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528 海洋性 コ ラ
ー ゲ ン の 真皮マ トリ ッ ク ス へ の 応用
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井原水産  

○柚木俊二
、 　 惠良田知樹 、 　 高井光男

鈴木　健

　　　　　　　　　 1 緒　　　言

　コ ラ
ー

ゲン はそ の優れ た 生体適合腔や低抗原性か らバ イオ

マ テ リアル として 広 く用 い られてきた。 特に、人工二皮膚マ ト

リッ ク ス の よ うな細胞接着性 と適 度な生体内分解性 が同時 に

求め られ る用途に適 して い る。
コ ラーゲン の 供給源とし て は

牛や豚などの 家畜の 真皮が一
般的で ある が 、 病原 体等の 混 入

の 恐れ か ら代替品が求め られてい る。 魚類由来等の 海津性コ

ラーゲン は安全性に優れて い るが 変性温度が低 く安定性に乏

しい と され、バ イオマ テ リア ル と しては ほ とん ど用 い られ て

こ なか っ た 。 本研究で は、水産系廃棄物 として多量 に産 出 さ

れ る鮭 の 皮 か ら得 られ る コ ラ
ー

ゲン に 着 目 した。鮭皮コ ラー

ゲ ン は家畜由来 コ ラーゲン に比べ 極めて 不安定で あ るが、適

当な架橋処理を施す こ とで適度な安定性を付与で き、細胞 外

マ トリッ クス と して十分に応用可 能で ある こ とがわ か っ て き

た。鮭皮 コ ラ
ーゲン の 安定 腔に及 ぼす物理 的架橋法の 処理条

件の 影響、お よび動物皮下埋 め込 み試験の 結果を報告する。

　　　　　　　　　　　2 実験

2．1　コ ラーゲン の 翩製　鮭皮を脱脂 した 後、0，5M 酢酸中で 酸

可溶性 コ ラ
ー

ゲン を抽出 した。ペ プ シ ン 消化に よ りテ ロ ペ プ

チ ドを 除去 した後、5％ NaC1 に よる塩析 を繰 り返 して精製 し

た。

22　フ ィ ル ム お よび ス ポ ン ジ の 髑製　O．5％ コ ラ
ーゲン 希

HCI 水 溶液を 4℃ で風 乾 し、厚み約 10μ m の 透明なフ ィ ル ム

を得た 。
プラス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 同水溶 液 を流 し込み、ド

ライエ タ ノール で 凍結後、凍結乾燥 して ス ポ ン ジを得 た。

23　紫外線架槻　ス ポ ン ジあるい は フ ィル ム に 254  単波

長 紫外線を照射 した。

2．4　脱水熱架橋　90〜160℃、真空下 にス ポン ジあるい は フ

ィ ル ム を静置した。

25　溶解牲 　コ ラ
ー

ゲン弑料を 37℃PBS 中に 3〜5浸潰後残

渣をろ過 し、ろ液の タ ン パ ク質濃度 を定量 した。

2．6　酵素耐性　コ ラーゲン 試料を コ ラゲナ
ーゼ あるい は ト

リプシ ン水溶液中に浸潰後残渣をろ過 し、ろ液 の Hypm 濃度

を定量 した。

2．7 岡 凹 R 　コ ラ
ー

ゲン フ ィル ム を透過法に よ り測定 した。

コ ラーゲ ン 変性を A1235／A1450 に よ り評価した e

2S　マ ウス 皮下埋 め込 み賦験 紫外線照射鮭 皮 コ ラーゲ ン

ス ポン ジをマ ウス の 皮下に埋め込み、10 日後に取 り出 して

組織観察に供 しtt。対照として 、人工皮膚テル ダーミス （牛

皮 コ ラ
ー

ゲン 由来 ；テル モ 社製） を用 い た
。

　　　　　　　　　 3 結果と考察

3．1 鮭皮アテ ロ コ ラ
ーゲ ン の 性 質 O．25％ コ ラ

ーゲ ン希酸 水

溶液の 旋光度変化 か ら変性温 度を求め たとこ ろ、牛皮ア テ ロ

コ ラーゲン （以下 BC）の 38℃ に対 し、鮭皮 アテ ロ コ ラーゲ

ン （以 下 SC）は 19℃ で あっ た。ス ポ ン ジを 37℃ PBS に 浸漬

したとこ ろ、BS ス ポ ン ジ は形状を保持 したの に対 し、　AC ス

ポン ジは急速に溶解 した 。 AC ス ポン ジは安定化処理を施さ

なけれ ば真皮マ トリッ クス と して 全 く使用で きない 。

3．2 紫外線架橋　コ ラ
ー

ゲン 乾燥品に紫外線を照射す る と

架橋が生 じて コ ラ
ー

ゲン が安定化するこ とが知 られ てい る。

照 射 は加温 を避け るた めに 4℃ 低温室 内で行 っ た。乾麋剤で

湿 度を 0％に保 っ た場合と湿 度を 7〔Pl。に保 っ た場合で AC ス ポ

ン ジ安定化 （溶解性抑制）の 照射 エ ネル ギ
ー

依 存性を比較 し

た とこ ろ、湿度 70％ の 方 が よ く安 定化 した。紫外線架橋に は

ヒ ドロ キシ ル ラジカル が 関与 して い る との 報告 があ り
1）、こ

れを支持する結果とな っ た 。 ま た 、 紫外線架橋は 試料の 嵩の

影響を受け、ス ポ ン ジ状試 料は フ ィル ム 状試料 よ りも安定化

しに くかっ た が、両 面照射に よ り更に安定性を向上するこ と

