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Summary

　　AselfLcuring　type　ofbone　filling　material　haS　been　developed　by　miXing　chitosan　solution

and　admixed　powder、　The　chitosan　solution　was　prepared　by　dissolVing　85％de－acetyl　chi－

tosan　and　99％deacetyl　chitosan　with　organic　acids，　and　the　powder　was　a　mixture　of　hy－

droxyapatite　particles，　CaO　powder，　and　ZnO　powder．

　　The　bone丘11ing　mate亘als　were　compressed七〇fbrm　samples　for　compression七ests．　The

Ca　ions，　P　ions，　Zn　ions　and　pH　value　were　measured．

　　The　main　findings　were　as　follows；

1．

2．

3．

The　compression　strength　of　bone　filling　materials　using　85％de－acetyl　chitosan

showed　a　maximum　value　of　about　13　MPa　at　1　day　after　immersion　in　physiological

saline　solution，　followed　by　a　continuous　decrease　down　to　2　MPa．　On　the　other　hand，

七he　bone　filling　mate亘al　prepared　wi七h　99％de－acetyl　chitosan　did　not　show　a　remark－

able　decrease　in　compressive　strength，　however，　it　eXhibited　a　continuous　but　smaller

decrease　by　immersion　time七han七he丘11ing　materia1　prepored　with　85％de－acety1　chi－

tosan，　because　85％de－acetyl　chitosan　gel　could　be　more　easily　dissolved　by　99％de－

ace胡chitosan・

The　changes　in　pH　value　ofboth　85％and　99％de－acetyl　chitosan　bone　filling　materials

showed　Ininimum　values　a七1　day　after　immersion，　followed　by　a　continuous　increase

wi七h　t㎞e，　and七he　pH　value　ofbone　filling　material　containing　99％de－acetyl．chitosan

was　higher　than七hat　with　85％de－acetyl　chitosan　material．

The　dissolved　Ca　ions丘o董n七he　bone　filling　material　with　85％de－acetyl　chitosan

reached　its　maximum　at　28　days　and　minimum　at　56　days　afもer　the　immersion　into

physiological　solution．［［［he　dissolved　Ca　ions　from　the　bone　filling　material　containing

99％de－acetyl　chitosan　exhibited　its　maximum　at　1　day　and　its　minimum　at　28　days　af二

ter　the　immersion，　but　there　was　no　difference　betWeen　these　tWo　types　of　materials．

（2003年6月24日受付；2003年8月27日受理）
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4．

5．

The　dissolved　P　ions　from　bone丘11ing　materials　containing　859c　and　999をde－acetyl　chi－

tosan　had　similar　trends　of　continuous　increase　with　time，　and　there　was　no　difference

between　the　two　materials，

With　regard　to　the　dissolved　Zn　ions，　the　bone　filling　materia1　made　using　99％c　de－ace－

tyl　chitosan　showed　smaller　values　than　that　made　with　85％de－acetyl　chitosan，　ex－

