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研究成果の概要（和文）： Mg合金は、生体吸収性金属材料としての医療応用が広く期待されており、実用化に
際して生物学的安全性等のリスクを適切に評価する必要がある。しかしながら、従来のリスク評価法（例えば
ISO10993）は既存の生分解性高分子・無機材料や高耐食性金属材料を対象にしており、Mg合金への適用は不適切
であった。本研究では、Mg合金の生物学的安全性リスク評価手法の確立を目指し、Mg合金の分解特性試験を実
施、リスク評価のための基本的な考え方を明示する。

研究成果の概要（英文）：　Biomedical application of Mg and its alloys are widely expected as 
bioresorbable metallic devices. For their realization, it is important to evaluate their biological 
safety and other risks by appropriate procedures. However, current risk assessment methods such as 
ISO 10993 series is only targeting currently available bioresorbable polymeric and ceramic materials
 or metallic materials with relatively high corrosion resistance, therefore its application to Mg 
and its alloys is inappropriate. In this research, we attempt to establish appropriate methods for 
evaluating biological safety of Mg and its alloys. Degradation tests of Mg and its alloys under 
biological environment are curried out to offer basic understanding and principles for risk 
assessment of Mg and its alloys as bioresorbable medical devices.

研究分野： 医療用材料学

キーワード： 生体材料　医療・福祉　レギュラトリーサイエンス　動物実験代替法　特殊環境　生体吸収性金属材料
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体吸収性高分子・セラミックス材料は、

縫合糸・非荷重負荷部位の骨折固定材・骨補
填材として成功を収めている。しかし、機械
的特性の不足から金属材料の代替とはなり
えず、荷重負荷部位への適用可能な生体吸収
性金属材料が求められている。現在、欧州で
は冠動脈ステント及び骨折固定用小型中空
スクリューとして Mg 合金の適用が進められ
ている。生体吸収性高分子・セラミックス材
料よりも優れた機械的特性を有するため、生
体吸収性ステープルや気管・消化管用ステン
ト、荷重負荷部位の組織欠損治療等への適用
が可能であり、その応用範囲は広く、今後開
発は加速することが予想される。 
しかしながら、Mg 合金製医療デバイスの

実用化に際しては、生物学的安全性評価とい
う課題がある。医療機器の承認審査では、当
該デバイスのリスク－ベネフィットバラン
スに基づき承認の可否を判断するため、適切
なリスク評価を実施することが重要である。
現在の医療機器・材料の標準的評価法である
ISO10993 シリーズでは、材料の抽出液を作製
し、細胞・動物に作用させ安全性を調べるよ
う定められている。その際の抽出条件は、材
料からの溶出物濃度を最大にする目的で設
定されており、埋入時の体内環境とはかけ離
れている。埋入時よりも高い溶出物濃度でも
生体に悪影響を及ぼさない、だから埋入時も
安全である、という論理である。しかし、こ
のような生体内とはかけ離れた条件で作製
した抽出液が生体に影響を及ぼしたからと
いって、必ずしも埋入時に問題が生じるとは
限らない。このような極端な抽出条件と埋入
時の分解特性に大きな差がない、従来の高耐
食合金や生体吸収性高分子・セラミックス材
料には適用可能だが、Mg 合金への適用は不
適切である。Mg 合金の腐食は溶液の組成に
非常に敏感であり、生理食塩水中の腐食速度
は埋入時の 50 倍以上と推測される（A. 
Yamamoto et al., 2009）。つまり、ISO 法では
リスクを過大に見積もることになる。Mg 合
金製医用デバイスの迅速な実用化と適用範
囲の拡大には、新材料に則した評価法の確立
が必須である。 
 
２．研究の目的 
本研究では Mg 合金製医療デバイスの生物

学的安全性リスク評価に必要な新基準の提
案のため、新たな評価手法の確立を目指す。
我々は、これまで Mg 合金の分解特性・生体
適合性評価を in vitro/in vivo の両面から進
めてきた（A. Yamamoto et al, 2009; A. 
Yamamoto et al, 2014; Y. Shimizu et al, 2010）。
その結果から、Mg 合金の適切なリスク評価
には、生体内環境の解明および Mg 合金の生
体内分解特性の理解が最も重要であり、従来
の“架空の”ワーストケースで安全性を担保
する論理ではなく、リスク評価のための新た
な論理を構築する必要があることが示唆さ

れた。すなわち、埋入時に生じうる“合理的
な”ワーストケースを明らかにし、それに基
づいてリスク評価を行う必要がある。そのた
め、生体組織を模擬した環境中の Mg 合金分
解挙動プロファイルを作製、各組織内環境の
影響の解明を試みると同時に、得られたデー
タをリスク評価のための新規抽出条件確立
に資する。 

