
- 71 - 
 

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している。そのために、様々な生体適合高

分子材料でコーティングした基材上で細胞を培養し、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してきた。H24年度は組成比率の異なるMEA

および HEMA のランダム共重合体でコーティングした表面がヒト間葉系幹細胞(hMSC)に与

える影響を hMSCが産生するタンパク質網羅的発現比較解析で検討した。その結果、ランダ

ム共重合体の組成比の違いが、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、hMSC 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。H25 年度は、検討細胞を血液球系細胞であ

るヒト単球細胞である THP-1にし、PMEAおよび PHEMAによるコーティング表面が THP-1

細胞にどのような影響を与えるかを、THP-１が産生するタンパク質網羅的発現比較解析にて

検討した。その結果、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。さらに、様々な血栓性の疾患にお

いて、血液凝固と炎症反応は関連性があることが示されてきていることから、H26 年度は

THP-1の活性化表面マーカー(CD54:ICAM-1, CD86: B7-2)の発現に着目して、PMEAとPHEMA

に加え、新規の生体適合高分子材料である PMe3A、PTHFVE および PEOEVE でコーティン

グした基材上で培養した THP-1間で比較検討行った。その結果、培養 24時間後では、CD86

はいずれの培養下でも対照とほとんど変化がみられなかった。CD54 の相対蛍光強度および

培養上清中の IL-8量の比較から、今回検討した生体適合高分子材料は、THP-1の活性化に与

える影響が小さい順に PHEMA > PTHFVE > PMEA >> PEOEVE >> PMe3Aであることが示さ

れた。 
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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

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。その一方で PMEA は

PHEMA よりも吸着タンパク質が脱離しや

すく、かつタンパク質の変性が少ないこと

も知られている。これまでに、これらの表

面へ結合するタンパク質の総量や特定のタ

ンパク質の結合状態の違いを検討した研究

はあるが、細胞に与える影響を細胞側のタ

ンパク質発現挙動の比較から検討した報告

はない。そこで本研究では、タンパク質発

現挙動に焦点をおき、生体適合性高分子材

料の表面構造の血液適合性を評価できるマ

ーカ探索を試みた。H24 年度は組成比率の

異なるMEAおよび HEMAのランダム共重

合体でコーティングした表面がヒト間葉系

幹細胞(hMSC)に与える影響を hMSCが産生

するタンパク質網羅的発現比較解析にて、

H25年度は検討細胞を血球系の THP-1に変

えて、PMEA および PHEMA によるコーテ

ィング表面が THP-1細胞にどのような影響

を与えるかを、THP-１が産生するタンパク

質網羅的発現比較解析にて、H26 年度は

THP-1 の活性化表面マーカである CD54

（ICAM-1）と CD86 (B7-2)の発現に着目し

て、PMEA と PHEMA に加え、新規の生体

適合高分子材料である PMe3A、PTHFVEお

よび PEOEVEでコーティングしたシート上

で培養した THP-1間で比較検討行ったので

報告する。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

シート（hMSC実験）：厚さ 0.075 mm, 径 35 

mm の三菱樹脂製 Pre-coated ポリエステル 

PET シート（ダイアホイル）（以下 PET と

表記） 

シート(THP-1実験)：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：  Poly (2-methoxyethyl ac- 

rylate) (PMEA) ， Poly (2-hydroxy ethyl 

methacrylate)(PHEMA) ，組成比の異なる

MEA/HEMA ランダム共重合体（混合比

100:0, 75:25, 50:50, 25:75 w/w%） 

Poly [2-{2-(2- methoxy-ethoxy) ethoxy} ethyl 

acrylate-co-butyl acrylate] (PMe3A), Poly (te- 

trahydrofurfuryl vinyl ether) (PTHFVE) ， 

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

2. ポリマーコーティングシートの作製 

hMSC実験：1 w/v%メタノール溶液の組成

比の異なる MEA/HEMA ランダム共重合体

を、メタノール溶液で洗浄した未処理 PET

の中央に 125 µl滴下し、KYOWARIKEN製

スピンコータ（K-359SD- 1 SPINNER）で以
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下の 3ステップ(Step1: 500 rpm, 5 sec, Step2: 

