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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、1) 拍動圧に感受して脈動し、生体血管と力学的適合する骨格基材とその成型加工

技術をより高精密化し、2) 流血下で内皮前駆細胞のみを選択的に捕捉し、経時的に内皮細胞へ

の分化、増殖、単層形成化による新しい血管再建技術の設計概念、作動原理を提出し、3) その

プロトタイプ・デバイスを作製し、動物実験で検証することを目的とする。作業原理の妥当性

とプロトタイプデバイスにおいて実証できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study aims at in situ capture of endothelial progenitor cells (EPCs) on 

blood-contacting surfaces of cardiovascular devices in bloodstream.  Among various 

cell surface receptor/legend pairs, only surface-bound VEGF/VEGF receptor pair 

induced adhesion, proliferation, and differentiation of EPCs in vitro.  VEGF-bound 

stents and artificial grafts generated EPC adhesion and colonization, followed by 

endothelialization on porcein model.  Thus, our prototype surface architecture to 

propose new concept of providing nonthrambogenic potential on blood-contacting 

devices. 
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１．研究開始当初の背景 

生体内で許容され、自己化を獲得する小口径

人工血管（内径 5mm 以下）の開発は、心臓血

管外科領域で長年希求されてきた。多くの試

みがなされたのにかかわらず、実用化された

ものはない。移植早期の血栓形成及び慢性期

の内膜肥厚による狭窄につづく閉塞による

ものである。 研究代表者らは、この分野で

の約 25 年の多くの動物実験を含む研究歴か

ら、次の２つの要素技術が組み込まれた時に

のみ、小口径人工血管は長期間存機能を発現

し、汎用の臨床医療として実現できるものと

考えている。 

(1)生体血管との力学的適合する骨格基材

(Mechano-Active Scaffold)とその成型加工

技術、 

(2)内皮細胞を被覆して内膜形成する組織工

学。 

(1)の骨格基材では、代表者らの長年にわた

る研究で、高電圧紡糸技術は完成しており、

生体血管と同調して力学的適合性を有する

人工血管を開発している。これによって、生

体組織人工血管吻合部の応力集中、拍動の減

衰・消滅等の組織、細胞への傷害・活性化を

極力下げることができ、内膜肥厚を抑止でき

ることは実証している。  

(2)については、生体外細胞操作による自

己の内皮細胞の播種によるハイブリッド血

管組織工学については、研究代表者らは、精

力的に 1990 年より生体移植実験による組織

構築と非血栓性の実証を精力的に行ってき

た。 

一 方 、 内 皮 前 駆 細 胞 (endothelial 

progenitor cell; EPC)については、1997 年

にその存在(骨髄から流出)が明らかにされ

ると直ちに着手し、内皮前駆細胞（末梢血か

らの選択的純化と増殖）で被覆して人工血管

およびステントの移植実験による検証を国

内外で初めて行った。しかしながら、いずれ

の場合にも細胞の採取効率が極めて低いこ

と、および少なくとも約２ヶ月の長期間の細

胞培養および操作の期間は、とても緊急性の

高い臨床技術になりえない。  

 