 
３．研究の方法 
生体安全性リスク評価の基本は、材料の分

解 物 が 有 す る 為 害 性 の 確 認 （ hazard 
identification）と、分解物の生成量（曝露量）
の推定（exposure estimation）である。金属
材料の場合、溶出金属イオンの種類は合金組
成により決まるため、為害性の確認は金属イ
オンの塩等を用いることにより調査可能で
あり、文献データも豊富である。したがって、
Mg 合金の生物学的安全性リスク評価のため
に最も重要な点は、曝露量の推定、すなわち
生体内埋入環境における材料の分解特性の
把握である。しかし、これは容易でない。な
ぜならば、生体内埋入部位における環境が判
明していないからである。 

Mg 合金の分解機構は、先行する生体吸収
性高分子・セラミックス材料とは異なる。水
と反応して分解するが、その速度は抽出液の
組成や緩衝能（pH）の影響を大きく受け（A. 
Yamamoto et al, 2009）、総体液量および血流
による拡散速度（抽出液の流速）の影響を受
ける（S. Hiromoto et al, 2008、J. Levesque, et 
al. 2008）。そのため、埋入組織やヒトと動物
の間（種差）で分解速度の違いが報告されて
いる（E. Zhang et al, 2009、R. Waksman et al, 
2006、P. Peeters et al, 2005）。つまり、分解特
性の確認を動物への埋植試験のみで行うこ
とには限界がある。 
そこで、in vitro における Mg 合金の生体

内分解特性の評価法を開発する。具体的には、
従来の ISO10993 シリーズにおける抽出液作
製条件を基に、Mg 合金の腐食に及ぼす各要
件の影響を検討し、生物学的安全性試験実施
のための適切な抽出液作製条件を提案する。
さらに、in vivo 埋植試験における分解特性と
の比較を実施し、合理的な分解特性評価方法
を明示する。 
 
４．研究成果 
(1) 溶液の種類の影響 
 ISO10993 シリーズでは、生物学的安全性評
価のための抽出液作製用溶液として、感作性
試験・刺激性試験・全身毒性・血液適合性試
験・発熱性試験には、純水（H2O）、生理食塩
水（0.9%NaCl）、植物油や有機溶媒が、細胞
毒性試験・遺伝毒性試験には、H2O、細胞培
養液が推奨されている。一方、金属材料の電
気化学測定法を定めた ISO10993-15 では、生
食の他に（有機物を含まない）人工血漿（AP）
や人工唾液の使用も認められている。金属材
料の腐食には、試験溶液の組成が大きな影響



を及ぼすことはよく知られており、抽出溶媒
の選択は重要である。抽出試験に用いる溶液
が Mg の腐食に及ぼす影響を調べるため、生
理食塩水、人工血漿、および細胞培養液
（E-MEM+10%FBS）を用いて、純 Mg およ
び Mg 合金の電気化学測定を実施した。結果
を表 1 に示す。 
生理食塩水中では、電気化学測定後 pH が

上昇し、生理的範囲（7.4 前後）から逸脱し
たが、人工血漿・細胞培養液では試験後の溶
液の pH はほぼ生理的範囲に保たれていた。
これは、人工血漿・細胞培養液では体液と同
じく炭酸緩衝系を有するためと推測される。
実際の体内では、炭酸緩衝系の働きに加え、
血流により腐食に伴い発生した Mg2+、OH-

は速やかに拡散するため、体液の pH 恒常性
は保たれると考えられる。 
生理食塩水中では、溶液の pH 上昇により

腐食が抑制されている状況でも、腐食電位
（Ecorr）・腐食電流密度（Icorr）は人工血漿・
細胞培養液よりも低電位および高電流密度
であった。以上から、Mg 合金の分解特性評
価には、生理食塩水よりも人工血漿・細胞培
養液を用いる方が望ましいと言える。 
 
表 1 各溶液中の電気化学測定結果(2h 浸漬) 

