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Summary

　　　　Chitosan　is　a　polysaccharide　extracted　from　crustacea．　Chitosan　sol　is　produced　by

dissolving　chitosan　in　a　solution　of　organic　acids．　Chitosan　film　can　be　fabricated　from

chitosan　sol，　which　has　been　neutralized　with　5％polyphosphate　solution　and　gelatinized．

Chitosan　film　is　characterized　by　both　its　elasticity　and　in　vivo　absorbtion　capacity．

Although　the　chitosan　film　become　inelastic　when　dried，　they　will　return　to　an　elastic　state

when　soaked　in　water．　It　is　of　practical　importance　to　determine　the　amount　of　calcium　ions

dissolved　from　the　hydroxyapatite　which　is　kneaded　with　the　chitosan　film．　In　the　present

study，　the　relationship　of　various　amounts　of　added　hydroxyapatite　and　chitosan　to　shrink－

age，　hardness，　tensile　strength　and　elongation　of　the　chitosan　film　was　determined　in

addition　to　the　amount　of　dissolved　calcium　ions．

　　　　The　following　results　were　obtained．　The　shrinkage　during　drying　was　decreased　by

increaseing　the　amount　of　hydroxyapatite　added．　The　hardness　showed　a　maximum　value

at　the　ratio　of　hydroxyapatite：chitosan　so1＝4：11．　The　hardness　was　increased　by

increasing　the　amount　of　chitosan．　The　tensile　strength　of　the　chitosan　films　kneaded　with

hydroxyapatite　exhibited　a　higher　value　than　those　without　haydroxyapatite．　Elongation

showed　the　highest　value　when　the　ratio　of　hydroxyapatite：chitosan　so1＝2：11．　The

tensile　strength　and　elongation　were　increased　by　incresing　the　amount　of　chitosan．　The

amount　of　calcium　ion　dissolution　showed　the　highest　value　when　the　ratio　of　hydrox・

yapatite：chitosan　so1＝4：11．　When　chitosan　film　was　soaked　in　physiological　saline，　the

