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研究成果の概要（和文）： 

 直径 3mm程度の植物繊維からなる鋳型を使用し、豚を用いて開存性評価を行ったが、最終的
に約 25％程度の一ヶ月開存性しか保てなかった。原因としては、モデル動物としての豚動脈の
spasm に起因する急性閉塞、加えて、細胞接着因子等でのコーティングを試みたにもかかわら
ず鋳型自身の血栓性を完全に排除できなかったことが挙げられる。今後、これら問題点を解決
し、微小血管グラフト開発につとめたい。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We made the vascular scaffold of 3 mm in diameter made from plant fiber, and implant 
these to cervical artery or femoral artery in pig. But the patency of these at one month 
after implantation was 25 % of all. The reasons of obstruction were indicated below. One 
is due to spasm of artery in pig. And another is due to acute thrombosis. 
  So we need to resolve these problem in near future, and try to make small artificial 
artery graft, which we can use in vascular suregery. 
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１．研究開始当初の背景 
わが国では年間 2万件の冠動脈バイパス

(CABG)が施行されグラフトとして大伏在静
脈・内胸動脈・橈骨動脈等が用いられている。
現在、良好な開存性を期待できる 3 mm 径の
小口径グラフトはいまだ開発されておらず、
近年増加している s/p CABG 例や透析例では
使用できるグラフトが無いことから CABGが

施行できないことがある。近年、骨髄または
末梢間葉系幹細胞の存在が明らかになり、創
傷治癒、組織再生における重要性が明らかに
なりつつあり、その役割と応用に関心が集ま
っている。Haverich らは、微小血栓や内膜肥
厚を来さない再細胞化の誘導可能な、自己内
皮様幹細胞を播種した同種脱細胞化肺動脈
弁を複雑な工程で作成し、子羊モデルに移植
して良好な結果を得ている
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(Circulation.2006;114[suppl I]:I-559)。
また 11歳と 13 歳の小児に移植し、弁の成長
を示唆する良好な結果を報告している
(Circulation. 2006;114[suppl I]:I-132–7)。
Haverich らが行った方法も、同種脱細胞化肺
動脈弁に自己の内皮様幹細胞を播種すると
いった複雑な工程を経て初めて良好な結果
を得ていた。我々は、末梢血からの幹細胞分
離と脱細胞化シートへの再細胞化 (Masuda Y, 
et al. “Tissue engineered tri-leaflet 
heart valve assembled from small intestine 
submucosa with circulating endothelial 
progenitor cells” at 2nd Asian Pacific 
Scientific Forum of AHA, 2003)に関わって
きたが、より単純で実際的な処理方法の必要
性を痛感していた。 
また、以前より、ブタ肺動脈弁の脱細胞化

の研究を行ってきた。そこで、この脱細胞化
技術をさらに生かして、脱細胞化細動脈を作
製し、細胞接着因子コーテイングすることに
より、自己の内皮様幹細胞が脱細胞化細動脈
に効率的に接着・誘導され、自己の内皮様幹
細胞播種に代わる手段の開発ができないか
と考え、本研究をスタートさせた。 
 

２．研究の目的 
 脱細胞化細動脈グラフトをコラーゲン、フ
ィブリノーゲン、フィブロネクチン、ゼラチ
ン、ポリ L-リジン、ポリ D-リジン、ラミニ
ン、テネイシン，トロンボスポンジン，N-カ
ドヘリン等の細胞接着因子でコーテイング
することにより、グラフトに骨髄由来間葉系
幹細胞を播種せずとも、播種したのと同等の
グラフト再細胞化が得られるか明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
＜ブタ脱細胞化細動脈グラフトの細胞接着
因子によるコーティング＞  
(1)脱細胞化ブタ細動脈グラフトの作製：
我々の独自の、基質の健常性を温存しながら
の完全な脱細胞化が可能である水酸化アン
モニウム・トライトン法を用いてブタ細動脈
を脱細胞化する（Masuda Y, et al. Matrix 
structure of the decellularized pulmonary 
valve, 19th WSCTS）。脱細胞化後の組織をよ
く洗浄し、試薬の毒性を取り除く。 
(2)脱細胞化細動脈グラフトの細胞接着因子
によるコ-ティング：作製した脱細胞化細動
脈グラフトに細胞接着因子をコーティング
する。細胞接着因子はコラーゲン、フィブリ
ノーゲン、フィブロネクチン、ゼラチン、ラ
ミニン、N-カドヘリンなどを使用する。 
(3)脱細胞化細動脈グラフトのコーティング
効果の確認：細胞接着因子によりコーティン
グできているかどうかを、組織学的および免
疫染色により評価し、各細胞接着因子のコー

