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i．研 究背 景 及 び 目 的

　現在 の 医療 で は、我 々 の 組織や臓器 が 医薬で 治 せ な い ほ ど

大きく損傷を受けた揚合、
一

般 的に 人 工 臓器 や 臓 器 移植が 行 わ

れ る。しか しこれ らは 完 全 な 技 術 で は な い た め 、組織 の 再 生 や再

構築 によっ て 相補う再 生 医療技術の 発展が求 め られて い る。この

組織 再 生 に は 細 胞 の 足 場材料や 三 次 元 組織培養基材 が 必要

不 可 欠 で あり、多様 な研 究 が 進 め られ て い る
  。そ の

一
つ に、

三 次元培養基材か らの 細胞 の 脱着を容易 にす る た め、ポ リマ

ー
表面をta　nm 〜数 um の 凹凸構造 に する方 法 が ある

（2）
。　PTFE

（polytetrafiuoroethylene）
へ の イオ ン ビーム 照 射 で も、微 細 加 工 が

で き、直径 1μ m 弱 の 孔 や 数十 μ m 間隔 の 凹 凸 、あるい は 数十

μ m 長の 突起とい っ た構造を 成形 できる
（3）

。 さらに化学的安定 性

に より生 体 反 応 も低 く、延 伸 加 工 に よ り多 孔 質 に した ePTFE

（expanded 　polytetrafiuoroethylene）はす で に 人 工 血 管
く8）’（9）

等 の

生 体材料として使用 され 、イオ ン ビーム 照射に よっ て 細胞接着性

の 取得も見出され て い る
 
。以上 の こ とか ら、イオ ン ビー

ム 照 射 に

より表 面 を微 細 構 造 に した PTFE も、三 次 元 組 織培養 基 材として

の 利 用 が 期 待 で きる 。 本 研 究 で は、イオ ン ビ ーム 照 射 に よ り

PTFE 表面 に微 細構 造 を作 製 し、細 胞 接着性 評 価 に必 要 な 表 層

物性解析および細胞接着性 っ い て 検討 した。

2．実験方法

2−1 イオン注 入実験
基材 に ｝姉 販 の PTFE シ

ー
ト（厚さ0．5  、ニ チア ス 製）を使用

し、〔独 ）理化学研究所 TK −100 イオン 注入装置によりイオン ビー

ム 照射を行 っ た 。照射 条件 は 、N2
＋

イ オ ン を加 速 エ ネル ギ ー

80keV 、電流密度 10 μ A ／cm2 、照射 量 1× IO
「5〜1× 1017ionゴcm2

の 条件 にて 行っ た 。 また照射面積 は 9cm2 （3cm × 3cm ）、イオ ン

注入中の 真空度 は 1× 10
’s

　Torr程度で あっ た。照酎表面 に つ い

て は、走査 型 電 子 顕微鏡（SEM ）による観察を行 い 、表 面特性 とし

て濡 れ 性 と表 面 官能基 を調 べ るた め 、水 との接触角測定 お よび

全反 射フ ーリエ 変換赤外線分光（ArR 〆F1」IR．）測定を行 っ た 。

2−2 細 胞 接 着 実 験

　細胞培養ディッ シ ュ （FALCON 製 3004、材質 ；ポリス チ レ ン 〉に

lcm × lcm に 切 断 した 試 料 を置 き、マ ウ ス 由 来線 維 芽 細 胞

（L929）を 2 × lo5cellsfdishの 密 度 で 播 種 し た 。 培 地 に は

RPMIl640 に ウシ 胎児血清を 10％加 えたもの を使用 し、インキ ュ

ベ ー
タ （ASTEC 製 ：5％ CO2雰囲気 、 365℃）内で、3 日 、 70 、

11 目間培養 した。培養後 は 試料 上 の 細胞を固 定 ・乾燥させ 、
SEM で観察 し、増殖

・
伸展 の 状態を観察 した。

3．結 果

3−1 イオン注 入 に よる PTFE の 表面改質

3−1−1 表 面 形 状

Fig．　1に 未照射 お よび照射量 lxlol5、1・ lo16、1×loi7　ionstcm2

に おける PTFE の 表面形状を示す。照射量 1xlOisionS！cm2 程度
で 直径 1 μ m 弱、深 さ 10 μ m ほどの 孔 が形 成され 表 面 が 茶 色 く