cept　at　56　days　after　the　immersion．

緒 言

　現在，骨補填材としてハイドロキシアパタイト

穎粒が使用されているが，穎粒が移動することに

よっての弊害や，キトサン系の骨補填材において

は．補填材自身が生体内で崩壊と分解吸収に時間

がかかるため骨形成を阻害し、骨伝導が早期に得

られないことが報告されている1／．．

　キチン・キトサンは，甲殻類から抽出すること

が出来る物質であり、甲殻類のクチクラを希塩酸

と希水酸化ナトリウム溶液中で無機塩と除タンパ

クを行い、キチンを抽出す在．このキチンを水

酸化ナトリウム溶液中で加熱してN一脱アセチル

化を行いキトサンを抽出す苓．キトサンはキチ

ンよりも結品性が劣るが有機酸によって容易にゾ

ル化することが出来る．また，キトサンは脱アセ

チル化度によって機械的性質や生体内での吸収速

度や反応が異なるtt－1…．生体内では脱アセチル化

度の低いキトサンフィルムの炎症性反応が強く，

肉芽組織形成も旺盛であり，骨に対する反応は骨

吸収を誘発する傾向が認められた1．．一’1．近年，キ

チン・キトサンは，生体材料として吸収性縫合

糸，人工皮膚，骨補填材や歯科用セメントの開発

や研究が多くなされている：一［L’．またキチン．キ

トサンは抗原性が低い物質であり，生体内でリゾ

チーム等の体内酵素で分解され細胞レベルで親和

性がよく、創の修復を早める働きがある］L）．

　本研究はハイドロキシアパタイト頼粒をキトサ

ンで固定し，よりよい骨伝導性と骨と置換する骨

補填材を作製することを目的としてキトサンを結

合材とした自己硬化型骨補填材について行った．

使用したキトサンは生体内で吸収速度が異なる脱

アセチル化度の高い2種類のキトサンを用い，有

機酸でキトサンを溶解しそれぞれゾル化を行っ

た．ついでゾルのゲル化材である酸化カルシウム

粉末t酸化亜鉛粉末と骨伝導材料である平均粒径

35μmで結晶度が高く，pH　10の球状ハイドロキ

シアパタイトを混合した・．この両者を練和する

ことで骨補填材は自己硬化するように構成されて

いる．本報告は骨補填材の硬化時問の測定，擬i似

体液中に浸漬した骨補填材の圧縮強さの変化．

pHの測定，　Caイオン．　Pイオン，　Znイオンの

溶出量の測定および浸漬前後の硬化体の表面観察

と圧縮試験後の試験片の破断面の観察を行いそれ

ぞれに検討をした．

材料および方法

　実験に用いた材料は．Table　1に示す2種類の

キトサン（脱アセチル化度85％および99％，焼津

水産化学）をアスコルビン酸（関東化学）とリン

ゴ酸（ナカライテスク），酸化カルシウム（和光

純薬）と酸化亜鉛（ナカライテスク），そして

Figure　1に示す球状ハイドロキシアパタイト

（pH　10，平均粒径35μm，積水化成品工業）をそ

Table　1：Chitosan　powders　used

Deacetylation（9c）　　Molecular　weight　（×10，i）

85 1．93±O．35

99 1．08±0．7

Manufacture：　YAIZU　SUISAN　KAGAKU

　　　　　　　　　　　　　　　100　pm
　　　　　　　　　　　　　　－
Figure　1：Hydroxyapatite　Powder，
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れそれに用いた．

