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研究要旨 

近年、材料表面構造の違いが、その表面上へのタンパク質を始めとした種々の分子の吸着挙

動の違いを生じさせ、その結果、細胞の接着や活性化などに影響を与えることが示唆されて

きている。本研究では、材料表面構造の違いが、細胞の特性にどのような影響を与えるか、

タンパク質発現の観点から検討することを目的とする。そのために、表面特性の異なる材料

上で細胞を培養し、相互にタンパク質の発現の違いを比較しつつ、材料の生物学的特性との

相関性を検討する。今年度は、細胞培養用シャーレ (TCPS) を対照として，ポリカーボネー

ト（PC）シート，および PC シートをポリ-2-メトキシエチルアクリレート（PMEA）もしく

はポリ-2-ヒドロキシエチルメタアクリレート（PHEMA）でコーティングした上でヒト単球

細胞である THP-1 を培養し、そのタンパク質発現の比較を行った。その結果、PC シート上

で培養した THP-1 では、血液凝固に関わるタンパク質、炎症に関与するサイトカインやケモ

カイン、および細胞形態や接着に関与するタンパク質の発現が二倍以上高くなっていた。こ

れらのタンパク質は PHEMA でコーティングでは、対照と比してほとんど変化がなく、

PMEA コーティングではやや低い傾向が見られた。以上のことより、基材を PMEA もしく

は PHEMA でコーティングすることで、血液凝固だけでなく炎症反応などを制御できること

が示唆された。 
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A. 研究目的 

人工血管や人工透析膜、人工心臓やカテ

ーテルといった医療機器は、血液と接触す

ることから血液適合性に優れていることが

必要とされる。一般に、医療機器が生体内

に埋植されると、直ちに材料表面にイオン

や水が吸着し、そのあと生体内のタンパク

質や多糖が吸着してくる。表面特性が異な

れば、結合する生体分子の種類や量も異な

ると考えられる。一方、細胞は直接材料表

面に結合するのではなく、吸着し変性した

タンパク質などを介して材料と相互作用す

るため、材料の表面構造の違いが細胞自身

の挙動に影響をおよぼし、これが生体適合
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性の違いを生み出す一因になると考えられ

る。PMEA および PHEMA は他の類似ポリ

マーに比べてタンパク質の吸着が少なく、

生体適合性が高いことから、それぞれに

様々な埋殖医療機器のコーティングやソフ

トコンタクトレンズなどの材料として広く

用 い ら れ て い る 。 そ こ で 昨 年 度 、

MEA/HEMA ランダム共重合体の組成比の

違いが、間葉系幹細胞に及ぼす影響につい

て検討した結果、コーティング表面上への

吸着タンパク質の種類や量を変化させるこ

とを介して、間葉系幹細胞の細胞形態や接

着および細胞外マトリックスに関連するタ

ンパク質群の発現に影響をおよぼすことが

示唆された。 

PMEA および PHEMA は血液適合性に優

れているという報告があることから、本年

度は、検討細胞を血液球系細胞である

THP-1 細胞にし、PMEA および PHEMA が

THP-1 細胞にどのような影響を与えるかを

タンパク質発現に焦点をおいて検討した。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

シート：厚さ 0.1 mm, 径 35 mm の菅原工芸

製 Pre-coated ポリカーボネートシート（ポ

リカーボネート 薄物）（以下 PC と表記） 

ポリマー溶液： PMEA と PHEMA 

 

2. ポリマーコーティングシートの作製 

スピンコーターの設置台上に PTFE メンブ

レンフィルターをのせ、その上にメタノー

ル溶液で洗浄した未処理 PC を置き、4,000 

rpm,で回しながら、その中央に 1 w/v%メタ

ノール溶液の PMEA もしくは PHEMA を 

100 µl 滴下し、4,000 rpm, 10 sec にてコーテ

ィングした後、乾燥させた後、再度同条件

に計二回コーティングしたシートを実験に

用いた。 

 

