
- 118 - 

分担研究総合報告書  

厚生労働科学研究費補助金  

医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業  

「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」  

 

分担研究課題名  

タンパク質吸着の動力学的解析  

 

研究協力者 伊佐間和郎 国立医薬品食品衛生研究所  生活衛生化学部  第四室長  

研究分担者 河上 強志 国立医薬品食品衛生研究所  生活衛生化学部  主任研究官  

 

 

A．研究目的 

 医用材料の界面特性のひとつであるタンパ

ク質吸着は、その材料が持つ血液適合性に関

与することが知られている。そのため、材料

に選択的に吸着する又は吸着しないタンパク

質を指標として、その材料の血液適合性を評

価したり、予測したりすることが可能である

と考えられている。そこで、高分子材料に吸

着する血漿タンパク質の網羅的比較定量解析

から、タンパク質の吸着量を指標として数種

類の血漿タンパク質が血液適合性評価マーカ

ーの候補として挙げられ、それらの有用性が

検証された。しかし、高分子材料へのタンパ

ク質の吸着現象を議論するに当たり、平衡状

態における吸着量（平衡定数）のみでは不十

分であり、タンパク質の吸着速度（速度定

数）に関する情報の補足が求められている。 

 水晶振動子は、水晶の結晶を極薄い板状に

研究要旨：ポリマーに対する血液適合性評価マーカー候補タンパク質の吸着挙動を

動力学的に解析するため、電極表面が血液適合性ポリマーである poly(2-

hydroxyethyl methacrylate) （ PHEMA ）、 poly(2-methoxyethyl acrylate)

（ PMEA）及び組成比の異なる HEMA/MEA ランダム共重合体（ PHM7525、

PHM5050 及び PHM2575）並びに汎用ポリマーであるポリエチレンテレフタレー

ト（PET）、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ナイロン 6（PA6）及びナイロ

ン 66（PA66）でコーティングされた水晶発振子マイクロバランス（QCM）センサ

ーを作製した。QCM 法により、これらのポリマー表面に対するアルブミン、フィブ

リノーゲン、フィブロネクチン及びビトロネクチンの吸着に伴う平衡定数及び速度

定数を求めた。その結果、いずれのタンパク質においても、結合定数及び結合速度

定数は、汎用ポリマー（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）の方が小さく、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方が大きかった。特に、

フィブロネクチン及びビトロネクチンにおいて、これらの傾向は顕著であった。フ

ィブロネクチン及びビトロネクチンの吸着挙動からポリマーの血液適合性をスクリ

ーニングできる可能性が示唆された。  



- 119 - 

切り出した切片の両側に金属薄膜を取り付け

た構造をしたもので、それぞれの金属薄膜に

交流電場を印加すると、ある一定の周波数

（共振周波数）で振動する。この時、この金

属薄膜上にナノグラムオーダーの物質が吸着

すると、その質量に比例して共振周波数が減

少するという性質がある。この性質を利用し

て、金属薄膜上の微量な質量変化を計測する

ことができる。このような方法論は、水晶発

振子マイクロバランス（Quartz Crystal 

Microbalance; QCM）と呼ばれている。さら

に、QCM 法は、金属薄膜表面への物質の吸脱

着をリアルタイムでモニタリングできるため、

平衡状態にある物質の吸・脱着量のみならず、

吸・脱着速度に関する情報も得ることができ

るという特長がある。したがって、予め金属

薄膜を高分子材料でコーティングすれば、そ

の材料に吸脱着する物質の質量をリアルタイ

ムで測定することができるため、材料に吸脱

着する物質の平衡定数及び速度定数を求める

ことが可能になる。 

 そこで、金電極表面を血液適合性ポリマー

及び汎用ポリマーでコーティングした QCMセ

ンサーを作製し、ポリマー表面に対する血液

適合性評価マーカー候補タンパク質等の吸着

挙動を動力学的に解析した。 

 

B．研究方法 

1．試験材料 

 タンパク質の吸着挙動を評価する生体適合

性 ポ リマー と して、 poly(2-hydroxyethyl 

methacrylate) （ PHEMA ） 、 poly(2-

methoxyethyl acrylate)（PMEA）及び組成比

の異なる HEMA/MEA ランダム共重合体

（HEMA/MEA=75/25；PHM7525、50/50；

PHM5050 及び 25/75；PHM2575）（いずれも

山形大学大学院理工学研究科・田中賢教授提

供）を用いた。さらに、比較対照のための汎

用ポリマーとして、ポリエチレンテレフタレ

ート（PET）、ポリブチレンテレフタレート

（PBT）、ナイロン 6（PA6）及びナイロン 66

（PA66）（いずれも東レ株式会社製）を用いた。 

 また、ポリマーへの吸着挙動を解析するタ

ンパク質として、血液凝固因子のひとつであ

るフィブリノーゲン（ヒト血漿由来）並びに

内因系血液凝固活性化リガンドであるフィブ

ロネクチン（ヒト血漿由来）及びビトロネク

チン（ヒト血漿由来）（いずれも Sigma-

Aldrich Co. LLC）を用いた。さらに、比較対

照のためのタンパク質として、血清中に最も

多く存在するタンパク質であるアルブミン

（ヒト血清由来、Sigma-Aldrich Co. LLC）を

用いた。 

 