original　Ievel　of　elasticity　was　restored．

（1995年10月19日受理）
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は　じ　め　に

　近年，抜歯窩の骨形成を早期に行う目的でハイ

ドロキシアパタイトの穎粒や焼結体が用いられて

いる．特に穎粒状のハイドロキシアパタイトの有

効率は，65．3％であるとしている1－－3｝．頼粒を填入

しても移動してしまい，骨形成に作用しなかった

りすることが報告されている4・5）．また，歯周病学

の領域では，Guided　Tissue　Regeneration（GTR）

が注目されている．このフィルムは四フッ化エチ

レン樹脂系のゴアテックス⑱が用いられる．この

フィルムの使用方法としては，歯周外科手術時に

上皮組織が手術部位に増殖すると予後が悪く，骨

の再生も難しいため，フィルムを用いて上皮組織

の増殖を防止し，歯槽骨の再生を誘導するためで

ある．このフィルムの生体実験で骨様組織が認め

られたのは13．3％であり，露出したケースが60％

あったことが報告されている6）．また，このフィル

ムは，生体吸収性の材質ではない．

　したがって，骨形成を早期に進行させるために，

生体親和性に優れ，生体吸収性で骨伝導しやすい

フィルムの製造を目的に甲殻類から抽出される天

然高分子のキトサンの応用を試みた．このキトサ

ンは，現在，縫合糸，人工皮膚，薬の徐放材，タ

ンパク質の回収，重金属の回収等に用いられてい

る，このキトサンは，生体内で分解，吸収される

性質を有している．キトサンは，カルボン酸で溶

解され，キトサンゾルとすることが出来る．この

ゾル中にハイドロキシアパタイト粉末を練り込

み，一定の肉厚になる様にシャーレ中に注入し，

5％のポリリン酸ナトリウム水溶液で中和を行

い，フィルムを作製する．このフィルムは，滅菌

時の乾燥に対しては硬く，もろくなるが，使用す

る時点では生理食塩水中に浸漬することでゴム状

の弾性体とすることが出来る．このフィルムを顎

堤上に埋入しても，咬合圧によって歯肉に炎症が

生じたりはしない．また，ハイドロキシアパタイ

ト粉末も移動することはない．これらキトサン

フィルムの性質が練り込むハイドロキシアパタイ

ト量とキトサン量によって，どのように影響され

るかについて検討した結果を以下に述べる7’”10），

　ハイドロキシアパタイト量と

キトサンフィルムの諸性質について

　キトサンゾルはマロン酸（ナカライテスク）0．5

gを10mlの生理食塩水で溶解した水溶液にキト

サン（甲腸ケミカル）0．5gを溶解して作製した．

このキトサンゾル中にハイドロキシアパタイト

（三井東圧，平均粒径10um，以下HAと表示す

る）を2．0，3．0，4．0，5．Og（以下キトサンゾル11

gとの比で2／11，3／11，4／11，5／11と各々に表示す

る）各々に練り込み，肉厚1．5mmになるようにガ

ラスシャーレ中にセットした．これらの練和液を

ポリリン酸ナトリウム（ナカライテスク）5％の

水溶液を用いて中和を行い，図1に示すフィルム

を作製した．

図1　キトサソフィルム

ハイドロキシアパタイト量とpH値との関係

　図2はキトサンゾルのpH値とHAを各々に

練り込んだpH値の測定結果である．キトサンゾ

ルだけのpH値は2．8であり，2／11が5．0，3／11が

5．2，4／11と5／11が5．3であった．HA量が増加する

にしたがって，pH値は，大きくなった．一方，中

和後のpH値は，7．2～7．4であった．

ハイドロキシアパタイト量と収縮率の関係

　図3は，中和時の収縮率である．キトサンだけ

の収縮率は，約20％，2／11では，約8％，3／11で

は，約6．4％，4／11の約4．8％，5／11では，約2．6％

であった．HA量が増加するにしたがって収縮率

は，小さくなった．一方，乾燥後の収縮率は図4

に示す．この図によると，キトサンのみの場合，

約30％，2／11の約21％，3／11では約21％，3／11で

は約15％，4／11では，約12．5％，そして5／11のキ

トサンフィルムの収縮率は約9．5％であった．HA
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図2：pH値とHA含有量の関係
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図3：中和後の収縮量とHA含有量の関係

35

30

25

20

15

10

5

0

0　　　　2／11　　　3／11　　　4／11　　　5／11

　Hydroxyapatite／Chitosan

図4：乾燥後の収縮量とHA含有量の関係

量が増加するにしたがって収縮率は小さくなっ

た．これは，アパタイト粒子がキトサンの収縮を

阻害するためと考えられる．

ハイドロキシアパタイト量と硬さとの関係

　図5は，キトサンフィルムの中和後の硬さの測

定結果である．キトサンだけの硬さは，約27Hs，

2／11の硬さは，約32Hs，3／11は，約33　Hs，4／11

では，約37　Hs，そして5／11では約35　Hsであった．

HAを練り込むことによって，硬さは，大きくなっ

た．図6は，乾燥したキトサンフィルムを生理食

塩水中に浸漬した後の硬さの測定結果である．キ

トサンだけのフィルムの硬さは，約69Hs，2／11で

は，約70Hs，3／11では，約72　Hs，4／11では，約

80Hsそして5／11のキトサンフィルムの硬さは，

約75Hsであった．最大の硬さは4／11のときに得

られた．

ハイドロキシアパタイト量と引張強さにおよぼす

伸びの関係

　図7は，キトサンフィルムの中和後の引張強さ

と，図8は伸びの測定結果である．キトサンだけ

の引張強さは，約3．3gf／mm2，2／11では，約10．O

gf／mm2，3／11では，約14　gf／mm2，4／11では，約

20．Ogf／mm2，そして，5／11では，約8．6gf／mm2

であった．引張強さの最大値は，4／11で得られた．

一方，キトサンのみの伸びは，約38％，2／11では，

約73％，3／11では，約62％，4／11では，約55．0％，

そして5／11の伸びは，約47％であった．伸びの最

大値は，2／11で得られた．

　図9は，キトサンフィルムの乾燥後，生理食塩

水中で吸水させた場合の引張強さと図10は，伸び

の測定結果を示す．キトサンのみのフィルムの引

張強さは，約24gf／mm2，2／11では，約48　gf／mm2，

3／11の引張強さは，約45gf／mm24／11では，約47

gf／㎜2，そして，5／11では，約42　gf／mm2であっ

た．2／11から4／11までは引張強さに差が認められ

なかったが，5／11ではわずかに減少する傾向に

あった．一方，キトサンフィルムのみの伸びは，

約65％，2／11では，約90％，3／11では，約62％，

4／11では，約55％そして，5／11の伸びは，約42％

であった．最大の伸びは，2／11で得られた．HA量

が増加するにしたがって，HA粒子同士が接触す

る面積が増加し，キトサンとの接触面積が少なく

なり，結合材としてのキトサンの効力が減少する

ためと考えられる．
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図8　中和後のフィルムの伸びとHA含有量の関係
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ハイドロキシアパタイト量とCaイオンの溶出に