3. 細胞培養 

THP-1(Human acute monocytic leukemia：

急性単核球性白血病由来 )は、10%FBS/  

0.05mM メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含 有

RPMI1640 中で二週間以上、前培養したもの

を使用した。6 well, cell culture plate (TCPS; 

Costar)上、もしくは TCPS に各コーティン

グシートを静置した上にRPMI1640を入れ、

一度その培地を抜き取った後、各コーティ

ングシート上に THP-1 を 5 x105 細胞/2 ml

で播種し、5% CO2雰囲気下、37℃で二日間

培養した。 

 

4. 細胞形態表面観察 

細胞形態は位相差倒立顕微鏡  (LEICA 

DM IL; Laica)を用いて観察した。 

 

5. 細胞タンパク質の回収 

各コーティングシート上で培養した細胞

は 15ml チューブに回収し、遠心した後、10 

ml の冷 PBS で１回洗浄後、上清を捨て、1ml

の冷 PBS に懸濁し 1.5ml に移し、遠心後、

同じ操作を二回繰り返し、洗浄した。洗浄

後 、 Complete Protease inhibitor Cocktail 

(Roche)を含む Protein Extraction Reagent type 

4 (SIGMA)に溶解した。遠心分離により不溶

物を除去し、2D clean-Up Kit (GE Healthcare)

を用いてタンパク質を精製した後、Protein 

Extraction Reagent type 4 に再溶解し、

2D-Quant (GE Healthcare)によりタンパク質

量を測定した。得られたタンパク質試料は

試験に供するまで-80℃にて凍結保存した。 
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6. MS 解析用ペプチド試料の調製 

上記のようにして調製したタンパク質各

10 g を常法に従って、還元 (リン酸トリブ

チル)，アルキル化 (ヨードアセトアミド)

した。この溶液 16 l に 50 mM NH4HCO3 

(77.2 l)、ProteaseMax Surfactant (1%, 5 l; 

Promega)及び Trypsin Gold (1 mg/ml, 1.8 l; 

Promega)を添加し、37℃で 3 時間インキュ

ベーションした後、10% トリフルオロ酢酸 

(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

OMIX Tip (C18, 100 l： VARIAN 社)を使用

して脱塩し、Speed Vac (Savant)にて乾燥さ

せた後、0.2 g/l の濃度になるように TFA

含有 2%アセトニトリルを加えて溶解し、

LC-MS/MS 分析するまで 4℃で保存した。  

7. LC-MS/MS ショットガン解析 

 質量分析計は、リニアイオントラップ／

フーリエ変換ハイブリッド型質量分析計

LTQ/OrbiTrap Elite (Thermo Scientific)を使用

し、測定前に Tyrosine-1,3,6-Standard (CS Bio 

Co.)を用いてチューニング及び質量校正を

行った。Nano-LC としては、HTC-PAL オー

トサンプラー（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 L-Trap (0.3 x 5 mm, 

L-C18, 5 mm, 12 nm; CERI)、L-column Micro 

L-C18（0.1 x 150 mm, 3 µm, 12 nm; CERI）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 Captive Spray イオン源(AMR)を使用した。 

試料のイオン化は ESI positive ion mode 

(スプレー電圧 1.6 kV)により行った。スキャ

ンデータ (MSスペクトル)はFT analyzer (分

解能 30,000; 測定質量範囲 m/z 300-1,400; 

Lock mass = シロキサン及びフタル酸ジエ

チルヘキシル; Profile mode)により取得し、

XCalibur data dependent mode により、各スキ

ャンにおけるイオン強度の高い 3 種のピー

クを順次選択してイオントラップにより

MS/MS スペクトルを測定した  (CID, 

Normalized collision energy 35 kV, Activation 

time 300 ms, Dynamic exclusion duration 60 s, 

Centroid mode)。測定時間は 150 分間とし、

価数判別機能を利用して 1 価イオンの

MS/MS スペクトルは測定しないように設

定した。 

Nano-LC の移動相には、A 溶媒 (0.1%ギ

酸)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 

�µ g)はオートサンプラーを使用した。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。また、次の分析に移行する前に流

