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滅菌後ハイブリッド材料の血管内皮細胞生着能力の調査 

The Study of Ability for Blood Vessel Endothelium Survival of the Hybrid Material after Sterilization  
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Abstract: The purpose of this study is to establish sterilization method of the hybrid material which is new medical 
material that let scaffold of artificial materials fuse with biotissue in the body. The sterilization methods are autoclave, dry 
heat, EOG, hydrogen peroxide gas plasma, and gamma beam sterilization. Hybrid material was freeze-dried and be 
sterilized. In addition, one sample into the saline are made that sterilized by gamma beam without freeze drying. In total, 
six kinds of samples are made. And then we observed physical shape and structural change using FE-SEM. Furthermore, 
we have cultured the vascular endothelial cell on the materials to check biocompatibility and cell adhesive property. The 
number of cell engrafted on hybrid material was counted by DAPI stain. As a result, Gamma beam sterilization without 
freeze dry showed the best result. 
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1. 背景 
現在，臨床の場で用いられている医療材料は，人工材料

と生体材料の 2つに大きく分けられる(1) ．人工材料は強度
に優れるが，生体適合性に難が残ると言われており，例え
ば人工材料で作製された脱血カニューレの場合，生体適合
性が悪く周りの組織と結合しないため，カニューレと組織
との間に隙間ができてしまい，そこに血液が入り込み血栓
が形成されることがある(2) ．この VAD のカニューレ周囲
に形成される血栓を防止するために，人工材料の中でも生
体適合性に優れたチタンをメッシュ状に加工し，周囲の心
筋組織と癒合させる脱血カニューレの研究などが行われて
きた．一方，生体材料は材料の強度が問題であり，例えば
生体弁の場合，経年劣化による弁の交換が必要となる． 
当研究室で開発したハイブリッド材料(3)は，人工材料と

生体由来材料を組み合わせることで，人工材料の強度とい
う長所と，生体由来材料の生体適合性という長所を併せ持
つ新たな医療材料のことである．Fig. 1 に示すように，組
織新生の足場となる人工材料を皮下に埋め込むと，カプセ
ル化により人工材料と生体組織が一体化したものを得るこ
とができる．これを免疫拒絶反応を抑えるために脱細胞処
理を行ったものがハイブリット材料であり，血液接触面に
再埋め込みを行うことで，優れた生体適合性を示す．これ

までの研究では，補助人工心臓用のハイブリッド脱血カニ
ューレを作成し，左心バイパスによる慢性動物実験を行っ
た結果，93日目に摘出した脱血カニューレは周囲に血栓は
無く，周囲の心筋組織となめらかにと癒合し，上皮化も良
好であった(4) ． 

 

Fig.1 Concept and application of hybrid material 
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このハイブリッド材料における喫緊の課題として，滅菌
方法が確立されていないことが挙げられる．優れた医療材
料を市販する際に，無菌操作で取り扱う事に加えて，滅菌
方法を確立することは大変重要である．一般に，生体材料
の滅菌は材料に与える影響が大きいと言われている(5-6) ．
また，医療現場で選択されている滅菌方法は多数あるが，
全く新しい医療材料であるハイブリッド材料に対してどの
方法が適当であるかは，まったく不明である．本研究の目
的は，ハイブリッド材料の滅菌方法の確立である． 

