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	1  はじめに

生体内の結合組織で線維を形成しているコラーゲ
ンはⅠ，Ⅱ，Ⅲ，ⅤおよびⅪ型コラーゲンである。
最も豊富に存在する I型コラーゲンは，線維芽細胞
等の細胞内で三重らせんのプロコラーゲン（可溶性）
が合成された後に細胞外へ分泌されて，幅 1.5 nm
長さ 280 nmのトロポコラーゲン（不溶性）となり，
さらに分子同士が会合することで 67 nmの縞模様
を呈する細線維（fibril）を形成することで，機械的強
度の保持のみならず細胞接着の役割も果たしてい
る。とくに，膠原線維（collagen fiber）は多くの細線
維が集まって形成された太さ数 μm以上の線維束で
あり強靱である。真皮では乾燥重量の約 70％（湿重
量の約 28％），アキレス腱では乾燥重量の約 85％（湿
重量の約 34％）がコラーゲンであり，よく発達した
太い膠原線維が密に認められる1）～4）。
一方，生体外で冷蔵状態にある酸可溶性コラーゲ
ン溶液に生理的な塩濃度と水素イオン濃度を付与し
てコラーゲンゾルを調製した後に，生理的な温度ま
で温めてゲル化を誘導する従来のコラーゲンゲル作
製技術では，低密度のコラーゲン線維で形成される
ゲルしか作製できない。また，この低密度のコラー
ゲン線維のゲルは柔らかく不透明であるため，組織
を再生するバイオマテリアルとしては取扱いが困難
である。そこで，ゆで卵の白身など熱変性タンパク
質のゲルを乾燥して自由水のみならず結合水も徐々
に除去することにより，強度と透明性に優れたガラ
ス様の物質に変換する技術に注目した5）。この熱変
性タンパク質ゲルのガラス化技術を従来の低密度コ
ラーゲン線維のゲルに応用した後に，再水和した結
果，取扱い性に優れた強度のみならず透明性および
タンパク質透過性にも優れた新しい物性状態の高密
度コラーゲン線維のゲルに変換することに成功し

た6）。ここで，ガラス化（vitrification）工程を経て作
製できる新しい安定状態のゲルに対して，新学術用
語「ビトリゲル（vitrigel）」を提唱した。つまり，コ
ラーゲンビトリゲルはコラーゲンのゾルをゲル化，
ガラス化および再水和する 3段階の工程を経て作製
できる6）。
本稿では，当初開発したコラーゲンビトリゲル薄
膜（第 1世代コラーゲンビトリゲル）と，最近開発し
たコラーゲンビトリゲル膜の乾燥体および培養チャ
ンバー（第 2世代コラーゲンビトリゲル）について，
作製法および特徴を解説する。

