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1.　緒 言

現在、我が国は超高齢社会を迎えており、加齢による生
体機能の低下や損失に加え、事故や疾病による身体の機能
障害や機能不全に苦しむ患者数は増加している。失われた
人体機能を再建し患者の QOL（Quality of Life）を向上させ
るため、人工関節などのインプラントを埋入する外科的手
術が多く行われる。インプラントを埋入する際、インプラ
ント周囲は血流が乏しく、細菌が繁殖しやすい環境になる
ため細菌感染が起こりやすく、合併症のリスクが伴う。さ
らに局所的な炎症、糖尿病や腎不全などの患者側の因子も
加わり体系的な処置が困難になる恐れがある1）, 2）。患部の早
期回復、インプラントと生体組織との接着およびインプラ
ント本来の機能を適切に発揮するためには、感染症・炎症
の予防および治療が必須であり、外科的処置を除けば、抗
生物質、抗炎症薬、抗血液凝固剤あるいは抗再狭窄剤など
の薬剤の静脈内投与、経口投与あるいは筋肉内投与が行わ
れる3）, 4）。しかし、吸収効率の低さや全身の血管を介した輸
送のため、ほとんどの薬剤は代謝あるいは体外へ排泄され
てしまい、投与された薬剤のほんの一部しか標的作用部位
へ到達できないため血中の薬剤濃度を長期間有効領域に保
つことは難しい。薬剤の治療効果を得るために行われる大
量頻回投与では、疾患部位以外での薬剤濃度が上昇し、標
的組織以外での副作用の原因となる問題があり、このよう
な薬剤管理には限界があると考えられている5）, 6）。そこで、
この課題を克服するために、埋入部位でのインプラントか
らの局所的な薬剤投与が注目されている。こうした投薬の

効果を体内で時間的、空間的にコントロールする技術はド
ラッグデリバリーシステム（Drug Delivery System: DDS）と
呼ばれ、特に埋入部位からの DDSは局所ドラッグデリバ
リーシステム（Local Drug Delivery System: LDDS）と呼ばれ
る7）。局所的な投薬を可能とする LDDSには多くの利点が
存在する。例えば、目的組織外への薬剤の影響を最低限に
留め深刻な副作用が生じにくいこと、作用組織付近の薬剤
濃度を適正に保ちやすいこと、肝臓などの作用による薬剤
除去が生じず薬剤効率が向上することなどが挙げられる。

LDDSでは、インプラントをリザ  ーバーとする場合、薬
剤担持のためにインプラントの表面積は大きいことが望
ましい。金属材料の表面積を増大させる手法としてエッチ
ング法、ゾルゲル法、水熱法など様々な手法が検討されて
きた 8）, 9）。ナノサイエンスやナノエンジニアリングの発展
により、金属材料でもナノオーダーでの構造制御が可能に
なった。金属表面を電気化学的に酸化する陽極酸化法は、
大型な装置や複雑な工程を必要としないため、安価であり、
電解液、印加電圧、時間、温度を制御することで、容易に
ナノオーダーで構造を制御できる利点を有する。陽極酸化
によるナノ構造付与としては、ポーラスアルミナ 10-12）やチ
タニアナノチューブ 13）, 14）が広く知られている。ステンレス
鋼においても陽極酸化処理により鋼表面にナノサイズの細
孔（ナノホール）が付与できる15）。ステンレス鋼ナノホール
は下地鋼に直接発現することからチタニアナノチューブで
危惧される脆弱性は問題とならない。また、陽極酸化処理
によって SUS316Lステンレス鋼表面にナノホールを付与し
た試料上で細胞増殖および細胞活性が向上する16）ことから、
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インプラント表面へのナノホール付与によるインプラント
埋入後の生体適合性向上が期待される。
本研究では、SUS316Lステンレス鋼に陽極酸化処理に

よってナノホールを生成し、さらにⅠ型コラーゲンを塗布
した試料の薬剤放出試験を行い、ナノホール構造やコラー
ゲン塗布が薬剤放出挙動に及ぼす影響について検討した。

2.　実験方法

2.1 試料
供試材は SUS316Lステンレス鋼（Cr: 17.35, Ni:12.18, Mo: 

2.07, Mn: 1.20, Si: 0.63, P: 0.030, C: 0.011, S:0.001, Fe: bal.
（mass%））とした。放電加工機を用いて直径 ϕ15.5 mm、厚
さ 1 mmの円板状試料を作製し、表面を SiC耐水研磨紙
で #2000まで湿式研磨した。その後、アセトン、エタノー
ル、脱イオン水の順に超音波洗浄し、室温にて大気乾燥し
た。陽極酸化には白金を対極とする二電極電気化学セルを
用い、電解溶液には 2.01 M NaClO4を含むエチレングリコー
ルを用いた。試料への印加電圧を 0 Vから所定の電圧（20、
40 V）まで挿引速度 0.1 V/sで挿引し、電解電圧に到達後は
300秒間定電位分極を行った。その後、アセトン、エタノー
ル、脱イオン水中にて超音波洗浄し、乾燥した。試料の表
面構造は電界放射型走査型電子顕微鏡（FE-SEM; JSM-6500; 
JEOL）および原子間力顕微鏡（AFM; SPM9500; Shimadzu）
を用いて観察した。

