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研究成果の概要（和文）：申請者はカニ殻からキチン質のナノファイバーを製造することに成功している。本研
究ではキチンナノファイバーの微細な形状（１０ナノ）と優れた力学的強度、多彩な生体機能を活かし、ハイド
ロキシアパタイトと複合した骨再生のための足場材料を開発した。本材料は成形外科や歯科治療において優れた
成形性・操作性を有する。また、炎症を誘発することなく骨や歯の欠損部において足場として安定に存在し再生
する。治癒後は体内で消化される。そのような全くの新規の骨や歯の再生材料は、高齢化の進む現代社会におい
て、人々の健康を増進していくだろう。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in preparing for the chitin nanofibers from crab shell. 
The chitin nanofiber has 10 nm in diameter, efficient mechanical properties, and variety of 
biological properties. In this study, a calcium phosphate/chitin nanofiber composite material was 
prepared for bone tissue engineering. Chitin nanofiber offered a useful template with which to form 
calcium phosphate crys-tal as with the biomineralization of crab shell in nature. Calcium phosphate 
improved the mechanical properties of the hydrogel. This unique inorganic/organic nanocomposite 
modeled on nature is expected to expand the application of chitin nanofibers in medical and dental 
fields by utiliz-ing their morphological, mechanical, and biological properties.

研究分野：生体高分子化学

キーワード： ナノ材料　バイオマス　生体材料
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 骨再生材料「ハイドロキシアパタイト」 
骨欠損部位の修復には周囲の骨と強固に接
着し、治癒するまでの間、高い機械的強度を
維持できる足場が必要である。ハイドロキシ
アパタイト（以下、アパタイト）は高い骨伝
導性と生体適合性を併せ持つため、人工骨と
して成形外科や歯科において使用されてい
る。しかし、アパタイトは固くて脆いため、
成形性と操作性に劣る。この欠点を解決する
手段として、アパタイトと高分子材料の複合
化が挙げられる。 
キトサンはカニやエビの外皮に含まれるキ
チンを脱アセチル化処理することによって
得られる天然由来の高分子である。キトサン
はアパタイトとの親和性が高く、生体吸収性
や熱安全性に優れているため、アパタイトと
キトサンを複合したスポンジ状の骨再生材
料が報告されている。しかし、この複合体は
体液環境下では急激な強度低下をおこすた
め、骨欠損部の足場として十分な役割を果た
すことができない。また、キトサンはカチオ
ン性高分子であるため、体内において炎症反
応を引き起こす。 
 
(2) カニ殻由来のナノ繊維「キチンナノファ
イバー」 
申請者はカニ殻に含まれているキチン質の
ナノファイバーを簡便に単離することに成
功している (Ifuku et al., Biomacromol., 
2009)。本材料は極めて細く均一である。ま
た、結晶性の高い繊維であるため、高強度・
高弾性である。そして、多彩な生体機能を備
えている(Ifuku et al., Nanoscale, 2012)。本
研究ではキチンナノファイバーとアパタイ
トを複合した、全くの新規な骨再生材料の開
発を提案する。なお、本研究を進めるにあた
り、キチンナノファイバーについて、以下の
予備的知見を得ている。 
① 従来のキチン粉末と異なり、キチンナノ
ファイバーは水中で均一に分散できる。 
② 物性が優れているため、複合化によって
素材を強化する補強材として機能し、素
材の機械的強度を大幅に向上できる
(Ifuku et al., Green Chem., 2011)。 
③ 生体内のリゾチームと呼ばれる酵素に
よってゆっくりと分解を受ける。 
④ 生体適合性に優れ、体内に埋設しても炎
症を誘発する好中球を活性化しない。 

 
２．研究の目的 
本研究では「キチンナノファイバー/アパタイ
ト複合体」からなる新規な骨再生材料を開発
した。上述の①～④の予備的知見は骨再生材
料の開発にあたってそれぞれ次の効果が期
待できる。 