	2  第 1世代コラーゲンビトリゲル

コラーゲンビトリゲル薄膜の作製法では，まず，
0.5％Ⅰ型コラーゲン酸性溶液と培養液を等量混合
した 0.25％コラーゲンゾルを直径 35 mmの培養皿
に 2 mL注入して，温度 37℃の 5.0％炭酸ガス保湿
インキュベータ内で 2時間保温することでゲル化す
る（従来のコラーゲンゲルの調製）。次に，このよう
にして調製した厚さ 2 mmの 0.25％コラーゲンゲル
を温度 10℃湿度 40％のインキュベータ内で 2日間
乾燥することで自由水を完全に除去する。ここで，
ゲルの乾燥に伴い析出した過剰な培養液成分を除去
する必要がある場合は，乾燥したゲルを PBSで再
水和して 3回洗浄することでゲル内を PBSで平衡
化した後に，再度，温度 10℃，湿度 40％のインキュ
ベータ内で 1日間乾燥することで自由水を完全に除
去する。なお，ガラス化はゲルの自由水が完全に除
去された時点からはじまる。ガラス化の期間が 1日
程度で再水和すると直径 35 mmの円形で厚さ約
50 μmのコラーゲンビトリゲル薄膜が得られるが，
さらに室温で 2週間以上にわたり自然乾燥してガラ
ス化を進行させた後に再水和すると厚さ約 15～
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20 μmのコラーゲンビトリゲル薄膜が作製できる
（図 1）。このコラーゲンビトリゲル薄膜はコラーゲ
ンの総量が 5 mgなので，単位面積（1 cm2）あたりに
約 0.5 mgのコラーゲンを含有している。このよう
にディスク形状のコラーゲンゲルをコラーゲンビト
リゲル薄膜へ変換する過程で，ガラス化の期間にも
依存するがゲルの平面形状は変わらず，厚さは 100
～ 133分の 1程度になる。つまり，コラーゲンビト
リゲル薄膜の線維密度は 100～ 133倍の 25～ 33％
程度になる。その結果，コラーゲンビトリゲル薄膜
は優れた強度，透明性およびタンパク質透過性を呈
する6）7）。なお，コラーゲンビトリゲル薄膜の形状
はコラーゲンゾルをゲル化する際に使用する容器の
形状，また支持体つきコラーゲンビトリゲル薄膜の
場合は支持体の形状を改変することで，円形のみな
らず四角形や扇形などの形状にも加工できる。
上述のコラーゲンビトリゲル薄膜の作製に用いる
コラーゲンゾルにはさまざまな不溶性物質および可
溶性物質を添加できるので，添加した物質の特性を
コラーゲンビトリゲル薄膜に反映できる。不溶性物
質として環状ナイロン膜支持体を包埋したコラーゲ
ンビトリゲル薄膜はピンセットで容易に扱えるが，
支持体がないと捻れ絡まってしまう（図 1）。培養皿
内に作製した環状ナイロン膜支持体つきコラーゲン
ビトリゲル薄膜は，PBSで再水和した後も培養皿
に適度に接着しているため，通常の培養皿と同様に
取り扱える。それゆえ，動物細胞の懸濁液を直接播
種して培養を開始すれば，位相差顕微鏡の観察も良
好である。また，このように細胞を 2次元培養した
環状ナイロン膜支持体つきコラーゲンビトリゲル薄
膜は，培養皿より容易にピンセットで剥離して裏返
すことができるので，裏面に異種細胞を 2次元培養
することにより，上皮間充織やがん血管などの 3次
元培養モデルが容易に作製できることになる6）7）。
つまり，環状ナイロン膜支持体つきコラーゲンビト

リゲル薄膜は 3次元培養担体として有用である。さ
らに，そのような 3次元培養モデルは異種細胞間の
クロストークの解析にも利用できることがわかった。
具体的には，神経成長因子（nerve growth factor；
NGF）を産生するマウス線維芽細胞株（L929細胞）
と，NGFに応答して神経様突起を伸長するラット
副腎髄質褐色細胞株（PC12細胞）を，コラーゲンビ
トリゲル薄膜を介して共培養した結果，L929細胞
のパラクライン作用により PC12細胞の分化が誘導
された。このことは，コラーゲンビトリゲル薄膜が
異種細胞間のパラクライン作用を伴った培養モデル
の構築に有用であることを示唆する8）。また，不溶
性物質として平面状の繭糸構造体（平面絹）を包埋し
たコラーゲンビトリゲル薄膜を線維芽細胞の 3次元
培養担体として利用することで，強度に優れた結合
組織を再構築できることがわかった9）。その他，不
溶性物質として磁気ビーズを包埋したコラーゲンビ
トリゲル薄膜は，水中でも磁力によって移動や固定
が可能となることがわかった。さらに，コラーゲン
ゾルに可溶性の生理活性物質を添加して作製したコ
ラーゲンビトリゲル薄膜は，薬物送達システム
（drug delivery system；DDS）として活用できるこ
とがわかった。具体的には，コラーゲンゾルに血管
内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor；
VEGF）を混和してコラーゲンビトリゲル薄膜を作
製した結果，in vitroの実験で VEGFを徐放する活
性が認められた。そこで，この VEGF徐放性コラー
ゲンビトリゲル薄膜をラットの皮下に移植したとこ
ろ，周囲組織に毛細血管の新生が誘導された。この
ことは，生理活性物質を含有させたコラーゲンビト
リゲル薄膜が DDSとして有用であることを示唆す
る8）。
ここで，実用化の視点から研究の展望を述べてみ

