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研究要旨 

近年、材料／細胞界面特性を支配する主要因子である水和状態、イオン及び蛋白質吸

着挙動等は、医用材料が持つ血液適合性や骨親和性のほか、力学的特性にも関与するこ

とが明らかになりつつある。本研究では、これら支配因子の他、材料上で培養した細胞

の挙動を分子レベルで詳細に検討後、医用材料が示す生物学的特性等との相関の総合的

な検証により、各因子を指標とした医用材料の生体適合性を in vitro 材料で評価する

簡易スクリーニング系を開発することを目的として検討を行っている。 

今年度は、高分子材料の血液適合性を評価・予測する簡易 in vitro 試験法の開発を

目指して、種々の基礎データを収集した結果、同材料の血液適合性は表面に吸着する血

漿蛋白質の種類と量、結合・解離速度定数のほか、材料上で培養した細胞の遺伝子及び

蛋白質発現挙動を指標として評価できる可能性を見出した。既存試験法の予備的検証実

験においては、現在、改訂作業が進められている ISO/WD 10993-4（血液適合性試験）

に掲げられている試験項目の妥当性評価を兼ねて検討した結果、高分子材料の血液適合

性は TAT 活性を指標として評価できる可能性が示唆された。また、血液適合性と密接に

関与する中間水の存在の有無は、実際に材料を化学合成することなく、その構造から分

子動力学的シミュレーションを用いたin silico解析により予測できる可能性が示唆さ

れたと共に、新規生体適合性高分子材料の創製にあたっては、官能基との相互作用を引

き起こす分子間相互作用を排除する表面設計が必要不可欠であることが判明した。歯科
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用インプラントに関する研究では、歯科用インプラントの機械的強度の承認審査で行う

べきワーストケース設定やインプラント表面処理方法等に関する考え方を科学的根拠

に基づいて学術的に検討・整理し、歯科インプラントが真に具備すべき要件を再考し、

｢課題解決に向けた提言｣を取りまとめた。 

 

A. 研究目的 

身体と接触する医療機器及び医用材料

の生体適合性は、種々の溶出物及び残留

物等に由来する各種毒性、微生物汚染に

由来する感染性因子の他、材料表面の物

理学的特性に大きく影響される。これは

医用材料が細胞や組織のような生きた生

体システムと接触し、その界面（バイオ

インターフェイス）で起こる分子間相互

作用を介して機能を発揮することに由来

する (図１)。医用材料を生体内に埋植す

ると、材料表面に水やイオンが速やかに

吸着し、次いで生体蛋白質の吸着が起こ

る。すなわち、医用材料と細胞は吸着蛋

白質層を介して相互作用するため、同蛋

白質は材料の機能発現や生体適合性に大

きく関与すると考えられている。近年、

材料／細胞界面特性を支配する主要因子

である水和状態、イオン及び蛋白質挙動

等は、材料が持つ血液適合性や骨親和性

の他、力学的特性にも関与することが明

らかになりつつある。そこで本研究では、

これらの諸因子と材料の生物学的特性と

の相関性を解明し、新規医療機器の安全

性と有効性を評価するための新たな簡易

評価法として応用すると共に、製品開発

における材料選択を支援することを目指

して検討を行なっている。 

一方、臨床現場において生体適合性が

問題となる医療機器の使用頻度は循環器

系医療機器がその他の医療機器と比較し

て圧倒的に多いのが現状であり、長期間

にわたって血液凝固や血栓等を起こさな

いことが要求される。また、歯科インプ

ラント分野においては新規製品の開発が

顕著化しているが、検査方法や国内外の

審査基準の相違等に由来するデバイス・

ラグを解消することが大きな課題となっ

ている。 

今年度は、主に血液適合性に着目して、

生体適合性に優れたPMEA/PHEMAコポリマ

ー等の高分子材料を、材料／細胞界面特

性を支配する水和状態、材料への蛋白質

吸着及び官能基の影響、並びに材料上で

培養した細胞の遺伝子及び蛋白質の発現

状態等について検討した。さらに、歯科

用インプラントについて、科学的な根拠

に基づく学術的な研究による承認審査基

準の策定を目指した検討を行った。 

本研究の成果は医療機器の開発及び厚

生行政に大きく貢献することが期待され

る。 

 

