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研究成果の概要（和文）：　REDV配列を複合化した脱細胞化組織に対してヒト内皮細胞を播種した結果、大きな接着効
率の向上が認められた。一方、繊維芽細胞はいずれの修飾表面にも接着しなかったことからREDV修飾表面の高い選択的
細胞接着性が認められた。さらにその効果をラットの下行大動脈移植術後の開存性ならびに組織再生解析により検討し
た。REDV修飾により移植後１か月での開存率は20％から80％へと大きく向上した。さらに、組織染色の結果、移植血管
の表面に再生した内皮組織相が確認された。以上の結果より、オリゴペプチドによる修飾により血管の開存率や組織再
生能を向上させる事に成功し、大きな成果を得たと考えている。

研究成果の概要（英文）：The peptide containing collagen binding domain and endothelial cells binding 
sequence has been used as surface modifier for decellularized blood vessel. In this study, 
endotherial-cell binding peptide, Arg-Glu-Asp-Val (REDV), was conjugated with collagen-binding sequence 
(Pro-HydoxyPro-Gly)7 ( (POG)7), and the peptide was　immobilized to the luminal surface of the 
decellulalized tissue. Endothelial cell binding affinity of the decellularized tissue surface was greatly 
improved by the peptide modification in vitro. Decellularized rat abdominal aorta with a diameter of ca. 
1 mm was prepared by the UHP treatment and peptide modification, and the peptide-modified graft was 
transplanted into the rat aorta. Very good patency and endotherialization were observed after 1 month 
transplantation, while the control grafts rapidly occluded. These results suggested that the peptide 
modification promoted the endotherialization and tissue regeneration on the graft, and lead to the good 
patency.

研究分野：移植医療
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１．研究開始当初の背景 

 我が国では、年間約６万本の人工血管が使
用され、80 億円強の市場規模に達している
（㈱アールアンドディ調査）が、小口径には
適応できず、また、感染に極めて弱い。一つ
の解決法は組織移植であり、米国では組織バ
ンクが商業ベースで行われており、年間数千
件以上の提供組織が臨床使用されている。国
立循環器病研究センターでは１９９９年に
組織保存バンクが設置され、提供された心臓
弁や血管を凍結保存し、その移植医療を開始
し、また、西日本組織移植ネットワークとの
連携により円滑な組織移植の普及に努めて
いるところであるが、我が国では年間数十件
程度に留まっている。我々は、同種組織の不
足を補うべく、生物由来素材を用いた再生型
組織移植技術を開発してきた。用いた素材は
ブタ心臓弁・血管から作成した脱細胞組織で
ある。国内外での脱細胞化技術が、界面活性
剤を用いており、残存する界面活性剤の影響
で細胞浸潤性に劣ることが知られている反
面、国立循環器病研究センターで開発された
超高圧脱細胞技術（特許登録 4092397）では、
一切の化学試薬を使用しないために、その細
胞浸潤性・内皮化性に優れ長期移植における
成長性も観察されている。既に、ミニブタを
用いた内径６mm程度の中口径動脈を対象と
した動物実験を数十例にわたって実施して
きた。 

しかしながら、口径２mm 以下の小口径人工
血管に関しては、その開存性は満足できるも
のではなく、ラット腹部下行動脈置換実験に
おいて２ヶ月までの開存性は２０％程度で
あった。これらのケースでは、内皮化の遅延
あるいは不完全さが原因であると考えられ、
早期内皮化促進技術の開発が有用である。一
方、血管内皮前駆細胞（EPC）を集積するこ
とで内皮化を促進して遅延性血栓症を回避
する目的で、抗 CD34 抗体コーティングステ
ントが報告され、生体内細胞成分の制御シス
テムの有用性が示されている。本プロジェク
トでは、脱細胞組織表面に親和性を有し、か
つ、積極的細胞誘導性ペプチドプローブを開
発し、早期に内皮化する脱細胞小口径血管を
開発する 

 

２．研究の目的 

内皮化特性と細胞浸潤性に優れた脱細胞
化小口径人工血管を開発する。生体弁や人工
血管の多くの問題を解決しようと、欧米では
脱細胞アログラフトの研究開発が盛んであ
る。このように優れた生体組織類似性を有す
る脱細胞組織であっても、小口径人工血管に
関しては、その抗血栓性および内皮化特性の
みでは高い開存性は得られない。これまでの
多数の検討から、早期に内皮化・細胞化を達
成した脱細胞小口径血管の術例では開存性
が高く、初期の内皮化の重要性が明確に示さ
れてきた。本申請では、内皮化促進性を付与
できる新たな自己組織化ペプチドを用いた

