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研究要旨 

 
 本研究では、新規規格の提案や国際規格の改定作業を通じて国際標準化に必要な戦略等に関する情
報を収集することを目的として、試験法及び材料開発分野において 2件のケーススタディを実施した。 
 試験法分野のケーススタディでは、ISO/TC194/WG9 において実施されている溶血性試験国際ラウン
ドロビンテストを支援するため、2種類の弱陽性対照材料 Genapol X-080 含有 PVC シート（Y-2, Y-3）
を本試験用標準品として提供した。Y-2 及び Y-3 は本試験においても良好な溶血特性を示し、その性
能が世界的に確認されたことから、今後、ISO/TC194/WG12 に国際標準品として新規提案する。 
 材料開発分野におけるケーススタディでは、機能性蛋白質を選択的に捕捉する RNA アプタマーを用
いた革新的医用材料の開発研究を行った。その結果、bFGF 捕捉型 RNA アプタマー（1p01）固定化表面
は細胞増殖促進機能を有することが確認されたことから、RNA アプタマーを利用することにより、医
用材料に意図した機能を付与できることが明らかとなった。また、BMP2 捕捉型 RNA アプタマー候補の
選定を行った結果、B10 と B24 が有力な候補となることが判明した。 
 

 

Ａ．研究目的 

本研究では、新規規格の提案や国際規格

の改定作業を通じて、国際標準化に必要な

戦略等に関する情報を収集することを目

的として、医療機器関連業界と連携のもと、

試験法分野及び材料開発分野におけるケ

ーススタディを実施している。 

 試験法分野のケーススタディでは、

ISO/TC194/WG9 が実施している溶血性試験

に関する多施設国際共同検証試験（ラウン

ドロビンテスト）を支援している。血液に

接触する医療機器には安全性上の不具合

を生じないよう、ISO 10993-4 において規

定される血液適合性評価が求められてい

るが、具体的且つ標準化された試験法が明

記されていない点が大きな課題となって

いる。ISO 10993-4 文書としては、2002 年

及び 2006 年に本体と Amendment がそれぞ
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れ発行されたが、現在、ISO/TC194「医療

機器の生物学的評価」技術委員会では、WG9

が主体となって同文書の改訂作業を行っ

ており、日本も積極的に参画している。溶

血性試験の国際ラウンドロビンテストは、

その一環として行われており、平成 26 年

度に本試験が実施された。 

 過去に行ったパイロット試験において、

WG9 が配布した弱陽性対照材料は標準品と

して十分な性能を発揮しないことが確認

された。そこで、我々が開発した 2種類の

弱陽性対照材料（Genapol X-080 含有 PVC

シート 1））を提供し、ミニテストを実施し

た結果、良好な成績が得られたため、国際

ラウンドロビンテストの本試験用標準品

として、全参加国に配布した。 

 材料開発分野におけるケーススタディ

では、機能性蛋白質を選択的に補足する

RNA アプタマーを用いた革新的医用材料の

開発研究を行っている。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。通常、材

料表面への蛋白質吸着は受動的であり、そ

の吸着挙動は材料表面の物理化学的特性

に大きく影響される。成長因子等の生理活

性物質や抗体を固定化し、特定の機能を付

与した表面も開発されているが、現在のと

ころ、新しい医用材料として実用化には至

っていない。一方、核酸医薬分野では特定

の蛋白質を特異的に捕捉し、その活性を阻

害する RNA アプタマーが医薬品として上

市化されている。 

SELEX法によりRNAアプタマー医薬品候

補を検索する際、活性を保持した状態で

標的蛋白質を特異的に捕捉する RNA アプ

タマーが多数ヒットする。RNA の生体内寿

命は非常に短いが、相応の化学修飾を施

すことにより、その寿命を延長すること

が可能となる。すなわち、適切な RNA ア

プタマーを医用材料上に固定化すること

により、特定の蛋白質を特異的且つ能動

的に材料表面に補足し、その機能を一定

期間に渡り制御できる可能性が非常に高

い。また、抗体や増殖因子等と異なり、

RNA アプタマーは単独では生理活性を示

さない合成可能な化学物質である利点も

ある。そこで材料開発分野におけるケー

ススタディでは、RNA アプタマーを用いた

革新的医用材料の創製を目指し、生理活

性を保持した状態で bFGF 並びに BMP2 を

特異的に補足する RNA アプタマーを選定

すると共に、RNA アプタマー固定化材料を

作製し、その機能を解析した。 

 

