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研究要旨 
 
 平成 25 年度の本研究では、平成 24年度に選定した血液適合性評価マーカ候補蛋白質の絶
対定量を行い、その有用性を検証した。 
 組成比の異なる 2-Methoxyethylacrilate (MEA)/ Hydroxyethylmethacrylate (HEMA)ラン
ダム共重合体、Polyvinylpyrrolidone (PVP)含量の異なるポリスルホン（PSF）及びその他
の一般合成高分子やチタン材料等、生体適合性の異なる 23 種類の材料に吸着する血漿・血
清蛋白質を対象として比較検討した結果、第Ⅶ因子（FA7）、第Ⅸ因子（FA9）、第一補体成分
C1s、フィブロネクチン（FINC）及びビトロネクチン（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。第Ⅻ因子（FA12）、フィブロネクチン（FIBB）、第一補体成
分 C1r 及びグルタチオンペルオキシダーゼ 3（GPX3）も評価マーカとして利用可能であるが、
生体適合性に優れた MEA/HEMA 系材料と近似する吸着挙動を示す対照材料が若干存在した。
一方、第三補体（C3）、第五補体（C5）、補助因子 H 関連蛋白質 1（FHR1）及び不活性型ホス
ホリパーゼ D5（PLD5）は偽陰性を示す材料が存在するため、評価マーカとして不適であるこ
とが判明した。 
 今後、ステント用金属材料、血栓捕捉デバイス及び血液透析器用中空糸等への血漿蛋白質吸着
挙動を解析し、関連データを更に蓄積するにより、材料／細胞界面特性から高分子材料の血液適
合性を評価する新規in vitro試験法の有用性を詳細に検証する。また、MEA/HEMA系材料表面に吸
着するFA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC 量を分析における標準誤差が統計学的に 95%信頼区間
に入るまで繰り返し測定し（n=10）、その平均値+10%RSD を血液適合性の適否を判定する閾値
として提案する。 

 

 

Ａ．研究目的 

医療機器及び医用材料の生体適合性は、

種々の溶出物や残留物質等の毒性、微生

物汚染に由来する感染因子のほか、材料

表面の物理化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ース）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。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
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が起こる。細胞は材料表面上で構造変化

