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略語一覧 

ePTFE: expanded polytetrafluoroethylene 

PET: polyethylene terephthalate 

ECM: extracellular matrix 

RXgel: radiation-crosslinked gelatin hydrogel 

PBS: phosphate buffer 

SMA: alpha smooth muscle actin 

ROI: region of interest 

HDI: hexamethylene diisocyanate 

Col-III: type III collagen 

NC: non-coated vascular graft group 
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要旨 

 

  本研究では、expanded polytetrafluoroethylene（ePTFE）人工血管の外表面をコー

ティングすることで器質化を促進することを目的とした。第 1 章では新規加工技術を用

いた放射線架橋ハイドロゲルに着目し、生体内で周囲器質化を促進することを明らか

にした。第 2章では実際に市販 ePTFE周囲を放射線架橋ハイドロゲルでコーティング

し、無コート ePTFE人工血管と比較して周囲器質化が促進されることを明らかにした。 
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序文 

 

 鼠径靭帯以下の下肢動脈の血行再建では、自家静脈によるバイパス手術がガイドラ

インにおいても最も推奨される治療法である 1。しかし、心臓血管外科手術の既往があ

って自家静脈が採取後であったり、自家静脈が細い・閉塞しているなどの理由で使用

できないことはしばしばある。また、人工透析用の内シャント造設においても、できるだ

け遠位での自己血管による内シャント造設が推奨されている 2 が、前腕に使用可能な

表在静脈がないなどの理由で困難なことも多い。 

採取可能な自己血管がない大血管手術や、上記のように使用できる自家静脈がな

い末梢血管手術において、人工血管はしばしば使用される 3。また、自家静脈採取は

長大な切開創を必要とするため手術時間の延長につながり、創部トラブルも多い。人

工血管はこのような問題も回避できる利点がある。近年では、金属製ステント骨格と人

工血管を組み合わせたステントグラフトによる血管内治療も大血管から末梢血管まで

広く使用されるようになっており、人工血管の重要性はますます高まっている。 
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人工血管は 1950 年頃から開発され、Voorhees らが世界で初めてパラシュートの素

材を利用した人工血管の移植を報告した 4。その後数々の改良がなされ 5、現在では

1955 年に登場した Dacron（ポリエチレンテレフタレート; PET）と 1972 年に登場した

ePTFE（延伸ポリテトラフルオロエチレン）が主な材質になっている。人工血管周囲の

器質化、すなわち自己組織での被覆は、移植後に患者体内で定着する上で重要な

生体反応である。かつては生体組織の侵入が容易で器質化が期待される高有孔性

人工血管の開発が目指されたが、出血が重大な問題となり使用が困難であるため、現

在では低有孔性の人工血管が使用されている。ePTFE は抗血栓性や開存性が高い

が、人工血管周囲の器質化が乏しい。周囲組織の器質化が不十分であると、人工血

管感染 6–10や人工血管周囲漿液腫 11–17の形成を来たす可能性があり、入院の長期化

や再手術・菌血症・肢切断・死亡など重篤な事態を来たすこともある。また、人工血管

感染を治療するためには莫大な医療資源の投入が必要になることもしばしばある 18。

人工血管周囲の器質化はこれらの予防に寄与すると考えられている。 
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これまでも人工血管には多くの改良がなされており、人工血管のコーティング技術

はその中でも代表的である。例えば、かつては Dacron 製人工血管の血液漏出による

出血が不可避であったため、事前に人工血管表面に患者血液を塗って目を詰まらせ

ることで porosity を低下させるプレクロッティングが必要であった 19–21が、人工血管壁

の透過性を低下させて滲出を減少させるためにDacron製人工血管の外表面をゼラチ

ンやコラーゲン、アルブミンでコーティングしたもの 22–24が現在では一般的に用いられ

ている。また、内腔をヘパリンでコーティングすることで開存率を改善させた ePTFE 人

工血管 25,26も市販されている。 

人工血管周囲の器質化は、移植後に患者体内で定着する上で重要な生体反応で

ある。人工血管周囲組織の器質化が不十分であると、人工血管感染 6–10（図 1）や人工

血管周囲漿液腫 11–17（図 2）の形成を来たす可能性があり、入院の長期化や再手術・

菌血症・肢切断・死亡など重篤な事態を来たすこともある。また、人工血管感染を治療

するためには莫大な医療資源の投入が必要になることもしばしばある 18。人工血管周
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囲の器質化はこれらの予防に寄与すると考えられている。しかしながら、現時点で人

工血管周囲の器質化を促進することを目指した人工血管は市販されていない。 
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図 1. 人工血管感染 27 

感染部に膿瘍を形成し、周囲皮膚の発赤を認める 

 

 

