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分担研究報告書 
 

抗感染性の検討 
 
    分担研究者 茂呂 徹  (東京大学医学部付属病院 特任准教授) 

宮本比呂志 (佐賀大学医学部 教授) 
 
研究要旨：抗感染性の検討の前提として、金属表面のポリ MPC (PMPC)処理に

ついて、ディップコーティング法およびグラフトコーティング法を用いて検討

した。グラフトコーティング法では、MPC 水溶液濃度・紫外線照射時間 (重合

時間)の至適条件 (0.5 mol/L、90 分)を確立した。また、これらの表面処理表面

について、タンパク質吸着、細菌付着が抑制されることを明らかにした。以上

の成果により、MPC ポリマー処理金属は、親水性の高い、タンパク質吸着を抑

制する表面を有しており、細菌付着の抑制が期待できる。 
 
A. 研究目的 
 疾患や外傷による膝関節の機能

障害は、中高年者の健康寿命を短縮

し、生活の質 (QOL)を低下させる重

大な病態である。高齢化が急速に進

むわが国において膝関節障害の患

者数は今後も増え続けることは確

実であり、その治療法を確立するこ

とは、重要な課題といえる。 
 人工膝関節手術は、高度の膝関節

障害に対する治療法である。実用化

から約半世紀が経過し、優れた治療

法として健康寿命の延伸と QOL の

獲得に貢献をしている。一方、人工

関節表面へのバイオフィルム形成

に続発する感染、は一度生じると入

れ換えを余儀なくされる深刻な合

併症である。手術成績の向上のため、

これらの合併症を克服する画期的

な人工膝関節のニーズは高い。 
 申請者らは平成 15 年度長寿科学

総合研究事業を通じて、親水性と生

体親和性に優れた合成リン脂質、

2-methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine (MPC)を用いて、

ポリエチレン表面を修飾する技術

を開発した。MPC ポリマーは、細

胞やタンパク質の吸着を抑制する

ことから、感染の誘因となるバイオ

フィルムの形成を抑制する効果も

期待できる。 
 本研究の目的は、金属コンポーネ

ント表面に MPC ポリマーのナノ表

面処理技術を応用し、タンパク質吸

着抑制作用による、細菌接着・バイ

オフィルム形成の抑制効果につい

て検討することである。このため、

まず、金属表面における至適な MPC
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ポリマー処理方法を確立した。次に、

これらの MPC ポリマー処理金属表

面について、タンパク質吸着抑制効

果・細菌付着抑制効果を検討した。 
 
B. 研究方法 
1. 材料 
 本研究では､人工関節に用いられ

ているコバルトクロムモリブデン 
(Co-Cr-Mo)合金および純チタン (以
下純 Ti)を用いた。Co-Cr-Mo 合金お

よび純 Ti の表面を、表面粗さ 0.01
～0.02 µm になるよう研磨した後、

米国材料試験協会 (ASTM)の基準に

従って、不純物の除去と酸化被膜の

形成のために 35 vol%の硝酸に 35 分

浸漬した。硝酸処理した金属片を洗

浄した後、速やかに 500 W の酸素プ

ラズマ処理を 5 分間行った｡ 
 
2. MPC 処理方法の検討 
 得られた Co-Cr-Mo 合金、純 Ti

試験体表面を、MPC ポリマーを用

いたディップコーティング法、ポリ

(MPC) (PMPC)を用いたグラフトコ

ーティング法により処理した (図 1)。 
① PMB30 ポリマーを用いたディッ

プコーティング法 (PMB30 処理) 
 MPC と n-ブチルメタクリレート 
(以下、BMA)を予め共重合した

PMB30 ポリマー (30 mol%の MPC
を含有)を用いて、0.5 mass%となる

ように調整した PMB30 エタノール

溶液を準備した。B-1 項において、

洗浄した Co-Cr-Mo 金属試料を、

PMB30 エタノール溶液に浸漬する

ことで、ディップコーティングを行

った (PMB30 処理)。 
② PMPC グラフトコーティング法  
 B-1 項 に お い て 、 洗 浄 し た

Co-Cr-Mo 金属試料を、5 mass%トリ

メタクリロイルオキシプロピルトリ

メトキシシラン (MPSi)､1 mass%コ

ハク酸､ 0.1 mass%イルガキュア 
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図 1. PMB30 を用いたディップコーティング、PMPC を用いたグラフトコーテ