ついて

　図11は，HAを練り込んだ各々のキトサンフィ

ルムを2週間，37℃の生理食塩水中で振蓋した後，

溶出したCaイオン量について分析した結果であ

る．キトサンだけのフィルムのCaイオン量は，

0．04mg／1，2／11では，1．29　mg／1，3／11では，1．34

mg／1，4／11では，1．72　mg／1そして，5／11では，

1．22mg／1の溶出量であった．最大溶出量は，4／11

であった．この原因は，各キトサンフィルムの表

面の観察結果から推察することが出来る，図12は，

生理食塩水中に浸漬する前の各キトサンフィルム

であり，図13は，浸漬後の各キトサンフィルムの

表面状態を示す．図12によるとHA量が増加する

と，表面の凹凸が減少し，平骨になる傾向が認め

られる．これらのキトサンフィルムを浸漬した結

果，図13に示すように，キトサン部分が溶出し，

2／11から4／11までは，大きな空隙が観察されてい

る．しかし，5／11の空隙は他の試験片と比較して

少ない．ハイドロキシアパタイト粒子が生理食塩

水と接触する面積は，4／11が最大で，5／11では，

粒子同士が接触する面積が多く，生理食塩水と接

触する面積が減少するためにCaイオンの溶出量

が少なかったものと考えられる．Caイオン量が増

加するにしたがって，pH値が高くなる．骨形成に

は，Caイオンとコラーゲン・オステオネクチン複

合体上でアパタイト結晶の核が形成され，成長す

ることが，報告されている11）．また，骨補填材を墳

入したとき，新生される血管等によって骨形成が

進行することも報告されている12・13）．骨芽細胞が

早く発生する環境作りをすることが必要であり，

そして填入した骨補墳材と骨とが早期に置換する

ことが理想的である．
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図11：Caイオンの溶出量とHA含有量の関係
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キトサン含有量と諸性質にっいて