脱細胞組織表面修飾を行い、小口径血管開存
性の向上を図り、ラットなど小動物でその有
効性とメカニズムを実証する。 

 

３．研究の方法 

脱細胞血管の作成 小口径血管をターゲッ
トするために、ラット腹部下行大動脈、なら
びに、ウサギ大腿動脈を用いる。高圧処理に
より脱細胞化した下行大動脈はその血管壁
が脆弱となることが確認されていることか
ら、形状を維持することは容易ではないので、
洗浄条件の再考察を行うとともに、その力学
的強度、コラーゲン繊維の保存性などを詳細
に検討する。 
機能性プローブの化学合成と生合成 内皮
細胞結合性配列（REDV）、コラーゲン様ペプ
チ ド  (CLP) お よ び そ の 複 合 ペ プ チ ド
(REDV-CLP)を、定法である Fmoc 固相合成法
によって合成する。得られた内皮化プローブ
とコラーゲン分子やエラスチン分子との相
互作用の速度論的、定量的解析を、表面プラ
ズモンレゾナンス解析装置（BIACOA）により
進めることで、最適な分子構造と配列を有す
るプローブの設計を進める。一方、これらプ
ローブを様々な濃度、様々な塩濃度の溶液を
調製し、脱細胞組織に対して、湿潤環境下、
および、乾燥環境下で接触させ、１～24 時間
37 度でインキュベートする。表面に自己組織
化結合したプローブ量の測定は、蛍光ラベル
した機能性内皮化プローブを用いて測定し、
自己組織化の実証は、ATR-IR 法を用いて行う。 
In vitro HUVEC 接着実験 Q-Dot 625 により
標識された正常ヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC）はオリゴペプチド溶液に浸漬した
脱細胞化組織へと播種（2x105cells/tissue）
し、37℃で 60 分間インキュベートした。PBS
で洗浄後、接着している細胞を共焦点レーザ
ー顕微鏡により観察し、細胞成分を溶解させ
て Q-dot 625 の蛍光強度を定量する。 
移植実験 ラット腹部下行大動脈への移植
実験は常法により行う。従来は、動物犠牲死
後にその開存性が評価されてきたが、動物実
験３R 観点からも MRI を用いた低侵襲的評価
法を導入することで、動物実験数を減少する
のみならず、移植組織の詳細な経時的評価が
可能となる。脱細胞血管群としては、
CLP-REDV 修飾血管、未修飾脱細胞血管、CLP
修飾血管、ELP 修飾血管とする。移植１週、
１カ月後に、動物を犠牲死させ、その内皮化
の程度を直接観察する。 
  
４．研究成果 
(Pro-Hyp-Gly)の７回繰り返し配列と REDV 配
列を含むオリゴペプチド溶液に浸漬した脱
細胞化組織に対して細胞を播種した結果、表
面に多くの接着細胞が観察された。また、溶
解液の蛍光スペクトル測定から、約 80%程度
の細胞が接着していることを確認した。一方
でコントロール配列のオリゴペプチドを用
いた場合や、オリゴペプチド溶液に浸漬しな



い場合では、接着細胞はほとんど観察されな
かった（Figure 1）。また、繊維芽細胞を播
種した場合には、配列特異的細胞接着は認め
られなかった。以上の結果より、オリゴペプ
チド溶液に脱細胞化組織を浸漬することで、
表面に REDV 配列を修飾することが可能であ
り、配列特異的に内皮細胞が脱細胞化組織へ
接着することが示された。 
 次いで、オリゴペプチドによる表面修飾効
果について検討するため、オリゴペプチド溶
液に浸漬した脱細胞化血管をラットの下行
大動脈へ移植し、開存性ならびに組織再生に
ついて検討した。(Pro-Hyp-Gly)の７回繰り
返し配列と REDV 配列を含むオリゴペプチド
溶液で修飾された脱細胞化血管を移植した
結果、移植後１か月において約 80%の割合で
血管が開存していることが MRI画像から示唆
された（Figure 2）。さらに、組織染色の結
果、移植血管の表面に再生した血管組織（平
滑筋細胞と内皮細胞）が示された。しかし、
コントロール配列を用いた場合や非修飾の
脱細胞化組織では 20～40%程度の開存率に留
まり、有意な内皮化形成は認められなかった。
以上の結果よりオリゴペプチドによる修飾

により血管の開存率や組織再生能を向上さ
せたことから、コラーゲン結合性オリゴペプ
チドにより脱細胞化組織を迅速に修飾でき
ることが示された。 
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