
１ はじめに

蟹などから得られる海洋性キトサンは, 天然高分子として

生体親和性が高く, 生分解性も有することから, 生体組織の

再生を促進する再生医療用材料として利用する研究が進めら

れている｡

一方, エレクトロスピニングは, 高分子溶液などに高電圧

を印加することによって液をスプレーしつつ, 溶媒を蒸発さ

せることにより, 電気的に紡糸する方法である (図１)｡

1930年代に報告された技術1)ではあるが, 近年, 簡単にナノ

～サブミクロンスケールの直径を持つ繊維を作製できる技術

として注目されている｡

我々は北海道大学等と共同で, キトサン・ナノ繊維を再生

医療用材料として応用展開することを目指し, 経済産業省の

地域新生コンソーシアム研究開発事業 ｢キトサン・ナノ繊維

を用いた神経再生促進型マトリックスの開発｣ (平成17～18

年度) において, 創傷被覆材, 神経再生チューブおよび細胞

培養基材などの足場材料の研究開発を行った2-5)｡ 本報では,

本研究開発の分担課題である, ナノ繊維製造装置の開発およ

びキトサン・ナノ繊維成形体の物性評価方法を検討した結果

について報告する｡
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２ ナノ繊維製造装置

エレクトロスピニングを用いて, ナノ繊維シートを自動的

に作製する装置を試作開発した｡ 開発に際しては, ナノ繊維

の用途開発に対応できる充分なシート作製能力を備え, かつ,

研究用途向けに様々な作製条件が設定できるように配慮した｡

以下に, 本装置の概要を述べる｡

2.1 装置の構成

開発したナノ繊維製造装置は装置本体, 操作制御盤, ユニッ

ト型温湿度空気供給装置, 耐酸ファンとコンパクトスクラバー

から構成される｡

本研究では, キトサンをTFA (トリフルオロ酢酸) に溶

解した溶液をエレクトロスピニングに用いている｡ このため,

製造環境条件および空気清浄度を維持するために, 装置本体

をクリーンブース化して温湿度空気供給装置を設置し, TF

Aの蒸発ガス処理用としてコンパクトスクラバーを設置して

いる｡ また, 装置構成部材はステンレスを多用するなど, 耐

腐食, 耐酸性に配慮した｡ 図２および図３に装置の主要構成

と全景を, 図４に回転電極を用いたエレクトロスピニングの

様子を示す｡

[主な仕様]

・全体寸法： 幅4.5×奥行1.5×高さ2.1�

・使用電源： AC100V および AC200V３相

・高圧直流電源： 0～30kV (操作制御盤で設定・表示)

・本 体

ノズル： 金属ニードル (内径0.5, 0.8, 1.0mm)

２個 取付可能

シリンジポンプ： ステッピングモータ駆動, PLC制御

ガラス製シリンジ 20ml (内径18.85mm)

シリンジ筒数 2筒 取付可能

吐出量設定 0.01ml/h～5010ml/h(1.39ml/s)

※内径18.85mm使用時

コレクタ電極： 平面電極, 回転電極

平面電極 幅180×高さ130(mm), SUS304製

回転電極 直径100×長さ150(mm), SUS304製

回転数 30～3000回転/分

ブラシレスDCモーター(定格出力200W)

電動スライダ駆動により電極を上下・左右移動可能

上下： 平面電極のみ移動可能

移動幅 最大150mm

移動速度 最大300mm/s

左右： 平面電極, 回転電極共に移動可能

移動幅 最大200mm

移動速度 最大100mm/s

・操作制御盤： JIS規格準拠 自立型

タッチパネルディスプレィによる運転操作

・ユニット型温湿度空気供給装置

温度制御範囲0～50℃, 湿度制御範囲30～95％RH

プレフィルタ, ＨＥＰＡフィルタ (0.1μm 99.97％)

装置本体内部クリーン度 CLASS 1000相当以下

※初期運転時にノズル付近で測定した結果である｡

・コンパクトスクラバー (耐酸ファンを含む)