  生理食塩水 人工血漿 細胞培養液 

Mg 

Ecorr(V) -1.4050.019 -1.6190.022 -1.5480.035 

Epitt(V) - -1.3970.047 -1.3980.014 
Icorr(µA
/cm2) 69.2914.23 64.0013.81 10.404.20 

pHbefore 6.201.64 7.500.04 7.440.04 

pHafter 9.680.14 7.570.05 7.530.11 

AZ
31 

Ecorr(V) -1.3680.076 -1.4170.020 -1.4700.009 

Epitt(V) - -1.3570.007 -1.3730.052 
Icorr(µA
/cm2) 144.0920.54 7.623.95 9.113.35 

pHbefore 6.450.32 7.570.05 7.540.02 

pHafter 10.470.17 7.680.17 7.590.08 

 
(2) CO2, O2の影響 
 試験溶液の pH 恒常性維持には、炭酸緩衝
系が重要である（A.Witecka et al., 2016）。
5%CO2雰囲気の再現には、炭酸ガスインキュ
ベータ等の特殊な装置が必要なため、研究現
場では他の緩衝系にて代用することも多い。
そこで、炭酸緩衝系を有する無機塩溶液
（Earle's balanced salt solution）を用い、細
胞培養等で多用される両性イオン性緩衝液
HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine- 
ethanesulfonic acid]により 5%CO2 環境と同
等の結果が得られるかどうか、検討した
（M.B.Kannan, et al., in printing）。その結果、
HEPES添加により腐食に伴う試験溶液のpH
上昇は抑制されるものの、5%CO2と比較して
腐食電流密度が大幅に増加することが確認
された。炭酸緩衝系では、溶出 Mg2+が試料
表面において不溶性の塩（MgCO3）を形成し、
腐食を抑制することが推測されるが、HEPES
ではその効果が得られないためと考えられ
る。したがって、Mg 合金の生体内分解特性

評価において、炭酸緩衝系を他の緩衝系に置
換することは不適切であることが示された。 
そこで、細胞培養液を用い、5%CO2環境お

よび O2 濃度が Mg 合金の腐食に及ぼす影響
を検討した。結果を表 2 および 3 に示す。 

0%CO2 雰囲気では細胞培養液であっても
pH 恒常性が保たれず、電気化学測定後には
溶液の pH が上昇した。そのため、腐食電位、
腐食電流密度のいずれも、5%CO2雰囲気の方
が 0%CO2 よりも低電位・高電流密度であっ
た。しかし、孔食電位（Epitt）にはほとんど
変化はなかった。Mg-Al 合金についてもほぼ
同様の傾向が確認されたが、5%CO2雰囲気で
は孔食電位も低下した。 
不動態皮膜を形成する卑金属材料では、環

境中の O2 濃度の低下により、腐食が促進さ
れる場合がある。Mg 合金については、環境
中の酸素濃度の影響は知られていない。細胞
培養液中での電気化学測定の結果、酸素濃度
の低下に伴い、腐食電流密度には若干の増加
が認められたが、腐食電位および孔食電位に
は大きな変化はなかった。総じて、CO2の方
が Mg 合金の腐食に及ぼす影響が大きいこと
が確認された。 

 
表 2 CO2雰囲気下電気化学測定結果 

(20%O2, 24h 浸漬) 
  0% CO2 5% CO2 

Mg 

Ecorr(V) -1.4290.032 -1.5580.016 

Epitt(V) -1.3970.042 -1.3540.014 

Icorr(µA/cm2) 2.221.84 6.691.69 

pHbefore 7.510.02 7.550.06 

pHafter 8.970.18 7.600.04 

Mg
-Al 

Ecorr(V) -1.4520.029 -1.5960.006 

Epitt(V) -1.2400.016 -1.3290.004 

Icorr(µA/cm2) 1.560.59 9.391.67 

pHbefore 7.560.15 7.640.01 

pHafter 8.790.07 7.730.03 

 
表 3 O2雰囲気下電気化学測定結果 

(5%CO2, 24h 浸漬) 
  1%O2 5%O2 10%O2 

Mg 

Ecorr(V) -1.5630.010 -1.5770.009 -1.5760.016 

Epitt(V) -1.3870.028 -1.3840.029 -1.3820.014 
Icorr(µA
/cm2) 6.921.06 10.020.87 8.931.19 

pHbefore 7.510.06 7.530.09 7.500.03 

pHafter 7.640.02 7.610.05 7.620.02 

Mg-
Al 

Ecorr(V) -1.6020.014 -1.5790.031 -1.5930.015 

Epitt(V) -1.2910.035 -1.3040.039 -1.3120.032 
Icorr(µA
/cm2) 14.243.36 12.782.14 13.132.48 

pHbefore 7.500.02 7.550.05 7.500.02 

pHafter 7.630.01 7.600.01 7.640.04 

 
(3) 細胞の影響 
 生体内に埋植された試料は、体液の他に生
体組織と接する。そこで、生体組織の主要構
成要素である細胞が Mg 合金の腐食に及ぼす
影響について検討した。マウス結合組織由来
線維芽細胞である L929 を用い、電気化学測