(1) スポンジやゲル、シート、セメントなど
用途に応じて所望の形状に成形できる。 

(2) アパタイトの物性が向上し、操作性が改
善する。また、治癒するまでの間、骨欠

損部の足場として維持できる。 
(3) 治癒後は生体内で消化され、足場として
の役割を終える。 

(4) 生体内に埋設しても異物として認識さ
れず、炎症反応を引き起こさない。 

 
以上、キチンナノファイバーとアパタイト
を複合した骨再生材料を作成する。成形性
と操作性に優れ、骨欠損部の足場として治
癒するまで保持し、良好な生体親和性を持
つ高性能・高機能の新素材を開発する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、キチンナノファイバーの特徴的
な形状、物性、機能を活かして、キチンナノ
ファイバーを基材として用いた複合材料を
作成し、外科や歯科治療に利用可能な新規な
高機能・高性能の骨再生材料を開発する。具
体的には (1)～(4)の項目について検討する。 
(1) キチンナノファイバーの規格化 
(2) キチンナノファイバー/ゼラチンフィ
ルムの製造とその評価 
(3) キチンナノファイバー/ゼラチン複合
ゲルの製造とその評価 
(4) キチンナノファイバー/アパタイト複
合体の製造とその評価 

 
４．研究成果 
(1) キチンナノファイバーの規格化 
キチンを水酸化ナトリウム（濃度：５～３０
重量％）で脱アセチル化を行うことにより、
ナノファイバー化の効率が向上した。これは、
表面に正の荷電が生じ、表面の荷電は静電的
な反発や浸透圧を生じるためである。そのた
め、より軽微な粉砕によって、ナノファイバ
ーを得ることができた。得られたナノファイ
バーについて、詳細な物性データの集積を行
った。 
①収率：水酸化ナトリウム処理に伴う収率を
重量より求めた。収率はアルカリの濃度に依
存せずおよそ８０％程度であった。 
②脱アセチル化度：水酸化ナトリウム処理に
伴うキチンナノファイバーの脱アセチル化
度を元素分析および電気伝導度滴定により
求めた。水酸化ナトリウムの濃度に依存して
脱アセチル化度が増加した。５～３０重量％
のアルカリ濃度で処理することにより、脱ア
セチル化度をおよそ５～３０％に制御でき
た。また、脱アセチル化度は赤外分光光度計
を用いたスペクトルデータとも一致してい
た。 
③表面荷電：水酸化ナトリウム処理に伴うキ
チンナノファイバーの表面の荷電をゼータ
電位計により測定した。酸性条件において脱
アセチル化度の増加に伴い、アンモニウム塩
が生じるため正のゼータ電位が４６から５
７に増加した。 
④分散性：キチンナノファイバー分散液の分
散性を評価するため、可視分光光度計を用い
て透過率を測定した。水酸化ナトリウムの濃



度の増加に伴って、分散液の分散性が向上し、
その結果、透過率が大幅に上昇した。３０重
量％の水酸化ナトリウムで処理した場合、６
００nm における分散液の直線透過率は３
４％から８０％に増加した。これは表面の荷
電の増加に伴い、ナノファイバー間の静電的
な反発が生じて、凝集を抑制し、分散性が向
上したためと考える 
⑤形状：キチンナノファイバーの形状を電解
放出型走査型電子顕微鏡を用いて観察した。
水酸化ナトリウムの濃度の増加に伴ってキ
チンナノファイバーの平均的な繊維幅がよ
り細くなった。これは、ナノファイバーの表
面の荷電の増加に伴って、静電的な反発と浸
透圧が増加して、より軽微な粉砕で微細化が
可能になったためである。 
⑥表面積：キチンナノファイバーの相対的な
表面積をパルスNMR装置を用いて評価した。
アルカリの濃度と溶媒の緩和時間は負の相
関があった。すなわち、水酸化ナトリウムの
濃度に伴ってナノファイバーの表面積は増
加した。この結果は走査型電子顕微鏡による
形状観察の結果と一致している。 
⑦結晶性：広角 X線散乱法によってキチンナ
ノファイバーの結晶性を評価した。キチンナ
ノファイバーの結晶領域と非晶領域を比較
して相対的な結晶化度を見積もった。アルカ
リの濃度に依存せず相対的な結晶化度はお
よそ８５％に保持されていた。すなわち、脱
アセチル化反応は表面にのみ起こっており、
内部の結晶構造は保持されていることを示
唆している。 
 
(2)キチンナノファイバー/ゼラチンフィルム
の製造とその評価 
①フィルムの作成：キチンナノファイバー/
ゼラチン複合フィルムを作成した。キチンナ
ノファイバー分散液にゼラチンを加熱して
溶解したものを乾燥し、キャストフィルムを
得た。複合フィルムはいずれも透明であった
（図１）。これはナノファイバーのサイズ効
果によるものである。フィルムの破断強度な
らびに弾性率は高く、また、キチンナノファ
イバーとゼラチンの配合比によって大きく
変化した。 