たい。高密度コラーゲン線維の新素材であるコラー
ゲンビトリゲル薄膜の特徴は，良好なピンセット操

環状ナイロン膜
の支持体

コラーゲンゾル

コラーゲンビトリゲル薄膜
（支持体付き） （支持体なし）ゲル化 ガラス化 再水和

直径 35 mm
の培養皿

図 1　第 1世代コラーゲンビトリゲル薄膜の作製法6）7）
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作が可能であること，生理活性物質を徐放する
DDS担体として利用できること，および異種細胞
間のパラクライン相互作用を伴った 3次元培養モデ
ルを容易に構築できることである（図 2）8）10）11）。ま
た，コラーゲンビトリゲル薄膜は構成成分や形状を
改変すること，あるいは他の機能性材料とハイブ
リッド化することができるので，コラーゲンビトリ
ゲル薄膜をベースとして新しい機能を有するバイオ
マテリアルを創出していくことが可能となる。した
がって，細胞を培養せずにバイオマテリアルとして
活用する応用研究と，機能細胞の培養担体として利
用して 3次元培養モデルを活用する応用研究が期待
できる。具体的には，バイオマテリアルとしては，
創傷あるいは疾病状態にある組織を修復する再生医
療の視点から，欠損組織の足場となる充塡剤あるい
は病変部の被覆パッチなど移植用素材としての開発
が期待できる12）。また，創薬の視点からは，このよ
うな移植用素材に薬剤を含有させた DDSの開発が
期待できる13）。一方，機能細胞の培養担体としては，
再生医療の視点からは，細胞あるいは再構築組織を
移植する組織再生医工学の新しい手法としての開発
が期待できる14）～18）。また，創薬や動物実験代替法
の視点からは，ヒトにおける薬物の吸収・分布・代
謝・排泄・毒性（ADMET）や化学物質の刺激性・感
作性の外挿に適した 3次元培養モデルの開発が期待
できる19）～21）。

しかし，再生医療あるいは組織工学用のバイオマ
テリアルとしてコラーゲンビトリゲルの実用化を考
えると，解決したい課題が二つあった。一つは，こ
れまでに開発したコラーゲンビトリゲル薄膜が薄す
ぎることに依存した課題である。具体的には，移植
実験では，コラーゲンビトリゲル薄膜に支持体がな
いと直接縫合に耐えられないため，環状ナイロン膜
の支持体を介して縫合せざるを得なかったことであ
る。また，細胞培養実験では，支持体がないと捻れ
るため，取扱いは「細胞シート」の域を超えられな
かったことである。これらの解決には，厚いコラー
ゲンビトリゲル膜の作製が必要であったが，これま
での作製法では自由水の乾燥工程に限界があった。
もう一つは，培養皿より剥離した環状ナイロン膜支
持体付きコラーゲンビトリゲル薄膜に細胞を播種あ
るいは化学物質を暴露する際，播種した細胞や暴露
した化学物質がコラーゲンビトリゲル薄膜の縁から
裏面へまわってしまう可能性があったことである。
この解決には，コラーゲンビトリゲル薄膜をパーム
セルのような二つのガラスの筒の間に挟んで固定す
る必要があったが，作業は容易ではなく，一度に調
製できる数には限界があった。そこで，これらの課
題を解決するために，第 2世代コラーゲンビトリゲ
ルを開発した。

高密度コラーゲン線維の新素材

コラーゲンビトリゲル薄膜

薬物の徐放

200 nm

Collagen vitrigel

Collagen vitrigel

Drug delivery Paracrine interaction

異種細胞間の相互作用

良好なピンセット操作

図 2　第 1世代コラーゲンビトリゲル薄膜の特徴8）11）（口絵⓮参照）
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	3  第 2世代コラーゲンビトリゲル

第 1世代のコラーゲンビトリゲル薄膜は培養皿内
に注入したコラーゲンゾルをゲル化した後にゲル内
の自由水を乾燥させて，さらに結合水を徐々に除去
するための自然乾燥によりガラス化を進行させた後
に再水和することで作製していた。そのため，培養
皿内に調製したコラーゲンゲル内の自由水を乾燥す
るのに長時間を要することから，厚いコラーゲンビ
トリゲル膜の作製には適さないのみならず，乾燥に
よりガラス化したコラーゲンゲルは培養皿の底表面
に吸着してしまうため，単独で取り扱うことはでき
なかった。そこで，これらの欠点を克服するために
コラーゲンビトリゲル膜を作製する容器の特性を抜
本的に改善することで，以下の第 2世代のコラーゲ
ンビトリゲル膜の作製法を開発した。
具体的には，培養皿の代わりに壁面と底面を分離
できる容器を使用して，さらに必要に応じて底面基
盤の上にはパラフィルム等のシートを敷いた。その
結果，この容器内で単位面積あたり従来の 20倍量
程度までのコラーゲンゾルを注入しても，粘性が高
いため壁面鋳型と底面基板上のパラフィルム等の
シートとの間から漏れ出ることはないが，コラーゲ
ンゾルがゲル化した後のコラーゲンゲル内の自由水
は漏れ出ることがわかった。つまり，コラーゲンゲ
ル内の自由水の半分程度を効率的に脱水した後に壁
面鋳型を除去して，さらに乾燥により自由水を完全
に除去してガラス化を進行させた後に再水和するこ
とにより，厚いコラーゲンビトリゲル膜の作製が可
能になった。ここで，底面基盤上には一度に多数の
壁面鋳型を設置できるので生産効率も向上できる。
また，底面基盤上にパラフィルム等のシートを敷い
た場合には，壁面鋳型を除去した後の乾燥によるガ
ラス化でパラフィルム等のシートに吸着した「コ
ラーゲンゲル乾燥体」の作製が可能になるのみなら
ず，再水和することでパラフィルム等のシートに吸
着した「コラーゲンビトリゲル膜」，さらに再乾燥に
よりガラス化することでパラフィルム等のシートに
吸着した「コラーゲンビトリゲル膜乾燥体」の作製が
可能になった。ここで，「コラーゲンゲル乾燥体」お
よび「コラーゲンビトリゲル膜乾燥体」はパラフィル
ム等のシートより膜状に容易に脱着して取り扱える
ことがわかった（図 3（a））。第 1世代のコラーゲン

