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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 材料で評価する

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、高分子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、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遺伝子及び

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。既存試験法の予備的検証実

験においては、現在、改訂作業が進められている ISO/WD 10993-4（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を兼ねて検討した結果、高分子材料の血液適合

性は TAT 活性を指標として評価できる可能性が示唆された。また、血液適合性と密接に

関与する中間水の存在の有無は、実際に材料を化学合成することなく、その構造から分

子動力学的シミュレーションを用いたin silico解析により予測できる可能性が示唆さ

れたと共に、新規生体適合性高分子材料の創製にあたっては、官能基との相互作用を引

き起こす分子間相互作用を排除する表面設計が必要不可欠であることが判明した。歯科
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用インプラントに関する研究では、歯科用インプラントの機械的強度の承認審査で行う

べきワーストケース設定やインプラント表面処理方法等に関する考え方を科学的根拠

に基づいて学術的に検討・整理し、歯科インプラントが真に具備すべき要件を再考し、

｢課題解決に向けた提言｣を取りまとめた。 

 

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使用頻度は循環器

系医療機器がその他の医療機器と比較し

て圧倒的に多いのが現状であり、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、

生体適合性に優れたPMEA/PHEMAコポリマ

ー等の高分子材料を、材料／細胞界面特

性を支配する水和状態、材料への蛋白質

吸着及び官能基の影響、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

用インプラントについて、科学的な根拠

に基づく学術的な研究による承認審査基

準の策定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上に MPC、

TMAEMA、SPMA 及び BMA のポリマーブラ

シを形成し、蛋白質（BSA、Lys）及び官

能基（COOH、NH2及び CH3基 SAM）との相
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互作用を AFM フォースカーブ測定によ

り解析した（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、定量用標準ペ

プチドを化学合成し、血液適合性の異な

る23種類の材料に吸着するヒト血漿蛋白

質を試料として、LC-MS/MS (TSQ Vantage 

/ Advance NanoUPLC)を用いて各候補蛋白

質の絶対定量を行った（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ランダム共重合体を

コーティングした QCM センサーと種々の

濃度の ALB、FIB 及び FINC 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 PMEA 50 量体分子

に 100 個の水分子を配置させたセル構造

を 作 成 し た 後 、 300K か ら 500K の

Annealing 処理及び Dynamics 解析を行い、

メトキシ基周辺に存在する水分子の個数

と同基からの距離に応じた水分子の動き

を計算した（植松）。また、既存試験法の

予備的検証実験では、PPチューブ中でPC、

PET、PMEA、PHEMA、PMPC 及び MEA/ HEMA

ランダム共重合体材料を浸漬した用時調

製ヘパリン加ヒト血液の補体（C3a、C5a、

SC5b-9）、血小板（β-TG ）及び血液凝固

系（TAT）活性を市販 ELISA により測定す

ると共に、溶血性を簡易法により評価し

た（宮島）。 

(3) 細胞挙動解析 
 TCPS、PC、PMEA、PHEMA 及び組成比の異

なるMEA/HEMAランダム共重合体等の材料

上でhMSC又は THP-1細胞を常法に従って

1日又は 2日間培養し、細胞内の遺伝子及

び蛋白質発現挙動を解析した（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）。蛋白質発現挙動の解析において

は、PBS で洗浄した細胞を細胞溶解液に溶

解し、2D clean-Up Kit による精製、蛋白

質定量、還元、アルキル化及び脱塩した

試料をNanoLC-MS/MSショットガン解析に

供した後、PD v1.3/Mascot/Swiss-Prot

データベース解析により蛋白質を同定し、

SIEVE 2.0 ソフトウェアを用いて多変量

解析を行った（加藤）。 

 

(4) 歯科用インプラントに関する研究 

日本補綴歯科学会、日本口腔インプラ

ント学会及び日本歯科理工学会等と連

携し、歯科インプラントの機械的強度に

係るワーストケース設定の根拠やイン

プラント表面処理方法等の考え方につ
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いて国際的な動向を踏まえて討議した。

平成 25 年度は班会議を 3 回開催し、厚

生労働省医療機器審査管理室及び PMDA

関係者を交えて、審査の現状や問題点等

についても協議した（佐々木）。 

 

2. 倫理面の配慮 

本研究に用いた骨髄由来間葉系幹細胞

及びヒト単球は、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 

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、AFM のフォー

スカーブ測定により、材料表面と蛋白質

の相互作用を定量的に分析する手法を確

立した。ポリマーブラシ表面への蛋白質

吸着挙動は官能基レベルの静電的及び疎

水性相互作用に比例することが示された

（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、

FA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC が血液適

合性評価マーカとして利用できることが

確認された（蓜島）。蛋白質吸着の動力

学的解析に関する研究では、FIB は MEA

比率の増加に伴って解離速度定数が増加

し、結合定数が低下する傾向を示すこと

が確認された（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、メトキシ基近傍に

存在する水分子がバルク水と交換される

現象が観測されたことから、当該水分子

がシミュレーションで判別できる中間水

に相当する可能性が示唆された（植松）。

また、既存試験法の予備的検証実験にお

いて、血液適合性の異なる高分子材料を

浸漬したヒト血液において TAT 活性は材

料が有する血液適合性と相関する可能性

が示唆された（宮島）。 

(3)細胞挙動解析 

hMSCの遺伝子発現プロファイルにおい

て、細胞の運動性や未分化性の維持等に

関与する EMT Pathway の亢進が全群に認

められ、MEA の割合が高い方がより亢進

され易い可能性があることが示唆された。

また、THP-1を用いて遺伝子群の発現変化

によって疾病関連機能や生体機能に及ぼ

される影響について評価した結果、PMEA

では有意に上昇する機能が多く観察され、

PHEMA では逆に低下する機能が多く認め

られた（澤田）。また、THP-1の細胞内蛋

白質発現挙動において、血液適合性の高

い PMEA では炎症系蛋白質、血液凝固関連

蛋白質及び細胞形態・接着に関与する一

連の蛋白質の誘導が低下する傾向が認め

られた（加藤）。 

(4)歯科用インプラントに関する研究 

 アカデミア及びPMDAとの連携のもと、歯

科用インプラントの機械的強度の承認審

査で行うべきワーストケース設定やイン

プラント表面処理方法等に関する考え方
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を科学的根拠に基づいて学術的に検討・整

理し、歯科インプラントが真に具備すべき

要件を再考し、｢課題解決に向けた提言｣

を取りまとめた（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、材料表面へ

の蛋白質吸着を高度に抑制するには、官

能基との相互作用を引き起こす分子間相

互作用を排除することが不可欠であるこ

とが判明した（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、今回利用出来ることが明らかとなっ

た血液適合性マーカ蛋白質については、

繰り返し測定を行い、血液適合性の適否

を判定する閾値を平均値と RSD から提

案する予定である（蓜島）。蛋白質吸着

の動力学的解析に関する研究では、その

他の血液適合性が異なる高分子材料及

び血液適合性評価マーカ蛋白質を用い

て同様な解析を行う予定である（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、

中間水とバルク水の差異をより適切に

示すため、今後、官能基に捕捉された時

間を用いた解析についても検討する（植

松）。血液適合性試験については、今後

も引き続き、試験系に適切性、検出感度

等に関する基礎データを収集し検証す

る（宮島）。 

 

(3)細胞挙動解析 

EMT の誘導により細胞の運動性の亢進

や細胞外基質の蓄積、細胞老化の抑制、

幹細胞様機能（未分化性など）の獲得な

どが示されており、PMEA/PHEMA コポリマ

ーコーティング材料がhMSCにおけるこれ

らの機能へ影響を与える可能性が示唆さ

れた。一方、THP-1 細胞においては疾病関

連機能や生体機能に関連する遺伝子群に

対し、PMEA と PHEMA は相反する作用を示

すことが示唆された（澤田）。PHEMA 及び

PEMA ポリマー材料が、THP-1 細胞の細胞

内蛋白質挙動に及ぼす結果から、これら

ポリマー材料が血液凝固、炎症を促進す

る可能性は低いことが示唆された（加藤）。

今後は内皮細胞等その他の血液関連細胞

を用いて同様の検討を行う予定である

（澤田、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に

ついては、審査側と申請者の考え方が一

致していない点が多く見受けられ、種々

の観点から「課題解決に向けた提言」の

取り纏めを行った意義は大きい。今後は

有限解析データの適切な活用方法、既承

認品との比較方法等について検討する

こととする（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、AFM のフォー

スカーブ測定により、材料表面と蛋白質

の相互作用を定量的に分析する手法を確
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立した。（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、

FA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC が血液適

合性評価マーカとして利用できることが

確認された（蓜島）。蛋白質吸着の動力

学的解析に関する研究では、FIB は MEA

比率の増加に伴って解離速度定数が増加

し、結合定数が低下する傾向を示すこと

が確認された（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、メトキシ基近傍に

存在し、バルク水と交換される水分子が

シミュレーションで判別できる中間水に

相当する可能性が示唆された（植松）。

また、既存試験法の予備的検証実験にお

いて、TAT 活性は材料が有する血液適合

性と相関する可能性が示唆された（宮島）。 

 

(3)細胞挙動解析 

遺伝子発現解析では、hMSC の運動性や

未分化性の維持等に関与する EMT 

Pathway の亢進が認められ、MEA の割合が

高い方がより亢進され易い可能性がある

ことが示唆された。また THP-1 では、PMEA

によって有意に上昇する疾病関連機能や

生体機能が多く観察され、PHEMA では逆

に低下する機能が多く認められた（澤田）。

THP-1 の細胞内蛋白質発現解析では、血

液適合性の高い PMEA では炎症系蛋白質、

血液凝固関連蛋白質及び細胞形態・接着

に関与する一連の蛋白質の誘導が低下す

る傾向が認められた（加藤）。 

 

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 

TMAEMA: Tri(methyl)ammonium ethylmethacrylate 

SPMA: 3-sulfopropylmethacrylate 

BMA: n-butyl methacrylate 

BSA: bovine serum 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) 

ALB: Albumin 

FIB: Fibrinogen 

FINC: Fibronectin 

QCM: Quartz Crystal Microbalance 

PP: Polypropylene 

PC: Polycarbonate 

PET: Polyethylene terephthalate 

PMPC: Poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine) 

β-TG: β-Thromboglobulin 

TAT: Thrombin-Antithrombin Complex 

TCPS: Tissue culture-treated polystyrene 

hMSC: Human Mesenchymal Stem Cells 

FA7: Factor Ⅶ 

FA9: Factor Ⅸ 

C1s：Complement C1s subcomponent 

EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition 
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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 
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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 

プロテオミクス解析を利用した医用材料の生体適合性・機能評価に関する研究 
 

主任研究者  新見 伸吾  国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

分担研究者  蓜島 由二  国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

協力研究者  田中 賢   山形大学大学院理工学研究科 

       福井 千恵  国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

       比留間 瞳  国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

 
 

研究要旨 
 
 平成 25 年度の本研究では、平成 24年度に選定した血液適合性評価マーカ候補蛋白質の絶
対定量を行い、その有用性を検証した。 
 組成比の異なる 2-Methoxyethylacrilate (MEA)/ Hydroxyethylmethacrylate (HEMA)ラン
ダム共重合体、Polyvinylpyrrolidone (PVP)含量の異なるポリスルホン（PSF）及びその他
の一般合成高分子やチタン材料等、生体適合性の異なる 23 種類の材料に吸着する血漿・血
清蛋白質を対象として比較検討した結果、第Ⅶ因子（FA7）、第Ⅸ因子（FA9）、第一補体成分
C1s、フィブロネクチン（FINC）及びビトロネクチン（VTNC）が血液適合性評価マーカとし
て利用できることが確認された。第Ⅻ因子（FA12）、フィブロネクチン（FIBB）、第一補体成
分 C1r 及びグルタチオンペルオキシダーゼ 3（GPX3）も評価マーカとして利用可能であるが、
生体適合性に優れた MEA/HEMA 系材料と近似する吸着挙動を示す対照材料が若干存在した。
一方、第三補体（C3）、第五補体（C5）、補助因子 H 関連蛋白質 1（FHR1）及び不活性型ホス
ホリパーゼ D5（PLD5）は偽陰性を示す材料が存在するため、評価マーカとして不適であるこ
とが判明した。 
 今後、ステント用金属材料、血栓捕捉デバイス及び血液透析器用中空糸等への血漿蛋白質吸着
挙動を解析し、関連データを更に蓄積するにより、材料／細胞界面特性から高分子材料の血液適
合性を評価する新規in vitro試験法の有用性を詳細に検証する。また、MEA/HEMA系材料表面に吸
着するFA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC 量を分析における標準誤差が統計学的に 95%信頼区間
に入るまで繰り返し測定し（n=10）、その平均値+10%RSD を血液適合性の適否を判定する閾値
として提案する。 

 

 

Ａ．研究目的 

医療機器及び医用材料の生体適合性は、

種々の溶出物や残留物質等の毒性、微生

物汚染に由来する感染因子のほか、材料

表面の物理化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ース）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。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
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が起こる。細胞は材料表面上で構造変化

した吸着蛋白質を介して材料に接着する

ことにより、最終的な生体反応を誘導す

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。 

医用材料の蛋白質吸着については、血栓

形成や細胞接着等に着目した研究が行わ

れてきたが、材料に吸着する蛋白質の種

類を網羅的に解析し、その吸着パターン

から材料の機能や生体適合性を評価する

研究は現在までに実施されていない。材

料表面への蛋白質吸着挙動から細胞や組

織に対する影響を評価する手法は材料プ

ロテオームと呼ぶべき新しい分野のプロ

テオミクスとなる。プロテオミクスの技

術は培養細胞や埋植材料周辺域における

組織の性状変化の解析等にも利用できる。

網羅的解析により特定のバイオマーカを

決定することができれば、標的プロテオ

ミクスを利用した同マーカの微量定量が

可能となり、材料の機能や生体適合性、

細胞又は組織の状態等を判断するための

有益な評価手法となり得る。 

インプラント型の循環器系医療機器で

は、長期間に渡って血液凝固や血栓形成

等を起こさないことが要求される。血液

適合性の評価としては、血栓形成、血液

凝固、血小板、溶血性及び補体系の 5 つ

の試験項目が存在するが、未だ国際的に

十分整合されていない状況にある。そこ

で本研究では、バイオインターフェース

の特性に着目した医用材料の新規評価方

法を開発することを目的として、高分子

材料表面への蛋白質吸着挙動と血液適合

性の相関性について検討してきた。 

平成 24 年度の本研究では、血液適合性

に優れた MEA/HEMA ランダム共重合体のほ

か、PVP 含量の異なる PSF を試験材料とし

て選択し、各材料表面への蛋白質吸着挙

動を解析し、過去に取得した対照合成高

分子材料（ポリエチレンテレフタレート

[C-PET]、三酢酸セルロース[CTA]、ポリ

スチレン [PS]、ポリテトラフルオロエチ

レン[PTFE]及び超高分子量ポリエチレン

[UHMWPE]）の解析結果と比較検討するこ

とにより、1)内因系血液凝固活性化リガ

ンドとして VTNC 及び FINC、2)補体及び補

助因子として C1r、C1s、C3、C5 及び FHR1、

3)血液凝固因子として FA7、FA9、FA12 及

び FIBB、4)その他の蛋白質として GPX3 及

び PLD5 を血液適合性評価マーカ候補蛋白

質として選定した。 

平成 25 年度の本研究では、過去に実施

したチタン材料も含めて、上記の各種材

料表面に吸着するこれらのマーカ候補蛋

白質の絶対定量を行い、血液適合性評価

マーカとしての有用性を検証した。 
 

Ｂ．研究方法 

 (1)MEA/HEMA 表面の作製 

 メタノールで洗浄した菅原工芸製ポリ

カーボネート（PC）シート（φ33 mm、厚

さ 0.1 mm）を ADVANTEC 製 PTFE メンブラ

ンフィルタ（φ47 mm、ポアサイズ 0.5 m）
を介して KYOWARIKEN 製スピンコータ

（K-359SD- 1 SPINNER）に固定し、4000 rpm

回転下、PMEA、PHEMA 及び組成比の異なる

MEA/HEMA ランダム共重合体（混合比 75:25、

50:50、25:75 w/w%）のメタノール溶液（1 

w/v%、100 L）を PC シートの中央に滴下

し、10 秒間保持した。乾燥後、同様の操

作を再度繰り返すことにより、表面を均

一にコーティングした。片面のコーティ

ングが終了した後、もう片面を同様に処
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理して両面コート PC シートを作製した。 

 

(2)血漿蛋白質の吸着と回収 

 PMEA、PHEMA 及び MEA/HEMA ランダム共

重合体をコーティングした PC シート（10

枚／試料）をそれぞれ個別に 15φcm ガラ

ス製シャーレ中で 20 mL のヘパリン加ヒ

ト血漿（コージンバイオ）に 37℃で 1 時

間緩やかに振とう／浸漬した後、同血漿

を除去した。次いで、同材料を氷冷した 1 

mM PBS により 5 回洗浄した後、20 ml の

細胞溶解液（尿素 7M、チオ尿素 2M、Tris 

30 mM、CHAPS 4%：pH 8.5）を添加し、室

温で 60 分間、緩やかに振とうした。同溶

液を Corning 社製 Spin-X UF（Cut Off = 5 

kDa）により濃縮し、冷メタノール沈殿法

により蛋白質画分を回収し、細胞溶解液

に再溶解した後、GE 社製 2DQuant により

蛋白質量を測定した。得られた蛋白質は

試験に供するまで凍結保存した。対照試

料として、尿素変性ヒト血漿蛋白質を同

様の方法により調製した。 

 

(3)その他の蛋白質試料 1-3) 

 種々の化学処理を施したチタン材料

（Ti1-6）、対照合成高分子材料（PSF、C-PET、

CTA、PS、PTFE 及び UHMWPE）及び PVP 含

量の異なる PSF 材料（PSF1-6）の吸着蛋

白質は過去の研究において調製した保存

試料を使用した。各材料の詳細情報（表

面処理法、処方、物理化学的性状及び蛋

白質吸着量等）については、過去の報告

書に掲載済みである。 

 

(4)定量用標準品の化学合成 

 13 種類の血液適合性評価用マーカ候補

蛋白質を定量するため、各材料表面に吸

着した蛋白質の網羅的解析において共通

且つ高感度で検出されたペプチドを定量

用プローブとして選択し、化学合成した

（表 1）。内部標準用ペプチドは安定同位体

標識した任意のアミノ酸を 1 残基導入し

て調製した（表 1:赤字部分）。 

 

