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研究要旨 

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）やポリ（2-ヒドロキシエチルメタクリレート）（PHEMA）に加え、3種類の

類似体、ポリ[2-[2-（メトキシエトキシ）エトキシ]エチルアクリレート]（PMe3A）、ポ

リ（テトラヒドロフラン-2-イルメチルビニルエーテル）（PTHFVE）、ポリ（2-エトキ

シエチルビニルエーテル）（PEOEVE）について、血液適合性評価の一つとして、血管

内皮細胞を用いて材料における内皮化を評価するためのより最適な方法を探索するた

めに、初代培養細胞であるヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）と最近開発された不死化さ

せたヒト皮膚微小血管内皮細胞の TIME-GFPを用いて、高分子材料上で培養し、細胞接

着と形態及び内皮化について比較検討した。 

初代培養細胞である HUVEC の場合、ロットによる接着傾向や増殖にばらつきが見られ

たが、TIME-GFPは継代による細胞の変化もあまり見られず、またHUVECと同様の接着

傾向を示し、さらに材料上でも血管内皮細胞としての機能を保持していた。これらのこと

から、血管内皮細胞を用いた材料の内皮化評価において TIME-GFP を用いる有用性が

示唆された。次に、TIME-GFPの材料への接着数を調べることで、ポリマーコーティング

処理の割合をどの程度検出できるのか調べた結果、PC シートに PMEA を処理した場合、

50%の処理の違いは細胞数を測定することで検出できることがわかった。実際に製品に使用

する医用材料及びその表面処理において、この試験をバリデーションすることによって品

質管理試験として使用できる可能性が示唆された。さらに、高分子材料による TIME-GFP

の機能への影響について、遺伝子発現の網羅的解析も行ったところ、コーティングする

ポリマーの種類によって血管内皮細胞の機能へ与える影響は異なることがわかった。ポ

リマーコーティングによる内皮化の評価として、ポリマー上への TIME-GFPの接着や

増殖について検討した上で、さらに血管内皮細胞の機能への影響についても考慮する必

要があるだろう。TIME-GFP を用いてそれぞれのポリマーについて内皮化の評価を行

った今回の結果からは、TIME-GFP の接着や増殖も比較的良く、細胞の機能へ与える

影響が少ないと予想されるPTHFVEが、内皮化の評価は高いといえるのかもしれない。 
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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、細胞応答の観点からの検討

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。我々はこれ

までに、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

討したところ、Ti 表面へのカルシウムイ

オン導入処理により hMSCの骨分化が誘

導されること、さらにそれは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)。 

また昨年度は、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。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、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

とし、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。

その結果、hMSCへの生体親和性高分子

材料の影響については、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、Notch 誘導による 

EMT Pathway の亢進は、PMEAのみ顕

著に認められた。THP-1への影響につい

ては、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が

PMEA と PHEMA では大きく異なるこ

と等を見出した。 

今年度は、医用材料として、PMEAや

PHEMAに加え、3種類の類似体、ポリ

[2-[2-（メトキシエトキシ）エトキシ]エチ

ルアクリレート]（PMe3A）、ポリ（テト

ラヒドロフラン-2-イルメチルビニルエー

テル）（PTHFVE）、ポリ（2-エトキシエ

チルビニルエーテル）（PEOEVE）につい

ても着目した。ステントや人工血管など生

体内に留置され血液接触下で使用される医

用材料の問題の一つに血栓形成があげられ

る。特に小口径人工血管の開存を維持する

には、抗血栓性を高める必要がある。これ

まで、人工血管の内腔に血小板接着を抑制
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させる処理や、内皮化を促進させる処理な

どを施し、抗血栓性を高めた人工血管の開

発が進められてきた。最近、PMEAは血管

内皮細胞の接着も促進することが明らかと

なり、人工血管の内皮化促進処理としても

期待されている。材料の in vitroにおける

内皮化の評価は、一般的にヒト臍帯静脈内

皮細胞（HUVEC）が使われているが、初

代培養細胞のためロット差や培養による細

胞の変化等により、同じ材料であっても常

に同じ結果が出るとは限らない。最近、

ATCC社からヒト皮膚微小血管内皮細胞に

human telomerase reverse transcriptase

（hTERT）を導入することで不死化させた

細胞（TIME-GFP）が開発された。本研究

では、in vitro内皮化評価において

TIME-GFPが HUVECと代替できないか

検討するために、PMEAをはじめとする生

体親和性高分子をコーティング処理した基

材上に、TIME-GFPまたは HUVECを播

種し、その形態、接着数や抗血栓性に関わ

る遺伝子の発現量を比較した。さらに、そ

れぞれのコーティング処理による

TIME-GFPの機能への影響について検討

するために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 臍帯 静脈内皮 細胞（ Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells ; HUVEC）

（PromoCell）は、Endothelial Cell Growth 

Medium 2（PromoCell）で培養した。 

2) GFP 導入不死化ヒト皮膚微小血管内皮

細胞（TIME-GFP）（ATCC）は Vascular Cell 

Basal Medium に Microvascular 

Endothelial Cell Growth Kit-VEGF、12.5 

g/mL Blasticidin（Life Technologies）及び

200 g/mL G418 （Clontech）を加えた培地

で培養した。 

2. 基材への高分子のコーティング処理 

1) 基材 

ポリカーボネートシート（PCシート；菅

原工芸）で厚さ 0.1 mm、直径 33 mmのも

のを用いた。 

2) 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）, 

PMe3A, PTHFVE, PEOEVEの８種類を

1 w/v%（メタノール）に調製した。それ

ぞれの構造式を表 1に示した。 

3) PC シートへの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。 

3. 高分子材料における血管内皮化細胞接着

試験 

 各ポリマーでコーティングしたPCシート

を MPC ポリマー処理 6 ウェルプレート 

（Lipidure-Coat 6well plate；日油）に入れ、

1 x 104個の HUVEC又は TIME-GFPを播

種し、培養した。1日及び 4日間培養後の細

胞数の測定は、細胞を PBS で洗った後、

0.05%トリプシン-EDTA溶液（Gibco）でシ

ートから細胞を剥離し、800 x gで 5分間遠

心分離を行った。沈殿した細胞を 100 l の

培地で懸濁、AO/PI cell viability kit（logos 

biosystems）と細胞懸濁液を 1:9の割合で混

合し、Luna-FLTM自動細胞計測装置（logos 

biosystems）で細胞数を測定した。 

4. デジタル PCR（dPCR）によるmRNA発
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現量の定量的解析 

培養 4日後のHUVEC及び TIME-GFPか

ら RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて

total RNAを抽出し、ReverTra Ace qPCR 

RT Kit（TOYOBO）を用いて逆転写反応を

行い、cDNA へ変換した。得られた cDNA

を使い Nitric oxide synthase-3（NOS-3）及

び Thrombomodulin（TM）発現量を dPCR 

（QuantStudio 3D ; applied biosystems） 

により定量した。NOS-3及び TMの PCR反

応には TaqMan Gene Expression Assays 

（ Hs01574659_m1, Hs00264901_s1 ; 

applied biosystems, cat. No. 431182）を用

いた。内在性コントロールとして GAPDH

を用い、その定量にはリアルタイム PCR 

（Roche LightCycler (version 4.0)）を使用

した。PCR 反応はライトサイクラー専用ヒ

ト mRNA定量プライマーセットを用いて行

った。 

5. DNAマイクロアレイ解析 

培養 4 日後の TIME-GFP から調製した

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。 

6. 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。 

7. 有意差検定 

 ポリマーコーティング処理の割合と接

着細胞数についての統計解析は SigmaPlot 

12.5 Software （Systat Software Inc）を用

いて行った。データは一元配置分散分析

（One-Way ANOVA）を行った後、各間の有

意差は Student-Newman-Keuls test（SNK

検定）による多重比較で確認した。 

IPA 解析における統計解析は、Fisher’s 

Exact Testにて行った。 

8. 倫理面への配慮 

本研究において用いたヒト臍帯静脈内皮

細胞及び GFP導入不死化ヒト皮膚微小血管

内皮細胞は市販品であり、倫理的問題はな

いと思われる。 

 