図１ 複合フィルムとその透明性 
 

これは高弾性のキチンナノファイバーと柔
軟なゼラチンの複合効果によるものである。
複合フィルムの吸水率はゼラチンの配合比
に依存して直線的に増加した。これは、ゼラ
チンの吸水性が高いためである。 
②複合フィルムの埋設試験：6 週齢の雌のマ
ウスの背面にキチンナノファイバー/ゼラチ
ン複合フィルムを埋設した。３，７，１４日
後に組織を採材し、標本を作製し、状態を組
織学的に評価した。複合フィルムは対照群と
比較して強い急性炎症性細胞数が少なく、例
えば３日目の急性炎症細胞数は対照群が２．
４であったのに対して、キチンナノフィバー
投与群では０．６であった。すなわち、炎症
反応を惹起することなく、線維芽細胞の増生
が確認できた。すなわち、作成した複合フィ
ルムは優れた生体適合性を備えている。 
 
(3)キチンナノファイバー/ゼラチン複合ゲル
の製造とその評価 
①複合ゲルの作成：キチンナノファイバーに
ゼラチンを加熱溶解した後、ゲニピンを架橋
剤として加え複合ゲルを得た。複合ゲルは反
応後もナノファイバーの形状が保持されて
おり、その補強効果によって高強度、高弾性
であり、それぞれが４０％、６０％向上した。 
②複合ゲルの埋設試験：複合ゲルをマウスの
背面に埋設し、１，２，４週後に採材して組
織学的に評価を行った。従来のゼラチンゲル
は好中球の集簇に伴う重度の炎症反応が起
こり、２週後にはゲルは崩壊していたが、一
方でナノファイバーを配合したゼラチンゲ
ルは炎症は比較的軽度であり、４週後も複合
ゲルは安定に組織内に存在していた。 
次いで、ウサギの大腿骨の軟骨および軟骨下
骨をくり抜き、直径 4 mm、高さ 7 mmの複
合ゲルを埋設した。４週後に組織を採材して
軟骨組織を観察した。染色によって II型コラ
ーゲンの産生は認められず、軟骨組織の再生
は確認できなかった。一方、I 型コラーゲン
の産生が認められ、すなわち、骨の成分の再
生が確認でき、その周囲には線維芽細胞の集
簇が見られた（図２）。すなわち、キチンナ
ノファイバー/ゼラチン複合ゲルは骨の再生
を促進する足場材料として有効であること
が認められた。 

図２ 複合ゲルは骨芽細胞を集簇させてコ
ラーゲンを産生する。 



 
(4)キチンナノファイバー/アパタイト複合体
の製造とその評価 
①複合体の作成：キチンナノファイバー/アパ
タイト複合体を作成した。イカの甲由来のキ
チンナノファイバーを３５％水酸化ナトリ
ウム水溶液に室温下、２４時間浸漬すること
によりヒドロゲルを得た（図３）。これはキ
チンナノファイバー結晶の膨潤とそれに伴
う繊維間の架橋によるものである。キチンナ
ノファイバーゲルを 0.6 Mのリン酸水素二ア
ンモニウム水溶液に室温下、1 日浸漬した。
その後、1.0 Mの硝酸カルシウム４水和物に
40℃、0.5～5.0日間浸漬してアパタイトの析
出を行った。電子顕微鏡によりアパタイトの
析出が確認でき、析出量は浸漬時間に応じて
増加した。また、析出量に応じて弾性率なら
びに破断強度が増加した。これはアパタイト
結晶がヒドロゲルの物性を向上しているた
めである。 

図３ キチンナノファイバーヒドロゲル。(a)
５％、(b)２５％濃度。Scale bar: 30mm 
 
②アパタイト複合体の埋設試験：６週齢の雄
のラットの頭頂骨をくり抜き消毒後にアパ
タイト複合体を埋設し、外科用ステープラー
で切開部を閉塞した。術後に組織を採材しホ
ルマリンで固定し標本とし、顕微鏡を用いて
組織学的に評価した。アパタイト複合体を埋
設した群について、皮下組織において石灰化
が確認でき、その周囲には骨芽細胞が集簇し
ていた。また、線維芽細胞ならびにコラーゲ
ンが産生し、対照群と比較してより重厚な組
織となっていた（図４）。 

図４ アパタイト複合体は骨欠損部の石灰
化を促進する。白抜き矢印：石灰化、黒矢印：
骨芽細胞、矢頭：線維芽細胞 
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