
国立研究開発法人国立循環器病研究センター・研究所・部長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４０４

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

小口径合成人工血管の新生内膜誘導化修飾とミニブタ移植による開存化実証

Small diameter synthetic vascular grafts: modification for neointima formation 
and its patency

５０２４３１２６研究者番号：

山岡　哲二（Yamaoka, Tetsuji）

研究期間：

２０Ｈ０４５２２

年 月 日現在  ５   ６ ２２

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：我々は、血管内膜の再生に寄与する末梢血循環単核球細胞を補足する小口径血管戦略
を、脱細胞化血管で報告してきた。この技術を産業化に優位な延伸ポリテトラフルオロエチレン（ePTFE）血管
に搭載するために、（１）高い細胞補足能と低い血小板粘着性を有するペプチドを独自に見出し、（２）表面修
飾が困難なePTFEへの新しい表面グラフト重合反応を確立し、（３）ePTFE自体の凝固誘導性を抑制するためにリ
ン脂質高分子を導入した。特に、ePTFEのアルゴンプラズマ後に続く光反応を利用した新たな表面グラフト重合
は効率よく進行し、高い抗血栓性と細胞補足能を、ミニブタ体外循環モデルおよび末梢血管移植モデルで実証し
た。

研究成果の概要（英文）：We have developed an original strategy for small-diameter vascular grafts, 
in situ capture of circulating mononulcar cells on decellularized vessels, and reported its good 
patency in porcine models,  In order to apply this strategy to expanded polytetrafluoroethylene 
(ePTFE) blood vessels, some new technologies were developed and tested: (1) a novel peptide with 
high cell capturing ability and very low platelet adhesion, (2) a new surface modification reaction 
applicable to the chemically stable ePTFE, (3) a phospholipid polymer-based graft polymer on the 
luminal surface. In particular, the new surface graft polymerization of ePTFE using photoreaction 
after argon plasma treatment proceeded extremely efficiently, and its high antithrombogenicity and 
cell capturing ability were demonstrated in a mini-pig extracorporeal circulation model and a 
peripheral vessel transplantation model.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： 小口径人工血管　延伸PTFE　内膜誘導　ペプチド修飾
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研究成果の学術的意義や社会的意義
循環末梢血単核球を補足する小口径人工血管開発戦略は、動物組織由来血管であり、また再生型の人工血管であ
るという特性から、その実用化には多くのハードルが存在する。すでに世界中で実績を有するePTFE性の血管に
我々の技術を搭載できれば、世界で初めての小口径人工血管の開発事例となる。しかしながら、ePTFEの抗血栓
性は小口径血管の開存化には不十分である。本研究では、搭載した３つの開存化戦略がいずれも有効に機能する
ことがin vitro のみならずin situ、および in vivoで示された。今後、その開存率の検証を進めることで、下
肢救済のみならず冠動脈バイパスへの応用にも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
世界中で小口径人工血管の開発が精力的に進められて来たが、内径５mm 未満の人工血
管は臨床的意義を有する性能を発揮できない。販売されている内径５mm の延伸ポリテ
トラフルオロエチレン（ePTFE）製の人工血管の人工透析における外シャントであって
も、その一次開存率（バルーンなどの開存化処置を施さない場合の開存率）は満足でき
るものではなく、中口径血管であってもまだまだ改良が必要である。我々は、合成材料
の改質戦略のみでは有効な開存化は困難と考え、ダチョウ頸動脈を素材として選択し、
脱細胞化小口径血管（内径 2mm）の大動物での開存化に成功した（Mahara et al., 
Biomaterials, 2015）。その基盤となる戦略は、血管内腔面に対して、末梢血単核球を
捕捉するペプチド（REDV）修飾を施すものであり、ミニブタ移植モデルの結果、移植１
日後に内腔面は全長に亘って循環細胞で覆われることを証明するとともに、このペプチ
ド修飾脱細胞化内腔面が抗血栓性に非常に優れていることを明らかにした。しかしなが
ら、これまでの検討の結果、脱細胞化血管と同じ戦略では ePTFE など合成系人工血管の
開存化には成功しておらず、次世代の小口径“合成”血管の開発には、新たな機能や戦
略を導入することが必須と考えた。 
 
