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1 はじめに

バイオフィルムは、自然界の至る所で形成される1）。微生

物は単独で生存することは少なく、他種の微生物と共生する

ことで生存を有利にしている。この共生が、微生物生態系を

支えている基本機構である。共生系は互いに他を護り合う機

構であるから、外部からの攻撃に対して強い抵抗性を示す。

体内に装着されたインプラントの表面においても、それは例

外ではない。インプラント表面にバイオフィルムが形成される

と、その除去は困難であり、厄介な感染症の原因になる2）。

体内では、細菌の付着、増殖に対して多様な生体分子の関

与がある。ある種の生体分子は細菌の付着を促進し、またあ

る種の分子はこれを阻害する。さらに、金属系生体材料では、

表面構造、遊離した金属イオンがこれに影響する。このよう

な環境でのバイオフィルム形成は、自然界と少し趣を異にす

る点がある。バイオフィルム形成を防ぐには、その初期過程

を制御することが重要である。このテーマでは、金属系生体

材料表面におけるバイオフィルム形成の初期過程の特徴とそ

の抑制への展望について述べる。

2 金属系生体材料の種類と特性

金属材料は優れた強度と靭性による高い力学的信頼性から

多くの医療用デバイス（インプラント）に使用されている。

インプラントの約80％は依然として金属系インプラント材

料が占めており、その役割はますます重要性を帯びている3）。

生体用に使用されている金属材料として、整形外科、循環器

外科・内科用として、主にステンレス鋼、コバルトクロム合

金、チタン（合金）がある。また、歯科用には金・白金合金、

チタン（合金）などが使用されている。本章では、ステンレ

ス鋼、コバルトクロム合金、チタン（合金）について簡単に

紹介する。

2.1 ステンレス鋼

最初にインプラントとして使用されたステンレス鋼は、ク

ロム18％、ニッケル8％の18－8（SUS302型）オーステナ

イト系ステンレス鋼である。それ以前は、バナジウム鋼が使

用されていたが、耐食性に劣ることから、使用されなくなり、

現在では、Moを添加し、さらに炭素の濃度を低下させた

SUS316Lステンレス鋼が用いられている。人工股関節のス

テム、骨折固定材などとして使用されており、骨折固定用ワ

イヤー、心臓手術後に胸骨を固定するワイヤーとしても広く

使用されている。

2.2 コバルトクロム合金4）

人工股関節および人工膝関節の材料として重要な金属材料

としてCo - Cr- Mo合金がある。生体用のCo - Cr- Mo合金の

原型は、1930年代後半に整形外科用として人工関節の開発

に用いられたVitallium合金が最初であるとされ、今日でも

人工関節用合金として多用されている。Table.1にASTMで
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規格化されているCo - Cr- Mo合金の組成を示す。F75は、

