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研究成果の概要（和文）：「ステントグラフト」は，致死的な結果を招く大動脈瘤に対し瘤内への血液を遮断する役割
を果たす，血管内治療には重要な医療器具である．本研究では，この医療器具の課題であるエンドリーク（動脈瘤内へ
の血液の再流入）を抑止する方法として，プラズマ技術により「表面形状制御」および「薬剤徐放制御」を融合させ，
細胞の接着・増殖を制御できる新規材料の開発を目指した．本研究により，プラズマ処理によるポリマーの表面形状制
御および薬剤徐放制御が血管内皮細胞の増殖に寄与すること示した．また，bFGFを含浸させたポリマー上にa-C:H膜を
パターニングすることで血管内皮細胞が増殖することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Endovascular aneurysm repair (EVAR) using a stent-graft is designed to help 
prevent an aneurysm from bursting. Endoleaks are characterized by persistent blood flow within the 
aneurysm sac following EVAR. In this study, to inhibit the endoleak inflow, we controlled the surface 
morphology and the drug elution of graft material by plasma technology, and we developed new materials 
for a graft fabric that enhanced cell adhesion and proliferation. As the specific results, we revealed 
that (1) the control of the surface morphology and the drug emission contributed to the proliferation of 
endothelial cells and that (2) micro-patterned hydrogenated amorphous carbon (a-C:H) coating on the 
polymer impregnated with basic fibroblast glows factor (bFGF) improved the endothelial cells growth rate.

研究分野： 工学
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胞接着制御
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１．研究開始当初の背景 
	 動脈硬化症に起因する「腹部大動脈瘤」は，
瘤の破裂による死亡率が 90%を超える致死
性の高い病気であり，近年，血管系疾病の全
国的な増加にともない，深刻な問題となって
いる．従来の治療法では，瘤の発生した血管
を人工血管 (グラフト) に置換するため，開
胸を伴う大手術が必要であったが，近年，血
管内治療 (カテーテル手術) に基づく「ステ
ントグラフト内挿術」による，経皮的なグラ
フト留置術が開発され，体に優しい治療法と
して広まってきている． 
	 ステントグラフトとは，拡張力をもったメ
ッシュ状の金属の筒 (ステント) に人工血管 
(グラフト: ダクロンやPTFEなど) を縫い付
けた血管内治療器具である．「ステントグラ
フト内挿術」では，折り畳んだステントグラ
フトを，細長く屈曲性のあるデリバリーシス
テムを用い，足の付け根の動脈から血管内に
挿入し，患部に送り込む．患部でステントグ
ラフトを拡張し，大動脈瘤を内側からカバー
することで，瘤と血流が遮断され，瘤の内部
で血液が停滞・凝固し破裂を防ぐとともに，
患部の血液の流れが正常化される．従来の外
科的な方法に比べ，動脈へのわずかな切開の
みで治療できるため，肉体的な負担が少ない
画期的な方法であり，研究代表者も，臨床に
て実施したステントグラフト内挿術により
良好な成果を得ている． 
	 しかし，有望な治療法であるステントグラ
フト内挿術であるが，ステントグラフトは未
だ“機能的に”不完全であり，特に，留置後
に発生する，血管壁とグラフトの隙間から瘤
内への血液の漏れ (エンドリーク) が問題と
なっている．エンドリークは瘤の破裂を引き
起こし死に至らしめる危険性があるため，早
急な解決が不可欠である．エンドリークを抑
止する方法としてグラフト材料表面への血
管細胞の接着・増殖促進を目指す必要がある． 
 
２．研究の目的 
	 本研究はエンドリークの解決を最終的な
目標に据え，プラズマ技術によるグラフト表
面形状制御および薬剤徐放システムの融合
により，血管壁とグラフトの隙間の早期創傷
治療が可能となる新規素材の開発を目的と
する． 
	 具体的には，薬剤を含浸したポリマー基材
をプラズマ技術により生体適合性材料とし
て注目されている非晶質炭素 (a-C:H) 薄膜
を被覆し「ナノ・マイクロレベルでの表面形
状」および「薬剤徐放特性」を制御すること
で血管内皮細胞の接着・増殖を制御するシス
テムを設計した (図 1) ．薬剤含浸ポリマー
上に血液適合性に優れ，細胞の静着も望まれ
る a-C:H 膜のマイクロパターニングを行な
うことで，薬剤徐放による血管細胞の接着・
増殖制御機能と細胞接着の足場となるマイ
クロパターニング a-C:H 膜による血管内皮
細胞適合性を併有したグラフトと血管壁の

