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研究成果の概要（和文）：サケ皮由来伸縮性コラーゲンチューブは、伸縮性に優れた生体置換型

人工血管としての利用が期待できるが、縫合性と生体置換性に課題があった。そこで、コラー

ゲン線維の密度増加、高分子の混合、フィブロネクチンの固定化を検討した結果、引裂強度（縫

合性）、内皮細胞接着性（生体置換性）を改善した。 

 

研究成果の概要（英文）：Elastic collagen tubes derived from salmon skin are promising 

vascular grafts. However, they have some drawbacks such as poor suturability and 

biodegradability. In this study, we investigated the improvements of mechanical strength 

and endothelial cell attachment of the collagen tubes by increasing the fibrillar density 

of collagen matrix, mixing polymers in the collagen matrix, and adsorbing fibronectin 

on the tubes. 
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１．研究開始当初の背景 

人工血管基材（グラフト）は合成高分子の

Dacron（ polyethylene terephthalate）と

ePTFE （ expanded polytetrafluoro- 

ethylene）が主に利用されている。しかし、

これらは生体適合性と柔軟性に乏しいため、

血液凝固反応（血栓形成）による血管閉塞を

起こす危険性が高い。そのため、心筋梗塞治

療で用いる冠動脈バイパス用の小口径人工

血管（口径 5mm以下）への適用は困難である。

従って現在は自己血管を切除して利用する

自己犠牲的な治療が行われている。しかしこ

れは患者への負担が大きい上、移植に適合す

る血管の質や数には限りがあるため、閉塞の

起こらない小口径人工血管の開発が強く望

まれている。 

上記の問題を解決するために、我々は再生

医療を指向した生体置換型人工血管を検討

している。これは基材が組織再生の足場とし

て働きながら分解消失して最終的に自己化
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（生体置換）する血管を意味する。すなわち

生分解性グラフトを用いた自己血管の完全

再生を狙っている。 

グラフトとしてサケ皮コラーゲン由来の

伸縮性コラーゲンゲル（e-Gel）を利用した。

この e-Gel は伸長率 230％を示す世界初の伸

縮性コラーゲン担体である。e-Gel は合成高

分子基材よりも優れた生物学的特性（生分解

性、細胞親和性）と力学的特性（破裂圧

1400mmHg 以上、柔軟性）を示すため、グラフ

トとして最適と考えた。 

e-Gel を口径 3mm のチューブに加工しラッ

ト腹部大動脈へ移植した。その結果、良好な

拍動追従性と血液適合性を示し、移植 4 週後

に血栓形成がほとんどなく開存性が非常に

良かった。一方、内皮細胞の接着性が悪いた

め、生体置換に時間を要することが示唆され

た。また、縫合時に基材が針穴から裂けるた

め、縫合性の改善（引裂強度の改善）が課題

として残った。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究は、下記の項目を検討するこ

とを目的とした。 

（１）引裂強度改善による縫合性の改善 

手術者の負担を軽減するためには e-Gel の

縫合性を改善する必要がある。本研究では

e-Gel の引裂強度改善を目的に、コラーゲン

重合反応を促進することによって太く強靭

なコラーゲン線維を持つ e-Gel を作成する。

同時に血管主要成分のエラスチンを混合し

て、コラーゲン/エラスチンダブルネットワ

ーク構造を持つバイオミメテッィク人工血

管を作成する。また、コラーゲンと化学架橋

する合成高分子の混合を検討する。さらにコ

ラーゲン線維の規則正しい配向化による引

裂強度改善を検討する。 

（２）内皮細胞接着性の改善 

血管内腔面の内皮化は血管内の恒常性を

保つ上で非常に重要である。また、内皮細胞

はグラフトを生分解し、新しい組織を再生す

る役割を果たす。しかし、内皮細胞は e-Gel

への接着が弱いため、血流 shear stress に

よって剥離しやすいことがわかってきた。本

研究では細胞接着性タンパク質のフィブロ

ネクチンを e-Gel に固定化し、細胞接着性を

改善する。同時に血小板接着性も評価し、抗

血栓性を評価する。 

 

