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本学位論文に関係した内容は以下に示す学術雑誌に投稿し、掲載されている。主軸

をなす部分は論文No．1および2であり、その他の部分は以下に示す学会において口

頭発表を実施した。
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緒　言

　生体は、感染や外傷あるいは外科手術などの外的侵襲により損傷を受けると、生

体防御反応を駆使して自己組織の修復を達成するが、この反応には侵襲によっては

じめて発動するというタイムラグが不可避である。侵襲が加わると、補体が最初の活

性を引き起こし、産生されたケミカルメディエーターがその局所に存在する白血球や

マクロファージなちびに血小板を活性化するとともに、損傷近位の血管内皮細胞を活

性化させ、炎症細胞の効率的な誘導を開始する（小川，1994）。この反応が、早けれ

ば早いほど病原微生物からの脅威を最小限にすることができる。このようなミクロな

生体反応を理解できなかった時代においても、様々な創傷治癒促進を目的とした治

療法があみ出されてきた。イカの軟骨、タコの口吻軟骨およびマッシュルームなどを

利用した民間療法などはその典型で（A‖an，　eオaZ，1984）、現在ではこれらの物質に

創傷治癒促進物質として今や認知されているキチンが含有されていることは周知の

事実である。

キチンは、N一アセチルーDグルコサミン残基がβ一（1，4）一結合したムコ多糖であり、

地球上に広く分布するバイオマスである。菌界、植物界においては主にカビ、酵母、

キノコなど菌類の細胞壁や藻類に（8aけnickトGarcia，1968）、動物界では原生動物

から有髪動物にまで（Muzzarelli，1977）、特に甲殻類や昆虫の骨格物質としてその

存在が確認されている。キチンの化学構造はセルロースと類似しており、年間生成量

は1×109～10］1tと言われ（Allan，θf批，1978；Muzzarelli，1977）、セルロースの

年間生産量（1×10m）に匹敵する（MuzzareUi，1977）。しかし、キチンはセルロー

スが人類の文明の発展に寄与したほどには利用されてこなかった。これはセルロー

スと異なり、キチンが強固な分子内および分子間水素結合を有し、そのため結晶が

極めて強靱で水に不溶性であることと、溶媒となるものが極めて限られていることが

最大の原因とされる（Muzzare‖i，1977；Nagai，θf　a人，1984）。

　1970年になり、Prudden，　er　a∴（1970）が鮫の軟骨中のアセチルーD一グルコサミン

による創傷治癒促進効果検討する過程で、そのポリマーであるキチンにその効果を

初めて発見し、その後Yano，θf　a∫（1985）がラットにおいて、中島ら（］985）がウサギ

において皮膚縫合創の癒合強度の増強効果を確認し、1985年に初の創傷被覆材と

してのキチン製品（ベスキチンW、ユニチカ、京都）が商品化された。医薬分野におけ

る応用が現実となり関心を集めたが、その後医学界においては画期的な進展を見る

ことなく現在に至っている。
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　一方、キトサンは自然界では菌類の1種であるケカビ（Mucor　rouxiDの細胞壁に存