路を 2 回洗浄した。測定の繰り返し数は n=2

とした。 

 分析終了後、得られた MS データに基づ

いて作成した Reject Mass List (8 参照)を

Method File に登録し、同様の分析を更に 2

回繰り返すことにより、MS/MS データを取

得するペプチド数を増加させた。 

 

8. タンパク質の同定と定量 

8-1. Reject Mass List の作成 

LC-MS/MS 解析において得られた MS デ

ータをタンパク質解析用プラットホーム

Proteome Discoverer ソフトウェア v1.3 

(PD1.3)（Thermo Scientific）にアップロード

し、Mascot 検索 Work 
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Flow/UniPort/Swiss-Prot データベースを利

用してタンパク質同定を行った後、同定さ

れた全てのペプチドサーチ結果を Reject 

Mass List に指定した。リテンションタイム

トレランスは± 5 分に設定した。 

8-2. 比較定量解析 

タンパク質の多変量解析は SIEVE2.0 ソ

フトウェア（Thermo Scientific）を用いて行

った。LC-MS/MS 解析において得られた全

ての MS データ群を同ソフトウェアにイン

ストールし、標的イオンの m/z とリテンシ

ョンタイムの相同性に基づいたピークマッ

チングを行い、PD1.3 により同定したタン

パク質情報をインストールして、多変量解

析をおこなった。 

8-3. オントロジー解析とパスウェイ解析 

タンパク質への機能情報付加とパスウェイ

解析は Ingenuity Pathway Analysis (IPA)と

UniProtKB 用いて行った。 

 

9. 倫理面への配慮 

研究に用いた THP-1 はヒューマンサイエ

ンス研究資源バンクより購入しており、倫

理面の問題はないと考えられる。 

 

C. 研究結果 

（１）播種後の細胞の形状 

播種して 48 時間後での THP-1 の形態を

図 1 に示す。PMEA および PHEMA コーテ

ィングシート上で培養した THP-1 の形態は

TCPS 上で培養した THP-1 と同様にほぼ球

形で浮遊していた。これに対して、未処理

の PC 上で培養した THP-1 は、ほとんどが

球形で浮遊していたが、中には扁平で PC

上に接着している細胞も混在していた。（図

１：矢印） 

（２）タンパク質発現比較解析 

得られたMSデータをSIEVE2.0ソフトウ

ェアを用いたデータベース検索した結果、p 

< 0.05 のタンパク質が 4804 個ヒットしてき

た。その内、TCPS 上の培養に対して発現量

が 2 倍以上になったタンパク質は PC で

4087 個、PMEA で 11 個、PHMEA で 19 個

であった。一方、発現量が 1/2 以下に減少

したタンパク質は PC で 7 個、PMEA で 591

個、PHMEA で 35 個であった。（表 1） 

表２に補体因子・血小板凝集・血液凝固・

線溶系に関連するタンパク質群の発現挙動

を示している。TCPS 上で培養した THP-1

と比較して未処理の PC 上で培養した

THP-1 では、関連タンパク質のほとんどで

有意に二倍以上の発現上昇がみられるのに

対して、PMEA コートした上で培養した

THP-1 では減少傾向、もしくは PHMEA で

コートした上で培養した THP-1 では、ほと

んど影響を受けていなかった。例えば、外

因子系凝固反応の開始部分で働く組織因子

は検出されていないが、血小板凝集の足場

になるコラーゲンや、そのコラーゲンに付

着し、さらに血小板をリクルートしてくる

von Willebrand factor、引き続きおこる血液

凝固に関与する凝固因子V, VIIの発現が PC

上で培養した THP-1 で有意に上昇が見られ

た。一方、トロンビンは検出されなかった

が、IPA を用いたパスウェイ解析より、PC

上で培養した THP-1 では、トロンビンシグ

ナル関連タンパク質の発現が有意に上がっ

ていることが分かった。（図２）これらの関

連タンパク質は PHMEA でコートした上で

培養した THP-1 では、ほとんど影響を受け

ておらす、PMEA コートでは減少傾向がみ

られた。（表３） 
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フィブリノーゲンおよびフィブリンは検