図 2. 人工血管移植後漿液腫 28 

(左) 上腕から前腕にかけて人工血管移植後。膨隆部（ ）に漿液腫を形成している。 

(右) 漿液腫を開放すると、人工血管と周囲組織との器質化は乏しい。 
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 放射線架橋ハイドロゲルは生体内の細胞外マトリックス(ECM)を化学的および物理

的に増殖させることができ、適切に付加することができれば人工血管周囲の器質化を

促すことができる可能性のある素材である。ゼラチンはコラーゲンを精製・抽出して作

られるが、ECMの主な成分でもある。ゼラチンはコラーゲンと比較すると抗原性が低

く、組織の増殖と器質化を促すことで創傷治癒を促進することが知られている 29–31。生

体内の温度ではゼラチンは融解してしまうが、放射線架橋ゼラチンは 50℃でも融解せ

ず、細胞培養でも足場素材として使用できる。アルデヒドやカルボジイミドなど有害な

薬剤を使用する他の化学架橋ハイドロゲルとは異なり、放射線架橋の際にはガンマ線

や電子などの量子ビームの照射量を調整して硬さを調整することができる。これによ

り、生体適合性や生分解性、細胞接着能などのゼラチンの性質を失うことなく幅広い

硬さに調整することができる 32–34。これらの性質は人工血管周囲器質化を促すために

有用な性質と思われた。放射線架橋ハイドロゲルは、国立研究開発法人 量子科学

技術研究開発機構 量子ビーム科学部門 高崎量子応用研究所 先端機能材料研
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究部が開発した新規開発技術であり、細胞培養の足場素材としての有効性は既に報

告されているが 34、生体内に移植したデータはなかった。 

 

 以上のような背景を踏まえ、本研究では、ePTFE 人工血管外表面を何らかの器質化

促進素材によりコーティングすることで生体内での創傷治癒機転を促し、最終的には

感染や漿液腫予防に資する新規人工血管の開発につながる技術を確立することを目

的とした（図 3）35。第 1章では新規加工技術である放射線架橋ハイドロゲルに着目し、

細胞培養およびラット体内での挙動を観察し、放射線架橋ゼラチンが生体内で周囲

器質化を促進することを明らかにした。第 2章では実際に市販されている ePTFE周囲

を放射線架橋ハイドロゲルでコーティングし、無コートおよび市販のゼラチンコーティン

グ ePTFE 人工血管とともにラット体内に移植・比較することで、放射線架橋ハイドロゲ

ルによるコーティングが ePTFE 人工血管周囲の器質化を促進することを明らかにした。 
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図 3. 漿液腫およびコーティング人工血管のイメージ 35 

 

(A) 人工血管周囲器質化が乏しいと、人工血管周囲に組織液が貯留する合併症で

ある漿液腫が発生するリスクがある。図は、人工血管周囲に黄色の漿液が貯留してい

る様子を表している。 

(B) 創傷治癒を促進する足場素材である放射線架橋ゼラチンハイドロゲル(RXgel)に

よって人工血管をコーティングする。これにより人工血管周囲の器質化を促進できるの

ではないかと仮説した。図は、人工血管周囲を水色で表した RXgel でコーティングす

ることで漿液腫の貯留が起こらなくなるイメージを表現している。 
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第１章 

放射線架橋ゼラチン上での器質化促進の評価 

 

 

1-1 対象と方法 

 

放射線架橋ゼラチンゲル上での線維芽細胞浸潤アッセイ 

本研究では、第一に放射線架橋ゼラチンゲル（以下 RXgel）を足場素材として線維

芽細胞の培養実験を行い、第二に RXgel をラット体内に移植して生分解性や器質化

を評価した。動物実験のプロトコールは東京大学倫理委員会に承認（倫理審査番号

M-P 19-025）されており、東京大学の動物実験倫理のガイドラインに則って行われた。 

 RXgelの作成は、大山らの既報に則って行われた 33。ゼラチン(porcine skin, Type A, 

G1890; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.)を 50℃の純水に 30分間浸漬して溶解

させ、細胞培養用の dish (φ35 mm, AGC Techno Glass, Shizuoka, Japan)上に注いで

20℃で一晩ゲル化させた。このゲル入りの dish に 20℃以下の空気中で 60Co γ-rays 

(60Co No. 2; Irradiation Facility of Takasaki Advanced Radiation Research Institute, 
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QST)を照射し、未架橋のゼラチン成分を除去するために 50℃のリン酸バッファー

（PBS）に 2 時間浸漬させて RXgel を作成した。細胞培養に使用するため、37℃1 時

間で PBSを培養液に置換した。 

 3種類の硬度の RXgelを作成することとし、それぞれ照射量を 10, 15, 20 kGy として

Rx[10], Rx[15], Rx[20]と呼称した。照射量が大きいほど硬い RXgel が出来上がる

32,33 ため、数字が大きいものほど硬度が高くなっている。インデンテーションテスタ

(RE2-3305B; Yamaden, Tokyo, Japan)による押込試験で評価した圧縮弾性率（ヤング

率）および水含有率を表 1に示した 35。 
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表 1．放射線架橋ゼラチンゲル(RXgel)の物性 35 

