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研究成果の概要（和文）：本研究では医用材料に吸着した超微量タンパク質の絶対量の高感度かつ高精度な定量
法を開発するため、「同位体希釈質量分析を利用したアミノ酸分析（IDMS-AAA法）の改良」「汎用的なタンパク
質吸着抑制界面の一つである親水性高分子固定界面の固定化法の最適化」「微量タンパク質の吸着量を定量する
のに適した評価系の構築」を行った。親水性高分子固定化処理を施したカバーグラスにモデルタンパク質を吸着
させた場合、ほぼ期待通りのオーダーで微量の吸着量を定量可能であることが分かったが、絶対値や再現性など
の定量性に課題が見られたことから、固定化法や評価系のプロトコールなどを改良し、引き続き研究開発を行
う。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to develop a highly sensitive and accurate 
determination method for the ultra-trace amount of proteins adsorbed on medical materials, we have 
conducted "Improvement of amino acid analysis using isotope dilution mass spectrometry (IDMS-AAA 
method) ", "Optimization of immobilization method of hydrophilic polymer fixed interface, which is 
one of versatile protein adsorption inhibitory interfaces", and "Development of an evaluation system
 suitable for quantifying the ultra-trace amount of adsorbed proteins". When a model protein was 
adsorbed on the hydrophilic polymer-immobilized cover glass, it was found that the trace amount of 
adsorbed protein could be quantified almost in the expected order, but there were issues with 
quantitative properties including absolute value and reproducibility. We plan to continue our 
research and development by improving the immobilization method and evaluation system protocols.

研究分野： 分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人工心臓や人工関節等の医療デバイスへのタンパク質成分の吸着は、移植後の感染、炎症などの引き金となると
考えられており、タンパク質吸着抑制は医用材料開発における重要な課題の一つである。一方、従来の定量法で
は医用材料に吸着する超微量なタンパク質を高感度かつ正確に定量することが出来なかった。本研究では同位体
希釈質量分析を利用したアミノ酸分析法を改良し、医用材料に吸着した超微量タンパク質の高感度・高精度な絶
対定量を試みた。モデルタンパク質と独自の評価系を用いて定量を行ったところ、ほぼ期待通りのオーダーで定
量可能であることが分かったが、定量性に課題があることから、引き続き改良に取り組む。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

人工心臓や人工関節等の医療デバイスは先端医療の発展に大きく貢献してきた一方で、移植

後の感染、炎症や血液凝固などの合併症は未だ問題となっている。近年の基礎研究の結果、医療

デバイスの移植前もしくは移植後初期に吸着する微量のタンパク質成分がこれら合併症を誘起

する重要な因子の一つと考えられている。これまで、ポリエチレングリコール（PEG）などの親

水性ポリマーによるタンパク質吸着抑制界面が研究され、それらは従来の材料と比較して移植

初期の炎症や血栓形成を強く抑制できることから、留置期間の延長に寄与するものの、親水性ポ

リマー界面に吸着した超微量タンパク質を足掛かりに、さらなるタンパク質の凝集や変性が徐々

に進行し、合併症が誘発されることが懸念されている。この仮説を検証するためには、初期階層

の超微量吸着タンパク質の正確な定量が求められている。 

 

２．研究の目的 

従来の免疫学的定量法や比色定量法は、タンパク質を抗体もしくは色素の結合により標識し

て分光学的に検出する間接的な定量法のため、感度や信頼性に乏しい。一方、研究代表者がこれ

まで取り組んできた同位体希釈質量分析を利用したアミノ酸分析法（IDMS-AAA 法）はタンパク

質を酸加水分解して得られるアミノ酸を質量分析計で直接定量するため、タンパク質の種類に

依存せずに吸着タンパク質の絶対量を検出可能であり、また得られる値の信頼性（精度・確度）

も極めて高い。本研究では、この IDMS-AAA 法を応用し、 汎用医用材料ならび親水性ポリマー界

面に吸着するタンパク質の絶対量を、高感度、かつ高精度に定量する方法を開発することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、以下の３項目を検討することで、数 ng/mL オーダーの超微量吸着タンパク質の絶対

定量法の開発を試みた。 

 

