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研究成果の概要（和文）：expanded polytetrafluoroethylene（ePTFE）人工血管は抗血栓性の良好であるが、
仮性内膜形成が不良であるため、吻合部内膜過形成による狭窄や閉塞が問題となっている。本研究では抗凝固物
質であるヘパリンとフィブロネクチンを同時に共有結合固定して、抗血栓性を保持したまま生体内で修復治癒す
る人工血管の作成を目指した。フィブロネクチンとヘパリンをそれぞれePTFE人工血管に共有結合固定する至適
条件を決定することができた。ただ、フィブロネクチンとヘパリンと同時に共有結合固定するまで研究が進ま
ず、今後設備を整えて条件を明らかにしていきたい。

研究成果の概要（英文）：Tissue engineering has emerged as a promising approach to generate 
biologically functioning prosthetic vascular grafts exhibiting rapid neointima formation without 
subsequent degenerative change. We demonstrated that, in a canine model, covalent bonding of 
fibronectin enhanced the healing of small-caliber, long-fibril ePTFE vascular grafts. However, in a 
pig model, the fibronectin-bonded grafts did not exhibit powerful antithrombogenicity by the luminal
 endothelial cells until graft healing was completed, and therefore subsequent graft thrombosis 
occurred. We therefore hypothesized that, with further modifications by an anti-thrombotic molecule 
coating, covalent bonding of fibronectin may have great potential in the development of better 
small-caliber arterial prosthetic grafts.We could determine the optimal condition of 
covalent-bonding of fibronectin as well as heparin, and are continuing to develop the optimal method
 of simultaneous covalent-bonding of fibronectin and heparin.
.
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１．研究開始当初の背景 
 小口径人工血管として期待されているも

の の ひとつ と して抗 血 栓性の 良 好 な

expanded polytetrafluoroethylene（ePTFE）

人工血管がある。しかし、ePTFE 人工血管は

移植晩期における吻合部内膜過形成による

狭窄、閉塞が問題となる。その原因は仮性内

膜形成が不良なことにあり、仮性内膜の基盤

になる血栓繊維素膜が簡単に剥離、脱落して

しまうこと、細胞侵入や毛細血管の発達に乏

しく繊維化、器質化が障害されることに起因

する 1,2）。ePTFE 人工血管は小結節と微細繊維

が連結されたミクロ多孔質構造となってお

り、平均繊維長を延長すると仮性内膜形成が

良好になる 3-7）。研究代表者らは血性や漏水性、

耐久性が低下を来さない平均繊維長の長い

ePTFE 人工血管を開発した 8,9)。 

 研究代表者らはマトリックス蛋白のひと

つであるフィブロネクチンを使用して ePTFE

人工血管にさらに効率よく内皮細胞に覆わ

れた血管壁を作らせる研究を行ってきた 10, 

11)。フィブロネクチンは A 鎖と B 鎖がジスル

フィド結合した二重鎖の多機能接着蛋白質

であり、各ドメインにフィブリン、ヘパリン、

コラーゲン、細胞、増殖因子などの結合部位

が有するが、逆に血小板膜糖蛋白である

GPIIb/IIIa 複合体の受容体と結合し、血小板

凝集を起こし血栓を形成しやすい 12)。 

 一方、ヘパリンはグリコサミノグリカンで

あるヘパラン硫酸の一種であり、β-D-グル

クロン酸あるいは α-L-イズロン酸と D-グ

ルコサミンが 1,4 結合により重合した 5000

～30000 Da の高分子であり、アンチトロンビ

ンを活性化し、抗凝血作用能の賦活を通して

凝固系を抑制することにより強力な血液凝

固阻止作用を発揮する 13）。ヘパリン固定され

た ePTFE 人工血管が臨床応用されており、良

好な初期・中期成績が報告されている 14）。 

 以上の結果を基にして、ヘパリンとフィブ

ロネクチンをePTFE繊維に結合させることに

より、平均繊維長の長い ePTFE 人工血管にお

いて抗血栓性を損なわずに内皮細胞に覆わ

れた血管壁を効率良く作成できると考えた
15）。 

 