Rx[10]、Rx[15]、Rx[20]はそれぞれ照射量 10kGy、15Gy、20kGy で作成した RXgel

である。表記はいずれも 平均値 ± 標準誤差 とした。各群 n=3である。 

  

 Rx[10] Rx[15] Rx[20] 

圧縮弾性率 (kPa) 23.4 ± 2.9 66.8 ± 4.8 108.3 ± 6.1 

水含有率 (%) 90.4 ± 0.6 88.7 ± 0.7 88.5 ± 0.1 



15 

 

図 4. Rx[10]を鑷子で把持した様子 

Rx[10]を鑷子で把持した様子。 

非常に柔らかく、ディッシュから剥離して挙上するだけ操作で容易に千切れ、空中で

形状が維持されない。 

 

図 5. Rx[20]を鑷子で把持した様子 

Rx[20]を攝子で把持した様子。Rx[10]と比べると硬く、空中でも形状が保たれる。 
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 このように用意した RXgel の上で、生体内で器質化を促進する細胞がどのような挙

動を見せるか評価するために、RXgel 上での線維芽細胞の浸潤アッセイを行った。線

維芽細胞は RIKEN BRC Cell Bank (Ibaraki, Japan)から入手した 3T3-Swiss albino 

mouse embryonic fibroblasts (RCB1642)を用い、Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(08488-55; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)を 10% ウシ血清 (12483020; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA)で希釈し, 100 U/mL ペニシリン, 100 μg/mL ストレプト

マイシン (15140122; Thermo Fisher Scientific), and 2 mM の L-グルタミン (G7513; 

Sigma-Aldrich)を添加した。2mLの細胞懸濁液(1 × 104 cells/mL)を RXgel (35 mm dish, 

厚さ 2 mm以下)上に散布した。細胞は 37°C 、5% CO2中で培養した。 

培養開始後 3日目および 7日目にサンプルを PBSで洗浄し、4% paraformaldehyde 

(163-20145; Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan)で 15分間固定し

た。再度 PBSで洗浄した後、細胞を 0.1% Triton X-100 (35501-02; Nacalai Tesque)添

加 PBS で 5 分間 incubate し、PBS で洗浄した。続いて 0.1 μg/mL ファロイジン-テトラ
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メチルローダミン Bイソチオシアネート(P1951; Sigma-Aldrich)、1 μg/mL 4',6-ジアミジノ

-2-フェニルインドール (D523; Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)および 1% ウ

シ血清アルブミン(P6154; Biowest, Nuaillé, France)を添加した PBSで 20分間 incubate

した。 

放射線架橋ゼラチンゲルのラット体内移植後器質化評価 

RXgelは生分解性であり、生体内で徐々に分解されて肉芽組織に置き換わってい

くことが期待されるが、in vivoでの使用経験がなかった。RXgelの生分解性や器質化

を評価するため、Rx[10]、Rx[15]、Rx[20]をそれぞれ Sprague-Dawley ラット(週齢 12–

17週; 400–600 g)の腹直筋筋膜下に移植して評価した。RXgel はそれぞれ厚さ 1mm

の均一なシート状に調整され、それらを 6mm径の円盤状にくり抜いて移植した。腹直

筋筋膜下に高山らの方法 36を参考にして 8mm辺の正方形のポケットを作成し、そこ

に RXgelのディスクを移植した(図 6)。ラットは移植後 7日後、10日後、14日後のい

ずれかに安楽死させ、20mLの 4%パラホルムアルデヒドを 120mmHgで心腔内投与
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して灌流固定した。RXgelの標本は周囲組織を含めて en blocに採取し、パラフィン

固定した後に RXgelのディスクの中央に割面を入れて分割した。パラフィンブロックの

割面の 5mm厚のスライスを HE染色すると、残存した RXgelは無構造な長方形の領

域として観察された。実体顕微鏡で HE染色標本を撮影し、残存する RXgelの断面

積を ImageJ ver 1.4.3 software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)で

測定した。移植したディスクの中央での断面積はもともと 6m2であることから、残存す

る RXgelの断面積を 6m2で割ることで残存率を計算した（図 7）。 

また、新生血管の増殖や組織器質化の重要な因子である筋線維芽細胞の RXgel

辺縁での発現を評価するため、切片の alpha smooth muscle actin (SMA)染色も行っ

た。120℃、5分間の加熱による抗原賦活化と、0.3% H2O2を添加した 100% メタノー

ルによる内因性ペルオキシダーゼ除去の後に、Histofine SAB-PO (M) kit (Nichirei 

Biosciences, Inc., Tokyo, Japan)のブロッキング溶液に 30分間浸漬した後に、PBSで

200倍希釈したSMA (M0851, Dako North America, Inc., Carpinteria, CA, USA)に
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4℃で 8-24時間浸漬した。その後、Histofine キットの 2次抗体と 20分間、酵素試薬

