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研究要旨 

本研究では、医用材料として生体親和性高分子材料であるポリ（2-メトキシエチルア

クリレート）（PMEA）とポリ（2-ヒドロキシエチルメタクリレート）（PHEMA）の 2

種類のポリマーに着目し、細胞としてはヒト骨髄由来間葉系幹細胞（hMSC）及びヒト

単球（Human acute monocytic leukemia cell line ; THP-1）に着目して、組成比の異

なる PMEA / PHEMA コポリマーのコーティング処理した表面上で hMSC または

THP-1 を培養し、それぞれの細胞へ与える影響について検討するために遺伝子発現プ

ロファイルを網羅的に解析した。 

hMSC への生体親和性高分子材料の影響について検討したところ、Regulation of the 

Epithelial-Mesenchymal Transition（EMT; 上皮間葉転換）Pathway に関わる遺伝子

群が有意に誘導されることがわかった。さらに、TGF-β, FGF Receptor や EGF 

Receptor を介した経路の誘導による EMT Pathway の亢進は全てのコーティング処理

で認められたが、Notch 誘導による EMT Pathway の亢進は、PMEA のみ顕著にみ

られた。このことから、PMEA の割合が高い方が EMT Pathway が亢進され易い可

能性が示唆された。 

THP-1 への生体親和性高分子材料コーティング処理による遺伝子群の発現変化が疾

病関連機能や生体機能に及ぼす影響について調べたところ、PMEA では有意に上昇す

る機能が多く見られ、反対に PHEMA では有意に低下する機能が多く見られた。一方、

コポリマー（M75H25, M50H50, M25H75）は有意に影響を受ける機能は少なかった。

生体親和性高分子材料による影響の大きさは PMEA > PHEMA > コポリマー

（ M25H75 > M75H25, M50H50）の順であった。このことから、コポリマーの方が、

それぞれのポリマーのみよりも細胞が影響を受けにくい材料である可能性が示唆され

た。 
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A. 研究目的 

本研究では、医用材料と細胞との相互作

用について、細胞側からの検討を目的と

して生化学的・生物学的試験を行ってい

る。我々はまず骨親和性評価を目的とし

て、医用材料として純チタン（Ti）、細胞

としてヒト骨髄由来間葉系幹細胞

（hMSC）に着目した。Ti及びTi合金は、

耐食性、低アレルギー性などの優れた生

体適合性を持つ事が知られ、さらに骨と

直接結合するという性質を有しており、

人工骨や歯根などの医用材料として広く

利用されている。一方、hMSC は、多分

化能と自己複製能を持ち幅広い再生医療

分野での臨床研究の場ですでに利用され

ている。また、その採取技術及び in vitro

での培養技術も確立されていることから、

間葉系幹細胞は細胞・組織加工医療機器

の材料として現段階で最も実用に近いも

のの一つであると考えられる。我々は昨

年度まで、骨再生医療製品等を想定した

検討として、純  Ti 表面の化学処理が

hMSC の骨分化へ及ぼす影響について検

討してきた。その結果、Ti 表面へのカル

シウム導入処理により hMSC の骨分化が

誘導されることを見出し、さらに hMSC

の骨分化誘導は BMP2、Cox2、PTHLH

の誘導によって引き起こされ、Smad シ

グナル伝達系とは独立した noncanonical 

BMP シグナル伝達系の関与や Wnt／β-

カテニンシグナル伝達経路の活性化の寄

与なども見出した 1)。 

今年度は、血液適合性評価を目的として、

医用材料としてポリ（2-メトキシエチル

アクリレート）（PMEA）とポリ（2-ヒド

ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ）

（PHEMA）の 2 種類のポリマーに着目

した。どちらも血液適合性に優れている

材料であり、様々な医療製品のコーティ

ングに利用されている。しかしながらそ

の両者ではそれぞれの表面における中間

水の存在の有無の違い等が指摘されてお

り、両者の血液適合性発現のメカニズム

は異なると考えられている。 

そこで本研究では、両者の組成比の異な

る PMEA / PHEMA コポリマーのコーテ

ィング処理がその表面上で培養した細胞

へ与える影響について検討を行う事にし

た。細胞としては、hMSC に加え、血液

適合性評価を行うために血球系の細胞で

あるヒト単球（Human acute monocytic 

leukemia cell line ; THP-1）に着目し、こ

れら 2 種類の細胞を用いてそれぞれの細

胞の遺伝子発現の網羅的解析を行った。 

 