精密鋳造用合金としての規格でありCを0.35 wt％まで含有

することが許容されている。耐磨耗特性に優れるため、人工

関節などの用途に使用される。線材、板材、シートなどの薄

板に加工する場合は、熱間鍛造・圧延や冷間での圧延加工が

必要であるため、加工に耐えるだけの塑性加工性がなければ

ならない。この場合は塑性加工性を高めるためにCrの添加

量を少なめにして、Niを10－37％と多量に添加した合金組

成とする。Table.1にある、F90およびF562がその代表的な

鍛造加工用の合金として規格化されたものである。塑性加工

性を持たせるためにNiの大量添加が必要になるが、Niの生

体へのアレルギーなどの毒性を考えると鍛造加工用のCo -

Cr- Mo合金規格では安全性の点に問題があり、Niフリーで

も鍛造加工が可能なCo - Cr- Mo合金の開発の必要性が増し

ている5）。

2.3 チタンおよびTi合金

チタンおよびチタン合金は活性なため表面に緻密な不動態

被膜を生成し、生体内では優れた耐食性を示す。細胞毒性も

低く生体適合性に優れる。さらに、比重がステンレス鋼やコ

バルトクロム合金の約半分と小さく軽量であり、弾性率が低

く、金属系生体材料の内で最も骨に近いことから人工股関節

ステムなどへの応用が注目されている。ISO規格、ASTM規

格、およびJIS規格で分類している工業用純チタン（CP -チ

タン）（1種から4種）の内で、通常は2種が使用されるが、

強度が必要な場合は3種や4種が用いられる。1種は、人工

歯根、心臓弁、骨折固定用プレートとして用いられている3）。

Ti - 6A l - 4 V合金は代表的な生体用チタン合金として使用さ

れており、低弾性で高強度であるため人工股関節ステム、骨

折固定用ネイルなどに用いられている。最近、Ti - 6A l - 4 V

合金に含有されるVの毒性が指摘され、Vを使用しないで高

強度かつ低弾性なTi -15 Mo - 5Zr- 3A l合金が開発され実用化

されている6）。

3 金属系生体材料表面の
バイオフィルム

装着された金属系生体材料表面で、どのようにしてバイオ

フィルムが形成されるのだろうか。その特徴は、初期過程に

ある。

インプラントが装着されたとき、最初に触れるのは、血液、

リンパ液、組織液などの体液、あるいは唾液のような分泌液

である。人工股関節は周囲の組織液に、血管ステントは血液

に、歯冠は唾液に触れる。このとき、インプラントの表面に

は体液や分泌液中のタンパク質が結合し、コーティングされ

た状態になっている。微生物は、このタンパク質に付着する。

その分子過程は、金属表面へのタンパク質の結合と結合タン

パク質への細菌タンパク質の結合である。

3.1 金属系生体材料表面へのタンパク質の結合

インプラント表面にどのようなタンパク質が結合するのだ

ろうか。Co - 29Cr- 6 Mo合金をウシ血清に浸漬すると、表面

に血清タンパク質が結合する。結合したタンパク質を2％

SDSで溶出し、SDS - PAGEで分析すると約40種類のタンパ

ク質分子が検出される（Fig.1）。図には示していないが、他

の金属系生体材料でもほぼ同じ種類のタンパク質分子が検出

される。その中に、細菌が結合するフィブロネクチン（Fn）

と同じ分子質量（220 kDa）のバンドが含まれている。

また、Fig.2右側の写真に示したように、合金表面では複

合体の形成も見られる 7）。複合体は1- 20μmのものが多く、

大きさと形から見て、細菌の付着する面積が大幅に広がり、

菌体が中に入り込めるポケットができているように見える。

さらに、血清中には多くの細菌に対する免疫抗体が含まれて

いる。実際に血清に浸漬した合金の表面にIgGに対する抗体

を反応させてSEMで観察すると、IgG - IgG複合体が全面的

に分布している（Fig.2写真左側）。合金表面に結合している

Fig.1 SDS-PAGE analysis of the Co-Cr-Mo alloy-bond serum pro-
teins
One ml of the alloy particles was incubated with 0.5 ml of
bovine serum at 37℃ for 20 min. The particles were washed
with PBS to remove unbound proteins, followed by dissocia-
tion of the bond proteins in 0.5 ml of 2％ SDS solution. The
sample was applied on 12.5％ of polyacrylamide gel and elec-
trophoresed at a constant voltage of 65 V. The proteins were
stained by a silver stain method, followed by densitometory.
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免疫抗体は、細菌の付着を促進する可能性がある。