 

C. 研究結果 

1. 高分子材料上における HUVEC の細

胞接着と形態及び内皮化について 
各高分子をコーティング処理した PC シ

ートにHUVECを播種し、細胞接着及びそ

の形態を観察した。さらに、内皮化の指標

の一つとして細胞数を測定した。PCシート

以外への細胞接着を防ぐために、MPC処理

を施した 6 ウェルプレートに PC シートを

入れ細胞を播種した。HUVEC (Lot No. 

311301) の 1日及び 4日培養後の形態を図

１と図２に、それぞれの細胞数は図３ (A) 

に示した。培養 1日後、PMEAでコーティ

ングしたシートでは、HUVEC が接着して

いたが、PHEMA 及び PMEA/PHEMA の

コポリマーでコーティングしたシートでは

細胞が接着していなかった。PMEAで接着

した細胞は、Dishと比べ接着面積が小さく、

球形であった。PTHFVE は PMEAより細

胞接着数は少なかったが、形は Dish上で培

養した細胞に近く、扁平状であった。

PMe3A及びPEOEVEでコーティングした

シートでは、培養 1 日後、細胞数は検出限

界以下であったが、顕微鏡観察により、球

形の細胞が僅かに接着していることを確認
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した。未処理（ untreat）のシートも

PTHFVE と同程度、細胞が接着していた。

PCシートを入れていないMPCコート 6ウ

ェルプレートでは細胞は全く接着しておら

ず、シート以外の場所で接着する細胞は無

視できることを確認した。 

培養 4日後、Dish上のHUVECは増殖し

ており、コンフルエントの状態であった。

また、PMEAをコーティングしたシート上

の細胞も増殖が認められ、ほぼコンフルエ

ントに近い状態であったが、PHEMA 及び

PMEA/PHEMA のコポリマーでコーティ

ングしたシートでは培養 4 日後でも細胞は

接着していなかった。PTHFVE は PMEA

と同程度の増殖率を示していた。PMe3A及

び PEOEVE 上での細胞数は、培養 1 日後

では検出限界以下であったが、培養 4 日後

では検出できるまでに細胞が増殖していた。

一方、未処理の PC シート上での細胞の増

殖は他と比べて低かった。 

HUVEC のロットによる影響を検討する

ために、他の 2 ロットでも同様の実験を行

った。各ポリマーコーティングした PC シ

ート上の細胞形態についてはロットによる

大きな違いは見られなかった（data not 

shown）。一方、細胞数（図３ (B, C)）につ

いては、HUVEC （4031901.2）は PMEA

と PTHFVE 上での細胞数は同程度であっ

たが、HUVEC（4061601.1) は PTHFVE

の方が PMEAよりも細胞数が多かった。ま

た、HUVEC （4031901.2）は培養 1 日後

でPMe3A及びPEOEVEで細胞数を測定で

きたが、HUVEC（4061601.1）では 1日後

に細胞が接着していたものの、培養 4 日後

でも細胞数は検出限界以下であった。

PHEAMA及びPMEA/PHEMAのコポリマ

ーはいずれのロットも接着しなかった。 

2. 高分子材料上における TIME-GFP の

細胞接着と形態及び内皮化について 
hTERT 導入により不死化させたヒト皮

膚微小血管内皮細胞（TIME-GFP）を使っ

て、HUVEC と同様の実験を行った。各ポ

リマーコーティングした PC シート上の細

胞形態及び接着については、HUVEC と同

じ傾向を示した（図４，５）。独立した実験

を 3回行った結果、PMEAと PTHFVE及

びPMe3AとPEOEVEは同程度の細胞数と

増殖率を示した（図６）。HUVEC 3ロット

の結果と同様に、untreat では細胞は接着

するものの増殖率は低く、PHEAMA 及び

PMEA/PHEMA のコポリマーは接着しな

かった。 

3. 高分子材料上における HUVEC 及び

TIME-GFP の血管内皮細胞としての機

能確認 
HUVEC及びTIME-GFPが各ポリマーコ

ーティングしたシートに接着して、血管内

皮細胞としての機能を保持しているか確認

するために、NOS-3と TMの 2遺伝子が各

ポリマー上で培養した際に発現しているか

どうか定量 PCR 法により調べた。Dish 上

では、HUVEC と TIME-GFP は NOS-3

及び TMを同程度発現していた（図７A, B）。

また、各ポリマーコーティングしたシート

上においても、Dish と比較してそれぞれ

NOS-3及びTMの発現が低下することはな

かった（図７C, D）。 

4. ポリマーコーティング処理の割合と接

着細胞数について 

TIME-GFP の接着数を調べることで、

ポリマーコーティング処理の割合をどの程

度検出できるのか調べるために、面積の

100%、50%を PMEA 処理した PC シート

に TIME-GFPを播種し、4日間培養後の細
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胞増殖を解析した。その結果、PMEA100%

と 50%及び PMEA50%と 0%の間の細胞増

殖率に有意な差がみられた（図８）。 
5. 高分子材料による TIME-GFP の機能

への影響について―遺伝子発現の網羅

的解析 

TIME-GFP が接着した材料（PMe3A, 

PTHFVE, PEOEVE, PMEAと未処理の

PC）上で 4 日間培養した TIME-GFP 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。Dish上での培養と比

較して TIME-GFP の mRNA 発現が有

意に変化した遺伝子数を表 2 に示した。

未処理の PC 上での培養によって発現が

有意に低下した遺伝子数は 308 でポリマ

ーコーティングによって有意に変化した

遺伝子数よりも比較的多めであったが、4

種類のポリマーコーティングによってそ

れぞれ有意に変化（上昇または低下）し

た遺伝子の数は同程度であった。 

次に、コーティング処理による

TIME-GFP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疾病

及び生体関連機能について検討した（表

３～７）。まず、未処理の PCでは、上昇

すると予想される疾病及び生体関連機能

は、“development of blood cells”など 3

種類であり、低下すると予想される機能

は“metabolism of triacylglycerol”など

10種類であった（表３）。また、遺伝子発

現の有意な変化から予想される上流の制

御 因 子 の 変 化 と “ metabolism of 

triacylglycerol”などの機能との関連につ

いて図９に示した。PMe3Aでは、上昇す

ると予想される疾病及び生体関連機能は、

“glucose metabolism disorder”など 4

種類であり、低下すると予想される機能

は“differentiation of cells”など 8種類

であった（表４）。また、遺伝子発現の有

意な変化から予想される上流の制御因子

の変化と“differentiation of cells”など

の機能との関連について図１０に示した。

PTHFVEでは、上昇すると予想される疾

病及び生体関連機能は無く、低下すると

予想される機能は“cell movement of 

epithelial cells”など 4種類であった（表

５）。しかし、遺伝子発現の有意な変化か

ら予想される上流の制御因子の変化等は

特に認められなかった。PEOEVE では、

上昇すると予想される疾病及び生体関連

機能は、“aortic disorder”など心血管疾

患に関わる 3種類であり、低下すると予想

さ れ る 機 能 は “ differentiation of 

epithelial cells”など 25種類であった（表

６）。また、遺伝子発現の有意な変化から

予想される上流の制御因子の変化と

“aortic disorder”などの機能との関連に

ついて図１１に示した。PMEA では、上

昇すると予想される疾病及び生体関連機

能は、“proliferation of hematopoietic 

progenitor cells”など 2種類であり、低

下 す る と 予 想 さ れ る 機 能 は

“development of head”など 2種類であ

った（表７）。また、遺伝子発現の有意な

変化から予想される上流の制御因子の変

化と“ proliferation of hematopoietic 

progenitor cells”の機能との関連につい

て図１２に示した。 

 