2．ポリマーコート QCMセンサーの作製 

 PHEMA、PMEA 及び HEMA/MEA ランダ

ム共重合のコーティングは、QCM センサー用

の金電極付き水晶板をスピンコーターに設置

し、ポリマーの 10 mg/mL メタノール溶液 20 

µL を滴下した。直ちに、500 rpm、5 sec

（Step 1）及び 2000 rpm、120 sec（Step 2）

の条件でスピンコートした後、室温で十分に

乾燥させた。 

 PET、PBT、PA6 及び PA66 のコーティン

グは、金電極付き水晶板にポリマーの 5 

mg/mL 1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノ

ール（HFIP）溶液 5 µL を滴下し、過剰な

HFIP 溶液を取り除いた後、室温で十分に乾燥

させた。 

 ポリマーをコーティングした水晶板を水晶

分離型センサーセルに設置し、電極表面が被

験ポリマーでコーティングされた QCMセンサ

ーを作製した。 

 

3．タンパク質吸着実験 

 ポリマーコート QCMセンサーセルを分子間
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相互作用解析装置 AFFINIX QNµ に設置し、

センサーセルにリン酸緩衝生理食塩水

（PBS）490 µL を加え、セル温度及び攪拌速

度をそれぞれ 37°C 及び 600 rpm に設定し、

QCM センサーが安定するのを待った。被験タ

ンパク質の添加は、速度定数を求めるため、

異なる濃度で複数の実験を行う緩和法で行っ

た。すなわち、PBS を加えて安定したセンサ

ーセルに、アルブミンの 400、800、1600、

3200 µg/mL PBS 溶液（終濃度 8、16、32、

64 µg/mL）、フィブリノーゲン及びフィブロネ

クチンの 50、100、200、400 µg/mL PBS 溶

液（終濃度 1、2、4、8 µg/mL）並びにビトロ

ネクチンの 12.5、25、50、100 µg/mL PBS溶

液（終濃度 0.25、0.5、1、2 µg/mL）を 10 µL

ずつ個別に添加し、水晶振動子の共振周波数

を 1 secごとに測定した。 

 

4．データ解析 

 緩和法による被験タンパク質の添加に伴う

QCM センサーグラムから、データ解析ソフト

ウェア AQUA Version 2.0（株式会社イニシア

ム）を用いて、センサーグラムのカーブフィ

ティングによって得られた見かけの結合速度

定数（kobs）と添加したタンパク質の終濃度と

の（1）の関係式で表される相関によってリニ

アフィティングし、被験ポリマー表面に吸着

するタンパク質の結合速度定数（kon）及び解

離速度定数（koff）を求めた。さらに、（2）及

び（3）の関係式から被験ポリマー表面に吸着

するタンパク質の結合定数（Ka）及び解離定

数（Kd）を求めた。 
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C．研究結果 

1．コーティング量 

 QCM センサーのポリマーコーティング前後

における共振周波数の差から、QCM センサー

へのポリマーの有効コーティング量を算出し

た。メタノール溶液（10 mg/mL）からスピン

コーティングした PHEMA及び PMEAの有効

コーティング量は、それぞれ 29.2±9.5 及び

3.19±0.90 µg/cm2 であった（n=4）。また、

HFIP溶液（5 mg/mL）からキャストコーティ

ングした PET、PBT、PA6 及び PA66 の有効

コーティング量は、それぞれ 7.72±0.47、

11.5±0.7、16.2±1.0 及び 18.4±0.7 µg/cm2であ

った（n=3）。 

 

2．吸着挙動 

 被験ポリマーに吸着するアルブミン、フィ

ブリノーゲン、フィブロネクチン及びビトロ

ネクチンの各濃度における QCMセンサーグラ

ムから速度論的解析によって得られた（1）の

関係式から結合速度定数（kon）及び解離速度

定数（koff）を算出し、さらに、（2）及び

（3）式から結合定数（Ka）及び解離定数

（Kd）を算出した（表 1～4）。 

 いずれのタンパク質においても、結合定数

及び結合速度定数は、汎用ポリマー（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）の方が小さく、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