3.2 金属表面結合タンパク質への細菌タンパク質の結合

金属表面に血清タンパク質が結合するが、これが細菌の付

着基盤になり得るかという疑問が残る。合金表面では、結合

したFnにS.aureusが結合することが報告されている8）。そ

れ以外にも結合に関与しているタンパク質が存在するかも知

れない。その点を明らかにする目的で、S.aureusを2％コー

ル酸ナトリウムで処理し、菌体表面タンパク質と思われる画

分を採取し、これを血清タンパク質処理合金に負荷する実験

を試みた。Fig.3のように、40 - 250 kDaの数種類の分子が結

合する。この中に、フィブロネクチン結合タンパク質（FBP）

の分子質量（200 kDa付近）に相当する分子が含まれている。

また、ウシ血清には常在細菌としてのブドウ球菌に対する抗

体も含まれているから、表在抗原分子も結合していると考え

られる。さらに、45 kDa付近の分子の結合が見られるが、

分子質量から見て、IgGに結合するプロテインAであろう。

これらの結果から、血液に接触するインプラントの表面には

Fnや抗体が結合しており、何らかの原因でS.aureusが侵入

してくると、FBPや表在抗原分子を介して菌体が付着する

と考えられる。抗体分子の一部が金属表面に固定されている

と、細菌の付着を促進してしまう。浮遊状態で存在する場合

は、抗体や補体系タンパク質は細菌をオプソニン化し、食細

胞の貪食を助けるが、これらの分子が金属表面に固定されて

いると細菌の付着を助け、貪食を阻害する。本来、抗体や補

体系タンパク質は生体防御に働くはずであるが、分子の一部

が金属表面に固定されると、生体に対して不利に働くことに

なる。

口腔内のインプラントの場合はどうであろうか。インプラ

ントは、最初に唾液に曝される。唾液中のタンパク質分子が

細菌の付着に関与していることが報告されている。Eddger-

tonら 9）は、Ti表面に形成される唾液被膜を介してStrepto-

cocciが付着することを報告しており、Ahnら10）は、ブラン

ケットの表面に、低分子量ムチン、α-アミラーゼ、分泌型

IgA、酸性プロリンリッチタンパク質およびシスタチンが結

合すること、これらの中には、S.gordoniiの付着を促進する

ものがあることを報告している。また、Amanoら11）は、唾

液中のプロリンリッチ糖タンパク質にP.gingivalisの繊毛が

結合することを報告している。分泌型IgAは、浮遊型であれ

ば細菌の排除に有効であるが、金属表面に結合していると細

菌の付着を助けることになる。このように、口腔内のインプ

ラントの表面には、唾液タンパク質を介して菌体が付着す

る。

3.3 バイオフィルムの形成

S.aureusはFBPを介してFnに、S.epidermidisはSdrG

（Fibrinogen - binding bacterial adhesin）を介してフィブリ

ノーゲンに結合する。人体には生体防御機構が備わっており、

体内に侵入した細菌は食細胞に貪食され、殺菌される。しか

し、細菌が他の異物に結合し、食細胞に貪食されにくい状態

Fig.3 SDS-PAGE analysis of the Co-Cr-Mo alloy-bond serum pro-
teins and S. aureus proteins
Lane 1；Co-Cr-Mo alloy-bond S. aureus proteins that extract-
ed with 2％ of sodium cholate solution. Lane 2； Co-Cr-Mo
alloy-bond serum proteins. Lane 3； Co-Cr-Mo alloy-bond
serum proteins and S. aureus proteins. The serum protein
bond alloy particles were incubated with S. aureus extract,
and bond proteins were dissociated with 2％ SDS solution.
The samples were electrophoresed on 10.0％ of polyacry-
lamide gel. The proteins were stained by a silver stain
method, followed by densitometory.

Fig.2 Scanning electron microscopic observation of serum protein
complexes and IgG-IgG complexes
Left picture；Co-Cr-Mo alloy was incubated with bovine serum,
and washed with PBS and pure water. Right picture； Co-Cr-
Mo alloy was incubated with rabbit serum and washed with
PBS and pure water, then incubated in bovine anti-rabbit IgG
solution, followed by washed with PBS and pure water. The
samples were treated by gold evaporation.
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になっていると、少ない数の菌でも増殖する 12）。インプラ