１） 全ての天然アミノ酸を高感度かつ迅速に定量出来る分析条件の検討 

様々な血清タンパク質の定量を可能とするため、現行の IDMS-AAA 法を改良し、全天然アミノ

酸を定量出来る分離・検出条件を確立した。また、現行法の分析時間は一分析あたり 90 分と長

く汎用性に乏しいため、分析時間を 10 分程度まで短縮できる条件を検討した。 

 

２）ヒト血清アルブミンをモデルタンパク質とした定量評価法の最適化 

認証標準物質であるヒト血清アルブミン（CRM6202-a：特定国立研究開発法人産業技術 総合研

究所計量標準総合センター）をモデルタンパク質として用い、医用材料の吸着タンパク質定量に

適した評価系を確立した。 



 

３）親水性高分子固定界面に吸着したモデルタンパク質の絶対量の定量 

２）で最適化した条件をもとに、親水性高分子固定化処理を施したカバーグラス上に吸着した

超微量タンパク質の絶対定量を試みた。また参照実験として、同一のタンパク質溶液の吸着量を

本手法と従来法（QCM-D 法）とでそれぞれ定量し、感度や精度を比較した。 

 

４．研究成果 

 

１） 全ての天然アミノ酸を高感度かつ迅速に定量出来る分析条件の検討 

過去に研究代表者らが確立した IDMS-AAA 法を改良し、全天然アミノ酸を定量出来る分離・検

出が可能で、かつ分析時間を 10 分程度まで短縮できる条件を検討した。具体的には APDS（アミ

ノタグワコー, Rapid Commun. Mass Spectromet., 23(2009)1483）を誘導体化試薬として利用

した誘導体化 ‐LC/MS によるアミノ酸分析法と、HILIC カラムを利用した非誘導体化－LC/MS を

利用したアミノ酸分析の 2 種を検討し、後者の方法においては、既存の方法と比較して感度は保

ちつつ、分析時間の大幅な短縮（88 分/1 分析→23 分/1 分析（洗浄工程・平衡化の時間も含む））

と測定対象アミノ酸の拡大（8 種→17 種）を達成することが出来た。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 構築した測定系による 17 種アミノ酸のクロマトグラム 

 

２）ヒト血清アルブミンをモデルタンパク質とした定量評価法の最適化 

モデルタンパク質であるヒト血清アルブミン認証標準物質を約 100 倍希釈したもの（0.7 

mg/mL）を用いて、加水分解条件の検討を行った。結果、加水分解時間については 6 時間以上で

十分であることが分かった。また、17 種類中、Cys-Cys,Gly,Thr, Tyr を除く 13種類のアミノ酸

については定量が可能であることが分かった。また、医用材料のモデル基材としては金コーティ

ングしたカバーグラスを用い、吸着評価のために必要なカバーグラスサイズ、液適量、サンプル



濃度の最適化を行った。  

 

３）親水性界面に吸着したモデルタンパク質の絶対量の定量 

汎用のタンパク質吸着抑制界面である親水性高分子固定化処理を施したカバーグラスと未処

理のカバーグラスに吸着反応を行った後、溶液中に残存するアルブミン濃度を定量したところ、

期待通り「吸着操作なし＞親水性高分子固定界面＞未処理界面」の順で濃度の高低傾向がみられ

た（図 2）。また各々の溶液濃度の差分から得られるカバーグラス上へのタンパク質の吸着絶対

量についてもほぼ期待通りのオーダーでの定量値が得られた。一方、親水性高分子固定界面を試

料とした際の測定再現性が未処理界面に比べて大きいことや、得られた吸着絶対量を他の定量

法（QCM-D 法）での定量結果と比較したところ 1 オーダーの乖離があること等、定量性に課題が

見られることから、親水性高分子固定界面の作製法や吸着評価のプロトコールなどを改良し、引

き続き研究開発を進める予定である。 

 

図 2．各界面に対するアルブミンの吸着評価 

吸着反応後、溶液中に残存するアルブミン濃度はアミノ酸分析（１種類の試料につき２本の加

水分解と３回測定を実施）により求めた。４種のアミノ酸各々の定量値はアルブミン 1 分子に含

まれる分子数を加味することで、アルブミンとしての濃度に換算している。 
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