ィングによる金属表面処理 
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(D2959)を含むエタノール溶液に 12
時間浸漬した｡Co-Cr-Mo 試験体を取

り出し､エタノールで洗浄した後、

70℃で 3 時間アニール処理した｡ 
 続いて 0.5 mol/L に調製した MPC
の 水 溶 液 に シ ラ ン 処 理 し た

Co-Cr-Mo 試験体を浸し、5 mW/cm2

の強度をもつ紫外線を 90 分間照射

して、光開始グラフト重合を行った｡

照射後､試験体を水およびエタノー

ルで洗浄し､未重合の MPC および遊

離のポリマーを除去した｡ 
 

3. PMB30 処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo
合金および純 Ti 表面の解析 
 得られた PMB30 処理/PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金および純 Ti 試験体に

ついて、X 線光電子分光 (XPS)分析、

フーリエ変換赤外分光 (FT-IR)分析、

水による静的接触角の測定、蛍光物

質ローダミン 6G を用いた染色によ

る顕微鏡観察および透過電子顕微鏡 
(TEM)観察を行った。次年度以降の

検討に備え、金属表面へのタンパク

質吸着試験を行った。 
① XPS 分析 
 PMB30 処理 /PMPC 処理前後の

Co-Cr-Mo 試験体の表面元素状態に

ついて、XPS 分析を行った。XPS 分

析には、KRATOS ANALYTICAL 社

製 XPS 分析装置 AXIS-HSi165 型を

用い、X 線源は Mg-K線、印加電圧

を 15kV、光電子の放出角度を 90°と
した。 
② FT-IR 分析 
 PMB30 処理 /PMPC 処理前後の

Co-Cr-Mo 試験体の官能基振動につ

いて、FT-IR 分析を行った。FT-IR
分析は、全反射 (ATR)法により行っ

た。波数 800～2000 cm-1、分解能 4 
cm-1、積算回数 100 回とした。 
③ 水の静的接触角測定 
 試験体表面の静的なぬれ性 (静的

表面接触角)について、液滴法により

評価した。静的表面接触角は ISO 
15989 規格に準拠し、液滴量 1 L の

純水を液適後、60 秒間経過時点にお

いて測定した。 
④ 蛍光物質ローダミン6Gを用いた

染色による顕微鏡観察 
 200 ppmに調製したローダミン6G
水溶液を染色に用いた。蛍光発光イ

メージングには、蛍光顕微鏡を使用

した。レンズ倍率は 5 倍で、サンプ

ル毎に、適切な感光時間で撮影した。 
⑤ TEM 観察 
 PMB30 処理 /PMPC 処理前後の

Co-Cr-Mo 試験体を所定の大きさに

切削し､表面を Al 保護した後､Ga イ

オンビームを照射して断面を薄膜化 
(FIB 加工)した｡透過型電子顕微鏡を

用い､試料縦断面を観察した｡ 
 
4. PMPC 処理の至適条件の検討 
 一般に浸漬する溶液の濃度を変化

させるだけのディップコーティング

の制御に比べ、グラフトコーティン

グの制御は複雑である。したがって、

ここでは、溶液濃度・処理時間を変

化させて、その至適条件を検討した。 
 2-②に記載の方法のうち、MPC 水

溶液の濃度を 0.25～1.00 mol/L の範
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囲で、紫外線照射時間 (重合時間)を
23～180 分の範囲で変化させて、グ