2,000 rpm, 10 sec, Step3: 4,000 rpm, 5 sec)に

てコーティングした後、一晩乾燥させたシ

ートを実験に用いた。以下、作製されたシ

ートを PMEA と PHEAM の混合比（100:0, 

75:25, 50:50, 25:75 w/w%）順にそれぞれを

M100, M75H25, M50H50, M25H75と表記す

る。 

THP-1 実験：スピンコータの設置台上に

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 

ヒト間葉系幹細胞 (hMSC; LONZA)を 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 Mesenchymal Stem Cell Basal 

Medium  (MSCBM; LONZA) に

Mesenchymal Stem Cell Growth Supplement 

(MSCGS; Lonza) を 添 加 し た 培 地 

（MSCGM）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 1 x105

細胞/3 mlを播種し、5% CO2雰囲気下、37℃

で二日間培養した。 

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℃で一〜二

日間培養した。 

4. 細胞形態・シート表面観察 

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

hMSC はシートごと、新しいシャーレに移

し、冷 PBSで 6回洗浄後、Cell Disscociation 

Buffer (Gibco)を用いて剥離した。その後、

Cell Disscociation Bufferの 10倍量以上の冷

PBS で 3 回洗浄した。一方、各コーティン

グシート上で培養した THP-1 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。いずれの細胞も

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。 

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

40 g (hMSC)、10 g (THP-1)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。この溶液に 50 

mM NH4HCO3 (hMSC: 86.2 l, THP-1:77.2 

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

Promega)及び Trypsin Gold (1 mg/ml, 1.8 l; 
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Promega)を添加し、37℃で一晩インキュベ

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 XL(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 

µg )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）に転送し、Mascot

検索Work 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 hMSC サンプルの場

合：± 1分、THP-1サンプルの場合は± 5分

に設定した。 

8-2. 比較定量解析 



- 75 - 
 

hMSC サンプル：タンパク質の多変量解

析は i-RUBY ソフトウェア（メディカルプ

ロテオスコープ）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 (各試料 n = 2 x 2)を同ソフト

ウェアにインストールした後、Mascot/ 

UniPort/Swiss-Prot データベースによるタン

パク質同定、MS/MSスペクトル相同性に基

づいたピークマッチングを行うことにより、

タンパク質の比較定量解析を行った。 

THP−1 サンプル：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)を用

いて行った。 

9. THP-1の活性化マーカ測定（Human Cell 

Line Activation Test(h-CLAT法)の一部改変） 

各コーティングシート上で培養した細

胞を 24時間後、48時間後に 2 mlのチュー

ブに回収し、遠心後、1 mlの冷 FACS Buffer 

(F.B.:0.1% BSA含有 PBS)に懸濁し、2回洗

浄後、600 µlの 0.01 % ヒト γグロブリン含

有 PBSに懸濁し、4℃で 15分間静置して FcR

のブロッキングを行った。ブロッキング後、

遠心して、上清を除き、120 µl の F.B.に懸

濁し、1.5 mlチューブ 3本に 40 µlずつ分注

し、各抗体希釈液を 10 µlずつ添加して、氷

温上で 30分間静置した。抗体は FITCラベ

ルされた、１：anti-human CD54 (clone: 6.5B5, 

DAKO 社) 3/5 希釈、２: anti-human CD86 

(clone: Fun-1, BD PharMingen社) 3/10希釈、

３：アイソタイプコントロールとして

mouse IgG1 (clone; DAK-G01, DAKO 社) 