在するが（Baπnicki－Garcia，1968）、その精製には莫大な経費を必要とするため、現

在市販されているキトサンはキチンを化学処理で脱アセチル化することによって得ら

れた人工物である。キトサンはキチンと相違して反応性に富むアミノ基を多く含み、酸

性領域で可溶性となるため工業的に応用性は高く、様々な蛋白吸着剤として応用が

進められてきた。しかし、原材料であるキチンをさらに化学処理することなどから、廃

液処理材や農薬代理品として現存する物質とのコスト面と機能性の面で魅力が乏しく、

付加価値の高い医薬品への応用が熱望されてきた。A‖an，　efa1（1984）が熱傷の治

療に使用した場合に痙痛の緩和があるという記述を残しているが、人体への応用は

現在に至るまでほとんどなされていないのが現状である。Male柱e，　er訊（1986）が犬

におけるキトサンの創傷治癒を報告しているが、臨床応用に関する報告はMinami，

θτa1（1992b）が初めてであり、それ以降日本おいては獣医学領域でキチン、キトサン

の研究が発展した。これらの成績によって、世界初の動物用医用材料が製品化され

た。

創傷治癒に対するキチンおよびキトサンの臨床応用はその基礎的研究に先行し、

それにより　in　vivoにおける種々のデータが得られた。その特色は過剰な肉芽や廠

痕を伴わず、血管に富んだスムーズな肉芽組織形成の促進にある。これまでに過剰

な肉芽形成の制御ならびに癩痕形成の惹起などのメ力ニズムの解明のために様々

な基礎的研究が重ねられてきた。それらの投与部位の組織所見では、創傷初期にお

いて多数の多形核白血球（PMN）およびマクロファージの遊走、集籏がみられ、次い

で線維芽細胞および多数の多核巨細胞の出現、豊富な新生血管を伴う肉芽の形成、

および薄く滑らかな上皮の再生が確認されている（Okamoto，　ef　a∫，1993a，1995）。

また、生理活性の面からでは、キチンおよびキトサンは白血球を活性化し、それ自体

が走化因子である（Minami，θf　aL，1993）だけでなく、補体活性の副経路を動かして舟

C3a，　C5aを産生することによりPMNの遊走、集籏を促すことが報告されている

（Minami，θf　aL，1998）。また、マクロファージの遊走を活性化するとの報告もある

（Peluso，θオaL，1994；Nishimura，　S．，θf訊，］986）。このマクロファージはインター

ロイキンー8、FGF、　TGF一β、TGF一αなど多様なサイトカインを分泌し、いわゆるサイ

トカインネットワークを構築する（Folkman　and　Klagsbrun，1987；Gromack，θf　aλ，

1990；Koch，θr　a∫，1992；Benne貧，θf　aL，1993）。さらに、キチンおよびキトサンが

直接、線維芽細胞や血管内皮細胞に作用して、両細胞の遊走および増殖に関連す

るインターロイキンー8を分泌させることも確認されている（Mori，　ef　a1，1997；入江，

1997）。また、キチンおよびキトサンの投与部位周辺の滲出液からはプロスタグラン

ジンE2、インターロイキンー1が検出された（Minami，θr　aλ，1995；有nigawa，θ亡a∫，
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1992）。ポリマーであるキチンは、様々な化学的処理によって新たなる機能性高分子

の作出が試みられている。例えば、脱アセチル化度の変化、分子量の影響、硫酸化、

カルボキシメチル化、リン酸化等の化学的修飾を施すことにより、抗腫瘍活性

（Mshimura，　K，　and　Azuma，1992；Nishimura，　K．，θf　a∫，1984，1985，］986　a，　b；

Nishimura，　S．，　ef　aぬ，1986；Murata，　ef　a∫，1989，1992；Tbkoro，αa乙，1988；

Saiki，θf訊，1990；）やアジュバント活性（Nishimura，　K．，　ef訊，1985，1986　a，　b；

Nishimura，　S．，　ef　aゐ，1986；Suzuki，　K、，θf　aλ，1984，1986；Tokoro，θf　aλ，1988）、

感染抵抗性（Nishimura，　K．，θf　a∫，1984；Suzuki，　K，　er　a∫，1984，1986；lida，　ef

a1，1987；Azuma，θr訊，1988；Tbkoro，　ef訊，1988）等が増強されるとの報告が

ある。このように、キチンおよびキトサンの基礎的な生物活性作用機序は組織学的に、

免疫学的に少しずつ明らかにされつつあるが全容は未だ明らかではない。また、肉

芽組織を構成する大きな成分としてコラーゲンやプロテオグリカンといった細胞外マト

リックスがあるが、キチンおよびキトサンに関連した報告は少なく、キトサンのモノマー

であるグル：コサミンの経口投与が細胞外マトリックスを誘導することにより軟骨損傷

の治癒過程を促進するとした報告（Tapadinhas，　ef　aL，1982；Theodosaikis，θf　a／，

1997；Kalimoto，　ef　a∫，1998）やヘパリン・キトサン複合体が皮膚の創傷治癒を促進

する（Kratz　G，θr訊，1997）とした報告がみられる程度である。

　さらに、最も基本的な創傷治癒促進に影響するキチンおよびキトサンの濃度につ

いては、全く報告が見られない。投与量については、毒性試験に関するものしか見ら

れない（Mita，1987；Seo，1990；Minami，］996）。本研究では、創傷治癒における

キチンおよびキトサンの肉芽形成促進作用機序を明らかにする目的で、第一章では

キチン、キトサンにより誘導される肉芽組織に対する使用用量および埋設時間の影

響を組織学的に検討した。第二章では、キチンおよびキトサンのコラーゲン合成能に

及ぼす影響を検討するために、肉芽組織中のプロリルヒドロキシラーゼ活性を測定す’