ポリマーの方が大きかった。特に、フィブロ

ネクチン及びビトロネクチンにおいて、これ

らの傾向は顕著であった。 
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D．考察 

 結合定数及び解離定数は相互作用に関する

平衡定数である。すなわち、相互作用が進行

して反応物（この場合、ポリマー表面に吸着

していないタンパク質）が生成物（ポリマー

表面に吸着したタンパク質）になる速度と生

成物が反応物に解離する速度とが同じになり、

巨視的にみて反応物と生成物の濃度変化が無

くなった（タンパク質の吸着量が安定した）

平衡状態に関するパラメータである。結合定

数が大きいほど相互作用が強く、小さいほど

相互作用が弱くなる。逆に解離定数は相互作

用が強いほど小さく、相互作用が弱いほど大

きくなる。しかし、これらのパラメータから

反応（吸脱着）速度に関する議論は出来ず、

速度に関して議論するためには、速度定数で

ある結合速度定数及び解離速度定数を算出す

る必要がある。 

 高分子材料表面に吸着するタンパク質の網

羅的比較定量解析から、材料の血液適合性を

評価するためのマーカータンパク質の候補が

選定された。すなわち、対照材料としたポリ

ビニルピロリドン（PVP）含有ポリスルホン

（PSF）、ポリエチレンテレフタレート（C-

PET）、三酢酸セルロース（CTA）、未処理ポ

リスチレン（PS）、ポリテトラフルオロエチレ

ン（ PTFE）及び超高分子ポリエチレン

（UHMWPE）に対する血液凝固系タンパク

質の吸着挙動を解析した結果、すべての材料

表面上で顕著に濃縮されたセロトニントラン

スポーター、コラーゲン Type XXIIα、VN、

インテグリン α1、リポタンパク質（APOE）

及びホスホリパーゼ D5 が血液適合性評価マー

カーとして利用できる可能性が示唆された。

また、PVP 含量の異なる PSF 及び組成比の異

なる HEMA/MEA ランダム共重合体表面に吸

着するヒト血漿タンパク質の網羅的比較定量

解析を行い、前述の対照材料の解析結果と比

較検討した結果、内因系血液凝固活性化リガ

ンドとして VN 及び FN、補体及び補体因子と

して C1r、C1s、C3、C5 及び FHR1、血液凝

固因子として FA7、FA9、FA12 及びフィブリ

ノーゲン β 鎖（FIBB）並びにその他のタンパ

ク質として GPX3 及び PLD5 が血液適合性評

価マーカー候補タンパク質として選定された。

さらに、これらの血液適合性評価マーカー候

補タンパク質を LC-MS/MS 装置を使用した

SRM モードにより絶対定量を行った結果、

FA7、FA9、C1s、フィブロネクチン及びビト

ロネクチンが血液適合性評価マーカーとして

利用できることが確認された。FA12、FIBB、

C1r 及び GPX3 も評価マーカーとして利用可

能であるが、一部の対照材料が生体適合性に

優れた材料と近似する吸着挙動を示した。一

方、C3、C5、FHR1 及び PLD5 は、評価マー

カーとして不適であることが判明した。 

 我々は、血液適合性ポリマーである

PHEMA 、 PMEA 及 び 組 成 比 の 異 な る

HEMA/MEA ランダム共重合体（PHM7525、

PHM5050 及び PHM2575）並びに汎用ポリマ

ーである PET、PBT、PA6 及び PA66 でコー

ティングされた QCMセンサーを作製し、これ

らのポリマー表面に対するアルブミン、フィ

ブリノーゲン、フィブロネクチン及びビトロ

ネクチンの吸着挙動を解析した。 

 いずれのタンパク質においても、結合定数

及び結合速度定数は汎用ポリマーより生体適

合性ポリマーの方が小さく、これらのタンパ

ク質は生体適合性ポリマーに吸着しにくい。

一方、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方が大きく、

これらのタンパク質は生体適合性ポリマーか

ら解離しやすい。フィブロネクチン及びビト

ロネクチンにおいてこれらの傾向は顕著で、

フィブロネクチン及びビトロネクチンの吸着

挙動から血液適合性をスクリーニングするこ
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とができそうである。今後、ポリマーの種類

をさらに増やして検証するとともに、血液適

法性のスクリーニング法として利用するため

には試験条件の最適化が求められる。 

 