 

B. 研究方法 

1. 細胞培養 

1) ヒト骨髄由来間葉系幹細胞：hMSCs

（Lonza）は、Mesenchymal Stem Cell 

Basal Medium（MSCBM）に Mesenchymal 

Cell Growth Supplement（MCGS）を加え

た培地 (MSCGM) で培養した。 

2) ヒト単球（Human acute monocytic 

leukemia cell line）：THP-1（医薬基盤研究

所）は、RPMI に 10% FBS と 0.05mM の

メルカプトエタノールを加えた培地で培養

した。 

2. 基材（生体親和性高分子コーティング用

シート） 

1）pre-coated ポリエステルシート（ダ

イアホイル）（三菱樹脂㈱）で厚さ

0.075mm、直径 35mm のものを用いた。 

2) ポリカーボネートシート（菅原工芸）

で厚さ 0.1mm、直径 33mm のものを用い

た。 
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3. 基材への生体親和性高分子のコーティ

ング処理 

1) コポリマー溶液の調製 

PMEA:PHEMA = 100:0（PMEA） , 

75:25（M75H25）, 50:50（M50H50）, 

25:75（M25H75）, 0:100（PHEMA）の

５種類を 1 w/v%（メタノール）に調製し

た。 

2) ポリエステルシートへのコポリマー

コーティング処理 

シートをメタノールで洗浄した後、それ

ぞれの組成のコポリマー溶液を 125uL 

滴下し、 [1] 500rpm で 5 秒間、 [2] 

2000rpm で 10 秒間、[3] 4000rpm で 5

秒間の３段階でスピンコートした。乾燥

後、もう一度同条件でスピンコートし、

一晩乾燥した。 

3) ポリカーボネートシートへのコポリ

マーコーティング処理 

シートをメタノールで洗浄した後、それ

ぞれの組成のコポリマー溶液を 100uL 

滴下し、4000rpm で 10 秒間スピンコー

トした。乾燥後、もう一度同条件でスピ

ンコートし、一晩乾燥した。 

4. 表面処理をした医用材料上で培養した

細胞の生化学的・生物学的試験 

1）hMSC 

6 ウェルプレート（Corning）に 5 種類

のコポリマーコーティングを施したポリ

エステルシートまたはコーティングして

いないポリエステルシートを入れて、そ

れぞれに hMSC を播種し、MSCBM に

MCGS を加えた培地（MSCGM）で 24

時間培養した。 

2) THP-1 

6 ウェルプレート（Corning）に 5 種類

のコポリマーコーティングを施したポリ

カーボネートシートまたはコーティング

していないポリカーボネートシートを入

れて、それぞれに THP-1 を播種し、RPMI

に 10% FBS と 0.05mM のメルカプトエタ

ノールを加えた培地で 24 時間培養した。 

3) Total RNA の調製 

それぞれの生体親和性高分子をコーテ

ィングしたシート上で 24 時間培養した

hMSC または THP-1 から RNeasy Mini 

Kit（QIAGEN）を用いて total RNA を

調製した。 

4) DNA マイクロアレイ解析 

それぞれの total RNA を用いて、

Affymetrix GeneChip Human Genome 

U133 Plus 2.0 Array にて mRNA 発現を

網羅的に測定した。さらに、得られたマイ

クロアレイデータから GeneSpring GX 

12.5（Agilent Technologies）を用いて統

計学的、生物学的解析を行った。 

5）パスウェイ解析 

DNAアレイ解析によるmRNA発現の網

羅的解析の結果から、Ingenuity Pathway 

Analysis（IPA）を用いてパスウェイ解析

を行った。 

5. 倫理面への配慮 

本研究において用いたヒト骨髄由来間葉

系幹細胞及びヒト単球は市販品であり、倫

理的問題はないと思われる。 

 