Ｂ．研究方法 

(1)ケーススタディ 1：ISO/TC194/WG9 溶

血性試験ラウンドロビンテスト支援 

1-1.溶血性試験用弱陽性対照材料の調製 

 100 パーツの PVC に対して、DEHP 55 パ

ーツ、ESBO 8 パーツ、ステアリン酸カル

シウム及びステアリン酸亜鉛 0.05 パーツ

のほか、1.0 及び 1.5 パーツの Genapol 

X-080を含有する2種類の可塑化PVCパウ

ダーを調製した。Genapol X-080 含有 PVC

シート（Y-2 及び Y-3：厚さ 0.4 mm）は同

パウダーを利用してヒートプレス法

（180℃）により作製し、本試験用標準品

として WG9 に提供した。 

 

1-2.溶血性試験ラウンドロビンテスト 

1-2-1.試験材料及び方法 

ISO/TC194/WG9 から配布された 6 種類
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（Polyethylene: PE, Nitrile glove: NG, 

Latex glove: LG, Buna rubber: BR, Y-2, 

Y-3）の材料を使用した。各試験法のイン

キュベーション時間は、ラウンドロビン

テスト用プロトコルに従い、ASTM 法 2)（直

接接触及び抽出液法）：3 時間、NIH 法 3)

（直接接触法）：1時間、MHLW 法 4,5)（抽出

液法）：4時間とした。血液試料としては、

ウサギ血液及びヒト血液を使用した。 

国内からは、テルモ株式会社と食品薬

品安全センターの 2 施設が参画し、それ

ぞれ独立して試験を実施した。なお、海

外からは 11 施設が参画した。 

 

1-2-2.倫理面への配慮 

 動物血液の採取については、所属機関

が規定する動物実験指針に従い、動物に

対する苦痛が最小となるよう務めた（財

団法人ヒューマンサイエンス振興財団/

動物実験実施施設認証認定番号：食品薬

品安全センター/12-005、テルモ/12-030）。

動物実験にあたっては、動物実験倫理委

員会の承認を得て実施した（食品薬品安

全センター/承認番号 114002A、テルモ/

承認番号 140070）。食品薬品安全センター

において実施したヒト血液を使用した試

験は同センター倫理審査委員会の承認を

得て行った（承認番号：H2014-01A）。テ

ルモはヒト血液を使用した製品評価（血

液適合性評価）を実施するにあたり、社

内倫理委員会による審査を必要としない。 

 

(2)ケーススタディ 2：RNA アプタマーを

用いた革新的医用材料の創製 

3-1.bFGF を捕捉する RNA アプタマー材料

開発 

 昨年度選定した bFGF 捕捉型 RNA アプタ

マー（1p01）及び陰性対照である poly dT

（pdT）は、ジーンデザインに合成を委託

し、末端に 3-アミノ CA リンカーを付加

した。両末端にそれぞれ SH 基とカルボキ

シル基を有するポリエチレングリコール

5000（PEG5k）を常法に従って、金コート

したガラス板上に固定化した後、カルボ

ジイミド法により、1p01 及び pdT を結合

させた。作製した両ガラス版を 70% EtOH

に浸漬後、風乾させて殺菌し、細胞培養

用 24 ウェルプレートに設置した。培地と

しては DMEM 及び MSCGM を使用し、血清は

5%ヒト血清（HS）及びウシ胎児血清（FBS）

を用いた。各培地で 30 分間プレインキュ

ベーションした後、マウス線維芽細胞

（NIH3T3：5.4×103 cell/well）又はヒト

間葉系幹細胞（hMSC：9.0×103 cell/well）

を播種し、5% CO2 雰囲気下 37℃で培養し

た。hMSC は培養開始から 2 日後、NIH3T3

は培養開始 3 日後に固定化し、Hoechst 

33258（Ex=360 nm, Em=460 nm）により染

色後、BZ-9000 を用いて核数を計測するこ

とにより、細胞増殖能を評価した。 

 