3/10 希釈を使用した。抗体染色後、遠心し

て、上清を除き、200 µlの F.B.に懸濁し、2

回洗浄後、400 µl の F.B.に懸濁し、2.5 

µg/ml   の PI を添加して、5 分後に Flow 

Cytometry (FACS Calibur Cell Quest, Becton 

Dickinson 社 )で解析した。死細胞は

Propidium Iodide (PI)によって染め分け、生

細胞が 10,000個になるまで測定した。細胞

生存率は FACSで取り込んだ細胞中、PIで

陰性だった割合より算出し、生存率 50%以

上のものだけ解析に用いた。 

 CD54及びCD86発現の評価法としては、

以下の式に基づいた相対蛍光強度(Relative 

fluorescence intensity (RFI))を用いた。 

RFI(%) = （各シート上で培養した細胞の

MFI - 各シート上で培養した細胞の isotype 

controlのMFI）/ (TCPS上で培養した細胞の

MFI - TCPS 上で培養した細胞の isotype 

controlのMFI )x 100 

MFI = Geometric Mean fluorescence intensity 

h-CLAT法における、試験対象物の陽性・陰

性判定は下記の通りである。 

陽性基準値（CD54 RFI = 200, CD86 RFI = 

150） 

結果判定は 3 回中 2 回の試験において、

CD54もしくはCD86のいずれかの陽性基準

値を超えた場合を陽性と判定する。 

10. IL-8の測定 

培養上清中の IL-8の量は、ELISA kit Human 

IL-8（invitrogen社）を用いて、 マニュアル

に則して測定した。 
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11. 倫理面への配慮 

研究に用いた hMSC は LONZA 社より、

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 

H24 年度：基材の PET シートを含む、

MEA/HEMA ランダム重合体コーティング

した表面上で培養した hMSC は TCPS 上で

培養した場合と同様に 24 時間後には紡錘

状になり、回収時の 48時間後も同様の形状

を保っており、顕微鏡観察においては形状

に大きな差はみられなかった。一方、タン

パク質発現比較解析においては、IPA を用

いて TCPS 上の培養に対して発現量が 2 倍

以上および 1/2 以下になったタンパク質が

関与すると思われる生体機能検索を行った

ところ、細胞の集合および組織化や細胞機

能と維持に関わる機能に関連するタンパク

質変動数が多かったことから、これらに関

与するタンパク質群の発現挙動を検討した。

細胞骨格関連タンパク質群では TCPS に比

べて PETとM75H25はほとんど変化がない

のに対して、M100はアクチン関連タンパク

だけでなく、Ena/VASPファミリーのタンパ

ク 質 で あ る Vasodilator-stimulated 

phosphoprotein や Protein enabled homologと

いった、細胞接着やアクチンの再構築部に

会合する細胞骨格の重要な制御因子を含め

全体的に発現低下がみられた。M50H50 で

は前述の Protein enabled homolog を含め発

現上昇傾向がみられた。細胞伸展関連タン

パク質群および細胞接着関連タンパク質群

では、いずれも PETとM75H25はほとんど

変化がないのに対して、M100では TCPSと

比して有意に発現が低下していた。一方、

M50H50では 2倍以上になってはいないが、

PETと M75H25と比べると発現増加してい

る傾向がみられた。さらに M100 が TCPS

上の培養に対して発現量の変化したタンパ

ク質数が多かったことから、発現変化の方

向から生物学的機能が亢進されるか抑制さ

れるかの予測解析した結果、先にあげた細

胞の集合および組織化や細胞機能と維持に

関わる機能だけでなく細胞生存に関する機

能が抑制され、細胞死に関連する機能が亢

進する可能性が示唆された。そこで他の材

料上でもこれらの機能に関係するタンパク

質の変化を確認した。細胞生存関連タンパ

ク質群では、M100以外の PET, M75H25お

よび M50H50 で、確認したタンパク質のほ

とんどが、TCPSと有意差がなかった。 

先述のように、M100 において細胞の形

態に関するタンパク質群の発現が TCPS に

比して低下していたことから、細胞外マト

リックスに関係するタンパク質群の発現挙

動に着目し比較検討したところ、M100では

コラーゲンやフィブロネクチンだけでなく、

ヒアルロン酸合成酵素およびヒアルロン酸

のレセプターである CD44 を含む検討した

タンパク質のほとんどが有意差ありで発現

低下していた。有意差がつかないタンパク

質も TCPS に比して減少傾向がみられた。

M50H50 では逆にコラーゲンやフィブロネ

クチンなどが有意に高発現しているだけで

なく、TCPSと比べて有意に発現低下してい

るタンパク質はなく、全体的に増加傾向が

みられた。PETおよび M75H25での発現は

ほとんど TCPSと同様の傾向であった。 

一方、インテグリン自身は細胞外マトリ

ックスではないが、細胞外マトリックスと
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の相互作用を介して細胞機能を制御してい

ることから、インテグリンの発現に着目し

たところ、M100では有意に発現減少がみら

れた。一方、PET, M75H25および M50H50

では、M50H50 で若干上昇傾向がみられた

が、いずれも有意な増減はみられなかった。 

H25年度：：PMEAおよび PHEMAコーテ

ィングシート上に播種したTHP-1の培養 48

時間後の形態は 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、一

部、扁平で PC上に接着している細胞も混在

していた。タンパク質発現比較解析におい

ては、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、

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。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。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 
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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