2.2 コラーゲン塗布
試料表面に 3 mg/mlのⅠ型コラーゲン溶液（コラーゲン

タイプⅠウシ真皮由来（ペプシン可溶化），PSC-1-100-20, 
nippi）を 0.2 ml滴下し、37℃のオーブン内で乾燥させた。
乾燥後、コラーゲン再構成のために pH7.4のリン酸緩衝生
理食塩水（PBS溶液）を試料表面に 1.2 ml滴下し、37℃の
オーブン内で乾燥させた。再構成後、試料表面上に残った
余分な PBSを除去するために脱イオン水で洗浄した。コ
ラーゲン塗布後、FE-SEMを用いて形態観察を行った。

2.3 薬剤導入
モデル薬剤としてウシ血清由来アルブミン（Bovine Serum 

Albumin：BSA）を用いた。2 mg/mlの BSA溶液を容器に
注ぎ、試料を容器底面に設置し BSA溶液に浸漬させた。
その後、試料ごと容器をデシケーター内に移して真空引き
し、1分間保持した後、ゆっくりと大気圧に戻した。試料
を BSA溶液から取り出し 37℃のオーブン内で乾燥させた
後、試料裏面に付着した過剰な BSAを拭き取った。上記の
薬剤導入操作を 3回行った。

2.4 薬剤放出試験
薬剤導入後の各試料を用い薬剤放出実験を行った。試料
を 24ウェルプレートの底面に設置し、1.5 ml/wellの PBS
溶液中での薬剤放出量を測定した。薬剤放出試験は 37℃、
湿度 52%に保たれたクールインキュベーター（CN-25C, 

Mitsubishi Electric Engineering）内において行い、32日間、
所定の時間間隔で薬剤放出を測定した。なお、測定毎に採
取した溶液と同量の PBS溶液を新たに加えた 。

PBS溶液中に放出された薬剤量は BCA Protein Assay Kit
（Thermo Scientific）を用いて、562 nmにおける吸光度を
Microplate Reader（SH-9000, Corona Electric）にて測定し求め
た。また、薬剤放出試験終了後に Sirius Red（Polysciences）
を用いて、PBS溶液へのコラーゲン溶出量の測定を行った。

3.　実験結果と考察

3.1 試料形態
陽極酸化処理によって試料表面に付与された微細構造を
確認するため、FE-SEM観察を行った。Fig. 1に示すよう
に、陽極酸化電圧 20 Vおよび 40 Vのいずれの電圧条件の
陽極酸化試料においても試料表面に規則的に配列したナノ
ホール構造が確認された。ナノホールのポア径は陽極酸化
20 V試料にて 25.6±1.8 nm、陽極酸化 40 V試料にて 188.8
±26.2 nmであった。陽極酸化処理に用いたセルは、試料
上面全面が電解液と接する構造であり、試料表面全面に規
則的に配列したナノホールが確認された。著者らの過去の
研究より、作製したナノホールの深さは陽極酸化 20 V試料
では 1.7 nm程度、陽極酸化 40 V試料では 18.4 nm程度と
考えられる16）。
コラーゲン再構成処理前後の陽極酸化 40 V試料の表面

SEM像を Fig. 2に示す。コラーゲン形状は再構成前後で大
きく変化しており、コラーゲンは再構成処理前では平坦な

（a）

（b）

Fig. 1 SEM images of the self-organized nanopores formed on Type 
316L stainless steel anodized at（a）20 V and（b）40 V.
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膜状構造であったが、再構成処理によって密に絡み合った
繊維状の構造となっている。Müllerらは様々な金属上にコ
ラーゲンを塗布して細胞培養を行ない、コラーゲン塗布試
料上では金属上よりも優れた細胞接着性および細胞増殖性
を示すことを報告している17）。よって、本研究でのコラー
ゲン塗布も細胞に良好な環境となると考えられるため、人
工関節等の骨との接触部への適応では生体適合性の向上が
期待される。

3.2 薬剤放出試験
本研究での薬剤放出量測定に用いたタンパク質測定法の

BCA法では、モデル薬剤として使用したアルブミンの放出
量とコーティング剤として使用したコラーゲンからの溶出
量を分離して評価することが困難である。しかしながら、
Sirius Red染色によりコラーゲン溶出量を検討した結果、薬
剤放出試験終了時に溶液中に溶出していたコラーゲン量は
薬剤放出量の 2%程度と極微量であったことから、本研究
でのコラーゲン溶出量は無視できるものとし、BCA法によ
るタンパク質測定は薬剤放出由来とした。
コラーゲン塗布の有無による薬剤放出挙動への影響につ
いて検討するため、Fig. 3にコラーゲン塗布有り、および
無しの研磨まま試料の薬剤放出試験の結果を示す。コラー
ゲン塗布の有無に関わらず、いずれの試料の薬剤放出挙動
にも試験開始から 8時間の初期に急速に薬剤が放出される
バーストリリースと、その後薬剤が穏やかに放出されるス