これらの事実と経験に基づいて、生体外操

作でなく、生体内（in situ）で EPC を捕捉

すれば、全く困難とされていた小口径人工血

管およびステントの臨床応用に、極めて高い

可能性を与えるシステムを世界で初めて提

供できると考えられる。これを実現するため

には、 

１）流血下で他の大量に存在する血液細胞

（血小板、白血球）の接着は完全に阻止し、

内皮前駆細胞のみを選択的に捕捉し、経時的

に内皮細胞への分化、増殖、単層形成化を検

証。 

２）接着した細胞の動脈流下での流体力学的

安定性の確保。 

３）内皮化が完了するまでの“非血栓性”の

発現・維持による新しい血管再建技術の設計

概念、作動原理を提出し、そのプロトタイ

プ・デバイスを作製・動物実験で検証するこ

とが必須である。 

 
２．研究の目的 

In situ 捕捉の作業原理は、内皮前駆細胞だ

けが有する細胞膜の受容体（レセプタ）を利

用して、内皮前駆細胞のみを選択的に捕捉す

るものである。即ち、細胞に共通に発現して

いる接着白質のレセプタ（インテグリン）を

介さず、内皮前駆細胞のみに発現しているレ

セプタ（内皮増子因子 Vascular Endothelial 

Growth Factor VEGF）のレセプタ(Flk-1、Flt-1

等)を標的とし、VEGF あるいはレセプタの抗

体を材料表面最外層に高密度表面固定する。

このような発想および設計原理は国内外で皆

無である。ここで予想される障害は、(1)短期

間の非血栓性の確保（血栓形成が起こると、

固定した VEGF が血栓内に埋れる）。そのため

には、抗血栓性維持の強力な drug releasing 

system の導入が必須であり、ＶＥＧＦと基材

の間にヘパリン重合体およびヘパリン含有人

工細胞外マトリックスの重合ゲル層を形成さ

せる、(2)前駆細胞が流血下で捕捉・接着し、

また脱着しない接着能とその流体力学的安定

性があること、の２つの課題を克服すること



が必須である。 

 

上記の２つの問題点を克服できた場合には、

緊急性・利便性のある血管再建デバイスとし

て、まったく新しい作業原理による、国内外

で初めての“自己化を獲得した小口径人工血

管およびステント”を開発できることになり、

血管循環器系人工臓器の“究極のバイオイン

ターフェース”を構築することになる。血管

再建に大きな寄与を与えると大いに期待でき

る。 

平成１８年－１９年度の基盤Ｂ（１９年度終

了）研究では、これらの問題を解決する設計

概念in vitroにおける動脈流の接着安定性に

ついての流体力学的研究および加工技術とし

てエレクトロスピニングによる小口径人工血

管の骨格形成と内腔層の設計を行った。 

本研究課題では、ブタ動物実験によって作

業原理が妥当であるかを検証し、また、内腔

面設計の改良、高精密化を行い、上記の作業

原理の妥当性と、プロトタイプデバイスの開

発することである。 

 
３．研究の方法 

1. ステント及び人工血管に水酸基を有する

ポリマー薄膜を塗布し、この表面を活性

化して所定の蛋白質を固定する。 

2. ブタ頚動脈に人工血管、ブタ冠状動脈に

ステントを留置。 

3. 所定の留置、移植期間の後に摘出し、走

査電顕及び免疫染色で付着細脈を同定。 

4. RT-PCR 及び ELISA、Western Blot 法で細

胞内シグナル伝達機構を解明 

 

４．研究成果 

平成 20 年度 

２０年―２１年度で精力的に動物（ミニブタ）

〔短期(１週間)から長期(１年)〕の移植を行

い、前駆細胞の接着の有無、内皮化および抗

血栓を期間毎に調べ、内腔層設計の手直し改

良を行った。特に、内腔層のコーティング操

作、光硬化操作は自動装置を新しく考案し、

手作業での製作を省いて再現性を高めた。 

 

具体的には、 

① 動物移植実験（金沢大・心肺外科：渡邊

教授、大竹教授）： 

ミニブタの頸動脈（内径 3-4mm）に VEGF

固定化コンプライアント人工血管を移

植し、経時的に摘出する。上記の移植期

間は 1週間、1ヶ月、3ヶ月、6ヶ月、12

ヶ月とし、各 n=5 の移植実験を行った。 

② 動物実験の評価（金沢大：渡邊教授、大

竹教授、金沢工大：松田教授）： 

Flk-1、Tie-2、CD34、AC133 等により接

着細胞を免疫染色し、蛍光顕微鏡により

前駆細胞および分化した内皮細胞を検

出した。 

③ 人工細胞外マトリックスの最適化：ヘパ

リン徐放量、VEGF固定化量および固定化

法の改良した（金沢工大グループ）。 

 

平成21年度 

 平成 20 年度に引き続いて徹底的な動物実

験、評価および改良を行い、作業原理が正し

いかどうか検証し、また上記の自動装置の操

作パラメーターを決定した。 

 

平成 22 年度 

前駆細胞捕捉の最適化を決定し、医療におけ

る革新的アプローチであるかどうかを評価

した。ミニブタの頸動脈（内径 3-4mm）に VEGF

表面固定化したコンプライアント人工血管

を移植し、経時的に摘細胞表層の膜蛋白質

Flk-1、Tie-2、CD34、AC133 の螢光免疫染色

し、前駆細胞および分化した内皮細胞を検出

した。走査電子顕微鏡にて血栓形成、血小板

の付着等を検出した。VEGF 固定した表面の内

皮細胞の Reat-time PCR 法によって分化度の

同定を行い、細胞内シグナル伝達機構の持続



的活性化が観測された。 

以上、作業原理の妥当性と実証、プロトタイ

プ技術が開発できた。 
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