硬質塩ビ製, ブース内部のガス浄化・排気

・安全対策：本体スライド式ガラスドアに安全スイッチ付
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2.2 キトサン・ナノ繊維成形体の作製

本装置を使用して, ナノ繊維シートならびにカバーグラス

製細胞培養基材のキトサン・ナノ繊維成形体を作製すること

ができる｡

・ナノ繊維シート

ナノ繊維シートは平面電極または回転電極を使用して作製

され (図５), 再生医療用の創傷被覆材や神経再生チューブ

の素材として使用することを検討している｡ 本シートの作製

に際して, 平面電極の場合は上下・左右方向に, 回転電極の

場合は左右方向に電極を往復移動させることにより, ナノ繊

維シートの厚さおよび密度の均一化を図る｡

また, 図４に示した回転電極の場合は, 回転ドラムの周速

度を変えることにより, 繊維が同一方向に配向するものから

ランダムなものまで, 幅広い性状のシートが作製可能である｡

・カバーグラス製細胞培養基材

平面電極に細胞培養基材用のカバーグラスを貼付した状態

でエレクトロスピニングを行うことにより, 所定量のキトサ

ン・ナノ繊維をカバーガラス上に直接, 固定化する (図６)｡

この際, 平面電極を上下・左右方向に往復移動させてナノ繊

維の固定量の均一化を図る｡

３ エレクトロスピニング条件の確立

エレクトロスピニングによりナノ繊維を作製する時, 溶液

濃度, 電極間電圧, 電極間距離, 送液量, ノズル内径, 雰囲

気条件 (温度, 湿度) などが影響因子となる6-9)｡ これらの

作製条件を適切に制御することによって, 常に良好で, かつ,

必要とする形状のナノ繊維を得ることが出来る｡

3.1 キトサン・ナノ繊維の作製条件

本装置を用いてエレクトロスピニング試験を行った結果,

キトサン・ナノ繊維は下記の諸条件下において良好に作製で

きることを確認した｡ なお, 使用したキトサン原料を表１に

示す｡

・キトサン溶液

ZK-5 ：濃度9.6w/v％ (TFA：DCM ＝ 4：1)

AJK-2：濃度6.4w/v％ (TFA：DCM ＝ 4：1)

AJK ：濃度4.8w/v％, 6.4w/v％ (TFA：DCM ＝ 4：1)

※DAc：脱アセチル化度

DCM：ジクロロメタン (塩化メチレン)

・電極間電圧： 12 ～ 27 kV
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・電極間距離： 105 ～ 160 mm

