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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 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、医用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、既知の生体適合性に優れた MEA/HEMA コポリマー等の高分子材料に加え金属ス

テント材料及び新たに合成した生体適合性高分子等につい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。また、培養細胞の遺伝子発現挙動は材料により変化することを見出した。

既存試験法の予備的検証実験においては、本邦通知（薬食機発 0301 第 20 号、平成 24

年 3 月）及び、現材改訂作業が進められている ISO/WD 10993-4.2（血液適合性試験）
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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 及びβ-TG を指標として評価できる可能性が示された。また、血液適合性と密

接に関与するとみられる中間水については、材料表面近傍の水和状態に着目した分子動

力学的なシミュレーションにより表現できる可能性が示された。高分子材料に対する蛋

白質吸着の抑制には、蛋白質の離脱時の分子間相互作用を誘起しない表面の設計が重要

であること、ポリマーの一次構造の制御により中間水を制御することが可能であること

が判明した。歯科インプラントに関する研究では、歯科用インプラントの承認審査で行

うべき疲労試験のワーストケース設定について、国際的動向を踏まえると共に有限要素

解析法を検討し、科学的エビデンスに基づき提言として取り纏めた。 

 

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中で、循環器系医

療機器はその他の医療機器と比較して圧

倒的に使用頻度が多く、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、

既知の生体適合性に優れたMEA/HEMAコポ

リマー等の高分子材料に加え金属ステン

ト材料及び新たに合成した生体適合性高

分子について、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

び高分子材料の化学構造及び一次構造、

ISO/WD 10993-4.2（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等

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の疲労試験

におけるワーストケースの選定の考え方

について、科学的な根拠に基づく学術的
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な研究による承認審査基準の解釈の統一

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もしくは

シリカ粒子に MPC、CBMA、SBMA、HEMA、

mOEGMA、TMAEMA 及び BMA のポリマーブ

ラシを形成し、X線光電子分光、分光エ

リプソメーター及び AFM 等により表面

構造及び特性、NMR により水和構造、AFM

フォースカーブにより表面相互作用及

び蛋白質との相互作用を解析した（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、血管ステン

ト用金属材料である SUS、SUS/DLC、

SUS/30%F/DLC、SUS/Si-DLC、Co-Cr 及び

Ni-Ti、新たに合成した高分子材料であ

る PTHFVE、PEOEVE 及び PMe3A に吸着す

るヒト血漿蛋白質を試料として、

LC-MS/MS (Q-Exactive/ Advance Nano 

UPLC)を用いて網羅的比較定量解析を行

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 ランダム共重合体等をコーティン

グしたQCMセンサーと種々の濃度のALB、

FIB、FINC 及び VTNC 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 MEA 50 量

体構造に水分子を 25 個、50 個、75 個、

100 個配置させ、水分子の酸素原子のへ

の吸着エネルギーを計算した（植松）。

また、血液適合性試験では、PP-low bind

チューブ中で、PC、PET、PMEA、PHEMA、

MEA/ HEMA ランダム共重合体材料、

PTHFVE、PEOEVE 及び PMe3A を浸漬した

用時調製ヘパリン加ヒト血液の補体

（SC5b-9）、血小板（β-TG）及び血液凝

固系（TAT）蛋白質量を市販 ELISA によ

り測定すると共に、溶血性を評価した

（宮島）。regio 選択的な閉環メタセス

重合法（ROMP）を用いてエチレングリコ

ール構造を主鎖または副鎖に導入した

新規ポリマーを合成し、DSC 法により中

間水を、ヒト血小板粘着試験により抗血

栓性を評価した（田中）。 

 

(3) 細胞挙動解析 
 TCPS、PMEA、PHEMA、MEA/HEMA ランダム

共重合体、PMe3A、PTHFVE、PEOEVE の材料

上で HUVEC、TIME-GFP 又は THP-1 細胞を

常法に従って 1日間、2日間又は 4日間培
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養して、細胞数の測定及び遺伝子発現挙