２．研究の目的 
そこで、本申請研究では、合成材料のなかでも比較的細い（内径５mm）血管で、ある
程度の期間の一次開存性が報告されている ePTFE を基材として選び、その内腔面の化学
修飾法によって抗血栓性の向上を図った。我々が従来から選択してきた REDV ペプチド
の抗血栓性は必ずしも十分ではなく、脱細胞化組織との組み合わせのみで有効な血管の
開存化が可能であった。すなわち、ePTFE 用の内腔修飾には、さらに優れた抗血栓性を
有する細胞補足ペプチドが必要であると考え、新たに血液適合性ペプチド（HCP-1、
Hemocompatible peptide-1）を選択して用いた。もう一つの大きな課題は、ePTFE が化
学的に安定であるためにペプチド修飾が困難なことである。我々は、いくつかの検討を
経て、ePTFE のアルゴン(Ar)プラズマ処理により導入された反応性基に対する２つのペ
プチド度入反応；（１）グリシジルメタクリレートを用いるアンカー法、および、光反
応性基との結合による光反応法による安定かつ有効なペプチド修飾を検討した。 

さらにその抗血栓性評価として、従来型 in vitro 試験に加えて、独自に開発したミ
ニブタ体外循環システム(Munisso et al., J Artificial Organs, 2018)によって、全
血接触 in situ 試験を実施した。In vitro 抗血栓性に関する研究報告は多く存在する
が、生体内での抗血栓性に外挿可能な検証は容易ではない。一方で、人工血管の有効性
にはサイズ的要因が大きく、大動物を用いた研究でしか検証が困難であることも研究を
困難にしている。また、血液の生理的性質が大きく異なるラット等の齧歯類での検討で
は、臨床で有用な情報が得られないことも課題である。本研究では、Off the Shelf の
小口径人工血管の開発のために、実用化に道標を提示することができる基礎研究および
前臨床 POC 情報の集積を目的とするために、in vitro 実験から in situ 実験、および 
in vivo 急性実験を目標とした。 

 
３． 研究の方法 
（１） ePTFE 表面修飾法（グリシジルメタクリレートアンカー法）  

ePTFE は化学的安定性が高く、従来のプラズマ処理後のビニルモノマーグラフト重合
法では表面処理が困難であった。そこで、ePTFE（多孔質構造）および PTFE シートに対
して Ar プラズマ処理後にグリシジルメタクリレート（GMA）をアンカー分子として導入
することで反応正規を導入し、続けてメタクリル酸誘導体モノマーで処理することで、
効率良くグラフト重合できることを見いだした（Liu et al., Biomat. Sci., 2018）。
この方法で表面修飾した ePTFE サンプルを、血小板粘着試験、全血接触試験、in vivo
評価試験に供したが、その効果は十分に満足できるものではなかった。 
（２） ePTFE 表面修飾法（光反応法） 
HCP-1 ペプチド（HGGVRLY）に光反応性基を導入した。LC‒MS により光反応性基の導入
率を測定した。得られた光反応性ペプチドの最適溶媒を選定して実験に用いた。Ar プ
ラズマ処理した ePTFE 試料をペプチド溶液に浸漬して減圧することでペプチド溶液を
多孔質構造内部に浸透させた後に UV 光を照射して固定化し、ペプチド修飾は XPS によ
って確認した。 
（３） ミニブタ体外循環モデルによる全血接触評価 
 ペプチド修飾した ePTFE グラフトは、In situ ミニブタ体外循環モデルにより血液
適合性を評価した。ゲッチンゲンミニブタ (25 ～ 35 kg) を、イソフルランの吸入と
ケタミンおよびエクスラジン筋注により麻酔した。引き続き、２.５％イソフルラン吸
入で術中を維持した。未修飾および修飾 ePTFE グラフトを体外血液循環システムに接