ラフト重合を行った。種々の条件で

作製された PMPC 処理 Co-Cr-Mo の

表面について、3 項で示される方法

にて解析した。 
 
5. タンパク質吸着試験 
 金属表面へのタンパク質吸着に

ついて、低濃度のタンパク質濃度測

定に適した micro-BCA Protein Assay
試薬を用いて評価した。 

 PMB30 処理および PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金表面に吸着したタンパ

ク質量について、micro-BCA 法により

評価した。測定前、いずれの試験片も、

リン酸緩衝液（PBS）に 1 時間浸漬さ

せた。PMB30 処理および PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金試験体を、ウシ血清ア

ルブミン（BSA、Mw = 6.7 × 104；シグ

マ-アルドリッチ社製）、ウシ血清-
グロブリン（Mw = 1.5 × 105；シグマ-
アルドリッチ社製）およびウシ血漿フ

ィブリノーゲン（Mw = 3.4 × 105；シグ

マ-アルドリッチ社製）溶液に、37℃
で 1 時間浸漬させた。BSA、-グロブ

リンおよびフィブリノーゲン溶液は、

ヒトの血漿の 10%の濃度になるよう

に、それぞれ 4.5、1.6 および 0.3 g/L
に調製した。浸漬後、PMB30 処理お

よび PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金試験体

は、PBS で 5 回洗浄した後、室温で 1
時間、界面活性剤溶液に浸漬した。

PMB30処理/PMPC処理Co-Cr-Mo合金

表面より引き剥がされた BSA、-グロ

ブリンおよびフィブリノーゲンの量

は、 micro-BCA Protein Assay 試薬

（#23235）を用いて、評価した。 
 
6. 細菌付着抑制効果の検討 

1). 材料 
 人工膝関節に用いられている純チ

タン（Ti）、およびコバルトクロム

モリブデン（Co-Cr-Mo）合金につい

て、直径 14 mm × 1 mm 厚の試験金

属片を作製した。試験金属片表面を、

前年度までに確立した方法で、MPC
ポリマーを用いたディップコーティ

ング法（PMB30 処理）、およびポリ

MPC（PMPC）を用いたグラフトコ 

ーティング法（PMPC 処理）により、

それぞれ処理した。人工関節感染の多

くは、患者自身に常在するブドウ球菌

が起炎菌であるので、菌株には、バイ

表 1. PMB30 処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金の表面原子濃度と静的接触角 

Co2p

The standard deviations are shown in parentheses.
Signif icant difference (p < 0.001) as compared to the untreated Co-Cr-Mo.

Cr2p Mo3d

26.7
(1.5)

5.4
(0.4)

0.4
(0.0)

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

C1s N1sO1s P2p

14.6
(1.3)

52.9
(2.7)

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

70.6
(1.4)

24.1
(1.3)

2.3
(0.4)

3.0
(0.3)

61.7
(0.7)

28.0
(0.6)

5.0
(0.3)

5.3
(0.1)

Sample

PMPC-grafted Co-Cr-Mo

PMB30-adsorbted Co-Cr-Mo

Co-Cr-Mo (untreated)

Surface elemental composit ion (atom%)
Contact angle (deg)

Si2p

0.0
(0.0)

0.0
(0.0)

0.1
(0.1)

81.6
(4.8)

95.8
(3.5)

23.5
(8.4)