ント表面でも類似の現象が起きる可能性がある。

インプラントの表面に付着した細菌は、栄養、水分、pH、

温度、二酸化炭素など良好な増殖環境に恵まれて増殖する。

バイオフィルムの形成においては、クォーラムセンシング

（微生物が細胞密度を感知して、一定の密度に達すると特定

の遺伝子を発現させる機構をクォーラムセンシングとよび、

情報を伝達する分子をクォーラムセンシングシグナル分子と

よぶ）が大きな役割を果たす。増殖した菌が一定数に達する

とクォーラムセンシングシグナル分子が産生され、バイオ

フィルムが構築される。

バイオフィルムは、細菌の単なる集塊ではなく、集団にお

ける菌体間情報伝達と遺伝子発現の制御システムであり、病

原性の発現にも関わっている 13）。構造的に内部に物質が浸

透し難いために、抗生物質に対して強い抵抗性示し、簡単に

除去することができない。そのために感染症を引き起こ

し14）、場合によっては再置換手術が必要になる15）。

人工関節感染症例では、Coagulase - negative staphylo-

cocci（30 - 43％）、S.aureus（12 - 23％）、Streptococci（9 -

10％）などの菌が検出されている16）。体内には、球菌が中心

になってバイオフィルムを作りやすい理由があるのかも知れ

ない。

口腔内インプラントは常に大量の細菌に曝されているが、

細菌の付着には唾液中のタンパク質成分が関与してい

る17, 18）。プロリンリッチ糖タンパク質 19）はP.gingivalisの付

着に促進的に働くと考えられるが、分泌型IgAは促進的にも

抑制的にも働く可能性がある。インプラント表面におけるバ

イオフィルムの形成は、これらの分子の他にリゾチームの影

響も受けるであろう。

3.4 もう一つの過程：タンパク質分子によるイオン溶出

の促進

これまで、バイオフィルムの形成過程について微生物側か

ら見てきたが、その間、金属側にはどのような変化が起こる

のであろうか。

はじめに金属表面にタンパク質分子が結合したとき、金属

表面からのイオン溶出が促進されるかどうかを調べた。新し

い粒状のCo - 29Cr- 6 Mo合金をメタノールと純水で超音波

洗浄した後、PBSまたは血清中で37℃、20分間インキュ

ベートすると金属イオンが溶出される。血清とインキュベー

トすると、PBSの約2倍量のCoイオンと約6倍量のMoイオ

ンが溶出される。次に、一度血清で処理した金属粒子を2％

SDS存在下で超音波洗浄し、さらにメタノールと純水で洗

浄したCo - Cr- Mo合金粒子を用いて、再度イオンの溶出を

試みると、PBSではCoイオンもMoイオンも検出されない。

しかし、血清ではCoイオンは溶出されないが、Moイオン

が僅かに溶出される。このように、血清には特定のイオンの

溶出を促進する作用があると考えられる。これを金属側から

見ると、表面から特定の金属イオンが選択的に持ち去られる

ことになる。

金属イオンの解離は、どのような形で進行するのであろう

か。Sousaら 2 0）は、T i表面で結合したA lbuminが血清

A lbuminに置換されることを報告している。このとき、金

属表面から離れるA lbuminがTiイオンを結合したまま解離

する可能性がある。もしそうであれば、Co - 29Cr- 6 Mo合金

の場合は、組成金属原子が血清タンパク質により表面から奪

われる可能性がある。これを、金属イオンによる血清タンパ

ク質の吸収スペクトル変化を利用して調べた。希釈血清に金

属イオンを加えると、吸収スペクトルが変化する。その変化

を差スペクトルで示した。Fig.4に示すように、差スペクト

ルの形は金属イオンにより異なり、変化量は金属イオンの濃

度に依存する。このことを踏まえて、Co - 29Cr- 6 Mo合金粒

子（粒径600μm）1粒または10粒を3.0 mLの希釈血清に加

え、紫外部吸収スペクトルを測定した。Fig.5のように、わ

ずか1粒の粒子であっても、血清タンパク質の吸収スペクト

ルが変化する。このことは、タンパク質分子が金属イオンを

受け取ったことを示唆している。

金属表面からのイオンの解離は、タンパク質分子だけでは

なく接着している細胞の影響も受けると考えられる。インプ

ラントの表面にはこのタンパク層の外に組織細胞または微生

物が付着している。これらの細胞が放出する水素イオンや塩

素イオンは、電気化学的に金属イオンの解離を促進する。ま

た、生体にとっては、医療用金属材料は異物であり、体内に

導入されると生体防御反応を引き起こす 21）。インプラント

Fig.4 Absorption spectral changes of serum proteins
The diluted bovine serum（ approximately 1.5mg protein/ml）
was incubated with metallic ions at a final concentration of 
1μM. After 20 min incubation at 37℃ , absorption spectrum
was determined. Difference spectrum was obtained by sub-
traction of the absorption spectrum of serum without metallic
ions from that of with metallic ions.
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表面では、食細胞の貪食性と活性酸素産生系が活性化され、