（ペルオキシダーゼストレプトアビシン）と 10分間それぞれ反応させた後、Tris Buffer

で希釈した DAB Tablet (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)溶液で 7分間

染色した。免疫染色標本の定量的評価として、既報の通り、染色スライドの写真を撮

影し、RXgel断面の中心を中心とした 500 × 1000-μm長方形の領域（region of 

interest; ROI）の中で、ImageJを用いて画像を二値化（閾値 180）してSMA陽性の領

域の面積を計測し、ROIの面積で割ることでSMA陽性率を測定した（図 8）35。 
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図 6. ラット腹直筋筋膜下への RXgelディスクの移植 

左：ラット腹直筋筋膜に 8mmの切開をおき、腹直筋筋膜下を剥離してポケットを作

成。鑷子で示した 6mmの RXgelディスクを作成したポケット内に移植。 

右：RXgelディスクを移植後、切開部を縫合閉鎖。 
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図 7. RXgel残存率測定 

 

HE染色で無構造の RXgel残存部分（黄色破線）の面積を測定し、移植時の RXgel

ディスク中央部の断面積である 6 x 1 m2(赤色点線領域の面積)で割ることで RXgel

の残存率を測定した。 

 

  



22 

 

図 8. 免疫染色陽性率測定 

免疫染色画像を binary化し、ゲル中央部を中心とした 1000x500m2の領域で免疫

染色陽性率を測定した。 
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統計解析  

本研究における統計学的解析は全て統計解析ソフト JMP Pro 14 statistical software 

(SAS Institute, Cary, NC, USA) を用いて行った。In vitroの浸潤深度の比較は Steel-

Dwass 検定、in vitroの各群の比較は対照群を設定した Dunnetｔ検定で行った。いず

れの検定方法においても P値 < 0.05を統計学的有意差とした。 
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1-2 結果 

RXgel 上での浸潤アッセイ 

 RXgel の生体内での硬度を比較するために、RX[10]、RX[15]、RX[20]それぞれの

上で線維芽細胞 (3T3-Swiss)の培養を 3 日間または 7 日間行った（浸潤アッセイ; 各

群 n=1）。3 日間 RXgel 上で培養された線維芽細胞の浸潤深度は Rx[10]、Rx[15]、

Rx[20]のそれぞれにおいて、6.23 ± 7.84 µm (n = 252 cells), 0.09 ± 3.43 µm (n = 251 

cells), 2.19 ± 3.84 µm (n = 216 cells)であった。また、7日目においてはそれぞれ、54.23 

± 48.65 µm (n = 294 cells), 4.13 ± 3.11 µm (n = 263 cells), 2.48 ± 2.95 µm (n = 344 cells)

であった 35。 

全ての群で垂直方向の浸潤が観察され、RX[10]の標本は他の群と比較して有意に浸

潤深度が深かった (P < 0.0005) (図 9) 35。 
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図 9. 浸潤アッセイ 35 

 

(A) 線維芽細胞(3T3-Swiss)を Rx[10]、Rx[15]、Rx[20]それぞれの上で 3 日(上段)ま

たは 7 日(下段)培養し、浸潤深度を計測した。蛍光染色は、actin filament を赤に、核

を青に、ゲル表面を緑にした。(B) RXgel 内を移動した細胞の分布を示した。浸潤深

度は全ての群間で統計学的有意差を認めた（*** P < 0.0005）。 
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RXgel 周囲器質化 

ゲル残存率は生体内での RXgelの分解速度を反映しており、分解速度が緩やか

であるほど残存率は高くなると考えられた。本研究では、それぞれの硬度の RXgelの

分解がどのように進むかを評価するため、7日目を対照群として 10日目、14日目の

残存率を比較した。同一ゲルの異なる日付間での有意差はみられなかったものの、全

ての硬度において 14日目まで経時的に RXgel の分解が進むことが視覚的・定量的

に確認された。Rx[10]は他の群と比較してかなり急速に分解に分解が進み、7日目の

時点でほとんど分解されていた(図 10) 35。一方で、Rx[15]と Rx[20]は類似した分解パ

ターンを示し、1mm厚の RXgel は 14日時点では完全には分解されず視認できる程

度には遺残していた。 
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図 10. ラット生体内での RXgel残存率の変化 35 

 

