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アプリケーションノート | ElastoSens™ Bio

ElastoSens™ Bio を使用した Advanced BioMatrix の修飾

ゼラチンとヒアルロン酸の光架橋反応速度に対する露光と濃度の影響

NOTICE

この研究はRheolution（QC，カナダ）及びAdvanced BioMatrix（CA，USA）の共同

で実施されました。

SUMMARY

⁃ ゼラチンやヒアルロン酸はヒトの組織から豊富に抽出される成分であるため、本質的に生体

適合性を持っています。

⁃ 光架橋可能なゼラチンやヒアルロン酸により、最終的な粘弾性特性をより適切に制御するこ

とができます。

⁃ Advanced BioMatrix製PhotoHA®及びPhotoGel®製品の可視光露光下での架橋

反応速度を、ElastoSens™ Bioを使用してリアルタイムで測定することに成功しました。

⁃ PhotoHA®及びPhotoGel®の製品濃度が高くなると、架橋反応速度が加速し、より硬い

ハイドロゲルが得られました。

⁃ 架橋反応は、露光後も継続し、粘弾性特性の連続的な増加が観察されました。

⁃ 光強度が高くなると架橋反応速度が加速し、より硬いハイドロゲルが得られました。

⁃ 光の強度と露光時間を変更することで、その後の用途に応じてハイドロゲルの粘弾性を調整

できます。

INTRODUCTION

ゼラチンとヒアルロン酸（HA）は、生物医学研究分野で広く使用されている生体材料です。

HAは体内で最も豊富に存在するグリコサミノグリカンであり、いくつかの組織の重要な成分です。

HAは、組織の流体力学、細胞の運動及び増殖に寄与し、多くの細胞表面受容体の相互作

用に関与します。
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Table 1: ElastoSens™ Bioでプログラムされたシーケンス

ゼラチンは、人体に最も豊富なタンパク質であるコラーゲンの加水分解形態であり、同じアミノ酸

と細胞結合部位を多く含んでいます。細胞に生体内と同様の環境を提供するため、研究者は

細胞をゼラチンやHAハイドロゲル中で培養することがしばしばあります。

ゼラチンとHAは、感光性基で化学修飾（メタクリル化）されており、光架橋を通じた最終的な

ハイドロゲルの粘弾性特性をより適切に制御できるようになっています。この反応（光架橋）を

起こすには、修飾ゼラチン及びHAを、青色光を吸収してフリーラジカルを生成するフェニル-

2,4,6-トリメチルベンゾイルホスフィン酸リチウム（LAP）などの光開始剤と混合する必要があり

ます。これらのラジカルは、アクリレート基と反応して架橋を引き起こします。この技術により、研究

者は元の細胞結合部位を維持しながら、人体のさまざまな組織の機械的特性を模倣することが

できます[1，2]。

光架橋性ハイドロゲルの使用は、最終的な粘弾性特性を制御するためのさまざまな戦略を提

供します。生体材料と光開始剤の濃度、ハイドロゲルの修飾の程度、光の強度、露光時間は

すべて、変更することで結果を調整できます。このように多くの変数があるため、考えられる組み

合わせを効果的な方法で分析するのは困難な場合があります。本研究では、Advanced

BioMatrix（CA，USA）が提供するPhotoHA®及び PhotoGel® を２つの濃度に調製し

てElastoSens™ Bio（Rheolution Inc，QC，カナダ）で光（405 nm）にさらし、リアル

タイムで架橋反応速度を取得しました。さらに、より高濃度のPhotoGel®製品には異なる露光

時間が適用されました。そして、生体材料の濃度と露光時間がハイドロゲルの粘弾性特性に及

ぼす影響を評価しました。

MATERIALS AND METHODS

メタクリル化ヒアルロン酸（PhotoHA®，5274，Advanced BioMatrix）及びメタクリル化

ゼラチン（PhotoGel®，#5272-1KIT，Advanced BioMatrix）をメーカーの指示に従っ

て次のように調製しました。LAPをPBSに溶解しました（17 mg/Ml）。 PBS をPhotoHA®

及びPhotoGel®バイアルに加え、完全に溶解するまでそれぞれ4°C 及び 60°Cに保ちました。

PhotoHA®は1%及び2%、PhotoGel®は5%及び10% （w/v%）で調製されました。3

mLのPhotoHA®又は2 mLのPhotoGel®を、ElastoSens™ Bioのサンプルホルダーにピペッ

トで移し、すぐに試験を開始しました。

3つのシーケンスで構成された一連の試験は、ElastoSens™ Bioで事前にプログラムされました

（表 1）。最初のシーケンス（1）では、すべての条件が同じ開始温度であることを確認するた

めに、光なし、20°Cで測定が行われました。2番目のシーケンスでは、可視光（405 nm）を

異なる強度と継続時間（2A，2B，2C）でオンにし、20°Cで測定を行いました。最後のシー

ケンス（3）では、光照射後の粘弾性を観察するために、光を照射せずに20°Cで測定を行い

ました。
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シーケンス
405nm光強度
（mW/cm2）

測定時間間隔
（s）

試験時間
（min）

試験温度
（℃）

1 - 10 s 10 20

2A 8 5 s 20 20

2B 8 5 s 2, 4 and 6 20

2C 4, 8, 15 5 s 20 20

3 - 10 s 20 20
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平均結果は平均値 ± 標準偏差（n = 3）として表されます。統計分析は、GraphPad