(5)ペプチド試料の調製 

 常法に従って還元（TBP）及びアルキル

化（ヨードアセトアミド）した蛋白質試

料（50 g）を含む細胞溶解液 8 l に 50 mM 

NH4HCO3 （ 87.2 l ）、 プ ロ メ ガ 社 製

ProteaseMax Surfactant（1%,3 l）及び

Trypsin Gold（1 g/ml,1.8 l）を添加

し、37℃で 4 時間インキュベーションし

た後、10% 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

たペプチドはバリアン社製 OMIX Tip（C18, 

100 l）を使用して脱塩し、Speed Vac

（Savant）に供して乾燥させた後、0.2 

g/l の濃度になるように 0.1% TFA 含有

2％アセトニトリルを加えて溶解し、1/10

容量の内部標準物質溶液を添加した後、

LC-MS/MS 分析に供した。 

 

(6)LC-MS/MS による定量分析 

 三連四重極型質量分析装置 TSQ Vantage

（Thermo Scientific）を使用し、Selected 

reaction monitoring（SRM）モードによ

り定量分析を行った。試料のイオン化は

ESI positive ion mode（スプレー電圧 0.8 

kV）により行った。キャピラリー温度、

Q1 分解能、Q3 分解能、コリジョンガス圧

及びサイクルタイムは、それぞれ 150℃、

0.5 unit、0.7 unit、1.2 mTorr 及び 15

秒とした。定量用標準品を利用した SRM

チャンネルの最適化はダイレクトインヒ

ュージョンモードにより行った。 

 Nano-LC としては、HTC-PAL オートサン
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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 CERI 社製 L-Trap 

（0.3 x 5 mm, L-C18, 5 mm, 12 nm）、CERI

社製 L-column Micro L-C18（0.1 x 150 mm, 

3 m, 12 nm）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 AMR 社製 Captive Spray

イオン源を使用した。Nano-LC の移動相に

は、A溶媒（0.1% TFA）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 g）はオート

サンプラーを使用して行った。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。次の分析に移行する前に流

路を 2回洗浄した。 

 

Ｃ．研究結果 

(1)SRM チャンネルの最適化 

 定量用標準品を利用して、ペプチド毎

に定量用チャンネル、定性用チャンネル、

内部標準用チャンネルを最適化し、トラ

ンジットイオン（プレカーサーイオン及

びプロダクトイオン）、コリジョンエネル

ギー及び S-lens 電圧を設定した（表 2）。

定量用及び内部標準用チャンネルとして

は、最も感度良く検出されるプロダクト

イオンを選択し、定性用チャンネルには、

その他の特徴的な解列に由来する 4 種の

プロダクトイオンを利用した。 

 

(2)検量線の作成 

 表 3 に示した濃度情報に基づいて標準

品試料を調製し、LC-MS/MS モードで測定

することにより、検量線を作成した。各

ペプチドの分離状況は良好であった（図

1）。図 2 に示したとおり、FA12 定量・定

性用チャンネルは問題なく稼働し、その

他のペプチド用に設定した各チャンネル

のイオン検出状況も全て良好であった。

また、各検量線の相関係数は 0.9966 から

1.0000 であり、いずれのペプチドともに

低濃度領域から高濃度領域まで良好な相

関が得られた（図 3）。 

 

(3)定量結果 

 図 4 に示したとおり、FA12 定量・定性

用チャンネルのイオン検出状況は良好で

あり、その他のペプチド用の SRM チャン

ネルにも問題は認められなかった。 

 23 種類の材料に吸着する蛋白質を試料

として、13 種類の血液適合性評価マーカ

候補蛋白質を定量解析した結果を表 4 に

示した。生体適合性に優れた MEA/HEMA 系

材料に吸着する FA7、FA9、C1s、FINC 及

び VTNC 量は、その他の材料への吸着量を

例外なく下回っており、特に C1s と VTNC

の吸着量は MEA/HEMA 系材料とその他の材

料間で大きく異なることが確認された。

MEA/HEMA 系材料表面への FA12 吸着量も、

その他の材料を下回っていたが、Ti-5 が

MEA/HEMA 系材料に近い数値を示した。

FIBB、C1r 及び GPX3 吸着量についても同

様の傾向が認められたが、MEA/HEMA 系材

料に近似した吸着量を示す材料が幾つか

存在した。C3、C5、FHR1 及び PLD5 吸着量

については、MEA/HEMA 系材料を下回る材

料が幾つか確認された。 

 

Ｄ．考 察 

 本研究では、生体材料の血液適合性を

蛋白質吸着特性から予測する評価系の確
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立を目指し、23種類の材料表面に吸着す

る蛋白質を試料として、血液適合性評価

マーカ候補蛋白質の絶対定量を行い、評

価マーカとしての有用性を検証した。 

 血液凝固4-12)は内因系血液凝固と外因系

血液凝固に大別される。血液凝固系は補

体系や血管拡張、血管透過性亢進及び発

痛を制御するカリクレイン・キニン系と

も密接に関連している。これらの生体反

応のメカニズムのほか、異物との接触に

より惹起される血液凝固及びエコノミー

クラス症候群の発症機序、リン脂質と血

液凝固の相関性、細胞膜表面への組織因

子の出現とサイトカイン刺激の相関性等

については、過去に提出した報告書に詳

細に記述した2,3)。これらの知見は医用材

料の血液適合性を理解するための基本と

なることから、本報告書と合わせて参照

して頂きたい。 

 血液適合性材料として、超親水性表面、

ミクロ相分離表面、細胞膜類似表面及び

生理活性分子固定化表面等が開発され、

その有効性が報告されて来たが、近年、

材料表面の水和状態が血液適合性（抗血

栓性）の要因である蛋白質吸着能や細胞

接着能に深く関与することが明らかにな

りつつある。材料表面における水分子は

存在様式により、超低温でも凍結しない

不凍水、-50℃付近で低温結晶を形成する

中間水及び 0℃で凍結する自由水に大別

される。不凍水と自由水は多くの材料に

共通して存在する水分子であるが、血液

適合性の高い材料は不凍水と自由水のほ

か、中間水を持つことが確認されている。

細胞膜と類似したベタイン構造を持つポ

リ(2-メタクリロイルオキシエチルホス

ホリルコリン)（PMPC）は中間水を有する

代表的な高分子材料の 1 つであり、蛋白

質吸着能や細胞接着能が非常に低く、血

栓が形成されない性質を持つことから、

血液適合性が要求される医療機器や医用

材料の表面加工に利用されている 13-16)。

PVP 及び PMEA も中間水を有する代表的な

高分子材料である。PMEA は、有機溶媒へ

の易溶解性、非水溶性、透明性、粘着性

を併せ持っていることから様々な基材へ

のコーティングが可能である 17-24)。また、

PMEA 表面は、血漿蛋白質の吸着・変性が

少なく、脱離速度も早い特徴を持つこと

が知られている。PHEMA も蛋白質吸着が比

較的少ない生体適合性材料であり、コン

タクトレンズをはじめとした各種の医療

機器に利用されている。PHEMA は、PMEA

と異なり-50℃付近に中間水ピークが認

められないが、核酸や多糖類等の生体成

分と同様、低温凝固水を有する高分子材

料である。一方、本研究において使用し

たその他の材料は MEA/HEMA 系材料と比較

して血液適合性に劣る材料である。 

 生体適合性に優れた MEA/HEMA 系材料と

その他の対照材料に吸着する蛋白質量を

標的プロテオミクス解析により比較検討

し、平成 24 年度までに選定した 13 種類

の血液適合性評価マーカ候補蛋白質の有

用性を検証した結果、MEA/HEMA 系材料に

吸着する FA7、FA9、C1s、FINC 及び VTNC

量は、その他の材料への吸着量を例外な

く下回っており、特に C1s と VTNC の吸着

量は MEA/HEMA 系材料とその他の材料間で

大きく異なることが確認されたことから、

これらの 5 種類の蛋白質は血液適合性評

価マーカとして利用できることが明らか

となった。MEA/HEMA 系材料表面への FA12、

FIBB、C1r 及び GPX3 吸着量も、その他の

材料を下回っていたが、MEA/HEMA 系材料

と近似する吸着挙動を示す対照材料が若
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干存在した。一方、C3、C5、FHR1 及び PLD5

は偽陰性を示す材料が存在するため、評

価マーカとして不適であることが判明し

た。 

 今後、ステント用金属材料、血栓捕捉デ

バイス及び血液透析器用中空糸等への血漿

蛋白質吸着挙動を解析し、関連データを更

に蓄積するにより、材料／細胞界面特性か

ら高分子材料の血液適合性を評価する新規

in vitro試験法の有用性を詳細に検証する。

また、MEA/HEMA系材料表面に吸着するFA7、

FA9、C1s、FINC 及び VTNC 量を分析におけ

る標準誤差が統計学的に 95%信頼区間に

入るまで繰り返し測定し（n=10）、その平

均値+10%RSD を血液適合性の適否を判定

する閾値として提案する。 

 

Ｅ．結 論 

 生体適合性の異なる 23種類の材料に吸

着する血漿・血清蛋白質を対象として比

較検討した結果、FA7、FA9、C1s、FINC 及

び VTNC が血液適合性評価マーカとして利

用できることが確認された。FA12、FIBB、

C1r 及び GPX3 も評価マーカとして利用可

能であるが、生体適合性に優れた MEA/ 

HEMA 系材料と近似する吸着挙動を示す対

照材料が若干存在した。一方、C3、C5、

FHR1及びPLD5は偽陰性を示す材料が存在

するため、評価マーカとして不適である

ことが判明した。 
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分担研究課題名 
医用材料の血液適合性を含む生体適合性における細胞応答に関する研究 

 

      研究分担者 宮島 敦子 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部  

      研究協力者 小森谷 薫 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部   

            比留間 瞳 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部  

            田中 賢  山形大学大学院理工学研究科 

 

 

研究要旨

 医療機器及び医用材料の生物学的安全性評価において、血液に接触する製品につ

いては、血液適合性試験が要求される。現在、本邦においては、平成 24 年 3 月に発

出された通知をもとに試験が実施されている。この通知において、血液適合性試験

の標準的な評価項目として、血栓形成、血液凝固、血小板、血液学的項目、補体系

の 5 つの試験項目が挙げられている。評価項目の中から製品の用途、血液との接触

期間等に応じて選択、実施されるが、試験の実施方法についての詳細な記載がある

のは溶血性試験についてのみであり、ヒトの血液を用いて実施する試験法について

は、試験系の適切性、検出感度などについての検証が十分に行われていない。 

 本年度の研究においては、各評価項目の特性及び妥当性に対する総合的な検証を

行うため、まず試験法についての調査、試験実施方法の確認作業を行い、次に高分

子材料に対して、実際に血液適合性試験を実施した。混合比の異なる 2-

methoxyethyl acrylate (MEA) / 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) シート及び 2-

methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC) シートを用いて、予備試験及び本試験

を行った結果、TAT 及び β-TG では、大まかな傾向が似ていた。C3a、C5a、SC5b-9

では、両試験で結果がほぼ一致していた。C3a では、2 時間のインキュベーション

によりシートなしでも値が上昇し、被験試料による差はほとんど観察されなかっ

た。C5a、SC5b-9 では、特定のシートにおいて上昇が観察された。MEA/HEMA の

混合比を変えたシート間では、TAT、β-TG、C5a、SC5b-9 で HEMA の比率が増える

に従って値が増加する傾向が観察された。今後、引き続き MEA, HEMA, MPC 等の

高分子材料に対して、血液適合性試験を実施し、各試験法の特性、妥当性について

検証を進め、評価法の効率化、新規評価手法開発に向けての基礎的データを収集す

る予定である。 

  一方、混合比の異なる MEA/HEMA シートについて、医療機器の生物学的安全性

評価のための試験法に従い、抽出法により V79 細胞に対する細胞毒性試験を実施し

た。その結果、いずれの混合比の MEA/HEMA シートにおいても細胞毒性は認めら

れなかった。 
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Ａ．研究目的 

 医用材料の生体適合性は、材料表面の物

理学的特性により大きく影響される。循環

器系医療機器の基本的かつ最も重要な特性

として、血液との接触があげられる。特に

埋植する機器では、長期間にわたって血液

凝固、血栓形成を起こさないことが要求さ

れる。医療機器及び医用材料の生物学的安

全性評価において、血液に接触する製品に

ついては、血液適合性試験が要求される。

本邦においては、図１に示すように、平成

15 年 2 月に発出された「医療用具の製造

（輸入）承認申請に必要な生物学的安全性

試験の基本的考え方について」（厚生労働

省 薬食機発 0213001 号 通知）、平成 15 年

3 月に発出された「生物学的安全性試験の

基本的考え方に関する参考資料について」

（医療機器審査 No.36 事務連絡）に基づ

いて、長年、生物学的安全性試験が実施さ

れてきた。この事務連絡中で、血液適合性

試験においては ISO 10993-4(1992)、

ISO/DIS 10993-4(2000)、ASTM F756-93 が

引用規格にされており、評価概要、溶血性

試験、試料の調製法について言及されてい

た。これらの通知及び事務連絡に対して見

直しが進められ、平成 24 年 3 月に「医療

機器の製造販売承認申請等に必要な生物学

的安全性評価の基本的考え方について」

（薬食機発 0301 第 20 号 通知）が発出さ

れ、現在はこの通知を元に、生物学的安全

性試験が行われている。血液適合性試験に

関しては、2002 年に発行された ISO 

10993-4 (Biological Evaluation of Medical 

Devices - Part 4, Selection of Test for 

Interactions with Blood ) 本体及び 2006 年に

発行された Amendment が、国際的な規格

となっているが、2009 年より改訂作業が

進められている。本邦において平成 24 年

発出された第 20 号通知では、この ISO 

10993-4(2002) /Amd.1(2006)及び ASTM 

F756-08 が、引用規格となっている。これ

らの通知、規格において、試験について詳

細な方法が規定されているのは、赤血球に

対する影響を評価する試験法である溶血性

試験についてだけであり、その他の評価項

目については、詳細は規定されていない。

溶血性試験についても、米国で規格化され

た NIH 法、ASTM 法及び日本の MHLW 法

の 3 種の試験法が存在し、試験法により判

定に差が生じる例もあり、国際的にみても

整備されていない状況にある。溶血性試験

については、ISO 10993-4 の改訂作業の一

部として、ISO/TC194 WG9 が主体となっ

て、溶血性試験のラウンドロビン試験が進

められている。 

 平成 24 年 厚労省発出の第 20 号通知

「第 8 部 血液適合性試験」においては、

血液適合性試験の標準的な評価項目として、

血栓形成、血液凝固、血小板、血液学的項

目、補体系の 5 つの試験項目が挙げられて

おり、それぞれの試験項目について標準的

な評価項目が挙げられている（図 2）。血

栓形成では、付着物／付着状態の観察が標

準的な評価項目とされている。血栓形成は

血液凝固システムと血小板の活性化が関与

していると考えられており、体内循環血液

に接触する場合は in vivo、体外で血液に接

触する場合は in vitro もしくは ex vivo の

評価の実施が考慮される必要がある。血液

凝固においては、トロンビン-抗トロンビ

ン複合体（TAT）、フィブリノペプタイド

A（FPA）、部分トロンボプラスチン時間

（PTT）が標準的な評価項目として挙げら

れている。図 3 に血液凝固系カスケードと

評価項目について示したが、血液凝固系カ

スケードには内因系と外因系に大別され、

TAT、FPA は内因系、PTT は外因系の因子

である。PTT は動物血を用いて評価するこ

とが可能であるが、TAT、FPA の測定は、

免疫検定法（ELISA）が推奨されるため、
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ヒトの血液による試験系の設定が必要にな

る。血小板においては、血小板数、血小板

放出因子（β-トロンボグロブリン（β-TG））、

血小板第 4 因子（PF4）が標準的な評価項

目として挙げられている。血小板の活性化

の評価は、血栓形成の指標として重要であ

る。血小板は試験試料表面に接着し、偽足

を伸長させて粘着し、凝集反応を行う。血

小板には、α 顆粒、濃染顆粒、リソソーム

が存在し、活性化に伴ってケモカイン、増

殖因子、細胞外基質、粘着タンパク質、凝

固制御因子、線溶阻害物質、セロトニン、

ADP、ATP 等が放出される。β-TG、PF4 は

共に、α 顆粒より放出される血小板顆粒物

質である。β-TG、PF4 の測定も ELISA が

推奨されるため、使用できる動物種が限定

される。血液学的項目においては、全血算

（CBC）、溶血が評価項目として挙げられ

ている。CBC では試験試料曝露後の赤血

球数、白血球数、血小板、ヘモグロビン量

を測定する。溶血に影響する因子として、

化学的因子と物理的因子があり、血液循環

に関与する医療機器では物理的影響につい

て考慮する必要があるが、物理的影響を無

視できる医療機器に関しては、既に確立さ

れている in vitro の試験法を用いて評価す

ることができる。補体系では、補体活性化

産物（C3a、C5a、SC5b-9）が標準的な評

価項目として挙げられている。補体活性化

の径路には、古典径路、副径路、レクチン

径路が知られている。古典径路では、C1、

C4、C2、C3 の順に活性化が起こる。レク

チン径路では、マンノース結合レクチン

（MBL）、MBL 関連セリンタンパク分解

酵素（MASP）が活性化に関与する。図 4

に副径路を示したが、副径路では C3 から

直接活性化が始まる。以下の活性化の径路

は 3 経路共通で、C3 転換酵素により C3 か

ら C3a、C3b を生じ、次に C5 から C5a、

C5b が生じ、C5b と C6789 から C5b6789 

(C5b-9) 膜侵襲複合体（MAC）が形成され、

SC5b-9 を生じる。評価項目として挙げら

れている C3a、C5a、SC5b-9 は、3 経路共

通の活性化径路部分において、それぞれ

C3a が初期、C5a が中期、SC5b-9 が後期の

可溶性活性化産物である。血液適合性試験

の標準的な評価項目として挙げられている

これらの項目の中から、製品の用途、血液

との接触期間等に応じて選択、実施されて

いる。特に、ヒトの血液を用いて実施する

試験法については、試験系の適切性、検出

感度などについての検証が十分に行われて

いない。 

 本研究では、「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」の一環

として、血栓形成、血液凝固、血小板、血

液学的項目、補体系の各試験法の国際整合

に必要な基礎データの収集を行い、試験の

妥当性についての総合的な検証を行うこと

を目的とする。評価においては、本研究班

において、医用材料／細胞界面特性に着目

した、生体反応、細胞機能等への影響にお

けるマーカー検索、分子動力学的シミュレ

ーショングループの研究成果と合わせ、新

たな評価手法の開発を目指す。本研究の成

果は、新規医療機器の開発及び承認審査の

迅速化に寄与するほか、ISO や JIS 規格に

フィードバックできる等、厚生行政的にも

重要であると思われる。 

 本年度の研究においては、まず、各試験

法の特性及び妥当性に対する総合的な検証

を行うための、試験法についての調査、試

験実施方法の確認（キットの選定）作業を

行い、次に、2-methoxyethyl acrylate (MEA)、

2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) 、 2-

methacryloyloxyethyl phosphorylcholine 

(MPC) をコートしたシートを用いて、実

際に血液適合性試験を実施し、各試験法の

特性、妥当性について検証を行い、評価法

の効率化、新規評価手法開発に向けての基
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礎的データを収集した。 

