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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
合し，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，ポリマーナノファイバー表面
におけるプラズマ処理により、ナノファイバー表面の形状制御および薬剤徐放制御を実現した．またbFGFを含浸
させたポリマーナノファイバー不織布上に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 can controll 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 elution 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：構造・機能材料

キーワード： DLC　ポリマー　薬剤徐放
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 胸腹部末梢血管に発生する動脈瘤および
動脈瘤破裂に伴う出血に対する治療は，救急
現場においても非侵襲的で身体に優しい「カ
テーテル治療」による塞栓術が第一選択とな
ってきている．塞栓術方法としては，動脈瘤
内部を「金属コイル」にて詰める方法や動脈
瘤の遠位部と近位部をコイルで塞栓し，動脈
瘤を孤立させ血流を消失させる方法が一般
的である．この場合，大きな動脈瘤塞栓術や
複雑形状の動脈瘤では治療が数時間に及び，
コイルのコストも多大であることや，コイル
の末梢血管への逸脱，血管内腔の血栓性閉塞
などの危険性が報告されている． 
 近年報告されている方法として，金属編み
目状の筒（ステント）にカバーを巻いたカバ
ードステントにより，血管内腔を保ちながら
カバーにより動脈瘤部分への血流を消失さ
せ，動脈瘤や出血を治療する方法が注目され
ているが，現状のデバイスはカバーが厚く，
構造的な柔軟性の低さから蛇行血管や細径
血管では病変部へのデバイスの導入が難し
いことが課題であり，臨床上で最良のデバイ
スは存在していない．更に導入が可能な場合
でも，血管とデバイスの隙間からの血液漏れ
（エンドリーク）が生じ動脈瘤が再び拡大し
てしまう問題や，カバー材質の血液適合性が
不十分なため炎症や血栓が惹起され血管閉
塞を生ずるなどの致命的な問題がある． 
 本研究では，以上の問題に対し，血液適合
性（抗血栓性）をもつポリマー材料に，薬剤
徐放性，細胞足場の付与により血管内皮細胞
および線維芽細胞の早期接着・増殖を促し，
抗血栓性を保持しながら血管壁との間で一
体化しエンドリークを抑制する新規カバー
素材開発を行った． 
 
２．研究の目的 
 1 点目は，エレクトロスピニング法におい
て，リン脂質ポリマー（MPC polymer）溶液
濃度が加工後に得られるMPC polymerナノフ
ァイバー形状に与える影響の評価である．ま
た，MPC polymerにポリウレタン（PU）を混
合させたポリマー溶液を用いたエレクトロ
スピニング法も実施した．PU/MPC溶液の濃
度を広範囲で設定し，エレクトロスピニング
法を用いてMPCを加工し，作製したMPCフ
ァイバーを用いたステントグラフトの作製
も試みた． 
 2 点目は，ダイヤモンドライクカーボン
（DLC）を用いた MPC ファイバーからの薬
剤徐放量の制御である．本研究では，エレク
トロスピニング法でファイバー化した MPC
上に被覆面積を変化させて DLC を成膜し，
MPC polymerフィルムからの薬剤徐放量を制
御できるかを試みた．マイクロパターニング

を施した DLCを成膜したMPC polymer上に
線維芽細胞増殖因子（bFGF）を含有させ，
MPC polymerからの bFGF徐放量を定量化，
さらにはその MPC 上での細胞増殖量の定量
化を行う．本研究では，MPC polymer内に含
ませる bFGFの量を変化させて，MPC ファイ
バーからの bFGF 徐放挙動を評価することを
目的とした．細胞試験には血管内皮細胞を使
用した． 
 
３．研究の方法 
ファイバー化するポリマーには，細胞膜を擬
似した構造を有し生体適合性に優れ医療用
ポリマーとして用いられている 2-メタクリ
ロイルオキシエチルホスホリルコリン
（MPC）（（株）日本油脂）を使用した．エレ
クトロスピニング法は個々のポリマーにお
いてのファイバー化できる条件が異なり，さ
らにそのパラメータは印加電圧の大きさ，流
れる電流の大きさ，ポリマー溶液の濃度，粘
度，導電率，溶媒の蒸発速度，ポリマー分子
量，針－基板間距離，針口径，溶液押し出し
速度ときわめて多い．今回は，これらのパラ
メータの中でも影響力が大きいとされるポ
リマー溶液濃度を変化させた．MPCをエタノ
ールに溶かした溶液（1 wt%，2 wt%，3 wt%，
4 wt%，5 wt%，7.5 wt%，10 wt%）を調整し，
エレクトロスピニングに使用する MPC 溶液
を作製した．また，比較対象として平滑膜を
作製する際には，スピンコーターを用いた．
装置条件は，回転数 3000 rpm，使用時間 15
秒で．MPC滴下量は 100 μLである．エレク
トロスピンングに用いる MPC 溶液濃度が，
得られる MPC の形状に与える影響を観察す
るため，SEMを使用した．観察したサンプル
は，1 wt%，2 wt%，3 wt%，4 wt%，5 wt%，
7.5 wt%，10 wt%のMPC溶液で作製したもの
である．  
(1) MPC polymerの表面粗さ測定 
ファイバー径を制御することで，ファイ
バー膜のナノ・マイクロオーダーの凹凸
構造も制御できることを確認するため，
AFM を用いて MPC ファイバー膜の算
術平均粗さを測定した．また，ファイバ
ー化したものと同様の材料である MPC
を，スピンコーターで成膜した平滑膜も
同様に測定し，物理的形状の違いによる
粗さの違いを比較した． 