動解析（HUVEC、TIME-GFP）あるいは活性

化マーカ蛋白質及び IL-8 の発現解析

（THP-1）を実施した（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）。活

性化マーカ蛋白質の発現解析においては、

冷 FACSBuffer で洗浄後、ヒトγグロブリ

ン、さらに FITC 標識した抗活性化マーカ

蛋白質抗体あるいはコントロールIgG1と

インキュベーションした THP-1 細胞を

Flow Cytometry で解析した（加藤）。THP-1

細胞培養上清中の IL-8 の量は市販の

ELISA キットを用いて測定した（加藤）。 

 

(4) 歯科用インプラントに関する研究 

アカデミア、独立行政法人医薬品医療

機器総合機構、日本歯科材料工業協同組

合が連携し、歯科インプラントの疲労試

験のワーストケース設定などの考え方

について、審査側と申請者側で問題と考

えている事項を把握し、明確な科学的エ

ビデンスに基づき検討した。また、疲労

試験におけるワーストケース設定に関

し、FEM を用いた実験を行った（佐々木）。 

 

2. 倫理面の配慮 

本研究に用いた HUVEC、TIME-GFP 及び

THP-1 細胞は、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 

双性イオン性およびカチオン性ポリマ

ーブラシ層に覆われたシリカ粒子間に存

在する水分子の T1 値は低く、非電解質親

水性および疎水性ポリマーブラシ層に覆

われたシリカ粒子間に存在する水分子の

T1 値は比較的大きな値となった。疎水性

ポリマーブラシでは離脱時の強い引力が

検出されたが、双性イオン性ブラシ層で

はこのような引力がほとんど検出されな

かった。ほとんどの組み合わせで、接近

時に蛋白質とポリマーブラシ表面との間

に引力を観測することはなかった（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、

血管ステントの新たな金属材料である

SUS/30%F/DLCに対する血液適合性評価マ

ーカ候補蛋白質の吸着はその他の材料と

比較して顕著に抑制されていることが判

明した。また、蛋白質吸着挙動から判定

し た 各 高 分 子 の 血 液 適 合 性 は

PMEA=PTHFVE>>PEOEVE>PHEMA>UHMWPE>>PM

e3Aの順になることが明らかになった（蓜

島）。蛋白質吸着の動力学的解析に関す

る研究では、どの蛋白質においても結合

定数及び結合速度定数は汎用ポリマー
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（PET、PBT、PA6及び PA66）より生体適