・送液量 ： 1 ～ 8 ml/h

・ノズル径： 内径φ0.5 ～ 1.0 mm

・温 度 ： 25 ～ 35 ℃

・相対湿度： 25 ～ 35 ％RH

なお, 通常は電極間電圧20kV, 電極間距離155mm, ノズ

ル内径φ0.5mmおよび送液量２～８ml/hの条件下で, キト

サン・ナノ繊維の作製試験を実施している｡

3.2 キトサン試料と雰囲気湿度の影響

キトサン分子量および雰囲気湿度が繊維化に及ぼす影響に

ついて試験を行った結果を以下に述べる｡ 本試験における雰

囲気温度は26℃および29℃, 相対湿度は29％, 31％, 33％,

35％, 40％の各条件下でエレクトロスピニングを行った｡ な

お, 電極間電圧20kV, 電極間距離150mm, 送液量２ml/h,

ノズル内径φ0.5mmを固定条件とした｡

AJK-2とAJKを用いたキトサン溶液に対する湿度と繊維

径の関係を図７に示す｡ 相対湿度では, 同じ湿度でも温度に

より空気中の水蒸気量が異なるため, ここでは絶対湿度を横

軸として表した｡

AJK-2, AJK共に, 絶対湿度が高くなると繊維径が細く

なることが分かった｡ しかし, 繊維の外観を顕微鏡で観察す

ると, 繊維が細くなるにつれてビーズ状の玉が見られるよう

になり, 良好な繊維が得られなかった (図８)｡

図７の両図を比較すると, 同じ絶対湿度ではAJKの方が

繊維径は太いことが分かる｡ キトサンをエレクトロスピニン

グした場合, 溶液粘度が高くなると繊維径が太くなると報告

されている3)｡ 本試験で使用したキトサン (表１を参照) に

おいても､ AJKはAJK-2よりも溶液粘度が高いことから､

繊維径が太くなったと考えられる｡

また, 絶対湿度が低くなるとノズル先端に鞘状の液ダレが

付着する(図９)｡ これが大きく成長すると先端より脱落して

コレクタ電極へ飛び散るため, 繊維上に液滴が付着する原因

となる｡ この液ダレ除去の対策として, ノズル上方にエアブ

ローノズル (図９) を設置して適時, 液ダレの除去を行うこ

ととした｡

このように, 良好な繊維を得るためには, キトサン分子量

の管理と共に, 装置内の湿度コントロールが重要であること

が分かった｡
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注. P１～P４は図７中のP１～P４に対応