色付 い た。lx1016ion蜘 m2 程度照射する と孔 が増加・拡大 して

未 ス パ ッ タ部分 が柱状 に残 り、表面 はや や薄い 茶色 で あっ た 。 照

射 量 が lx10i7　ions／cm2 に至 ると照 射 面 は 長 さ 40 μ m か ら 100 μ

m の 突起 に覆 わ れ 、変色 は 見 られ なか っ た。以 後 これ ら
一

連 の

表 面 の 形 状変 化 を 未 照 射 → 細 孔 状 （lxloi5ions〆cm2 ）→ 柱 状

（1 × 1016ions〆cm2 ）→ 突起 状 （lxlOl7ions 〆 
2
）と表 記 す る。

3−1−2 表面 の 濡れ性

　表面 の 濡 れ性は、細胞接着に影響 を与 えることが 知 られ て い

る。そこで、各形状 につ い て 水 の 接触角 〔接触角計 ：協和界面科

学 株 式 会 社 製 Cん X 型 Fmas 、液 離 ：直 径 1．8mm 、3．1μ 1
の 蒸留水を使用）によっ て測定した。結果を Fig．2 に示 す。未照

射状態か ら細孔 状 （〜lxlOi5ionSicm2）に か けて 接触角 は約 90
°

に 低 下 す るが 、柱状 か ら突起状 （〜1× 10i7　ionsfcm2）へ 照 射量が

増加するに つ れ て 150
°

以 上 に増加 した。

3−1−3 表面 官能基

　表 面 官能基 は 、細胞接着や表 面 の 濡れ 性 に影響を及 ぼすた

め 、A工RfFT−IR 測定 （Nicolet　ee　NEXUS470FT −IR）を行 っ た。結

果を Fig．3 に示す。細孔状か ら柱状 （Fig．3b ，
　c，

　d）にかけて

PIFE 固有 の
一CF2 − （1205cm

−1
）及 び

一CF3 （1150 
一1

）が減少

し、− C ＝C −
（1645cm

− 1
）、C ＝0 （1720cm

− 1
）、− CH2 −

（2936 −2916cm
− 1

、1475cm
− 1

）、C − OH （3600−3200cm
−］

）が 出

現・増加 した。そ して 突 起 状 （Fig．3e ，　f）に 至 る と出現 した 4っ の

官能基 や結合は減少 ・消 滅 し、再 び 一CF2 一と一CF3 が 増加 して

未 照 射状態 と類似の 結果 が得られ た 。 ただ し 、 測定時 に 光学結
晶子 の 先端 を対 象試料 に 押 し付 け た 際、突起 状 表 面 の 場 合 は

突起が つ ぶれる。それ ゆ え、突起先端と側 面 を含めた突起全体

の 結果 と考 える。

3−2 細胞接着性実験

　主 に突起状表面の 試料 の 場合、ll 日間培養後 の 細胞 固 定時

に PBS （リン 酸緩衝生理食塩水）で の 洗浄 中に 浮遊す る細胞 の

塊 を複数 目視で きた。作業は ク リーン ベ ン チ 内 に て 行 っ て い るた

め 、大 気 中の 不 純物で は なくシ ャ
ーレ 内 で 伸展 した細胞 の

一
部

と考えられ る。 結果 を Fig．4 に 示 す 。 未照射表面上 で は培養期

間 に因 らず細 胞 の 接着 ・伸展 は ほ とん ど確 認 され な か っ た。しか
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しイオ ンビ ーム を照射 した 表 面 上で は、細胞 は 接着・伸 展 し、培
養期間 が長くなるほ ど粘着する数 が増加 した様子 が 観察された。
ま ず培養 3 日 目で は 、細 孔 状 お よ び 柱 状 表 面 で 細胞 は 平 た く広

が っ た 状態 に 変形 し、突起状表面 で は 突起 の 先端部分を渡るよ

うに 偽 足 を伸 ば した 状態 で 接着 して い た。そ して 培養 7 口 目で は

接着した 細胞の 数 は より増加 し、培養 11 日 目に なると、さらに 増

加 した 細 胞 は、個々 の 細 胞 の 境界 が なくな り、基 材
一

面 をシ
ート

状 になっ て覆 っ て い た。た だ し無 秩 序 に、亀裂や 剥 離 部 分 が あ り、
そ の 数 は 細孔 状、柱状、突起状の 順 で 多く見 られ た。