　表1は，キトサン含有量のことなったフィルム

の成分を示す．キトサン0．4，0．5と0．6gを各々に

用い，マロン酸（ナカライテスク）0．5gとリンゴ

酸（ナカライテスク）O．5gを各々に用いて，10　ml

の生理食塩水中で溶解し，キトサンゾルを作製し

た．それぞれのゾル中にハイドロキシアパタイト

（三井東圧）O．4gを練り込み，肉厚1．5mmとな

るようにガラスシャーレ中にセットした．中和は，

中和滴定機を用いて5％ポリリン酸ナトリウム

（ナカライテスク）溶液にてpH7．2に調整を行っ

た．以下，試験片の文中での表示は表中に示す略

号にて行う．

キトサン量とキトサンフィルムの硬さについて

　図14は，中和後のキトサンフィルムの硬さ測定

結果である．MC4の硬さは，約36且s，　MO4の硬

さは，約36Hs，　MC5は，約43　Hs，　MO5は，約41，

MC6は，約46，　MO6は，約45であった．　MCとMO

の差は，ほとんど認められず，キトサン量が多く

なると硬さは大きくなる傾向であった．一方，図

15は，乾燥後，生理食塩水中に浸漬した試験片の

硬さであり，MC4の硬さは，約77　Hs，　MO4は，

約75．MC5は，約80　Hs，　MO5は，約81　Hs，　MC6

の硬さは，約87Hs，そしてMO6は，約85　Hsで

あった．乾燥後もマロン酸とリンゴ酸との差はな

く，キトサン含有量が増加するほど硬さは大きく

なる傾向であった．硬さが大きくなってもゴム状

の弾性を有していた．このキトサンフィルムの性

質によって咬合圧が負荷されても歯肉の炎症が生

じない利点がある．

キトサン量と引張強さおよび伸びについて

　図16と17は，中和後のキトサンフィルムの引張

強さと伸びの測定結果を示す．MC4の引張強さ

は，約7gf／mm2，　MC5では，約12　gf／㎜2，　MC6

では，約18gf／mm2であった．　MO4の引張強さは，

約3．5gf／mm2，　MO5では，約6．5gf／mm2，　MO6

では，約11gf／mm2であった．キトサン量が多くな

ると引張強さは，大きくなり，リンゴ酸で溶解し

たキトサンゾルを用いたフィルムの引張強さは，

マロン酸を用いるよりも大きくなった．一方，伸

びについては，図17に示す．MC4の伸びは，約

85％，MC5は，約84％，　MC6では，約90％であっ

た．つぎにMO4の伸びは，約35％，　MO5では，

約58％，MO6は，約65％であった．キトサン量が

多くなると伸びは，大きくなり，リンゴ酸を用い

たほうがマロソ酸を用いた場合よりも伸びは，大

きくなる傾向であった．
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表1　キトサンフィルムの成分について
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Chitosan Malic Malonic Hydroxyapatite Physiological

Code （9） （9） （9） （9） Salt　Solution（ml）

MC　4 0．4 0．5
一

2．0 10

MC　5 0．5 0．5
一

2．0 10

MC　6 0．6 0．5
一

2．0 10

MO　4 0．4
一

0．5 2．0 10

MO　5 0．5
一

0．5 2．0 10

MO　6 0．6
一

0．5 2．0 10
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図14：キトサン量とキトサンフィルムの硬さについて

　　　（中和後）
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図16　キトサン量とキトサソフィルムの引張強さにつ

　　　いて（中和後）

　　　Malic：リンゴ酸でキトサンを溶解

　　　Malonic：マロン酸でキトサンを溶解
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キトサン量とキトサンフィルムの硬さについて
（乾燥後）

Malic：リンゴ酸でキトサンを溶解

Malonic：マロン酸でキトサンを溶解
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図17　キトサン量とキトサンフィルムの伸びについて

　　　（中和後）

　　　Malic：リンゴ酸でキトサンを溶解

　　　Malonic：マロン酸でキトサンを溶解
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　図18は，乾燥したキトサンフィルムを生理食塩