出 さ れ て い な い が 、 Fibrinogen 

silencer_binding protein が、PC 上で培養した

THP-1 で有意に発現上昇していた。（表２）

凝固制御系では、アンチトロンビンやプロ

テイン C の発現は検出できていないが、

Protein Z_dependent protease inhibitorがPCと

PHEMA 上で培養した THP-1 で発現の亢進

が見られた。線溶系関連タンパク質では血

栓を溶かす作用のあるプラスミンとともに、

その線溶阻止物質である Plasminogen 

activator inhibitor 1 RNA_binding protein の発

現も PC で亢進していた。さらに PC 上で培

養した THP-1 では、血小板活性化因子群も

発現上昇がみられた。内因系凝固反応系で

接触因子として働く高分子キニノゲンのレ

セプターコンプレックス C1QBP に含まれ

るケラチンタイプ II 細胞骨格１が PMEA お

よび PHMEA でコートした上で培養した

THP-1 で有意に発現減少していた。 

また、全身の血管内で血液凝固反応が無秩

序に起こる播種性血管内凝固症候群では、

凝固反応の開始因子として High mobility 

group protein1(HMGB1)やヒストンが働くと

報告がある。これらのタンパク質は PC 上で

培養した THP-1 で発現上昇が見られた。 

一方、感染症時などでは、内皮細胞だけで

なく、単球やマクロファージも刺激され、

血液凝固開始に重要な役割を果たす組織因

子を発現するようになる。このように、炎

症と血液凝固の間に関連性があることから、

表４に炎症・遊走に関連するタンパク質群

の発現挙動を示した。種々のインターロイ

キン、インターフェロン、Tumor necrosis 

factor やケモカイン関連タンパク質や Toll 

like receptor-3,-7,-8、アラキドン酸産生に働

くホスホリパーゼ A、さらにアラキドン酸

カスケードの作用で産生されるプロスタグ

ランジン類やロイコトリエン類に関連する

タンパク質、血小板凝集に働くホスホリパ

ーゼ C などの発現も PC 上で培養した

THP-1 で二倍以上の発現亢進がみられた。 

さらに顕微鏡観察において、PC 上で培養

していた THP-1 に形態変化が観察されたこ

とから、細胞骨格・伸展・接着関連タンパ

ク質群の発現挙動を表５に示した。細胞骨

格タンパク質のミクロフィラメントを形成

しているアクチン関連タンパク質、アクチ

ン結合タンパク質であるフィラミン・ミオ

シン・トロポミオシン関連タンパク質、さ

らに中間系フィラメントである、ラミン、

ビメンチン、微小管形成タンパク質でチュ

ーブリンおよび微小管関連タンパク質が

PC 上で培養した THP-1 で二倍以上の上昇

が見られた。それらのタンパク質は、TCPS

上で培養した THP-1 と比較して PMEA で

は減少傾向, PHEMA では、ほとんど変わら

なかったが、トロポミオシン関連タンパク

質で発現低下が見られた。一方、細胞の裏

打ちタンパク質である、テーリン、ビンキ

ュリン、アクチニン関連タンパク質や細胞

膜貫通の細胞接着分子であるラミニン類も

PC 上で培養した THP-1 で発現が亢進して

いた。また、血管内皮との接着に重要な

LFA-1 や VLA-4 を含む種々のインテグリン

の発現も PC 上で増加が見られた。 

 

D. 考察 

本研究では、表面構造の違いが THP-1 に

与える影響を細胞のタンパク質発現レベル

で検討する目的で、通常の培養皿である

TCPS を対照として、基材（PC シート）お
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よび血液適合性が高いと報告のある PMEA