(2) MPC polymerの接触角測定 
測定した試料は，MPC溶液濃度を 5 wt%，
7.5 wt%，10 wt%に調整してファイバー
化したものである．各々の試料表面に脱
イオン化した精製水を 5 µLずつ，接触
角計を用いて静かに滴下した．また，フ
ァイバー化したものと同様の材料であ
るMPCを，溶媒キャスト法で成膜した



平滑膜も同様に測定し，物理的形状の違
いによる接触角の違いを比較した．精製
水を滴下した後，接触角計内蔵のマイク
ロスコープを用いて試料表面上の液滴
を側面から撮影することにより接触角
を測定した． 

(3) 薬剤含有MPCファイバー作製と薬剤徐
放試験 
MPC をエタノールに溶かした溶液（5 
wt%，7.5 wt%，10 wt%）を調整し，エ
レクトロスピニングに使用するMPC溶
液を作製した．また，薬剤を含ませる際
は，薬剤をMPC溶液に混合させて，エ
レクトロスピニングでファイバー化し
た．薬剤として，bFGFを使用した．bFGF
はMPC溶液 150 mlに対して 20 µgとな
るよう混合した．作製したファイバー3
種の基板をプラスチックシャーレ内に
入れ，そこに溶媒（リン酸緩衝溶液
（PBS），以下分散媒とする）を 3 ml入
れ浸漬させ，37℃の恒温槽中に静置した．
浸漬後，24時間ごとに分散媒を採取し，
サンプル瓶に保管し，基板が入っている
シャーレには新しい分散媒を同様に 3 
ml入れた．この作業を 1週間繰り返し，
吸光度を測定するサンプルを得た． 

(4) 吸光度測定による薬剤徐放量の定量化 
分散媒中の薬剤徐放量を，EILSA 法を
用いて測定した．吸光度を測定し，420 
nmに現れる波長のピークの大きさから
薬剤徐放量を算出した．薬剤溶出の傾向
を比較するためにグラフ化した．横軸に
は基板の浸漬日数，縦軸には累計薬剤徐
放量を設定した． 

(5) bFGF 含有 MPC ファイバー上での血管
内皮細胞増殖試験 
対数増殖期にある細胞を 5000 cells/well
となるよう計算した．ウェル内に基板を
設置し，滅菌処理を施した後，基板上で
細胞を増殖させた．細胞懸濁液を 96穴
マイクロプレートの各ウェルに 100 µl
ずつ播種し，CO2インキュベーター内で
一定時間培養した．その後，CCK-8 溶
液を各ウェルに 10 µl ずつ添加した．
CO2 インキュベーター内で 1~4 時間呈
色反応をおこなった．呈色反応が終了し
たら，マイクロプレートリーダーで 450 
nmの吸光度を測定し，細胞増殖数を定
量化した．また，この方法では基板に付
着していない細胞数も影響するため，補
足データとして，蛍光顕微鏡による細胞
数や細胞状態を観察した． 

 
４．研究成果 
(1) MPC polymerの表面粗さ測定 
エレクトロスピニング法でポリマーを

紡糸する際，ポリマー溶液の濃度を変化
させると，得られるポリマーの形状が変
化する．一般的に，濃度が上がるにつれ
て，ビーズ状態，数珠状態，繊維状態へ
と変化していく．より低濃度のMPC溶
液で作製した場合， MPCもこのように
形状が変化すると考えられる．そこで，
MPC溶液濃度を 1 wt%，2 wt%，3 wt%，
4 wt%と変化させてエレクトロスピニ
ングを行い，SEM を用いて形状を観察
した．その結果より，1 wt%では径が 500 
nm程度のビーズ状，2〜4 wt%ではビー
ズとビーズが繊維で繋がった数珠状で
あることが確認できた．5 wt%，7.5 wt%，
10 wt%のMPC溶液で作製した場合，全
てファイバー形状になることが再確認
できた．また，5 wt%，7.5 wt%，10 wt%
のMPC溶液で作製したファイバーの径
は，順に約 200 nm，1 µm，2.5 µmとな
った．MPC 溶液濃度が増加するにした
がい，MPC ファイバー径が増加するこ
とが確認された．エレクトロスピニング
の条件パラメータとして，電圧と押し出
し速度が知られているため，この 2つの
パラメータについて，得られるMPCフ
ァイバーの形状への影響を評価した．5 
wt%の MPC溶液を用いて実験をおこな
った．まず，押し出し速度について，0.1 
ml/h で押し出したファイバーと，2.5 
ml/h で押し出したファイバーを比較し
たが，特に大きな変化は見られなかった． 
エレクトロスピニング法でポリマーを
ファイバー化した場合，ポリマーの平滑
膜に比べ，ファイバー膜は表面粗さの値
が大きくなることが知られている．本研
究では，MPC をファイバー化したが，
そのファイバー膜の表面粗さの値を知
ることは，細胞増殖を促すステントグラ
フトを作製することにおいて，きわめて
重要な意味をもってくる．生体材料の表
面粗さが細胞に与える影響は，多くの研
究報告で明らかになってきている．表面
粗さは，創傷の治癒過程において，細胞
接着，伸展，配列そして分化に影響を与
える．骨芽細胞を例にとると，細胞接着
においては粗面の方が平滑面に比べ接
着率が高いことが報告されている．また，
粗面のなかでもある値の表面粗さを持
つものが，有意に接着細胞数が多かった
ことも報告されている．細胞伸展におい
ては，粗面の溝に沿って細胞が走行した
と報告されている．このように，材料の
表面形状は，表面性状とともに，材料と
生体との界面で起こる生体反応に大き
な影響を与える． 
ファイバー径が表面粗さに与える影響