 

C. 研究結果 

1. 生体親和性高分子材料によるヒト骨髄

由来間葉系幹細胞（hMSC）の機能への

影響について 

まず、それぞれ組成比の異なる PMEA / 

PHEMA コポリマーでコーティング処理

された材料上で hMSC を培養した際の細

胞の形態について検討した。hMSC の 24

時間培養後の形態は、PET 及び PMEA、 



- 61 - 
 

M75H25、M50H50、M25H75 でコーテ

ィングされた材料上では、hMSC が接着

していたが、PHEMA でコーティング処

理された材料には細胞が接着せず、浮遊

の状態で存在している様子が認められた

（図１）。 

次に、hMSC が接着した材料（PMEA / 

PHEMA コポリマー4 種類と PET）上で

培養した hMSC における遺伝子発現プロ

ファイルについて網羅的に解析した。

PET と比較し、生体親和性高分子材料に

よって発現が 2 倍以上上昇または誘導さ

れた遺伝子群について解析したところ、

PMEA、 M75H25、M50H50 の材料によ

っ て 、 Regulation of the 

Epithelial-Mesenchymal Transition

（EMT；上皮間葉転換）Pathway に関わ

る遺伝子群が有意に誘導されることがわ

かった（表１）。 

EMT は、TGFβ，Notch，Wnt，Receptor 

tyrosine kinases によって誘導される（図

２）ため、次にそれぞれのシグナル伝達

について生体親和性高分子のコーティン

グ処理による変化について検討した。

TGFβが誘導するシグナル伝達経路につ

いては、PMEA、M75H25、M50H50、

M25H75 のどの材料についても EMT へ

の経路で有意に上昇または誘導される遺

伝子が多く観察され、EMT が亢進される

事がわかった（図３-1～4）。Notch が誘導

するシグナル伝達経路については、

PMEA でのみ EMT への経路における遺

伝子の発現上昇及び誘導が見られ、

M75H25、M50H50、M25H75 ではその

傾向は認められなかった（図４-1～4）。

Wnt が誘導するシグナル伝達経路につい

ては、EMT への経路における遺伝子の発

現には有意な変化は認められなかった

（図５-1～4）。Receptor tyrosine kinases

が誘導するシグナル伝達経路については、

PMEA、M75H25、M50H50、M25H75

のどの材料についても EMT への FGF 

Receptor や EGF Receptor を介した経路

で有意に上昇または誘導される遺伝子が

多く観察され、EMT が亢進される事がわ

かった（図６-1～4）。 

2. 生体親和性高分子材料によるヒト単球

（THP-1）の機能への影響について 

それぞれ組成比の異なる PMEA / 

PHEMA コポリマーでコーティング処理

された材料上で THP-1 を培養した際の

THP-1 における遺伝子発現プロファイル

について網羅的に解析した。 

まず、各生体親和性高分子材料が

THP-1 に与える影響について、THP-1 の

遺伝子発現パターンによる階層的クラス

タリングを行った。dish と最も類似した

パターンを示したのが、M75H25 及び

M50H50、次いで M25H75、PHEMA の

順で、PMEA が最も違うパターンを示し

た（図７）。 次に、dish と比較して生体

親和性高分子材料によって発現が 2 倍

以上上昇または 1/2 以下に低下した遺伝

子群の発現変化が、疾病及び生体に関わ

る機能に及ぼす影響について検討した。

全体的な変化について、図８に示す。

PMEA により有意に上昇すると予想され

る機能が多く認められ、反対に PHEMA

により有意に低下すると予想される機能

が多く認められた。一方、M75H25、

M50H50、M25H75 のコポリマーによる

影響はあまり認められなかった。 

それぞれのコーティング処理による影

響についてまとめてみた。PMEA 上で培

養したTHP-1の遺伝子発現の有意な変化

により、有意に上昇すると予想される疾
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病及び生体関連機能について表２に示し