ク質群の発現挙動について検討したところ、

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。 

H26 年度：播種して 24 時間後では、未

処理の PC で培養した THP-1 の一部に接着

性の細胞が観察されたが、ほかは TCPS 上

で培養した THP-1と同様にほぼ球形で浮遊

していた。播種して 48時間後でも未処理の

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。コーティ

ングした PC 上で培養した THP-1 にも、若

干接着している細胞が観察されたが、顕微

鏡観察においては、大きな形状の変化はみ

られず、細胞生存率も TCPS と有意差はな

かった。CD86の発現強度は播種 24時間後

でも 48時間後でも、陽性基準である 150 %

を超えたものはなかった。一方、CD54で陽

性基準である 200を超えたのは、播種 24時

間後において、未処理 PC で 2 回、PMEA

で 1 回、PMe3A で 3 回、PTHFVE で１回、

PEOEVEで 2回であった。播種 48時間後に

なると、未処理 PCで 3回、PMEAで 3回、

PMe3Aで 3回、PTHFVEで 2回、PEOEVE

で 3回であった。PHEMAは播種 24時間後

でも 48時間後でも、1回も 200を超えなか

った。培養上清中の IL-8 量は、培養 24 時

間後および 48時間後で TCPSと同等であっ

たのは PHEMA のみであった。他のシート

では、24時間後、対照と比較して、PMe3A:

約 12倍、PEOEVE:約 7倍、PC:約 4倍、PMEA:

約 4倍、PTHFVE:約 3倍であった。48時間

後も傾向は大きく変わらなかったが、さら

に TCPSより高い発現がみられ、PMe3A:約

49倍、PEOEVE:約 23倍、PC:約 10倍、PMEA:

約 13倍、PTHFVE:約 8倍であった。 

 

D. 考察 

H24年度：TCPS上での培養と比較して、

各シートでの hMSC のタンパク質発現変化

（2倍以上および 1/2倍以下）を検討した結

果、PETおよび M75H75では、ほとんどの

タンパク質で大きな変化がみられなかった。
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それに対して M100 は変化があったタンパ

ク質が 1570個と一番多く、そのほとんどの

タンパク質で発現が低下していた（1544個）。

特に細胞形態や接着および細胞生存に関し

て正に制御するタンパク質や細胞死を負に

制御するタンパク質が低下していたことか

ら、細胞形態や接着および細胞生存を抑制

し、細胞死を亢進している可能性が示唆さ

れた。一方、411個のタンパク質の発現変化

が観察された M50H50 では、M100 とは逆

に、変化したタンパク質のほとんど（372

個）で発現が高くなっており、中でも生体

機能と高い関連性が示唆されたのは、細胞

骨格関連タンパク質群であった。また、細

胞外マトリックス関連タンパク質において

もその発現挙動が M100 では低下している

のに対して M50H50は 2倍以上ではなくて

も TCPS に比べて高い傾向がみられた。細

胞外マトリックスはコラーゲン、エラスチ

ンなどの繊維成分とプロテオグリカン、グ

ルコサミノグリカンなどの非繊維成分、さ

らにこれらと細胞との接着を調節するフィ

ブロネクチン、ラミニン、ビトロネクチン

などの接着物質などからなる物質であるが、

生体内では、細胞や臓器を支持したり、境

界になったりする以外に、細胞の接着、細

胞の分化・増殖および細胞の移動にも大き

く関わっている。特にインテグリンは細胞

外マトリックスとの相互作用を介して細胞

死を回避し、細胞の増殖、分化、形質発現

の制御を行っているタンパク質である。

M100 ではインテグリンシグナルの下流に

関わるタンパク質も発現低下していた。そ

の結果、細胞形態、細胞接着、細胞の分化、

増殖および細胞の移動などの機能が落ちる

と推測される。実際、細胞形態や細胞接着

に関わるタンパク質群の発現低下が観察さ

れていることから、タンパク質レベルにお

いて M100 では細胞形態や細胞接着機能が

低下していることが示唆された。一方、

HEMAが混在すると、細胞骨格や細胞外マ

トリックス関連タンパク質の発現は TCPS

と同等か高い傾向がみられた。PHEMA 表

面は PMEA表面と比べて、タンパク質が脱

離しにくく、かつ変性しやすいことが知ら

れており、MEA に HEMA を混在させたこ

とで、PMEA 単独に比べて、表面により多

くの変性タンパク質が吸着した状態が保た

れるようになり、その変性タンパク質を介

して hMSC との相互作用が強くなったと推

測される。実際、研究分担者蓜島による組

成比の異なる MEA/HEMA ランダム共重合

体表面への血清タンパク質吸着挙動の解析

の結果、複数のタンパク質で吸着量に違い

があることが示されている（本報告書蓜島

の項、研究結果(2) 吸着蛋白質の解析を参

照）。また、その強度は M50H50 までは

PHEMAの量に依存することが示唆された。

さらにその相互作用の強さが、hMSC での

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の調節に働

いているのではないかと考えられる。 

H25 年度：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
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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。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