*

*
**

**

**
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オフィルムを形成する黄色ブドウ球

菌の臨床分離株 Staphylococcus aureus 
UEOH-6 を使用した。 
 
2). 細菌付着抑制効果の検討 
 トリプトソイブロス（TSB）中にて

前培養を 16 時間行った黄色ブドウ球

菌を遠心分離し、リン酸緩衝生理食塩

水（PBS）または非働化したウシ胎児

血清（FCS）に懸濁した。金属材料表

面に菌を付着させるために、8×108 の

菌を含む 0.5 mL の懸濁液を、24 ウェ

ルプレートに配置した試験金属片上

に接種して、37℃で 1 時間インキュベ

ートした。その後、試験金属片表面を

1 mL の PBS で 3 回リンスして、未付

着の細菌を除去した。試験金属片表面

に残存した菌について、 2 種の材質

（純 Ti、Co-Cr-Mo 合金）の、2 種の

表面処理（PMB30 処理、PMPC 処理）

で次の 3 つの項目について比較した。 
① 蛍光顕微鏡観察 
 試験金属片表面の菌体を SYTO-9 に

より染色し蛍光顕微鏡で観察した。 
② 走査型電子顕微鏡観察 
 試験金属片を 2.5% グルタルアルデ

ヒド中に室温で 1 時間浸漬した。洗浄

後、5%きざみで 50%から 100%に調製

したエタノール中に順次浸漬するこ

とで脱水を行った。乾燥後、試験片表

面に金蒸着を施し、走査型電子顕微鏡

で観察した。 
③ 付着生菌数測定 
 試験金属片を 10 mL の PBS中で超

音波処理を 10 分間おこない、試験片

表面に付着した菌を回収した。これ

をリン酸緩衝生理食塩水で段階希釈

して 110 番寒天培地に塗布し、37℃
で 2 日間インキュベートした。出現

したコロニーを計数し、付着生菌数

を求めた。 
 

3). バイオフィルム形成抑制効果の検

討 
 バイオフィルムを効率よく形成さ

せるため、グルコース濃度を 0.5%に

調整した TSB で 6×105/mL に希釈した

対数増殖期の黄色ブドウ球菌を 0.5 
mL ずつ、24 ウェルプレートに配置し

た純 Ti 試験片上に接種して、37℃で

24 時間インキュベートした。その後、

純 Ti 試験片表面を 1 ml の PBS で 3 回

リンスし、 2 種の表面処理（PMB30
処理、PMPC 処理）で次の 2 つの項目

について比較した。 
① 蛍光顕微鏡観察 
 純 Ti 試験片を SYTO-9 により菌体

を、Sypro Ruby でバイオフィルムの成

分である菌体外マトリクスを、それぞ

れ染色し、蛍光顕微鏡で観察した。 
② 付着生菌数測定 
 純 Ti 試験片表面をセルスクレーパ

ーで掻き取ることにより、付着した菌

を回収した。これを PBS で段階希釈し

て 110 番寒天培地に塗布し、37℃で 2
日間インキュベートした。出現したコ

ロニーを計数し、付着生菌数を求めた。

試験片に付着しなかった菌も回収し、

付着菌と同様に生菌数を測定した。 
 

4). 細菌遺伝子発現の定量的評価 
 前項に記載した方法で、純 Ti 試験
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片上で黄色ブドウ球菌を培養し、バイ

オフィルムと非付着菌をそれぞれ回

収した。両者から全 RNA を抽出し、

GeneChip S. aureus Genome Array 
(Affymetrix) にて網羅的な遺伝子発現

解析をおこなった。 

 
C. 研究結果 
1. PMB30 処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo
合金および純 Ti 表面の解析 
① XPS 分析 
 表 1 に、XPS スペクトルより求め

た PMB30処理/PMPC処理Co-Cr-Mo
合金の表面原子濃度を示す。PMB30
処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金表面

には、MPC 由来の窒素、リンが検出

された。また、PMPC 処理 Co-Cr-Mo
合金表面の窒素、リンの原子濃度は、

PMPC の理論値 (各々、5.3 atom%)
に近い値にまで達していた。これに

対し、MPC 含有量が 30 mol%である

PMB30 を用いて処理した表面での

それらは、2.3～3.0 atom%に留まっ

た。また、PMB30 処理および PMPC
処理純 Ti 表面においても、同様の結

果であった (表省略)。 
② FT-IR 分析 
 図 2 に、PMB30 処理/PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金の FT-IR/ATR スペク

トルを示す。 
 未処理 Co-Cr-Mo 合金表面では、

赤外吸収ピークの存在が認められな

かったのに対し、PMB30 処理/PMPC
処理 Co-Cr-Mo 合金表面では、

1460cm-1 付近にメチレンに帰属され

るピーク、1240、1080 および 970 cm-1

にリン酸基に帰属されるピークが、

1720 cm-1 にケトン基に帰属される

ピークが観察された。また、PMPC
処理 Co-Cr-Mo 合金表面では、Si-O
基に帰属されるピークが観察された。

また、PMB30 処理/PMPC 処理純 Ti
表面においても、同様のピークが認

められた (図省略)。 
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図 2. PMB30 処 理 /PMPC 処 理

Co-Cr-Mo 合金の FT-IR/ATR スペク

トル 
 
③ 水による静的接触角の測定 
 表 1 に、PMB30 処理/PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金の水による静的接触

角を示す。 
 未処理Co-Cr-Mo合金/純Ti表面の

静的接触角は、それぞれ 81.6°、77.2°
だった。PMB30 処理 Co-Cr-Mo 合金

/純 Ti 表面の静的接触角は 95.8°、
95.6°であった。これに対し、PMPC
処理Co-Cr-Mo合金/純Ti表面のそれ

らは、それぞれ 23.5°、20.1°と高い

親 水 性 を 示 し た  (PMB30 処 理
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/PMPC 処理純 Ti の表省略)。 
④ 蛍光物質ローダミン6Gを用いた