 
2. 実験方法 
2-1ハイブリッド材料の作製 
本研究では，生体組織を新生・誘導し，定着させるため

の足場として，これまで研究実績のあるポリエステルの起
毛繊維を使用した．準備した材料は，直径 15mm厚さ 1mm
の円状に成型した足場である(Fig.1-A)．これを 4 枚 1 組と
してアクリルの外型へ封入した．外型は上下 2 つのパーツ
で構成した．足場に接触する最も薄いアクリル部分の厚さ
が 0.6mm，縦 35mm，横 35mm のシート状のデバイスとし
た．デバイス 1枚につき 4つのポリエステルベロア足場を
はめ込む場所を作製した．シートを内挿する端部とデバイ
スの中央部分にそれぞれ細胞・組織を誘導するための孔を
設けた．外型の材料としては加工性，耐衝撃性に優れ生体
適合性も高いことから，アクリル樹脂を用いた(Fig.2-B)．
この埋め込みデバイスをヤギの皮下へ埋込を行った．デバ
イスを広背筋上に縫い付け固定した(Fig.2-C) ．約 3 ヶ月
(89日間)の埋込後にデバイスを摘出し，計 128個のサンプ
ルを得た(Fig.2-D) ． 
取り出し後，サンプルを脱細胞処理するために，1％ドデ

シル硫酸ナトリウム水溶液中へ 6時間攪拌暴露し，その後
生理食塩水を用いてリンスを 3日間実施した(Fig.2-E) ． 

 
Fig.2 Manufacture of the hybrid material (A: Scaffolding of the 
polyester velour, B: Device assembling, C: Implantation of the 
hybrid material, D: After extract, E: After decellularization, 
Hybrid material completion) 

 
2-2ハイブリッド材料の滅菌 
脱細胞後に得られたハイブリッド材料に対して最適な滅

菌方法を調査するために選んだ滅菌方法は，オートクレー 
 

 
Table1. Summary of sterilization 

 

 



LIFE2015 2015年 9月 7日－9日 福岡（九州産業大学）  

 
Fig.3 DAPI stain image of the hybrid material after cell culture (A: Autoclave, B: Dry heat sterilization, C: EOG sterilization, D: 
Hydrogen peroxide gas plasma sterilization, E: Gamma beam sterilization, F: Gamma beam sterilization without lyophilization) 

 
ブ滅菌・乾熱滅菌・EOG滅菌・過酸化水素プラズマ滅菌・
ガンマ線の滅菌 5 種類(7)である．これらの方法は乾燥状態
のものを対象とした滅菌方法であるため，滅菌前に凍結乾
燥処理を施した．凍結乾燥処理実施せず生理食塩水に浸し
た状態でのガンマ線滅菌も実施し，計 6種類の滅菌サンプ
ルを作製した．オートクレーブは 121℃で 20分実施(TA-33E，
東邦製作所)し，乾熱滅菌は 160℃で 120 分(SH62，ヤマト
科学)，EOG 滅菌は 37℃で 120 分(SA-N54，徳島医療器)，
過酸化水素ガスプラズマ滅菌は 45℃で 45 分(ステラッド
®50，ジョンソン・エンド・ジョンソン)，ガンマ線滅菌は
25kGyの照射(コーガアイソトープ)を行った． 
 
2-3ハイブリッド材料の構造変化の比較 
滅菌前後の物理的形状・構造変化を，電界放射型走査電

子顕微鏡(FE-SEM)(S2250N 日立ハイテク)を用いて観察，
比較した．倍率は 1000倍とし，20kVの加速電圧を加え，
徐々に放出電流を上げ 120µAにした後，焦点とコントラス
ト，明るさを調節しながら，最も鮮明な像が得られたとこ
ろで，撮影を行った． 
 
2-4ハイブリッド材料上での細胞培養 
ウシ由来血管内皮細胞(BAE-1)を滅菌後の材料で培養し，

細胞の生着や増殖を観察し，ハイブリッド材料の生体適合
性を調べた．滅菌後のハイブリッド材料上へ血管内皮細胞
懸濁液(5×10^6 個)を滴下することを 2 日間で 2 回繰り返
し，その後 3日間シャーレ上で培養した．培養後，試料を
ホルマリンバッファ(10%)を用いて化学固定し，DAPI染色
(同仁化学研究，BS04)を行い，蛍光顕微鏡(BZ-9000, キー
エンス, 日本)で観察，生着細胞数を計測した． 
 
