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反応性スパッタリングで蒸着したアルミナ薄膜の
　　　　　　　　　　抗血栓性に関する基礎的研究

　　　　　　　　　　　　蒸着時における酸素分圧の影響
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Abstrac毛

　　　In　this　paper　the　antithrombogenesis　of　AlumiRa　film　by　reactive　sputtering　in　vitro

test　was　described．　lt　has　long　been　known　that　artificial　surfaces　activate　components

of　the　blood，　both　cellular　and　plasmatic．

　　　We　have　focused　our　attention　on　the　biocompatibility　of　AlumiRas　to　be　applied　oR

artificiai　heart　valve．　Then　we　suggested　that　the　Alumina　ceramics　had　the　same　blood

compatibility　as　silicon　rubber．　However，　it　is　not　easy　to　produce　heart　valves　of

Alumina　ceramics　because　they　are　very　hard　materials．　lf　an　endurable　material　can　be

coated　with　aR　Alumina　film，　it　may　have　a　good　blood　compatibility．　Therefore　we

studied　about　ehe　interaction　of　Alumina　films．

　　　To　observe　effects　of　oxygen　partial　pressures，　several　Alumina　fi｝ms　were　deposited

on　glass　substrates　by　reactive　sputteriRg　and　examined　the　interaction　with　blood　in

vitro　tests．　Activation　of　the　intrinsic　coagulation　system　was　estimated　based　on　Kalli－

krein　activity．　The　platelet　reactivity　was　estimated　by　using　scanning　electron　micro－

scopic　exam魚ations。　The　results　showed　it　had　no　effect　on　the　i就rinsic　coagulation

system　and　10％　oxygen　partial　pressure　was　reasonable　ln　the　platelet　reactivity．

1．はじめに
医用材料は生体組織と接触して用いられるため，生体との馴染み（生体適合性）は重要な特性
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のひとつである。特に，人工弁，人工血管などの人工臓器において，材料の血液適合性は非常に

重要な問題である。一般に，このような人工物に対する異物反応は，血液と接触する材料界面に

おける内因凝固系，血小板系，補体系の活性化によって生じるものと考えられている。

　従来より，我々は人工弁への応用を目的として，生体親和性に優れたアルミナの抗血栓性につ

いて検討を行い，シリコーンと等しい優れた血液適合性を有していることを明らかにしてきた1）。

しかしながら，アルミナはセラミックスであるため，人工弁への応用においては，難加工性，脆

性などの問題が危惧される。したがって，これらの問題を解決するため我々は反応性スパッタリ

ングで生成された，アルミナ薄膜による金属材料の表面改質を試みている。本研究では，反応性

スパッタリング時の酸素分圧（ここでは，パーセントで定義）に対するアルミナ薄膜の抗血栓性

への影響について王nvitro実験で基礎的な検討を行ったので報告する。

　　　　　　　　　　　　　　　2．血栓形成と人工物表面

　これまでの多くの研究によって，血液凝固反応に関する基本的な機序が明らかになってきた2）。

特に，一連の血液凝固反応は，図1で示す初期の吸着反応が重要と考えられている3）。中でも，材

料表面における廊漿タンパク質の吸着は，血栓形成において極めて重要な役割を果たし，吸着す

る血漿タンパク質の種類によって第XII園子（内因系凝固因子）の活性化および面小板の粘着反

応が左右されることが知られている4－6）。

　一血液中には，フィブリノーゲンと呼ばれる血漿タンパク質が2～3mg／ml程度含まれてい

る。フィブリノーゲンにトPンビン（タンパク質分解酵素）が作用することでフィブリンが生成

される。このフィブリンが酵素X　III　aの働きによって橋かけされてフィブリンの網目となり，血

球成分を取り込んで血栓：を形成する。また，トPソビンは前駆体であるプロトロンビンに第Xa甲

子などが作用して生成されたものであり，第Xa因子はその前駆体である第X因子が別の酵索に

よって活性化されたものである。このようなカスケード反応によって，必要な活性化酵素が雪だ

Contaet　between　SURFACES　and　BLOOD

　　　　　　　　　＆

Absorption　of　Water　and　lon

い・・…a・癬…奪轍灘三………三……；・
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Fig．1　lnitial　reaction　in　contact　between　artificial　surfaces　and　components　of　the　blood
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るま式に増加して最終的に架橋フィブリソが生成される。特に，このカスケード反応は第XII困