3-2.BMP2 を捕捉する RNA アプタマー材料

開発 

3-2-1.RNA アプタマー候補の選定 

BMP2 結合能を有する RNA アプタマー候

補の選定は、BMP2 をアミノカップリング

させた NHS 樹脂を用いる SELEX 法により

行なった。テンプレート DNA、フォワード

プライマー及びリバースプライマーはジ

ーンデザインに合成委託し、これらを用

いて RNA プールの転写合成を行なった。

RNA にヌクレアーゼ耐性を付与するため、

ピリミジン残基のリボースに 2F 修飾を

施した dNTP を取り込める DuraScribe T7 

Transcription Kit（エアブラウン）を用

い、転写反応を行なった。転写産物を簡
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易精製し、SELEX buffer（20 mM Tris-HCl 

pH 7.6, 145 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.8 mM 

MgCl2, 1.8 mM CaCl2）条件下で tRNA 等の

競合物質と共に BMP2 固定化樹脂と混合し、

結合した RNA を回収・精製した。回収し

た RNA を逆転写反応により DNA に戻し、

PCR によって増幅させ、DNA を精製した。

この DNA を用いて再度転写を行なうこと

により、次のラウンドの RNA プールを合

成した。このサイクルを合計 10 ラウンド

繰り返し、最終ラウンドのPCR産物をTOPO

ベクターにクローニングし、シークエン

ス解析を行なった。解析結果を ClustalW

によってグルーピングすることで、RNA ア

プタマー候補を取得するための評価を行

った。得られた候補配列について、プロ

グラム Mfold 及び RNAfold を用いて二次

構造解析を行ない、BMP2 結合に重要な構

造モチーフを検索した。 

 

3-2-2.RNA アプタマー候補の BMP2 結合能

評価 

SELEX法によって得られたRNAアプタマ

ー候補と BMP2 の結合能を電気泳動移動度

シフトアッセイ法（EMSA）及び表面プラ

ズモン共鳴法（SPR）を用いて評価した。 

EMSAではMgイオンの有無の違いによる

影響を評価するために、TB（89 mM Tris, 

89 mM Borate）及び TBM（89 mM Tris, 89 

mM Borate, 1 mM MgCl2）を泳動用緩衝液

として使用した。RNA と BMP2 の混合比は

1:0 及び 1:5 とし、12% 非変性 PAGE によ

って RNA アプタマー候補と BMP2 の結合能

を評価した。 

SPR解析はBIAcore3000を用いて行ない、

ランニング緩衝液及びセンサーチップと

して、それぞれ SELEX buffer 及びストレ

プトアビジン固定化チップ（SA チップ）

を使用した。同チップに 5末端ビオチン

標識 pdT（16 nt）を 100 Resonance Unit 

(RU)程度結合させた後、リガンドとなる

3末端に Poly A を付加した候補 RNA を

poly A/pdT 間の相互作用を利用して SA チ

ップに固定化した。候補アプタマーと

BMP2 との結合能は同チップを利用して評

価した。 

 

Ｃ．研究結果 

(1)ケーススタディ 1：ISO/TC194/WG9 溶

血性試験ラウンドロビンテスト支援 

 総計 13 施設において試験を実施したが、

集計が完了していないため、国内施設が

行った試験結果を示す。 

 