1．ゾルの作製

　脱アセチル化度85％と99％のそれぞれのキトサ

ン0．1gをアスコルビン酸0．02g，リンゴ酸0．08

gを2mlの生理食塩水中で溶解した溶液を用

い，ゾルとした．

2．粉末の作製

　粉末の合成は，球状ハイドロキシアパタイト

O．4g，酸…化カルシウム0．02g，酸化亜鉛0．04g

を混合し行った．

3．硬化時間の測定

　各キトサンゾルと粉末を30秒間練和し，練和泥

がエポキシ樹脂製の棒に付着しなくなった時間を

硬化時間とした．測定は繰り返し3回行った．

4．圧縮強さの測定

　圧縮強さの測定用試験片は，それぞれのキトサ

ンゾルと粉末を30秒間練和し，練和泥を10m1の

シリンジに充填し．Figure　2に示す直径4

mm，高さ10　mmの寸法鮪する金型に注入し

て作製した．試験片は各条件5個作製した．以

下，キトサン85％のゾルで作製した試験片をC

85，キトサン99％のゾルで作製した試験片をC

99と表示する．測定条件は圧縮試験機（SL－5001，

今田製作所）を用い，クロスヘッドスピード0．1

mm／minにて行った．また，測定用の試験片は

硬化した後，生理食塩水中に各5個を浸漬し，1

日，7日，28日そして56日経過後にそれぞれの圧

縮強さを測定した．

5．pHの測定

　各ゾルで練和した硬化体C85とC99をそれぞ

れ12gを80　mlの生理食塩水中に浸漬し，浸漬後

の1日，7日，28日そして56日後のpHをpH測

定器（HM　50　S，東亜電波）にて各条件3個につ

Figure　2二Mold　and　Test　Piece．

いて測定を行った．

6．溶出元素量の測定

　pHの測定を行った後の溶液をO．　45　ymのシリ

ンジフィルター（IWAI（1）を用いて濾過し，そ

れぞれの濾液について1日，7日そして56日後の

Caイオン，　PイオンとZnイオンの溶出量を高

周波誘導結合プラズマ質量分析装置（HP　4500，

横河アナリィティカルシステムズ）にて各条件3

個について測定を行った．

7、硬化体の表面および破断面の観察

　項目5のpHを測定するのに用いた硬化体C

85とC99の硬化直後の表面および浸漬56日後の

それぞれの硬化体の表面と圧縮試験後の破断面の

観察を行った．観察は金蒸着の処理した試験片に

ついてX線マイクロアナライザー（JCXA　733，

日本電子）を用いて行った．

8．分散分析

　各実験の測定値を一元配置分散分析を用

い，99％の信頼限界において検討した．

結 果

1．Figure　3に示すようにC　85の硬化時間は約

4分であり，C99の硬化時間は約5分であった．

測定値を分散分析した結果をTable　2に示す．

キトサンの種類は硬化時間に有意（P＜0．01）に

寄与する結果が得られた．
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Figure　3：Setting　time．
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Error　bars　indicate　one　standard　de一

viat輌on．
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Table　2：Analysis　ofvariance　for　setting　time

Source Sum　of　square　Degree　of丘eedom Mean　square Fvalue　Rate　of　cont亘bution

A：kind　of　chi七〇san

@　　　　　E皿or

5400．000　　　　　　　　　　1

@314．000　　　　　　　　　　4

5400，000

@　78．500

68．79＊＊　　　　　　　　93．13

@　－　　　　　　　　6．87

TotaI 5714．000　　　　　　　　　　　5 100．00

＊＊P＜0．01

2．圧縮強さ

　Figure　4にC85の圧縮強さと浸漬期間につい

ての関係を示す．浸漬1日後の圧縮強さは12．8±

0．20MPa，7日後では2．04±0．28　MPa，28日後

では2．03±0．22MPa，そして56日後では2．22±

0．21MPaであった．測定値を分散分析した結果

をTable　3に示す．浸漬期間は圧縮強さに有意

（P＜0．01）に寄与する結果が得られた．Figure

5はC99の圧縮強さと浸漬期間についての関係

を示す．浸漬1日後の圧縮強さは3．3±0．15

MPa，7日後では1．25±0．26　MPa，28日後では
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Figure　4：Relationship　between　immersion　time

　　　　　and　compressive　strength　of　C85．
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Figure　5：Relationship　between　immersion　time

　　　　　and　compressive　strength　of　C99．

　　　　　Error　bars　indicate　one　standard　de－

　　　　　Viation．

1．25±0．16MPa，そして56日後では0．72±0．08

MPaであった．測定値を分散分析した結果をTa－

ble　4に示す．浸漬期間は圧縮強さに有意（P＜

0．01）に寄与する結果が得られた．

3．pH
　Figure　6にC85を浸漬した溶液のpH値を測

定した結果を示す．浸漬1日後のpHは6．45±

0．08，7日後では7．51±0．01，28日後では7．49±

0．01，そして56日後では7．41±0．05であった．測

定値を分散分析した結果をTable　5に示す．浸

漬期間はpHに有意（P＜0．01）に寄与する結果

Table　3：Analysis　ofvariance　f（）r　compressive　strength　of　C85

Source Sum　of　square　Degree　of　fをeedom Mean　square Fvalue　Rate　of　cont亘bu七ion

A：immersion　time

@　　　　　Error

60251．300　　　　　　　　　　　3

@　984．613　　　　　　　　　　24

20083．8000

@　　41．026

489．54＊＊　　　　　　　98．19

@　　－　　　　　　　　1．81

Total 61235．913　　　　　　　　　　27 100．00

＊＊P＜0．01
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Table　4：A皿alysis　ofvariance　f｛）r　compressive　strength　of　C99