を確認するため，AFM を用いて観察し
た．表面粗さの指標として，今回は算術
平均粗さ Raを選択した．算術平均粗さ
とは，粗さ曲線からその平均線の方向に
基準長さ L だけを抜き取り，この抜き
取り部分の粗さ曲線からその平均線の
方向に基準長さ（L）だけ抜き取り、こ
の抜き取り部分の平均線から測定曲線
までの偏差の絶対値を合計し、平均した
値をマイクロメートル（µm）で表した
ものをいう．5 wt%，7.5 wt%，10 wt%
のMPC溶液で作製したファイバー表面
の算術平均粗さ Raは，順に約 350 nm，
500 nm，1 µmとなった．濃度が増加す
るにしたがいファイバー膜の表面粗さ
が増加することが確認された． 

(2) MPC polymerの接触角測定 
生体材料と血液との界面における生体
適合性および抗血栓性に関与する要素
を検討する材料の 1 つに接触角が挙げ
られる．材料表面にフッ素を添加し，材
料表面の撥水性を上げて，生体適合性を
向上させた例がある．MPC は構造上蛋
白質が付着しにくいが，繊維形状にする
ことで，物理的効果でMPC表面が撥水
性を示し，血液をよりはじきやすい表面
になれば，血栓形成の原因となる蛋白質
もより付着しにくくなることが予想さ
れる．同一のMPC材料を用いているに
も関わらず，平滑膜では約 88°の接触角
を示す一方で，ファイバー膜は 5 wt%，
7.5 wt%，10 wt%の順に約 140°，141°，
136°と接触角が 50°程度増加した． 

(3) 薬剤含有 MPC ファイバー作製と薬剤徐
放試験 
bFGF 含有 MPC ファイバーを，エレク
トロスピニングで用いるMPC溶液内に
bFGF 水溶液を混ぜて作製した．5 wt%
のMPC溶液を用いて作製したが，混ぜ
た bFGF の水溶液は実験方法で述べた
通りごく少量であるため，MPC 溶液単
体で作製した場合と比べ，形状・径とも
に大きな違いは見られなかった．さらに，
今回は MPC ファイバー上に DLC を成
膜し，薬剤徐放制御を試みた．小孔を有
するメッシュを用いることでポリマー
基板上に成膜面積率を調節して DLC成
膜することができた． 

(4) 薬剤含有 MPC ファイバーの薬剤徐放試
験および吸光度測定による薬剤徐放量
の定量化 
上記基板を用いて薬剤徐放量の制御を
試みた．その結果，DLC をパターニン
グ成膜することで約 5割，完全に被膜す
ることで約8割5分の徐放量の抑制がで
きていることが確認できた．薬剤溶出ス

テントにおいて，ステント留置後初期の
薬剤大量溶出が問題の 1つであり，DLC
パターニングすることで 24時間経過の
薬剤溶出量が約 5 割に抑制されたこと
は，剤溶出システムに良い影響を与える
ことがわかる．また，5日を過ぎると被
覆面積によらず，徐放量が一定になった．
ここからパターニングによって，薬剤含
有ポリマーの被覆面積を変えても，初期
における薬剤徐放量の抑制にとどまり，
長期にわたっては一定の薬剤徐放量を
確保できることが分かった． 

(5) bFGF含有MPCファイバー上での血管内
皮細胞増殖試 
MPC上のDLCが血管内皮細胞の増殖性
に与える影響を評価するため，各サンプ
ル上（bFGFの含有はなし）で血管内皮
細胞の増殖実験をおこなった．MPC film
上では細胞が増殖しないことが確認さ
れた．MPC は細胞の接着性が低く，そ
のため細胞の増殖も促されなかったと
考えられる．それに比べ，MPC フィル
ムに DLCをコーティングしたサンプル
上では，細胞が増殖することが確認でき
た．DLC が細胞接着の足場となり，そ
こから細胞の増殖が促されたと考えら
れる．DLC が薬剤徐放のコントールと
しての役割だけでなく，細胞接着の足場
となることも示された． 
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