 

D. 考察 

本研究では、医用材料の血液適合性評価
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の一つとして、血管内皮細胞を用いて材

料における内皮化を評価するためのより

最適な方法を探索した。 

まず、従来材料の in vitroにおける内皮

化の評価に使用されていた初代培養細胞

の HUVECと最近開発された不死化させ

た血管内皮細胞の TIME-GFP を用いて、

高分子材料上で培養し、細胞接着と形態

及び内皮化について比較検討した。3ロッ

トの HUVECについて検討したところ、

材料への接着試験についてロットによる

差が大きいことが明らかとなった（図３）。

一方、TIME-GFPでは HUVECと同様の

増殖傾向を示し、独立した 3回の実験内で

の差も小さいことが確認された（図６）。 
 次に、TIME-GFPが各ポリマーコーティ

ングしたシートに接着した際に、血管内皮

細胞としての機能を保持しているか確認し

た（図７）。一酸化窒素合成酵素 3（Nitric 

oxide synthase-3 ; NOS-3）は主に血管内皮

細胞で発現しており、この酵素によって合

成される一酸化窒素（NO）には血小板凝集

を抑制する作用がある。またトロンボモジ

ュリン （Thrombomodulin ; TM）は血管

内皮細胞表面に存在し、トロンビンと複合

体を形成して血液凝固を抑制することが知

られている。これら 2 遺伝子が各ポリマー

上で培養しても発現しているかどうかにつ

いて定量PCR法により調べた。Dish上で、

TIME-GFPは NOS-3及び TMをHUVEC

と同程度発現しており、TIME-GFP は

HUVEC と同程度の抗血栓作用が予測され

た。また、各ポリマーコーティングしたシ

ート上でもDishと比較して、NOS-3や TM

の発現が低下することはなかった。以上の

結果により、材料に接着した TIME-GFPの

細胞数を測定することで、材料の内皮化及

びそれに伴う抗血栓性を予測できることが

示唆された。初代培養細胞である HUVEC

の場合、ロットによる接着傾向の違いや培

養による細胞の変化によって実験の再現性

や妥当性が下がる可能性が考えられるが、

不死化された TIME-GFP は継代による細

胞の変化もあまり見られず、また HUVEC

と同様の接着傾向を示し、さらに材料上で

も血管内皮細胞としての機能を保持してい

ることから、血管内皮細胞を用いた材料の

内皮化評価において TIME-GFP を用い

る有用性が示唆された。 

 また、TIME-GFPを使用した材料への接

着試験の応用について検討した。人工血管

の内腔に内皮細胞の接着を促す処理を施し

た製品が開発されている。このような製品

の品質管理として、内腔に目的とする処理

がきちんと施されているか調べる必要があ

る。これは、内腔表面の化学組成等を調べ

ることで可能であるが、一方で、血管内皮

細胞の接着数が上昇するか in vitroで調べ

ることは直接的で有効であると考えられる。

TIME-GFPの材料への接着数を調べるこ

とで、ポリマーコーティング処理の割合を

どの程度検出できるのか調べるために、面

積の 100%、50%を PMEA処理した PCシ

ートに TIME-GFPを播種し、4日間培養後

の細胞増殖を解析した。その結果、

PMEA100%と 50%及び PMEA50%と 0%

の間の細胞増殖率に有意な差がみられた

（図８）。以上の結果から、PCシートに

PMEAを処理した場合、50%の処理の違い

は細胞数を測定することで検出できること

がわかった。実際に製品に使用する医用材

料及びその表面処理において、この試験を
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バリデーションすることによって品質管理

試験として使用できる可能性が示唆された。 

高分子材料による TIME-GFP の機能

への影響について、遺伝子発現の網羅的

解析も行った。 

PTHFVE 及び PMEA はどちらも

TIME-GFP が比較的良く接着し、4 日間

での増殖率も Dishと同程度であった（図

６）。PTHFVE では、上昇すると予想さ

れる疾病及び生体関連機能は無く、また

低下すると予想される機能も少なく（表

５）、PTHFVE が細胞機能へ与える影響

は少ないと考えられた。また、PMEA も

変化すると予想される機能は少ないもの

の、上昇すると予想される疾病及び生体

関連機能は「造血前駆細胞の増殖」など 2

種類であり（表７）、 PMEA により血球

系の細胞や血小板に影響を与える可能性

のある機能の上昇が認められた。 

PMe3A 及び PEOEVE はどちらも

TIME-GFP 培 養 1 日 後 の 接 着 は

PTHFVEや PMEAよりも低かったが、4

日後にはどちらも増殖しており、増殖率

はむしろ高い傾向を示した（図６）。

PMe3Aでは、変化すると予想される疾病

及び生体関連機能は 12 種類あり、

TIME-GFPの機能へ及ぼす影響は少なく

なかった（表４）。また、PEOEVE は変

化すると予想される疾病及び生体関連機

能は 28種類と多く TIME-GFPへ与える

影響が大きいことが伺われた。さらに、

上昇すると予想される疾病及び生体関連

機能 3種類は全て「心血管疾患」に関わる

粥性大動脈硬化症などの大動脈疾患に関わ

る機能であった（表６）。今後、実際に

PEOEVE によって血管内皮細胞が動脈

硬化症等の心血管疾患へとつながる変化

を引き起こすのかどうかさらなる検討が

必要であろう。 

以上の結果から、コーティングするポ

リマーの種類によって血管内皮細胞の機

能へ与える影響は異なることがわかった。

ポリマーコーティングによる内皮化の評

価として、ポリマー上への TIME-GFPの

接着や増殖について検討した上で、さら

に血管内皮細胞の機能への影響について

も 考 慮 す る 必 要 が あ る だ ろ う 。

TIME-GFPを用いてそれぞれのポリマー

について内皮化の評価を行った今回の結

果からは、TIME-GFPの接着や増殖も比

較的良く、細胞の機能へ与える影響が少

ないと予想される PTHFVEが、内皮化の

評価は高いといえるのかもしれない。 

 

 