ビトリゲル薄膜を開発した際に当初の原著論文 6）で
は，乾燥によるガラス化工程で培養皿の底表面に吸
着したコラーゲン分子の状態は無定形の乾膠体（キ
セロゲル：xerogel）の一種であると推測したが，上
述のように膜状に脱着できた「コラーゲンゲル乾燥
体」および「コラーゲンビトリゲル膜乾燥体」は「コ
ラーゲンキセロゲル膜」である22）。
このような第 2世代コラーゲンビトリゲル膜の作
製法の開発により，例えば底面基盤上に内径
34 mmの円筒状の壁面鋳型を設置した後に 0.25％
コラーゲンゾルを 40 mL（コラーゲンの総量は第 1
世代コラーゲンビトリゲル薄膜の 20倍量の
100 mg）注入してゲル化すると約 6時間後には約半
分，また約 10時間後には約 70％のゲル内自由水が
脱水できることがわかり，壁面鋳型を除去して引き
続き乾燥すると，ゲル化後 3日目には自由水が完全
に除去されてガラス化が始まることがわかった。ガ
ラス化の期間が 1日程度で再水和すると，直径
34 mmの円形で厚さ約 1 mmのコラーゲンビトリ
ゲル厚膜が得られた。また，パラフィルムを敷いた
底面基盤上で同様の実験を行って得られたパラフィ
ルムに吸着した状態の「コラーゲンビトリゲル厚膜」
を，さらに 10日間にわたり再乾燥してガラス化し
た後にパラフィルムより脱着することにより，直径
34 mmの円形で厚さ約 130 μmのコラーゲンキセロ
ゲル膜が作製できた。このコラーゲンキセロゲル膜
はラット皮膚欠損部に直接縫合することで移植でき
た22）。さらに，上述の方法で作製した直径 34 mm
の円形で厚さが約 100 μm以上のコラーゲンビトリ
ゲル厚膜（第 1世代コラーゲンビトリゲル薄膜の厚

（a） （b） （c）

図 3　第 2世代コラーゲンビトリゲル膜の使用例
（a）パラフィルムより脱着して取り扱えるコラーゲンキセ
ロゲル膜（単位面積 1 cm2あたりに約 5.0 mgのコラーゲン
を含有）。（b）12穴培養プレート用の 1室型コラーゲンビ
トリゲル膜チャンバー。（c）2室型コラーゲンビトリゲル
膜チャンバー（第 2室の筒はパラフィルムを巻いて 1室型
コラーゲンビトリゲル膜チャンバーに固定しているので
必要時に簡単に取り外せる）
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さの約 5倍以上）であれば，支持体がなくても捻れ
絡まらず，それ自体は「無細胞性結合組織シート」と
して扱えることがわかった。この無細胞性結合組織
シートを直径 35 mmの培養皿に挿入して再度ガラ
ス化すると，コラーゲンキセロゲル膜を底面に吸着
した培養皿が作製できる。この培養皿内に動物細胞
を培養した後に，コラーゲンビトリゲル厚膜をピン
セットで脱着した際にも捻れ絡まることはなく，裏
返して裏面に細胞を培養することもできる。した
がって，1種類の細胞を培養した場合は「組織シー
ト」として，また 2種類以上の異種細胞を共培養し
た場合は「器官様プレート」としての活用が期待でき
る。
なお，第 1世代コラーゲンビトリゲル薄膜を培養
皿の底面から剥離するピンセット操作では，作製工
程で培養皿の底面のみならず壁面にもコラーゲンゲ
ル乾燥体が吸着しているために，この壁面由来のコ
ラーゲンビトリゲル薄膜を伴ってしまうことがあっ
たが，第 2世代コラーゲンビトリゲル膜は培養皿の
底面からのみ剥離できるため，この煩わしさが解消
された。
また，上述のコラーゲンビトリゲル膜の乾燥体で
あるコラーゲンキセロゲル膜は，任意の形状に切断
加工できるのみならず，乾いているために容易に接
着固定できる。そこで，コラーゲンキセロゲル膜を