4．考察
4−1 イオン 注入 に よる PTFE の 表面改質

イオ ン 照 射 量 の 増 加 （1・ 1015〜 lxlO17　ions／cm2 ）に 伴 う形 状変

化 は、始 め に微細な孔 が 形成され 、これ ら孔 数 の 増加 や 孔 径 の

拡 大 に 伴 っ て 柱状 に 残され た部分 が 突起 へ と変化 す る。
こ の 形

状変化 お よび 表 面 の 濡 れ 性 と表 面 官能基の 測 定か ら、各形 状 の

表面特性 は 次 の ようにまとめられ る。まず細孔状表面 は、イオン

ビー
ム に よっ て F 原 子 が脱離し、炭化す る。その た め ア モ ル フ ァ

ス
・カーボ ン が 生 成され ると同時に 、F 原子 の 脱離部分 で 親水性

の ある C ＝0 や
一

〇H が 生 成され、未照射表面よりも接触角 は 減

少 す る。そ して 柱 状 表 面 は 、脱 フ ッ 化 に 伴 っ て 親 水 性 の 官能 基

の 導 入 数も増加 す るもの の 細 孔 状 よりも平 面 部分が 減 少 す るこ と

で 形 状効果 によ っ て 再 び 接 触 角 は増 加 し、未照射表面と同程度

に戻 る。 そ して 突 起 状 表 面 で は、官能 基 は 未 照 射 状 態 とほ ぼ 等

しい もの の 、微細な突起 に よる形状効果 が 強 く影響 して 、未 照 射

表面よりも接触角が 大きな超撥水性を示 す。

4−2 細胞接着性実験
　 PTFE 表 面 は 未照射 の 状 態で は 細胞 の 接 着・伸 展 は ほ とん ど

しない が、イオ ン ビー
ム を照射す ると細胞 は 接着・伸展 し、培養

期間 が 長くなる ほ ど粘着細胞 の 数 は増加 し て 基材表面 を覆う面

積も拡大する。培養 ll 日 目 に観 察され た シ
ー

ト状 の 細胞 の 亀裂

は SEM 観察用試料作製における脱水作業で の 乾燥中 に生 じた

もの で あ り、剥離 は前 述 の 培養液中に 生 じた 水 流の 影 響 で あると

考え られる。した が っ て 細胞 の 剥 離 は 細 胞 付着力 と関係 が あ り、
剥離 が 少 な い ほ ど基材表 面 へ の 付着力 が 高い と言 える。 また 、
細 胞 は 基 材 に対 し、細胞全 面 で基材 に接着して い るの で は なく、
焦点接着と呼ばれ る極めて 限られた領域だけで接 して い ることが

わ か っ て い る
（5）

こ とか らも、細 孔 状、柱状、突 起 状 の 順 で そ の 接

着 領 域 も減 少 し、こ の 順 で 基 材 へ の 細 胞 付 着 力 は 低 下 す ると言

える。

5．まとめ

　PTFE 表面はイオ ン ビーム 照射 により微細構造を作製するこ と

が で き、さらに細 胞 接 着 性 も付 与 す るこ とが で きる。特 に lxlO呈7

ions！cm2 程度の 照射量 に より表 面 を突起状 にす ることで 、新たな

官能基 の 導入 をほ とん ど無 しに、超撥水性 の ある細胞培養 が 可

能 な表 面 に 改 質す るこ とがで きる。こ の 表面 上 で 伸 展 した 細 胞 は 、
突起 の 先端部分 に 接触 して い る状態 で あるた め 容易 に 剥 離 で き

る。し た がっ て 突 起 状 PTFE の 表 面 で 細 胞 を培 養 す れ ば、細胞

間の 生 理 的機能 を維 持 した 状態 で 回 収 で きるた め、三 次元 培養

基材 として の 利用 が期待で きる。
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Fig．1PTFE 　surface　 and 　 cross 　sectional 　SEM 　images　of 　the

no ・irradiated　and 　i皿 adiated 　with 　changing 　ion　doses．
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Fig ．2Water　 contaCt　 angle 　 of 　the　 no −irradiated　 and 　 irradiated
PIFE 　sur 血ce 　with 　changing 　ion　doses．
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Fig．3FT 」IR 　spec 廿 a 　of 　the　PTFE 　surface 　with 　changing 　ion
doses：（a ）no −irradiated，（b）lxlOis　ionS！cm2 ，（c）5xlelsionS／cm2 ，
（d）1 ・ 10 ’6i

・ nStcm2 ，（e）5・ 10’6i
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， （O　l・10’7i
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Fig．4SEM 　images　of 　the　 no −i1Tadiated　and 　i1Tadiated　PTFE

su血 ce　 with 　changing 　 ion　doses　 aftcr 　 3　days　 and 　l　l　 days
incubat茎on ．
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