るとともに、組織切片にマッソントリクローム染色を施し、画像解析からコラーゲン量を

測定した。第三章では、細胞外マトリックスの主要成分であるグリコサミノグリカンとプ

ロテオグリカンについて、それぞれの特殊染色であるアリューシャンブルー染色とサ

フラニンーO染色を組織切片に施し、画像解析により測定した。さらに、グリコサミノグ

リカン中のコンドロイチン硫酸を高速液体クロマトグラフィー法を用いて定量した。第

四章では、臨床応用においてその効果が最も顕著に現れるネコを用いて、キチン、キ

トサンによる肉芽組織への影響および誘導されるコラーゲンのタイピングを行い、キ

チンおよびキトサンの肉芽形成促進作用についてコラーゲンを中心に、総合的に検討した。
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第1章キチン、キトサンにより誘導された肉芽組織の組織学的検索

第1項濃度による肉芽組織への影響

1．要約

ラットを用いて、キチン、キトサン懸濁液およびリン酸塩緩衝液を含浸させたポリエ

ステル不織布（キチンーNWF、キトサンーNWFおよびコントロール）を皮下に埋植し、誘

導される組織反応を肉眼的および組織学的に観察した。さらに、キチン、キトサンの

濃度が肉芽組織形成に及ぼす影響についても検討した。

肉眼的所見では、1．0および10mgのキチン懸濁液を含浸させたキチンーNWF、

0．1およびtO　mgのキトサン懸濁液を含浸させたキトサンーNWFにおいて、NWF

周囲に形成される組織は薄く滑らかであった。一方、50mgキチンーNWFおよび10

mgキトザンーNWFでは、その組織は厚く粗造であった。また、これらの埋植材周囲

の組織において浮腫等の肉眼的な炎症反応が観察された。

組織学的所見では、コントロール群と比較すると1．0および10mgキチンーNWF、

0．1およびtO　mgのキトサンーNWFにおいて、埋植材の器質化が明らかに促進さ

れていた。50mgキチンーNWFおよび10mgキトサンーNWFにおける器質化はわ

ずかであり、埋植材中に多くの炎症性細胞が観察された。これらの結果より、キチン

およびキトサンの至適濃度は、それぞれtO～10　mg／ml、0．1～tO　mg／mlで

あると思われた。したがって、キトサンの組織反応の強さはキチンの約5～10倍

と考えられた。

2．実験目的

　肉眼的および組織学的観察により、キチンおよびキトサンの組織反応に及ぼす影

響を投与量から評価するとともに、それらによって引き起こされる組織反応の強さを

検討した。

3．材料および方法

　1）実験材料

　（1）実験動物　　　　　’

　8匹のWister系のラット（雌、体重270～300　g：浜口実験動物、兵庫）を用いた。
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　（2）供試薬