 

Ｂ．研究方法 

１. 材料 

 Polycarbonate（PC）シート（34mmφ、

厚さ 0.1mm、菅原工芸）に、MEA : HEMA 

=   0% : 100%（PHEMA）、25% : 75%

（M25H75）、50% : 50%（M50H50）、75% : 

25%（M75H25）、100% : 0%（PMEA）の 5

段階の混合比のポリマー溶液及び MPC ポ

リマー（Lipidure、日油）溶液をコートし

た。コート方法は、1 wt %（MeOH）溶液

を、滴下量 100μL でスピンコート（4000 

rpm, 10 sec, 表裏各２回コート）した。対

照シートとして、PC シート（未コート）

及び Polyethylene terephthalate（PET） シ

ート（未コート）を用いた。 MEA/HEMA

液は、共同研究者の田中先生より供与いた

だいた。 

 

２. 血液適合性試験 

1) 採血 

 翼付針（テルモ、予備試験：23G、本試

験：21G）を用い、組織因子を含む血液を

除くため、まず 5 mL 注射筒（テルモ）で

採血後、50 mL または 30 mL 注射筒（テ

ルモ、予めヘパリン（田辺三菱製薬）final 

2 U / mL 含有）で必要量の血液を採取した。 

2) インキュベーション 

 3 もしくは 4 分割した被験シート 2 枚を

重ならないように 15 mL polypropylene

（PP）チューブに入れ、6 mL の全血（6 

cm2 / 1 mL 全血）と 37℃、2 時間、緩やか

に振盪（60 rpm）した。予備試験では、

PET、PC（未コート）、PHEMA、PMEA、

MPC シートについて実施し、本試験では、

PET、PC（未コート）、PHEMA、M25H75、

M50H50、M75H25、PMEA、MPC シート

について実施した。予備試験ではチューブ

を斜めに立てて振盪し、本試験では、チュ

ーブを横にして振盪し、15 分毎にチュー

ブ回し、上下が入れ替わるようにした。 

3) サンプリング 

 インキュベーション開始時及びインキュ

ベーション終了後、各試験項目に応じて血

液をサンプリングした（図 3）。血液凝固

因子測定用はクエン酸含有チューブ（テル

モ）、血小板因子測定用は CTAD（citrate, 

theophylline, adenosine and dipyridamole、血

小板刺激抑制）含有チューブ（BD）、補体

系測定用には、Futhan（Nafamostat Mesilate

（補体分解阻害剤）、鳥居薬品、final 5 

μg/mL) 添加 EDTA-2K 含有チューブ（テ

ルモ）にサンプリングし、図 3 に示す氷中

静置、遠心等の処理を行った後、分注して

-30℃で保存した。溶血性試験は、全血を

そのままサンプリングして用いた。 

4) 溶血性試験 

 各時間にサンプリングした全血を、PBS

又は蒸留水と血液を 7:1 で穏やかに転倒混

和した。750 x g で 5 分間、冷却遠心し、

上清を分取した。PBS で 10 倍希釈し、576

及び 540nm の吸光度を測定した。ASTM

法ではクエン酸処理血、NIH 法ではシュウ

酸処理血、MHLW 法では脱繊維血を試験

に用い、先に血液を希釈後、接触試験を行

い、吸光度を測定することから、参考デー

タとした。溶血率（%）は、（試験液上清

の吸光度 – ブランク）/（完全溶血上清の

吸光度 – ブランク）x 100 で算出した。 

5) 血液凝固系の測定 

 TAT の測定は、凍結保存したクエン酸処

理血を ELISA（エンザイグノスト TAT 

micro、SIEMENS）により測定した。 

6) 血小板活性化の測定 

 β-TG の測定は、凍結保存した CTAD 処

理血を ELISA（アセラクロム β-TG TMB、

Roche）により測定した。 

７) 補体系の測定 

 C3a、C5a、SC5b-9 の測定は、凍結保存
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したフサン/ EDTA-2K 処理血を、ELISA に

より測定した。測定キットは、C3a

（MicroVue C3a plus EIA Kit、QUIDEL）、

C5a（MicroVue C5a EIA Kit、QUIDEL）、

SC5b-9（MicroVue SC5b-9 plus EIA Kit、

QUIDEL）を用いた。 

  

 5)〜７)の ELISA による測定は、キット

の添付文書に従って実施した。推奨の希釈

により検量線上に値が乗らない場合は、希

釈倍率を変更し再検討を行い、全サンプル

を同じ希釈倍率で測定した。 

 

３. V79 細胞を用いた細胞毒性試験 

 医療機器の生物学的安全性評価のための

試験法に従い細胞毒性試を実施した。 

1) 細胞株および培養方法 

 チャイニーズ･ハムスター肺由来線維芽

細胞V79は、JCRB細胞バンク（吹田）よ

り入手した。V79細胞は、10% heat-

inactivated fetal bovine serum (非働化FBS)、

Penicillin-streptomycinを含むMinimum 

Eessential Medium (MEM) (GIBCO)にて、

37ºC、5% CO2-95% airインキュベーターで

培養した。細胞株は、3 - 4日ごとに継代し

た。細胞毒性試験に際しては、培地に

Amphotericin Bを添加して実施した。 

2) 抽出方法 

 UV滅菌（5 min x 2）した被験シート

（PC（未コート）、PHEMA、M25H75、

M50H50、M75H25、PMEA）各4枚を、3も

しくは4分割し、乾熱滅菌したガラス容器

に入れた。6 cm2 / 10 mLとなるように培地

を入れ、乾熱滅菌したシリコンシートを挟

んでスクリューキャップで蓋をした。37ºC、

5% CO2-95% air インキュベーターに24時

間静置した。ガラス容器から取り出した抽

出液を、100%試験液とし、培地にて2倍希

釈系列を作成し、細胞毒性試験に用いた。

抽出液の色から、培地のpHが中性域であ

ることを確認した。 

2) 細胞毒性試験・コロニー法 

 V79 細胞を 50 cells / 0.5 mL で 24-well プ

レートに播種した。翌日、培地を除き被験

液を添加し、さらに 4 日間静置培養した。

その後、ギムザ染色してコロニーを計測し、

陰性対照群のコロニー数に対する割合（コ

ロニー形成率）を算出した。試験は、0, 

6.25, 12.5, 25, 50, 100％試験液について実施

した。陽性対照物質として Zinc 

diethylditho carbamate (ZDBC) を用いた。 

3) 細胞毒性試験・MTS 法 

 V79 細胞を 96-well プレートに播種し

（1 × 104 cells / 0.1 mL / well）、24 時間後に

被験液 0.1mL を添加し、さらに 24 時間及

び 48 時間培養した。培地を除去後、100 

μL の Phenol Red-free MEM 培地及び 20 μL

の CellTiter 96® AQueous One Solution 

Reagent (MTS 試薬、Promega) を添加し、

5% CO2インキュベーターで 37ºC、1 時間

反応した。生成されるフォルマザンをマイ

クロプレートリーダー（490 nm）で測定し、

対照群に対する割合（生存率）を算出した。

試験は、0, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100％試

験液について（final 0, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 

25, 50％）実施した。陽性対照物質として、

ZDBC を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究では、ヒト全血を用いることから、

国立医薬品食品衛生研究所研究倫理審査委

員会に申請を出し、承認を受けた上で実施

した。試験に用いる材料として、本研究グ

ループにおいて検討に用いている、既存の

陽性及び陰性材料と生体適合性の優れた新

規材料を用い、収集する基礎データが、新

規評価手法の開発にも役立つよう配慮した。 
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Ｃ．研究結果 

１. PHEMA、PMEA、MPC シートを用い

た予備試験 

 予備試験では、PET、PC（未コート）、

PHEMA、PMEA、MPC シートについて血

液適合性試験を実施し、0 時間（シートな

し）及び 2 時間インキュベーション後のサ

ンプルに対して、溶血性試験、血液凝固系

の評価項目として TAT の測定、血小板活

性化の評価項目として β-TG の測定、補体

系の評価項目として、C3a 及び SC5b-9 の

測定を行い、後から C5a の測定を追加し

た。 

 表 1 に溶血試験の結果を示した。いずれ

のシートも溶血率は 2%以下であり、溶血

性なしと判定された。ABS 540 nm におい

ても ABS 576 nm と同様の結果が得られた

（data not shown）。凍結保存しておいた血

液サンプルを用いて、ELISA 法により TAT、

β-TG、C3a、C5a、SC5b-9 を測定した。サ

ンプルはそれぞれ検量線に乗るように希釈

して実施した（TAT：x１、β-TG：x 1050、

C3a：x 2000、C5a：x 50、SC5b-9：x 10）。

図 6 に TAT 及び β-TG の結果を示した。2

時間インキュベーション後、シートなしで

は TAT が低く、次いで PMEA、MPC がシ

ートなしの 4 倍程度、PET、PC（未コー

ト）が 6 倍程度、PHEMA が一番高く 8 倍

程度であった。β-TG では、PMEA はシー

トなしよりも低く、次いでシートなし、

PHEMA、MPC が PMEA の 2 倍程度、PET, 

PC が高い値を示し、PC が一番高かった。

補体系について測定した結果を図 7 に示し

た。当初 C3a 及び SC5b-9 を測定したが、

C3a においては、2 時間インキュベーショ

ン後、PHEMA が一番高かったものの、シ

ートなし、PET、PC（未コート）、PHEMA、

PMEA、MPC のすべてにおいて高い値が

得られ、SC5b-9 の結果と異なっていたこ

とから、C5a の ELISA キットを追加入手

して測定した。SC5b-9 では、シートなし、

PET、PC（未コート）PMEA、MPC で値

に大きな差はなく、PHEMA においてのみ

高い値が得られた。C5a に関しては、全体

に血漿中における量が少なかったが（添付

の血漿コントロールにおいても同様）、シ

ートなし、PMEA が同程度で低く、MPC

が中間、PET、PC（未コート）、PHEMA

がシートなしの 1.6-1.8 倍高いという結果

が得られた。 

  

２．混合比の異なる MEA/HEMA シート

を用いた本試験 

 予備試験の結果、被験シートを用いて血

液適合性試験の各試験項目測定が可能であ

ることが分かったので、サンプル数を増や

して、混合比の異なる MEA/HEMA シート

に対する試験を実施した。PET、PC（未コ

ート）、PHEMA、M25H75、M50H50、

M75H25、PMEA、MPC シートについて実

施し、0 時間（シートなし）及び 2 時間イ

ンキュベーション後のサンプルに対して、

溶血性試験、血液凝固系の評価項目として

TAT の測定、血小板活性化の評価項目とし

て β-TG の測定、補体系の評価項目として

C3a、C5a、SC5b-9 を測定した。 

 表 2 に溶血試験の結果を示した。予備試

験同様、いずれのシートも溶血率は 2%以

下であり、溶血性なしと判定された。ABS 

540 nm においても ABS 576 nm と同様の結

果が得られた（data not shown）。次に、凍

結保存しておいた血液サンプルを用いて、

ELISA 法により TAT、β-TG、C3a、C5a、

SC5b-9 を測定した。サンプルはそれぞれ

検量線に乗るように希釈して実施した

（TAT：x 10、β-TG：x 420、C3a：x 300、

C5a：x 60、SC5b-9：x 20）。図 8 に TAT 及

び β-TG の結果を示した。TAT は予備試験

に比べて被験シート群で高い値が得られた。

TAT 及び β-TG では、混合比の異なる
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MEA/HEMA シート間で M50H50、

M75H25 が低く大まかな傾向が似ていた。

補体系について測定した結果を図 9 に示し

た。C3a においては、予備試験と同様に、

2 時間インキュベーション後、シートなし、

PET、PC（未コート）、MEA/HEMA シー

ト、MPC のすべてにおいて高い値が得ら

れた。その中では僅かであるが PHEMA が

一番高かった。C5a では、シートなし、

M75H25、PMEA、MPC が同程度で低く、

次いで、M25H75、M50H50 が同程度、

PET、PC（未コート）、PHEMA の順に高

くなった。C5a でも PHEMA が一番高かっ

た。SC5b-9 では、シートなし、PMEA が

低く、次いで MPC、PC（未コート）、

M75H25、PET、M50H50、M25H75、

PHEMA の順で高くなり、PHEMA はシー

トなしの 3.4 倍高いという結果が得られた。 

 

３. V79 細胞を用いた細胞毒性試験 

 V79細胞を用いて、医療機器の生物学的

安全性評価のための試験法に従い細胞毒性

試を実施した結果、コロニー法において

PC（未コート）、PHEMA、M25H75、

M50H50、M75H25、PMEAすべてのシート

において、100％試験液を含むいずれ濃度

においても細胞毒性は観察されなかった

（図10）。また、MTS法においても、100％

試験液（final 50％被験液）を含むいずれの

濃度においても、細胞毒性は観察されなか

った（図11）。オプションとして、MTS法

において、コロニー法と同様に、96 wellか

ら培地を除き、0.1 mLの100％試験液又は

培地を添加して、24及び48時間後にアッセ

イを行ったが、細胞毒性は観察されなかっ

た（data not shown）。 

 

Ｄ. 考察 

 血液適合性試験の実施において、血栓形

成、血液凝固、血小板、血液学的項目、補

体系において標準的な評価項目として挙げ

られていたもののうち、TAT、FPA、β-TG、

PF4、C3a、C5a、SC5b-9 の測定には免疫

検定法（ELISA）が推奨されるため、使用

できる動物種が限定される。これらの項目

に対する ELISA キットがヒトの臨床検査

用に開発されているものが多いことから、

ヒトの血液による試験系の設定が必要にな

る。標準的な評価項目として挙げられてい

る因子や活性化産物が分解しやすいなど、

半減期が短いことから、それぞれの測定項

目に合わせたサンプリングが必要となった。

今回、血液凝固因子測定用にはクエン酸処

理、血小板因子測定用には CTAD 処理、

補体系測定用には EDTA、Futhan 処理を行

ったサンプルを用いて測定を行った結果、

実際にこれらの処理により ELISA で検出

可能で、各因子や活性化産物が分解してい

ないことが確認でき、また、被験試料によ

り値に差が観察できた。 

 被験試料と血液とのインキュベーション

を行うにあたり、ガラスチューブについて

も検討を行ってみたが、ガラスチューブで

はシートなしでインキュベーション 1 時間

目血栓が観察された。今回の実験では、

PP チューブを用いて試験を実施したが、

試験に用いるチューブの材質の影響につい

ての検討、タイムコースなど基礎的なデー

タを取る必要がある。また、採血時に、組

織因子を含む血液を除くため、初めの 3-4 

mL を別の注射筒で取ってから試験用の採

血を行ったが、組織因子を含む血液が、in 

vitro の血液適合性試験において、実際に

どの程度影響があるかについても確認して

おく必要があると思われる。 

 本研究の 2 回の血適合性試験の結果につ

いて比較したところ、TAT、β-TG、C3a、

C5a、SC5b-9 の 5 項目に関しては、2 回の

試験の値のオーダーが揃っていたが、TAT

については予備試験に比べて、本試験では
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全体に値が高く、共通に被験シートがある

ものでデータを比較してみると、シートな

しで 6.5 倍、他では PMEA 3 倍〜PET 9 倍

の差があった。この理由として、予備試験

と本試験において、採血方法、インキュベ

ーション時における振盪方法等を変更して

おり、それらが影響している可能性が考え

られた。また、採血時の血液の状態などが、

特定の因子の活性化に関与している可能性

も考えられる。今後、追試験等を進めてい

くことで、各評価項目に影響を与える要因

について、背景データ、被験物質に対する

感受性の違いなどについて情報を得ること

が出来るのではないかと思われる。 

 2 回の試験において、共通にデータが得

られているシートなし、PET、PC（未コー

ト）、PHEMA、PMEA、MPC の結果につ

いて比較検討した。TAT では、シートなし

が低く、PMEA、MPC が PET、PC（未コ

ート）、PHEMA に比べて低い傾向は共通

であった。β-TG では、シートなし、

PMEA、MPC が他の被験シートに比べて

低いという結果は共通であった。C3a では、

0 時間のみが低く、2 時間インキュベーシ

ョン後、シートなし、PET、PC（未コー

ト）、PHEMA、PMEA、MPC の値はいず

れも高かったが、その中では、PHEMA が

一番高いという結果が共通していた。C5a

では、シートなし、PMEA、MPC が他の

被験シートに比べて低く、PHEMA が一番

高いという結果が共通していた。SC5b-9

については、シートなし、PET、PC（未コ

ート）、PHEMA、PMEA、MPC の結果が

ほとんど一致しており、PHEMA の値だけ

が高く、他のデータの順は PMEA、MPC、

シートなし、PC（未コート）、PET の順で

共通していた。2 回の試験の比較において

は、5 項目において、一部結果が異なる場

合もあったが、全体に共通の結果が得られ

ており、その中でも補体系の 3 項目は再現

性が高い結果が得られていた。 

 混合比の異なる MEA/HEMA シートを用

いた本試験における 5 項目の測定結果を比

較検討した。C3a を除く TAT、β-TG、C5a、

SC5b-9 において、MEA/HEMA の混合比と

測定結果との間に関連が見られ、その傾向

は 2 種類に大別された。TAT、β-TG では、

PHEMA、M25H75、M50H50、M75H25 の

順に値が小さくなる傾向があり、PMEA で

は M50H50、M75H25 に比べると高い値に

なり、U 字カーブを描いていた。これに対

して、C5a、SC5b-9 では、PHEMA、

M25H75、M50H50、M75H25、PMEA の順

に値が小さくなる傾向があり、右下がりの

カーブを描いていた。PHEMA、M25H75、

M50H50、M75H25 間で HEMA の比率が増

えるに従って値が増加する傾向は、TAT、

β-TG、C5a、SC5b-9 の 4 項目において、

共通に観察された。 

 今後は、試験に用いるチューブの材質の

影響についての検討、タイムコース、組織

因子を含む血液の影響等、各試験法の特性

について検証を進めるための基礎的なデー

タの収集を続ける予定である。C3a に関し

ては、補体系の中でも 3 径路により活性化

され C3a、C5a、SC5b-9 の中でも初期の産

物であることから、活性化が起こりやすい

可能性が考えられた。今後、C3a に加えて、

C3a-desArg の ELISA 等も検討してみる予

定である。混合比の異なる MEA/HEMA シ

ートを用いた試験については、再現性につ

いて確認試験を行う。引き続き PMEA, 

PHEMA, MPC ポリマー等の高分子材料に

対して、血液適合性試験を実施し、各試験

法の特性、妥当性について検証を行い、評

価法の効率化、新規評価手法開発に向けて

の基礎的データを収集する予定である。 

 