3. 結果 
3-1ハイブリッド材料の作製結果 
埋め込みから 89日後に，デバイスの取り出しを行った．

すべての足場材料は，細胞誘導孔から組織が新生され，ベ
ロア全体のハイブリッド化が完了していることが確認でき

た(Fig.2-D) ．1％ドデシル硫酸ナトリウム水溶液中へ 6 時
間攪拌暴露し，その後生理塩水を用いてリンスを 3日間実
施した結果，完全に脱細胞化されたハイブリッド材料を得
た(Fig.2-E) ．これらのシートを使って各評価を行っていく
ことにした． 
 
3-2ハイブリッド材料の構造変化の比較 
オートクレーブ滅菌後の試料を SEM観察したところ，脱
細胞後に残った細胞外マトリックスの網目構造を確認でき
る部分が少なく，表面には凹凸が多く見られた．網目構造
が維持されている場所でも組織の繊維径が太くなっている
様子が確認された．乾熱滅菌後の試料は，網目構造を確認
できる場所と，空乏のない均一表面な構造の場所とが入り
交じっていた．網目構造を残している場所の繊維径は滅菌
前と大きな変化は見られなかった．EOG滅菌後の試料は変
化が見られず，滅菌前と同様の細い繊維径をもつ網目構造
が確認された．過酸化水素ガスプラズマ滅菌後の試料は，
網目構造を確認できる部分が少なく，表面には凹凸が多く
見られた．網目構造が残存している場所のコラーゲンの繊
維径が太く変化していた．ガンマ線滅菌後の試料は変化が
見られず，滅菌前と同様の細い繊維径をもつ網目構造が確
認された． 
 
3-3ハイブリッド材料上での細胞培養 

DAPI 染色の結果，6 種類すべての滅菌後の試料上で，
血管内皮細胞の核が確認された(Fig.3) ．凍結乾燥処理を施
さないでガンマ線滅菌を実施したハイブリッド材料の中で
は，乾熱滅菌を実施した試料に細胞は多く生着していた．
それ以外の滅菌方法では，血管内皮細胞はごく少量しか試
料表面上に生着していなかった．6 種類すべての滅菌方法
のなかでは，凍結乾燥処理を施さないでガンマ線滅菌を実
施したハイブリッド材料に，血管内皮細胞が多数生着して
いた．  
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Fig.4 The number of blood vessel endothelium survival around 
1mm² (A: Autoclave, B: Dry heat sterilization, C: EOG 
sterilization, D: Hydrogen peroxide gas plasma sterilization, E: 
Gamma beam sterilization, F: Gamma beam sterilization 
without lyophilization) 
 
細胞培養において，もっとも血管内皮細胞が生着したのは，
凍結乾燥処理を施さないガンマ線滅菌を行ったハイブリッ
ド材料だった(Fig.4) 
 
4. 考察 
構造変化の比較において，オートクレーブ・乾熱滅菌で

の網目構造の変形は熱によるものと考えられた 6つの滅菌
方法のうち，滅菌前後で最も構造が変化していたのはプラ
ズマ滅菌だった．これは，過酸化水素から発生したフリー
ラジカルによって試料が著しく酸化されたため，網目構造
の破壊や変形が起きたと考えられる． 
細胞培養において，もっとも良好な結果を示したのは凍結
乾燥を実施しないガンマ線滅菌，次いで乾熱滅菌だった．
乾熱滅菌の結果が良好だったのは，滅菌によって試料表面
が適度に収縮し，細胞が生着するのに適した構造になった
ためと考えられる．凍結乾燥を実施しないガンマ線滅菌の
試料にもっとも細胞が生着したのは，他の滅菌方法の場合，
凍結乾燥を実施したことにより，試料の細胞接着性に影響
が出たためと考えられる． 
 
5. 結論 
 本研究ではハイブリッド材料の滅菌方法について検討し
た．SEM観察において，滅菌前後で試料の物理的形状・構
造変化が少なかったのは EOG とガンマ線滅菌をおこなっ
た試料だった．細胞培養において凍結乾燥を実施しないガ
ンマ線滅菌が最も良好な結果を示した． 
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