テイング条件をそれぞれ検討する。 
 
＜コーティング脱細胞化細動脈グラフトへ
の培養細胞の播種、接着実験＞  
(1)コーティング脱細胞化細動脈グラフトへ
の培養細胞の播種とその接着の評価：コーテ
ィング脱細胞化細動脈グラフトに培養線維
芽細胞または内皮細胞を播種する。予め、線
維芽細胞または内皮細胞を GFP(Green 
fluorescence protein)でラベリングしてお
き、共焦点レーザースキャン顕微鏡により立
体的な播種細胞の接着を観察する。 
(2)望ましいコーティング脱細胞化細動脈グ
ラフト作成条件の決定：各細胞接着因子と播
種細胞の接着効率を検討し、その in vivo環
境への移植後に流血中の EPCs を誘導し、接
着、再細胞化させやすいコーティング脱細胞
化細動脈グラフトを選定する。 
 
＜コーティング脱細胞化細動脈グラフトの
ミニブタ頸動脈モデルへの移植＞ 
(1)コーティング脱細胞化細動脈グラフトの
移植：in vitroにおいて決定した“望ましい
コーティング脱細胞化細動脈グラフト”作製
条件下に作製した同種グラフトをミニブタ
頸動脈モデルへ移植（間置）する。対照とし
て、コーティングしていない脱細胞化細動脈
グラフトを対側の頸動脈へ移植する。 
(2)再細胞化の評価：コーテイング脱細胞化
細動脈グラフトとコーティングしていない
脱細胞化細動脈グラフトを、移植の 1ヶ月後
に取り出して、その開存性について観察し、
組織学的に、また免疫組織染色にて自己内皮
様幹細胞がグラフト内膜面に接着している
か、再細胞化がおきているか明らかにする。
また、再細胞化細胞の性格(Myofibroblast, 
Fibroblast, Smooth muscle cells)とその分
布に関しても、免疫染色の各種細胞内骨格抗
体を用いた VDA (Vimetin,Desmin,α-SMA)法
により明らかにする。 
 
４．研究成果 
  
植物繊維からできた直径 3mmの人工血管作

製し、本人工血管の matrix 自体が長い時間
を経れば体内で分解され、自己組織で置換さ
れ、より自己組織に近い状態での微小血管の
作成が期待し、豚での移植実験を試みた。 
人工血管の機能評価のためには、実験系・

評価方法の確立もまた重要であるが、我々は、
食用豚 50kg 前後のものを全身麻酔し、頸動
脈・大腿動脈を剥離し、全身ヘパリン投与後
に、前述の直径 3mm の人工血管にて置換する
一連の系を確立した。移植後の結果としては、
前述の人工血管を用いた微小人工血管の頸
動脈・大腿動脈への移植実験では、吻合部の
狭窄がないにもかかわらず、約二ヶ月後には



 

 

閉塞を来しており、グラフトの抗血栓性の開
発が至上課題である一方、動物実験での評価
方法確立は十分になしえた。 
前述のすぐ血栓化した植物繊維から作成

した鋳型を改良し、より porosity を改善し
た鋳型を作製し、豚頸動脈移植実験を再度、
行った。約 20-25%の確率で、約 1ヶ月後も閉
塞せず、開存する結果となった。これら結果
では、細部の人工血管内への浸潤が認められ、
一部ではすでに組織が自己組織へと置換さ
れてきている所見も確認し得た。 
一方で、残る約 7-8 割は閉塞してしまうの

が現状で、その原因として①豚 spasmによる
急性閉塞と②人工血管に起因する急性閉塞
が考えられる。術直後に造影を行うと、移植
前後で血管は収縮しており、それに起因する
slow flow が確認され、しばらくすると血栓
化してくる様子が確認できた。塩酸パパベリ
ンの局所投与などを試みたが、やはり豚の種
に起因する問題である。 
今後、試験動物として豚が適切かどうか再

度検討を要すると考えられた。また後者の人
工血管に起因する急性閉塞に関しては、本グ
ラフトをもとに細胞接着因子やヘパリンな
どの付着を試みたものの、やはりグラフトへ
の安定的な定着性が問題となり、結果改善に
はつながらなかった。 
人工血管の機能評価のためには、実験系・

評価方法の確立もまた重要であるが、我々は、
食用豚 50kg 前後のものを全身麻酔し、頸動
脈・大腿動脈を剥離し、全身ヘパリン投与後
に、前述の直径 3mm の人工血管にて置換する
一連の系を確立したが、前述のように動脈攣
縮が問題であり、今後、この予防を如何に行
った上で実験を行うかが重要であると思わ
れた。 

 今後、本研究中に得られた知見を活用し
て、微小人工血管の急性期血栓によるグラフ
ト閉塞の防止を主眼に置いて、実用化に向け
てさらに改良を加えて行きたい。  
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