がで きた。これ らの 結果を受け、4 ℃、湿度 60〜80％にお い

て 両 面照射を行っ たとこ ろ、AC ス ポ ン ジの 安定性を BC ス ポ

ン ジと同等にす る こ とが で きた。

3．3 脱水熱架橋　コ ラ
ーゲ ン乾燥 品を 100℃以上、真空下に

静置する と架橋が生 じて コ ラ
ー

ゲン が安定化するこ とが知 ら

れ て い る。ラ ッ ト尾 コ ラ
ー
ゲン 線維 に よる 研究結果 n と同様、

llO℃ で 安定化 （溶解性抑制）し、溶解性は処理期間 3 日間で

level　off した。紫外線 で見 られ た よ うな試料嵩の 影響は確認 さ

れず、脱水熱架橋は試料 に対 し均
一

に起 こ っ て い る こ とが示

された。紫外線と同様、AC ス ポン ジの 安定性を BC ス ポ ン ジ

と同等にするこ とがで きた 。

3．4 架橋による変性 架橋コ ラーグン フ ィル ム の ff−IR ス ペ

ク トル を測定 した。変駐に 由来す る A1235 バ ン ドの 減少は

AC お よび BC ともに認されず、両架橋は コ ラーゲ ン らせ ん

の 崩壊を ほ とん ど起 こ さな い こ とが確 認 され た。

35 　コ ラゲナーゼ耐性 未処理ス ポ ン ジ、お よび紫外線架橋

と脱水熱架橋に より溶解陸をほ崢同等に抑制 した AC ス ポン

ジ と BC ス ポ ン ジにつ い て、コ ラ ゲナーゼ耐 性を評価 した。

架橋の 有無に よ る酵素耐性の 相違 は確認されなか っ た。AC

ス ポ ン ジは BC ス ポン ジよ りも約 2倍消化を受けやすか っ た。

3．6　トリプ シ ン耐性　コ ラゲ ナーゼ 耐 腔 と同様の 試料に っ

い て トリプシ ン耐性を評 価 した。トリプ シ ン は コ ラーゲン ラ

セ ン には作用 しない と される。
コ

ヲ
ーゲン らせ ん が崩壊 して

い なければ、架橋に よ っ て生 じた分解フ ラグメ ン トを除きコ

ラーゲンス ポン ジは トリプ シ ン の 消化をほ とん ど受けない は

ずで ある。しか し、両架橋 BC ス ポ ン ジは 未処 理 よ りも トリ

プ シ ン 耐陸が大幅に悪化した 。

一方で未処理 AC ス ポ ン ジの

耐性は 未処理 BC ス ポン ジの約半分 （消化性が 2倍）で あ り、
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架橋に よる変化 が見 られ なか っ た。こ の こ とか ら、以下の 仮

説 を立て る こ とが て き る。

  架橋に よ り BC ス ポン ソ に Fr・IR で は確認 され ない 程度の

小 さな らせ ん崩 壊 ドメイ ン が生 し、未 処理 に比ベ トリプ ン ン

消化 を受 けや す くなっ た 。

  トリプ ン ン 耐性試験にお ける 37℃ 膨潤状態で AC ス ポ ン ノ

の コ ラーゲ ン らせ んは既に崩壊してい る 。 従 っ て、BC ス ポ ン

！ で見られた よ うな未処理 と架橋ス ポン シの トリプシン 耐性

の 相違は無い 。

37 マ ウス 皮下埋 め込み試験 紫外線架橋 を施 した AC ス ポ

ン ン をマ ウス 皮下埋め 込み試験に供 した。組織観察の 結果、

牛コ ラ
ーゲ ン 由来対照品 に比 べ AC ス ポン ンは細胞の 侵入が

活発 に起こ っ て お り、血管の 新生 も見 られ、肉芽組織 を形成

して い た（Fi9　1）。生体内温度で膨潤した AC ス ポン シ が変性し

てい るの な ら、架橋 ゼ ラチ ン と構造的に変わ らない とい うこ

とにな る。 牛 コ ラーゲ ン を用 い た過 去 の 研 究て は、コ ラゲナ

ーゼ 耐 生試験に よ り架橋ゼ ラチ ン は不安定すぎて真皮マ トリ

ノ クス と して の 使用に耐えない とされた
3｝。こ の コ ラゲナー

ゼ 耐性試験は生体内安定駐評価 と して 過酷すぎる可能 性があ

る 。

　　　　　　　　4 結論 と今後の 予 定

紫外線架橋、脱水熱架橋などの 物理的架橋方法に よ り、AC

ス ポ ン ン の 溶解 性 を BC ス ポ ン シ と同等に まで抑制す る こ と

かで き る。37℃ 膨潤状 態にお い て、AC ス ポン ジの コ ラ
ー

ゲ

ン らせ んは変性 して い る可能性が示唆された。こ の こ とが BC

ス ポ ン ソ に比 べ 酵素に よる消化を受けやすい 理 由と考え られ

る。しか し、マ ウス 皮下埋 め 込み 試験の 結果は 真皮マ トリノ

ク ス とし て 十分 に使用可 能て あ り、む しろ BC ス ポ ノ ン よ り

も優れて い るこ とを示 した。架橋 AC ス ポ ン ソ が 37℃膨 潤状

態て どの よ うな構造を有 して い るの か、また、架橋ゼ ラチ ン

ス ポ ン ン との 相違を解明 する こ とが今後 の 課 題 で あ る 。
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