た。上昇すると予想される機能は 42 種類

もあり、PMEA による影響の大きさが伺

われた。一方、有意に低下すると予想さ

れる疾病及び生体関連機能は、4 種類であ

った（表３）。M75H25 上で培養した

THP-1 の遺伝子発現の有意な変化により、

有意に上昇すると予想される疾病及び生

体関連機能は、2 種類であり（表４）、低

下すると予想される機能は 4 種類であっ

た（表５）。M50H50 上で培養した THP-1

の遺伝子発現の有意な変化により、有意

に上昇すると予想される疾病及び生体関

連機能は、3 種類であり（表６）、低下す

ると予想される機能は 1 種類だけであっ

た（表７）。M25H75 上で培養した THP-1

の遺伝子発現の有意な変化により、有意

に上昇すると予想される疾病及び生体関

連機能は、3 種類であり（表８）、低下す

ると予想される機能は2種類であった（表

９）。PHEMA 上で培養した THP-1 の遺

伝子発現の有意な変化により、有意に上

昇すると予想される疾病及び生体関連機

能は 11 種類であり比較的多かった（表１

０）。また、有意に低下すると予想される

疾病及び生体関連機能は、73 種類もあり

（表１１）PMEA による影響の大きさが

伺われた。 

次に、コーティング処理による THP-1

の遺伝子発現の有意な変化により、有意

に変化すると予想される毒性関連機能に

ついて検討した。PHEMA 上で培養した

THP-1 の遺伝子発現の有意な変化により、

有意に上昇すると予想される毒性関連機

能は 6 種類あり、逆に低下すると予想さ

れる機能は 2 種類であった（表１２）。そ

の他の生体親和性高分子材料上で培養し

た THP-1 については、有意に変化が予想

される毒性関連機能は認められなかった。 

 

 

D. 考察 

PMEA は、細胞が異物と認識しにくい

高分子ポリマーとして開発され、その優

れた生体適合性から人工肺などの様々な

医療機器のコーティングに利用されてい

る。生体適合性の高さには高分子が含む

中間水の量との関連性が指摘されている。

PMEA におけるこの中間水の存在が血液

適合性発現に大きく寄与していると考え

られている 2)。一方、PHEMA は中間水

の存在が認められない 2)。また PHEMA

は、細胞の接着を防ぐためのコーティン

グ剤としても利用されている。この両者

について組成比を変えて共重合させた材

料は、それぞれ中間水の含有率も異なり

表面特性も変化する事から、細胞との相

互作用にも異なる影響を及ぼすと想定さ

れる。そこで本研究では、組成比の異な

る PMEA / PHEMA コポリマーのコーテ

ィング処理した表面上でヒト細胞

（hMSC または THP-1）を培養し、それ

ぞれの細胞へ与える影響について検討を

行った。 

まず、生体親和性高分子材料による

hMSC の機能への影響について検討した。

播種 24 時間後において、やはり

PHEMA100％のコーティング処理した

シート上では、hMSC が接着せず、浮遊

の状態で存在していた（図１）。しかし、

PMEA が 25％以上含まれたコーティン

グ 処 理 の も の （ PMEA, M75H25, 

M50H50, M25H75）では、hMSC は接着

していた。この様に、コーティングした

ポリマーの組成比を変える事で、hMSC

の形態等に変化が見られることが分かっ
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た。次に、hMSC が接着した材料（PMEA 