E．結論 

 本研究において、血液適合性試験の各評
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価項目の特性及び妥当性に対する総合的な

検証を行うため、試験法についての調査、

試験実施方法の確認作業を行い、次に、混

合比の異なる MEA/HEMA、MPC 等の高分

子材料を被験試料として、実際に、血液適

合性試験を実施した結果、 

• TAT は両試験間で、値が異なっていた。 

• TAT 及び β-TG では、大まかな傾向が似

ていた。 

• C3a、C5a、SC5b-9 では、両試験で結果

がほぼ一致していた。 

• C3a では、2 時間のインキュベーション

によりシートなしでも値が上昇し、被験試

料による差はほとんど観察されなかった。 

• C5a、SC5b-9 では、特定のシートにお

いて上昇が観察された。 

• MEA/HEMA の混合比を変えたシート間

では、TAT、β-TG、C5a、SC5b-9 で HEMA

の比率が増えるに従って値が増加する傾向

が観察された。 

 今後、引き続き MEA、HEMA、MPC 等

の高分子材料に対して、血液適合性試験を

実施し、各試験法の特性、妥当性について

検証を行い、評価法の効率化、新規評価手

法開発に向けての基礎的データを収集する

予定である。 

   

 一方、混合比の異なる MEA/HEMA シー

トについて、医療機器の生物学的安全性評

価のための試験法に従い、抽出法により

V79 細胞に対する細胞毒性試験を実施した。

その結果、いずれの混合比の MEA/HEMA

シートにおいても細胞毒性は認められなか

った。 
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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する。そのために、表面特性の異なる材料

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

相関性を検討する。今年度は、細胞培養用シャーレ (TCPS) を対照として，ポリカーボネー

ト（PC）シート，および PC シートをポリ-2-メトキシエチルアクリレート（PMEA）もしく

はポリ-2-ヒドロキシエチルメタアクリレート（PHEMA）でコーティングした上でヒト単球

細胞である THP-1 を培養し、そのタンパク質発現の比較を行った。その結果、PC シート上

で培養した THP-1 では、血液凝固に関わるタンパク質、炎症に関与するサイトカインやケモ

カイン、および細胞形態や接着に関与するタンパク質の発現が二倍以上高くなっていた。こ

れらのタンパク質は PHEMA でコーティングでは、対照と比してほとんど変化がなく、

PMEA コーティングではやや低い傾向が見られた。以上のことより、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。 

分担研究報告書 
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 
細胞内タンパク質発現解析を利用した医用材料の血液適合性評価に関する研究 

 
研究代表者 新見伸吾 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

研究分担者 加藤玲子 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

研究協力者 蓜島由二 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

研究協力者 比留間瞳 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 

 

 

A. 研究目的 

人工血管や人工透析膜、人工心臓やカテ

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
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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 こ で 昨 年 度 、

MEA/HEMA ランダム共重合体の組成比の

違いが、間葉系幹細胞に及ぼす影響につい

て検討した結果、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、間葉系幹細胞の細胞形態や接

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。 

PMEA および PHEMA は血液適合性に優

れているという報告があることから、本年

度は、検討細胞を血液球系細胞である

THP-1 細胞にし、PMEA および PHEMA が

THP-1 細胞にどのような影響を与えるかを

タンパク質発現に焦点をおいて検討した。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

シート：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： PMEA と PHEMA 

 

2. ポリマーコーティングシートの作製 

スピンコーターの設置台上に 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 

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℃で二日間

培養した。 

 

4. 細胞形態表面観察 

細胞形態は位相差倒立顕微鏡  (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細胞

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。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。 
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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

10 g 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 16 l に 50 mM NH4HCO3 

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

Promega)及び Trypsin Gold (1 mg/ml, 1.8 l; 

Promega)を添加し、37℃で 3 時間インキュ

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 Elite (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 

�µ g)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）にアップロード

し、Mascot 検索 Work 
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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± 5 分に設定した。 

8-2. 比較定量解析 

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)と

UniProtKB 用いて行った。 

 

9. 倫理面への配慮 

研究に用いた 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 

（１）播種後の細胞の形状 

播種して 48 時間後での THP-1 の形態を

図 1 に示す。PMEA および PHEMA コーテ

ィングシート上で培養した THP-1 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、中には扁平で PC

上に接着している細胞も混在していた。（図

１：矢印） 

（２）タンパク質発現比較解析 

得られたMSデータをSIEVE2.0ソフトウ

ェアを用いたデータベース検索した結果、p 

< 0.05 のタンパク質が 4804 個ヒットしてき

た。その内、TCPS 上の培養に対して発現量

が 2 倍以上になったタンパク質は PC で

4087 個、PMEA で 11 個、PHMEA で 19 個

であった。一方、発現量が 1/2 以下に減少

したタンパク質は PC で 7 個、PMEA で 591

個、PHMEA で 35 個であった。（表 1） 

表２に補体因子・血小板凝集・血液凝固・

線溶系に関連するタンパク質群の発現挙動

を示している。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、関連タンパク質のほとんどで

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。（表３） 
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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。（表２）

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 

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

ク質群の発現挙動を表５に示した。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。 

 

D. 考察 

本研究では、表面構造の違いが THP-1 に

与える影響を細胞のタンパク質発現レベル

で検討する目的で、通常の培養皿である

TCPS を対照として、基材（PC シート）お
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よび血液適合性が高いと報告のある PMEA

もしくは PHEMA でコーティングした PC

シートの上で培養した THP-1 のタンパク

質発現の網羅的解析を行った。 

まず、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。（平均 1.03 倍）これらのタンパク質の

中には Fibrinogen silencer binding protein や

Protein Z dependent protease inhibitor といっ

た凝固に抑制的に働くタンパク質や血栓溶

解作用のあるプラスミンといったタンパク

質が PC 上で有意に発現上昇していたが、こ

れは一連のパスウェイが動くと、その制御

機構として、連動して発現挙動に変化が起

こる結果なのかもしれない。 

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

のかもしれない。今後、組成比の違う

MEA/HEMA ランダム共重合体でコーティ

ングした上で培養した THP-1 でのタンパク

質発現を、相互に比較検討する必要がある。 
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PC 上で培養した THP-1 は一部接着して

いることが観察されていたが、今回のサン

プル調製では、浮遊している細胞しか回収

していなかったので、接着している細胞も

含めてサンプル調製すると、今回より大き

な差がみられる可能性がある。また、液性

因子など、今回のサンプル調製では取りこ

ぼしているタンパク質群もあることから、

遺伝子発現解析の結果を参考にすることや、

細胞上清からタンパク質精製など、サンプ

ル調製を工夫することで、これらの問題を

解決できると思われる。 

 

E. 結論 

今回の結果から、基材を PMEA もしくは P

HEMA 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 PME

A の方が強かった。 
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研究要旨 

本研究では、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）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、細胞としてはヒト骨髄由来間葉系幹細胞（hMSC）及びヒト

単球（Human acute monocytic leukemia cell line ; THP-1）に着目して、組成比の異

なる PMEA / PHEMA コポリマーのコーティング処理した表面上で hMSC または

THP-1 を培養し、それぞれの細胞へ与える影響について検討するために遺伝子発現プ

ロファイルを網羅的に解析した。 

hMSC への生体親和性高分子材料の影響について検討したところ、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、TGF-β, FGF Receptor や EGF 

Receptor を介した経路の誘導による EMT Pathway の亢進は全てのコーティング処理

で認められたが、Notch 誘導による EMT Pathway の亢進は、PMEA のみ顕著にみ

られた。このことから、PMEA の割合が高い方が EMT Pathway が亢進され易い可

能性が示唆された。 

THP-1 への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について調べたところ、PMEA では有意に上昇す

る機能が多く見られ、反対に PHEMA では有意に低下する機能が多く見られた。一方、

コポリマー（M75H25, M50H50, M25H75）は有意に影響を受ける機能は少なかった。

生体親和性高分子材料による影響の大きさは PMEA > PHEMA > コポリマー

（ M25H75 > M75H25, M50H50）の順であった。このことから、コポリマーの方が、

それぞれのポリマーのみよりも細胞が影響を受けにくい材料である可能性が示唆され

た。 
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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、細胞側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。Ti及びTi合金は、

耐食性、低アレルギー性などの優れた生

体適合性を持つ事が知られ、さらに骨と

直接結合するという性質を有しており、

人工骨や歯根などの医用材料として広く

利用されている。一方、hMSC は、多分

化能と自己複製能を持ち幅広い再生医療

分野での臨床研究の場ですでに利用され

ている。また、その採取技術及び in vitro

での培養技術も確立されていることから、

間葉系幹細胞は細胞・組織加工医療機器

の材料として現段階で最も実用に近いも

のの一つであると考えられる。我々は昨

年度まで、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

討してきた。その結果、Ti 表面へのカル

シウム導入処理により hMSC の骨分化が

誘導されることを見出し、さらに hMSC

の骨分化誘導は 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)。 

今年度は、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。どちらも血液適合性に優れている

材料であり、様々な医療製品のコーティ

ングに利用されている。しかしながらそ

の両者ではそれぞれの表面における中間

水の存在の有無の違い等が指摘されてお

り、両者の血液適合性発現のメカニズム

は異なると考えられている。 

そこで本研究では、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にし

た。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。 

 

 

B. 研究方法 

1. 細胞培養 

1) ヒト骨髄由来間葉系幹細胞：hMSCs

（Lonza）は、Mesenchymal Stem Cell 

Basal Medium（MSCBM）に Mesenchymal 

Cell Growth Supplement（MCGS）を加え

た培地 (MSCGM) で培養した。 

2) ヒト単球（Human acute monocytic 

leukemia cell line）：THP-1（医薬基盤研究

所）は、RPMI に 10% FBS と 0.05mM の

メルカプトエタノールを加えた培地で培養

した。 

2. 基材（生体親和性高分子コーティング用

シート） 

1）pre-coated ポリエステルシート（ダ

イアホイル）（三菱樹脂㈱）で厚さ

0.075mm、直径 35mm のものを用いた。 

2) ポリカーボネートシート（菅原工芸）

で厚さ 0.1mm、直径 33mm のものを用い

た。 
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3. 基材への生体親和性高分子のコーティ

ング処理 

1) コ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）の

５種類を 1 w/v%（メタノール）に調製し

た。 

2) ポリエステルシートへのコポリマー

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 125uL 

滴下し、 [1] 500rpm で 5 秒間、 [2] 

2000rpm で 10 秒間、[3] 4000rpm で 5

秒間の３段階でスピンコートした。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) ポリカーボネートシートへのコポリ

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。 

4. 表面処理をした医用材料上で培養した

細胞の生化学的・生物学的試験 

1）hMSC 

6 ウェルプレート（Corning）に 5 種類

のコポリマーコーティングを施したポリ

エステルシートまたはコーティングして

いないポリエステルシートを入れて、そ

れぞれに hMSC を播種し、MSCBM に

MCGS を加えた培地（MSCGM）で 24

時間培養した。 

2) THP-1 

6 ウェルプレート（Corning）に 5 種類

のコポリマーコーティングを施したポリ

カーボネートシートまたはコーティング

していないポリカーボネートシートを入

れて、それぞれに THP-1 を播種し、RPMI

に 10% FBS と 0.05mM のメルカプトエタ

ノールを加えた培地で 24 時間培養した。 

3) Total RNA の調製 

それぞれの生体親和性高分子をコーテ

ィングしたシート上で 24 時間培養した

hMSC または THP-1 から RNeasy Mini 

Kit（QIAGEN）を用いて total RNA を

調製した。 

4) DNA マイクロアレイ解析 

それぞれの 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。 

5）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。 

5. 倫理面への配慮 

本研究において用いたヒト骨髄由来間葉

系幹細胞及びヒト単球は市販品であり、倫

理的問題はないと思われる。 

 

 

C. 研究結果 

1. 生体親和性高分子材料によるヒト骨髄

由来間葉系幹細胞（hMSC）の機能への

影響について 

まず、それぞれ組成比の異なる PMEA / 

PHEMA コポリマーでコーティング処理

された材料上で hMSC を培養した際の細

胞の形態について検討した。hMSC の 24

時間培養後の形態は、PET 及び PMEA、 
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M75H25、M50H50、M25H75 でコーテ

ィングされた材料上では、hMSC が接着

していたが、PHEMA でコーティング処

理された材料には細胞が接着せず、浮遊

の状態で存在している様子が認められた

（図１）。 

次に、hMSC が接着した材料（PMEA / 

PHEMA コポリマー4 種類と PET）上で

培養した hMSC 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。

PET と比較し、生体親和性高分子材料に

よって発現が 2 倍以上上昇または誘導さ

れた遺伝子群について解析したところ、

PMEA、 M75H25、M50H50 の材料によ

っ て 、 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（表１）。 

EMT は、TGFβ，Notch，Wnt，Receptor 

tyrosine kinases によって誘導される（図

２）ため、次にそれぞれのシグナル伝達

について生体親和性高分子のコーティン

グ処理による変化について検討した。

TGFβが誘導するシグナル伝達経路につ

いては、PMEA、M75H25、M50H50、

M25H75 のどの材料についても EMT へ

の経路で有意に上昇または誘導される遺

伝子が多く観察され、EMT が亢進される

事がわかった（図３-1～4）。Notch が誘導

するシグナル伝達経路については、

PMEA でのみ EMT への経路における遺

伝子の発現上昇及び誘導が見られ、

M75H25、M50H50、M25H75 ではその

傾向は認められなかった（図４-1～4）。

Wnt が誘導するシグナル伝達経路につい

ては、EMT への経路における遺伝子の発

現には有意な変化は認められなかった

（図５-1～4）。Receptor tyrosine kinases

が誘導するシグナル伝達経路については、

PMEA、M75H25、M50H50、M25H75

のどの材料についても EMT への FGF 

Receptor や EGF Receptor を介した経路

で有意に上昇または誘導される遺伝子が

多く観察され、EMT が亢進される事がわ

かった（図６-1～4）。 

2. 生体親和性高分子材料によるヒト単球

（THP-1）の機能への影響について 

それぞれ組成比の異なる PMEA / 

PHEMA コポリマーでコーティング処理

された材料上で THP-1 を培養した際の

THP-1 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。 

まず、各生体親和性高分子材料が

THP-1 に与える影響について、THP-1 の

遺伝子発現パターンによる階層的クラス

タリングを行った。dish と最も類似した

パターンを示したのが、M75H25 及び

M50H50、次いで M25H75、PHEMA の

順で、PMEA が最も違うパターンを示し

た（図７）。 次に、dish と比較して生体

親和性高分子材料によって発現が 2 倍

以上上昇または 1/2 以下に低下した遺伝

子群の発現変化が、疾病及び生体に関わ

る機能に及ぼす影響について検討した。

全体的な変化について、図８に示す。

PMEA により有意に上昇すると予想され

る機能が多く認められ、反対に PHEMA

により有意に低下すると予想される機能

が多く認められた。一方、M75H25、

M50H50、M25H75 のコポリマーによる

影響はあまり認められなかった。 

それぞれのコーティング処理による影

響についてまとめてみた。PMEA 上で培

養したTHP-1の遺伝子発現の有意な変化

により、有意に上昇すると予想される疾
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病及び生体関連機能について表２に示し

た。上昇すると予想される機能は 42 種類

もあり、PMEA による影響の大きさが伺

われた。一方、有意に低下すると予想さ

れる疾病及び生体関連機能は、4 種類であ

った（表３）。M75H25 上で培養した

THP-1 の遺伝子発現の有意な変化により、

有意に上昇すると予想される疾病及び生

体関連機能は、2 種類であり（表４）、低

下すると予想される機能は 4 種類であっ

た（表５）。M50H50 上で培養した THP-1

の遺伝子発現の有意な変化により、有意

に上昇すると予想される疾病及び生体関

連機能は、3 種類であり（表６）、低下す

ると予想される機能は 1 種類だけであっ

た（表７）。M25H75 上で培養した THP-1

の遺伝子発現の有意な変化により、有意

に上昇すると予想される疾病及び生体関

連機能は、3 種類であり（表８）、低下す

ると予想される機能は2種類であった（表

９）。PHEMA 上で培養した THP-1 の遺

伝子発現の有意な変化により、有意に上

昇すると予想される疾病及び生体関連機

能は 11 種類であり比較的多かった（表１

０）。また、有意に低下すると予想される

疾病及び生体関連機能は、73 種類もあり

（表１１）PMEA による影響の大きさが

伺われた。 

次に、コーティング処理による THP-1

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毒性関連機能に

ついて検討した。PHEMA 上で培養した

THP-1 の遺伝子発現の有意な変化により、

有意に上昇すると予想される毒性関連機

能は 6 種類あり、逆に低下すると予想さ

れる機能は 2 種類であった（表１２）。そ

の他の生体親和性高分子材料上で培養し

た THP-1 については、有意に変化が予想

される毒性関連機能は認められなかった。 

 

 

D. 考察 

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。そこで本研究では、組成比の異な

る PMEA / PHEMA コポリマーのコーテ

ィング処理した表面上でヒト細胞

（hMSC または THP-1）を培養し、それ

ぞれの細胞へ与える影響について検討を

行った。 

まず、生体親和性高分子材料による

hMSC の機能への影響について検討した。

播種 24 時間後において、やはり

PHEMA100％のコーティング処理した

シート上では、hMSC が接着せず、浮遊

の状態で存在していた（図１）。しかし、

PMEA が 25％以上含まれたコーティン

グ 処 理 の も の （ PMEA, M75H25, 

M50H50, M25H75）では、hMSC は接着

していた。この様に、コーティングした

ポリマーの組成比を変える事で、hMSC

の形態等に変化が見られることが分かっ
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た。次に、hMSC が接着した材料（PMEA 