した吸着蛋白質を介して材料に接着する

ことにより、最終的な生体反応を誘導す

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。 

医用材料の蛋白質吸着については、血栓

形成や細胞接着等に着目した研究が行わ

れてきたが、材料に吸着する蛋白質の種

類を網羅的に解析し、その吸着パターン

から材料の機能や生体適合性を評価する

研究は現在までに実施されていない。材

料表面への蛋白質吸着挙動から細胞や組

織に対する影響を評価する手法は材料プ

ロテオームと呼ぶべき新しい分野のプロ

テオミクスとなる。プロテオミクスの技

術は培養細胞や埋植材料周辺域における

組織の性状変化の解析等にも利用できる。

網羅的解析により特定のバイオマーカを

決定することができれば、標的プロテオ

ミクスを利用した同マーカの微量定量が

可能となり、材料の機能や生体適合性、

細胞又は組織の状態等を判断するための

有益な評価手法となり得る。 

インプラント型の循環器系医療機器で

は、長期間に渡って血液凝固や血栓形成

等を起こさないことが要求される。血液

適合性の評価としては、血栓形成、血液

凝固、血小板、溶血性及び補体系の 5 つ

の試験項目が存在するが、未だ国際的に

十分整合されていない状況にある。そこ

で本研究では、バイオインターフェース

の特性に着目した医用材料の新規評価方

法を開発することを目的として、高分子

材料表面への蛋白質吸着挙動と血液適合

性の相関性について検討してきた。 

平成 24 年度の本研究では、血液適合性

に優れた MEA/HEMA ランダム共重合体のほ

か、PVP 含量の異なる PSF を試験材料とし

て選択し、各材料表面への蛋白質吸着挙

動を解析し、過去に取得した対照合成高

分子材料（ポリエチレンテレフタレート

[C-PET]、三酢酸セルロース[CTA]、ポリ

スチレン [PS]、ポリテトラフルオロエチ

レン[PTFE]及び超高分子量ポリエチレン

[UHMWPE]）の解析結果と比較検討するこ

とにより、1)内因系血液凝固活性化リガ

ンドとして VTNC 及び FINC、2)補体及び補

助因子として C1r、C1s、C3、C5 及び FHR1、

3)血液凝固因子として FA7、FA9、FA12 及

び FIBB、4)その他の蛋白質として GPX3 及

び PLD5 を血液適合性評価マーカ候補蛋白

質として選定した。 

平成 25 年度の本研究では、過去に実施

したチタン材料も含めて、上記の各種材

料表面に吸着するこれらのマーカ候補蛋

白質の絶対定量を行い、血液適合性評価

マーカとしての有用性を検証した。 
 

Ｂ．研究方法 

 (1)MEA/HEMA 表面の作製 

 メタノールで洗浄した菅原工芸製ポリ

カーボネート（PC）シート（φ33 mm、厚

さ 0.1 mm）を ADVANTEC 製 PTFE メンブラ

ンフィルタ（φ47 mm、ポアサイズ 0.5 m）
を介して KYOWARIKEN 製スピンコータ

（K-359SD- 1 SPINNER）に固定し、4000 rpm

回転下、PMEA、PHEMA 及び組成比の異なる

MEA/HEMA ランダム共重合体（混合比 75:25、

50:50、25:75 w/w%）のメタノール溶液（1 

w/v%、100 L）を PC シートの中央に滴下

し、10 秒間保持した。乾燥後、同様の操

作を再度繰り返すことにより、表面を均

一にコーティングした。片面のコーティ

ングが終了した後、もう片面を同様に処
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理して両面コート PC シートを作製した。 

 

(2)血漿蛋白質の吸着と回収 

 PMEA、PHEMA 及び MEA/HEMA ランダム共

重合体をコーティングした PC シート（10

枚／試料）をそれぞれ個別に 15φcm ガラ

ス製シャーレ中で 20 mL のヘパリン加ヒ

ト血漿（コージンバイオ）に 37℃で 1 時

間緩やかに振とう／浸漬した後、同血漿

を除去した。次いで、同材料を氷冷した 1 

mM PBS により 5 回洗浄した後、20 ml の

細胞溶解液（尿素 7M、チオ尿素 2M、Tris 

30 mM、CHAPS 4%：pH 8.5）を添加し、室

温で 60 分間、緩やかに振とうした。同溶

液を Corning 社製 Spin-X UF（Cut Off = 5 

kDa）により濃縮し、冷メタノール沈殿法

により蛋白質画分を回収し、細胞溶解液

に再溶解した後、GE 社製 2DQuant により

蛋白質量を測定した。得られた蛋白質は

試験に供するまで凍結保存した。対照試

料として、尿素変性ヒト血漿蛋白質を同

様の方法により調製した。 

 

(3)その他の蛋白質試料 1-3) 

 種々の化学処理を施したチタン材料

（Ti1-6）、対照合成高分子材料（PSF、C-PET、

CTA、PS、PTFE 及び UHMWPE）及び PVP 含

量の異なる PSF 材料（PSF1-6）の吸着蛋

白質は過去の研究において調製した保存

試料を使用した。各材料の詳細情報（表

面処理法、処方、物理化学的性状及び蛋

白質吸着量等）については、過去の報告

書に掲載済みである。 

 

(4)定量用標準品の化学合成 

 13 種類の血液適合性評価用マーカ候補

蛋白質を定量するため、各材料表面に吸

着した蛋白質の網羅的解析において共通

且つ高感度で検出されたペプチドを定量

用プローブとして選択し、化学合成した

（表 1）。内部標準用ペプチドは安定同位体

標識した任意のアミノ酸を 1 残基導入し

て調製した（表 1:赤字部分）。 

 

(5)ペプチド試料の調製 

 常法に従って還元（TBP）及びアルキル

化（ヨードアセトアミド）した蛋白質試

料（50 g）を含む細胞溶解液 8 l に 50 mM 

NH4HCO3 （ 87.2 l ）、 プ ロ メ ガ 社 製

ProteaseMax Surfactant（1%,3 l）及び

Trypsin Gold（1 g/ml,1.8 l）を添加

し、37℃で 4 時間インキュベーションし

た後、10% TFA 5.25 l を加え、室温で 5

分間放置して反応を停止させた。得られ

たペプチドはバリアン社製 OMIX Tip（C18, 

100 l）を使用して脱塩し、Speed Vac

（Savant）に供して乾燥させた後、0.2 

g/l の濃度になるように 0.1% TFA 含有

2％アセトニトリルを加えて溶解し、1/10

容量の内部標準物質溶液を添加した後、

LC-MS/MS 分析に供した。 

 