Prismバージョン9（GraphPad Prism Software，米国カリフォルニア州ラホーヤ）を使用

して実行されました。ウェルチ補正を伴う、対応のないt検定を適用しました。p < 0.05の場合、

有意性が維持されました。

RESULTS AND DISCUSSION

図1は、PhotoHA®（上）とPhotoGel®（下）の2つの濃度における、せん断貯蔵弾性率

（G’，Pa）の経時的変化を示しています。ゲルの初期の粘弾性特性を確認するために、試験

の最初の10分間は光を照射ずに測定が行われました。その後、光を照射するようにプログラムさ

れ、その効果は時間の経過とともにG’が増加する様子としてはっきりと観察されました。露光中に、

LAP光開始剤は、405 nmの青色光からエネルギーを吸収してフリーラジカルを生成します。こ

れらのラジカルは、アクリレート基と継続的に反応し、アクリレート基間の架橋を誘導します。これ

がハイドロゲルの強化とG’が徐々に増加する原因となります。試験後、すべてのハイドロゲルは均

一に架橋されました（図2）。

ハイドロゲルの濃度は、その粘弾性特性に顕著な影響を及ぼしました。架橋速度（図1の曲線

の傾き）は、高濃度のハイドロゲルの方で高くなりました（p < 0.05）。24分間の試験でのG’

は、1% PhotoHA®（3,307 ± 134 Pa）と比較して、2% PhotoHA®（12,227 ±

350 Pa）で3.7倍高く、10% PhotoGel®（39,437 ± 1,251 Pa）は5% PhotoGel®

（5,398 ± 106 Pa）と比較して7.3倍高い結果になりました。

濃度に加えて、露光の強度や露光時間などの他のパラメータも、ハイドロゲルの架橋密度、すな

わちその粘弾性特性に影響を与える可能性があります。図3は、2、4、6分間露光した10%

PhotoGel®のせん断貯蔵弾性率 (G’，Pa) の経時的変化を示しています。 図1の試験と同

様に、試験開始から10分後に前述の持続時間で光がオンになるようにプログラムされました。

期待されたとおり、10% PhotoGel®において、試験開始から12分間、曲線はほぼ同じでした。

この時点以降、より長時間露光したサンプルでは、時間の経過とともにG’が大幅に増加し続けま

した。興味深いことに、光を消した後でも、増加率は低いものの、G’の増加は続きました。これは、

架橋反応がさらに数分間（10～20分間）生じていたことを意味します。したがって、特定の組

織強度を模倣するために光架橋を適用する場合は、反応の継続とその結果としての経時的な

ハイドロゲル強度の増加を考慮する必要があります。

図4は、試験開始10分後から4、8、及び15 mW/cm2の光強度下にさらした1% 

PhotoHA®のせん断貯蔵弾性率（G’，Pa）の経時的変化を示しています。光強度が高い

ほど架橋プロセスが加速され（開始時間が短くなり、曲線の傾きが大きくなります）、より硬いハ

イドロゲルが生成されました。重合（架橋）速度は入射光の強度に直接（ただし直線的では

なく）比例していることから、この結果は理論と一致しています[3]。

CONCLUSION

Advanced BioMatrixのPhotoHA®及びPhotoGel®製品は、ElastoSens™ Bio 内で光

架橋に成功し、それらの剛性の変化がリアルタイムで捕捉されました。ハイドロゲルの濃度は、そ

の粘弾性特性に顕著な影響を及ぼしました。結果は、測定の優れた感度（製品及び濃度の

違い）と再現性（3回の測定）を示しました。露光時間と光強度が大きくなると、ハイドロゲル

がより硬くなりました。G’は、光照射後も増加し続けました。これら2つのパラメーター（光の持続

時間と強度）を使用して、架橋ハイドロゲルの粘弾性特性を調整することが可能です。

図1：PhotoHA®（上）及びPhotoGel®（下）の２つ

の濃度における、せん断貯蔵弾性率（G’，Pa）の経時的

変化

図2：PhotoGel®の、Elastsens™ Bio内での光架橋

反応前（左）と反応後（右）

図3：青色光（405 nm）で2、4、6分間架橋した10%

PhotoGel®のせん断貯蔵弾性率（G’, Pa）の経時的変

化



図4：20分間（405 nm）、異なる光強度（4，8，

15 mW/cm2）で光架橋した1% PhotoHA®における、

せん断貯蔵弾性率（G’，Pa）の経時的変化
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※本アプリケーションノートの原文「The effect of light exposure and formulation  on the photocrosslinking kinetics of modified  gelatin and hyaluronic acid from Advanced  BioMatrix using 

ElastoSens™ Bio」の翻訳には細心の注意を払っていますが、誤訳等があっても弊社は責任を負いかねますこと、あらかじめご了承ください。

PERSPECTIVES

⁃ 光架橋可能なHA及びゼラチン製品は、組織工学用途におけるハイドロゲルの粘弾性特性

をより適切に制御できます。

⁃ ElastoSens™ Bioは、光架橋性ハイドロゲルの露光下での架橋反応速度をリアルタイムで

捕捉できます（3つの波長が使用可能）。

⁃ ElastoSens™ Bioでは、ハイドロゲルの粘弾性特性を調整することを目的として、異なる光

強度と露光時間を簡単に組み合わせることができます。
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