定を実施した結果を表 4 に示す。その結果、
細胞の存在により腐食電位および孔食電位
がわずかに卑に移動し、また腐食電流密度も
若干増加した。 
 細胞が及ぼす影響についてより詳細に検
討するため、インピーダンス測定を実施し、
腐食抵抗（Rp）を求めた。結果を表 5 に示す。
細胞が存在しない（培養液のみの）場合は、
浸漬時間の増加に伴い Rp は増加したが、細
胞が存在する場合は、12h 以降 Rpは減少した。 
 培養時間の経過に伴う細胞培養液の pH 測
定結果を表 6 に示す。細胞がない場合は、培
養期間を通じて pH はほぼ一定であったが、
細胞がある場合は、培養時間の経過に伴い溶
液の pH が低下する傾向が認められた。Mg 
合金試料がある場合は、試料なし（細胞培養
液のみ）と同様の傾向を示したが、pH はや
や（～0.1）高かった。 
 以上から、細胞は代謝により細胞培養液の
pH を低下させ、結果として Mg 合金試料の
腐食を促進することが判明した。Mg-Ca 合金
（M.B.Kannan et al., 2015）およびMg-Zn-Mn
合金（A.Witecka et al., 2017）についても、
細胞の存在により培養液 pH が低下し、Mg
合金の腐食を促進することを確認した。細胞
培養後の試料表面の蛍光 X 線分析（XRF）に
より、P および Ca 濃度の低下が観察されて
おり、細胞培養液 pH の低下が、Mg 合金試
料表面における不溶性塩の形成を抑制し、結
果として腐食が促進される可能性が示唆さ
れた。 
 

表 4 細胞が電気化学特性に及ぼす影響
(5%CO2-20%O2, 48h 浸漬) 

  Without cells With cells 

AZ31 

Ecorr(V) -1.4740.006 -1.4810.002 

Epitt(V) -1.2900.017 -1.3130.004 

Icorr(µA/cm2) 6.801.01 9.250.73 

pHbefore 7.460.03 7.760.18 

pHafter 7.560.07 7.430.02 

 
表 5 細胞存在下の電気化学インピーダンス

測定で求めた腐食抵抗値（Rp/cm2） 
 h Without cells With cells 

AZ31 

2 7038800 83721887 

6 91571301 96151869 

12 98961437 94781359 

24 105941817 8323720 

48 105391639 71331167 

 
表 6 培養時間の経過に伴う pH 変化 

h WOC WC AZ31WOC AZ31WC 

0 7.520.01 7.730.02 7.680.14 7.810.03 

6 7.580.02 7.580.03 7.660.02 7.660.01 

12 7.590.02 7.500.08 7.670.06 7.610.01 

24 7.580.02 7.400.13 7.680.07 7.570.03 

48 7.560.03 7.310.15 7.680.05 7.540.04 

WOC: Without cells, WC: With cells 
 

(4) 溶液量の影響 
 (1)～(3)の結果から、Mg 合金の腐食には用
いる溶液組成の影響が最も大きく、ついで溶
液の pH 恒常性を左右する炭酸緩衝系と CO2

雰囲気が重要であることが判明した。O2濃度
および細胞の存在はいずれも腐食を促進す
るが、その影響は前者 2 要素よりも小さいと
推測された。そこで、生物学的安全性評価の
た め の 抽 出 液 と し て 、 細 胞 培 養 液
（E-MEM+10%FBS）と人工血漿（AP）を想
定し、その際の溶液量が Mg の腐食に及ぼす
影響を検討した。その結果を図 1 および 2 に
示す。Mg 試料の腐食量は溶液量により変化
し、細胞培養液では表面積当たりの溶液量の
増加に伴い、溶出量が増加した。一方、人工
血漿では 1mL/cm2 以上では同様の傾向が認
められたが、0.33mL/cm2 以下では溶液量の
減少に伴い溶出量が増加した。抽出試験終了
時の溶液 pH は溶液量の減少に伴い増加し、
1mL/cm2以下では pH8 以上であった。 
生体内ではどの組織においても血流があ

り、溶出イオンは速やかに拡散するため、体
液の pH が生理的範囲を逸脱することは考え
にくい。また、Mg および合金の腐食特性は
pH の影響を大きく受けるため、このような
生理的範囲を越えた pH での抽出試験は避け
るべきである。溶液の pH 恒常性と腐食量の
観点から、抽出試験には 10mL/cm2以上の溶
液量を用いることが望ましい。 
図 3 に、抽出溶液中の Mg2+濃度と、細胞