　イ力甲から得られた微粉末のキチンおよびべニズワイガニから得られたキチンを

脱アセチル化し、微粉末状にしたキトサン（サンファイブ、鳥取）をエチレンオキサイド

ガス（EOG）で滅菌し、リン酸塩緩衝液（PBS，　pH　7．2）で50　mg／m1の濃度に懸濁

して使用した。キチンは、平均粒径3．5μm、脱アセチル化度10％、分子量370

kD、灰分1％以下、タンパク含量0．8％以下、重金属（鉛、カドミウム、砒素など）

10ppm以下でミキトサンは平均粒径3．5μm、脱アセチル化度80％、分子量80

kD、灰分1．2％以下、タンパク含量Oj％以下、重金属10ppm以下であった。

分子量および脱アセチル化度は、それぞれゲル浸透クロマトグラフィー（GPC）および

1H核磁気共鳴（NMR）分析を用いて計測した。実験にはこれらの懸濁液をPBS

で希釈して、キチンについては1．0、10および50mg／ml、キトサンについては0．1、

1．0および10mg／mlの濃度に調整したものを用いた。

　（3）埋植材

　EOGで滅菌したポリエステル不織布（NWF：Sontara8100，　Dupont，　USA，1．0×

1．O　cm2）に、0．1　mlのキチン懸濁液（tO、10および50　mg／mDまたはキトサン懸

濁液（0．1、1．0および10mg／mDを含浸させて用いた。また、0．1　mlのPBSを

NWFに含浸させ、コントロールとした。0．］mg／mlのキチン懸濁液を含浸させた

NWFを0．1　mgキチンーNWFとし、他の埋植材についても同様に命名した。

　2）実験方法

ラットを2群に分け（各n＝4）、それぞれキチン群およびキトサン群とした。硫酸ア

トロピン（0．05mg／kg．田辺．大阪）、塩酸ケタミン（15mg／kg．三共．大阪）およびプロ

ピオニルプロマジン（0．05mg／kg．コンベレン．バイエル．東京）を筋肉内投与し麻酔

導入後、背側肋骨上部を勇毛し、クロルヘキシジン（ヒビテン．アストラゼネカ．大阪）

で消毒を行った。各ラットの背側正中に、約10cm長の皮膚切開創を作製した。

キチン群では、1匹目のラットに1mgキチンーNWF、10mgキチンーNWF、50　mg

キチンーNWFおよびNWFを右側頭、右側尾、左側尾および左側頭部にそれぞれ

埋植した。左右の埋植材の間隔は、2cmであり、上下間は3cmであった（図］－1）。

2匹目ではこれらの材料を右側尾、左側尾、左側頭、右側頭部の順に、3匹目では

左側尾、左側頭、右側頭、右側尾部の順に、4匹目では左側頭、右側頭、右側尾、

左側尾部の順に埋植した。キトサン群においても同様に埋植をおこなった。そして埋
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植材の四隅を3－0ナイロン糸で単純結節縫合し、皮膚には直径0．15mmワイヤー

を用いて1．Ocm間隔で単純結節縫合を施した。術後7日目にラットを安楽死させ、各

埋植材を周囲組織とともに採材し、肉眼的に観察した。各サンプルを］0％ホルマリン

リン酸緩衝液で固定し、脱水処理を行い、パラフィン包埋して3～4μm厚の切片

を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。

4．結果　　　　』

　1）肉眼的所見

1．0および10mgキチンーNWFにおいて、　NWF周囲の肉芽組織はコントロール

と同様に滲出液の浸出ならびに腫脹は認められず、スムーズであった。50mgキチ

ンーNWFでは滲出液の浸出ならびに腫脹を伴った過剰な炎症反応が周囲組織で見ら

れた。

0．1mgキトサンにおける肉芽組織はコントロールと同様に炎症を伴わない滑らか

なものであったが、tO　mgキトサンーNWFではわずかに滲出液の貯留と腫脹が観察

された。10mgキトサンーNWFではNWF周囲の肉芽組織は厚く粗造で、重度の滲

出液の貯留と炎症反応を伴っていた。

2）組織学的所見

組織学所見を表1－1に示した。組織反応は埋植材の内部および外部（周囲組織）

で評価した。tOおよび10mgキチンーNWFでは、コントロール（図1－2）と比較して

組織の器質化が明らかに促進されていた（図1－3）。しかし、50mgキチンーNWFに

おいては巨細胞の発現と器質化はわずかで、多くの多形核白血球を含む炎症性細

胞がNWF内で観察された（図1－4）。0．1および1．O　mgキトサンーNWFにおける

組織学的所見はtOおよび10mgキチンーNWFのものと類似していた。しかし、10

mgキトサンーNWFでは、炎症細胞がフェルト内で顕著に観察され、器質化は50　mg

キチンーNWFと同様にわずかであった。
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図1－1各種NWFの埋植部位

　　a：2cm、　b：3cm
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図1・2　コントロールの組織学的所見（7日目）

器質化はNWFの周辺部にのみ観察される。
a：低倍像、b：aの区画部高倍像
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図1・310mgキチン・NWFの組織学的所見（7日目）
NWFの良好な器質化が認められる。
a：低倍像、b：aの区画部高倍像
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図1・4　50mgキチン・NWFの組織学的所見（7日目）
器質化は10mgキチン・NWF（図1・3）に比較して不良で（a）、

NWF内に多数の炎症性細胞の集籏がみられる（b）。
a：低倍像、b：aの区画部高倍像
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表仁1　各投与量における組織学的反応所見（7日目）