1-1.陰性対照及び強陽性対照の試験結果 

 図 1a に示したとおり、陰性対照材料で

ある PE は、ヒト血液及びウサギ血液を利

用した評価系ともに、全ての試験法にお

いて溶血能を示さなかった。 

 強陽性対照材料である NG は、ヒト血液

及びウサギ血液を利用した評価系におい

て、ASTM/直接接触法及び ASTM/抽出液法

ともに、ほぼ 100%の溶血率を示した（図

1b）。NIH/直接接触法の場合、ウサギ血液

を利用した評価では完全溶血が観察され

たが、ヒト血液を使用した試験系の溶血

率は若干低く、51.4%であった（図 1b）。

一方、NG の溶血特性をウサギ血液及びヒ

ト血液を利用した MHLW/抽出液法により

評価した時の溶血率は、それぞれ 6.6%及

び 2.0%であった。 

 

1-2.弱陽性対照材料の試験結果 

 図 2a に示したとおり、LG の溶血特性を

最も感度良く検出できる試験法は NIH/直

接接触法であり、ウサギ血液及びヒト血
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液を利用した試験系における溶血率は、

それぞれ 30.5%及び 13.5%に達した。LG の

溶血特性は ASTM/直接接触法においても

探知可能であった（ウサギ血液：7.6%，

ヒト血液：7.7%）。一方、抽出液法は LG

の溶血特性を十分探知できず、ASTM/抽出

液法及び MHLW/抽出液法において観察さ

れた溶血率（ウサギ血液/ヒト血液）は、

それぞれ 2.6%/0.5%及び 0.6%/0.3%であっ

た。 

 図 2b に示したとおり、BR の溶血特性

は ASTM/直接接触法において最も感度良

く検出された（ウサギ血液：6.9%，ヒト

血液：4.9%）。ASTM/抽出液法、NIH/直接

接触法及び MHLW/抽出液法における溶血

率（ウサギ血液/ヒト血液）は、それぞれ

2.3%/0.9%、3.4%/1.1%及び 0.5%/0.5%）で

あった。 

 図 3a に示したとおり、ASTM 法は Y-2 の

溶血特性を感度良く検出することが可能

であり、直接接触法及び抽出液法におけ

る溶血率（ウサギ血液/ヒト血液）は、そ

れぞれ 9.3%/8.8%及び 13.1%/12.7%であっ

た。NIH/直接接触法と MHLW/抽出液法の感

度は、ほぼ同等であり、両試験法におい

て観察された溶血率（ウサギ血液/ヒト血

液）は、それぞれ 3.0%/3.0%及び 1.0%/2.5%

であった。 

 Y-3 は ASTM/抽出液法及び MHLW/抽出液

法において強溶血を示し、両試験法にお

ける溶血率（ウサギ血液/ヒト血液）は、

それぞれ 94.5%/95.1%及び 86.3%/86.6%に

達した（図 3b）。直接接触法による検出感

度は抽出液法と比較して低く、ASTM/直接

接触法及び NIH/直接接触法における溶血

率（ウサギ血液/ヒト血液）は、それぞれ

49.7%/39.9%及び 15.6%/11.9%であった。 

 

(2)ケーススタディ 2：RNA アプタマーを

用いた革新的医用材料の創製 

3-1.bFGF 捕捉型 RNA アプタマー材料開発 

昨年度、bFGF の生理活性を阻害せずに

bFGF を捕捉する RNA アプタマー候補であ

る 1p01、1p02 及び 2p03 を選定した。ま

た、金コートしたガラス板表面に PEG5k

を介して pdT を固定化させることにも成

功している。そこで、金コートしたガラ

ス板に PEG5k 及び 1p01 又は pdT を固定化

した材料が及ぼす細胞増殖能への影響を

評価した。 

bFGF 捕捉型 RNA アプタマー1p01 及び陰

性対照である pdT をコートした材料上で

細胞培養を行なった結果、5% HS 条件下で

は培地の種類を問わず、NIH3T3 及び hMSC

ともに、1p01 コート材料上で培養した方

が高い増殖能を示すことが確認された

（図 4）。また、5% FBS/DMEM 培地条件下で

hMSC を培養した場合にも、1p01 コート材

料は増殖促進作用を示したが、5% FBS/ 

MSCGM 培地条件下の場合、1p01 及び pdT

コート材料は同等の増殖能を示した（図

5）。 

 