水中に浸漬した後，引張強さを測定した結果であ

る．MC4の引張強さは，約17　gf／mm2，　MC5では，

約31gf／Mm2，　MC6では，約48　gf／mm2であった．

一方，マロン酸を用いたMO4の引張強さは，約15

gf／mm2，　MO5は，23　gf／皿n2，　MO6では，約36　gf／

mm2であった．キトサン量が多くなると引張強さ

は，大きくなり，中和後よりも乾燥後，吸水させ

たキトサンフィルの引張強さが大きくなった．

　図19は，乾燥後，吸水させたキトサンフィルム

の伸びについて示す．MC4の伸びは，約20％，　MC5

は，約29％，MC6では，約38％であった．一方，

MO4の伸びは，約16％，　MO5では，約25％，そし

てMO6では，約36％であった．キトサン量が多く

なるほど伸びは，大きくなった．

　骨形成を早期に行うためには，骨芽細胞の発生

する環境作りが必要であり，埋入したキトサン

フィルム中に新生される血管が多くなることが必

要不可欠となる．したがって，キトサンフィルム

の生理食塩水中での経時変化について検討した．

図20は，リンゴ酸で溶解したキトサンを用いたキ

トサソフィルムの引張強さの経時変化について検

討した結果である．MC4の1日後の引張強さは，

約17gf／mm2，7日後では，6gf／mm2，14日後で

は，測定出来なかった．MC5の1日後では，約31

gf／㎜2．7畷では，約22　gf／㎜2，14畷では，

測定出来なかった．つぎに，MC6の1日後の引張

強さは，約48gf／mm2，7日後では，約37　g／fmm2，

14日後では，約18gf／mm2であった．浸漬する時間

が長くなるにしたがって，引張強さは，低下する

傾向にあった．一方，マロン酸で溶解したキトサ

ンを用いた場合の引張強さの経時変化の測定結果

を図21に示す．MO4の1日後の引張強さは，約15

gf／mm27日後では，約59．5／Mm2．14日後では，

測定出来なかった．MO5の1日後の引張強さは，

約23gf／mm2，7日後では，約22　gf／mm2，14日後

では，約7gf／mm2であった．　MO6の1日後の引

張強さは，約36gf／mm2，7日後では，約23　gf／

mm2．14日後では，約17　gf／mm2であった．浸漬時

間が長くなるにしたがって，引張強さは，減少す

る傾向であった．また，キトサン量が少ないほど

短期間で測定が出来なくなる結果であった．この

傾向は，リンゴ酸で溶解したキトサンにおいて著

しく認められた．したがって，早い時期にフィル

ムの強さを減少させ骨と置換させたい部位に使用

するときは，キトサン量を少なくして，リンゴ酸

で溶解したキトサンゾルを用いることによって得

られるものと考えられる．

　図22は，伸びの経時変化を示す．MC4の1日後

の伸びは約20％，7日後では約15％，14日後では，

測定が出来なかった．MC5の1日後の伸びは，約

29％，7日後では，約41％，14日後では，測定出

来なかった．MC6の1日後の伸びは，約38％，7

日後では，約43％，14日後では，約31％であった．

MC5とMC6については，7目後の伸びは1日目

よりも大きくなる傾向であった．つぎに図23は，

60

　50盲
t9．・・

§・・

1・・

ξ、。

0

MC4　MO4　　MC5　MO5 MC6　MO6

図18：キトサン量とキトサンフィルムの引張強さにつ

　　いて（乾燥後）

　　Malic：リンゴ酸でキトサンを溶解

　　Malonic：マロン酸でキトサンを溶解
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図19：キトサン量とキトサンフィルムの伸びについて

　　　（乾燥後）

　　Malic：リンゴ酸でキトサソを溶解

　　Malonic：マロソ酸でキトサソを溶解
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マロン酸で溶解したキトサンを用いた伸びの測定

結果である．MO4の浸漬1日後の伸びは，約16％，

7日後では，約14％，14日後では，測定できなかっ

た．MO5の浸漬1日後の伸びは，約25％，7日後

では，約30％，14日後の伸びは，約13％であった．

っぎに，MO6の1日後の伸びは，約36％，7日後

では，約34％，14日後の伸びは，約28％であった．

MO5の伸びは，7日後に大きくなり，14日後では，

減少した．MO6では，浸漬時間が長くなるほど伸

びは小さくなった．浸漬することによって，引張

強さや伸びが減少するのは，図24と25に示すよう
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に，キトサンが溶出し，空隙が多く生じているこ

とが原因していると考えられる．また，生体中に

埋入したキトサンフィルムにこの様な現象が生じ

ることによって，フィルムの空隙に新生される血

管が増加し，早期に骨と置換出来るものと考えら

れる．

ま　　と　　め

　キトサンフィルムに練り込むハイドロキシアパ

タイトの量は，フィルムの操作性，Caの溶出の観

点からするとキトサン量11に対してハイドロキシ
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図20：キトサンフィルムの生理食塩水中での引張強さ

　　　の経時変化について（リンゴ酸でキトサンを溶

　　解）

　　　［コ：1日後　吻：7日後　睡翻：14日後
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図22：キトサンフィルムの生理食塩水中での伸びの経

　　　時変化について（リンゴ酸でキトサンを溶解）

　　　［コ：1日後　i膠：7日後　鵬：14日後
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図21キトサンフィルムの生理食塩水中での引張強さ

　　　の経時変化について（マロン酸でキトサンを溶

　　解）

　　　［コ：1日後　膠：7日後　薩劉：14日後
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図23：キトサンフィルムの生理食塩水中での伸びの経

　　　時変化について（マロン酸でキトサンを溶解）

　　　［：］：1日後　1彪］：7日後　 醗：14日後
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図24：キトサンフィルムの浸漬前と浸漬後の表面状態（リンゴ酸でキトサンを溶解）

　　　　　　　　　　　AS：浸漬前　2　W：浸漬した2週間後
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図25：キトサンフィルムの浸漬前と浸漬後の表面状態（マロン酸でキトサンを溶解）

　　　　　　　　　　　AS：浸漬前　2　W：浸潰した2週間後

20μm

一

アパタイト量は4であれぽ良好な結果となると考

えられる．また，抜歯窩への軟組織の侵入を防止

し，骨形成を早期に進行させるのに用いるフィル

ムは，キトサン量を多くし，マロン酸で溶解した

キトサンゾルで，作製すればよいと考えられる．

一方，顎定上にフィルムをセットし，骨形成を行

うためには，早く骨と置換出来る材質が良好な結

果を生むと考えられる．したがって，キトサン量

を少なくし，リンゴ酸で溶解したキトサンゾルで

作製したフィルムが適していると考えられる．今

後，動物実験を行い種々検討したいと考えている．
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