子の活性化が引金となって開始され，このとき高分子量キニノーゲン，プレヵリクレィンおよび

カリクレインなどのタンパク質が活性化に関与すると考えられている。

　血小板は無核の細胞であり，血液中に20～50×10‘個／mm3含まれている。血小板が刺激を受

けると，異物表面に偽足を出しながら粘着し，さらに多数個の血小板と融合して凝集塊を形成す

る。また，燕小板から種々の物質が放出される。放出物質中には，セロトニン，カルシウムイオ

ン，ADP（Adenosine　diphosphate），　PF　3（Platelet　factor　3）などが含まれており，これらの

物質が放出されることで，さらに血小板の形態変化，粘着，凝集が進行する。

3．実　伊方　法

3．1反応性スパッタリングによるアルミナ薄膜の作成

　アルミナ薄膜の塗膜は，予めクロム酸混液で洗浄，乾燥したガラス基板上に行った。内因系凝

固反応実験では，試料の接触面積（約20　cm2）を大きくするため，基板にはガラスビーズ（直径

0．2～0．25mm）を使用し，血小板反応実験ではスライドガラスを13　mm角に切り出したものを

使用した。反応性スパッタリングによるアルミナ薄膜の成膜；は，RF電力100　W，全圧0．3Pa，

酸素分圧5，10，20％の各条件で行った。成膜には，高周波マグネトロンスパッタリング装置（日

電アネルバ社製　SPF－332　H）を使用した。

3．2アルミナ薄膜の組成分析

　アルミナ薄膜の組成分析は，X線光電子分光法により卜定を行なった。測定は結合エネルギー

0～1000eVの範囲でワイドスキャンを行い，重要と思われる元素について詳細なスキャニング

を行い各アルミナ薄膜の組成比を求めた。すなわち，蒸着膜の化学組成は，A12s，01s，Cls軌

道から放出される原子のエネルギースペクトルを測定し，Al　2　s，01sにおけるスペクトルの積

分強度比から推定（このとき，表面汚染層の影響を取り除くためにClsの結合エネルギーを285．

OeVとして較正した。）を行なった。なお，測定にはESCA－IH（Vaccum　Generator社製）を

使用した。

3．2　内因系凝固因子の活性化に関する実験方法

　本研究では，内因系凝固の活性化評価として，カスケード反応の引金となる第XII因子の活性

化について観察した。実験は結成ペプチド基質法ηを用いて，第XII困子の活性化をカリクレイ

ン量の測定を行って評価した。合成ペプチド基質法は，第XIIa因子（活性化された第XII因子）

によってプレカリクレインが活性化されてできたカリクレインを発色性のある合成ペプチド基質

と反応させ，分光光度計で発色したカリクレインの吸光度を測定する方法である。これより，間

接的に第XIIa因子の量を評緬することが可能となる。

　図2に合成ペプチド基質法による内庶系凝固反応に関する実験手順を示す。ガラスビーズ上に

成卜したアルミナ薄膜試料をヒト標準血漿に入れ，血漿中に存在する阻害タンパク質による失活

反応を抑制するために，0℃で60分間培養した後，トリス塩酸緩衝液で希釈を行った。希釈した

ヒト標準血漿に合成ペプチド基質液（Kabi社製，発色性合成基質S－2302テストチ…一・ム）を入れ，

37℃で正確に10分間培養を行い，酢酸を際目えて反応を停止させたのちに反応した合成基質の吸光

度（波長405nrn）を分光光度計（日本分光祉製，　Ubest－50）を用いて測定した。
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3．3血小板反応に関する実験方法

　図3に血小板反応に関する実験手順を示す。採血にはうさぎを使用し，採血後直ちに3．8％クエ

ン酸ナトリウム水溶液（クエン酸ナトリウム水溶液1に対して血液9の割合）を加えて面液凝固

反応を阻止した7＞。その後，採血した血液を遠心分離（300G，10　min）してPRP（Platelet　Rich

Plasma）を作；成し，　PPP（Platelet　Poor　Plasma）で希釈しPRP内の血小板数を7×105　cells／

mm3程度に調i整した。調整したPRPをプレパラート基板上に酸素分圧を変化させて成倒したア

ルミナ薄膜に滴下し，37℃で60分間培養した後，生理食塩水で洗浄してグルタルアルデヒドで粘

着した壷小板の固定化を行った。さらに，固定化した各試料を臨界点乾燥させて走査型電子顕微

鏡（SEM，日本電子社製，　JSM－T　20）　で試料上の血小板の観察を行った。

4．実　験結果

4．1アルミナ薄膜の組成分析

　表1に実験で使絹した各アルミナ薄膜試料のX線光電子分光法による組成分析結果を示す。結

果より，アルミニウム原子に対する酸素原子の組成比には，酸素分圧の違いによりぼらつきがあ

ることが分かる。これより，酸素分圧5％のアルミナ薄膜で最も単結晶アルミナの組成比に近い

ことが示されている。また，酸素分圧20％のアルミナ薄膜では，単結晶アルミナの組成比より！0％

程度少なく，酸素分圧10％のアルミナ薄膜では，20％程度少ないことが示されている。
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4，2　内國系凝固因子の活性化

