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A. 研究目的 

 われわれは、これまでに細粒状のゼラチンハ

イドロゲルから、細胞増殖因子を徐放化するこ

とによって、重傷下肢虚血性疾患に対する血管

新生療法の先進医療を行ってきた。本研究の目

的は、治験薬 GMP に準じて製剤化したゼラチ
ンハイドロゲル徐放技術の末期虚血性心疾患へ

の応用を目指して、ゼラチンハイドロゲルの品

質を評価することである。そこで、本研究では、

in vitroにおける bFGFの徐放性ならびにゼラチ
ンハイドロゲルの分解性について、治験薬 GMP
に準じて製剤化したシート状ゼラチンハイドロ

ゲルとこれまでに先進医療で用いてきた細粒状

ゼラチンハイドロゲルとを比較した。 

 

B. 研究方法 

〈シート状ゼラチンハイドロゲルの作製〉 
 治験薬 GMP に準じた施設において、シート
状ゼラチンハイドロゲルを作製した。すなわち、

豚皮由来酸性ゼラチン（等電点 5.0）水溶液へ
グルタルアルデヒドを加えた後、4℃にて 12 時
間静置することによって化学架橋したゼラチン

ハイドロゲルを作製した。得られたハイドロゲ

ルを 100 mM グリシン水溶液で 37℃にて 1時間
処理し、未反応のアルデヒド基を不活化した。

蒸留水にて 3 回洗浄後、凍結乾燥することでシ 

 
ート状ゼラチンハイドロゲルを得た。 
 

〈細粒状ゼラチンハイドロゲルの作製〉 
 上述したシート状ゼラチンハイドロゲルを

8000 rpm で 10 分間粉砕後、凍結乾燥すること

によって、細粒状ゼラチンハイドロゲルを作製

した。 

 

〈in vitro における bFGFの徐放性〉 
 シート状ならびに細粒状のゼラチンハイドロ

ゲルに対して、in vitro における bFGF の徐放

性について比較するために、ゼラチンハイドロ

ゲルからの bFGF 徐放試験を行った。すなわち、

2 mg のゼラチンハイドロゲルに対して、クロラ

ミン T法により 125I放射ラベル化した bFGF水溶

液を 20 µl 滴下し、室温で 3 時間静置すること
で、125I ラベル化 bFGF 含浸ゼラチンハイドロゲ

ルを得た。得られた 125I ラベル化 bFGF 含浸ゼラ

チンハイドロゲルをリン酸緩衝生理食塩水

（PBS）中、37 ℃で浸漬し、経時的に上清に対

する放射活性を測定することによって、bFGF の

徐放性を評価した。さらに、bFGF 含浸ゼラチン

ハイドロゲルを 10 µg/ml のコラゲナーゼ水溶
液中、37 ℃で浸漬することによって、ゼラチン

ハイドロゲルを分解させ、bFGF の徐放性の変化

について評価した。 
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ロゲルの分解性について、治験薬 GMP に準じて製剤化したシート状ゼ
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〈ゼラチンハイドロゲルの分解性〉 
 シート状ならびに細粒状のゼラチンハイド

ロゲルに対して、in vitro における分解性につ

いて比較するために、コラゲナーゼを用いたハ

イドロゲルの分解試験を行った。すなわち、5 mg

のゼラチンハイドロゲルを PBS 中、37 ℃で浸漬

させ、一晩静置することにより、ゼラチンハイ

ドロゲルを膨潤させた。次に、膨潤させたゼラ

チンハイドロゲルを 10 µg/ml のコラゲナーゼ
水溶液中、37 ℃で浸漬させ、上清を経時的に回

収した。上清に対して、260 nm の吸光度を測定

することによって、ゼラチンハイドロゲルから

溶出したゼラチンを定量した。得られたゼラチ

ンの溶出量を用いて、ゼラチンハイドロゲルの

分解性を評価した。 

 

C. 研究結果 

〈in vitro における bFGFの徐放性〉 
 図１にシート状ならびに細粒状ゼラチンハ

イドロゲルからの in vitro における bFGF の徐

放性を示す。図から明らかのように、コラゲナ

ーゼ添加前では、ゼラチンハイドロゲルの形状

によらず、30 %程度の bFGF が初期に徐放化さ

れるが、それ以降、徐放化されないことがわか

った。一方、ゼラチンハイドロゲルをコラゲナ

ーゼ水溶液に浸漬したところ、いずれのゼラチ

ンハイドロゲルについても、収着した bFGF が

徐放化されることがわかった。 

 
図１ in vitro におけるゼラチンハイドロゲル

からの bFGF の徐放性 

シート状（○）、細粒状（△） 

コラゲナーゼ水溶液の添加（矢印） 

 

〈ゼラチンハイドロゲルの分解性〉 
 図２にコラゲナーゼによるシート状ならび

に細粒状ゼラチンハイドロゲルの分解性を示

す。図から明らかのように、ゼラチンハイドロ

ゲルの形状によらず、コラゲナーゼを添加する

ことによって 2時間程度でゼラチンハイドロゲ

ルが分解されることがわかった。 

 
図２ ゼラチンハイドロゲルの分解性 

シート状（○、●）、細粒状（△、▲） 

コラゲナーゼ水溶液（白）、PBS（黒） 

 

D. 考察 

 シート状ならびに細粒状ゼラチンハイドロゲ

ルに対して、bFGF の徐放性ならびにゼラチンハ

イドロゲルの分解性について評価した。その結

果、ゼラチンハイドロゲルの形状によらず、bFGF

は、ゼラチンハイドロゲルの分解とともに徐放

化されることがわかった。これまでに、われわ

れは、細粒状ゼラチンハイドロゲルから bFGF

を徐放化することによって、重傷下肢虚血疾患

の再生誘導治療に成功している。本研究結果は、

シート状ゼラチンハイドロゲルが、bFGF の徐放

性ならびに分解性において、細粒状ゼラチンハ

イドロゲルと同等であることを示している。 

 

E. 結論 

 本研究により、末期虚血性心疾患の再生誘導

治療に用いるシート状ゼラチンハイドロゲルに

対して、bFGF の徐放性ならびにその分解性を明

らかにすることができた。 
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