隙間の封鎖および術後早期における患部創
傷治癒を目的とした新規素材の創製を目指
す．徐放薬剤には創傷治療を促進させる細胞
増殖因子を選定した． 

図 1	 表面形状および徐放特性制御システム 
 
３．研究の方法 
(1)	 プラズマ処理による表面形状制御およ
び薬剤徐放制御が血管内皮細胞の増殖に及
ぼす影響評価	 
	 ポリマー表面へのプラズマ処理技術は，薬
剤徐放制御および細胞接着・増殖促進に効果
的な技術であり，材料の精緻かつ正確な制御
が可能となっている．本研究では，生体適合
性に優れるポリマーに薬剤を含浸させ，その
ポリマー上に高周波プラズマ装置を用いて
プラズマ処理を行ない，その後，リン酸緩衝
生理食塩水中に浸漬し，薬剤徐放特性を評価
した．具体的な方法は以下の通りである．	 
	 
①	 原料ガスに Ar，O2，N2を用いてプラズマ
処理を行なった．また，プラズマ処理時間を
0，5，10，15，30，45 s と変化させた．薬
剤溶出挙動が原料ガスおよび処理時間に応
じてどのように変化するかを評価した． 
②	 プラズマ処理により a-C:H 膜を成膜した．
このとき金属製メッシュを用いることで，ポ
リマー上に a-C:H 膜をマイクロパターニン
グし，成膜する面積を 0%，35%，100%と変
化させた試料を作製した．成膜した a-C:H膜
の面積に応じて薬剤溶出挙動がどのように
変化するかを評価した．	 
	 
(2)	 ポリマーへ含浸させた塩基性繊維芽細
胞増殖因子が血管内皮細胞の増殖性に及ぼ
す影響評価	 
	 細胞増殖因子は,特定の細胞に機能し,そ	 
の増殖を促す蛋白質である.塩基性繊維芽細	 
胞増殖因子	 (bFGF)	 は，新生血管増殖因子
として注目されており，本研究では，材料表
面の内皮化を促進する徐放薬剤として bFGF	 
を選定し，内皮細胞増殖にあたえる影響を評
価した．具体的な方法は以下の通りである.	 
	 
①	 細胞増殖はマルチプレートに 20000 
cell/ml で細胞を播種し，subconfluent にな
ったところで bFGFを添加し，添加後 1，3，
5日目の増殖をCCK-8 Kitを用いて吸光度を
測定した．	 
②	 細胞遊走はメンブレン付きマルチプレー	 
トに 1000000	 cell/mlで細胞を播種し，メン



ブレン下部に遊走した細胞を蛍光染色し，蛍
光顕微鏡で観察し，画像解析ソフトで遊走し
た細胞の面積比として換算した．	 	 
③	 bFGF濃度	 1，10，100 ng/mlで培養した
正常ヒト臍帯静脈内皮細胞  (Normal 
Human Umbilical Vein Endothelial Cells：
HUVECs) から蛋白を抽出し,ウエスタンブ
ロット法で各濃度における eNOS の発現を
評価した．	 
	 
(3)	 bFGF 含浸ポリマー上マイクロパターニ
ング a-C:H膜の内皮細胞増殖性評価	 
	 bFGFの含浸， a-C:H膜のマイクロパター
ニングが内皮細胞に与える影響を評価した． 
	 生体適合性に優れているポリマーに bFGF
を含浸させ，高周波プラズマ装置を用いて
a-C:H膜を成膜した．このとき金属製のメッ
シュを用いることで，ポリマー上に a-C:H膜
をマイクロパターニングした．bFGF の含浸
と a-C:H 膜マイクロパターニングを行なっ
た試料を bFGF 含浸ポリマー/a-C:H，bFGF
の含浸のみを行なった試料をbFGF含浸ポリ
マー，a-C:H膜マイクロパターニングのみを
行なった試料をポリマーa-C:H と表記した．
各試料に 2.0× 104 cell/ml に調整した
HUVECsを播種し，インキュベーター (37ºC，
5％CO2) 内で 24 時間培養した．培養 2，6，
12，24 時間目において試料に接着した細胞
を 2.5%グルタールアルデヒドで固定し，蛍
光顕微鏡で観察し，内皮細胞の接着面積比を
測定した． 
	 