可能性がある。 

H26年度：敗血症性播種性血管内凝固症候

群やアテローム血栓性疾患の発症に炎症が

関わっていることが判明してきている。ま

た、昨年度のタンパク質網羅的発現比較解

析の結果、炎症関連分子の発現挙動に変化

があったことから、接触面の表面構造の違

いによる影響から、THP-1 が何らかの刺激

を受け炎症反応と類似した活性化状態にな

る可能性が考えられた。一方、THP-1 を利

用した、遅延型炎症性反応（感作性）を調

べる in vitro試験法として、国内の化粧品会

社により、Human Cell Line Activation Test 

(h-CLAT法)が開発されている。この方法は

THP-1 の培養液中に化学物質のような被験

物質を培養添加し、THP-1 の活性化マーカ

である CD54と CD86の発現を指標として、

被験物質が感作性を評価する試験法である。

今回は、表面構造が THP-1に与える影響を

検討するため、ポリマー溶液自身の添加で

はなく、各ポリマーでコーティングされた

表面上で THP-1 を培養し、CD54 と CD86

の発現強度と、培養上清中になる IL-8量を

測定した。通常の h-CLATでは培養 24時間

後のみで判定しているが、培養条件の一部

が化学物質の場合と異なるため、培養 24時

間後と 48 時間後で検討した。その結果、



- 81 - 
 

CD86は播種 24時間後でも 48時間後でも、

陽性基準である 150 %を超えたものはなか

った。一方、CD54は播種 24時間後におい

て、未処理 PC、PMe3Aおよび PEOEVEが

3回の試験の中、2回以上陽性基準値を超え

ており、h-CLATの判定基準において陽性で

あると判定された。中でも PMe3Aは 3回と

も、未処理 PCよりも発現強度が高かった。

さらに 48時間後では、PHEMA以外のシー

トで陽性判定を満たしていた。次に、炎症

性サイトカインである IL-8の培養上清中の

量を測定したところ、播種 24時間後におい

て、CD54の 48時間後の発現強度パターン

と類似した産生パターンがみられ、48時間

後の IL-8の産生量は、パターンを増強して

いた。このことより、タイムコースを追っ

た確認が必要であるが、より早期の培養上

清中の IL-8 の量を測定することで、CD54

の発現強度を推測できる可能性が考えられ

た。また CD54 発現強度測定においても、

皮膚に長時間直接接する化粧品や薬剤とは

異なり、これらの生体適合性高分子材料が

血液に接触する医療機器に使用される際は、

血液が循環している環境下であり、その中

に含まれる単球などは、同じ細胞が常に接

触していることはないと考えられることか

ら、今後、培養時間について検討する必要

があると思われる。 

今回の結果から、１：基材である PCを含め、

検討した生体適合高分子材料で CD86 の発

現を顕著に上げるものはなかった。２：

PHEMA の表面構造は THP-1 を活性化する

ことはなく、他の生体適合高分子材料では

THP-1 の活性化に与える影響が小さい順に

PTHFVE ≥ PMEA >> PEOEVE >> PMe3Aで

あることが示された。これは吸着タンパク

質挙動から判断した血液適合性（H26年度、

本報告書分担研究者蓜島の項を参照）

PMEA=PTHEVE>PEOEVE>PHEMA>>PMe3

Aとは PMEAと PHEMAの位置付けが異な

るが、新規生体適合高分子材料に関しては、

同様の傾向がみられている。体内で血液に

触れる環境下では、血漿タンパク質だけで

なく、単球を始めとした、血液細胞との相

互作用もあることから、両方の結果を加味

して判定を検討する必要もあると思われる。 

 

E. 結論 

H24年度： PMEA/PHEMAランダム共重合

体の組成比の違いが、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、hMSC 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。 

H25 年度：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も制御できる可能性が

示唆された。また、その傾向は PMEAの方

が強かった。 

H26 年度：今回検討した生体適合高分子材

料は、THP-1 の活性化に与える影響が小さ

い順に PHEMA > PTHFVE > PMEA >> 

PEOEVE >> PMe3Aであることが示された。 
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