(A) HE染色における RXgel残存率の経時変化を示した。各郡内において異なる日

付間で統計学的有意差はなかった。 

(B) - (J) 各 RXgel移植後 7、10、14日後の 5m スライスの HE染色写真を示した。

HE染色により、RXgel は無構造な物質として認識できる。スケールバーはいずれも

1.0mmを表している。 
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一方、SMAは血管平滑筋や ECMを形成する主な因子である筋線維芽細胞のマ

ーカーであり、SMA陽性率は、RXgel内の新生血管や周囲の器質化組織の増殖を

反映する。ゲル残存率と同様、各 RXgelにおける 7日目を対照群として 10日目およ

び 14日目を比較したが、いずれの RXgel群においても統計学的有意差はみられな

かった(図 11) 35。 
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図 11. 移植後 RXgelのSMA 染色 35 

 

(A) 移植後 RXgel 標本のSMA 免疫染色により、SMA 陽性領域の割合を測定し

た。同一の RXgel群において、7日目、10日目、14日目の間で統計学的有意差は認

めなかった。 

(B)–(J) RXgel 移植後 7 日目、10 日目、14 日目の 5m 厚切片をSMA 免疫染色し

た。免疫染色により、SMA 陽性領域は茶褐色を呈した。残存した RXgel はやはり無

染色・無構造な領域として認識された。スケールバーはそれぞれ 1.0 mmを示している。 
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1-3 考察 

  本研究では新しい細胞増殖の足場材料として期待される RXgel の in vitro および in 

vivoの性質が照射量、すなわち、硬度によって変わることが示された。照射量が多くな

るほど線維芽細胞が潜り込みにくく、生体内で分解にかかる時間が長くなることが定量

的に示された。また、RXgelの分解とともにSMA発現組織が周囲に増加することも明

らかとなった。 

RXgel 移植実験における定量化の方法においては、ゲルの残存部分はSMA 陰

性となるため、ゲルの残存率がSMA陽性率に影響を与えている可能性がある。今回

の実験は RXgelの生体移植における preliminaryな実験であるという側面もあり、再現

性を高くするためにこのような評価系としたが、評価系に関してはさらなる検討を要す

る。 
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創傷治癒の過程は炎症期、増殖期、リモデリング期という 3 つのステージに分けら

れる 37,38。炎症期は組織の傷害が起こると即座に始まり、48 から 72 時間程度続く。損

傷した毛細血管からフィブリンやフィブロネクチンが漏れ出してネットワークを形成し、

好中球やマクロファージなどの炎症細胞の遊走を可能にする 37–39。これらの炎症細胞

がサイトカインを放出し、線維芽細胞を増殖期に中心的な役割を果たす筋線維芽細

胞に変換する 40。増殖期は 2日目から 14日目頃にかけて続き、筋線維芽細胞に特異

的な働きとして、SMA を含むストレスファイバーを増殖することで創収縮による組織

欠損の縮小と肉芽組織の増殖による組織欠損の充填を進め、筋線維芽細胞そのもの

は増殖期の終わりにアポトーシスにより死滅する。リモデリング期では、細胞外マトリッ

クスから分泌されたコラーゲンが肉芽組織に蓄積し、繊維組織を形成して創傷治癒過

程は完結する。RXgel 移植実験では、増殖期までの変化を観察するために 7, 10, 14
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日目の標本を評価した。 

SMA は増殖期に中心的な役割を担う筋線維芽細胞の最も信頼できるマーカーで

あり 40、14 日時点でのSMA 発現量は増殖期の器質化を反映している。各 RXgel 群

間で一定の経時的変化は見られなかったが、ゲルの分解とともに器質化が起こってい

ることが確認された。 

1-4 小括 

 新しい足場素材として期待される RXgel が照射量に応じて調整可能な生分解性を

持っていることが確認され、増殖期の器質化に寄与する筋線維芽細胞が RXgel の分

解される過程で発現し、器質化が進むことが示唆された。 
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第２章 

放射線架橋ゼラチンコーティング 

ePTFE人工血管周囲の器質化評価 

 

2-1 対象と方法 

RXgel コーティング ePTFE人工血管の作成 

 第 1章で使用した 3種の硬度のうち、Rx[10]は数日で分解されて器質化にどの程

度寄与するか不明であったこと、把持するだけで千切れてしまうなど、非常に柔らかく

容易に人工血管から剥離するなど扱いが難しいと思われたため、Rx[15]と Rx[20]を使

用することとした。 

 RXgel コーティング ePTFE 人工血管の作成のために市販の 4mm径 ePTFE 人工血

管 (AdvantaVTX, Atrium Maquet Getinge Group, Hudson, NH, USA)を使用した。
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ePTFE 人工血管表面は撥水性であるため、表面を処理して化学的に結合させた（図