E. 結論 

本研究では、血管内皮細胞を用いて医用

材料における内皮化を評価するためのよ

り最適な方法を探索した。 

従来、材料の in vitroにおける内皮化の

評価に使用されていた初代培養細胞の

HUVEC と最近開発された不死化させた

血管内皮細胞の TIME-GFPを用いて、高

分子材料上で培養し、細胞接着と形態及

び内皮化について比較検討したところ、

TIME-GFP は継代による細胞の変化もあ

まり見られず、またHUVECと同様の接着

傾向を示し、さらに材料上でも血管内皮細

胞としての機能を保持していることから、

血管内皮細胞を用いた材料の内皮化評価

において TIME-GFP を用いる有用性が

示唆された。 

 また、TIME-GFPの材料への接着数を調

べることで、ポリマーコーティング処理の

割合をどの程度検出できるのか調べたとこ

ろ、PCシートに PMEAを処理した場合、
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50%の処理の違いは細胞数を測定すること

で検出できることがわかった。実際に製品

に使用する医用材料及びその表面処理にお

いて、この試験をバリデーションすること

によって品質管理試験として使用できる可

能性が示唆された。 

高分子材料による TIME-GFP の機能

への影響について、遺伝子発現の網羅的

解析も行ったところ、コーティングする

ポリマーの種類によって血管内皮細胞の

機能へ与える影響は異なることがわかっ

た。ポリマーコーティングによる内皮化

の 評 価 と し て 、 ポ リ マ ー 上 へ の

TIME-GFPの接着や増殖について検討し

た上で、さらに血管内皮細胞の機能への

影響についても考慮する必要があるだろ

う。TIME-GFPを用いてそれぞれのポリ

マーについて内皮化の評価を行った今回

の結果からは、TIME-GFPの接着や増殖

も比較的良く、細胞の機能へ与える影響

が少ないと予想される PTHFVEが、内皮

化の評価は高いといえるのかもしれない。 
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表１．高分子材料の構造式
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PMe3A 

PHEMA 

表１．高分子材料の構造式

Poly(tetrahydrofuran

Poly(2-methoxyethyl acrylate)

Poly(2-ethoxyethyl vinyl ether)

Poly [2-[2-(methoxyethoxy)ethoxy]ethyl acrylate]

Poly(2-hydroxyethyl methacrylate)

表１．高分子材料の構造式 
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Poly(tetrahydrofuran-2-ylmethyl vinyl 

methoxyethyl acrylate) 

ethoxyethyl vinyl ether)

(methoxyethoxy)ethoxy]ethyl acrylate]

hydroxyethyl methacrylate)

72 - 

ylmethyl vinyl ether) 

 

ethoxyethyl vinyl ether) 

(methoxyethoxy)ethoxy]ethyl acrylate]

hydroxyethyl methacrylate) 

(methoxyethoxy)ethoxy]ethyl acrylate] 

 

 

H 

 

 

 

  
 

 

 



 

 

図１．ポリマーをコーティングしたシート上で
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PHEMA 

図１．ポリマーをコーティングしたシート上で

 

 

 

 

 

図１．ポリマーをコーティングしたシート上で
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図１．ポリマーをコーティングしたシート上で1日培養した

PMe3A 

M75H25 

untreat 
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図２．ポリマーをコーティングしたシート上で

 

 

 

 

 

図２．ポリマーをコーティングしたシート上で
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図２．ポリマーをコーティングしたシート上で
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PMe3A 

M75H25 

untreat 

 

 

 

図２．ポリマーをコーティングしたシート上で4日培養した
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PEOEVE 
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）の細胞形態 

 

 



 

 

A: HUVEC (3111301)A: HUVEC (3111301)

図３．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した

A: HUVEC (3111301) 

図３．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した
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B: HUVEC (4031901.2)

図３．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した

75 - 

B: HUVEC (4031901.2)

図３．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した

C: HUVEC (4061601.1)B: HUVEC (4031901.2) 

図３．ポリマーをコーティングしたシート上で培養したHUVECの増殖

C: HUVEC (4061601.1)

の増殖 

C: HUVEC (4061601.1) 
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図４．ポリマーをコーティングしたシート上で
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untreat 

 

 

 

図４．ポリマーをコーティングしたシート上で
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untreat 

 

 

 

図５．ポリマーをコーティングしたシート上で
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Exp#1Exp#1 

図６．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した図６．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した
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Exp#2

図６．ポリマーをコーティングしたシート上で培養した

78 - 

Exp#2 

図６．ポリマーをコーティングしたシート上で培養したTIMETIME-GFPの増殖

Exp#3 

の増殖 
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図７．血管内皮細胞における
Dish
で培養した各血管内皮細胞における
現量

C 

 

図７．血管内皮細胞における
Dish上で培養した各血管内皮細胞における
で培養した各血管内皮細胞における
現量0はRNAが回収できなかったもの）．

 

NOS-3

図７．血管内皮細胞における
上で培養した各血管内皮細胞における

で培養した各血管内皮細胞における
が回収できなかったもの）．

3 

図７．血管内皮細胞におけるNOS-3及びTM
上で培養した各血管内皮細胞におけるNOS-3 (A) 

で培養した各血管内皮細胞におけるNOS-3 (C) 及び
が回収できなかったもの）． 
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の発現解析 
TM (B) の発現比較（TIME
の発現比較(Dish上での各血管内皮細胞における発現量を

D 

TM

TIME-GFPの発現を
上での各血管内皮細胞における発現量を

TM 

の発現を1とする）．それぞれのシート上
上での各血管内皮細胞における発現量を

とする）．それぞれのシート上
上での各血管内皮細胞における発現量を1とする．発



 

 

図８．シート面積の
Y
は

図８．シート面積の
Y軸は4日間の増殖率（培養
はOne-Way ANOVA

図８．シート面積の100,50,0%
日間の増殖率（培養4日後の細胞数
Way ANOVA及びSNK検定を用いて行った

100,50,0%をPMEAコーティングしたシート上で
日後の細胞数/播種した細胞数
検定を用いて行った(*
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コーティングしたシート上で
播種した細胞数(60000))

(*P< 0.05)。 
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コーティングしたシート上で4日間培養した
(60000))。3回の独立した実験の平均値±

日間培養したTIME
回の独立した実験の平均値±

TIME-GFPの増殖率比較
回の独立した実験の平均値±SDを示している。有意差検定

の増殖率比較 
を示している。有意差検定
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上での培養と比較してTIME
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PTHFVE 

PEOEVE 
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のmRNA 発現が有意に変化した遺伝子数
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analyzed by GeneSpringGX 12
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発現が有意に変化した遺伝子数
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analyzed by GeneSpringGX 12
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表３．未処理のPCシート上で培養したTIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化により変化すると予想される疾病及び生体関連機能 

 
Categories Diseases or Functions Annotation p-Value 

Predicted 
Activation 

State 

Activation 
z-score Molecules Molecules 

No. 