Source Sum　of　square　Degree　of　freedom Mean　square Fvalue　Rate　of　contribution

A：immersion　time

@　　　　　Error

2687．300　　　　　　　　　　　3

@　74．472　　　　　　　　　24

895，765

@　3．103

288．68＊＊　　　　　　　96．97

@　　－　　　　　　　　3．03

Total 2761．772　　　　　　　　　　27 100．00

＊＊P＜0．01

Table　5：Analysis　ofvariance　for　pH　of　C85

Source Sum　of　square　Degree　of丘eedom　Mean　square　Fvalue　Rate　of　cont品ution

A：immersion　time

@　　　　　Eコπor

2．342　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　0．781　　　221．51＊＊　　　　　　　98．36

O．028　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　0．004　　　　　－　　　　　　　　　　　1．64

Total 2．370　　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100．00

＊＊P＜0．01

Table　6：Analysis　ofvariance　for　pH　of　C99

Source Sum　of　square　Degree　of仕eedom　Mean　square Fvalue　Rate　of　cont亘bution

A：immersion　time

@　　　　　Error

2．318　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　0．773

O．019　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　0．002

330．61＊＊　　　　　　　　9890

@　　－　　　　　　　1．10

Tota1 2．337　　　　　　11 100．00

＊＊P＜0．01
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Figure　6二Relationship　between　immersion　time

　　　　　　　　　and　pH　ofC85．
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Figure　7：Relationship　between　immersion　time
　　　　　　　　　and　pH　of　C99．

　　　　　　　　Error　bars　indicate　one　standard　de－

　　　　　　　　viation．

が得られた．

　Figure　7にC99を浸漬した溶液のpH値を測

定した結果を示す．浸漬1日後のpHは6．57±

0．09，7日後では7．60±0．03，28日後では7．63±

0．02，そして56日後では7．45±0．03であった．測

定値を分散分析した結果をTable　6に示す．浸

漬期間はpHに有意（P＜0．01）に寄与する結果

であった．
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4．溶出元素量の測定

1）Caイオンの溶出量

　Figure　8はC85を浸漬した溶液中のCa量を

測定した結果を示す．測定値を分散分析した結果

をTable　7に示す．有意差が認められなかった．

浸漬1日後のCaの溶出量は729．7±63．7　mgl1，

28日後の溶出量は746．　7±67．1mgA，そして56日

後では706．7±59．2　mgtlであった．　Figure　9は

C99を浸漬した溶液中のCa量を測定した結果を

示す．浸漬1日後のCaの溶出量は762．3±20．7

mgl1，28日後の溶出量は618．0±55．5　mgl1，そし

て56日後では714．0±22．1　mgl1の溶出量であっ

た．測定値を分散分析した結果をTable　8に示

す．浸漬期間はCaの溶出量に有意（P＜0．01）

に寄与する結果が得られた．

2）Pイオンの溶出量

　Figure　10はC85を浸漬した溶液中のP量を測

定した結果を示す．浸漬1日後のPの溶出量は

0．08±0．Ol　mg／1，28日後では0．21±0．07　mg！1，

そして56日後では0．27±0．02　mgl1であった．測

定値を分散分析した結果をTable　9に示す．浸

漬期間はPの溶出量に有意（P＜0．01）に寄与す

る結果が得られた．Figure　11はC99を浸漬した

溶液中のPを測定した結果を示す．浸漬1日後
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Figure　8：Relationship　between　immersion　time

　　　　　and　released　calcium仕om　C85．

　　　　　Error　bars　indicate　one　standard　de－
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Figure　9：Relationship　between　immersion　time

　　　　　and　released　calcium　f士om　C99．

　　　　　Error　bars　indicate　one　standard　de－
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Table　7：Analysis　ofvariance　for　calcium　release　f壬om　C85