B. 研究方法 

研究方法の概略を以下に記載する。詳

細については各分担研究報告書を参照の

こと。 

(1)新規材料の物理化学的特性評価 

 ATRP 法によりシリコン基板上に MPC、

TMAEMA、SPMA 及び BMA のポリマーブラ

シを形成し、蛋白質（BSA、Lys）及び官

能基（COOH、NH2及び CH
3基 SAM）との相
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互作用を AFM フォースカーブ測定によ

り解析した（石原）。 

 

(2)材料／細胞界面特性に着目した新規

血液適合性評価法の開発 

 プロテオミクス解析を用いた血液適合

性評価マーカの探索に関する研究では、

これまでに選定したマーカ候補蛋白質の

有用性を検証するために、定量用標準ペ

プチドを化学合成し、血液適合性の異な

る23種類の材料に吸着するヒト血漿蛋白

質を試料として、LC-MS/MS (TSQ Vantage 

/ Advance NanoUPLC)を用いて各候補蛋白

質の絶対定量を行った（蓜島）。蛋白質吸

着の動力学的解析に関する研究では、水

晶板上にスピンコータを利用して PMEA、

PHEMA及びMEA/ HEMAランダム共重合体を

コーティングした QCM センサーと種々の

濃度の ALB、FIB 及び FINC との相互作用

を緩和法により測定し、その QCM センサ

ーグラムから、データ解析ソフトウェア

（AQUA Ver.2.0）を利用して結合速度定

数、解離速度定数、結合定数及び解離定

数を算出した（河上）。分子シミュレーシ

ョンを用いた材料表面の水和状態の解析

に関する研究では、主な解析ソフトウェ

アとして Materials Studio を利用し、エ

ネルギーを最小化した PMEA 50 量体分子

に 100 個の水分子を配置させたセル構造

を作成した後、 300K から 500K の

Annealing 処理及び Dynamics 解析を行い、

メトキシ基周辺に存在する水分子の個数

と同基からの距離に応じた水分子の動き

を計算した（植松）。また、既存試験法の

予備的検証実験では、PPチューブ中でPC、

PET、PMEA、PHEMA、PMPC 及び MEA/ HEMA

ランダム共重合体材料を浸漬した用時調

製ヘパリン加ヒト血液の補体（C3a、C5a、

SC5b-9）、血小板（β-TG ）及び血液凝固

系（TAT）活性を市販 ELISA により測定す

ると共に、溶血性を簡易法により評価し

た（宮島）。 

(3) 細胞挙動解析 
 TCPS、PC、PMEA、PHEMA 及び組成比の異

なるMEA/HEMAランダム共重合体等の材料

上でhMSC又は THP-1細胞を常法に従って

1日又は 2日間培養し、細胞内の遺伝子及

び蛋白質発現挙動を解析した（澤田、加

藤）。遺伝子発現プロファイルの解析にお

いては、培養細胞から RNeasy Mini Kit

を用いて total RNA を調製し、Affymetrix 

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 

Array を利用して mRNA 発現を網羅的に測

定した後、GeneSpring GX 12.5 ソフトウ

ェアによる統計学的・生物学的解析及び

IPA を用いたパスウェイ解析を実施した

（澤田）。蛋白質発現挙動の解析において

は、PBS で洗浄した細胞を細胞溶解液に溶

解し、2D clean-Up Kit による精製、蛋白

質定量、還元、アルキル化及び脱塩した

試料をNanoLC-MS/MSショットガン解析に

供した後、PD v1.3/Mascot/Swiss-Prot

データベース解析により蛋白質を同定し、

SIEVE 2.0 ソフトウェアを用いて多変量

解析を行った（加藤）。 

 

(4) 歯科用インプラントに関する研究 

日本補綴歯科学会、日本口腔インプラ

ント学会及び日本歯科理工学会等と連

携し、歯科インプラントの機械的強度に

係るワーストケース設定の根拠やイン

プラント表面処理方法等の考え方につ
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いて国際的な動向を踏まえて討議した。

平成 25 年度は班会議を 3 回開催し、厚

生労働省医療機器審査管理室及び PMDA

関係者を交えて、審査の現状や問題点等

についても協議した（佐々木）。 

 

2. 倫理面の配慮 

本研究に用いた骨髄由来間葉系幹細胞

及びヒト単球は、市販品であり、倫理的

に問題はないと考えられる。ヒト血液を

用いる実験では国立医薬品食品衛生研究

所研究倫理委員会規定に従って実施して

いる。 

 