Cellular Development, Hematological System 
Development and Function, Hematopoiesis development of blood cells 1.88E-03 Increased 2.524 

ANK1,DKK1,DMTN,EGR1,ELK4,EOMES,EPOR,FGF2,FLT1,GADD45B,IL6R,INHBA, 
LCP2,MAPK1,NFATC2,NR4A2,PIK3CD,PLEKHA2,PPM1D,PSTPIP2,PTGS1,PTPN2, 
RIPK2,RORA,SLAMF6,SOD2,TAB3,TGFB2,TNFRSF11A,TNFSF10,TXNRD2,ZBTB16 

32 

Cardiovascular Disease, Developmental Disorder, 
Organismal Injury and Abnormalities 

hypertrophy of left ventricle 5.48E-04 Increased 2.219 ABCA1,ACTC1,ADRB2,CPT1A,EPOR,PLAT,PLAU,SLC8A1 8 

ventricular hypertrophy 4.16E-05 Increased 2.103 ABCA1,ACTC1,ADRB2,CPT1A,EPOR,FSTL3,IL6R,INHBA,PLAT,PLAU,PLCE1,SLC8A1 12 

Cellular Movement 

migration of breast cancer cell 
lines 1.16E-03 Decreased -2.117 ADAM9,ADRB2,CAPN2,CDH2,CXCL5,CXCL8,EPOR,FGF2,ITGAV,ITGB1,LMO7, 

MAPK1,NF2,PLAU,SOCS4 15 

cell movement of brain cancer cell 
lines 2.51E-04 Decreased -2.124 CDH2,EGR1,FGF2,FGF5,FLT1,ITGAV,ITGB1,NCL,PLAU,PVR,SOD2 11 

Lipid Metabolism, Small Molecule Biochemistry 
metabolism of acylglycerol 9.69E-05 Decreased -2.138 AGPAT9,CPT1A,FASN,INSIG1,LDLR,LPIN1,PLAU,PLCE1,PLD1,SCARB1,SCD,SCD5 12 

synthesis of acylglycerol 1.45E-04 Decreased -2.138 AGPAT9,FASN,LDLR,LPIN1,PLAU,PLCE1,PLD1,SCARB1,SCD,SCD5 10 

Cellular Movement, Connective Tissue 
Development and Function cell movement of fibroblasts 2.39E-03 Decreased -2.186 CALCRL,CAPN2,DMTN,FGF2,FNDC3B,GSN,ITGB1,MAPK1,PLAU,PTPN2,RHOB, 

SLC8A1 12 

Lipid Metabolism, Small Molecule Biochemistry 
metabolism of triacylglycerol 4.26E-04 Decreased -2.200 AGPAT9,CPT1A,FASN,INSIG1,LDLR,LPIN1,SCARB1,SCD,SCD5 9 

synthesis of triacylglycerol 6.01E-04 Decreased -2.200 AGPAT9,FASN,LDLR,LPIN1,SCARB1,SCD,SCD5 7 

Organismal Injury and Abnormalities, Renal and 
Urological Disease failure of kidney 1.14E-03 Decreased -2.200 ADRB2,BICC1,CXCL8,CYP1A1,DACT3,DNASE1,EPOR,FLT1,HMOX1,LDLR,PDE3A, 

PDE4B,PDE5A,PTGS1 14 

Cellular Movement 

migration of brain cancer cell lines 1.10E-03 Decreased -2.395 CDH2,EGR1,FGF2,FGF5,ITGB1,NCL,PLAU,PVR,SOD2 9 

migration of tumor cell lines 1.88E-05 Decreased -2.407 

ADAM9,ADRB2,CAPN2,CDH2,CXCL5,CXCL8,DCBLD2,EGR1,EPOR,FGF2,FGF5, 
GNAS,HMOX1,IGFBP6,ITGAV,ITGB1,LMO7,LOX,LYVE1,MAPK1,MITF,MSX2,NCL, 
NF2,NR4A2,PARVA,PIK3C2B,PLAU,PLD1,PVR,RALGAPA2,RHOB,S1PR3,SIRT6, 
SOCS4,SOD2,TGFBI,TNFSF10 

38 

 



 

図９．未処理の図９．未処理のPCシート上で培養したシート上で培養したシート上で培養したTIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化から予想される上流の制御因子の変化
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表４．PMe3A上で培養したTIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化により変化すると予想される疾病及び生体関連機能 
Categories Diseases or Functions 

Annotation p-Value Predicted 
Activation State 

Activation 
z-score Molecules Molecules 

No. 

Metabolic Disease glucose metabolism 
disorder 1.12E-02 Increased 2.901 

ABCA1,ABCG1,ADAD1,ANXA1,COL1A2,COX6A2,DNAJB9,EPOR,FABP4,FOS,GLIS3,HAPLN1,HPSE,INSR,ITPR2,LMNA,
MAPK10,NAA25,PARD3B,PDE3B,PDE5A,PLA2R1,PPP1R3C,PTGS1,SERPIND1,SLC9A1,SOCS3,TMEM71,TNFSF10, 
ZKSCAN8 

30 

Behavior cognition 6.99E-03 Increased 2.138 CARF,EPOR,FOS,GABBR2,HAPLN1,HTR7,KIT,KMT2D,MAP2K7,MAPK10,NF1,PKM,PTPRN2,TET1 14 

Cancer abdominal cancer 2.10E-05 Increased 2.000 

ABCA1,ABCC3,ABCG1,ABI3BP,ADAD1,AGGF1,AJAP1,AKAP9,ANK1,ANXA1,AQP12A/AQP12B,ARHGEF7,ARMCX4, 
ATAD3A,ATAD3B,ATP6V1D,ATP7B,B3GALT4,B4GALT4,BTG3,C1GALT1,C1R,C5orf34,CARF,CASC10,CCDC183,CD209,
CENPA,CHD6,CLASP1,CLCN5,CLEC1A,CNTLN,CNTNAP3,COL1A2,COL5A1,CPA4,CSGALNACT1,CYP27C1,CYP2B6, 
DAP3,DIP2A,DNAJB9,DUSP16,EMCN,EPOR,FABP4,FAM111B,FAM161A,FAM208A,FARP1,FBN1,FGF2,FIZ1,FNDC3B, 
FOS,GABBR2,GDAP2,GEM,GLIPR1,GLIS3,GLRB,GUCY1A2,HABP4,HAPLN1,HPSE,HTR7,HUS1,IFT57,IGFBP5,IGFLR1,I
L1RL1,IL6R,ING4,INHA,INSR,ITPR2,KIAA1211,KIF21A,KIT,KLHL24,KMT2D,KRT25,KYNU,LMNA,LRRC17,MAP2K7, 
MAP9,MAPK10,MEDAG,MEST,MGRN1,MLF1,MLLT4,MYRIP,N4BP2L1,NAA25,NCBP1,NDUFA10,NF1,NT5C,NTN4, 
NXPE1,NYNRIN,OAZ3,OTUD4,PANK2,PAPOLG,PAPPA,PAQR7,PARD3B,PCDHA6,PCDHB15,PCDHB7,PCGF5,PDE3B,P
DE5A,PKM,PLA2R1,PODN,POGZ,PPIP5K1,PPP1R3C,PROSER3,PRR14L,PTGS1,PTPRN2,QSER1,RAB38,RBAK, 
RBM33,RELN,REPS2,REXO2,RFX3,RHEB,RIPK2,SCAF11,SEC24A,SELENBP1,SERPINB2,SERPIND1,SERTAD4, 
SETD7,SLC28A3,SLC7A2,SLC9A1,SMEK2,SOCS3,STAG1,STC1,TAGLN,TET1,TGFB2,THAP2,THSD7A,TIFA,TMEFF1, 
TMEM158,TMEM67,TMEM71,TMEM87A,TNFSF10,TPCN1,TRA2B,TRNT1,TRPC1,TRUB1,TXNL1,ULK4,VCAN,VCPIP1, 
VPS53,ZAR1,ZBTB43,ZKSCAN8,ZNF117,ZNF135,ZNF197 

179 

Digestive System Development and 
Function, Hepatic System Development 
and Function, Organ Morphology 

regeneration of liver 3.82E-03 Increased 2.000 HPSE,IL6R,MAP2K7,PTGS1,SOCS3 5 

Cell Death and Survival, Connective 
Tissue Development and Function cell viability of fibroblasts 6.11E-03 Decreased -2.000 ATP7B,FGF2,FOS,INSR,LMNA 5 