E．結論 

 ポリマー等に対する血液適合性評価マーカ

ー候補タンパク質の吸着挙動を動力学的に解

析するため、電極表面が血液適合性ポリマー

である PHEMA、PMEA 及び組成比の異なる

HEMA/MEA ランダム共重合体（PHM7525、

PHM5050 及び PHM2575）並びに汎用ポリマ

ーである PET、PBT、PA6 及び PA66 でコー

ティングされた QCM センサーを作製した。

QCM 法により、これらのポリマー表面に対す

るアルブミン、フィブリノーゲン、フィブロ

ネクチン及びビトロネクチンの吸着に伴う平

衡定数及び速度定数を求めた。その結果、い

ずれのタンパク質においても、結合定数及び

結合速度定数は、汎用ポリマーより生体適合

性ポリマーの方が小さく、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

リマーの方が大きかった。特に、フィブロネ

クチン及びビトロネクチンにおいて、これら

の傾向は顕著であった。フィブロネクチン及

びビトロネクチンの吸着挙動からポリマーの

血液適合性をスクリーニングできる可能性が

示唆された。 
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表 1 アルブミンの吸着挙動 

 

Polymer 

Adsorption of albumin 

Ka 

（M-1） 

Kd 

（M） 

Kon 

（M-1·sec-1） 

Koff 

（sec-1） 

PHEMA 1.28E+06 7.84E-07 1.50E+03 1.18E-03 

PHM7525 1.31E+06 7.64E-07 1.51E+03 1.15E-03 

PHM5050 1.26E+06 7.93E-07 1.49E+03 1.18E-03 

PHM2575 1.30E+06 7.68E-07 1.52E+03 1.17E-03 

PMEA 1.33E+06 7.54E-07 1.51E+03 1.14E-03 

PET 1.21E+08 8.27E-09 4.80E+04 3.97E-04 

PBT 1.30E+08 7.69E-09 3.21E+04 2.47E-04 

PA6 4.24E+07 2.36E-08 1.47E+04 3.47E-04 

PA66 2.94E+07 3.40E-08 1.41E+04 4.79E-04 

 

 

 

 

 

表 2 フィブリノーゲンの吸着挙動 

 

Polymer 

Adsorption of fibrinogen 

Ka 

（M-1） 

Kd 

（M） 

Kon 

（M-1·sec-1） 

Koff 

（sec-1） 

PHEMA 2.49E+07 4.01E-08 2.37E+04 9.49E-04 

PHM7525 2.23E+07 4.48E-08 2.26E+04 1.01E-03 

PHM5050 2.20E+07 4.54E-08 2.29E+04 1.04E-03 

PHM2575 2.01E+07 4.97E-08 2.18E+04 1.08E-03 

PMEA 1.24E+07 8.05E-08 1.85E+04 1.49E-03 

PET 1.75E+09 5.70E-10 2.84E+05 1.62E-04 

PBT 1.46E+09 6.87E-10 2.62E+05 1.80E-04 

PA6 5.25E+08 1.91E-09 9.71E+04 1.85E-04 

PA66 5.48E+08 1.82E-09 8.39E+04 1.53E-04 
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表 3 フィブロネクチンの吸着挙動 

 

Polymer 

Adsorption of fibronectin 

Ka 

（M-1） 

Kd 

（M） 

Kon 

（M-1·sec-1） 

Koff 

（sec-1） 

PHEMA 6.02E+06 1.66E-07 1.78E+04 2.96E-03 

PHM7525 5.71E+06 1.75E-07 1.74E+04 3.05E-03 

PHM5050 5.23E+06 1.91E-07 1.60E+04 3.07E-03 

PHM2575 5.34E+06 1.87E-07 1.65E+04 3.09E-03 

PMEA 5.03E+06 1.99E-07 1.56E+04 3.09E-03 

PET 8.52E+08 1.17E-09 2.96E+05 3.47E-04 

PBT 1.13E+09 8.83E-10 3.46E+05 3.06E-04 

PA6 4.75E+09 2.11E-10 2.17E+05 4.57E-05 

PA66 2.91E+09 3.43E-10 1.74E+05 5.97E-05 

 

 

 

 

 

表 4 ビトロネクチンの吸着挙動 

 

Polymer 

Adsorption of vitronectin 

Ka 

（M-1） 

Kd 

（M） 

Kon 

（M-1·sec-1） 

Koff 

（sec-1） 

PHEMA 2.42E+07 4.13E-08 2.27E+04 9.37E-04 

PHM7525 2.46E+07 4.06E-08 2.00E+04 8.12E-04 

PHM5050 2.53E+07 3.96E-08 2.11E+04 8.35E-04 

PHM2575 2.62E+07 3.82E-08 2.07E+04 7.91E-04 

PMEA 2.59E+07 3.86E-08 2.01E+04 7.75E-04 

PET 4.10E+10 2.44E-11 1.25E+06 3.05E-05 

PBT 4.71E+10 2.12E-11 1.49E+06 3.16E-05 

PA6 2.07E+10 4.84E-11 9.21E+05 4.46E-05 

PA66 1.77E+10 5.66E-11 9.14E+05 5.18E-05 

 