染色による顕微鏡観察 
 図 3 に、PMB30 処理/PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金の蛍光顕微鏡写真を

示す。 
 未処理 Co-Cr-Mo 合金では、ほと

んど蛍光発光が見られないのに対し、

PMB30 処 理 /PMPC 処 理 し た

Co-Cr-Mo 合金はいずれも、表面全域

において発光が認められ、その状態

は均一であった。また、PMB30 処理

/PMPC 処理純 Ti 表面においても、

同様の蛍光発光状態が認められた 
(図省略)。 
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Co-Cr-Mo
(untreated)
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図 3. PMB30 処 理 /PMPC 処 理

Co-Cr-Mo 合金の蛍光顕微鏡写真 
 

⑤ TEM 観察 
 図 4 に、PMB30 処理/PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金の断面 TEM 写真を示

す。PMB30 処理 Co-Cr-Mo 表面には、

約 50 nm の PMB30 処理層の形成が

認められた。また、その層中には幾

らかの気孔の形成も認められた。こ

れに対し、PMPC 処理 Co-Cr-Mo 表

面には、約 200 nm の均一な処理層

の形成が認められた。また、PMB30
処理/PMPC 処理純 Ti 表面において

も、同様の処理層形成が認められた 
(図省略)。 
 
2. PMPC 処理の至適条件の検討 
① XPS 分析 
 図 5 に、XPS スペクトルより求め

た種々の条件で作製した PMPC処理

Co-Cr-Mo 合金の表面原子濃度を示

す。いずれの MPC 水溶液濃度にお

いても、重合時間が延長するに伴っ

て、PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金表面

のケイ素濃度は減少する一方で、窒

素、リンの濃度は増加した。0.50 
mol/L の MPC 水溶液濃度のとき、90
分以上の紫外線照射時間にて、窒素、

リンの濃度が、MPC 原子濃度の理論

 

 
 

図 4. PMB30 処理および PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金の断面 TEM 写真 
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値に到達した。1.00 mol/L の MPC 水

溶液濃度のとき、45 分以上の紫外線

照射時間にて、窒素、リンの濃度が、

理論値に到達した。 
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図 5. 種々の条件で作製した PMPC
処理 Co-Cr-Mo 合金の表面原子濃度 
 

② 水による静的接触角の測定 
 図 6 に、種々の条件で作製した

PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金の水によ

る静的接触角を示す。いずれの MPC
水溶液濃度においても、重合時間が

延長するに伴って、PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金表面の接触角は低下

した。0.50 mol/L 以上の MPC 水溶液

濃度のとき、90 分以上の紫外線照射

時間で、PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金

表面の接触角は約 20°で安定した｡ 
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図 6. 種々の条件で作製した PMPC
処理 Co-Cr-Mo 合金の水による静的

接触角 
 
③ TEM 観察 
 図 7 に、種々の条件で作製した

PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金 (90 分の

紫外線照射時間)の断面 TEM 写真を

示す。 
 MPC 水溶液濃度を増やすことに

より､Co-Cr-Mo 合金表面に形成する

PMPC 層の厚さは増加した｡1.00 
mol/L の MPC 水溶液濃度のとき、そ

の層厚は役 360 nm に達した。 
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図 7. 種々の条件で作製した PMPC
処理Co-Cr-Mo合金の断面TEM写真 
 
3. タンパク質吸着試験 
 図 8～10 に、BCA 法により評価し

た PMB30 処理および PMPC 処理

Co-Cr-Mo 合金表面のアルブミン、

-グロブリンおよびフィブリノー

ゲン吸着量を示す。 
 PMB30 処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo
合金表面に吸着したアルブミン量は、

未処理 Co-Cr-Mo 合金表面のそれの

1/5～2/5 程度であった（図 8）。ま

た、これらの群間における差は、統

計学的に有意（p < 0.001）であった。 
 PMB30 処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo
合金表面に吸着した-グロブリン量

は、未処理 Co-Cr-Mo 合金表面の 1/3
～1/2 程度であった（図 9）。また、

これらの群間における差は、統計学

的に有意（p < 0.001）であった。 
 PMB30 処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo
合金表面に吸着したフィブリノーゲ