Source Sum　of　square　Degree　of　fをeedom Mean　square　F value　Rate　of　cont亘bution

A：immersion　time

@　　　　　Error

　3346．890　　　　　　　　　　　2

Q5675．330　　　　　　　　　　　6

1673，440

S279，220

0．39　　　　　　　　　　　0．00

|　　　　　　　100．00

Tota1 29022．200　　　　　　　　　　　8 100．00

＊＊P＜0．01

Table　8：Analysis　ofvariance　for　calcium　release　from　C99

Source Sum　of　square　Degree　of　fアeedom Mean　square Fvalue　Rate　of　cont亘bution

A：immersion　time

@　　　　Error

32384．200　　　　　　　　　　　2

@7996．670　　　　　　　　　　　6

16192，100

P332，780

12．15＊＊　　　　　　　　73．60

@　－　　　　　　　26．40

To七a1 40380．870　　　　　　　　　　　8 100．00

＊＊P＜0．01
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Figure　10：Relationship　between　immersion　time

　　　　　and　released　phosphorus　from　C85．
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Figure　11：Relationship　between　immersion　time

　　　　　and　released　phosphorus　f士om　C99．

　　　　　Error　bars　indicate　one　standard　de－

　　　　　viation．

Table　9：Analysis　ofvariance　for　phosphorus　release　from　C85

Source Sum　of　square　Degree　offセeedom　Mean　square　Fvalue　Rate　of　contribution

A：immersion　time

@　　　　　Error

0．058　　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　　0．029　　　　15．16＊＊　　　　　　　　77．98

O．011　　　　　　　　　　　6　　　　　　　　　　　　　0．002　　　　　　－　　　　　　　　　　22．02

Total 0．069　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100．00

＊＊P＜0．01

Table　10：Analysis　ofvariance　for　phosphorus　release　from　C99

Source Sum　of　square　Degree　of丘eedom　Mean　square　Fvalue　Rate　of　contribution

A：immersion　time

@　　　　　Error

0．056　　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　0．028　　　504．60＊＊　　　　　　　99．21

O．000　　　　　　　　　　　6　　　　　　　　　　　　　　0．000　　　　　　－　　　　　　　　　　　　0．79

Tota1 0．056　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100。00

＊＊P＜0．01

のPの溶出量は0．07±0．01　mg／1，28日後では

0．17±0．Ol　mgA，そして56日後では0．27±0．01

mgl1の溶出量であった。測定値を分散分析した

結果をTable　10に示す．浸漬期間はPの溶出量

に有意（P＜0．01）に寄与する結果が得られた．

3）Znイオンの溶出量

　Figure　12はC85を浸漬した溶液中のZnを測

定した結果を示す．浸漬1日後のZnの溶出量は

137．0±14．9　mgl1，28日後では103．8±12．7mg／

1，そして56日後では214．3±16．1　mgl1であっ

た．測定値を分散分析した結果をTable　11に示

す．浸漬期間はZnの溶出量に有意（P＜0．01）

に寄与する結果が得られた．Figure　13はC99を

浸漬した溶液中のZnを測定した結果を示す．浸

漬1日後のZnの溶出量は83．0±6．7　mgl1，28日

後ではユ42．7±3．2mg／1，そして56日後では136．0

±13．O　mg／1であった．測定値を分散分析した結

果をTable　12に示す．浸漬期間はZnの溶出量に

有意（P＜0．01）に寄与する結果が得られた．

5．硬化体の表面および破断面の観察

　Figure　14のa～dは硬化体C85とC99のそれ

ぞれの表面を観察した結果である．aはC85，　b

はC99の浸漬前の表面状態を観察した結果を示

す．球状ハイドロキシアパタイト粒子はキトサン
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Table　11：Analysis　ofvariance　for　zinc　release　from　C85