/ PHEMA コポリマー4 種類と PET）上で

培養した hMSC 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。

その結果、PET と比較し、生体親和性高

分子材料によって発現が 2 倍以上上昇

または誘導された遺伝子群について解析

したところ、 PMEA, M75H25, M50H50 

の材料によって、 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（表１）。EMT は、 TGF-β, 

Notch, Wnt, Receptor tyrosine kinases 

によって誘導される（図２）ため、それ

ぞれのシグナル伝達についてコーティン

グ処理による変化について検討したとこ

ろ、 TGF-β及び FGF Receptor や EGF 

Receptor を介した経路の誘導による

EMT Pathway の亢進は全てのコーティ

ング処理で認められた（図３,６）。一方、

Notch 誘導による EMT Pathway の亢

進は、PMEA のみ顕著にみられた（図４）。

このことから、PMEA の割合が高い方が 

EMT Pathway が亢進され易い可能性が

示唆された。 

EMT は近年、がん細胞の分化度の制御

調節機構の一つとして着目されており、

EMT の誘導により細胞の運動性の亢進

や細胞外基質の蓄積、細胞老化の抑制、

幹細胞様機能（未分化性など）の獲得な

どが示されている。以上より、生体親和

性高分子上で培養した hMSC の遺伝子発

現プロファイルの変化から、PMEA / 

PHEMA コポリマーコーティング材料が

hMSC の運動性の亢進や未分化性の維持

などへ影響を与える可能性が示唆された。 

次に、組成比の異なる PMEA /PHEMA

コポリマーのコーティング処理した表面

上で THP-1 を培養し、細胞へ与える影響

について検討するために遺伝子発現プロ

ファイルを網羅的に解析した。各生体親

和性高分子材料の THP-1 に与える影響

について、THP-1 の遺伝子発現パターン

による階層的クラスタリングを行ったと

ころ、dish と最も類似したパターンを示

したのが、M75H25, M50H50、次いで 

M25H75、PHEMA、PMEA の順であっ

た（図７）。また、dish と比較して生体

親和性高分子材料によって発現が有意に

変化（ 2 倍以上上昇または 1/2 以下に低

下）した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について調

べたところ（図 8，表３～１１）、PMEA で

は有意に上昇する機能が多く見られ、反

対に PHEMA では有意に低下する機能

が多く見られた。一方、コポリマー

（M75H25, M50H50, M25H75）は有意

に影響を受ける機能は少なかった。この

様に、生体親和性高分子材料によるコー

ティング処理は THP-1 の遺伝子発現に

影響を与え、その大きさは PMEA > 

PHEMA > コポリマー（  M25H75 > 

M75H25, M50H50）の順であった。この

ことから、コポリマー（両高分子ポリマ

ーの共重合体）の方が、それぞれの高分

子材料のみ（PMEA, PHEMA それぞれ

100%のもの）よりも細胞が影響を受けに

くい材料である可能性が示唆された。 

 

 

E. 結論 

医用材料と細胞との相互作用について

検討を行っている。本研究では、血液適

合性評価を目的として、医用材料として

生体親和性高分子材料であるポリ（2-メ
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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、細胞としてはヒト骨髄由来間葉系

幹細胞（hMSC）及びヒト単球（Human 

acute monocytic leukemia cell line ; 

THP-1）に着目して、組成比の異なる

PMEA / PHEMA コポリマーのコーティ

ング処理した表面上で hMSC または

THP-1 を培養し、それぞれの細胞へ与え

る影響について検討するために遺伝子発

現プロファイルを網羅的に解析した。 

hMSC への生体親和性高分子材料の影

響について検討したところ、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、TGF-

β, FGF Receptor や EGF Receptor を介

した経路の誘導によるEMT Pathway の

亢進は全てのコーティング処理で認めら

れたが、Notch 誘導による EMT 

Pathway の亢進は、PMEA のみ顕著に

みられた。 

THP-1 への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

について調べたところ、PMEA では有意

に上昇する機能が多く見られ、反対に 

PHEMA では有意に低下する機能が多く

見られた。一方、コポリマー（M75H25, 

M50H50, M25H75）は有意に影響を受け

る機能は少なかった。生体親和性高分子

材料による影響の大きさは PMEA > 

PHEMA > コポリマー（  M25H75 > 

M75H25, M50H50）の順であった。 
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分担研究課題名 
分子シミュレーションを用いた材料表面水和状態の検討 
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研究要旨 

本年度は、中間水が存在する材料のひとつとされるPoly(2-methoxyethyl acrylate)を
対象とし、材料表面近傍における水の存在について，分子動力学的シミュレーションの

結果から検討した。前年度のNMR解析、水の吸着エネルギーを考慮したシミュレーショ

ン結果から、メトキシ基の酸素原子の近くに存在する水が中間水である可能性が示唆さ

れている。今回のシミュレーション結果から、メトキシ基周りの水の距離に応じた個数とそ

の水の拡散係数を算出することで、中間水の動きやすさの数値化を試みた。50重合体

のPoly(2-methoxyethyl acrylate)に対して100個の水を配置させ、セル内のエネルギーが

安定した状態の400フレーム分の解析を行ったが、中間水とバルク水との差異を示す値

を得られなかった。また、フレーム間の解析では、メトキシ基周辺にとどまる水が存在する

が、バルク水と交換していくように観測された。これがシミュレーションで見ることのできる

中間水ではないかと考えられた。 
 
 

A. 研究目的 
 平成 22 年度より、生体適合性評価の結果を

迅速に得る上での補完的役割として、指標の

一部にシミュレーションを組み込むことを想

定した研究を行ってきた。高分子をコンピュ

ータ上で構築し厳密な計算を行うことは、現

在の技術では難しいため、モノマー・オリゴ

マー単位での計算に情報を削減するが、これ

から現実世界を予測できればと考えている。

そこで示し得ることと、難しいこととの境界

を探りたいと考えている。 
 そのモチベーションとして、体内に埋込む

医療機器は生体への高い適合性が求められる

ことが背景にある。新規材料に対して、長期

的な埋込みによる生体適合性の評価をするこ

とを考えると、実際の応用までに時間を要す

るが、材料開発段階でその予測ができれば、 
材料をより迅速に患者へ普及させることがで

きると考える。その評価指標のひとつとして、

本研究ではコンピュータシミュレーションに

よる評価指標の開発に取り組んできた[1]-[3]。 
 高分子中の水は大きくわけて不凍水、中間

水、自由水の 3 種類ある [4]。これまで進めて

きた中で一貫して採用してきた仮定は、新規

材料を構築する上で、シミュレーションによ

る中間水の存在の確認を、血液適合性評価の

ひとつのツールにするということである。そ

のために、中間水はどのようにシミュレーシ

ョン上で表現するのかについて論じてきた。

これは、生体/材料界面における水分子の構造

が生体適合性に大きな役割を果たすという考

えに基づく。田中らのグループによって実験
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的に中間水の存在することが確認されている

材料は血液適合性がよいものであることが示

されている [5]。また、生体/材料界面におけ

る水分子の構造については、他にも実験によ

って確認されている[6]-[8]。中間水の材料開発

後に多くの試験を求められるのでなく、材料

開発中に試行錯誤する上での参考としても役

立つと考えている。 
 研究の目的は医用高分子表面近傍の水和状

態に着目し、分子動力学的シミュレーション

によって中間水の存在可能性を示すことであ

る。これまで創薬用のシミュレーションソフトウェ

アである Discovery Studio（Accelrys 社）を用いた

シミュレーションから始め[1-2]、平成 24 年度には

材料シミュレーション用に特化した Materials 
Studio（Accelrys 社）に変更し、水分子の吸着エ

ネルギーや拡散係数、動径分布関数などによる

解析手法を検討してきた。また、実験値として

NMR での解析を行った。これにより、PMEA：

Poly(2-methoxyethyl acrylate)中に中間水の存

在がありそうであると予測され、その位置がメトキ

シ基周辺であると考えられた[3]。 
 本年度の目的は、PMEA 中に存在する高分

子の位置と動きを数値化することである。そ

こで、Pipeline Pilot によるプロトコルと Perl
を用いた自作プログラムによって結果の解析

を行い、中間水とバルク水の数値による分類

を試みた。 
 
B. 方法 
1. 使用したシステム 
 Materials Studio（Accelrys 社）の下記モジュ

ール群を用いて行った。 
・ Visualizer: 立体構造の表示 
・ Comformers: 最適構造の探索 
・ Compass: 力場計算 
・ Forcite Plus: 分子動力学計算 
・ Adsorption Locator: 吸着エネルギー計算 

 
2. 初期構造の決定と分子動力学計算 
 現実世界で存在する構造の状態を見ること

は難しいが、計算上安定的な構造を与えるた

めに Conformers を用いた構造決定を行った。

力場は COMPASS を用いた。 
1） 3D Atomistic Document 上でモノメトリッ

クな構造を作成し、Repeat Unit 設定のため

に Head と Tail を指定する。Conformers 
Calculation を利用し、構造の探索を行い、

エネルギーが最小となる構造を monomer
として登録する。（図 1：MEA のモノメト

リックな構造。（a）分子構造式、（b）エネ

ルギー最小となる構造）。 
2） Build Polymers の Homopolymer を利用し、

登録した monomer をもとに isotactic と

syndiotactic の 50 量体の構造を作成する。

これを Conformer にて構造探索を行い、エ

ネルギーが最小となる構造を初期構造と

する（図 2: isotactic、図 3: syndiotactic。（a）
は一部を拡大した図、（b）は全体を示した

図）。 
3） Amorphous Cell を用いて、周期性をもつ

Cell 構造を作成する。重合数は 50 の PMEA
に対して、100 個の水分子を与えた Cell 構
造を作成する。密度が 1.22g/cm3 に対して、

1 辺 23.06Åとなった（図 4）。 
4） Forcite Plus を用いて、Annealing を 300K

から 500K で 5 サイクル行い、Dynamics を
行った。ここで Dynamics は NVT で 50,000
ステップ（50ps）、NVE で 100,000 ステップ

（100ps）行った。 
 
上記 1-4 の流れで isotactic、sydiotactic ともに

5 サンプルずつ試行した。 
 
3. シミュレーション結果の解析 
 以下の解析は Materials Studio に付属する

Pipeline Pilot を介して、MaterialsScript API を
利用し、自作の Perl のプログラムを併用しな

がら行った。 
（1）メトキシ基周りの水の個数 
 メトキシ基周りに中間水が存在するという

仮定のもと、メトキシ基の酸素原子から 1Å
ごとの距離に応じて存在する水の個数を算出

した（図 5：Pipeline Pilot でのプロトコル）。 
（2）メトキシ基からの距離に応じた水の動き 
 1 番目のフレームを取り出し、メトキシ基



- 98 - 
 

の酸素原子からの距離に応じて、1Åごとに範

囲を設定し、その中に入る水分子について、

メトキシ基に対する水の相対速度を算出した

（図 6：Pipeline Pilot でのプロトコル）。 
  

 また、各フレームの結果で得られた原子の

位置を静止画として取込み、間をつなぐこと

で動画としても見ることができる。これによ

り、視覚的にメトキシ基の酸素原子周りの水

の振る舞いを観察した。 
 
C. 実験結果と考察 
（1）メトキシ基周りの水の個数と立体規則性

による違い 
 結果を図 7 に示す。横軸はメトキシ基の酸

素原子からの距離を 4Å以下、4-5Å、5-6Å、

6-7Å、7-8Åでの領域分けしたものであり、

縦軸はその領域に存在する水分子の個数であ

る。（a）は isotactic の結果、（b）は syndiotactic
の結果である。いずれも 5 回の試行で似通っ

た結果もあれば、異なる結果もあった。平均

した結果での比較を行うにはサンプル数が十

分でないと考えるが、isotactic のときの水分

子の数よりも syndiotactic のときの水分子の

数の方が相対的に多いと見受けられる。 
 この差は図 2 で見られたように isotactic の

場合は側鎖が片側に偏って存在しているが、

syndiotactic の場合は側鎖がほぼ 180°の向き

に交互に存在していることから、メトキシ基

もCell内でより広がって存在していることに

よると考えられる。Cell 内に水分子との距離

を計測したときに近くに存在する数が多かっ

たということと思われた。 
 一方で、水分子の平均 2 乗距離変位が時間

に対して線形となっている部分を取り出し、

Cell 内全体の水分子についての拡散係数を計

算し、5 試行数分で平均してみると、isotactic
が 6.7x10-6 [cm2/s]、 syndiotactic が 6.8x10-6 

[cm2/s]となった。ただし、取り出す時間幅な

どによっても結果が異なることに注意は必要

である。より多くの試行数で傾向を見ていく

必要があるとは思うが、現在の結果を見ると、

水分子全体の動きとしては isotactic と

syndiotactic に大きな差異はないと思われる。

中間水の振る舞いということを考慮する上で、

中間水的な振る舞いをする水がバルク水的な

振る舞いをする水に埋もれてしまうためであ

る。したがって、立体規則性の違いをこのシ

ミュレーションの結果から導くのは難しそう

である。 
（2）メトキシ基からの距離に応じた水の動き 
 100ps のデータに対して解析をしたところ、

近い距離にあっても、離れた距離にあっても

水分子の平均的な速度に違いはなかった。 

 今回、解析前には中間水というのはメトキ

シ基に対してほぼ固定で大きく外れることな

くとどまり続ける水であると考えていた。そ

のため、酸素原子間の同程度距離関係ある水

分子は同じように振る舞うと考え、メトキシ

基側の酸素原子からの 1Å毎に区切られた範

囲での水分子全体をひとまとまりで考えるア

ルゴリズムを用いた。 
 しかしながら、動画で見てみると、水がメ

トキシ基の近くに存在しているのを確認する

ことができる（図 8（a））。とはいえ、この水

が中間水と思われる水であるとして、他のバ

ルク水とは異なる動きをしているとは今回の

解析結果から示すことができない。また、こ

の水についても、必ずしも同じ場所にとどま

っているわけではなく、時間経過に伴う動き

でメトキシ基との位置も変わっていくようで

あった（図 8（b））。官能基に対する水のつな

がりが緩やかである中間水はその表面近くに

存在するものの、ついたり、離れたりするも

のであり、その振る舞いを数値として示すに

は今回のアルゴリズムでは十分といえなかっ

た。 
（3）アルゴリズム改正案 
<メトキシ基からの範囲設定> 
 Trajectory を解析する上で、今回は最初のフ

レームでメトキシ基の酸素原子からの距離に

応じた範囲を設定し、全フレームにおいて使

用した。しかしながら、オリゴマーに動きが

あり、水分子にも動きがあるため、その初期

位置の設定には改良を要する。改良案では、

解析する全フレームに対して、メトキシ基、
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水それぞれの酸素原子の平均値を計算し、そ

の位置を基準として各原子間の距離を算出す

るものとしたい。 
<メトキシ基に対する水の捕捉時間の考慮> 
 メトキシ基に対して水が同じ位置にとどま

っているとは限らず、離れていくことも考慮

する必要がある。中間水らしい水というもの

がどれぐらいの時間（fs のオーダーとなる）

メトキシ基周りに捕捉されており、それがど

れぐらいの相対速度であるのかを計算する方

がよいのではないかと考えている。 
 

D. 結論 
 医用高分子表面近傍の水和状態に着目し、分

子動力学的シミュレーションを行った。 
 PMEA を対象とし、これまでの実験、シミュレー

ションによって予測されたメトキシ基の酸素原子

近傍の水分子の振る舞いについて、解析した。

中間水、バルク水の数値化のために、自作の

プログラムにより距離に応じた平均移動変位、

拡散係数を算出したが、中間水とバルク水と

の差異を示すには十分な解析でなかった。 
 中間水の振る舞いを捉えるために、全フレ

ームの統計的な解析ではなく、官能基に捕捉

された時間を見ていくことも考えていきたい。 
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分担研究報告書  
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  

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  

 

 

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 1。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、血液適合性を有

する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

た 2,3。しかし、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：血液適合性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 poly(2-

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

（ PMEA ） 並 び に 組 成 比 の 異 な る HEMA/MEA ラ ン ダ ム 共 重 合 体

（PHM7525、PHM5050 及び PHM2575）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、フィブリノーゲン及びフィブロネ

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、アルブミ

ンは結合定数が小さく、被験ポリマー表面に最も吸着しにくく、材料間で

吸着挙動に差は認められなかった。フィブリノーゲンは結合定数が大き

く、被験ポリマー表面に最も吸着しやすく、材料間では MEA 比率の増加

に伴って解離速度定数が増加し、結合定数が低下する傾向が認められた。

フィブロネクチンは解離速度定数が大きく、被験ポリマー表面に吸着した

フィブロネクチンは速やかに脱着すると考えられ、材料間で吸着挙動に顕

著な差は認められなかった。ポリマーコートセンサーを用いた QCM 法に

よって、血液適合性ポリマー等に対するアルブミン、フィブリノーゲン及

びフィブロネクチンの吸着挙動を動力学的に解析することができた。  
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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 4,5。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 4,5。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

等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

ー候補タンパク質の吸着挙動を動力学的に解

析する手法を検討した。 

 

B．研究方法 

1．試験材料 

 タンパク質吸着を評価する対象のポリマー

として、poly(2-hydroxyethyl methacrylate)

（PHEMA）、poly(2-methoxyethyl acrylate)

（ PMEA ） 並 び に 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）を用いた

（いずれも山形大学大学院理工学研究科・田

中賢教授提供）。PHEMA 及び PMEA の化学

構造を図 1 に、各被験ポリマーの組成比及び

分子量を表 1 に示した 1,6。 

 また、吸着挙動を解析するタンパク質とし

て、アルブミン（ヒト血清由来）、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）及び内因系血液凝固活性化リガンド

のひとつであるフィブロネクチン（ヒト血漿

由来）を用いた（いずれも Sigma-Aldrich Co. 