3-2.BMP2 捕捉型 RNA アプタマー材料開発 

3-2-1.RNA アプタマー候補の選定 

BMP2 に結合する RNA 候補を SELEX 法に

よって選定し、72 クローンの配列解析を

行った後、ClustalW を用いたグルーピン

グ解析を行なった結果、BMP2 と結合する

RNA アプタマー候補は 5 種類（B10, B20, 

B24, B32, B37）の配列に収束されている

ことが明らかとなった。B10, B20, B24, 

B32 及び B37 の出現頻度は、それぞれ 6.9%, 

16.9%, 8.5%, 45.1%及び 12.7%であり、B32

が最も多く観測されていた。この 5 種類

の候補についてプログラム Mfold 及び
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RNAfold による二次構造解析を行なった

結果、それぞれ図 6 に示した構造を形成

していることが予測された。 

 

3-2-2.RNA アプタマー候補の BMP2 結合能

評価 

SELEX 法によって得られた 5種類の RNA

アプタマー候補と BMP2 の結合能を EMSA

により評価した結果、二価イオン非存在

下では、BMP2 を添加することにより、ス

メアな複合体バンドが観測された。一方、

Mg2+イオン存在下でEMSAを行なった結果、

B10 及び B24 については、明瞭な複合体バ

ンドが観測された（図 7）。 

BIAcoreを用いたSPR法による解析の結

果、RNA アプタマー候補に BMP2 を添加す

ることにより、例外なく RU 値の上昇が確

認されたことから、5種類の RNA アプタマ

ー候補は、いずれも BMP2 に結合すること

が判明した（図 8）。 

 

Ｄ．考 察 

(1)ケーススタディ 1：ISO/TC194/WG9 溶

血性試験ラウンドロビンテスト支援 

 ラウンドロビンテストのプロトコルは、

医療機器の溶血性試験のために国際的に

広く用いられている ASTM 法、NIH 法及び

MHLW 法の 3 法から構成されている。NG は

強陽性対照材料であるが、MHLW/抽出液法

の検出感度は、その他の試験法と比較して

大きく劣ることが確認された。LG 及び BR

は主に直接接触法における弱陽性対照材

料として配布された試料であり、本試験に

おいても、その溶血特性が明瞭に示された。

これらの現象は、事前に行ったパイロット

試験においても確認されている。 

 一方、我々が提供した Y-2 及び Y-3 は、

直接接触法及び抽出液法のいずれにおい

ても弱陽性対照材料として利用すること

が可能であり、試験法に応じて、両者を使

い分けることにより、試験系の評価を行う

ことができることが判明した。 

 ウサギ血液とヒト血液は多くの試験法

において、ほぼ同等の感度を示した。しか

し、NIH/直接接触法では、ウサギ血液を利

用した試験系の方が感度的に優れている

ことが確認された。 

 

(2)ケーススタディ 3：RNA アプタマーを

用いた革新的医用材料の創製 

本研究では、RNA アプタマーを用いた革

新的医用材料の創製を目指し、生理活性

を保持した状態で増殖因子である bFGF 及

び BMP2 を捕捉する RNA アプタマーを選定

し、新規医用材料としての有用性を評価

した。 

bFGF 捕捉型 RNA アプタマー1p01 及び陰

性対照である pdT を材料表面上に固定化

し、両材料上で細胞培養を行なった。そ

の結果、5% FBS/MSCGM 培養条件下の場合、

hMSCの増殖能はpdT及び1p01間に顕著な

相違は観察されなかった。この現象は、

hMSC 増殖用に最適化された MSCGM 培地に

含まれる増殖因子が同細胞に優先的に作

用し、RNA アプタマーによる効果が減弱し

たことに由来すると思われる。一方、そ

の他の培養条件下においては、陰性対照

である pdT と比較して、1p01 コート材料

表面上で細胞数が多く観測されているこ

とから、同材料は細胞増殖促進効果を有

していることが示唆された。今後、同材

料表面上の吸着蛋白質解析等を行うと共

に、本 RNA アプタマーとコラーゲンとの

複合材料を作成し、ラット埋植試験等を

実施することにより、医用材料としての

有用性を検証する。 
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BMP2 に対する RNA アプタマーを用いた