続して 4 時間灌流した。実験中は動脈血をモニターして急性毒性などが無いことを確
認した。取り出した移植片は生理食塩水で洗浄し、免疫蛍光染色分析（CD41、CD16、
CD14、マクロファージマーカー、CD34）により、移植片内腔表面に付着している細胞
を識別した。すべての動物実験は、厚生労働省の動物実験ガイドラインおよび国立循
環器病研究センター研究所の動物実験倫理委員会の承認を受けて行った。 

In vitro での抗血栓性実験の結果
が、in vivo での有効性につながらない
ことが多い。また、ウサギ静脈内への繊
維留置モデルも報告されているが、ヒト
では血液凝固系も内膜誘導挙動も大きく
異なる。そのために、in vivo 移植実験 
での評価が有効であるが、多くのミニブ
タやイヌ等に移植して、その開存性を評
価法とする検討戦略には課題も多い。そ
こで、今回、in situ  モデルを選択す
ることで、in vivo での移植系に近い形
で全血接触試験を実施しミニブタの犠牲
死数を最低限に押さえることができた。 

 
４． 研究成果 
（１）ePTFE 表面修飾法（光反応法） 

本プロジェクトで新たに開発した光反応法におい
ては、Ar処理のみで UV照射を行わなかった場合に比
べて、Ar処理と UV 照射した修飾 ePTFE は XPS におけ
る N/F 比が有意に向上した。一方、Ar および UV で
処理しないサンプル（物理吸着）では、すべてのペプ
チドが洗い流された。修飾効率（密度）は、従来のア
ンカー法に比べて飛躍的に向上しており、様々な
PTFE 医療機器への応用が可能である。 

 
（２）内皮細胞親和性および抗血小板粘着性 

HCP-1 修飾による ePTFE への内皮細胞の接着親和
性は大きく向上した（図３）。 未処理 ePTFE、Ar 処
理 ePTFE では細胞接着性に乏しかったが、反応させ
るペプチド溶液濃度の向上とともに細胞接着性が向
上した。また、SEM による細胞形態の観察の結果、
HUVEC が修飾 ePTFE の繊維構造間で接着して伸長し
ている様子が確認され、HCP-1 修飾 ePTFE が優れた無
い細胞接着性を提供することが示された。 

HCP-1 ペプチドは、上述のごとく低血小板粘着特性
を有するペプチドとして我々が見出した。そこで
HCP-1 修飾 ePTFE の抗血小板接着能力を評価したと
ころ。未処理および Ar 処理に比較して、反応ペプチ
ド濃度の向上とともに血小板粘着が大きく抑制され
た。SEM 撮像において修飾 した ePTFE 繊維上には殆
ど血小板は確認できなかった。 

 
（３） In situ 全血接触試験 
 HCP-1 修飾 ePTFE グラフトの血液適合性を、in 
situ ブタ体外循環モデル（図１）にて４時間灌流し
た後に、表面に付着した細胞分画を解析することで評
価した。SEM 観察では、HCP-1 修飾により、血小板、赤血球、細胞付着が大きく抑制さ
れることが明確であった。特に、血小板粘着は、抗血小板薬使用しない状況下にもかか
わらず、大きく抑制されていた。さらに、免疫蛍光分析により、多くの CD34 陽性細胞
が修飾 ePTFE 上に確認されたが、未修飾 ePTFE グラフトの内腔表面には確認されな
かった。これらは、いずれも HCP-1 の低い血小板粘着性と標的細胞親和性を示す結果で
あり、今回の ePTFE 表面への表面修飾戦略とともに有用な小口径血管開発の戦略となる
ことが示された。 
 

【後日公開】 

 
図 2 ePTFE 多孔質内部へのペプチド修
飾。(左)Ar/UV 処理なし、（右）Ar/UV 処
理有り。 

【後日公開】 

 

 

 

 

 

 

 
図１ ePTFE 多孔質内部へのペプチド修飾。(左)Ar/UV
処理なし、（右）Ar/UV 処理有り。 

【後日公開】 

 

 

 

 

 

 

 

 
図３ HCP−１固定化による、内皮細胞接
着性の向上（上）と、血小板粘着性の抑
制（下） 
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