C.研究結果 

 研究結果の概略を以下に記載する。詳

細は各分担研究報告書に記載の通りであ

る。 

（１） 新規材料の物理化学的特性評価 

材料表面近傍の水和状態と蛋白質吸着

挙動解析に関する研究では、AFM のフォー

スカーブ測定により、材料表面と蛋白質

の相互作用を定量的に分析する手法を確

立した。ポリマーブラシ表面への蛋白質

吸着挙動は官能基レベルの静電的及び疎

水性相互作用に比例することが示された

（石原）。 

(2)材料／細胞界面特性に着目した新規

血液適合性評価法の開発 

 プロテオミクス解析を用いた血液適合

性評価マーカの探索に関する研究では、

FA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC が血液適

合性評価マーカとして利用できることが

確認された（蓜島）。蛋白質吸着の動力

学的解析に関する研究では、FIB は MEA

比率の増加に伴って解離速度定数が増加

し、結合定数が低下する傾向を示すこと

が確認された（河上）。分子シミュレー

ションを用いた材料表面の水和状態の解

析に関する研究では、メトキシ基近傍に

存在する水分子がバルク水と交換される

現象が観測されたことから、当該水分子

がシミュレーションで判別できる中間水

に相当する可能性が示唆された（植松）。

また、既存試験法の予備的検証実験にお

いて、血液適合性の異なる高分子材料を

浸漬したヒト血液において TAT 活性は材

料が有する血液適合性と相関する可能性

が示唆された（宮島）。 

(3)細胞挙動解析 

hMSCの遺伝子発現プロファイルにおい

て、細胞の運動性や未分化性の維持等に

関与する EMT Pathway の亢進が全群に認

められ、MEA の割合が高い方がより亢進

され易い可能性があることが示唆された。

また、THP-1を用いて遺伝子群の発現変化

によって疾病関連機能や生体機能に及ぼ

される影響について評価した結果、PMEA

では有意に上昇する機能が多く観察され、

PHEMA では逆に低下する機能が多く認め

られた（澤田）。また、THP-1の細胞内蛋

白質発現挙動において、血液適合性の高

い PMEA では炎症系蛋白質、血液凝固関連

蛋白質及び細胞形態・接着に関与する一

連の蛋白質の誘導が低下する傾向が認め

られた（加藤）。 

(4)歯科用インプラントに関する研究 

 アカデミア及びPMDAとの連携のもと、歯

科用インプラントの機械的強度の承認審

査で行うべきワーストケース設定やイン

プラント表面処理方法等に関する考え方
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を科学的根拠に基づいて学術的に検討・整

理し、歯科インプラントが真に具備すべき

要件を再考し、｢課題解決に向けた提言｣

を取りまとめた（佐々木）。 

 

D. 考察 

(1)新規材料の物理化学的特性評価 

 材料表面近傍の水和状態と蛋白質吸着

挙動解析に関する研究では、材料表面へ

の蛋白質吸着を高度に抑制するには、官

能基との相互作用を引き起こす分子間相

互作用を排除することが不可欠であるこ

とが判明した（石原）。 

 

(2)材料／細胞界面特性に着目した新規

血液適合性評価法の開発 

プロテオミクス解析を用いた血液適

合性評価マーカの探索に関する研究で

は、今回利用出来ることが明らかとなっ

た血液適合性マーカ蛋白質については、

繰り返し測定を行い、血液適合性の適否

を判定する閾値を平均値と RSD から提

案する予定である（蓜島）。蛋白質吸着

の動力学的解析に関する研究では、その

他の血液適合性が異なる高分子材料及

び血液適合性評価マーカ蛋白質を用い

て同様な解析を行う予定である（河上）。

分子シミュレーションを用いた材料表

面の水和状態の解析に関する研究では、

中間水とバルク水の差異をより適切に

示すため、今後、官能基に捕捉された時

間を用いた解析についても検討する（植

松）。血液適合性試験については、今後

も引き続き、試験系に適切性、検出感度

等に関する基礎データを収集し検証す

る（宮島）。 

 

