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研究成果の概要（和文）：ダイヤモンド状炭素（DLC: Diamond-like Carbon）は生体適合性被膜処理として実用
化に向けた開発が飛躍的に進展し，近年では，窒素，酸素，フッ素などの第3元素をドープし，使用用途に特化
した高機能化が図られている．本研究では，窒素含有DLC（N-DLC）の基本構造（散乱長密度およびsp2構造比
率）に対し，細胞接着および増殖性を表面特性として評価した．その結果，窒素含有によって散乱長密度および
sp2構造比率が容易に制御可能となり，これに伴って，表面層の酸素官能基形成が変化することで，細胞接着・
増殖性および内膜化が表面機能として制御されることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：DLC film has been studied to apply for a wide variety of biologically 
compatible materials. Additionally, several attempts were made to enhance surface functional 
performance by doping elements, such as nitrogen, oxygen, and fluorine, into the films. Biological 
response on the DLC films was influenced by surface conditions associated with film structure. In 
this study, for film structure and compositional effects of nitrogen containing DLC (N-DLC) film on 
cell affinity, behavior of hydrogen in the film was investigated. The scattering length density 
(SLD) of the surface layer was increased accompanying with nitrogen containing. Incorporation of 
nitrogen to DLC showed rises of sp2 carbon ratio. As a result, it was observed that the nitrogen 
containing of the DLC film accompanying with replacement of hydrogen showed high influence on the 
surface layer of the film structure and cell proliferation.

研究分野： 薄膜物性
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
窒素含有ダイヤモンド状炭素（N-DLC）膜の細胞接着・増殖機能は，膜の基本構造である散乱長密度およびsp2構
造比率に依存し，窒素含有によってこれらを促進または抑制することを可能とした．従来，細胞を始めとする表
面機能について，DLCは個々の表面物性に限定して議論されてきたが，基本構造に関する評価軸を導入すること
で，今後，不純物含有も含め，各種DLCの細胞親和性に関する高機能化の基礎的な指標を得た．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

2000 年代に入り，ダイヤモンド状炭素（DLC: Diamond-like Carbon）は生体適合性被膜処理と
して実用化に向けた開発が飛躍的に進展している．現在 DLC は，切削工具や機械部品をはじめ，
バイオトライボロジを中心とした生体適合性材料まで広く展開されている炭素系非晶質薄膜材
料である．しかし，DLC の物性的な定義は，膜中のダイヤモンド結合成分：10～70 ％，水素含
有量：0～50 atm％，密度：1.5～3.0 g/cm3と幅広く，その物性は千差万別である[1-5]．更に近年
では，抗血栓性，抗菌性，細胞親和性といった特定の特性を付与するために，窒素，酸素，フッ
素，シリコン，銀などの第 3 元素をドープし，使用用途に特化した高機能化が図られている[2]．
それ故，多様化した DLC には，第 3 元素のドープに伴う水素含有量や膜密度といった DLC の
骨格（基本構造）と，抗血栓性，抗菌性，細胞親和性等の表面機能を直接検討し，DLC の生体適
合性に関する膜物性の生物学的な指標を得ることが希求されている． 
 
２．研究の目的 
本研究では，窒素含有 DLC（N-DLC）の基本構造（散乱長密度および sp2 構造比率）に対し，

細胞接着および増殖性を表面特性として評価する．窒素含有効果，つまり，膜の基本構造の違い
が細胞接着・増殖に与える影響を明らかにし，従来，表面物性のみで評価されてきた DLC に，
基本物性を指標とした評価軸を導入する． 
 
３．研究の方法 
本実験では，CH4と N2の混合ガスを原料として高周波プラズマ化学気相成長（CVD: Chemical 

Vapor Deposition）法により，N-DLC を成膜した．原料となる混合ガス（CH4 + N2）の総流量に対
し，N2流量比をパラメータとして基本構造を変化させた．そして，成膜した N-DLC の物性評価
として，散乱長密度については J-PARC MLF の BL 17（偏極中性子反射率形「写楽」）を用いた
中性子反射率測定（NR: Neutron Reflectometry），sp2構造比率についてはタイ王立シンクロトロン
光研究所の BL 3.2Ua を用いた X 線吸収微細構造（NEXAFS）分析を行い，窒素含有に伴う N-
DLC 膜中の表面層と膜内部の構造状態を評価した．これと合わせて Raman 分光分析による N-
DLC の膜構造評価および，X 線光電子分光測定（XPS: X-ray Photoelectron Spectroscopy）による
表面層の sp2 構造比率と酸素官能基を測定し，膜の基本構造と表面状態との相関性を評価した． 
細胞接着評価では，Polystyrene 製細胞培養用プレート（PS-dish 培養表面）に成膜し，NIH-3T3

