臨床応用を視野に入れ

ると、人工気管の素材は、感染症対策の観

点から、より安全なブタ由来に変更する必

要があり、ウシ同様の上皮促進効果が得ら

れるかどうかについて評価すること。(3)

移植した人工気管の内腔面を直接観察する

方法を確立すること。 

 

３．研究の方法 

(1)ウサギの気管欠損モデル作成と移植方

法の確立 

ウサギに対しネンブタール静脈投与に

よる麻酔下に頸部気管を露出させる。電

気メスにて気管前壁を非管状に切除し、

適当なサイズに開窓する。同じ開窓サイ

ズの欠損モデルを安定して作製できる

ようにする。BPCSのビトリゲルを重層

した側を内腔面に向け、パッチ状に気管

欠損部に被覆し縫合固定する。縫合後閉

創する。この一連の操作を安定して行え

るように習得する。 

(2)ビトリゲルの素材変更の検討 

①ブタアテロコラーゲンを用いたビトリ

ゲルの作製：ビトリゲル作製に用いるコ

ラーゲンゲルをウシ由来ネイティブコラ

ーゲンからブタ由来アテロコラーゲンに

変更し、かつ希釈する溶剤を PBSもしく

は生理食塩水に変更する。 

②ネイティブコラーゲンとアテロコラー

ゲンの比較：従来のウシ由来ネイティブ

コラーゲンビトリゲルと比較し、強度や

表面の性状について評価する。 

③移植する際に付加するビトリゲルの適

切な量を確認：欠損サイズの増大にとも

ない、移植する BPCSのサイズも大きく

なるが、BPCS作製工程のビトリゲル量

が適当かを実際の移植操作で判断する。

必要に応じて組織学的評価を追加する。

最終的に移植操作上有利な条件を確立す

る。 

④BPCSの移植実験と標本採取：作製し

たブタ由来アテロコラーゲンビトリゲル

付き人工材料の移植実験を行う。観察期

間別に移植後 7日モデル、14日モデルを

複数作製する。それぞれ観察期間後にネ

ンブタール過剰投与による安楽死をさせ



た後、気管を摘出する。 

⑤標本作製と組織学的評価：凍結切片及び

パラフィン切片の双方を作製。必要に応じ

各種染色（免疫染色を含む）を行う。また

走査電顕用の標本も作製する。通常の光学

顕微鏡のほか、蛍光顕微鏡、共焦点顕微鏡、

走査型電子顕微鏡を用いて各実験モデル

について経時的に組織を観察・評価する。 

(3)気管内腔観察方法の検討 

①超音波検査による内腔の観察：ポータブ

ル型超音波検査機のヒト用の小プローベを

用いる。塩酸メデトミジン（0.2mg/kg）、 ミ

ダゾラム（1.0mg/kg）、酒石酸ブトルファノ

ール（0.2 mg/kg）を混合して臀筋への筋肉

内投与による全身麻酔を行ったうえで、未

移植と移植済みのウサギの前頸部から頸部

構造を観察し、気管形態を評価する。 

②硬性内視鏡による経口的気管内腔の観

察：耳用の細径 2mmで 30度斜視の硬性内

視鏡（OLYMPUS）を用いる。塩酸メデト

ミジン（0.2mg/kg）、 ミダゾラム（1.0mg/kg）、

酒石酸ブトルファノール（0.2 mg/kg）を混

合して臀筋への筋肉内投与による全身麻酔

を行ったうえで、直接経口腔的に硬性鏡を

挿入し、声門を越えて気管内腔まで挿入す

る。気管欠損部を確認して、内腔の状態を

モニター下に評価する。 
 
４．研究成果 
(1)ウサギの気管欠損モデル作成と移植

方法の確立 

ウサギの気管を露出させるまでの行程

は、ラットでの操作に準じて行うことが

できた。ウサギの気管外径は約 8mmで

あり、1/2周切除は移植後の窒息の危険

性が高くなるため 5mmとし、縦は気管

軟骨 3リング切除が妥当と判断し

10mmとした。結果的に 5×10mmの開

窓を行った。気管前壁の切開には電気メ

スは用いずメスで鋭的に切除した方が

出血は少ないことが判った。操作は安定

して行うことができた。BPCSのビトリ

ゲルを重層した側を内腔面に向け、パッ

チ状に気管欠損部に被覆し縫合固定す

ることができた。BPCSを前頚筋で覆う

ように正中で縫合し皮膚を閉創する。こ

の一連の操作を安定して行うことがで

きた。 

(2)ビトリゲルの素材変更の検討 

①ブタアテロコラーゲンを用いたビトリ

ゲルの作製：ビトリゲル作製に用いるコ

ラーゲンゲルをウシ由来ネイティブコラ

ーゲンからブタ由来アテロコラーゲンに

変更して BPCSを作製することができた。

ビトリゲルを作製する際の希釈液を PBS

に変更した。 

②ネイティブコラーゲンとアテロコラー

ゲンの比較：従来のウシネイティブコラ

ーゲンビトリゲル(1.1mg/cm2)と同量の

ブタアテロコラーゲンにて作製した

BPCSを、それぞれウサギの頸部皮下に

移植した。2週間後に摘出して病理組織

学的にビトリゲルを観察したところ、ウ

シネイティブは残存していたが、ブタア

テロは既に吸収されていた。ブタアテロ

でウシネイティブと同程度の強度を得る

にはコラーゲン量を増す必要があると判

断した。 

③④移植する際に付加するビトリゲルの

適切な量を確認と移植実験：ウシネイテ

ィブの倍量（2.2mg/cm2）と 4倍量

（4.4mg/cm2）で BPCSを作製した。従

来と同じ方法でビトリゲル面を気管内腔

に向けるようにウサギの気管欠損部に被

覆して前頚筋で覆って固定した。 

⑤標本作製と組織学的評価：移植後 14日

に摘出して観察したところ、どちらもビ

トリゲル層は残存していたが、



2.2mg/cm2では連続した上皮層が確認さ

れ、4.4mg/cm2では欠損部中央付近は上

皮層の形成が無く、連続した上皮層は確

認できなかった。よって、2.2mg/cm2の

方が上皮形成には有利な可能性が示唆さ

れた。 

 

(3)気管内腔観察方法の検討 

①超音波検査による内腔の観察：ポータ

ブル型超音波検査機のヒト用の小プロ

ーベを用いて頸部構造を確認したが、気

管のフレームは確認できたが、内腔の状

況（肉芽形成の有無など）は観察できな

かった。今回用いた小プローベではウサ

ギの気管内腔の観察には不向きである

と判断した。 

②硬性内視鏡による経口的気管内腔の

観察：耳用の細径 2mmで 30度斜視の硬

性内視鏡（OLYMPUS）を用いた。経口

腔的に硬性内視鏡は挿入可能であり、声

門を越えて気管内腔に入り、移植し

BPCSの内腔面は観察することができた。

今回の実験結果と照らし合わせると、移

植後 14日の 2.2mg/cm2のモデルでは

BPCSの内腔面には上皮化がみられたが、

4.4mg/cm2の内腔面には白苔を認め十

分な上皮化は確認できなかった。このよ

うに、気管内腔を硬性内視鏡下に観察す

る方法は有用であることが判った。 
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