表面の侵食と金属イオンの解離が促進されると考えられる。

どのような様式であれ、解離した金属イオンは体液流に乗っ

て流通しているタンパク質に持ち去られるから、インプラン

ト表面からの金属イオンの解離は持続することになる。長い

年月の間に腐蝕が進行するのは、このような機構によるので

あろう。

4 今後の展望

従来、金属材料の生体適合性は、細胞適合性として評価さ

れてきたが、前述のように金属表面からのタンパク質分子よ

り金属イオンの溶出があり、血清タンパク質の結合がバイオ

フィルム形成の基盤になることを考えると、より安全なイン

プラントを開発するためには、細胞適合性に加えてタンパク

質分子適合性とバイオフィルム形成性についても検討が必要

である。

4.1 タンパク質分子の侵蝕作用

現在、金属表面のタンパク質による修飾機構について、以

下のような作業仮説を設定している。

金属表面の原子は組織内部の原子と原子間の結合様式が異

なっている。最外側原子の電子は内側に引き寄せられている。

そこにタンパク質分子が近づくと、界面エネルギーで吸着さ

れる。また、一部のタンパク質は対象分子の構造を識別して

結合する。その場合も界面エネルギーによる吸着が起こる。

タンパク質分子は金属原子またイオンと結合するとコンフォ

メーション変化（タンパク質分子が、pHや周囲に存在する

イオン、あるいは結合するリガンドなどの影響を受けたとき

にみられる立体構造の変化）を引き起こす。このとき、吸光

度が上がるから、軌道エネルギーが大きくなっている。これ

はタンパク質分子のπ電子エネルギーが下がっていることだ

から、タンパク質分子の電子は金属側に移っている。金属は

電子をつぎ込まれると金属原子間の結合が緩み、表面から遊

離しやすくなる。このように、タンパク質分子は金属側の電

子要求に対して、立体構造を変えることにより対応する。金

属イオンと結合したまま構造変化することにより最外側原子

は組織から引き離され、タンパク質分子側に取り込まれる。

これによりタンパク質分子の金属表面との結合力が弱くな

る。そこに新しいタンパク質分子が近づいてくると、それに

追い出される形で置換される。金属表面を離れると金属イオ

ンを結合したタンパク質分子のあるものは直近の細胞に取り

込まれ、他のものは体液循環により全身に運ばれる。この現

象の継続により、硬い金属表面が修飾される。

これはあくまでも仮説である。柔らかいタンパク質分子が、

硬い金属表面から原子を一つずつ剥がしてゆくメカニズムを

解き明かす領域が、バイオフィルム形成を抑制する一助にな

るであろう。

4.2 バイオフィルムの形成とクォーラムセンシングシグ

ナル伝達機構

バイオフィルムの形成には、クォーラムセンシングシグナ

ル伝達機構（一定の密度に達した菌がシグナル分子を放出し、

その分子を受容した菌が菌体内で新たに遺伝情報を発現する

ための一連の反応系）が必要である。金属表面にタンパク質

分子が結合するとそれを基点にして菌体が結合し、増殖が始

まる。増殖した菌は、一定の密度に達するとクォーラムセン

シングシグナル分子を出して、新たな遺伝子を発現させ、菌

体間の新たな関係を構築する。この過程に関しては、既に多

くの報告がある 22 - 24）。しかし、それぞれの過程にCo、Cr、

M oなどの金属イオンはどのような影響を及ぼすのか。

クォーラムセンシングシグナル分子の発現や作用に対する金

属イオンの影響は、ほとんど明らかにされていない。金属イ

オンの影響を調べるには、これまでのクォーラムセンシング

シグナル伝達機構に関する研究よりも遙かに多くの研究が必

要になるであろう。金属イオンは、クォーラムセンシングシ

グナル伝達機構の制御因子になるかも知れない。

これからの金属系生体材料の生体適合性として、バイオ

フィルム形成も評価項目に加える必要があろう 2 5）。また、

抗菌性についても、微生物の付着や増殖を抑制するという面

に加えて、クォーラムセンシングシグナル伝達機構を抑制す

るという面も評価する必要がある。

Fig.5 Absorption spectral changes of serum proteins
The diluted bovine serum（ approximately 1.5mg protein/ml）
was incubated with 1 or 10 particles（with a 600μm of diame-
ter）of Co-Cr-Mo alloy at 37℃ for 20 min. Difference spectrum
was obtained by subtraction of the absorption spectrum of
serum without alloy particle from that of with alloy particles.
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