12A）35。まず ePTFE 人工血管に 5 分間のエアプラズマ照射(YHS-R, SAKIGAKE-

Semiconductor Co., Ltd., Kyoto, Japan)を行い、表面に-OH基を付加した。次に、人工

血管をヘキサメチレンジイソシアネート(HDI)とテトラヒドロフランの 1:1溶液に 1時間浸

漬して-OH 基を-HDI 基に置換した。テトラヒドロフラン溶液に浸漬して未反応の HDI

を除去した後、人工血管を 10%ゼラチン溶液に浸漬し、人工血管表面にゼラチン層を

形成した。この段階でゼラチンのアミノ酸の一部が HDI と結合することでゼラチンを

ePTFE人工血管に化学的に結合させた。コーティングの厚さはゼラチン溶液に浸漬す

る回数で調整した。20℃で一晩凝固させた後に、60Co ガンマ線により人工血管を照射

した。50℃の PBS に 2 時間浸漬して未反応のゼラチンを除去し、RXgel コーティング

人工血管を作成した（図 12B, 12C）。ePTFEに結合した RXgel層の厚みを測定した結
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果を示した（図 12D）33。 

 前述の通り、Rx[10]は人工血管のコーティング素材としては硬度が不足していると思

われたため、Rx[15]と Rx[20]それぞれでコーティングすることとした。それぞれ厚みを

2種類用意し、 

1. Rx[15]薄層コーティング人工血管：Rx[15]t 

2. Rx[15]厚層コーティング人工血管：Rx[15]T 

3. Rx[20]薄層コーティング人工血管：Rx[20]t 

4. Rx[20]厚層コーティング人工血管：Rx[20]T 

の計 4 種類作成した（t:thin, T:Thick）。50℃で調整したゼラチン水溶液に人工血管を

約 30 秒浸漬し、室温（約 20℃）大気中に取り出して約 30 秒」を 1 回として、薄ゲルは
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2 回、厚ゲルは 4 回繰り返した。各人工血管のコーティング厚を測定した結果を示す

（表 2）35。
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図 12．RXgel コーティング ePTFE人工血管の作成 35 

（A）コーティングの一連の流れを示す。プラズマ処理により OH基を付加して HDIに

置換した後、そこにゼラチンを結合させてガンマ線照射を行った。実際に光沢のある

RXgelでコーティングされた ePTFE人工血管（B）およびゼラチンに食紅を混和して着

色したもの（C）。（D）RXgel コーティング ePTFE人工血管断面の電子顕微鏡での拡

大像。写真左下側の白い部分が ePTFE人工血管で、黄色い矢印で示した部分が

RXgelである。2種類の厚みのコーティングを用意した。 
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表 2．RXgel コーティング層の厚さ 35 

Sample Rx[15]t Rx[15]T Rx[20]t Rx[20]T 

Thickness [m] 66.5 ± 1.5 179.8 ± 9.5 67.6 ± 1.3 193.3 ± 5.9 

データはいずれも平均値±標準誤差で示した。 
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RX-gel コーティング ePTFE人工血管の生体内器質化評価 

 生体内での ePTFE 人工血管周囲の器質化を評価を評価するため、ラット体内への

移植実験を行った。前項のように直径 6mmの RXgel コーティング ePTFE人工血管を

作成し、幅 1mm ずつにスライスしてリング状にした。これを Sprague-Dawley ラット(週

齢 13–14 週; 400–600 g, 各群 n = 5)の腹直筋筋膜下に RXgelのディスクを移植した

際と同様の方法で移植した（図 13）。対照群として無コート（NC群）の ePTFE も移植し

た。移植後 14日または 28日でラットを安楽死させ、4%パラホルムアルデヒドの心腔内

投与による灌流固定を行った後に人工血管リングの標本を周囲組織と一塊にして摘

出した。取り出した標本は人工血管の中心線に沿って分割し、パラフィン固定した。パ

ラフィンブロックから 5mスライスを作成し、前述の方法によりSMAで免疫染色した。

また、今回は人工血管リング周囲に新たな増殖組織を視覚化するため、3 型コラーゲ
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ン（Col-III）免疫染色も行った。スライスは 0.1% Proteinase K solution (Proteinase K 

ready-to-use, S3020, Dako)による酵素法抗原賦活化処理の後、抗 Col-IIIモノクローナ

ル抗体 (1:200, ab6310, Abcam, Cambridge, UK)に浸漬した。その他の染色手順は

SMA と同様に行った。 

 免疫染色標本の顕微鏡写真を撮影し、人工血管リングの中心割面の腹直筋膜側と

腹直筋側の中間点で外表面に沿った 200 x 50 m2の長方形を ROI として、SMAお

よび Col-III それぞれの陽性領域の面積を ImageJ で binarize（閾値 180）して測定し

た。ROIに占めるSMA陽性領域の割合をSMA陽性率とし、同様に Col-IIIの割合

を Col-III陽性率とした（図 14）。 
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図 13. ラット腹直筋膜下への人工血管リング移植 