Source Sum　ofs（luare　Degree　of丘eedom Mean　square Fvalue　Rate　of　cont亘bution

A：immersion　t五ne

@　　　　Error

19300．300　　　　　　　　　　　2

@1286．450　　　　　　　　　　　6

9650，150

Q14，408

45．01＊＊　　　　　　　　91．67

@　－　　　　　　　　8．33

Tota1 20586．750　　　　　　　　　　　8 100．00

＊＊P＜0．01

Table　12：Analysis　ofvariance　for　zinc　release　from　C99

Source Sum　of　square　Degree　of　f士eedom Mean　square Fvalue　Rate　of　cont亘bution

A：immersion　time

@　　　　ErTor

6406．050　　　　　　　　　　2

@449．152　　　　　　　　　　　6

3203，020

@　74．859

42．79＊＊　　　　　　　91．26

@　－　　　　　　　　8．74

TotaI 6855．202　　　　　　　　　　　8 100．00

＊＊P＜0．01

に包まれた状態で分布しており，粒子以外の部分

は平滑な状態が観察された．aとbの差は認めら

れなかった．ついでcはC85，そしてdはC99の

浸漬56日後の表面状態を示す．両者ともに一部で

は球状ハイドロキシアパタイト粒子の輪郭が明ら

かとなっている．

　Figt皿e　15のa～dは硬化体C85とC99のそれ

ぞれの破断面を観察した結果を示す．aは浸漬前

のC85，そしてcは浸漬56日後の破断面を示

す．浸漬前よりも，浸漬56日後の破断面には多く

の空隙が観察された．一一方，bは浸漬前のC99，

そしてdは浸漬56日後の破断面を示す．浸漬前

よりも浸漬後の破断面の空隙はわずかに多く認め

られた．またC85とC99の空隙について比較す

ると大きな差は認められなかった．

考 察

　生体内から抽出したり，細胞培養によって得ら

れる異所性骨誘導タンパク質を用いた研究が報告

されている13－19）．しかし，臨床応用にまでは至っ

ていない．また，燐酸カルシウム系のセラミック

を用いて歯科や整形外科などの領域において，局

部的な骨組織欠損の修復や再建が行われている

が，十分な骨伝導が得られていない．一方，抜歯
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Figure　14：SEM　images　showing　the　surface　of　C　85　and　C　99．

