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SUMMARY

⁃ ハイドロゲルの柔らかさを正確に測定する際、従来の測定器の感度がしばしば問題となり

ます。

⁃ ElastoSens™ Bioは、細胞化ゼラチンベースのハイドロゲルの粘弾性特性を通して、ゲ

ル形成と機械的安定性を再現性よく高感度に測定することができることを示しました。

⁃ ゲル化時の貯蔵弾性率を評価することで、架橋剤（トランスグルタミナーゼ5U/mL）の

迅速な最適化を行いました。

⁃ 同じサンプルセットを用いて、ゲル化中の貯蔵弾性率と培養時間を評価することにより、ハ

イドロゲル中のポリマー濃度（20％ゼラチン）の迅速な最適化を行いました。

⁃ 選択されたゲル製剤は、さらに表皮モデルの作製に使用されました。

INTRODUCTION

細胞化ハイドロゲルは、皮膚、血管、骨などの組織のin vitroモデルを作るために、広く研究さ

れています。これらのモデルは、生理学的/病理学的プロセスの研究、新薬や医療機器の試

験で使用される動物モデルの貴重な代替となり得ます[1]。ポリマー濃度や架橋剤などを含む

ハイドロゲルの組成は、それぞれ特定の用途に合わせて最適化する必要があります。この最適

化は通常、製造プロセス（3Dバイオプリンティング、エレクトロスピニング、バイオキャスティング

など）の要件、細胞毒性、ハイドロゲルの機械的特性や安定性を考慮します。レオメーター、

引張試験、圧縮試験など、ハイドロゲルの機械的特性を評価するために使用される従来の技

術は、しばしば破壊的であり、さらなる特性評価のためにサンプルを再利用することができませ

ん。さらに、数日から数週間にわたる長期的な研究では、複数のサンプルが必要となり、特に

細胞を含む場合は大きな制限要因となり得ます。
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このアプリケーションノートでは、ElastoSens™ Bioを使用して、ポリマーと酵素の濃度を変え

て、トランスグルタミナーゼ（TG）によるゼラチンハイドロゲルの架橋動態を評価しました[2]。

次に、ケラチノサイトを播種したゼラチンハイドロゲル（架橋剤濃度は最適化済み）の機械的

安定性を、14日間の培養中に、ElastoSens™ Bioを使用して無菌状態で評価しました。

この安定性試験は、感染表皮モデルの開発及びケラチノサイトの炎症反応の調査に役立つ、

最適なハイドロゲル製剤を特定することを目的としています。

PBSに溶解したゼラチン粉末（10 %, 15 %, 20 %, w/w）を、異なる濃度のトランスグ

ルタミナーゼ（TG）（2.5, 5, 10 U/mL）を用いて37℃で12時間、酵素的に架橋させ

ました。不死化ヒトケラチノサイトをゲル上部に播種し、14日間の培養で機械的安定性試験

を行いました。すべてのゲルはElastoSens™ Bioのサンプルホルダーに調製され、経時的な

測定は無菌状態で同じサンプルに対して行われました。ゲルは、各試験の間、培地と共にイン

キュベーター（37℃、5 % CO2）内で維持されました。

MATERIALS AND METHODS

酵素の量は、架橋時間（合計12時間）にわたるせん断貯蔵弾性率のリアルタイム測定に

よって最適化しました。Fig 1Aは、15 %ゼラチンヒドロゲルの貯蔵弾性率が酵素量（2.5、

5、10 U/mL）に応じて増加することを示しています。10 U/mLの条件において、貯蔵弾性

率が最も高くなりましたが、ゲル化が速く不均一で、サンプル操作が困難なため、測定値のば

らつきが大きくなりました。そこで、以後の実験では、5 U/mLの条件を選択しました。次に、ゼ

ラチンの濃度（10、15、20 %）を、最適化された酵素量と共に変化させました。Fig 1Bよ

り、ゼラチンの濃度が高くなるにつれて、カルボニル基とアミノ基の結合密度が高くなるため、貯

蔵弾性率が高くなることがわかります。ゲル化の後、ハイドロゲルの複素弾性率（G*）と損失

弾性率（G“）（Fig 1C）は、すべての濃度で固体的挙動を示しました（tan（δ）＜

1）。

次に、異なるゼラチン濃度のハイドロゲル（5 U/mLのTGを含むゼラチン10、15、20％）の

上にケラチノサイトを播種し（Fig 2A）、14日間の培養で貯蔵弾性率を測定しました

（Fig 2B）。Fig 2Bより、10 %ゼラチンゲルは培養7日後にそのインテグリティが失われ、

ECMの生成よりも分解が進んでいることが示唆されました。15%ゼラチンでは、貯蔵弾性率

は50%低下したものの、ハイドロゲルは14日間そのインテグリティを維持しました。一方、

20 %のゼラチンの貯蔵弾性率は、未播種のゼラチンの貯蔵弾性率に対して、14日間の培

養で変化しませんでした。興味深いことに、この条件（20 %ゼラチン）は、ヒトの皮膚の貯

蔵弾性率（40-60 kPa[3]）と最も一致していました。より生理的な貯蔵弾性率と経時的

な機械的安定性から、表皮モデルの作製には20 %のゼラチン濃度が選択されました。本研

究では、このモデルを大腸菌に感染させ、炎症性サイトカインの発現量を測定することで、ケラ

チノサイトの炎症反応を調査しました。著者らは、このモデルが創傷感染症のモデル化や薬剤

の試験に大きな可能性を持っていることを述べています。

RESULTS AND DISCUSSION
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Fig. 1: A) 2, 5, 10 U/mLのTGで架橋した

15%(w/w %)ゼラチンの貯蔵弾性率(kPa)の

経時変化。B) 5 U/mLのTGで架橋した10%、

15%、20%(w/w %)のゼラチンの貯蔵弾性率

(kPa)の経時変化。C) 10 %，15 %，20 %

のゼラチンの複素弾性率（G*），貯蔵弾性率

（G‘），損失弾性率（G’‘）(n=3)。
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架橋剤（5 U/mL of TG）とゼラチン（20 % w/w）濃度の最適化は、ゲル形成中の粘

弾性特性の分析を通じて行われました。ケラチノサイトを播種したゼラチンハイドロゲルの

ElastoSens™ Bio による14日間の機械的安定性評価は、表皮モデルで使用するゲル製

剤の選択に役立ちました。

CONCLUSION

Fig. 2: A) 10 %（i）、15 %（ii）、20 %

（iii）のゼラチンを含むハイドロゲル上部のHaCaT

細胞の1日培養後の代表的な生/死蛍光画像。B) 

細胞培養中の10 %、15 %、20 %ゼラチンの貯

蔵弾性率（n = 3）。
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PERSPECTIVES

⁃ ElastoSens™ Bioは、バイオエンジニアリングされた組織の粘弾性特性を短時間から長

時間にわたって測定する、汎用性が高く使いやすい装置です。

⁃ サンプルを破壊したり感染させたりすることなく、同じバイオエンジニアリング組織を長期間に

わたってテストすることが可能になりました。長期間の研究の統計的有意性を大幅に改善

します。

⁃ ElastoSens™ Bioで生体試料の粘弾性を試験し、そのサンプルを各試験の間に生物

学的インキュベーターに保管することで、その生体試料に様々な条件を簡単に適用して

生体環境をシミュレートすることができます。
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