(6)LC-MS/MS による定量分析 

 三連四重極型質量分析装置 TSQ Vantage

（Thermo Scientific）を使用し、Selected 

reaction monitoring（SRM）モードによ

り定量分析を行った。試料のイオン化は

ESI positive ion mode（スプレー電圧 0.8 

kV）により行った。キャピラリー温度、

Q1 分解能、Q3 分解能、コリジョンガス圧

及びサイクルタイムは、それぞれ 150℃、

0.5 unit、0.7 unit、1.2 mTorr 及び 15

秒とした。定量用標準品を利用した SRM

チャンネルの最適化はダイレクトインヒ

ュージョンモードにより行った。 

 Nano-LC としては、HTC-PAL オートサン
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プラー（CTC Analytics）を装備した

ADVANCE NanoUPLC（AMR）を使用した。ト

ラップカートリッジ及び分析用逆相カラ

ムとしては、それぞれ CERI 社製 L-Trap 

（0.3 x 5 mm, L-C18, 5 mm, 12 nm）、CERI

社製 L-column Micro L-C18（0.1 x 150 mm, 

3 m, 12 nm）を使用した。イオン源とし

ては、バックグランド低減装置（AMR 製

ABIRD）を装備した AMR 社製 Captive Spray

イオン源を使用した。Nano-LC の移動相に

は、A溶媒（0.1% TFA）と B溶媒（アセト

ニトリル）を使用した。流速は 300 nL/min

とし、サンプル注入（1.0 g）はオート

サンプラーを使用して行った。一分析当

たりの溶出時間は 150 分とし、サンプル

注入後、0-40%B/125 min → 40-55%B/130 

min → 100%B/135 min → 100%B/140 min 

→ 0%B/ 150 min のグラジエント条件によ

り溶出した。次の分析に移行する前に流

路を 2回洗浄した。 

 

Ｃ．研究結果 

(1)SRM チャンネルの最適化 

 定量用標準品を利用して、ペプチド毎

に定量用チャンネル、定性用チャンネル、

内部標準用チャンネルを最適化し、トラ

ンジットイオン（プレカーサーイオン及

びプロダクトイオン）、コリジョンエネル

ギー及び S-lens 電圧を設定した（表 2）。

定量用及び内部標準用チャンネルとして

は、最も感度良く検出されるプロダクト

イオンを選択し、定性用チャンネルには、

その他の特徴的な解列に由来する 4 種の

プロダクトイオンを利用した。 

 

(2)検量線の作成 

 表 3 に示した濃度情報に基づいて標準

品試料を調製し、LC-MS/MS モードで測定

することにより、検量線を作成した。各

ペプチドの分離状況は良好であった（図

1）。図 2 に示したとおり、FA12 定量・定

性用チャンネルは問題なく稼働し、その

他のペプチド用に設定した各チャンネル

のイオン検出状況も全て良好であった。

また、各検量線の相関係数は 0.9966 から

1.0000 であり、いずれのペプチドともに

低濃度領域から高濃度領域まで良好な相

関が得られた（図 3）。 

 

(3)定量結果 

 図 4 に示したとおり、FA12 定量・定性

用チャンネルのイオン検出状況は良好で

あり、その他のペプチド用の SRM チャン

ネルにも問題は認められなかった。 

 23 種類の材料に吸着する蛋白質を試料

として、13 種類の血液適合性評価マーカ

候補蛋白質を定量解析した結果を表 4 に

示した。生体適合性に優れた MEA/HEMA 系

材料に吸着する FA7、FA9、C1s、FINC 及

び VTNC 量は、その他の材料への吸着量を

例外なく下回っており、特に C1s と VTNC

の吸着量は MEA/HEMA 系材料とその他の材

料間で大きく異なることが確認された。

MEA/HEMA 系材料表面への FA12 吸着量も、

その他の材料を下回っていたが、Ti-5 が

MEA/HEMA 系材料に近い数値を示した。

FIBB、C1r 及び GPX3 吸着量についても同

様の傾向が認められたが、MEA/HEMA 系材

料に近似した吸着量を示す材料が幾つか

存在した。C3、C5、FHR1 及び PLD5 吸着量

については、MEA/HEMA 系材料を下回る材

料が幾つか確認された。 

 

Ｄ．考 察 

 本研究では、生体材料の血液適合性を

蛋白質吸着特性から予測する評価系の確
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立を目指し、23種類の材料表面に吸着す