LLC）。 

 

2．ポリマーコート QCM センサーの作製 

 QCM センサー用の金電極付き水晶板（株式

会社イニシアム、図 2 左）をスピンコーター

に設置し、被験ポリマーの 1w/v%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。この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（図 2 右）。なお、上記条件における水晶板

へのポリマーのコーティング量は、PHEMA

では 29 µg/cm2、PMEA では 3.2 µg/cm2 であ

る。 

 

3．タンパク質吸着実験 

 B．2 で作製したポリマーコート QCM セン

サーセルを分子間相互作用解析装置 AFFINIX 

QNµ（株式会社イニシアム、図 3）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、



- 106 - 

64 µg/mL）並びに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）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。なお、被験タンパ

ク質の容器等への吸着を抑えるため、被験タ

ンパク質溶液の調製及び保存等にはシリコナ

イズ処理されたチップ及びチューブ（株式会

社アシスト）を用いた。 

 

4．データ解析 

 B．3 で測定した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 5。 

 

[Guest] ･ onoffobs kkk    -----------  (1) 

 

off

on
a

k
k

K    ----------------------  (2) 
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k

k
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C．研究結果 

 PHEMA 及び PMEA 表面に吸着するアルブ

ミン、フィブリノーゲン及びフィブロネクチ

ンの各濃度における QCM センサーグラムを図

4 に示した。いずれの材料及びタンパク質の組

み合わせにおいても、濃度の増加に伴ってタ

ンパク質吸着量は増加した。これらのセンサ

ーグラムから速度論的解析によって得られた

（1）の関係式で表される相関を図 5 に示した。

さらに、（1）、（2）及び（3）式から算出され

た被験ポリマー表面に吸着するアルブミン、

フィブリノーゲン及びフィブロネクチンの結

合定数（Ka）、解離定数（Kd）、結合速度定数

（kon）及び解離速度定数（koff）を表 2～4 に

示した。 

 アルブミンの結合定数及び解離定数は、材

料間で差が認められなかった（表 2）。また、

アルブミンの結合定数は、3 種類のタンパク質

の中で最も小さかった。 

 フィブリノーゲンの結合定数は、PHEMA

に比べて PMEA が低く、ランダム共重合体に

おいては MEA 比率の増加に伴って低下する傾

向が認められた。また、MEA 比率の増加に伴

って結合速度定数が低下し、解離速度定数が

増加したが、結合速度定数の変化に比べて、

解離速度定数の変化の方が大きく、PMEA 表

面におけるフィブリノーゲンの結合定数の低

下は、解離速度定数の増加が寄与していた

（表 3）。また、フィブリノーゲンの結合定数

は、3 種類のタンパク質の中で最も大きかった

が、結合速度定数の値が寄与していた。 

 フィブロネクチンの結合定数も、PHEMA

に比べて PMEA が低かったが、フィブリノー

ゲンほど顕著な差は認められなかった。また、

フィブリノーゲンとは異なり、PHEMA 及び

PMEA 表面における解離速度定数の変化に比

べて、結合速度定数の変化の方が大きく、

PMEA 表面におけるフィブロネクチンの結合

定数の低下は、結合速度定数の低下が寄与し

ていた（表 4）。また、アルブミン及びフィブ

リノーゲンに比べて、解離速度定数が大きか

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が同じになり、

巨視的にみて反応物と生成物の濃度の変化が

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。しかしながら、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。 

 今回の測定に用いた QCM センサーで使用し

ている 27 MHz の基本振動数を持つ水晶振動

子の場合、0.62 ng/cm2 のセンサー表面上の質

量増加によって、振動数が 1 Hz 減少する。し

たがって、センサーの振動数変化を 1 Hz 単位

で計測すれば、センサー表面に吸脱着する物

質の質量をナノグラムオーダーで測定するこ

とができる 4,5。さらに、QCM センサーの振動

数はリアルタイムで計測できるため、平衡定

数である結合定数及び解離定数のみならず、

速度定数である結合速度定数及び解離速度定

数を求めることができる。そのため、QCM 法

は、物質の吸脱着過程を動力学的に解析する

ための有用な手法のひとつである 4,5。 

 高分子材料等に存在する水分子は不凍水、

中間水及び自由水（バルク水）に分類される。

不凍水は高分子との強い相互作用により冷却

しても凍結しない水分子であり、自由水は 0°C

で凍結するが高分子と弱い相互作用をしてい

る水分子である。一方、中間水は昇温過程で

0°C より低温で凍結する水分子で、高分子又は

不凍水と中間的な相互作用をしている。この

中間水が存在する高分子材料は高い血液適合

性を持つことが示唆されている 1。 

 PMEA は中間水を有する代表的な高分子材

料であり、血漿タンパク質の吸着及び変性が

少なく、血液適合性に優れた医用高分子材料

である。有機溶媒への易溶解性、非水溶性、

透明性及び粘着性があることから様々な基材

にコーティングされ、血液適合性が要求され

る医療機器に応用されている。一方、PHEMA

もタンパク質吸着が比較的少なく、コンタク

トレンズを始めとした医療機器に利用されて

いるが、中間水は持たず、PMEA に比べて血

液適合性に劣る。 

 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 2,3。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 2。

さらに、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



- 108 - 

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 3。 

 今回は、血液適合性評価マーカー候補タン

パク質のひとつであるフィブリノーゲン及び

フィブロネクチン並びに対照タンパク質とし

てアルブミンを用いて、PHEMA、PMEA 並

びに組成比の異なる HEMA/MEA ランダム共

重合体に対する吸着挙動を動力学的に解析し

た。フィブリノーゲンは血液凝固第 I 因子とも

呼ばれ、血液凝固の最終段階でトロンビンの

作用によってフィブリンとなる血栓形成に欠

かせない機能を持つタンパク質である。また、

フィブロネクチンは、細胞外マトリックスを

構成する主要な糖タンパク質のひとつで、細

胞結合部位のアルギニン－グリシン−アスパラ

ギン酸（RGD）配列が、細胞膜上の受容体タ

ンパク質であるインテグリンと結合する。 

 アルブミンは、フィブリノーゲン及びフィ

ブロネクチンに比べて結合定数が小さく、3 種

類のタンパク質の中で被験ポリマー表面に最

も吸着しにくい。また、材料間で吸着挙動に

差は認められなかった（表 2）。 

 フィブリノーゲンは、アルブミン及びフィ

ブロネクチンに比べて結合速度定数が大きく、

3 種類のタンパク質の中で被験ポリマー表面に

最も速やかに吸着すると考えられる。また、

材料間では MEA 比率の増加に伴って結合速度

定数が低下し、解離速度定数が増加した。す

なわち、PMEA 表面にはフィブリノーゲンが

ゆっくり吸着し、吸着したフィブリノーゲン

は速やかに脱着すると考えられる（表 3）。こ

れらの傾向は、既報とよく一致する。 

 フィブロネクチンは、アルブミン及びフィ

ブリノーゲンに比べて解離速度定数が大きく、

被験ポリマー表面に吸着したフィブロネクチ

ンは速やかに脱着すると考えられる。また、

材料間で吸着挙動に顕著な差は認められなか

った（表 4）。 

 今年度は生体適合性及び血液適合性が高い

PHEMA 及び PMEA 等を用いて検討したが、

来年度は生体適合性及び血液適合性の低い高

分子材料におけるタンパク質吸着挙動を評価

し、今年度の結果と比較する予定である。さ

らに、フィブリノーゲン及びフィブロネクチ

ン以外の血液適合性評価マーカー候補タンパ

ク質（ビトロネクチン等）の高分子材料への

吸着挙動も解析する計画である。 

 

E．結論 

 血液適合性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 PHEMA、

PMEA 並びに組成比の異なる HEMA/MEA ラ

ンダム共重合体（PHM7525、PHM5050 及び

PHM2575）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

ーゲン及びフィブ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、ア

ルブミンは結合定数が小さく、被験ポリマー

表面に最も吸着しにくく、材料間で吸着挙動

に差は認められなかった。フィブリノーゲン

は結合定数が大きく、被験ポリマー表面に最

も吸着しやすく、材料間では MEA 比率の増加

に伴って解離速度定数が増加し、結合定数が

低下する傾向が認められた。フィブロネクチ

ンは解離速度定数が大きく、被験ポリマー表

面に吸着したフィブロネクチンは速やかに脱

着すると考えられ、材料間で吸着挙動に顕著

な差は認められなかった。ポリマーコートセ

ンサーを用いた QCM 法によって、血液適合性

ポリマー等に対するアルブミン、フィブリノ

ーゲン及びフィブロネクチンの吸着挙動を動
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力学的に解析することができた。 
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図 1 PHEMA 及び PMEA の化学構造 

 

 

 

 

 

 

表 1 ポリマーの組成比及び分子量 6 

 

Polymer 
Feed 

composition 
 

Copolymer 

composition 
 Molecular weight measured in DMF 

 
HEMA 

(mol%) 
 

HEMA 

content 

(mol%) 

MEA 

content 

(mol%) 

 Mw Mn 
Polydispersity 

index (Mw/Mn) 

PHEMA 100  100 0  379,012 153,872 2.46 

PHM7525 75  82.7 17.3  255,976 101,610 2.52 

PHM5050 50  48.7 51.3  219,846 53,580 4.10 

PHM2575 25  25.1 74.9  116,514 18,412 6.33 

PMEA 0  0 100  75,068 12,302 6.10 
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図 2 金電極付き水晶板（左）及び QCM センサーセル（右） 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  QCM 装置の外観（左）及び測定部（左） 
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図 4 PHEMA 表面（a, c, e）及び PMEA 表面（b, d, f）に吸着するアルブミン（a, b）、 

フィブリノーゲン（c, d）及びフィブロネクチン（e, f）の QCM センサーグラム 

 

a b

c d

e f

a b

c d

e f
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図 5 PHEMA 表面（a, c, e）及び PMEA 表面（b, d, f）に吸着するアルブミン（a, b）、 

フィブリノーゲン（c, d）及びフィブロネクチン（e, f）の速度論的解析結果 

 

a b

c d

e f

a b

c d

e f
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表 2 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 

 

 

 

表 3 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 

 

 

 

表 4 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 
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「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 
材料表面近傍の水和状態とタンパク質吸着挙動解析 

 
研究分担者  石原一彦 （東京大学大学院工学系研究科 教授） 

 
 研究要旨 
 タンパク質の溶存状態での高次構造の維持、材料表面へのタンパク質吸着や吸着タンパク質のコ
ンフォメーション変化には、静電相互作用、水素結合さらに疎水性相互作用など種々の分子間相互
作用が影響を与える。同時に、これらの相互作用は水を媒体として作用する力である。これらのこ
とから、タンパク質吸着現象には、材料表面における水分子のネットワーク構造(水和構造)と材料
表面近傍で働く分子間相互作用の両者が強く関与すると考えられる。そこで本研究では、表面特異
的な水和構造および表面で働く分子間相互作用が、材料表面とタンパク質との間に働く相互作用に
与える影響を定量的に解析することを目的とする。本年度は、原子間力顕微鏡のフォースカーブ測
定を用いることで、タンパク質吸着挙動を分子間相互作用の観点から解析した。構造が明確である
と同時に、広範囲にわたる界面科学的特性を有する表面を、種々のモノマーユニットからなる高密
度ポリマーブラシ構造を用いて構築した。作製したモデル表面に対するタンパク質および官能基の
直接的な相互作用は、ポリマーブラシ表面により大きく異なったが、タンパク質とほとんど相互作
用しない双性イオン型ポリマーブラシ表面では、タンパク質に存在している官能基との相互作用が
ほとんど検出されなかった。また、ポリマーブラシ表面近傍で作用する分子間相互作用の種類、大
きさ、伝播範囲を解析することにより、双性イオン型ポリマーブラシ表面では、静電的相互作用お
よび疎水性相互作用が働いていないことが明らかとなった。これまでに確立した表面特異的な水和
構造および分子間相互作用の解析手法は、タンパク質吸着挙動の理解につながるとともに、タンパ
ク質から認識されない表面設計を提示することを可能とする。 
 

A．研究目的 
 バイオマテリアルが生体環境と接した際に誘
起される細胞レベルの初期生体反応の多くに吸
着タンパク質層の特性が関連している。このため、
材料表面における生体反応を高度に規定し、医療
機器開発に関する規制環境を整備するためには、
タンパク質吸着過程を正確に把握することが必
要不可欠である。材料表面の吸着タンパク質層は、
タンパク質が材料表面と直接相互作用して形成
される単層吸着層と、単層吸着層を形成するタン
パク質の変性等を引き金として起こる多層吸着
層から形成される。このようなタンパク質吸着層
の成り立ちから、タンパク質吸着過程を正確に理
解するためには、材料表面における吸着タンパク
質の量、組成、分布、コンフォメーション、配向
などの静的な特性評価はもとより、タンパク質の
競争的吸着や吸着後の変性過程などに関わる動
的な特性の解析が重要である。しかしながら、タ
ンパク質吸着の動的特性は、静的特性の経時的変
化として解析されることが多く、その起源は明確
にされていない。そこで本研究では、材料表面と
タンパク質との間に働く分子間相互作用の観点
からタンパク質吸着挙動を解析する方法論を確
立する。これは、タンパク質が表面と相互作用す

る際の駆動力を明確にできるため、タンパク質吸
着現象の動的特性の起源を明らかにできる。具体
的には、現在界面科学の研究分野で大きな発展を
遂げているコロイドプローブ科学に着目し、タン
パク質を固定化したプローブと材料表面間にナ
ノニュートンオーダーで働く相互作用を原子間
力顕微鏡(Atomic force microscopy, AFM)のフォ
ースカーブ測定により定量する方法を利用した。 
 タンパク質の溶存状態での高次構造の維持、材
料表面へのタンパク質吸着や吸着タンパク質の
コンフォメーション変化には、静電相互作用、水
素結合さらに疎水性相互作用など種々の分子間
相互作用が影響を与える。同時に、これらの相互
作用は水を媒体として作用する力である。これら
のことから、タンパク質吸着現象には、材料表面
における水分子のネットワーク構造(水和構造)と
材料表面近傍で働く分子間相互作用の両者が強
く関与すると考えられる。そこで本研究では、表
面特異的な水和構造および表面で働く分子間相
互作用が、材料表面とタンパク質との間に働く相
互作用に与える影響を定量的に解析することを
目的とする。 
 材料表面における水和構造や分子間相互作用
は非常に微細であるため、これらを定量的に分析
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するためには構造明確な表面が必要不可欠であ
る。そこで本研究では、様々なモノマーユニット
を用いて構築したポリマーブラシ構造をモデル
表面として利用した。 
これまで、マイクロオーダーのシリカ粒子を用

いてナノオーダーの微小空間を構築し、そこに封
入された水分子の特性を核磁気共鳴法により高
い時間分解能で評価する方法論を確立した。これ
により、シリカ粒子表面を覆ったポリマーブラシ
層の特性に強く影響されたナノ間隙水の磁気緩
和時間や自己拡散係数を定量的に評価すること
で、ポリマーブラシ層の化学構造に対応した表面
特異的な水和構造を解析してきた。 
 本年度は、タンパク質や材料表面に存在する官
能基同士の相互作用や材料表面で作用する分子
間相互作用に着目した。つまり、様々な分子によ
り修飾された AFM プローブを用いてフォースカ
ーブ測定を行うことで、プローブと材料表面間に
働く種々の相互作用を定量的に評価するととも
に、これらが、タンパク質との相互作用に与える
影響について議論した。 
 
B．研究方法 
1. ポリマーブラシ表面の構築 
 シリコン基板に原子移動ラジカル重合(ATRP)
の開始基を固定した後、表面開始型 ATRP 
(SI-ATRP)法を用いて、下記に示すポリマーブラ
シ層を構築した(図 1)。ポリマーブラシ層を構築
する際のモノマー濃度とフリー重合開始剤の比
は 100 とした。双性イオン性モノマーとして、
2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC) 
(ホスホベタイン型)を、カチオン性モノマーとし
て 、 trimethylammoniumethyl methacrylate 

(TMAEMA) (トリメチルアンモニウム基)を、アニ
オ ン 性 モ ノ マ ー と し て 、 3-sulfopropyl 
methacrylate (SPMA) (スルホプロピル基)を、疎
水性モノマーとして、n-butyl methacrylate (BMA) 
(ブチル基)をそれぞれ用いた。 
作製したポリマーブラシ表面の物理化学的な

構造および表面特性を X 線光電子分光(XPS)測定、
原子間力顕微鏡(AFM)、分光エリプソメーター、
動的接触角測定、および表面ゼータ電位測定(10 
mmol/L の NaCl 水溶液中)により評価した。 

 
2. 二表面間の相互作用測定 
 図 2 に示すような AFM のフォースカーブ測定
により、様々な表面間に働く相互作用を測定した。
本研究では、タンパク質、種々の官能基を有する
SAM 膜および同化学種のポリマーブラシ層をカ
ンチレバーに固定化した。直接的な相互作用を定
量する際には、接近/接触したカンチレバーを表面

から引き離す際に引力側へ変位する力を相互作
用と定義した。また、間接的に働く遠距離力を評
価する際には、カンチレバー表面とポリマーブラ
シ表面とが接近する際に変位する力を評価した。 
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図 2. 原子間力顕微鏡を利用した分子間力相
互作用の解析方法. 
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図 1. 作製されたポリマーブラシ層の化学構
造. 
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タンパク質との直接的な相互作用 
 タンパク質として、ウシ血清アルブミン(BSA)
およびニワトリ卵白由来リゾチーム(Lys)を使用
し、各ポリマーブラシ表面との間に働く直接的な
相互作用を、下記に従い定量した。 
 金薄膜をスパッタしたSi3N4製カンチレバー(曲
率半径：45 nm)を作製し、表面にカルボキシル基
末端自己組織化単分子(SAM)膜を形成させた。同
カ ン チ レ バ ー を 1-ethyl-3-(3-dimethylamino 
propyl)carbodiimide hydrochloride (0.10 mol/L)と
N-hydroxy succinimide (0.05 mol/L)の水溶液に30
分間浸漬した。純水による洗浄後、直ちに各タン
パク質のリン酸緩衝液(PBS)に浸漬し、37⁰C で 1
時間静置した(BSA：1.0 mg/mL、Lys：0.3 mg/mL)。
表面を PBS により洗浄した後、得られたタンパ
ク質固定化カンチレバーを、室温の PBS 中にお
けるフォースカーブ測定に使用した。各ポリマー
ブラシ表面に対し、アプローチカーブとリトラク
トカーブの最大変位差を 100 箇所程度測定し、そ
の平均値を直接的な相互作用と定義した。 

 
官能基との直接的な相互作用 
 プローブレスカンチレバーの先端に直径が 20 
m のシリカ粒子を手動で固定化し、そこに接着
層としてクロムを 3.0 nm、続いて金薄膜を 27 nm
スパッタした。同カンチレバー表面に、
11-mercapto-undecanoic acid 、 11-amino-1- 
undecanethiol (hydrochloride) 、 お よ び
1-dodecanethiol のエタノール溶液(1.0 mmol/L)を
用いて、それぞれカルボキシル基、アミノ基およ
びメチル基末端の SAM 膜を形成した。作製した
カンチレバーを用いて、室温の PBS 中における
各ポリマーブラシ表面に対する官能基の相互作
用を定量した。 

 
ポリマーブラシ層同士の間接的長距離力 
 前述の直径 20 m のシリカ粒子を用いて、1 と
同様の手法により、図 1 に示したポリマーブラシ
層を構築し、プローブレスカンチレバー先端にこ
れを固定した。作製したカンチレバーを用いて、
様々な塩濃度の水環境下にて、同種のポリマーブ
ラシ表面間に働く遠距離力を評価した。 

 
（倫理面への配慮） 
 本研究は、合成高分子やタンパク質を使用する
ものであるため、倫理面に関して特段の配慮は不
要であると判断した。 

 
 C．研究結果および D．考察 
1. ポリマーブラシ表面の構造および特性 

  作製されたポリマーブラシ表面は、エリプソメ
トリーから乾燥膜厚が 10 nm 程度であり、原子間
力顕微鏡(AFM)による高さ観察から、乾燥状態で
比較的小さい凹凸構造を有し、表面粗さの指標で
ある二乗平均平方根(RMS)値は 1.0 nm 以下であ
った。表 1 より、各ポリマーブラシ表面のグラフ
ト密度はすべて 0.10 chains/nm2 を超えており、
作製されたポリマーブラシ層が高密度領域にあ
ることがわかった。グラフト密度とポリマー鎖の
断面積から表面被覆率を概算した結果、グラフト
鎖で被覆されていない下地表面は 1.0 nm 以下の
オーダーであり、数ナノメートルのオーダーを有
するタンパク質と比べて十分小さかった。つまり、
作製されたポリマーブラシ表面へのタンパク質
の吸着において、タンパク質の下地表面への直接
的な吸着(一次吸着)やグラフトポリマー鎖間への
吸着(三次吸着)は回避され、ポリマーブラシ層最
表面への吸着が支配的であることが示唆された。 
 生体応答が誘起される水環境下での表面特性
を示す水中の気泡の接触角は、疎水性の側鎖を有
する poly(BMA)ブラシ表面を除いて一様に小さい
値となった。また、10 mmol/L の塩化ナトリウム
水溶液における表面電位は、ポリマー自体が有す
る荷電特性と同様の傾向であった。ただし、
poly(BMA)は側鎖に電荷を持たないにも関わらず、
負の電荷を有する表面であった。これは疎水性表
面に観測される現象であり、表面への電解質イオ
ンの吸着に由来すると考えられる。このように、

高密度ポリマーブラシ層により、均一な構造を有
し、ポリマー鎖の配置がナノメートルオーダーで
明確である表面を構築した。また、様々な化学構
造を有するグラフト鎖を配置することで、濡れ性
や表面電位などに代表される界面科学的な表面
特性を広範囲に制御した。 
 
2. ポリマーブラシ表面とタンパク質との直接的
相互作用 
 本研究では、生理条件下でそれぞれ全体として、
負および正の正味電荷を有するタンパク質であ
る BSA および Lys を用いた。図 3 に示すように、
ポリマーブラシ表面とタンパク質との相互作用
は、その組み合わせにより大きく異なった。BSA

表 1. ポリマーブラシ表面の特性. 