ン量は、未処理 Co-Cr-Mo 合金表面

の 1/16～1/8 程度であった（図 10）。
また、群間における差は、統計学的

に有意（p < 0.001）であった。 
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図 8. BCA 法により評価した PMB30
処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金のア

ルブミン吸着量 
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図 9. BCA 法により評価した PMB30
処理/PMPC 処理 Co-Cr-Mo 合金の-
グロブリン吸着量 
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図 10. BCA 法により評価した

PMB30処理/PMPC処理Co-Cr-Mo合
金のフィブリノーゲン吸着量 
 
4. 細菌付着抑制効果の検討 

1). 純チタン表面における細菌付着抑

制効果の検討 
 人工関節のステム部分の材料とし

て使用される純 Ti について、表面の

MPC 処理による細菌付着抑制効果を、

PBS 中と FCS 中でそれぞれ検討した。 
a) PBS 中での試験 
 まず、黄色ブドウ球菌の増殖に必要

な栄養源を含まない PBS をもちいて、

貧栄養下での検討をおこなった。 
① 蛍光顕微鏡観察 
 黄色ブドウ球菌の純 Ti 表面への付

着状態を観察するため、純 Ti 表面に

付着した黄色ブドウ球菌を蛍光色素

で染色し、蛍光顕微鏡で観察した（図

11）。その結果、未処理の場合にとこ

ろどころに観察された細菌塊が、

PMB30 処理表面ではわずかに点在す

る細菌が観察されるのみで、付着細菌

が著しく減少していた。驚いたことに、

PMPC処理表面では付着細菌がまった

く観察されなかった。  
 

Untreated

PMPC

PMB30

Untreated

PMPC

PMB30

 

図 11. PBS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた純 Ti 表面の蛍光顕微鏡観察像 
（200 倍） 
 

② 走査型電子顕微鏡観察 
 黄色ブドウ球菌の純 Ti 表面への付

着状態をさらに詳しく観察するため、

純 Ti 表面に付着した黄色ブドウ球菌

を走査型電子顕微鏡で観察した（図

12）。その結果、未処理の表面には多

数の黄色ブドウ球菌が観察された。一

方、MPC 処理を施した純 Ti 表面には、

PMB30 処理、PMPC 処理どちら場合で

も、ほとんど菌が観察されなかった。  
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図 12. PBS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた純 Ti 表面の走査型電子顕微鏡

観察像（2000 倍） 
 

③ 付着生菌数 
 純 Ti 表面に付着した黄色ブドウ球

菌の数を測定したところ、純 Ti 表面

への PMB30処理および PMPC処理は、

付着生菌数を約 99%減少させること

がわかった（図 13）。  
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図 13. PBS中における純Ti表面への黄

色ブドウ球菌の付着生菌数 

b) FCS 中での試験 
 次に、人工膝関節が装着された生体

内の環境を再現するために、FCS をも

ちいた検討をおこなった。 
① 蛍光顕微鏡観察 
 未処理の純 Ti 表面には点在する細

菌が観察されたが、MPC で処理され

た表面では、PMB30 処理、PMPC 処理

ともに、菌がほとんど観察されなかっ

た（図 14）。 
 

Untreated

PMPC

PMB30

 
図 14. FCS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた純 Ti 表面の蛍光顕微鏡観察像 
（200 倍） 
 

② 走査型電子顕微鏡観察 
 未処理の純 Ti 表面には、凝集した

細菌塊が観察された。一方、MPC 処

理を施した純 Ti 表面には、PMB30 処

理、PMPC 処理どちら場合でも、ほと

んど菌が観察されなかった（図 15）。 
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図 15. FCS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた純 Ti 表面の走査型電子顕微鏡

観察像（2000 倍） 
 

③ 付着生菌数 
 PBS 中の場合と同様に、純 Ti 表面

に PMB30 処理および PMPC 処理を施

すことにより、菌の付着が約 99%減少

した （図 16）。  
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図 16. FCS中における純Ti表面への黄

色ブドウ球菌の付着生菌数 

2) Co-Cr-Mo 合金表面への細菌付着抑

制効果の検討 
 人工関節のステム部分の材料とし

て純 Ti とともに使用される、

Co-Cr-Mo 合金について、表面の MPC
処理による細菌付着抑制効果を、PBS
中と FCS 中でそれぞれ検討した。 
a) PBS 中での試験 
① 蛍光顕微鏡観察 
 未処理表面では菌が全表面に均一

に付着していたのに対し、PMB30 処

理および PMPC 処理を施すことによ

って、菌の付着が顕著に抑制されてい

た（図 17）. 