投与量＊

（lng）

埋植材中の　埋植材周囲の　　炎症性　　多核巨　　血管

肉芽組織　　肉芽組織　　　　細胞　　　細胞　　　新生

コントロール
＋／・・ ＋／一 ＋／一 ＋／一 ＋／一

キチン 0．ユ

ユ

5

十十

十十十

十

ρ

十
十

十十十

＋
＋

十十十

　
十
十
十

十

十
十

ヂ十

キトサン 0．01

0．1

1

十
十
十
十
÷

＋／一

十十

十十十

十

十

十十十

十

　
一
　
／
十
十

十

　
ん
十
十

一：なし，＋／一：軽度，÷：中等度，＋＋：重度，杜＋：極めて重度

＊：NWF（1xユCm2）に含浸させた量。各濃度のキチン（1，

1，10mg／ml）を0．1m1含浸させた。

10，50mg／ml）およびキトサン（0．1，
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第2項キチン、キトサンの埋設時間による肉芽組織への影響

1．要約

ポリエステル不織布（NWF）に、第1項の実験により判明した至適濃度のキチンを

含浸させたキチンーNWF、キトサンを含浸させたキトサンーNWFおよびPBSを含浸

させたNWFをラットの背側皮下組織に埋植し、2、4、7、11、］4日後に採材し、それ

らによって誘導された肉芽組織について肉眼的および組織学的観察を行った。

　肉眼的にはキチンの10mg／ml、キトサンの1mg／mlおよびコントロールで11お

よび14日目に漿液の貯留を少数例で認めた。また、キチン、キトサン両群とも7

日目以降同じように滑らかな肉芽組織の形成を認めた。

組織学的には両群ともコントロール群より早く、7～11日目にかけてNWFの

ほぼ全面に肉芽組織の浸潤が認められ、器質化が完成した。

2．実験目的

肉眼的および組織学的観察により、至適濃度のキチンおよびキトサンの組織反応

に及ぼす影響を経時的に評価した。

3．材料および方法

　1）実験材料

　（1）実験動物

30匹のWster系のラット（雌、体重270～300　g

用いた。

浜口実験動物、兵庫）を

（2）供試薬

第1章、第1項で用意したキチンおよびキトサンの懸濁液を用いた。

（3）埋植材

EOGで滅菌したNWF（tO×WO　cm2）に0．1　mlのキチン懸濁液（1．O、10

mg／ml）またはキトサン懸濁液（0．1、1．O　mg／mDを含浸させて用いた。コントロールと

して0．］mlのPBSをNWFに含浸させた。1mg／mlのキチン懸濁液を含浸させ

たNWFを1mgキチンーNWFとし、他の埋植材についても同様に命名した。
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　2）実験方法

　ラットを2群に分け（各n司5）、それぞれキチン群およびキトサン群とした。さらに、

各群を5つの小群に分けた（各n＝3）。硫酸アトロピン（0．05mg／kg．田辺．大阪）、

塩酸ケタミン（15mg／kg．三共。大阪）およびプロピオニルプロマジン（0．05　mg／kg．コ

ンベレン．バイエル．東京）を筋肉内投与し麻酔導入後、背側肋骨上部を勇毛し、クロ

ルヘキシジン（ヒビテン．アストラゼネカ．大阪）で消毒を行った。各ラットの背側正中

に、約10cm長の皮膚切開創を作製した。キチン群の各小群の1匹目のラットに1

mgキチンーNWF、10　mgキチンーNWFおよびNWFを切開線の左側1cmの部

位に頭側より3cm間隔で埋植し、右側についても同様に行った（図1－5）。2匹目

のラットには頭側よりNWF、1mgキチンーNWF、10mgキチンーNWFの順、3匹目

には10mgキチンーNWF、　NWF、1mgキチンーNWFの順で同様に埋植を行った。

キトサン群についても同様に行った。各埋植材の四隅を3－0ナイロン糸で単純結節

縫合し、皮膚には直径0．15mmステンレスワイヤーを用いて1．O　cm間隔に単純

結節縫合を施した。

　術後2、4、7、11および14日目にキチンおよびキトサン群からそれぞれ任

意に1小群を選び、ラットを安楽死し、埋植材を採材した。各サンプルを］0％ホル

マリンリン酸緩衝液で固定し、脱水処理を行い、パラフィン包埋して3～4μm厚の

切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い、組織学的に観察した。

4．結果

1）肉眼的所見

　肉眼的所見では、コントロール、キチンおよびキトサン群の間にほとんど差がみら

れなかったが（図1－6）、11日目にコントロールで3例、1mgキトサンーNWFで1

例、10mgキチンーNWFで2例、14日目では、コントロールで2例、1mgキト

サンーNWFで1例、10　mgキチンーNWFで2例に少量の淡赤色滲出液の貯留

が見られた。それら以外では7日目以降の埋植材では滑らかな薄い肉芽組織が見

られた。

2）組織学的所見

　術後2日目の組織学的所見はコントロール群では炎症性細胞は極めて軽度に浸

潤し、フィブリンネットワークは見られなかった。キチンおよびキトサン群では炎症性細

胞が軽度に浸潤し、フィブリンネットワークが軽度に観察された（図1－7）。4日目では、
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コントロール群では炎症性細胞およびフィブリン析出が2日目よりやや増加したが、