新規骨充填剤の開発を目指し、SELEX 法に

より BMP2 に結合する RNA アプタマー候補

の選定を行なった。得られた RNA アプタ

マー候補の解析を行なった結果、5種類の

配列に収束していたが、共通の構造モチ

ーフが認められなかったことから、各候

補はそれぞれ特有の構造を有しているこ

とが示唆された。RNA アプタマー候補と

BMP2の相互作用をEMSAによって解析した

結果、Mg2+イオンの有無により、その挙動

が異なっていた。B10 及び B24 は Mg2+イオ

ン存在下において、明瞭な複合体バンド

として検出された。これは、Mg2+イオンが

両 RNA アプタマー候補と BMP2 の結合に密

接に関与することを示唆している。一般

的な機能性 RNA の構造形成には二価の金

属イオンが関与する場合が多く、ヒト IgG

に対する RNA アプタマーにおいても複合

体形成にMg2+もしくはCa2+イオンが必要と

なっている。一方、SPR 法による相互作用

解析において、SELEX 法と同様に二価又は

一価の金属イオンを添加した条件下で評

価した結果、5種類の RNA アプタマー候補

は BMP2 に対して、40N ランダム配列より

も強い結合能を有することが確認された。

本研究において使用した SELEX の条件下

では、Mg2+, Ca2+, K+及び Na+イオンが共存

しているため、B10、B24 以外の RNA アプ

タマー候補については、Mg2+イオンとは別

のイオンに依存した構造形成能を有する

可能性も示唆された。また、EMSA 及び SPR

解析において、40N ランダム配列の RNA は

非常に弱い BMP2 結合能を有することが確

認されたが、この現象は BMP2 に存在する

塩基性アミノ酸に富んだ正電荷領域と、

負電荷を帯びている RNA との非特異的な

静電相互作用に由来すると思われる。今

回得られた 5 種類の RNA アプタマー候補

は、二次構造予測の結果から保存された

構造モチーフが確認されないと共に、相

互作用解析における挙動が異なることか

ら、それぞれが異なる機構で BMP2 と結合

していることが示唆された。RNA アプタマ

ーを利用した医用材料の開発に応用する

ためには、BMP2 の生理活性を阻害しない

配列が必要であるため、今後、5 種類全て

の RNA アプタマー候補を用いて、BMP2 シ

グナル伝達阻害等の評価を行う。また、

二次構造予測の結果に基づいて短鎖化し

た RNA アプタマーについても同様の解析

を行うと共に、金属イオン依存性につい

ても検討する。 

 

Ｅ．結 論 

(1)ケーススタディ 1：ISO/TC194/WG9 溶

血性試験ラウンドロビンテスト支援 

 我々が開発した弱陽性対照材料（Y-2 及

び Y-3）は、直接接触法及び抽出液法のい

ずれにおいても弱陽性対照材料として利

用することが可能であり、試験法に応じ

て、両者を使い分けることにより、試験

系の評価を行うことができることが判明

した。Y-2 及び Y-3 の対照材料としての性

能が世界的に確認されたことから、今後、

強陽性対照材料である Y-4 と合わせて、

ISO/TC194/WG12 に国際標準品として新規

提案する。 

 

(2)ケーススタディ 2：RNA アプタマーを

用いた革新的医用材料の創製 

bFGF 捕捉型 RNA アプタマー1p01 は、細

胞増殖促進機能を有することが確認され

たことから、新規医用材料の開発におい

て有益なツールになることが示唆された。

また、BMP2 に結合する RNA アプタマー候



- 44 - 
 

補として、5種類の有力な配列を選定する

ことができた。 
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