/ PHEMA コポリマー4 種類と PET）上で

培養した hMSC における遺伝子発現プ

ロファイルについて網羅的に解析した。

その結果、PET と比較し、生体親和性高

分子材料によって発現が 2 倍以上上昇

または誘導された遺伝子群について解析

したところ、 PMEA, M75H25, M50H50 

の材料によって、 Regulation of the 

Epithelial-Mesenchymal Transition

（EMT；上皮間葉転換）Pathway に関

わる遺伝子群が有意に誘導されることが

わかった（表１）。EMT は、 TGF-β, 

Notch, Wnt, Receptor tyrosine kinases 

によって誘導される（図２）ため、それ

ぞれのシグナル伝達についてコーティン

グ処理による変化について検討したとこ

ろ、 TGF-β及び FGF Receptor や EGF 

Receptor を介した経路の誘導による

EMT Pathway の亢進は全てのコーティ

ング処理で認められた（図３,６）。一方、

Notch 誘導による EMT Pathway の亢

進は、PMEA のみ顕著にみられた（図４）。

このことから、PMEA の割合が高い方が 

EMT Pathway が亢進され易い可能性が

示唆された。 

EMT は近年、がん細胞の分化度の制御

調節機構の一つとして着目されており、

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

どが示されている。以上より、生体親和

性高分子上で培養した hMSC の遺伝子発

現プロファイルの変化から、PMEA / 

PHEMA コポリマーコーティング材料が

hMSC の運動性の亢進や未分化性の維持

などへ影響を与える可能性が示唆された。 

次に、組成比の異なる PMEA /PHEMA

コポリマーのコーティング処理した表面

上で THP-1 を培養し、細胞へ与える影響

について検討するために遺伝子発現プロ

ファイルを網羅的に解析した。各生体親

和性高分子材料の THP-1 に与える影響

について、THP-1 の遺伝子発現パターン

による階層的クラスタリングを行ったと

ころ、dish と最も類似したパターンを示

したのが、M75H25, M50H50、次いで 

M25H75、PHEMA、PMEA の順であっ

た（図７）。また、dish と比較して生体

親和性高分子材料によって発現が有意に

変化（ 2 倍以上上昇または 1/2 以下に低

下）した遺伝子群の発現変化が疾病関連

機能や生体機能に及ぼす影響について調

べたところ（図 8，表３～１１）、PMEA で

は有意に上昇する機能が多く見られ、反

対に PHEMA では有意に低下する機能

が多く見られた。一方、コポリマー

（M75H25, M50H50, M25H75）は有意

に影響を受ける機能は少なかった。この

様に、生体親和性高分子材料によるコー

ティング処理は THP-1 の遺伝子発現に

影響を与え、その大きさは PMEA > 

PHEMA > コポリマー（  M25H75 > 

M75H25, M50H50）の順であった。この

ことから、コポリマー（両高分子ポリマ

ーの共重合体）の方が、それぞれの高分

子材料のみ（PMEA, PHEMA それぞれ

100%のもの）よりも細胞が影響を受けに

くい材料である可能性が示唆された。 

 

 

E. 結論 

医用材料と細胞との相互作用について

検討を行っている。本研究では、血液適

合性評価を目的として、医用材料として

生体親和性高分子材料であるポリ（2-メ
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トキシエチルアクリレート）（PMEA）と

ポリ（2-ヒドロキシエチルメタクリレー

ト）（PHEMA）の 2 種類のポリマーに着

目し、細胞としてはヒト骨髄由来間葉系

幹細胞（hMSC）及びヒト単球（Human 

acute monocytic leukemia cell line ; 

THP-1）に着目して、組成比の異なる

PMEA / PHEMA コポリマーのコーティ

ング処理した表面上で hMSC または

THP-1 を培養し、それぞれの細胞へ与え

る影響について検討するために遺伝子発

現プロファイルを網羅的に解析した。 

hMSC への生体親和性高分子材料の影

響について検討したところ、Regulation 

of the Epithelial-Mesenchymal 

Transition（EMT；上皮間葉転換）

Pathway に関わる遺伝子群が有意に誘

導されることがわかった。さらに、TGF-

β, FGF Receptor や EGF Receptor を介

した経路の誘導によるEMT Pathway の

亢進は全てのコーティング処理で認めら

れたが、Notch 誘導による EMT 

Pathway の亢進は、PMEA のみ顕著に

みられた。 

THP-1 への生体親和性高分子材料コー

ティング処理による遺伝子群の発現変化

が疾病関連機能や生体機能に及ぼす影響

について調べたところ、PMEA では有意

に上昇する機能が多く見られ、反対に 

PHEMA では有意に低下する機能が多く

見られた。一方、コポリマー（M75H25, 

M50H50, M25H75）は有意に影響を受け

る機能は少なかった。生体親和性高分子

材料による影響の大きさは PMEA > 

PHEMA > コポリマー（  M25H75 > 

M75H25, M50H50）の順であった。 
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