Cellular Movement cell movement 1.81E-03 Decreased -2.088 

ABCA1,AGGF1,AJAP1,ANXA1,BGN,C1GALT1,CD209,CDK6,EPOR,FABP4,FBN1,FGF2,FNDC3B,FOS,GLRB,HEY1, 
HPSE,HTR7,IGFBP5,IL1RL1,IL6R,ING4,INSR,KIT,KMT2D,LMNA,MAPK10,MLLT4,NF1,NFIC,NTN4,PAPPA,PKM,PLA2R1,
PODN,RELN,REPS2,RIPK2,SEMA4C,SERPINB2,SERPIND1,SLC9A1,SOCS3,STC1,STX6,TGFB2,TNFSF10,TNFSF15, 
TRAF4,TRPC1,VCAN 

51 

Cancer growth of tumor 9.37E-03 Decreased -2.089 ANXA1,BTG3,CDK6,CENPA,FGF2,FOS,IGFBP5,IL1RL1,IL6R,INHA,INSR,KIT,MAP2K7,MLLT4,NF1,PKM,RHEB,SOCS3, 
TGFB2,TNFSF10,VCAN 21 

Cellular Movement migration of cells 5.35E-04 Decreased -2.172 

ABCA1,AGGF1,ANXA1,BGN,C1GALT1,CD209,CDK6,EPOR,FABP4,FGF2,FNDC3B,FOS,GLRB,HEY1,HPSE,HTR7, 
IGFBP5,IL1RL1,IL6R,ING4,INSR,KIT,KMT2D,LMNA,MAPK10,MLLT4,NF1,NFIC,NTN4,PAPPA,PKM,PLA2R1,PODN,RELN,
REPS2,RIPK2,SEMA4C,SERPINB2,SERPIND1,SLC9A1,SOCS3,STC1,STX6,TGFB2,TNFSF10,TNFSF15,TRAF4,TRPC1,
VCAN 

49 

Organismal Development size of body 1.08E-02 Decreased -2.213 ABCA1,BGN,CDK6,CSGALNACT1,FABP4,FOS,GABBR2,GLIS3,HEY1,IGFBP5,INHA,INSR,ITPR2,LMNA,NFIC,PAPPA, 
RFX3,SLC25A25,SLC9A1,TET1,TGFB2,TRAF4,TRPC1,ULK4 24 

Cellular Development differentiation of cells 4.16E-03 Decreased -2.397 

ANXA1,ARHGEF7,BGN,BTG3,CDK6,EPOR,FABP4,FGF2,FNDC3B,FOS,GADD45B,GEM,GLIS3,HEY1,HPSE,HTR7, 
IGFBP5,IL1RL1,IL6R,INHA,INSR,KIT,L3MBTL1,LMNA,LRRC17,MAP2K7,MLF1,NF1,NFIC,PDE5A,PKM,PTGS1,RELN, 
RHEB,RIPK2,SELENBP1,SEMA4C,SERPINB2,SLC9A1,SOCS3,STC1,SUFU,TET1,TGFB2,TLR1,TMEM67,TNFSF10, 
TNFSF15,TRPC1,VCAN 

50 

Cancer Cancer 4.68E-05 Decreased -2.559 

ABCA1,ABCC3,ABCG1,ABI3BP,ABLIM1,ADAD1,AGGF1,AJAP1,AKAP9,ANK1,ANXA1,AQP12A/AQP12B,ARHGEF7, 
ARMCX4,ASPHD2,ATAD3A,ATAD3B,ATG13,ATP6V1D,ATP7B,B3GALT4,B4GALT4,BGN,BTG3,C18orf54,C1GALT1,C1R,
C5orf34,CARF,CASC10,CCDC183,CD209,CDK6,CENPA,CHD6,CLASP1,CLCN5,CLEC1A,CNTLN,CNTNAP3,COL1A2, 
COL5A1,COPS7B,COX6A2,CPA4,CSGALNACT1,CTAGE1,CYP27C1,CYP2B6,DAP3,DENND6B,DIP2A,DNAJB9,DUSP16,
EIF3M,EMCN,EPOR,FABP4,FAM111B,FAM161A,FAM208A,FARP1,FBN1,FGF2,FIZ1,FNDC3B,FOS,GABBR2,GADD45B,
GDAP2,GEM,GLIPR1,GLIS3,GLRB,GUCY1A2,HABP4,HAPLN1,HEY1,HPSE,HTR7,HUS1,IFT57,IGFBP5,IGFLR1,IL1RL1, 
IL6R,ING4,INHA,INSR,INTU,ITPR2,KIAA1211,KIAA1715,KIF21A,KIT,KLHL24,KMT2D,KRT25,KYNU,L3MBTL1,LMNA, 
LRRC17,MAP2K7,MAP9,MAPK10,MBNL2,MEDAG,MEST,MGRN1,MLF1,MLLT4,MYRIP,N4BP2L1,NAA25,NCBP1, 
NDUFA10,NF1,NFIC,NIPAL1,NT5C,NTN4,NXPE1,NYNRIN,OAZ3,OTUD4,PANK2,PAPOLG,PAPPA,PAQR7,PARD3B, 
PCDHA6,PCDHB15,PCDHB7,PCGF5,PDE3B,PDE5A,PKM,PLA2R1,PODN,POGZ,PPIP5K1,PPP1R3C,PPP2R2C, 
PROSER3,PRR14L,PTGS1,PTPRN2,QSER1,RAB38,RBAK,RBM33,RELN,REPS2,REXO2,RFX2,RFX3,RHEB,RIPK2, 
SCAF11,SCUBE3,SEC24A,SELENBP1,SEMA4C,SERPINB2,SERPIND1,SERPINI1,SERTAD4,SETD7,SLAIN2,SLC12A4, 
SLC28A3,SLC7A2,SLC9A1,SMEK2,SOCS3,STAG1,STC1,SUFU,TAGLN,TET1,TGFB2,THAP2,THSD7A,TIFA,TLR1, 
TMEFF1,TMEM158,TMEM67,TMEM71,TMEM87A,TNFSF10,TPCN1,TRA2B,TRAF4,TRNT1,TRPC1,TRUB1,TXNL1,ULK4,
VCAN,VCPIP1,VPS53,ZAR1,ZBTB43,ZKSCAN8,ZNF117,ZNF135,ZNF197 

208 

Cell Death and Survival, 
Gastrointestinal Disease, Hepatic 
System Disease 

cell death of hepatocytes 6.02E-03 Decreased -2.589 EPOR,FOS,GADD45B,IL6R,INHA,SOCS3,TNFSF10 7 
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上で培養したTIME-GFPGFPの遺伝子発現の有意な変化から予想される上流の制御因子の変化
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表５．PTHFVE上で培養したTIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化により変化すると予想される疾病及び生体関連機能 

 

Categories Diseases or Functions Annotation p-Value 
Predicted 
Activation 

State 

Activation 
z-score Molecules Molecules 

No. 