２．研究の目的 
 ヘパリンとフィブロネクチンをePTFE繊維

に結合させることにより、ePTFE 人工血管に

おいて抗血栓性を損なわずに内皮細胞に覆

われた血管壁を効率良く作成すること。 

 
３．研究の方法 
タンパク質の共有結合固定法 

 以前の共同研究者が開発した方法に基づ

いて 16）、タンパク質の共有結合固定を行った。

以下に方法を示す（図 1）。 

 ○1材料の全表面に官能基を導入する方法

として、ePTFE の場合はアルカリ金属化合物

を用いて脱フッ素化した後に、分子内にカル

ボキシル基、水酸基、アミノ基、エポキシ基

等を有する化合物を付加させて官能基を導

入する。アルカリ金属化合物としてメチルリ

チウムを用いるが、フッ素を引き抜く作用を

高めるため、ヘキサメチルホスホリックトリ

アミドのキレート試薬を添加する。分子内に

カルボキシル基を含有する物質として（メ

タ）アクリル酸を使用する。 

○2 ePTFE をメチルリチウムのジエチルエーテ

ル溶液に浸漬し、ヘキサメチルホスホリック

トリアミドを添加してePTFEのフッ素原子を

引き抜いて、反応溶液を除去する。アクリル

酸のテトラヒドロフラン溶液を加えて反応

させる。反応後に余剰のアクリル酸やその重

合体を洗浄除去して、アクリル酸を ePTFE に

重合する。 

 ○3  タンパク質を固定する結合方法は、固

定することによって生体組織誘導作用を失

うことなく、内膜が形成するまでの時間分解

せずに存在する結合を選択する。フィブロネ

クチンやヘパリンは、カルボキシル基が脱水

縮合により共有結合を形成する。 



 

 
４．研究成果 

(１）フィブロネクチン及びヘパリンの共有

結合法の最適化 

 以前の共同研究者らが報告した方法に基

づいて 16）、フィブロネクチン及びヘパリンの

共有結合の至適条件が得られた。 

 試薬として、n－ブチルリチウム溶液（1.6M

ヘキサン溶液、アルドリッチ）、ヘキサメチ

ルホスホルアミド（アルドリッチ）、メタク

リル酸（和光純薬、減圧蒸留精製して使用）、

血漿フィブロネクチン（牛血漿由来、シグマ-

アルドリッジ）、ヘパリンナトリウム塩（シ

グマ-アルドリッジ）、1－エチル－3－(ジメ

チルアミノプロピル)－カルボジイミド（同仁

化学）。テトラヒロドロフラン（和光純薬）

は金属ナトリウムを加えて蒸留し、溶解して

いる水を除去した後、溶媒として使用した。 

 まず、ePTFE人工血管とMAAの重合を行った。

アルゴン雰囲気下273Kにおいて、n－ブチルリ

チウム溶液とヘキサメチルホスホルアミドを

モル比率1:1で混合し、同温度で15分間振とう

し、混合溶液を作成した。混合溶液5mmolに

ePTFE人工血管を浸漬して273Kで0.5時間震盪

した。ePTFE人工血管から反応溶液を除去し、

テトラヒロドロフランで洗浄した後、メタク

リル酸を加えさらに353Kで8時間反応させた。

混合物を330Kの蒸留水で24時間洗浄して水溶

性の不純物を除去し、エタノール、アセトン

で24時間ずつ洗浄して有機系の不純物を除去

した。ポリメタクリル酸グラフト重合ePTFE

人工血管に、1－エチル－3－(ジメチルアミノ

プロピル)－カルボジイミド（5mg）存在下で

pH=1.5でフィブロネクチンの0.3wt%水溶液あ

るいは10%ヘパリン水溶液を4時間反応させた

後、蒸留水で24時間洗浄し、フィブロネクチ

ンまたはヘパリン共有結合ePTFE人工血管を

得ることができた。 

(２)フィブロネクチンとヘパリンの同時共

有結合法の開発 

 フィブロネチンとヘパリンの混合溶液を使

用して共有結合固定を行う計画であったが、

フィブロネクチンには3つのヘパリン結合部

位が存在し、ヘパリンがePTFEに結合せずにフ

ィブロネクチンに結合することが予想された
17)。１）に示したフィブロネクチンの0.3wt%

水溶液と10%ヘパリン水溶液の組み合わせだ

けでなく、各種濃度の組み合わせの混合溶液

を使用して共有結合固定を行う計画中である。 
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