(3)細胞挙動解析 

EMT の誘導により細胞の運動性の亢進

や細胞外基質の蓄積、細胞老化の抑制、

幹細胞様機能（未分化性など）の獲得な

どが示されており、PMEA/PHEMA コポリマ

ーコーティング材料がhMSCにおけるこれ

らの機能へ影響を与える可能性が示唆さ

れた。一方、THP-1 細胞においては疾病関

連機能や生体機能に関連する遺伝子群に

対し、PMEA と PHEMA は相反する作用を示

すことが示唆された（澤田）。PHEMA 及び

PEMA ポリマー材料が、THP-1 細胞の細胞

内蛋白質挙動に及ぼす結果から、これら

ポリマー材料が血液凝固、炎症を促進す

る可能性は低いことが示唆された（加藤）。

今後は内皮細胞等その他の血液関連細胞

を用いて同様の検討を行う予定である

（澤田、加藤）。 

 

(4) 歯科用インプラントに関する研究 

 疲労試験におけるワーストケースに

ついては、審査側と申請者の考え方が一

致していない点が多く見受けられ、種々

の観点から「課題解決に向けた提言」の

取り纏めを行った意義は大きい。今後は

有限解析データの適切な活用方法、既承

認品との比較方法等について検討する

こととする（佐々木）。 

 

E. 結論  

(1)新規材料の物理化学的特性評価 

材料表面近傍の水和状態と蛋白質吸着

挙動解析に関する研究では、AFM のフォー

スカーブ測定により、材料表面と蛋白質

の相互作用を定量的に分析する手法を確
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立した。（石原）。 

 

(2)材料／細胞界面特性に着目した新規

血液適合性評価法の開発 

 プロテオミクス解析を用いた血液適合

性評価マーカの探索に関する研究では、

FA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC が血液適

合性評価マーカとして利用できることが

確認された（蓜島）。蛋白質吸着の動力

学的解析に関する研究では、FIB は MEA

比率の増加に伴って解離速度定数が増加

し、結合定数が低下する傾向を示すこと

が確認された（河上）。分子シミュレー

ションを用いた材料表面の水和状態の解

析に関する研究では、メトキシ基近傍に

存在し、バルク水と交換される水分子が

シミュレーションで判別できる中間水に

相当する可能性が示唆された（植松）。

また、既存試験法の予備的検証実験にお

いて、TAT 活性は材料が有する血液適合

性と相関する可能性が示唆された（宮島）。 

 

(3)細胞挙動解析 

遺伝子発現解析では、hMSC の運動性や

未分化性の維持等に関与する EMT 

Pathway の亢進が認められ、MEA の割合が

高い方がより亢進され易い可能性がある

ことが示唆された。また THP-1 では、PMEA

によって有意に上昇する疾病関連機能や

生体機能が多く観察され、PHEMA では逆

に低下する機能が多く認められた（澤田）。

THP-1 の細胞内蛋白質発現解析では、血

液適合性の高い PMEA では炎症系蛋白質、

血液凝固関連蛋白質及び細胞形態・接着

に関与する一連の蛋白質の誘導が低下す

る傾向が認められた（加藤）。 

 

本研究で得られた成果は、将来、JIS

及び ISO 規格として標準化することを視

野に入れている。また、歯科分野に係る

研究成果として、新たな歯科インプラン

ト材料の審査基準が策定されるため、同

材料のデバイス・ラグを解消できること

が期待される。 
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【本文で使用された略号】 

ATRP: Atom Transfer Radical Polymerization 

MPC: 2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine 

TMAEMA: Tri(methyl)ammonium ethylmethacrylate 

SPMA: 3-sulfopropylmethacrylate 

BMA: n-butyl methacrylate 

BSA: bovine serum albumin 

Lys: Lysozyme (ニワトリ卵白由来) 

AFM: Atomic Force Microscopy 

PMEA：Poly(2-methoxyethyl acrylate)  

PHEMA：Poly(hydroxyl-ethyl methacrylate) 

ALB: Albumin 

FIB: Fibrinogen 

FINC: Fibronectin 

QCM: Quartz Crystal Microbalance 

PP: Polypropylene 

PC: Polycarbonate 

PET: Polyethylene terephthalate 

PMPC: Poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine) 

β-TG: β-Thromboglobulin 

TAT: Thrombin-Antithrombin Complex 

TCPS: Tissue culture-treated polystyrene 

hMSC: Human Mesenchymal Stem Cells 

FA7: Factor Ⅶ 

FA9: Factor Ⅸ 

C1s：Complement C1s subcomponent 

EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition 
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図 1 革新的医療機器開発を加速する規制環境整備に関する研究 