Polymer
Graft density Water contact angle 

(deg) -potential*

(chains/nm2) In air In water (mV)
Poly(MPC) 0.33 10 9 -5.9
Poly(TMAEMA) 0.45 17 17    64.9
Poly(SPMA) 0.55 11 13 -74.0
Poly(BMA) 0.75 86 73 -37.2

Polymer
Graft density Water contact angle 

(deg) -potential*

(chains/nm2) In air In water (mV)
Poly(MPC) 0.33 10 9 -5.9
Poly(TMAEMA) 0.45 17 17    64.9
Poly(SPMA) 0.55 11 13 -74.0
Poly(BMA) 0.75 86 73 -37.2
重合度100.  * 10 m m ol/L NaClaqueous solution.  
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との相互作用はカチオン性の側鎖を有する
poly(TMAEMA)ブラシ表面で最大であった。これ
は、poly(TMAEMA)表面の正電荷と BSA の有する
負電荷との間の静電的な引力に起因すると考え
られる。また、アニオン性の側鎖を有する
poly(SPMA)ブラシ表面に対する BSA の相互作用
は小さかった。これは、負電荷同士の斥力に起因
すると考えられる。一方、正の正味電荷を有する
Lys は、疎水性の側鎖およびアニオン性の電位を
有する poly(BMA)ブラシ表面と強く相互作用した。
しかしながら、Lys と poly(SPMA)との相互作用は
非常に小さかった。この理由は現時点では明らか
ではないが、塩強度の強い PBS 中にて、溶液中
に存在するイオンにより静電的な相互作用が遮
蔽されていることが考えられる。タンパク質の正
味電荷に関わらず、双性イオン性の側鎖を有する
poly(MPC)ブラシ表面はタンパク質との相互作用
が非常に小さかった。 
 
3. ポリマーブラシ表面と官能基との直接的相互
作用 
 様々な官能基により修飾したプローブを用い
てフォースカーブ測定を行い、ポリマーブラシ表

面と官能基との間に働く相互作用を定量的に評
価した(図 4)。選択した官能基はカルボキシル
(COOH)基、アミノ(NH2)基およびメチル(CH3)基
であり、これらはタンパク質中に多く存在する代
表的な官能基であると同時に、それぞれアニオン
性、カチオン性および疎水性の特性を有するため、
静電的相互作用や疎水性相互作用の指標になる
と考えられる。双性イオン性の側鎖を有する
poly(MPC)ブラシ表面はいずれの官能基との相互
作用も極めて小さかった。この結果から、
poly(MPC)ブラシ表面では静電的相互作用や疎水
性相互作用に由来する力がほとんど働かないこ
とが示唆される。また、水中の気泡の接触角およ
び表面電位から、これらの表面が水環境下におい
て高い親水性かつ電気的に中性を有する表面で
あったこととも一致する。カチオン性の側鎖を有
するpoly(TMAEMA)ブラシ表面はカルボキシル基
との特に強い相互作用を示した。これは、
poly(TMAEMA)の側鎖に存在する正電荷と、解離
したカルボキシル基(COO-)の負電荷との間に強
い静電的引力が働いていることを示す。疎水性の
側鎖を有する poly(BMA)ブラシ表面はメチル基お
よびアミノ基との強い相互作用を示した。メチル
基との強い相互作用は、水中において働く疎水性
相互作用に由来すると考えられる。同時に上述の
ように、poly(BMA)ブラシ表面はアニオン性であ
ったため、プロトン化したアミノ基(NH3

+)の正の
電荷との間の静電的相互作用に由来する力が働
いたと考えられる。一方で、アニオン性の側鎖を
有する poly(SPMA)ブラシ表面は PBS中ではいず
れの官能基との相互作用も示さなかった。しかし
ながら、純水中においては poly(SPMA)ブラシ表
面とアミノ基との強い相互作用が観測された。こ
のため、poly(SPMA)表面では、塩強度の強い PBS
中において、静電的相互作用が静電遮蔽の効果を
受けているものと考えられる。以上のように、
様々な官能基で修飾されたプローブを用いたフ
ォースカーブ測定により、ポリマーブラシ表面に
働く分子間相互作用の一部を定量的に明らかと
した。 
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図 3. ポリマーブラシ表面に対するタンパク
質の相互作用. 
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図 4. ポリマーブラシ表面に対する官能基の
相互作用. 
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 バイオマテリアル表面における官能基レベル
の相互作用が、タンパク質との相互作用に与える
影響を定量的に評価することは、タンパク質吸着
挙動のさらなる理解へと繋がる。図 5 に、ポリマ
ーブラシ表面におけるタンパク質の相互作用と
官能基との相互作用の総和との関係を示す。図 5
より、官能基との相互作用の総和が小さいポリマ
ーブラシ表面と大きいポリマーブラシ表面に分
けることができる。官能基との相互作用の総和が
小さいポリマーブラシ表面は、タンパク質の正味
電荷によらず、タンパク質との相互作用が小さい
ことが示された。一方、官能基との相互作用の総
和が大きいポリマーブラシ表面では、同等の総和
であってもポリマーブラシ表面とタンパク質と
の組み合わせにより、その関係が大きく変化した。
つまり、負電荷の乖離カルボキシル(COO-)基と強
く相互作用する poly(TMAEMA)ブラシ表面は、負
の正味電荷を有する BSA と強く相互作用し、疎
水性のメチル基および正電荷のプロトン化アミ
ノ(NH3

+)基と強く相互作用する poly(BMA)ブラシ
表面は、正の正味電荷を有する Lys と相互作用し

た。これは、突出した相互作用を有する官能基と
の相互作用が、タンパク質との相互作用を決定す
ることを示唆する結果である。このような結果か
ら、タンパク質との非特異的な相互作用を排除す
るためには、官能基レベルの相互作用を回避する
必要があることが示された。 
 
4. 同種のポリマーブラシ表面間で働く長距離力 
 図 6 に、純水およびイオン強度が異なる PBS 
(1.5 mmol/L および 150 mmol/L)中において、同種
のポリマーブラシ表面間に働く遠距離相互作用
の表面間距離依存性を示す。カチオン性の側鎖を
有するpoly(TMAEMA)ブラシ表面およびアニオン
性の側鎖を有する poly(SPMA)ブラシ表面では、
純水中において 100 nm 以上の距離から強い斥力
が観測され、溶液のイオン強度の増加に伴い斥力
の強さと伝播距離が低下した。これは、これらの
斥力が主として静電的な力に由来するものであ
ることを示している。つまり、これらの表面近傍
では静電的相互作用が支配的に働いていると考
えられる。また、疎水性の側鎖を有する poly(BMA)
ブラシ表面では、純水中において二表面の接近時
には力が観測されなかったが、接触後、離脱時の
みに強い引力が観測された。この引力は水中で疎
水性表面間に働く疎水性相互作用に起因するも
のであると考えられる。これらに対し、双性イオ
ン型の側鎖を有する poly(MPC)ブラシ表面では、
溶液のイオン強度に依らない弱い斥力のみが観
測された。力の働き始める距離が poly(MPC)ブラ
シ層の膜厚の 2 倍程度の距離であったことから、
この力はポリマー鎖の圧縮によるものと考えら
れる。すなわち、他の表面で観測されたような静
電的・疎水的な相互作用に由来する力は全く観測
されなかった。 
 同種の表面間のフォースカーブ測定により、各
ポリマーブラシ表面で固有に働く相互作用の種
類、大きさおよび伝播距離を評価する方法論が確
立された。これらのパラメータは、今後タンパク
質吸着挙動を理解する上で、有益な情報を与える
と考えられる。 
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図 5. 各ポリマーブラシ表面におけるタンパ
ク質との相互作用と官能基との相互作用の関
係. 
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Ｅ．結論 
 原子間力顕微鏡のフォースカーブ測定により、
材料表面に対する種々の相互作用を定量的に分
析する手法を確立した。特に、タンパク質との直
接的な相互作用が回避される双性イオン型ポリ
マーブラシ表面では、官能基との相互作用が検出
されなかった。つまり、タンパク質吸着を誘起さ
せないためには、官能基との微細な相互作用を排
除することが重要であることがわかった。さらに、
双性イオン型ポリマーブラシ表面では、静電的相
互作用および疎水性相互作用が働いていなかっ
た。つまり、タンパク質吸着を高度に抑制するた
めには、官能基との相互作用を引き起こす分子間
相互作用を排除する表面設計が必要不可欠であ
ることがわかった。 
 
F．健康危険情報 
 特になし。 
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図 6. 様々なポリマーブラシ表面に働く力と
表面間距離の関係. 
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分担研究報告書 
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 
国際標準歯科インプラント材料の有効性及び安全性評価に関する研究 

 
研究分担者 佐々木 啓一 東北大学大学院歯学研究科長 

 
  研究要旨 
   

本研究では、アカデミアと独立行政法人医薬品医療機器総合機構が連携し、歯科用インプラントの機 
械的強度の承認審査で行うべきワーストケース設定やインプラント表面処理方法などに関する考え方を、 
科学的エビデンスに基づき学術的に検討、整理し、歯科インプラントが真に具備すべき要件を再考し、 
「課題解決に向けた提言」の取り纏めを行った。本研究をベースとして我が国での審査基準など審査の 
考え方を再構築することで、申請資料作成の効率化及び審査の迅速化を図り、さらには、新たな国際標 
準設定に資するものとして、世界に情報発信することにより、国内歯科医療機器産業への波及効果も期 
待できる。 

 
Ａ．研究目的 
  
 歯科分野の各種医療機器の承認審査において、審査
期間の長期化をはじめとするいくつかの課題が指摘
されている。殊に、近年、国内外で数多くの新製品
が創出されている歯科インプラント分野では、これ
ら課題が顕在化しつつあり、新規製品の上市の遅延
が本邦における国際標準の歯科インプラント治療の
拡大を妨げる一因となっているとの指摘がある。さ
らに国産プロ   ダクトの上市遅延が国内企業の
競争力を低下させているとの指摘もある。 
その解決へ向けて、厚生労働省から平成21年5月に

「歯科用インプラント承認基準の制定について」、
平成24月7年に「歯科用インプラントの承認申請に関
する取扱いについて（Q＆A集）」が通知され、具体
的な審査の取扱いが示されたところである。しかし、
現時点においてもなお、関連団体から申請時に必要
な疲労試験における機械的強度の評価項目の明確化
や簡素化が求められるなど、未だ課題を残している。 
 また厚生労働省は、平成21年12月にとりまとめた
「医療機器の審査迅速化アクションプログラム」に
基づき、審査迅速化に取り組んでいるところであり、
全体としては審査期間の改善がみられている。しか
し歯科分野の審査については依然、長期化している
品目も多く、業界団体からも更なる改善が求められ
ている。これら背景から、承認申請が多い歯科イン
プラントの審査の改善は急務となっている。 
 そこで本研究では、承認審査で特に課題となって
いる歯科用インプラントの機械的強度の審査におけ
るワーストケース設定の根拠や、インプラント表面
処理方法などに関する考え方を、科学的エビデンス
に基づき検討、整理し、歯科インプラントが具備す
べき要件を再考することを目的とした。 
 本研究の成果を基盤とし、本邦での審査基準等、
審査の考え方を再構築することで、申請資料作成の
効率化および審査の迅速化を図るとともに、新たな
国際標準の設定に資するものとして世界に情報発信
することにより、国内歯科医療機器産業への波及効
果も期待できる。 
 

Ｂ．研究方法 
 
本研究では、現在の歯科インプラント承認審査の

課題を抽出、科学的な根拠に基づき、その解決策を
検討することを目的とするため、歯科インプラント
に関連する学会や大学等からの研究者（アカデミア）
と、独立行政法人医薬品医療機器総合機構（PMDA）
とが密に連携し、研究を遂行した。 
具体的には、以下のように行った。 
 

① 歯科インプラントに関連する代表的な学会であ
る、公益社団法人日本補綴歯科学会、公益社団法人
日本口腔インプラント学会、一般社団法人日本歯科
理工学会等が連携した上で検討することとし、まず
は歯科インプラントの承認審査のうち、特に歯科イ
ンプラントの機械的強度のワーストケース設定の根
拠や、インプラント表面処理方法などの考え方につ
いて審査側と申請者側で問題と考えている事項を把
握する。        
 
② ①で把握した問題点について、科学的エビデン
スに基づき、学術的に整理する。検討に当たっては、
国際的な動向も踏まえるとともに、機械的強度に関
する評価については実際に有限要素解析法（FEM）を
用いた実験を行う。これらの検討を踏まえ、承認審
査が円滑に進むための課題解決のための考え方を提
言する。本提言は、PMDAにおいて国際標準に整合す
る審査基準など審査の考え方を再構築するために用
いられることが期待できる。 
 
歯科インプラントの承認審査は、材料学的評価、

力学的評価、生物学的安全性評価など、多岐に渡る
ため、効率的かつ迅速にコンセンサスを得るために
は、本研究で提案するように、関連する学会の全て
が一同に介し、明確な科学的エビデンスに基づき検
討することが効率的であり、必要不可欠である。 
 
 上記①および②を検討するために、下記メンバー
により、３回の研究班会議を開催した。 
次ページにその概要を記す。 
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【班会議構成メンバー】 
 
研究分担者 
佐々木啓一 （東北大学大学院歯学研究科 研究科

長・教授、日本補綴歯科学会 理
事・元理事長） 

研究協力者 
新家 光雄 （東北大学金属材料研究所 研究所

長・教授、日本金属学会 理事） 
塙 隆夫  （東京医科歯科大学生体材料工学研

究所 研究所長・教授、日本歯科理
工学会 理事長） 

渡邉 文彦 （日本歯科大学新潟生命歯学部 教授、
日本口腔インプラント学会 理事
長） 

古谷野 潔 （九州大学歯学研究院 教授、日本口
腔インプラント学会 理事・学術委
員長、日本補綴歯科学会 理事・前
理事長） 

矢谷 博文 （大阪大学大学院歯学研究科 教授、
日本補綴歯科学会 理事長） 

窪木 拓男 （岡山大学大学院医歯薬総合研究科 
歯学部長・教授、日本補綴歯科学
会 理事・学術委員長） 

東藤 貢  （九州大学応用力学研究所 准教授） 
金高 弘恭 （東北大学大学院歯学研究科 准教授、

PMDA医療機器審査第二部） 
 

 なお、班会議にはオブザーバーとして、厚生労働
省医薬食品局審査管理課医療機器審査管理室、独立
行政法人医薬品医療機器総合機構（PMDA）の関係部
署（医療機器審査第二部および第三部、規格基準部）
が参加して、審査の現状や問題点を説明した。 
 
【第１回研究班会議】 
日時： 平成26年2月7日（水） 17:30～19:00 
場所：  「東京八重洲ホール」412号室 

 内容：  本研究の目的および承認審査の現況に
ついて、厚生労働省やPMDAより説明があ
り、その後、班員間の議論により、承認
審査に関する情報の共有および問題点の
整理を行った。 

 
【第２回研究班会議】 
日時： 平成26年3月17日（月） 17:30～19:30 
場所：  「フクラシア東京ステーション」６階  

会議室A 
内容：    歯科インプラントに関して承認申請を

行った実績を持つ国内外の企業を数社招
聘し、申請者側から見た現状での承認審
査の問題点および要望、意見をヒアリン
グ調査した。これにより企業側が考える
承認審査における問題点の整理を行った。 

 
【第３回研究班会議】 
日時： 平成26年3月24日（水） 15:30～17:00 
場所：  「東京八重洲ホール」511号室 

 内容：  第１回および第２回班会議において抽
出した審査側（PMDA）および申請者側か
らの課題について整理、集約し、科学的
な根拠に基づき学術的に検討し、「課題
解決に向けた提言」として取り纏めを行
った。 

 
  （倫理面への配慮） 
本研究はヒトを対照としていないため、該当なし。 

 
 