細胞による細胞接着・増殖評価を行った．72 時間培養において細胞の増殖性を観察し，窒素含
有による N-DLC の膜構造の変化が細胞機能に与える影響について評価した．  
 
４．研究成果 
図 1 に NR 測定から求めた N-DLC の深さ方向に対する散乱長密度（SLD）プロファイルを示

す．窒素混合によって，N-DLC 表面層の SLD は膜内部と比べ増加し，特に，N2流量比 40 %で
最大となった．一方，N2流量比 60 %では，40 %と比べ SLD が小さい表面層が形成されているこ
とが示された．また，図 2 に，N-DLC の基本構造として，NEXAFS スペクトルと Raman スペク
トルを示す．NEXAFS スペクトルの C K-edge については，いずれもπ* (C=C)：284.9 eV 付近に
由来するピークが検出された．成膜中の窒素含有によって，膜の基本骨格となる sp2構造比率が
変化することが確認された．特に，N2 流量比が 0 から 40 %に変化すると sp2 比率は増加し，更
に 60 %では減少する構造となった．また，Raman スペクトルでは，N2流量比が 40 %以上での増
加では，G-peak が一様に高波数側にシフトしていることから，DLC 膜中の水素が，窒素含有に
よって脱離し，窒素に置換されたものと考えられる． 
これらに加えて，N-DLC を成膜後，X 線電子分光（XPS：X-ray Photoelectron Spectroscopy）に

て表面分析を行った．N2流量比の違いによる N-DLC 表面の Carbon 1s スペクトルを測定し，取

 
図１NDLC 散乱長密度のプロファイル（深さ方向） 



得した Carbon 1s スペクトルを C-C sp3, C-C sp2, C-O, C=O, C-N のスペクトルに波形分離し，窒素
含有による表面構造・表面組成の変化を評価した．これらの結果を図 3 に示す．図 3 (a)より，
NEXAFS 分析と同様に，窒素含有によって，N-DLC 表面の sp2 構造比率が変化することが確認
された．この時，sp2構造比率は N2流量比の増加と共に線形的に増加するのではなく，N2流量比
40 %で増加した後，60 %では低下する傾向が示された．次に，図 3 (b)に C-O および C=O 基の比
率の変化を示す．窒素含有によって C-O 比率は増加したが，N2流量比 40～60 %では一定となる
傾向が示された．一方，C=O 基は窒素含有によって変化し，窒素流量比 60 %の時に最大となっ
た．図 3(c)に，C-N 比率の変化を示す．C-O 比率の結果と同様に，N2流量比が 40 と 60 %につい
ては顕著な差はなく，その後，N2流量比 80 %の時に C-N 比率が最大となる傾向が示された． 
これらの結果は，水素よりも SLD が大きい窒素が，水素との置換によって C-N 結合が増加し，

N2 流量比 40%で SLD の大きい層が表面に形成された為と考えられる．一方，N2流量比 60 %で
は，膜の骨格に対し窒素混合が過多となることで，成膜中において，窒素によるエッチング効果
が現れ，その結果として，N-DLC 表面層に欠陥が生じ，SLD が減少すると考えられる．これに
より，N2流量比 60 %表面は，大気暴露による酸素終端によって酸素官能基がより多く形成され
たと考えられる．これらの結果より，DLC に窒素含有を行うことで，膜中の水素が窒素に置換
され，基本構造である sp2結合比率と表面状態を反映する酸素官能基の形成を制御し得ることが
示された． 
図 4 に，各窒素混合条件における N-DLC の細胞接着評価（72 時間培養）の結果を示す．図 4