３．研究の方法 

（１）コラーゲン重合促進 

コラーゲン線維マトリックスの密度増加

を目的とした。市販の 1.5%コラーゲン水溶液

に線維化促進用リン酸バッファーを混ぜて、

コラーゲンの終濃度が 1.2%、1%、0.8%、0.5%、

0.2%になるように e-gel を作成した。また、

線維化バッファーの NaCl 濃度、架橋剤濃度

をそれぞれ、0-350mM、10-100mM の範囲で微

調整した。引張試験機に e-gel をセットし、

引裂強度を測定した。 

（２）エラスチン混合 

エラスチンはコラーゲンと同様に重要な

細胞外マトリックスであり、血管に多く含ま

れており、柔軟性に寄与している。そこで、

コラーゲン重合時にエラスチンを混合する

ことを検討した。市販のαエラスチンを 0.01

～1％の終濃度でコラーゲンに混合し e-gel

を作成した。作製した e-gel 上で細胞培養を

行い、細胞接着性と増殖性を評価した。 

（３）コラーゲン線維配向化 

規則正しくコラーゲン線維を配向させた

構造は生体組織の機械的強度に重要である。

そこで、90 度ずつ交互にコラーゲン線維を配

向させた多層化 e-gel の作製を検討した。配

向化は、流体力学的流動法によって行った。

コラーゲン溶液をチューブから一方向に流

しながら線維化させた。その後、90 度方向を

変えて同様に流しながら線維化させた。これ

を数回繰り返した。引張試験機で引裂強度を

測定した。 

（４）有機ナノチューブ混合 

両親媒性分子は水中で自発的に集合して

内径 10-200nm のナノチューブを形成する。

本研究では、コラーゲンと架橋反応ができる

カルボキシル基を有するペプチド脂質分子

をコラーゲン線維化時に混合する検討を行

った。引張試験機によって引裂強度を測定し

た。また、ラット血液を滴下し、血小板接着

性を評価した。 

（５）フィブロネクチン固定化 

生体置換性を高めるためには血管内皮細

胞の e-gel への接着が重要である。そこで、

e-gel にフィブロネクチン（FN）を 25,50,100

μg/ml でコートした。細胞培養によって内皮

細胞の接着性と増殖性を評価した。また、ま

た、ラット血液を滴下し、血小板接着性を評

価した。 

（６）細胞培養 

市販のヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）

を専用培地で増殖させた。e-gel に播種し、

接着性と増殖性を MTT 法で評価した。 

（７）血小板接着性 

 ラットから血液を 3ml 採取した。遠心分離

によって血小板が豊富な画分を分離した。こ

れを e-gel 上に滴下し、30 分後に洗浄し、接

着した血小板量を pNPP 法による発色によっ

て測定した。 

 

４．研究成果 

e-Gel チューブの引裂強度改善を目的にコ

ラーゲンの重合反応促進とエラスチン混合

を検討した。コラーゲンの重合反応促進では、

コラーゲンの重合(線維化)における温度、塩

濃度、コラーゲン濃度、架橋剤濃度の最適化



 

 

を行った。その結果、コラーゲン濃度を従来

の 0.2％から 1.2％に増加することによって

約 4倍引裂強度が増加した。このとき架橋剤

を入れるタイミングをコラーゲン重合前か

ら重合後に変更することによって 1.2％

e-gel チューブを作成できることがわかった。

また、温度と塩濃度は従来条件が最適である

ことを確認した。 

次にエラスチン混合では、まずエラスチン

の重合（コアセルベーション）条件を検討し

た。その結果、エラスチンはコラーゲン重合

と同じ線維化バッファーで重合することが

わかった。次にコラーゲンとエラスチンの共

重合を検討した結果、コラーゲン：エラスチ

ン＝1:3.2 以上で混合するとコラーゲンの重

合が阻害されることがわかった。最適な混合

比の 1:0.8 で作成したコラーゲン/エラスチ

ン共重合チューブの引裂強度を測定した結

果、エラスチン混合によって引裂強度が低下

することがわかった。また、血小板接着がエ

ラスチンによって促進されるという課題が

残った。以上より、引裂強度改善にはコラー

ゲン濃度アップによるコラーゲンマトリッ

クスの密度増加が効果的であることがわか

った。 

このチューブをラット腹部大動脈に移植

したところ、縫合時にまだ裂けやすいことが

わかった。そこで、コラーゲン濃度アップの

効果に加えて、コラーゲン線維化条件と架橋

剤濃度を最適化する検討を行った。その結果、

ラット腹部大動脈に縫合可能な e-gelチュー

ブの作成に成功した。ただし、それでも引裂

強度は十分といえず縫合数を増やさざるを

得なかった。 

そこでさらなる強度改善を目指し、コラー

ゲン線維の配向制御、および有機ナノチュー

ブの混合化を検討した。コラーゲン線維の配

向制御は、e-gel を作成する際に、流れを付

加することで流動方向への線維配向を促進

した。さらに、その e-gel 上に９０度傾けた

垂直方向に流れを付加し、最初の配向と垂直

方向に配向させた。これを数回繰り返し、ラ

メラ構造を持つ e-gel チューブを作成した。

電子顕微鏡観察の結果、コラーゲン線維の配

向が９０度ずつ交互に向きを変えたラメラ

構造を有していることを確認した。さらに、

引張強度試験の結果、配向制御していないも

のと比較して高いことを確認した。 

次に e-gel の作製前に有機ナノチューブ

（NT）を混合する検討を行った。NT 混合はコ

ラーゲン線維化を抑制しないことを確認し

た。また、混合によって引裂強度を改善する

ことができた。NT は官能基を有するため、架

橋剤によってコラーゲンと架橋を形成して

いることが示唆された。一方、血小板接着試

験を行った結果、NT 混合によって若干の血小

板接着増加を認めた。従って、血小板接着を

増加させない程度に混合することにした。以

上の強度改善を行った e-gel ューブをラット

腹部大動脈に移植し、長期の開存性を観察中

である。 

次に、細胞接着の改善として細胞接着性タ

ンパク質のフィブロネクチン（FN）の e-gel

上への固定化を検討した。免疫染色法によっ

て e-gel への FN 固定を確認した後、臍帯静

脈血管内皮細胞（HUVEC）の接着数を評価し

た結果、100μg/ml の FN を固定化したときに

細胞接着性プラスチック培養プレート（TCP）

と同程度まで改善できることがわかった。ま

た増殖性も TCP と同程度まで改善できた。さ

らに血小板接着性を評価した結果、FN 固定化

e-gel への血小板接着数は小さく、抗血栓性

を維持したまま HUVECの接着性を改善するこ

とに成功した。 
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