Ｃ．研究結果 
 
（１） 現在の歯科インプラント承認審査の問題点の
整理 
 
歯科インプラントの機械的強度の評価におけるワ

ーストケースの設定などに関する考え方を検討する
ため、承認審査における問題点について審査側、申
請者側から意見を聞いて検討すべき論点を明確にし
たところ、結果は下記のとおり。 
 
①歯科用インプラントの審査における諸問題：審査
側からの意見（第１回班会議） 
 
1)歯科用インプラントの承認審査 
  歯科用インプラントの審査方針等については、
平成21年5月に承認基準を策定した。 
現在は、その解釈通知（Q&A）を示しながら、承

認基準の範囲内で評価出来る申請（承認基準あり
品目）と、承認基準の範囲を超えた評価を必要と
する申請（承認基準なし品目）とに区分して審査
を行っている。 

 
2)承認基準制度後の申請状況 
  承認基準が制定された平成21年より前は、形状
の同一性による評価が一般的で、疲労強度試験の
考えが申請者に浸透していなかった。 
このため、Q&Aによって疲労強度試験に関して周

知を図ってきたが、承認基準の考え方、一品目の
取扱い、審査の考え方などが必ずしも明確でなか
った。そこで平成24年7月に、Q&Aを全面的に改正
し、考え方の明確化を図った。 

 
3)申請品目の現状 
  申請された歯科インプラントの種類としては、
アバットメントだけを見ても、現状ではストレー
ト、アングル、ボール、キャスタブル、切削加工
して使用するもの、マルチピース等があり、さら
にそれぞれのアバットメントで、原材料の異なる
タイプが含まれるなど、１品目内（１申請内）に
おいても、その構成内容が多岐に及ぶものが申請
されている。 
そのため、申請品目の疲労強度評価によるワー

ストケースの選定は多様であり、統一的な考え方
には到っていない。 
現行の審査では、申請内容の個々のバリエーシ

ョンにおいて、それぞれワーストケースの選定を
行い、その疲労強度を評価しているが、選定理由
等についての基本的な考え方について違いがある
ことから審査に時間を要する品目がある。 
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4)ワーストケースの考え方 
  ２ピースタイプ、または３ピース以上のタイプ
（マルチピースタイプ）の組合せから構成される
歯科インプラントについて、疲労強度試験におけ
るワーストケースの基本的考え方は、以下のとお
りである。①と②の構成にて組み合わせられた検
体をワーストケースと判断している。 
 
①フィクスチャ：各嵌合部種類において、最も細
く、最も短いもの。 

 
②アバットメント：各バリエーションにおいて、
最も細く、最も長いもの。 
各バリエーションは以下a～eが代表例。 
a) 既製のアバットメント 
b) 切削加工するアバットメント 
c) キャスタブルアバットメント 
d) マルチピースアバットメント 
e) ボールアバットメント 

 
a)～d)については、それぞれにストレートタイ

プとアングルタイプが存在する場合があるため、
ストレートとアングルは別途評価が必要となる。 

 なお、ワーストケース選定のために、形状の類似
性が認められるものについては、有限要素解析（以
下、FEMという。）によるリスク評価を行ってもよ
いこととしている。 

 
5)問題点等 
  歯科用インプラントは製品によって形状や構成
が多種多様であり、形状からワーストケースを選
定することが適切でない場合や、ワーストケース
の選定根拠の説明と疲労試験の結果が異なる場合
もあり、その妥当性が説明できない場合がある。
他方、FEMを用いた場合では、FEMの結果による応
力集中部位と実機による疲労試験の破折部位が一
致しないケースも多数あり、ワーストケースの選
定の判断に的確に利用されるところに到っていな
い。 

 
 
②歯科用インプラントの薬事承認における問題点と
要望：企業側からの意見（第２回班会議） 

 
 歯科用インプラントの機械的強度の評価において、
以下の各項目の考え方が必ずしも明らかにされてお
らず、明確化が必要である。 
 
1)ワーストケース設定基準の明確化 
 ・ISO14801規格に準拠した設定 
 ・インプラント（フィクスチャ・アバットメント）

形状からの設定根拠の明確化 
   ・長さ 
   ・径 
   ・アングルの有無  
   ・嵌合機構の形状 
 
2)FEM解析データ活用方法の明確化 
   ・疲労試験との相関性の提示の必要性 
   ・妥当性の評価の在り方 
   ・原料違いの場合の評価の在り方 
 
 

3)FDAでの評価データ受入の可否 
      ・ストレート、アングルでのワーストケー 

選定 
   ・代表ケースでのデータ受入の可否 
 
4)既承認品をコントロールとする疲労試験実施の 
必要性 

   ・規格値の設定の可否 
   ・同一の実験条件の範囲 
 
 
③「課題解決に向けた提言」提案のための論点整理 
 
審査側と申請者側から意見を聞いた結果、疲労試

験におけるワーストケースの設定について双方の考
え方が一致していない点が多く見受けられた。した
がって、本研究班においては歯科用インプラントの
審査の的確化、適正化を図るべく、臨床的観点、工
学的・材料学的視点を踏まえて、今後の審査におけ
るワーストケースの選定の考え方について、科学的
な根拠に基づき検討、整理し、現時点における考え
方を示すこととした。 
また、検討に当たっては、①国内製造品、外国製

造輸入品とも、形状、嵌合部、材質等、様々な製品
が製造されていること、②例えば、フィクスチャの
選定など、各国における臨床現場での使用実態に違
いがあること、③製品自体の強度を評価することは
重要であるが、実際に使用される際のインプラント
の強度は臨床現場での使用状況によっても変わり得
るものであること等の状況を十分考慮した上で、我
が国におけるワーストケース選定の考え方を合理的
に定め、承認審査では個別製品に応じて柔軟に判断
することが必要と考えられた。 
以上を踏まえ、「課題解決に向けた提言」提案の

ために検討が必要な論点を以下のとおり整理した。 
 
【論 点】 
1)疲労試験のワーストケース選定の基本的考え方
（臨床現場の使用実態、工学的評価の観点） 

2)FEM解析データの適切な活用方法 
 
3)FDAでの評価データ受入のための方策 
 
4)既承認品との比較の必要性 
 

 
（２）追加評価実験の実施 
 
①  方法 
 疲労試験における機械的強度評価におけるワース
トケース設定に関し、FEMにおける簡略モデルの可能
性を検討する目的で、JFEテクノリサーチ（株）に委
託し、有限要素解析法(FEM)を用いた実験を行った。 
 
フィクスチャ／アバットメント／アバットメント

スクリューからなる歯科用インプラント（φ3.3）を
基本に、アバットメントに荷重を作用させるための
半球冶具を付加したものを基本モデルとした。 
さらに、アバットメント‐半球冶具の構造を変化

させた２つの簡略モデルを作成し、計３ケースにつ
き弾性ＦＥＭ解析（ISO14801準拠）を行い、各部材
に発生する応力状態を比較した。 
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今回はあくまでも下記の実験条件での結果であり、
今後、実機試験とのバリデーションを要する。 
 

【解析した３ケースのモデルの特徴】 
・基本モデル 
・全部品とも形状省略しないオリジナルモデル 
・包埋平面からアバットメント先端の距離:13.5mm

(包埋平面と荷重中心との距離：11mm) 
・簡略モデルⅠ 
・アバットメントの荷重中心から上部の2.5mm削除 

 ・包埋平面からアバットメント先端の距離:11mm 
（包埋平面と荷重中心との距離11mm） 

・簡略モデルⅡ 
・解析には、最も簡略化したモデル 
・アバットメントの荷重中心から上部の2.5mm削除 

 ・半球治具を削除 
 ・包埋平面からアバットメント先端の距離:11mm 

（包埋平面と荷重中心との距離：11mm） 
 ・アバットメント上部端面に（仮想）剛体面を 

取り付け、荷重中心に荷重を負荷 
 
 
・基本モデル 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
・簡略モデルⅠ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
・簡略モデルⅡ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

② 実験結果 
アバットメント～半球冶具の構造を変化させた３

ケースのインプラントについて、ISO14801の圧縮疲
労試験に準拠した強度解析（３次元弾性ＦＥＭ解
析：荷重100[Ｎ]）を行い、下記の結果を得た。 
 

1)包埋平面と半球荷重部の中心との距離が11mm以上 
の部位については、削除しても最大主応力分布に
は影響しない。 
 

2)解析した範囲内では、半球治具を削除しても最大
主応力分布に影響がなかったことから、解析モデ
ルの簡略化についての可能性が示唆された。 

 
【結果１】 
・基本モデル 

100[Ｎ]負荷時の最大主応力分布図 
   

 
 

 
【結果２】 
・簡略モデルⅠ 

100[Ｎ]負荷時の最大主応力分布図 

   
【結果３】 
・簡略モデルⅡ 

100[Ｎ]負荷時の最大主応力分布図 
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【各ケースで高応力となる４部位の最大主応力】 
 

 
 
（３）米国ＦＤＡでの評価の考え方 
  
申請者側からのヒアリングにおいて、ＦＤＡでの

評価データの受け入れの可否について意見があった
が、ＦＤＡはISOとは異なる試験方法及びワーストケ
ースシナリオの考え方をガイダンスで推奨しており、
その概要は以下のとおりである。 
・静的圧縮試験を行い、その80％の荷重から開始し、
疲労限に達するまで疲労試験を行う。（４荷重以上、
１２検体以上試験すること。荷重数を減らす方法を
とる場合には選択した荷重にて５検体すべて破壊し
ないことを確認する） 
・金属材料の疲労試験は水中環境下にて荷重繰返し
速度2Hzで2 x 106サイクルまで行う。 
・使用前に加工されるアバットメントは加工後の状
態にて、最も角度の大きいアバットメントを用いる 
・20°以下のアングルアバットメントであっても、
アングルアバットメントの角度付き部分の軸より
10°大きく固定するのではなく、インプラント軸か
ら最低でも30°の角度を成すように固定し試験を行
うこと。 
 
 
（４） 国際標準歯科インプラント材料の有効性・安
全性評価法の構築 
 
本研究での成果、すなわち抽出された課題ならび

に課題に対しての科学的な検証結果に基づき、我が
国での歯科インプラント審査基準等、審査の考え方
を検討した結果得られた「課題解決に向けた提言」
を下記に示す。 
本提言内容は引き続き整理が必要な点もあるが、

これを基盤として、将来的には、国際標準に整合し
た日本発の国際標準インプラントを世界に情報発信
することを目指す。 
 
 

【課題解決に向けた提言】 
 
１）基本方針 
 
・疲労試験は、ISO14801規格に準じるものとする。 
 
・ISO14801規格に基づく疲労試験は、歯科インプラ
ント複合体に関する評価であり、歯科インプラン
トの構成体の疲労強度を評価する。そのため、骨
等の生体に対する評価とは切り離して考えなけれ
ばならない。 

 
・ワーストケースの選定については、臨床での使用
も考慮することが重要であり、このような考え方
が併せて議論されているISOの検討状況も十分勘
案する。 

２）ワーストケースの選定 
 
① インプラント体（フィクスチャ）の形状 
 
・インプラント体の直径 
 ・包埋平面での断面の径が最小のものを選択 
 ・インプラント体の頚部が細いタイプにおいても、

径の変化を考慮し、包埋平面断面で最小径とな
るものを選択 

 
・インプラント体の長さ 
 ・ISO14801では、インプラント体を包埋固定し、
荷重を付加するため、基本的にはインプラント体
の長さに関する評価は困難である。長さ8mm未満の
インプラント体はそもそも包埋が困難であるため
試験系で用いることは現実的ではなく、8mm未満の
インプラント体の包埋平面での断面の径が最小で
あっても8mm以上で最も短い検体にて疲労試験す
ること。よって、8mm以上のインプラント体の長さ
は評価されていると判断することは可能と考えら
れる。  

  
②  アバットメントの形状 
 
 ・各バリエーションにおいて、最も径が細いもの

を選択する。 
 ・長さについては、包埋平面と半球荷重部の中心 

との距離がISO規格の11mmとすることを基本と
する。 

 ・長さが大きく違わない場合には、径が優先され
  る。 
 
なお、以下に関しては現状での考え方であり、 
今後、さらなる検討を行う。 
 

 ・ストレートとアングルは、別途の評価が必要で 
ある。 

・アバットメントで現在考えられるバリエーショ
ンのうち、以下のものについては、流通する形
態そのものではなく、臨床現場で用いるための
加工後に想定される径・角度を用いる。 

a) 切削加工するアバットメント 
b) キャスタブルアバットメント 
c) マルチピースアバットメント 
 

③  接合部の形状 
 
以下に関しては現状での考え方であり、今後、 
さらなる検討を行う。 
 

 ・各形状ごとに検討が必要である。 
 ・インプラント体とアバットメント、それぞれの

材料が同じで、嵌合部が同一形状であれば、破
折機序等に鑑みインプラント体またはアバット
メントの外形の肉厚がうすいものを選択する。 

 
３）FEM解析データを活用したワーストケースの選定

について  
 
 ワーストケースの選定に当たっては、２）に基づ
き判断することが基本であるが、FEMを用いて説明す
ることも可能と考えられるため、FEMをどのように活
用できるか考え方を整理した。 
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① 現時点でのFEM利用に関する基本的な考え方 
  
・FEMの一般的な解析では、静的な荷重条件下での

構造体内部の応力分布をみているものであり、
繰返し荷重下での疲労試験による破壊強度とは
異なるものである。 

 ・従って、その数値が比較できるものではない。 
・同一の材料であれば応力集中が高いものほど疲
労破壊を起こしやすい、という前提に立つ。 

 
② 今後の具体的な活用方法 
 
これまでの検討結果から考えうるFEMの活用方法

（案）は以下のとおりであるが、今後さらに検討を
進める。 
今後は、FEMの結果を受け入れ可能とする条件、す

なわちFEMのモデル条件、荷重条件等を明示し、それ
らをフロー図等で作成、提示することが求められる。
そのうえでISOへ提案していく。 
FEMはワーストケース選定のための解析手法とな

り得るが、その場合は、申請品目においてFEMにてワ
ーストケース選定が可能である妥当性を説明できる
必要があり、申請者がその点を十分理解した上でFEM
解析を実施する必要がある。 
 

【FEMの活用方法（案）】 
 

 嵌合機構が同じ場合には、同一原材料のサイズ
の違いを比較検討することが可能であること。 

 比較する部位以外の試験条件は揃えること。 
 通常はストレートとアングル、その他類似形状、

サイズ違いの比較も含めてワーストケースの選
定に使用することができること。 

 応力集中度合いの高いものをワーストケースと
判断すること。 

 応力集中部位と実機試験の破折部位が一致する
必要があること。 

 
③FEMにおけるバリデーションの考え方の整理 
 
FEMでの検討結果と実機での疲労試験との相関性

について、実験を行いながら、どこまで示すことが
可能か今後検討する。 
 
４）その他 
 審査における課題を解決するためには、１）から
３）のほか、以下の点についても今後整理すべきと
考えられた。 
 
・既承認品を利用した疲労試験の必要性 

  ・比較検討のための既承認品との試験条件の同
一性の必要条件を明らかにする。 

  ・規格値の設定 
・医療現場の状況（使用方法の制限、市販後後調
査等）からリスクを管理することで評価を簡素
化できるかどうか：市販後の管理    

  
 
Ｄ．考察 
  
我が国は、世界最高水準のモノ作り技術を有して

いるものの、医療機器に関しては、その多くを輸入
に頼っているのが現状である。歯科分野で用いられ

る各種医療機器の状況も同様であり、特に歯科イン
プラントついては８割以上を輸入に頼っている。現
在政府では、医療分野を成長戦略として位置づけて
おり、国内の医療機器産業を活性化し、革新的な製
品を世界に先駆けて実用化できるような環境整備の
取組を進めている。このためには薬事規制に関する
取組も必要であり、承認審査に関しても迅速化に向
け産業界のみならず、学・官も含めたオールジャパ
ン体制での対策が急務となっている。 
 しかしながら、歯科分野、特に歯科用インプラン
トでは承認審査に時間がかかる品目も多く、上市が
遅れることにより、結果的に本邦での国際標準の歯
科インプラント治療の展開の遅れ、また国産インプ
ラントの国内・国際競争力の低下等を招く結果とな
っている。 
 したがって、本研究により、特に審査において問
題となっている歯科インプラントに関して、アカデ
ミアとPMDAが連携して課題を整理し、今後の承認審
査が合理的に対応できるような提言を取りまとめた。 
現在の状況を作り出している一因は、審査基準や

関連のQ&Aがまとめられているものの、当該基準の解
釈について、審査側と申請者側の考え方が一致して
いないことにあると考えられ、その結果として承認
審査のやりとりに時間が生じることであった。 
承認審査では、有効性・安全性が確認できるデー

タをもとに評価していくのは当然であり、申請者側
でもそのためのデータ収集は必須である。他方、歯
科インプラントで今回論点となった機械的強度（疲
労試験）は、実際に臨床現場で使用される実態を考
えると、製品自体の強度のほか、使用実態等による
影響もあることから、一定の合理性をもって製品の
強度が確認できれば現時点では大きな問題は生じな
いと考えられる。 
したがって、今回の提言のような考え方を導入す

ることで、疲労試験のワーストケースの選定につい
ては合理的な判断ができ、歯科インプラント審査の
問題点の一部は改善できるものと考えられる。これ
により、我が国での審査基準など審査の考え方を再
構築し、申請資料作成の効率化及び審査の迅速化を
可能にすることが期待される。 
また、申請者側としては、機械的強度に関しては

科学的根拠に基づきしっかり説明できるような申請
資料を作成する必要があり、特に輸入品を取り扱う
場合は海外で試験等が行われているので、海外企業
との連携が必須である。今回の提言により申請者の
負担も軽減できることが期待される。 
さらに間接的な波及効果としては、我が国の最新

技術を利用した日本発の世界標準インプラント開発
にとって追い風になり、歯科医療機器産業のさらな
る向上、発展に寄与するものと考えられる。   
 本年度には、疲労試験のワーストケース選定の基
本的考え方について、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
審査基準に関する提言を取り纏めることができた。 
 引き続き、最終年度である次年度には、残りの問
題点について提言を取り纏めていく予定である。具
体的には、①FEM解析データの適切な活用方法、②既
承認品との比較方法などについて、本年度と同様に
検討することとする。 
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Ｅ．結論 
  
関連学会や大学等のアカデミアと独立行政法人医

薬品医療機器総合機構とが連携して、現在の歯科イ
ンプラント承認審査の様々な課題を抽出、その解決
策を検討し、国際標準に整合する有効性・安全性評
価を提案することにより、新たな歯科インプラント
材料の審査基準を構築するためにコンセンサスを得
て、「課題解決に向けた提言」として取り纏めるこ
とができた。 
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