ラット腹直筋筋膜を切開し、筋膜と腹直筋の間を剥離してポケットを作成。厚さ 1mmの

人工血管リングを移植後、筋膜を閉鎖。 
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図 14. 移植人工血管周囲の免疫染色陽性率測定方法 

 

移植人工血管標本の中心断面のスライスの免疫染色画像を binary 化し、人工血管表

面の 200 x 50 m2 の領域内の免疫染色陽性面積を測定。領域の面積で除して陽性

率を測定した。 
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統計学的解析 

 結果は全て平均値±標準偏差で表した。統計学的解析は JMP Pro 14 statistical 

software (SAS Institute, Cary, NC, USA)を用いて行った。各群間の差は対照群に対

する Dunnett検定を行った。いずれも P<0.05をもって統計学的有意差とした。 
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2-2 結果 

RXgel コーティング人工血管周囲の組織増殖の評価 

  本実験においては、移植後同一日数における無コートの ePTFE人工血管とRXgel

コーティング人工血管のSMA 陽性率を比較した。移植後 14 日において、RXgel コ

ーティング人工血管は無コート人工血管と比較して有意に高いSMA 陽性率を示し

た。移植後 28 日においては、Rx[15]の両方の厚みにおいてのみ無コートと比較して

有意に高いSMA陽性率を示した（図 15）35。 

 また、本実験では移植後同一日数における無コート人工血管と RXgel コーティング

人工血管周囲の Col-III の陽性率も比較した。移植後 14 日においては Rx[15]t群の

みが無コート群と比較して有意に Col-III発現率が高かった。移植後 28日においては

Rx[15]t と Rx[15]Tのいずれにおいても無コートと比較して有意に Col-III 陽性率が高
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かった（図 16）35。 
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図 15．人工血管移植後切片のSMA免疫染色 35 

 

（A）SMA免疫染色を行い、SMA発現率を測定した。それぞれの日数で各 RXgel

コーティング人工血管群を無コート人工血管群と比較した(* P < 0.05, ** P < 0.005, 

*** P < 0.0005)。 

（B）-(K) 移植後 14日または 28日における各人工血管群の 5m厚スライスをSMA

染色した。それぞれの写真において、ePTFE人工血管の外表面が中央にあり、その

内側の人工血管壁が左側に続いている。SMA陽性領域は茶色で示されている。各

スケールバーは 100mを表している。 
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図 16．人工血管移植後切片の Col-III免疫染色 35 

 

（A） Col-III免疫染色を行い、Col-III発現率を測定した。それぞれの日数で各

RXgel コーティング人工血管群を無コート人工血管群と比較した(* P < 0.05, ** P < 

0.005)。 

（B）-(K) 移植後 14日または 28日における各人工血管群の 5m厚切片を Col-III

染色した。それぞれの写真において、ePTFE人工血管の外表面が中央にあり、その

内側の人工血管壁が左側に続いている。Col-III陽性領域は茶色で示されている。各

スケールバーは 100mを表している。 
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2-3 考察 

本研究では、第一章の結果を受けて Rx[15]および Rx[20]を用いて人工血管をコー

ティングし、周囲組織器質化を促進するかどうか検証した。PET と ePTFE という二つの

主な人工血管材料のうち、本研究では末期腎不全患者の血液透析アクセスとして

ePTFE を用いた動静脈内シャントが非常に広く使用されているという理由で ePTFE を

選択した。人工血管内シャント術後の漿液腫形成は重大な問題であり 41、ePTFE 人工

血管周囲の器質化を促す新技術は透析患者の QOLを高めることが期待される。本実

験では、それぞれの照射量で 2種類の厚みのコーティングを施した 4種類の RXgelコ

ーティング ePTFE人工血管を作成した。それらを厚さ 1mmのリング状にしてラットの腹

直筋膜下に移植し、移植後 14 および 28 日後の器質化を無コート ePTFE 人工血管と

比較した。人工血管周囲の器質化促進を評価するため、SMA と Col-III による染色
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を行った。SMA は創傷治癒の早期に創収縮とコラーゲン増殖という最も重要な働き

を担う筋線維芽細胞の最も信頼できるマーカー42 として、Col-III は線維増殖の初期に

おけるコラーゲンの主なサブタイプである 37ことからターゲットとした。Rx[15]でコーティ

ングした ePTFE 人工血管は、無コートの ePTFE 人工血管と比較してSMA と Col-III

のいずも有意に高い発現率を示していた。一方、Rx[20]でコーティングした ePTFE 人

工血管も同様に無コート群よりSMAおよびCol-IIIの発現率が高い傾向を示したが、

統計学的有意差は認めなかった。本研究で用意した硬度や厚み以外により至適な条

件があるのかどうかなども含め、より詳細な設定や検討が必要である。また、コーティン

グそのものによる弾性の変化やハンドリングの問題は認めなかったが、今回作成した

人工血管は添加物を加えていないためか数ヶ月単位の保存により表面が乾燥して固

くなってしまう問題が見られた。臨床応用のためには長期保存の可能な組成を見出す
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必要があると考えられた。 