　園4に，ガラスビーズのみを用いたときの経暗

的なカリクレインの吸光度変化について示す。こ

れより，ガラスビーズとヒト標準血漿との培養後

60分までは，経時的に吸光度は上昇し，第XII因

子の活性化が進んでいることが示されている。ま

た，培養後60分以後，120分および180分ではカ

リクレイソの吸光度はほとんど変化が見られない

ことから，本研究では内因系凝固因子の活性化反

応時間を60分と定めて実験を行った。

Table　1
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O　and　Al　composition　of　Alumina

films　by　reactive　sputtering

Sample O／A1

Single　Crystal　A1203 1．50

A正203film（5％02） 1．52

A1、0，　film（10％0、） 1．15

AI203　film（20％0、） 1．36
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Fig．5　Comparison　of　Kallikrein　activity　on

　　　　Alimina　films　by　reactive　sputtering

　　　　（PQwer　：100W，　Total　Pressure二〇．3

　　　　Pa）　after　60　minutes　incubation

　図5に各アルミナ薄膜でのカリクレイソの吸光度を示す。結果より，いずれの条件で成膜した

アルミナ薄膜においてもカリクレイソの吸光度で大きな違いはみられず，およそ等しい値を示し

ていることが分かる。

4．3血小板反応

　図6に各アルミナ薄膜と接触させた培養後60分における血小板の様子（SEM，倍率1000倍）

を示す。これより，（a）に示す酸素分圧5％で成嘉したアルミナ薄膜では，多くのPt小板で偽足が

形成されていることが分かる。また，（c）に示す酸索分圧20％で成膜したアルミナ薄膜では，血小

板が膜に粘着して張り付いている様子が示されている。これらに比べて，（b）に示す酸素分圧10％

で成膜したアルミナ薄膜は，血小板の偽足形成および粘着が少なく最も良好な結果が得られてい

ることが分かる。
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（a）　Oxygen　Partial　Pressure　5％．．

（b）　Oxygen　Partial　Pressure　10％

（c）　Oxygen　Partial　Pressure　200／o

1 o 1．1皿

6

Fig．6 Comparison　of　adherent　platelets　on　Almina　films　by　reactive　sputtering　（PQwer：　100W，　Total

Pressure　：　O．3Pa）　after　60　minutes　incubation
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5．考 察

　血液は，正常な血管内皮細胞以外の人工物など異物と接触することで，内困凝固系，血小板系，

補体系の活性化を引き起こして血栓を形成することが知られている8－1θ）。我々は材料の抗癒栓性

について，内因系凝固因子の活性化および血小板反応に関する盈vitro実験から基礎i的な評価を

試みた。特に，本研究では反応性スパッタリングで成膜されたアルミナ薄膜の酸素分圧による影

響について観察を行った。

　内因系凝固庭子は，第XII困子の活性化によって一一連のカスケード反応が進行し，最終的に不

溶性であるフィブリン析出によってフィブリソ血栓：を引き起こす。そのため，カスケード反応の

初期にあたる第XH因子の一生化は，フィブリン血栓の形成に大きな影響を与える。本研究では，

カリクレイソ量を比較することで各アルミナ薄膜の内困系凝固困子の活性化に関する評価を行っ

た。その結果，酸素分圧を変化させて成為した各アルミナ薄膜においてカリクレイン量に大きな

差は見られないことが分かった。これより，内園系凝固反応において反応性スパッタリングで成

膜されたアルミナ薄膜では，酸素分圧による抗撫栓性への影響が少ないことが示唆された。

　血小板は，異物表面で偽足を出しながら粘着して多数個の血小板を凝集させ，さらに血小板か

ら放出された穎粒内包物によって，その凝集は～層促進される。そのため，血小板の形態変化は

血小板血栓の形成に大きな影響を与える。本研究では，電子顕微鏡による血小板の形態観察から，

アルミナ薄膜の血小板反応に関する評価を行った。結果より，血小板反応は薄膜蒸着時の酸素分

圧に影響され，酸素分圧5％および20％で血小板の偽足形成，粘着が顕著に観察された。これよ

り，酸素分圧10％で成膜したアルミナ薄膜が最も騰小板反応が低いことが示唆された。

6．ま　　と　　め

　人工臓器の開発において，材料の生体適合性は重要な問題である。特に，抗血栓性は医用材料

として最も重要な機能のひとつにあげられる。本研究では，反応性スパッタリングで成糊したア

ルミナ薄膜の抗血栓性に関する基礎的な評価として，蒸着時の酸素分圧の影響について検討を

行った。結果より，アルミナ薄膜は内困系凝固反応において酸素分圧の影響を受けないことが示

された。また，血小板反応において酸素分圧による変化がみられ，酸素分圧10％で最も血小板反

応が少ないことが示唆された。
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