図８ 湿度と繊維状態



４ 配向化技術の開発

回転電極を高速回転させた状態でエレクトロスピニングを

行うことにより, 同一方向に配向したナノ繊維シートを作製

できる｡ 図４に回転電極へのエレクトロスピニングの様子を,

図10に回転電極に付着したキトサン・ナノ繊維を示す｡

ここで, ナノ繊維がどのように電極上に配向するかを確認

するために, 回転電極の回転数, 即ち, 周速度を変化させて

キトサン・ナノ繊維シートを作製し, 電子顕微鏡により観察

した｡ 本試験には, キトサン(AJK, DAc93％)をTFAと

DCMの混合溶液(TFA：DCM＝4：1)で溶かして濃度6.4

w/v％としたキトサン溶液を用い, 電圧23kV, 電極間距離

155mm, 送液量4ml/h, 電極の周速度0～15.7m/secの条件

でエレクトロスピニングを行った｡ 図11に, 周速度0.2m/s

および15.7m/sにおいて作製されたキトサン・ナノ繊維の

SEM画像を示す｡

周速度が遅い0.2m/s (回転数34rpm) 時は繊維に配向性

が見られない無配向な状態であるが, 15.7m/s (回転数3000

rpm) 時は明らかに一定方向に繊維が配向しているのが分か

る｡ なお, 詳細については本紙の研究ノート10)を参照された

い｡

このように, 回転電極の回転数を制御して周速度を変える

ことにより, 配向・無配向と様々な繊維状態を有するナノ繊

維シートを作製できることが確認された｡

５ 物性評価方法の確立

ナノ繊維製造装置により所定のキトサン・ナノ繊維成形体

を安定かつ大量に製造するためには, エレクトロスピニング

条件を適切に管理すると共に, 作製された成形体を定量的に

評価することが重要である｡ そこで, キトサン・ナノ繊維成

形体の作製方法の開発と並行して, 物性評価方法の検討を行っ

た｡

5.1 繊維径

エレクトロスピニングにより作製されたナノ繊維の繊維径

を測定するため, SEM画像を用いて画像解析ソフト (�Ａ像

くん�；旭化成エンジニアリング㈱) の[針状物解析]を適用

して測定した｡ 図12に手動により繊維を選定した画像例を示

す｡ 図中の長方形で囲われた部分が選定した繊維の一部であ

り, この短辺の長さから繊維径を求める｡

この画像処理ソフトを使うことで繊維径の測定が可能となっ

た｡
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5.2 繊維率

細胞培養基材を作製する場合, 基材に対する繊維固定量を

定量的に管理する必要がある｡ しかし, ナノ繊維の質量は極

めて小さく, かつ, 固定量も微量であるため, 質量では管理

できない｡ そこで, 基材に対してどのくらいの割合で繊維が

固定化しているのかを数値化する方法を検討した｡

顕微鏡で基材上の繊維を観察すると, 繊維が基材より黒く

見えることが分かった｡ そこで, 得られた画像を２値化して

繊維部分を抽出した後, 画面上の黒(繊維)と白(基材)の各画

素数の比率を ｢繊維率｣ と定義し, 繊維の固定量を管理する

数値とした｡ ただし, 閾値の決め方によって２値画像は異な

り, 繊維率が変化するため, 顕微鏡撮影条件や画像処理条件

を同一にする必要がある｡ 図13に２値化されたナノ繊維画像

と繊維率の事例を示す｡

このように, 繊維率によって細胞培養基材に最適な繊維固

定量を決定することができる｡

5.3 配向度

回転電極を高速回転させることでナノ繊維を同一方向へ配

向させることが出来ることを述べたが, どの程度配向してい

る (同じ方向を向いている) のかを表す必要がある｡

前述の画像解析ソフトの[針状物解析]により繊維の方向を

測定し (図12を参照), 尖度という統計的指標をもって配向

度を評価できることを確認した｡ 図14に, 周速度と配向度

(尖度) の関係を示す｡ なお, 詳細は本紙の研究ノート10)を

参照されたい｡

5.4 引張強度

キトサン・ナノ繊維シートについて引張試験を行い, 引張

強度によって物性評価が可能であることを確認した｡ 作製可

能なシートサイズおよび試験機性能を考慮して, 試験片は
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図14 回転電極の周速度と配向度 (尖度)

図15 ナノ繊維シートの引張試験



JIS K6251 ｢加硫ゴムの引張試験方法｣ に規定のダンベル状

６号形とし, 打ち抜き刃により繊維シートから打ち抜いて作

製した｡ 図15に引張試験の様子を, 図16に回転電極を用いて

作製したシートの引張強度例を示す｡ 詳細は本紙の研究ノー

ト10)を参照されたい｡

5.5 1/2偏平強さ

神経再生チューブは, 生体内に移植後, 神経が再生するま

での間はチューブ形状を保つ必要があり, 適度な圧縮強度が

求められる｡ そこで, つぶれに対する耐力を評価するため,

偏平試験を行った｡ 偏平試験において, チューブの軸方向と

は直角方向に幅15mmの圧子を押し付け, チューブ内空径が

1/2 (0.6mm) つぶれた時の荷重を1/2偏平強さとした｡ 図17

に偏平試験の様子を, 図18にチューブ形態 (作製方法の違い)

による1/2偏平強さの事例を示す｡ この結果から, 金属芯に

直接, エレクトロスピニングを行ってチューブを作製するよ

りは, 一度, ナノ繊維シートを作成し, それを金属芯に巻き

付けてチューブを作製した方がつぶれに対する耐力があるこ

とが分かった｡ ただし, この場合は配向, 無配向には差が見

られなかった｡

このように, 1/2偏平強さによって神経再生チューブなど

のナノ繊維成形体の圧縮強度を評価することができる｡

６ まとめ

エレクトロスピニングを用いて, ナノ繊維を自動作製する

ナノ繊維製造装置を開発した｡ 本装置を使用して, キトサン・

ナノ繊維成形体であるナノ繊維シートならびにカバーグラス

製細胞培養基材を作製することができる｡ 併せて, 配向した

ナノ繊維シートも作製できることを確認した｡

また, 今回の開発対象である創傷被覆材, 神経再生チュー

ブおよび細胞培養基材の３つのキトサン・ナノ繊維成形体の

評価方法について検討を行った｡ その結果, 繊維径, 繊維率,

配向度, 引張強度および1/2偏平強さの５項目により, これ

らのキトサン・ナノ繊維成形体の物性評価を行う方法を確立

した｡

本報告は経済産業省地域新生コンソーシアム研究開発事業

(平成17～18年度, ｢キトサン・ナノ繊維を用いた神経再生促

進型マトリックスの開発｣) により得られた成果をまとめた

ものである｡
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図16 キトサン・ナノ繊維シートの引張強度例

図17 神経再生チューブの扁平試験

図18 チューブ形態による1/2扁平強さ
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