もしくは PHEMA でコーティングした PC

シートの上で培養した THP-1 のタンパク

質発現の網羅的解析を行った。 

まず、播種して 48 時間後の THP-1 を顕

微鏡観察したところ、TCPS 上では接触面で

接着はせずに物理的に触れている状態であ

った。しかしながら未処理の PC 上では、シ

ートの接触面に接着している細胞や接着は

していないが突起を出している状態の細胞

が一部観察された。もともと THP-1 は未刺

激では浮遊している細胞であるが、ホルボ

ールエステルやリポポリサッカロイドなど

で刺激されるとマクロファージ様の細胞に

変化し接着するようになる。つまり、THP-1

は未処理の PC 表面から何らかの刺激を受

けた可能性が考えられる。一方、各コーテ

ィングシート上で培養した THP-1 は TCPS

と同様に接触面で触れている状態であった。

これは PMEA や PHEMA コーティングによ

り、表面構造が変わったこと、さらに表面

上への吸着タンパク質の種類や量が変化し

たこと（H24 年度本報告書蓜島の項、研究

結果(2) 吸着蛋白質の解析を参照）が影響し

ていると考えられる。 

一方、敗血症性播種性血管内凝固症候群

は全身の血管内で血液凝固が起こり、その

結果、微小血栓が多発する症候群である。

その凝固活性化のイニシエーターとしては、

病原体由来のエンドトキシン、炎症性のサ

イトカインや HMGB1 が考えられている。

これらの因子が単球・マクロファージや血

管内皮細胞の表面に組織因子を発現させ、

凝固反応が開始する。このように、炎症と

血液凝固との間には関連があることが知ら

れている。THP-1 は単球系の細胞であるこ

とから、接触面の表面構造の違いによる影

響から、何らかの刺激を受け炎症反応と類

似した活性化状態になっている可能性が考

えられた。そこで、補体因子・血小板凝集・

血液凝固・線溶系および炎症・遊走・細胞

骨格・伸展・接着に関連するタンパク質群

に着目し、その発現挙動を TCPS 上で培養

した THP-1 を対照として検討したところ、

未処理の PC 上での培養で、そのほとんどの

タンパク質が発現上昇（平均 3.09 倍）して

いた。一方、コーティングしたシート上で

培養した THP-1 の上記関連タンパク質の発

現は、PMEA では、減少傾向(平均 0.81 倍)

がみられ、PHEMA では、ほぼ変化なかっ

た。（平均 1.03 倍）これらのタンパク質の

中には Fibrinogen silencer binding protein や

Protein Z dependent protease inhibitor といっ

た凝固に抑制的に働くタンパク質や血栓溶

解作用のあるプラスミンといったタンパク

質が PC 上で有意に発現上昇していたが、こ

れは一連のパスウェイが動くと、その制御

機構として、連動して発現挙動に変化が起

こる結果なのかもしれない。 

PMEAも PHEMA もタンパク質吸着が比

較的少ないが、PMEA の方が吸着タンパク

質を脱離しやすく、また変性しにくいこと、

さらに PMEA には中間水が存在するが、

PHEMA には存在しないことが知られてい

る。これらの性質の違いが、PMEA は TCPS

に比べて減少傾向がみられているが、

PHEMA はほとんど発現パターンが変わら

ないという、今回の結果の差に関連がある

のかもしれない。今後、組成比の違う

MEA/HEMA ランダム共重合体でコーティ

ングした上で培養した THP-1 でのタンパク

質発現を、相互に比較検討する必要がある。 
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PC 上で培養した THP-1 は一部接着して

いることが観察されていたが、今回のサン

プル調製では、浮遊している細胞しか回収

していなかったので、接着している細胞も

含めてサンプル調製すると、今回より大き

な差がみられる可能性がある。また、液性

因子など、今回のサンプル調製では取りこ

ぼしているタンパク質群もあることから、

遺伝子発現解析の結果を参考にすることや、

細胞上清からタンパク質精製など、サンプ

ル調製を工夫することで、これらの問題を

解決できると思われる。 

 

E. 結論 

今回の結果から、基材を PMEA もしくは P

HEMA でコーティングすることで、血液凝

固だけでなく炎症反応なども制御できる可

能性が示唆された。また、その傾向は PME

A の方が強かった。 
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