　　　　　a：C85　and　b：C　99　show　surfaces　before　immersion．

　　　　　c：C85　and　d：C　99　show　surfaces　after　56　days　immersion．

窩に充填したハイドロキシアパタイト穎粒が移動

して歯肉と顎骨との間に浸入し，咬合圧によって

歯肉が炎症を起こしたり感染を誘発したトラブル

が報告されている］－4．これらの欠点を補うため

にキトサンを結合材とした練成方式の自己硬化型

の骨補填材の開発を行い，この骨補填材の圧縮強

さ，pH変化，そしてCa，　P，　Znの各イオンの

擬似体液中での変化についてそれぞれに検討した

結果，C85の圧縮強さは浸漬1日後よりも浸漬期

間が長い試験片の圧縮強さが小さくなる傾向で

あった．また，C99においても同様な結果であっ

た．しかしC85の圧縮強さの減少率はC99より

も大きかった．この原因は，Figure　15に示すよ

うにC85は浸漬後にキトサンの溶解に伴うと考

えられる多くの空隙が認められている．しかし，

C99は浸漬前後の空隙には大差が認められていな

い．この現象から脱アセチル化度85％のキトサン

が浸漬液によって脱アセチル化度99％よりも溶解

しやすいと考えられた．

C　85とC99で練和した両者の試験片は、湿潤状

態ではシリコーンゴムのように弾性体である．こ

の弾性体であることの利点は，顎堤と骨との間に

充填した本材料が咬合圧の負荷によって，歯肉を

刺激しないことである．また，従来研究されてい

る本系の骨補填材は圧縮強さが20MPaであり，

C85とC99の圧縮強さよりも大きく，骨形成も

十分に得られていない「1’3．しかし，C85とC99

に関しては浸漬により圧縮強さが減少しており，

Figure　14と15に示すように浸漬することによっ

てキトサンの溶解が観察される．この現象が生体

内に充填した材料に同様に生じれば，充填物の中

に新生血管が浸入することが期待出来，キトサン



ユ66 中島：自己硬化型骨補填材

a b

C d

100μm

FigUre　15：SEM　images　showing　the　fracture　of　C　85　and　C　99．

　　　　　a：C85　and　b：C　99　show　fractures　before　immersion．

　　　　　c：C85　and　d：C99　show仕actures　after　56　davs　immersion．

のスペーサとしての役割が有用となる．この新生

血管の浸入に伴って細胞が増加し，骨と本材料が

置換することが考えられる．

　材料が生体内で安定して骨伝導を維持するため

には，pHが最も重要な因子となる．　pHが4．5以

下になると結晶は死滅することや，細胞外のpH

が酸性に傾くと、破骨細胞の骨吸収活性が増すこ

とが報告されているt）‘i’　L’！．また，ハイドロキシア

パタイトのpHによって吸着するタンパク量が異

なり，細胞の動態に影響するとしており，pH　8

の場合，低いpH値と比較してタンパク質の吸着

量が減少することを報告している’：．本材料はキ

トサンゾルのpH　2．8と粉末のpH　11．5を練和す

ることによって練和泥は硬化し，硬化体のpHは

暫時増加を示す．このpHが上昇する原因は溶出

するイオンによって生じたものと考えられた．C

85のpHの最大値は7．5，　C　99のpHの最大値は

7．6であり．両者のpHは差が認められなかっ

た．したがって，吸着するタンパク質の差は両者

には認められず細胞の動態にも差がないものと思

われた．また．これらのpHにおいては生体為害

性は見出せないものと考えられた．

　Caイオンの溶出に関しては，　C　85とC99のそ

れぞれの骨補填材からの溶出量は大差が認められ

なかった．しかし，溶出したCaイオンが測定時

に増減するのが認められた．この溶出したCaイ

オンの増減は硬化体に再吸収されるか，リン酸カ

ルシウムの合成に消費されることが原因したもの

と推察されるL’：．Caイオン濃度が細胞外で上昇

すると，破骨細胞の骨吸収活性は抑制されるが，

しかし，骨芽細胞との共存においては逆に，破骨

細胞の活性が認められるとしており，この機序に
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ついては不明な点が少なくないことが報告されて