合性ポリマー（PHEMA、PMEA 及び HEMA/MEA

ランダム共重合）のほうが小さく、解離

定数及び解離速度定数は、汎用ポリマー

より生体適合性ポリマーのほうが大きく、

その傾向は特にFIB及びVTNCで顕著であ

った（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、PMEAのエステル結合カル

ボニル酸素原子はメトキシ基の酸素原子に

比べて水分子の吸着エネルギーが大きく、

水分子を取り込みやすいことが示された。

さらに、材料に吸着させた水分子に対し、

周りに飽和状態で水分子を配置した上で

シミュレーションを行ったところ、エス

テル結合カルボニル酸素原子に吸着させ

た水分子は周りの水分子に比べて動きが

拘束される傾向にあり、これによって不

凍水を表現する可能性が示唆された。メ

トキシ基近くにとどまり続ける水と遠く

に存在し続ける水があることが判明し、

これが中間水にあたると考えられた（植

松）。血液適合性試験では、TAT 及びβ

-TG は、陽性対照シートで増加するのに

対し、HEMA/MEA シートでは MEA の増加に

伴い減少した。また両マーカ共に、PHEMA、

PMe3A、PTHFVE、PMEA、PEOEVE の順番で

値が低下した（宮島）。中間水コンセプ

トによる新規生体適合性高分子の合成に

関する研究では、エチレングリコールユ

ニット数の増加に伴い中間水の増加が観

察され、0.01g/g 以上の中間水の存在で

血小板の粘着が抑制された（田中）。 

(3)細胞挙動解析 

遺伝子発現プロファイルの解析におい

て、TIME-GFP で上昇すると予想される疾

病及び生体関連機能は、PMe3Aで“Glucose 

metabolism disorder”など4種類、

PEOEVE で aortic disorder”など3種類、

PMEA で”proliferation of 

hematopoietic progenitor cells”など2

種類であった。同様に低下が予想される

機能は、PMe3A で”differentiation of 

cell”など8種類、PTHFVE で“cell 

movement of epithelial cells”など4

種類、 PEOEVE で “differentiation of 

epithelial cells” など25種類、PMEA

で”development of head”など2種類で

あった（澤田）。また、THP-1細胞の蛋白

質発現挙動において、CD54の発現は TCPS

を対照とすると PMe3A、PEOEVE で2倍以上

増加したが、CD86の発現は対照とほとん

ど変わらなかった。一方。培養上清中の

IL-8の量は、

PMe3A>>PEOEVE>>PMEA>PTHFVE>PHEMAの順

番であった（加藤）。 

(4)歯科用インプラントに関する研究 

疲労試験のワーストケースの選定の基

本的な考えについて、インプラント形状に

おける長さ、径、アングルの有無、嵌合機

構の形状に関して審査基準に関する考え

方を取り入れ、ワーストケース選定のため

のフローチャート案を取りまとめて提案

した（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、表面特異的

な水和構造を明らかにするにはさらなる

工夫が必要であること、カチオン性及び

アニオン性ポリマーブラシ表面には、静
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電気的相互作用のみ、疎水性ポリマーブ

ラシ表面には静電気的相互作用のみが働

き、蛋白質とポリマーブラシ間における

相互作用は接触後の離脱を妨げる力とし

て働いていることが明らかになった（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、DLC 系ステント材料の解析結果は、

報告に報告された in vitro 試験、動物

実験及び臨床評価と一致し、新規合成生

体材料の血液適合性は蛋白質吸着特性

から評価できることが示唆された。また、

新たに合成された生体適合高分子であ

る PTHFVE、PEOEVE 及び PMe3A の血液適

合性も蛋白質吸着特性から予測・評価で

きることが示唆された（蓜島）。蛋白質

吸着の動力学的解析に関する研究では、

特に FIB 及び VTNC の吸着挙動により高

分子材料の血液適合性をスクリーニン

グできる可能性が示された（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、本

法は MEA50 量体周辺に存在する水分子

が不凍水であるかの指標として使える

可能性、水分子の補捉時間による中間水

を示しうる可能性が見いだせた（植松）。

血液適合性試験については、血液適合性

が低い高分子材料でマーカ蛋白質産生

量が増加し、血液適合性が高い高分子材

料においてマーカ蛋白質産生量が減少

したTAT及びβ-TGが評価試験として適

性している可能性が示された（宮島）。

中間水コンセプトによる新規生体適合

性高分子の合成に関する研究では、中間

水は不凍水と蛋白質との接触を抑制し、

不凍水による吸着タンパク質の構造変

化を低下させることにより、高分子材料

の血小板への吸着を低下させたと考え

られる（田中）。 

 

(3)細胞挙動解析 

遺伝子発現プロファイルの解析におい

ては、コーティングするポリマーの種類

により血管内皮細胞の機能に与える影響

は異なることが示された（澤田）。THP-1

細胞の蛋白質発現挙動においては、血液

適合性が高いことが示されている高分子

材料で CD54 の発現は低く、ほぼ同様の傾

向がIL-8で観察されることが明らかにな

った（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の

選定には、フローチャートのような考え

方の導入により、合理的かつ効率的な判

断が可能となり審査の問題点に一部の

改善につながるものと考えられる。申請

者側としては、機械強度に関して科学的

根拠に基づき説明可能な資料の作成の

必要性が示された（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、蛋白質の離

脱時の分子間相互作用を誘起しない表面

の設計が蛋白質吸着に重要であることが

明らかになった。引き続き NMR 及び AFM
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フォースカーブを基盤技術として、材料