 

第一章の考察で述べた通り、創傷治癒過程は炎症期、増殖期、成熟期に分けられ、

侵襲が加わって 48時間から 14-21日頃にかけて起こる増殖期が器質化において最も

重要な過程である。そのため、本研究では人工血管移植後 14 日および 28 日目の標

本を評価することとした。SMA の発現により増殖期の早期に中心を担う筋線維芽細

胞の増殖を確認し、線維増殖の初期に 1型コラーゲンより優位である Col-IIIの増加を

定量的に解析することで、RXgelが ePTFE人工血管周囲の器質化を有意に促進する

ことを確認できた。 

それぞれの群において 14日目と 28日目の間でそれほど大きくSMAや Col-IIIの

陽性率が増加しなかった理由を考察する。SMA は筋線維芽細胞のマーカーであり、
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筋線維芽細胞は治癒の進行とともにアポトーシスにより死滅する 37,40ために 14日目以

降ピークを迎えた可能性が高い。Col-III についても繊維増殖の初期の中心であるが

最終的な線維化では分解されて 1 型コラーゲンに置き換わる 37ために 28 日目より前

にピークを超えていることが示唆される。 

炎症期の浸潤細胞の評価としての免疫細胞の関与や繊維増殖に関わる他の因子

の評価は本実験では行わなかったが、今後の臨床応用などを検討する際には、より詳

細なメカニズムの解明のためにより多くの物質を対象として免疫染色や定量的な評価

を行うことが望ましい。 

 人工血管周囲器質化を誘導する理想的な材質として、創傷治癒を促進するだけで

はなく、安全性（生体にとって有害でないこと）・実用性（高価ではなく容易に入手でき

ること）・生分解性（ある程度の期間で分解されること）が重要であると考えられている。
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RXgel の成分であるゼラチンは、生体適合性および生分解性を持ち、安全性や実用

性も持ち合わせている 29。このことはゼラチンコーティング人工血管が心臓血管外科

手術において長年広く使用されていることからもわかる 22,43。大山らによると、RXgel 独

自の利点として、ECM 類似性と形状や硬度の調整が可能で多用途に利用できること

がある 34。RXgel は ECM由来のゼラチンと水のみから作られており、生適合性・生分

解性・細胞接着性などのゼラチンの生物学的機能 33 を失うことなく広範な軟部組織を

カバーできるあらゆる硬さに調整することができる。この材質は、普段から食物や医療

材料の滅菌に使用される線または電子線の照射による簡便かつ効率的な放射線架

橋技術により作成され、照射量を調整することで硬度を変えることができる。RXgel コ

ーディング人工血管を作成するために必要な照射線量は滅菌に使用される範囲内で

ある 4-25 J/g である。すなわち、照射の過程で RXgel を作成すると同時に滅菌するこ
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とができる。 

 今回のモデルではコーティングによる内腔への影響や内腔に血流が流れることでど

のような影響があるのかが評価できていない。今後、実用化を考える上では、大型動

物でのバイパスモデルなどを検討する必要がある。また、安全面に関して、今回の研

究期間ではラットの挙動や移植部位周囲の組織などに関して肉眼的な悪影響はなか

ったが、客観的評価はできていない。より長期間の生体への影響についても含め、さ

らなる評価が必要である。 

人工血管と自己血管のコンプライアンスの差は人工血管移植後の人工血管閉塞の原

因になると考えられている 44–47。今後さらなる検討を要するが、RXgel は照射量によっ

て硬度を調節することができるため、対応可能と考えている。また、人工血管移植後の

周囲器質化は、人体内と比較して動物モデルでは良好な結果が得られることが知られ
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ており、この点に関してもさらなる知見の集積が必要である。 
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2-4 小括 

 本研究では、無コートの ePTFE 人工血管とは異なり、RXgel コーティング ePTFE 人

工血管は移植後 28日でSMAおよび Col-IIIの豊富な肉芽組織に覆われていた。こ

の事実は RXgel が ePTFE 人工血管周囲の器質化を促進する有望な材質であること

を示している。 
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結論 

本研究では、ガンマ線架橋ゼラチンハイドロゲルである RXgel が筋線維芽細胞の

豊富な肉芽組織を増殖させ、RXgel で ePTFE の外表面をコーティングすることで人工

血管周囲の器質化を促進することをラットモデルで示した。RXgel コーティング ePTFE

人工血管は器質化不良が関与する人工血管漿液腫や人工血管感染などの移植後合

併症を減少させることが期待される。 
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