Cellular Movement 
cell movement of epithelial cells 2.16E-04 Decreased -2.060 AKT2,CCL14,CTNNA1,GAB1,ITGB1,ITGB3,RAC1,SH3PXD2A 8 

migration of dermal cells 1.72E-03 Decreased -2.169 CCL14,CTNNA1,ITGB1,ITGB3,RAC1 5 

Cellular Movement, Hair and Skin 
Development and Function cell movement of keratinocytes 2.34E-03 Decreased -2.200 CCL14,CTNNA1,ITGB1,RAC1,SH3PXD2A 5 

Cellular Movement cell movement of dermal cells 5.18E-04 Decreased -2.395 CCL14,CTNNA1,ITGB1,ITGB3,RAC1,SH3PXD2A 6 
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表６．PEOEVE上で培養したTIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化により変化すると予想される疾病及び生体関連機能 Categories Diseases or Functions Annotation p-Value 

Predicted 
Activation 

State 

Activation 
z-score Molecules Molecules 

No. 

Cardiovascular Disease 

aortic disorder 2.05E-03 Increased 2.570 ABCA1,DLL4,LDLR,NR1H3,SCD,TGFB2,THBD,VLDLR 8 

atherosclerosis of aorta 1.78E-05 Increased 2.170 ABCA1,LDLR,NR1H3,SCD,THBD,VLDLR 6 

disorder of artery 7.40E-07 Increased 2.103 
ABCA1,ABCG1,ADRB2,CCL2,CXCR4,DLL4,EGR1,FABP5,IGFBP5,IGFBP7,IL1RL1,LDLR,
LIPG,LRRC17,MEF2A,NR1H3,NR4A2,NUMB,PACSIN2,PAPPA,PDE3A,PDE4B,PPARA, 
PTGS1,SAT1,SCARB1,SCD,SORBS1,TGFB2,THBD,TNFSF10,VLDLR 

32 

Cancer neoplasia of cells 2.47E-04 Decreased -2.027 ADAMTS1,BMX,CCL2,CXCL5,CXCR4,DLX2,EGR1,FABP5,GNAS,KIT,PPARA,PTPRZ1, 
RELN,RHOB,SCUBE3,THBD 16 

Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Hematological 
System Development and Function binding of leukocytes 1.58E-03 Decreased -2.094 CCL2,CXCR4,ITGB1,ITK,KIT,LIPG,RHOB,SCARB1,STK4 9 

Cardiovascular System Development and Function, 
Cellular Movement cell movement of endothelial cells 7.51E-05 Decreased -2.104 ADAMTS1,BMX,CCL2,CXCR4,DLL4,F2RL1,HAS3,ITGB1,MAP2K5,PTPRZ1,RHOB, 

SCARB1,STC1,TGFB2,THBD,TNFSF10 16 

Cell Death and Survival apoptosis of lymphoma cell lines 9.10E-04 Decreased -2.115 BMX,CXCR4,EGR1,IGFBP7,ITPR3,PDE4B,STK38,TGFB2,TNFSF10 9 
Cellular Movement, Skeletal and Muscular System 
Development and Function migration of smooth muscle cells 1.28E-03 Decreased -2.153 CCL2,EGR1,IGFBP5,ITGB1,LDLR,PAPPA,TNFSF10,VCAN 8 

Cell Death and Survival cell death of breast cell lines 4.19E-03 Decreased -2.179 IGFBP5,ITGB1,KLF5,RPS6KA1,TNFSF10 5 

Lipid Metabolism, Small Molecule Biochemistry 
metabolism of triacylglycerol 2.75E-04 Decreased -2.200 CPT1A,INSIG1,LDLR,NR1H3,PPARA,SCARB1,SCD 7 

synthesis of triacylglycerol 1.32E-03 Decreased -2.200 LDLR,NR1H3,PPARA,SCARB1,SCD 5 
esterification of cholesterol 6.89E-06 Decreased -2.200 ABCA1,ABCG1,LDLR,PPARA,SCARB1,SCD 6 

Lipid Metabolism, Small Molecule Biochemistry, 
Vitamin and Mineral Metabolism steroid metabolism 4.37E-03 Decreased -2.219 ABCA1,ABCG1,DHCR7,INSIG1,LDLR,NR1H3,SCARB1,STC1,TNFSF10,VLDLR 10 

Cancer 

metastasis 2.84E-09 Decreased -2.220 

ABCC3,ADAMTS1,CCL2,CPA4,CXCL5,CXCR4,DLX2,FABP5,HDAC9,IGFBP5,IGFBP7, 
IL1RL1,INSR,ITGB1,ITPR3,KIDINS220,KIT,LRRC17,MEST,MLLT4,MYOZ2,PAPPA, 
PPARA,PTPRZ1,RELN,RHOB,RPS6KA1,SCD,SCUBE3,SERPINB2,SRD5A3,STK4,SUFU,
TGFB2,THBD,VCAN 

36 

advanced malignant tumor 1.53E-08 Decreased -2.220 

ABCC3,ADAMTS1,CALB2,CCL2,CPA4,CXCL5,CXCR4,DLX2,FABP5,HDAC9,IGFBP5, 
IGFBP7,IL1RL1,INSR,ITGB1,ITPR3,KIDINS220,KIT,LRRC17,MEST,MLLT4,MYOZ2, 
PAPPA,PPARA,PTPRZ1,RELN,RHOB,RPS6KA1,SCD,SCUBE3,SERPINB2,SRD5A3, 
STK4,SUFU,TGFB2,THBD,VCAN 

37 

Cellular Development, Embryonic Development, Hair 
and Skin Development and Function, Organ 
Development, Organismal Development, Tissue 
Development 

differentiation of keratinocytes 3.31E-05 Decreased -2.236 ERBB2IP,FABP5,INSR,ITGB1,KLF5,MSX2,PPARA,PTGS1,STK4,TNFSF10 10 

Cellular Movement 

cell movement 3.52E-06 Decreased -2.337 

ABCA1,ADAMTS1,ADRB2,BGN,BMX,CCL2,CTH,CXCL5,CXCR4,DLL4,DLX2,EGR1, 
F2RL1,FABP5,FMOD,GLIPR2,GNAS,HAS3,IGFBP5,IL1RL1,INSR,ITGB1,ITK,KIDINS220,K
IT,KLF5,KMT2D,LDLR,MAP2,MAP2K5,MLLT4,MSX2,NFIC,NR4A2,PACSIN2,PAPPA, 
PDE4B,PGK2,PIK3C3,PKD1,PLA2R1,PODN,PPARA,PTPRZ1,RELN,RHOB,RPS6KA1, 
SCAI,SCARB1,SERPINB2,STC1,STK4,STX6,SYNM,TGFB2,THBD,TNFSF10,USP9X, 
VCAN,VLDLR,ZBTB16 

61 

cell movement of tumor cells 1.52E-03 Decreased -2.385 CCL2,CXCR4,F2RL1,ITGB1,MAP2K5,RHOB,TGFB2,VCAN,ZBTB16 9 
cell movement of cancer cells 1.23E-03 Decreased -2.390 CCL2,CXCR4,F2RL1,MAP2K5,RHOB,TGFB2,VCAN,ZBTB16 8 

migration of cells 1.13E-06 Decreased -2.394 

ABCA1,ADAMTS1,ADRB2,BGN,BMX,CCL2,CXCL5,CXCR4,DLL4,DLX2,EGR1,F2RL1, 
FABP5,FMOD,GLIPR2,GNAS,HAS3,IGFBP5,IL1RL1,INSR,ITGB1,ITK,KIDINS220,KIT, 
KLF5,KMT2D,LDLR,MAP2,MAP2K5,MLLT4,MSX2,NFIC,NR4A2,PACSIN2,PAPPA,PDE4B,
PIK3C3,PKD1,PLA2R1,PODN,PPARA,PTPRZ1,RELN,RHOB,SCAI,SCARB1,SERPINB2, 
STC1,STK4,STX6,SYNM,TGFB2,THBD,TNFSF10,USP9X,VCAN,VLDLR,ZBTB16 