表面近傍の水和状態と蛋白質吸着挙動解

析を高分解能で解析できる方法論を開発

する必要がある（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におい

て得られた成績は、これまでに選定した

血液適合性評価マーカの有用性を検証す

るうえで非常に有益な情報となった。網

羅的プロテオミクス解析において選定さ

れた血栓性評価マーカの有用性を検証す

るため、引き続き標的プロテオミクスに

よる絶対定量を行う必要がある（蓜島）。

蛋白質吸着の動力学的解析に関する研究

では、QCMセンサーを用いたFIB及びVTNC

に対する吸着挙動の動力学的解析により

高分子材料の血液適合性をスクリーニン

グできる可能性が示された。引き続き血

栓性試験用材料をコーティングした QCM

センサーを作製し、蛋白質の吸着試験方

法を開発する必要がある（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、本法は

不凍水の存在を示すには有用となる可能

性が示され、官能基の補足された時間に

基づいた水の分類は中間水の特徴を示す

きっかけとなると考えられた。中間水の

存在状態を判定する指標を選定するため、

引き続き幾つかのモデル化合物の表面近

傍における水分子の吸着エネルギーと個

数を分子動力学的シミュレーションによ

り算出し、比較検討する必要がある（植

松）。高分子材料の血液適合性評価にお

いて TAT 及びβ-TG を指標とすることが

適している可能性が示された。引き続き

生体適合性の異なる高分子材料を用いて、

現行の血液適合性試験法に掲げられてい

る血栓形成に係るマーカの特性及び妥当

性を総合的に検証する必要がある（宮島）。

中間水コンセプトによる新規生体適合性

高分子の合成に関する研究では、高分子

の一次制御による水和構造と抗血栓性の

制御に成功し、抗血栓性の発現メカニズ

ムを解明するための新たな知見を得るこ

とができた。引き続き主鎖又は側鎖構造

を変化させた PMEA 類似体を合成し、DSC

法等を用いて高分子の物理化学的な物性

と中間水量との相関性を検討する必要が

ある（田中）。 

 以上、材料表面への静的及び動的蛋白

質吸着挙動を指標とした評価法並びに材

料との接触に伴う血液中の TAT 及び

β-TG 変動に基づく評価法は、医用材料

の血液適合性を予測・評価する新たな in 

vitro 試験法として利用可能であること

が示唆された。 

 

(3)細胞挙動解析 

遺伝子発現プロファイルの解析にお

いては、高分子材料が TIME-GFP の機能に

及ぼす影響の評価には、網羅的遺伝子解

析だけでなく、接着や増殖等他の評価も

考慮する必要性が示された（澤田）。THP-1

細胞の蛋白質発現解析では、高分子材料

の血液適合性の評価において CD54 と

IL-8 が有用である可能性が示された（加

藤）。 

以上、医用材料の血液適合性は、CD54

発現量及び IL-8 産生量を指標として評

価できる可能性が示唆された。 
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(4) 歯科用インプラントに関する研究 

 承認審査で特に問題となっている歯

科用インプラントの疲労試験における

ワーストケース設定などについて科学

的エビデンスに基づき学術的に検討、整

理し、歯科用インプラントが真に具備す

る要件を再考し、「課題解決に向けた提

言」として取りまとめた。引き続き歯科

インプラントに関する国際標準を取り

入れた新しい審査基準を策定する必要

がある（佐々木）。 

 

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 

CBMA: N-methacryloyloxyethyl N,N- dimethyl ammonium-α-N-methyl carboxylate 

SBMA: [2-(methacryloyloxy) ethyl] dimethyl-(3-sulfopropyl) ammonium hydroxide  

mOEGMA: Oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate  

TMAEMA: 2-trimethylammoniumethyl methacrylate 

BMA: n-butyl methacrylate 

DLC: Diamond-like carbon 

PEOEVE: Poly (2-ethoxy- ethyl vinyl ether) 

PTHFVE: Poly (te- trahydrofurfuryl vinyl ether) 

PMe3A: Poly [2-{2-(2- methoxy-ethoxy) ethoxy} ethyl acrylate-co-butyl acrylate] 

Alb: 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) 

MEA：2-methoxyethyl acrylate 

HEMA：Hydroxyl-ethyl methacrylate) 

FIB: Fibrinogen 

FINC: Fibronectin 

VTNC: Vitronectin 

PMEM: Poly(2-methoxyethyl metacrylate) 

QCM: Quartz Crystal Microbalance 

PP: Polypropylene 

PC: Polycarbonate 

PET: Polyethylene terephthalate 

β-TG: β-Thromboglobulin 

TAT: Thrombin-Antithrombin Complex 

ROMP: Ring opening metathesis polymerization 

DSC: Differential scanning calorimetry 

HUVEC: Human umbilical vein endothelial cells 

IL-8: Interleukin 8 

IPA: Ingenuity pathways analysis 

TCPS: Tissue culture-treated polystyrene 
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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 