いるUt－27）．しかしながら，骨形成にはCaイオン
　　　　　　　　　　　　　　－7－の存在は重要であると考えられる．また，キトサ

ンゾルをゲル化させるためにも必要な元素であ

り，pH値が増加する現象を左右する元素でもあ

ると考えられる．

　PイオンはC85とC99のそれぞれの骨補填材

からの溶出量には差が認められなかったが，浸漬

時間が長くなるほど溶出量は多くなる傾向であっ

た．Pは70　kgの体重の人で約700－780　gが含ま

れているとされている2S）．キトサンフィルムから

のPの溶出量が多い場合，骨吸収が生じやすい

環境となることが報告されており29），多く生じな

いことが望ましいと考えられる．本研究における

Pイオンの溶出量では，pHの上昇に影響する量

ではないと考えられる．

　Znイオンについては，　C　85とC99の骨補填材

からの溶出量はわずかにC85が多く認められ

た．これはキトサンの溶解の難易により左右され

たものと考えられる．このZnイオンは70　kgの

成人で2．3g含まれ，その1／4から1／3は骨に

含まれているとしている．Znイオンの毒性につ

いては健常人の1000倍の血漿濃度でも毒性は見ら

れなく，毒性の低いことを示している28）．また，

Znイオンの骨格の発育に対しては亜鉛欠乏に

よって長管骨が短縮や肥厚を生じたり，骨形成が

出来なくなることが報告されているが，この原因

については明らかでないとしている3°）．Znは核

酸，たんぱく質の合成，血漿中のビタミンA濃

度の維持やアルカリフォスファターゼ活性化に関

与するとされている31）．このアルカリフォスファ

ターゼに関しては骨芽細胞のマーカー酵素として

報告されている32）．また，このZnイオンは本研

究のキトサンゾルと結合し，ゲル化させて硬化す

るために必要な元素でもある．浸漬した溶液の

pHが上昇した原因は，　Caイオンと同様，　Znイ

オンの溶出によって影響されたものと考えられ

る．今後，試作した2種類の自己硬化型骨補填材

を用い，動物実験を行い，骨伝導性に優れたキト

サンの特定を行う必要性が示唆された．

結 論

　甲殻類から抽出したキトサンは，生体内で分解

吸収され抗原性が低い物性である．このキトサン

は有機酸で容易に溶解することができ，ゾル状態

となる．このゾルはアルカリ物質でゲル化させる

ことが可能である．脱アセチル化度85％と99％の

キトサンを結合材として用い，有機酸で溶解した

キトサンゾルとハイドロキシアパタイト穎粒，

CaO粉末とZnO粉末を混合した合成粉末の両者

を練和することによる自己硬化型の骨補填材の開

発を行った．それぞれのゾルと合成粉末を練和し

て作製した圧縮試験片を擬似体液とした生理食塩

水中に1日，7日，28日と56日間浸漬した後に圧

縮強さの測定を行った．また，浸漬液中に溶出し

たCaイオン，　Pイオン，　Znイオンについても

分析を行い，各元素の溶出量の測定を行った．ま

た，各浸漬液のp且の変化についても測定を行っ

た．その結果，以下の結論が得られた．

1．脱アセチル化度85％のキトサンを用いて練和

　した骨補填材の圧縮強さは，浸漬1日後が最大

　で約13MPaであり，その後，2MPaまで大
　きく減少した．

2．脱アセチル化度95％のキトサンを用いて練和

　した骨補填材の圧縮強さは，浸漬時間が長くな

　るにしたがって小さくなる傾向であったが，減

　少率は脱アセチル化度85％と比較して小さかっ

　た．

　　これは浸漬液中での脱アセチル化度85％の溶

　解量が99％よりも多いためと考えられた．

3．脱アセチル化度85％と99％のキトサンを用い

　て練和したそれぞれの骨補填材を浸漬した生理

　食塩永のpHは浸漬1日後が最も小さく，浸漬

　時間が長いと大きくなった．この現象は溶出す

　る元素によると考えられた．両者のキトサンの

　差は認められなかった．

4．脱アセチル化度85％のキトサンを用いて練和

　した骨補填材を浸漬した溶液中のCaイオン量

　はほとんど差が認められなかった．

5．脱アセチル化度99％のキトサンを用いて練和

　した骨補填材を浸漬した溶液中のCaイオン量

　は浸漬1日後が最大であり，28日後が最も少な

　かった．

6．脱アセチル化度85％と99％のキトサンを用い

　て練和した骨補填材を浸漬した溶液中のPイ

　オン量は，浸漬時間が長くなるほど多くなっ

　た．両者のキトサンの差は認められなかった．

7．Znイオンの溶出量は脱アセチル化度85％の
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キトサンを用いた場合，浸漬後56日目が脱アセ

チル化度99％よりも多く認められた．
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