毒性が現れる濃度およびマウス（腹腔投
与）・ラット（静脈投与）に対する半数致死
量/全数致死量との関係を示す。表面積当た
りの溶液量が小さい場合は、溶出 Mg2+濃度
が高くなり、細胞毒性や実験動物を用いた急
性毒性試験において、障害が生じる可能性が
ある。一方、実際のヒトへの埋植状況を考え
ると、溶出イオンは血流により速やかに拡散
するため、全血漿量を考慮する必要がある。
ステントやミニ・マイクロプレートシステム
の場合、試料表面積に対する体液量は
1000mL/cm2 を越える。したがって、溶液量
が極端に少ない（<1mL/cm2）条件は実際に
は起こりえず、“ワーストケース”として適
切ではないことが確認された。 
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図 1 純 Mg を用いた抽出試験結果

(5%CO2-20%O2, 37˚C, 72h) 
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図 2 純 Mg 抽出試験における溶液の pH 
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図 3 純Mg抽出試験における溶出Mg2+濃度
と生体安全性に関する参照値との関係 
 
(5) in vivo との相関 
 Mg 合金試料について、ラットを用いた埋
植試験を実施し、マイクロ X 線 CT 観察によ
り試料分解量を求め、in vitro における浸漬
試験結果（クロム酸洗後の重量減）と比較し
た。図 4 に示す。試料の分解量は埋植部位に
より異なり、頭部（骨膜下）が最も分解量が
多く、次いで背部（皮下）、大腿骨近傍（筋
肉中）の順であった。ラットの体重を 200g、
血液量を体重の 1/13、血漿は全血の 55%と仮
定すると、ラットへの埋植試験は、約
50mL/cm2 に該当する。しかし、得られた結
果を in vitro 浸漬試験結果に当てはめると、
埋植 4w 時点で頭部が約 30mL/cm2、背部が
約 10mL/cm2、大腿骨近傍が約 1mL/cm2 と
なった。全血漿量を考慮した条件との違いは、
埋植部位での血流量の違いや、血漿中 Mg2+

濃度は拡散や尿中への排泄により恒常性を
有する点などが影響している可能性がある。
一方で、埋入動物（ラット）の血漿中 Mg2+

の分析を実施したところ、正常値の範囲を逸
脱する例は認められなかった。 
埋植期間の増加に伴い、頭部および背部で

は分解量の増加が認められ、該当する in vitro
試験溶液量が増加した。試料形状および分解
量算定方法が異なるため、その要因を特定す
ることは難しいが、一因として埋植試料周辺
の組織が初期の炎症状態から結合組織によ
る隔離状態へと変化し、当該部位の血流量の
変化が考えられる。より長期間の結果につい
ては、今後さらに検討を続ける必要はあるが、
in vitro 試験により in vivo 分解特性が推測可
能であることを示唆する、重要な結果である。 
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図 4 in vivo 埋植試験と in vitro 浸漬試験に
おける Mg-Al 合金試料の分解の比較 
 
(6)生物学的安全性評価におけるワーストケ
ース 
 本研究の結果、Mg 合金の分解特性は試験
溶液の組成や pH および緩衝系の影響を大き
く受け、生体内と同等の 5%CO2 雰囲気下で
の実施が重要であることが明らかになった。
また、in vitro 浸漬試験における表面積当た
りの溶液量が大きいほど分解量が大きくな
る傾向が認められた。一方で、ISO10993-12
のように、極端に溶液量が少ない場合には体
内とは異なる抽出環境となり、不適切である
ことが示された。 
溶出イオンの生体安全性は、溶出イオン濃

度に依存するため、分解量が大きいほど溶出
イオンの影響が現れやすくなる。その意味で、
生体内における分解挙動の推定は重要であ
る。理想的には、実際のデバイス使用状況と
同等の条件で浸漬・抽出試験を実施すること
が望ましいが、それが難しい場合は、生体内
と同等の分解挙動を示す環境下で、溶出液濃
度が高くなる条件を選択すべきであろう。今
回実施したラットへの埋植試験では、全血漿
量から推定される条件（50mL/cm2）での in 
vitro 分解量を越える in vivo 分解例は確認さ
れなかった。 
実際のデバイス使用例では、埋植量が多い

ほど溶出イオン濃度が高くなる。例えば図 3
に示したように、ステントあるいはミニ・マ
イクロプレートシステムの使用時の試料表
面積当たりのヒト血漿量は 1000mL/cm2 を
越える。仮にステントを 10 本埋植したとし
ても、100mL/cm2以上である。想定デバイス
使用数に適切な安全率をかけて定めればよ
いと思われる。現実的には 10~100mL/cm2

が適切ではないかと考えられる。 
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