図 3 N2流量比における N-DLC の表面組成変化 

(a) sp2/(sp3+sp2)比率 (b) C-O, C=O比率 

(c) C-N比率 

図 2 N2流量比における N-DLC の基本構造変化 



で得られた各 N-DLC に対し，分散分析及び Tukey 法による群数内の多重比較を行った．24 時間
培養において Tukey による多重比較検定を行った結果，無成膜（PS-dish）及び N2 流量比 0, 40, 
60, 80 %の間の接着細胞数に有意な差は得られなかった．一方，72 時間後の細胞接着数では，分
散分析より，0.05 %有意であることが確認され，Tukey による多重比較の結果では，無成膜（PS-
dish）と N2流量比 40 %，無成膜（PS-dish）と N2流量比 60 %，N2流量比 40 %と 60 %，N2流量
比 40 %と 80 %，N2流量比 60 %と 80 %間で有意差があることが判明した．この結果より, N2流
量比 40 %の N-DLC は，無成膜（PS-dish）及び N2流量比 60, 80 %の細胞接着数との間で有意な
差が確認され，N2流量比 40 %の N-DLC は細胞接着が抑制される表面であることが示唆された．
また N2流量比 60 %は，N2流量比 0, 40, 80 %の細胞接着数との間で有意な差が確認され，細胞接
着を促進する表面であることが示唆された．以上の結果から，N2 含有によって，72 時間培養の
細胞接着数には有意な差が見られ，細胞接着が促進あるいは抑制される表面が形成されること
が示唆された． 
細胞接着・増殖への N-DLC の基本構造および表面物性の寄与としては，sp2構造内部の自由電

子による影響と酸素官能基（C-O 基および C=O 基）による影響が考えられる．N2流量比 0 %で
は他の N2流量比の N-DLC と比べ酸素官能基が少なく，細胞接着・増殖に対する酸素官能基の寄
与は小さいと考えられる．故に，細胞接着・増殖への寄与は，sp2 構造内部の自由電子に依存す
ると考えられる． 
一方，N2 流量比 40 %では，sp2 構造内部の自由電子による影響と酸素官能基による影響に加

え，C-N 基による影響が考えられる．N2流量比 40 %では，NR 測定において SLD が大きい表面
が形成されると共に，sp2/(sp2+sp3)比率が他の N-DLC よりも高く，酸素官能基と C-N 結合の比率
は N2流量比 0 %よりも増加した．即ち，細胞接着・増殖への影響として，特に SLD と sp2構造
比率の変化が寄与したと考えられる．故に N2 流量比 40 %では，無成膜（PS-dish）や，他の N-
DLC と比べ，細胞接着・増殖が抑制された結果になったと考えられる． 

N2流量比 60 %では，N2流量比 40 %と同様に，SLD および sp2構造内部の自由電子による影響
と酸素官能基による影響に加え，C-N 基による影響が考えられる．N2流量比 60 %では，N2流量
比 40 %と比べ SLD および sp2/(sp2+sp3)比率が低下し，sp2/(sp2+sp3)比率は他の N-DLC と比べ中程
度であった．また，酸素官能基は最も多く，C-N 比率は N2 流量比 0 %よりも増加しているもの
の，N2流量比 40 %と同等であることが確認された．この結果から，窒素量比 60 %では，sp2構
造内部の自由電子および C-N 結合による細胞接着抑制効果よりも，窒素量比 40 %と比べ SLD の
低下に伴う酸素官能基の増加によって，細胞接着・増殖が他の N-DLC と比べ促進されたと考え

図 4  N2 流量比における N-DLC 表面の細胞増殖性評価（NIH-3T3 細胞） 

(a) 72 時間培養 

(b) 24 時間培養に対する 72 時間培養の細胞増殖率 



られる． 
N2流量比 80 %では，sp2構造内部の自由電子による影響と酸素官能基による影響に加え，C-N

基による影響が考えられる．sp2/(sp2+sp3)比率が他の N-DLC と比べ N2流量比 40 %と同等で最大
であり，酸素官能基は N2流量比 40 %よりも多く，更に，C-N 比率も他の N-DLC と比べ最大で
あった．即ち，N2流量比 80 %では，窒素混合によって，sp2構造が増加したと考えられる．細胞
接着・増殖は N2 流量比 40 %と同様に抑制傾向にあるものの，酸素官能基および C-N 基の増加
による促進の影響も受け，その結果として N2流量比 40 %よりも細胞の接着・増殖が促進された
と考えられる．  

N-DLCの物性と細胞親和性との関係では，窒素含有による SLDおよび sp2構造の変化に伴い，
N-DLC の表面機能として，細胞接着・増殖特性が変化することが示された．これらの結果より，
DLC への窒素含有によって，基本物性となる SLD および sp2/(sp2+sp3)構造比率と，表面特性と
なる酸素官能基および C-N 基の比率が制御可能となり，生体内環境も含め，細胞接着・増殖性
および内膜化を評価し得る評価軸となることが示唆された．  
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