プラスチック製の筒に接着剤等で固定したコラーゲ
ンビトリゲル膜チャンバーを開発した（図 3（b），
（c））。さらに，このコラーゲンビトリゲル膜チャン
バーを利用して，化学物質の動態解析に有用な「組
織シート」型および「器官様プレート」型の培養モデ
ルを再構築する培養技術を確立した。具体的には，
各器官の最小ユニットを上皮・間充織・内皮ととら
えると，化学物質の動態は皮膚や角膜や消化管ある
いは肺胞などのように上皮側から間充織・内皮側へ
移行する経路と，血管内に投与された薬剤のように
内皮側から間充織・上皮側へ移行する経路になるこ
とに着眼した（図 4（a））。そして，1室型コラーゲ
ンビトリゲル膜チャンバーでは化学物質が最初に暴
露される上皮細胞あるいは内皮細胞のみで構成され
る「組織シート」型の培養モデル，また 2室型コラー
ゲンビトリゲル膜チャンバーでは上皮細胞と間充織
細胞と内皮細胞で構成される「器官様プレート」型の
培養モデルを容易に再構築する培養技術の開発に成
功した（図 4（b），（c））。したがって，今後，コラー
ゲンビトリゲル膜チャンバー内にさまざまな器官の
最小ユニットを再構築することが可能となり，化学
物質の ADMET（吸収・分布・代謝・排泄・毒性）を
外挿する新しい培養技術の創出が期待できる22）23）。

化学物質が皮膚，角膜，消化管，
肺胞などの上皮へ暴露された場合

内皮細胞層
または
上皮細胞層
（単層あるいは多層）

上皮細胞層
間充織細胞層
内皮細胞層

第 1室

第 2室

第 1室

第 2室

内皮細胞層
間充織細胞層
上皮細胞層

（a）

化学物質

化学物質

上皮
基底膜

間充織

内皮

（b） （c）

化学物質が血管内
へ投与された場合

図 4　 各器官における化学物質の動態（a）と，その解析に有用な 1室型コラーゲンビトリゲル膜チャンバーを利用した「組
織シート」型の培養モデル（b）および 2室型コラーゲンビトリゲル膜チャンバーを利用した「器官様プレート」型の培
養モデル（c）（口絵⓮参照）
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	4  おわりに

再生医療の研究では，損傷を受けたり機能不全に
陥った組織や器官を修復するために，さまざまなバ
イオマテリアルあるいはバイオマテリアルと培養細
胞より組織工学的に再構築した器官様構造体（オル
ガノイド：organoid）が開発されてきた24）25）。実用
化を指向した研究の視点からは，細胞を伴わないバ
イオマテリアルあるいは DDSの機能を兼ね備えた
バイオマテリアルの開発が進展しやすい傾向にある
が，幹細胞をはじめとした機能細胞の移植に有用な
バイオマテリアルの開発，さらにバイオマテリアル
と機能細胞から再構築されるオルガノイドの開発は
次世代再生医療の研究としてきわめて重要である。
ここで，オルガノイドは再生医療の研究のみならず
創薬や動物実験代替法の研究にも有用であるが，後
者の研究では生体反映型の 3次元培養モデルを構築
する簡便な培養技術の開発も必要となる。
本稿では，上述のような研究の動向を考えながら
筆者を中心として開発してきた「コラーゲンビトリ
ゲル」の研究について紹介した。また，平成 23年度
より第 2世代コラーゲンビトリゲルについては農林
水産省のアグリ・ヘルス実用化研究促進プロジェク
トにおいて，再生医療に有用な「アテロコラーゲン
ビトリゲル膜」の開発と創薬や動物実験代替法の研
究に有用な「コラーゲンビトリゲル膜チャンバー」の
開発に取り組むとともに，前者の治験へ向けた承認
申請を目標とした再生医療技術の開発では，人工皮
膚，角膜および気管の開発，また後者のプレバリデー
ションの実施を目標とした動物実験代替システムの
開発では，皮膚感作性試験法および眼刺激性試験法
の開発を推進している。このような「コラーゲンビ
トリゲル」の研究開発の戦略が読者の参考になれば
誠に幸いである。
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