４．研究成果	 
(1)	 プラズマ処理による表面形状制御およ
び薬剤徐放制御が血管内皮細胞の増殖に及
ぼす影響評価	 
	 原料ガスおよびプラズマ処理時間を変え
た試料ごとに薬剤溶出実験を行なった結果
を図 2に示す．各表面の薬剤徐放特性の時間
依存性を示す本グラフより，プラズマ処理を
行なっていない試料からの薬剤溶出では初
期に多くの薬剤が溶出してしまったことが
示唆される． Ar，N2を原料ガスに用いた場
合，プラズマ処理時間が長いほど溶出量が減
少した．一方，O2 を原料ガスに用いた場合，
プラズマ処理時間 15 s 以下では未処理の試
料と比較して薬剤溶出量が増加した． 
	 次に，a-C:H膜の成膜面積を変えた試料ご
とに薬剤溶出実験を行なった結果を図 3に示
す．各表面の薬剤徐放特性の時間依存性を示
す本グラフより，a-C:H 膜を 35%および
100%成膜した試料では，未処理のものに比
べ薬剤溶出量が減少し，処理面積が増えるに
したがって溶出量が減少している．	 
	 以上の結果からプラズマ処理を行なうと
ともに処理時間や処理面積を変化させるこ
とで薬剤の溶出量を制御することに成功し，
bFGF など内皮細胞を増殖させる薬剤を用い
ることで内皮細胞の接着・増殖の促進が期待
できる．	 	 

図 2	 プラズマ処理による薬剤溶出量	 	 
(a)	 Arプラズマ処理， (b)O2プラズマ処理，	 

(c)	 N2プラズマ処理	 

図 3	 マイクロパターニング a-C:H膜による	 
薬剤溶出量	 

	 
(2)	 ポリマーへ含浸させた塩基性繊維芽細
胞増殖因子が血管内皮細胞の増殖性に及ぼ
す影響評価	 
	 内皮細胞は bFGF	 10	 ng/mlをピークに濃
度依存性に増殖および遊走を示した．平滑筋
細胞は増殖および遊走を示すが，濃度による
差はみられなかった	 (図 4)	 ．また，血管拡
張作用の指標として eNOS の発現をみたと

 

 

 



ころ，bFGF 10 ng/mlで最も発現が高かった．	 
これらより，bFGFは至適濃度 10 ng/mlで平
滑筋細胞の過増殖なく，ステント内腔の内皮
細胞の早期被覆に有用であると考える．	 

図 4	 bFGFの濃度による細胞増殖率	 
(a) HUVECs， (b) HASMCs 

	 
(3)	 bFGF 含浸ポリマー上マイクロパターニ
ング a-C:H膜の内皮細胞増殖性評価	 
	 24時間の培養実験において，bFGF含浸ポ
リマー/a-C:H，ポリマー/a-C:H各試料で内皮
細胞は培養時間の経過に伴い増殖し，
HUVECに対する毒性は示されなかった．ま
た，a-C:H 膜のマイクロパターニング に加
え，生体適合性に優れたポリマーに bFGFを
含浸させることで内皮細胞の増殖が促進す
ることが明らかになった (図 5)．一方，a-C:H
膜のマイクロパターニングを行なわず bFGF
の含浸のみを行なった試料では，24時間の培
養時間において内皮細胞の接着が観察され
なかった． 

図 5	 内皮細胞適合性試験 
 

	 以上の成果からbFGFを含浸させたポリマ
ー上に a-C:H 膜をパターニングすることで，
血管内皮細胞の増殖が促進することを示し
ており， プラズマ技術によるグラフト表面
形状制御および薬剤徐放システムの融合に
より，血管壁とグラフトの隙間の早期創傷治
療が可能となると考える． 
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