ローリリースが確認された。薬剤放出試験開始直後は周辺
の PBS溶液中に薬剤が存在せず、溶液と試料間の大きな濃
度差を駆動力として試料に導入された薬剤は急速に溶液中
に拡散する。その後、時間の経過とともに試料表面と周辺
PBS溶液中との薬剤濃度差が小さくなり、拡散の駆動力も
小さくなる。そのため、バーストリリースからスローリリー
スへと移行したと考えられる。コラーゲン塗布試料では塗
布無し試料よりも放出された薬剤の総量が多く、この傾向
はナノホールを付与した陽極酸化 20 V試料および 40 V試
料でも同様であった。再構成処理後のコラーゲン形状が繊
維状構造であったことから、繊維状のコラーゲン上および
 間に BSAが担持され、薬剤担持量が増加したと考えられ
る。本研究では細胞接着性に優れるコラ ーゲンを用いたが、
コーティングするタンパク質を用途に応じて変化させた場
合にも、薬剤担持量を制御できる可能性がある。
Fig. 4にコラーゲン塗布した研磨まま試料、陽極酸化 20 

V試料および陽極酸化 40 V試料の 32日間の薬剤放出試験
結果を示す。試験終了時点での陽極酸化 40 V試料の放出薬
剤総量は他試料と比較して小さい。しかしながら、試験終
了後に試験溶液を新たな PBS溶液と交換し、放出された薬
剤量を残存薬剤量として 32日間の放出薬剤総量に加えた量
を比較すると、コラーゲン塗布した研磨まま試料、陽極酸
化 20 V試料および陽極酸化 40 V試料間に有意差は認めら
れなかった。今回作製したナノホール構造は非常に径が小
さく浅い構造であったため、表面の凹凸による孔の体積増

（a）

（b）

Fig. 2 SEM images of the self-organized nanopores formed on Type 
316L stainless steel anodized at 40 V（a）without reconstruction 
of collagen and（b）with reconstruction of collagen.
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Fig. 3 Release behavior of BSA from as polished with or without 
collagen for（a）32 days and（b）24 hours.



－259－

スマートプロセス学会誌　第 10巻　第 4号（2021年 7月）

加および表面積増加は僅かであり、薬剤担持量への影響は
小さかったと考えられる。いずれの試料もバーストリリー
ス、スローリリースが確認されたが、陽極酸化 20 V試料お
よび陽極酸化 40 V試料では研磨まま試料と比較して初期の
薬剤放出速度が小さかった。32日間でのバーストリリース
量とスローリリース量の比較を行うため、薬剤放出試験開
始から 8時間までの薬剤放出をバーストリリース、8時間
以降の薬剤放出をスローリリースとし、その割合を Fig. 5
に示す。陽極酸化 20 V試料および陽極酸化 40 V試料のい
ずれのナノホール試料でも研磨まま試料と比較してスロー
リリースの割合が高かった。この傾向はコラーゲン塗布無
しの試料でも同様であった。金属酸化物表面への薬剤担持
では、薬剤と金属表面に生成している酸化物表面の OH基
とが結合し、その後薬剤同士が分子間力などで結合してお
り、金属酸化物表面の OH基との結合は、薬剤同士の結合
よりも強いと報告されている18）。陽極酸化試料では研磨ま
ま試料と比較して金属酸化物表面に OH基が多く存在して
おり、薬剤と OH基との結合割合が多いため、バーストリ
リースが抑制され、スローリリースが増加したと考えられ
る。
以上より、SUS316Lステンレス鋼表面へのナノホール付
与およびコラーゲン塗布は、薬剤導入量の増加および、薬
剤放出速度の制御を実現し、より長期的な薬剤徐放が可能

であったことから、ナノホール構造を付与した SUS316Lス
テンレス鋼は LDDSのプラットホームとして期待できるこ
とが分かった。

4.　結 論

本研究では、SUS316Lステンレス鋼に陽極酸化処理に
よってナノホールを生成し、さらにⅠ型コラーゲンを塗布
した試料の薬剤放出試験を行い、ナノホール構造やコラー
ゲン塗布が薬剤放出挙動に及ぼす影響について検討し、以
下の知見を得た。
1） SUS316Lステンレス鋼表面に形成したナノホールの径
は、陽極酸化 20 V試料では 25.6±1.8 nm、陽極酸化 40 
V試料では 188.8±26.2 nmであった。

2） コラーゲン塗布した試料のコラーゲン形状は、コラー
ゲン再構成前では平坦な膜状構造であったが、再構成
によって密に絡み合った繊維状の構造となることが確
認された。

3） SUS316Lステンレス鋼表面にコラーゲン塗布を行うこ
とで、ナノホール構造の有無に関わらずいずれの試料
においても、薬剤担持量は増加した。

4） SUS316Lステンレス鋼表面に陽極酸化によりナノホー
ル形状を付与した試料では、バーストリリースを抑制
し、スローリリースの割合を増加させた。
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