Untreated

PMPC

PMB30

 
図 17. PBS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた Co-Cr-Mo 合金表面の蛍光顕微

鏡観察像（200 倍） 

 
② 走査型電子顕微鏡観察 
 純 Ti の場合と同様に、MPC 処理に

よって菌の付着が顕著に抑制された

（図 18）。 
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図 18. PBS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた Co-Cr-Mo 合金表面の走査型電

子顕微鏡観察像（2000 倍） 

 
③ 付着生菌数 
 純 Ti の場合と同様に、PMB30 処理

および PMPC 処理を施すことにより、

菌の付着が約 99%減少した（図 19）。 
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図 19. PBS 中における Co-Cr-Mo 合金

表面への黄色ブドウ球菌の付着生菌

数 

 

b) FCS 中での試験 
① 蛍光顕微鏡観察 
 純 Ti の場合と同様に、未処理表面

で観察された細菌が、MPC 処理表面

ではほとんど観察されなかった（図

20）。 
 

Untreated

PMPC
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図 20. FCS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた Co-Cr-Mo 合金表面の蛍光顕微

鏡観察像（200 倍） 
 

② 走査型電子顕微鏡観察 
 純 Ti の場合と同様に、PMPC 処理に

よって菌の付着が顕著に抑制された

（図 21）. 
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図 21. FCS 中で黄色ブドウ球菌と接触

させた Co-Cr-Mo 合金表面の走査型電

子顕微鏡観察像（2000 倍） 
 

③ 付着生菌数 
 純 Ti の場合と同様に、Co-Cr-Mo 合

金表面に PMB30 処理および PMPC 処

理を施すことにより、菌の付着が約

99%減少した（図 22）。 
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図 22. FCS 中における Co-Cr-Mo 合金

表面への黄色ブドウ球菌の付着生菌

数 

2). バイオフィルム形成抑制効果の検

討 
 MPC 処理による純 Ti 表面および

Co-Cr-Mo 合金表面への菌の付着抑制

効果はきわめて大きなものであるが、

わずかに付着した菌が、バイオフィル

ムを形成する可能性がある。そこで、

MPC 処理のバイオフィルム形成抑制

効果について検討した。MPC 処理に

よる黄色ブドウ球菌の付着抑制効果

は、金属材料で差がなかったので、純

Ti でのみ検討をおこなった。 
① 蛍光顕微鏡観察 
 未処理の場合には純 Ti 試験片表面

が多数の菌体とバイオフィルムに覆

われていたが、MPC で処理された表

面では、PMB30 処理、PMPC 処理とも

に、菌体とバイオフィルムがほとんど

観察されなかった（図 23）。 
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図 23. 純 Ti 表面におけるバイオフィ

ルム形成（200 倍） 
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② 付着生菌数 
 純Ti表面にPM30処理およびPMPC
処理を施すことで、付着菌数が 99%減

少した（図 24）。一方、浮遊菌数は、

MPC 処理の有無で差がなかった。 
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図 24. 純チタン表面のバイオフィル

ム中の生菌数（上）および未付着浮遊

菌の生菌数（下） 

 

3). 遺伝子発現の定量的評価 
 純 Ti 表面で形成されたバイオフィ

ルム中の菌と、未付着の浮遊菌とで遺

伝子発現を定量的に比較し、バイオフ

ィルムで発現が上昇している遺伝子

を探索した。その結果、純 Ti 表面の

バイオフィルムでは、物質輸送、細胞

壁、鉄イオン結合、代謝、などに関与

する遺伝子の発現が、浮遊菌に比べて

亢進していることがわかった（図 25）。 
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図 25. 未処理 Ti 表面のバイオフィル