58 
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表６．つづき 

 
Cellular Development, Tissue Development differentiation of epithelial cells 5.25E-03 Decreased -2.401 ERBB2IP,FABP5,INSR,ITGB1,KIT,KLF5,MSX2,PPARA,PTGS1,STK4,TNFSF10 11 

Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 
Hematological System Development and Function, 
Inflammatory Response 

binding of professional phagocytic 
cells 1.04E-03 Decreased -2.415 CCL2,CXCR4,ITGB1,KIT,LIPG,RHOB,SCARB1 7 

Cellular Development, Embryonic Development, 
Hair and Skin Development and Function, Organ 
Development, Organismal Development, Tissue 
Development 

differentiation of skin 3.10E-05 Decreased -2.449 ERBB2IP,FABP5,INSR,ITGB1,KIT,KLF5,MSX2,PPARA,PTGS1,STK4,TNFSF10 11 

Cellular Development, Tissue Development differentiation of epithelial tissue 6.18E-03 Decreased -2.586 CXCR4,ERBB2IP,FABP5,INSR,ITGB1,KIT,KLF5,MSX2,PPARA,PTGS1,STK4,TNFSF10 12 

Lipid Metabolism, Small Molecule Biochemistry 
metabolism of acylglycerol 8.55E-05 Decreased -2.646 CPT1A,GPR39,INSIG1,KIT,LDLR,NR1H3,PPARA,SCARB1,SCD 9 

synthesis of acylglycerol 4.03E-04 Decreased -2.646 GPR39,KIT,LDLR,NR1H3,PPARA,SCARB1,SCD 7 

Cancer Cancer 3.82E-05 Decreased -2.845 

ABCA1,ABCC3,ABCG1,ACSF2,ADAMTS1,ADRB2,AHRR,AKAP7,AKAP9,ANKRD32, 
ANKRD42,AP1B1,AP1S3,ARHGAP23,ARMCX4,ATAD3B,ATG13,BCLAF1,BCOR, 
BFSP1,BGN,BMX,BRWD1,CALB2,CCL2,CDH24,CLDN1,CLEC1A,COL5A1,CPA4, 
CPT1A,CPXCR1,CSGALNACT1,CTH,CUL7,CXCL5,CXCR4,DAP3,DCTN4,DENND1B, 
DGKE,DHCR7,DLG1,DLL4,DLX2,DNAJB9,DNAJC27,DNAJC4,DUSP19,EGR1, 
EHBP1L1,ERBB2IP,F2RL1,FABP5,FAM111B,FAM161A,FAM46A,FARSB,FBXO28, 
FMOD,FOXD1,FZD8,GABBR2,GEM,GGNBP2,GLIPR2,GNAS,GPR39,GPRC5B,GSAP,G
UCY1A2,HAS3,HCFC1,HDAC9,HERC3,HEYL,HMGN5,HS3ST1,HSF2BP,IFITM1, 
IGFBP5,IGFBP7,IL1RL1,INO80D,INSIG1,INSL3,INSR,IRS4,ITGB1,ITK,ITPR3,KBTBD7,K
CNJ15,KIAA1217,KIDINS220,KIT,KLF5,KMT2D,KRTAP4-8,KYNU,LDLR,LIPG, 
LRRC17,LRRC40,MALL,MAP2,MAP2K5,MATN3,MAU2,MEDAG,MEF2A,MEST,MICU3,M
LF1,MLLT4,MSX2,MYOZ2,MYRIP,NADK,NEBL,NFIC,NHLRC3,NIPAL1,NR1H3, 
NR4A2,NRARP,NUMB,OGFOD3,P2RY10,PACSIN2,PAPPA,PCGF5,PDE3A,PDE4B, 
PDK4,PGK2,PIK3C3,PKD1,PLA2R1,PLLP,PODN,POGZ,PPARA,PPFIBP2,PPP2R3C, 
PTAR1,PTGS1,PTPRZ1,QSER1,RAB38,RBAK,RBM45,RECQL4,RELN,RHOB,RPAIN, 
RPS6KA1,RUFY2,RYR3,SAT1,SCAI,SCARB1,SCD,SCUBE3,SERPINB2,SGOL1, 
SH3TC1,SLC17A9,SLC25A36,SORBS1,SPIDR,SRD5A3,SRSF4,STAG1,STC1,STK4, 
SUFU,SYNM,TAGLN,TGFB2,THBD,THSD7A,TLK1,TM4SF18,TMEM158,TMEM71, 
TNFRSF10D,TNFSF10,TPCN1,TPCN2,TRAF1,TREML4,TULP4,UEVLD,UQCRC2, 
USP9X,VCAN,VLDLR,ZAR1,ZBTB16,ZKSCAN3,ZNF169,ZNF207,ZNF462,ZNF479, 
ZNF493,ZNF546,ZNF583,ZNF92,ZXDB 

210 

Cellular Movement, Immune Cell Trafficking leukocyte migration 3.12E-03 Decreased -3.097 
ABCA1,ADRB2,BGN,CCL2,CXCL5,CXCR4,EGR1,F2RL1,GNAS,IL1RL1,ITGB1,ITK,KIT,L
DLR,NFIC,PDE4B,PIK3C3,PLA2R1,PPARA,RHOB,STC1,STK4,TGFB2,THBD,VCAN, 
ZBTB16 

26 
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図１１．PEOEVE上で培養した上で培養したTIMETIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化から予想される上流の制御因子の変化
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表７．PMEA上で培養したTIME-GFPの遺伝子発現の有意な変化により変化すると予想される疾病及び生体関連機能 

 

Categories Diseases or Functions 
Annotation p-Value 

Predicted 
Activation 

State 

Activation 
z-score Molecules Molecules 

No. 

Cellular Development, Cellular Growth and 
Proliferation, Hematological System 
Development and Function, Hematopoiesis 

proliferation of hematopoietic 
progenitor cells 3.90E-03 Increased 2.010 CCND2,CXCL8,EOMES,FGFR1,HSF1,JUNB,MLLT3,TCF12 8 

expansion of hematopoietic cells 6.35E-04 Increased 2.000 CCND2,EOMES,FGFR1,IL6R,TCF12 5 

Embryonic Development, Organismal 
Development 

development of head 2.20E-03 Decreased -2.203 
BDNF,BFSP1,BMPR1A,BRAF,CCND2,CXCL8,DRD2,EDAR
,EOMES,FGFR1,FOS,GJA3,HSF1,HSPB8,NDE1,NR2F1, 
PGAP1,RBL1,SIRT6,TGFB2 

20 

development of body axis 3.27E-03 Decreased -2.203 
BDNF,BFSP1,BMPR1A,BRAF,CCND2,CXCL8,DRD2,EDAR
,EOMES,FGFR1,FOS,GJA3,HSF1,HSPB8,MLLT3,NDE1, 
NR2F1,PGAP1,RBL1,SIRT6,TGFB2 

21 

 



 

 

図１２．PMEA

 

PMEA上で培養した上で培養したTIME-GFP
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