る蛋白質を試料として、血液適合性評価

マーカ候補蛋白質の絶対定量を行い、評

価マーカとしての有用性を検証した。 

 血液凝固4-12)は内因系血液凝固と外因系

血液凝固に大別される。血液凝固系は補

体系や血管拡張、血管透過性亢進及び発

痛を制御するカリクレイン・キニン系と

も密接に関連している。これらの生体反

応のメカニズムのほか、異物との接触に

より惹起される血液凝固及びエコノミー

クラス症候群の発症機序、リン脂質と血

液凝固の相関性、細胞膜表面への組織因

子の出現とサイトカイン刺激の相関性等

については、過去に提出した報告書に詳

細に記述した2,3)。これらの知見は医用材

料の血液適合性を理解するための基本と

なることから、本報告書と合わせて参照

して頂きたい。 

 血液適合性材料として、超親水性表面、

ミクロ相分離表面、細胞膜類似表面及び

生理活性分子固定化表面等が開発され、

その有効性が報告されて来たが、近年、

材料表面の水和状態が血液適合性（抗血

栓性）の要因である蛋白質吸着能や細胞

接着能に深く関与することが明らかにな

りつつある。材料表面における水分子は

存在様式により、超低温でも凍結しない

不凍水、-50℃付近で低温結晶を形成する

中間水及び 0℃で凍結する自由水に大別

される。不凍水と自由水は多くの材料に

共通して存在する水分子であるが、血液

適合性の高い材料は不凍水と自由水のほ

か、中間水を持つことが確認されている。

細胞膜と類似したベタイン構造を持つポ

リ(2-メタクリロイルオキシエチルホス

ホリルコリン)（PMPC）は中間水を有する

代表的な高分子材料の 1 つであり、蛋白

質吸着能や細胞接着能が非常に低く、血

栓が形成されない性質を持つことから、

血液適合性が要求される医療機器や医用

材料の表面加工に利用されている 13-16)。

PVP 及び PMEA も中間水を有する代表的な

高分子材料である。PMEA は、有機溶媒へ

の易溶解性、非水溶性、透明性、粘着性

を併せ持っていることから様々な基材へ

のコーティングが可能である 17-24)。また、

PMEA 表面は、血漿蛋白質の吸着・変性が

少なく、脱離速度も早い特徴を持つこと

が知られている。PHEMA も蛋白質吸着が比

較的少ない生体適合性材料であり、コン

タクトレンズをはじめとした各種の医療

機器に利用されている。PHEMA は、PMEA

と異なり-50℃付近に中間水ピークが認

められないが、核酸や多糖類等の生体成

分と同様、低温凝固水を有する高分子材

料である。一方、本研究において使用し

たその他の材料は MEA/HEMA 系材料と比較

して血液適合性に劣る材料である。 

 生体適合性に優れた MEA/HEMA 系材料と

その他の対照材料に吸着する蛋白質量を

標的プロテオミクス解析により比較検討

し、平成 24 年度までに選定した 13 種類

の血液適合性評価マーカ候補蛋白質の有

用性を検証した結果、MEA/HEMA 系材料に

吸着する FA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC

量は、その他の材料への吸着量を例外な

く下回っており、特に C1s と VTNC の吸着

量は MEA/HEMA 系材料とその他の材料間で

大きく異なることが確認されたことから、

これらの 5 種類の蛋白質は血液適合性評

価マーカとして利用できることが明らか

となった。MEA/HEMA 系材料表面への FA12、

FIBB、C1r 及び GPX3 吸着量も、その他の

材料を下回っていたが、MEA/HEMA 系材料

と近似する吸着挙動を示す対照材料が若
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干存在した。一方、C3、C5、FHR1 及び PLD5

は偽陰性を示す材料が存在するため、評

価マーカとして不適であることが判明し

た。 

 今後、ステント用金属材料、血栓捕捉デ

バイス及び血液透析器用中空糸等への血漿

蛋白質吸着挙動を解析し、関連データを更

に蓄積するにより、材料／細胞界面特性か

ら高分子材料の血液適合性を評価する新規

in vitro試験法の有用性を詳細に検証する。

また、MEA/HEMA系材料表面に吸着するFA7、

FA9、C1s、FINC 及び VTNC 量を分析におけ

る標準誤差が統計学的に 95%信頼区間に

入るまで繰り返し測定し（n=10）、その平

均値+10%RSD を血液適合性の適否を判定

する閾値として提案する。 

 

Ｅ．結 論 

 生体適合性の異なる 23種類の材料に吸

着する血漿・血清蛋白質を対象として比

較検討した結果、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。FA12、FIBB、

C1r 及び GPX3 も評価マーカとして利用可

能であるが、生体適合性に優れた MEA/ 

HEMA 系材料と近似する吸着挙動を示す対

照材料が若干存在した。一方、C3、C5、

FHR1及びPLD5は偽陰性を示す材料が存在

するため、評価マーカとして不適である

ことが判明した。 
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