ムで発現が誘導される遺伝子 
 
D. 考察 
 本研究の目的は、金属コンポーネ

ント表面に MPC ポリマーのナノ表

面処理技術を応用し、タンパク質吸

着抑制作用による、細菌接着・バイ

オフィルム形成の抑制効果につい

て検討することである。 
1.金属表面の MPC ポリマー処理 
 ディップコーティング法、グラフ

トコーティング法を用いて検討し

た。いずれの方法でも、Co-Cr-Mo
合金表面に均一な MPC ポリマー層

が形成することが確認された。 
 ディップコーティング法に用い

た PMB30 は、30 mol%の MPC しか

含まれておらず、水に不溶なポリマ

ーである。従って、PMB30 処理

Co-Cr-Mo 合金表面の静的接触角は、

未処理 Co-Cr-Mo 合金表面のそれよ

りも高い値を示した。しかしながら、
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既報において、動的な接触角は低い

値を示しており、十分な湿潤環境に

ある生体内においては、親水性表面

を形成すると考えられた。 
 グラフトコーティング法では、シ

ラン処理と MPC の表面グラフト重

合の二段階処理を行った。シラン処

理により、重合性基を Co-Cr-Mo 合

金表面に導入した表面では、その表

面接触角が約 80°と比較的高い値を

示したが、PMPC 処理することによ

り、その接触角は顕著に低下した。 
 MPC 水溶液濃度や紫外線照射時

間 (重合時間)が増すにつれ接触角

の低下は早まり､また、水溶液濃度

によって Co-Cr-Mo 合金表面の

PMPC 層の厚みも制御できた。MPSi
中間層には、光重合開始剤 (D2959)
が含有されているため、ラジカル重

合は Co-Cr-Mo 合金表面から開始さ

れると考えられた。その結果、比較

的高密度の PMPC 層が形成されて

いると思われた。XPS 分析および

TEM 観察の結果からも、比較的厚

い PMPC 層で、Co-Cr-Mo 合金表面

が完全に覆われていることも確認

できた。以上の結果により、PMPC
処理における MPC 水溶液濃度と紫

外線照射時間の至適条件は、0.5 
mol/L、90 分であると判断した。 
2. タンパク質吸着抑制効果 
 低濃度のタンパク質濃度測定に適

した BCA 法により、Co-Cr-Mo 合金

のアルブミン吸着量を評価したとこ

ろ 、 PMB30 処 理 /PMPC 処 理

Co-Cr-Mo 合金表面に吸着したタン

パク質量は、未処理 Co-Cr-Mo 合金

表面の 1/16～1/2 程度であった。ま

た、これら群間の差は、いずれも統

計学的に有意（p < 0.001）であった。

MPC ポリマー処理金属は、親水性の

高い、タンパク質吸着を抑制する表

面を有することが明らかとなった。 
3. 細菌付着抑制効果 

 純TiとCo-Cr-Mo合金どちらの場合

でも、MPC 処理によって菌の付着が

著しく抑制されることがわかった。ま

た、未処理純 Ti 表面でバイオフィル

ムがしっかりと形成される条件でも、

MPC 処理によりバイオフィルム形成

が劇的に抑制された。ただ、PMB30
処理表面では PMPC 処理表面の 10 倍

程度の菌が付着していた。これは、長

時間の培養による、コーティングの剥

がれによるものであると考えられる。

人工膝関節が生体内に長期間留置さ

れることを考えると、抗感染性の観点

からは、耐久性に優れた PMPC 処理が

適していると考えられる。 
 MPC 処理の有無で浮遊菌数に差が

認められないことから、MPC 処理に

よる試験片表面の付着菌の減少は、菌

の殺滅によるものではなく、表面への

菌の付着そのものが阻害されたこと

によるものであるといえる。 
 さらに、純 Ti 表面のバイオフィル

ム形成に関連すると予想される遺伝

子を同定することができた。MPC 処

理により付着が阻害されると、これ

らバイオフィルム関連遺伝子の発現

が誘導されないため、バイオフィル

ム形成が生じないことが示唆された。 
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E. 結論 
 抗感染性の検討の前提として、金

属表面の MPC ポリマー処理につい

て、ディップコーティング法および

グラフトコーティング法を用いて検

討した。PMPC 処理では、溶液濃度・

処理時間の至適条件を確立した。ま

た、これらの表面処理表面について、

タンパク質吸着、細菌付着が抑制さ

れることを明らかにした。以上の成

果により、MPC ポリマー処理金属は、

親水性の高い、タンパク質吸着を抑

制する表面を有しており、細菌付着

の抑制が期待できる。 
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