NWF内への肉芽組織の浸潤はほとんどみられなかった。キチンおよびキトサン群で

は炎症性細胞や線維芽細胞が多数出現し、NWF辺縁からの肉芽組織の浸潤が見

られた（図1－8）。7日目では、コントロール群においてNWF辺縁に肉芽組織浸潤

が観察された。キチンおよびキトサン群では、大半のサンプルにおいてNWFのほ

ぼ全面に肉芽組織の浸潤が観察された。また、多核巨細胞も多数観察された（図

1－9）。1］日目ではコントロール群においてもNWFの器質化は50～70％にま

で増加した。キチンおよびキトサン群においては、全てのサンプルでNWFの約9

割以上が器質化していた。多核巨細胞は7日目より増加していた（図1ヨ0）。14日

目では、コントロールにおいてもほぼ100％の器質化が見られたが、不完全な器質

化を示す例も観察された。キチンおよびキトサン群では11日目と同様に十分な器

質化が認められた（図1－11）。さらにいずれの濃度の埋植材においても器質化に差は

みられなかった。
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　　適歯図図

　図1－5　各種NWFの埋植部位

　　　　a：2cm、　b：3cm

　　　　　　　15



a b c

図1－6　7日目の埋植部位の肉眼的所見
肉眼的に各群間に大きな差はみられられない。

a：コントロール群、b：キチン群、6：キトサン群
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コントロール キチン1mg キトサン1mg

図1－7　2日目の組織学的所見

17

∠



〆

八　
刊

／

50μm

一

50μm 50μm

一

コントロール キチン1mg キトサン1mg

図1－8　4日目の組織学的所見
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図1・11　14日目の組織学的所見
コントロール群はキチンおよびキトサン群と比較して

十分な器質化がみられていない。
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第3項考察

キチンおよびキトサンの組織反応への影響を検討するため、キチンおよびキトサン

により誘導された肉芽組織を検索した。その結果、キチンおよびキトサンはNWFに

良性の肉芽組織の形成を誘引し、その至適濃度は、キチンでは1．0～10mg／耐、

キトサンでは0コ～tO　mg／mlであった。また器質化を完成するに要する時間は約

7～1］日を要した。

至適濃度の投与により、多形核白血球やマクロファージが活性化し、多核巨細胞や

線維芽細胞誘引されるとともに、新生血管を伴った良性の肉芽組織を形成した。これ

らは以前の報告（Okamoto，　ef　a∫，］993　a，　b；Usami、　ef　a∫，1994；Peluso，　ef　a1，

1994；Minami，　ef　a∫，1993，1997c）と一致する所見であった。一方高濃度の使用で

は多数の炎症性細胞を伴う過剰な炎症反応を誘導し、逆に肉芽形成が抑制されてい

ることが判明した。この所見は、臨床家がこれらの物質を過剰に投与した時に体験す

る激しい浸出と化膿様反応と類似しており、これらの反応はキチン、キトサンのPGE2

産生等による血管拡張作用（Minami，　ef　a∫，1995；Tanaka，　er　a／．，1997）および血

管透過性の充進から説明される現象である。また、これらの一連の炎症反応の発端

は、C5aによっても発生することが指摘されている。C5aはキトサンの過剰投与

（200mg／kg）で観察されるイヌの出血性肺炎（Minami　ef　a∫、／996）の原因とも考え

られているキチンおよびキトサンの肉芽形成能に関する報告は少なく、Suzuki，　Y，　ef

a∫，（1999）はDAC度の上昇によって補体の活性度が上昇することを報告し、アミノ

基の量と組織反応の強さを類推する報告がみられるが、直接的な効果に関する報告

はみられない。今回の成績が示すように、キトサンがキチンと同程度の組織反応を引

き起こすには、キチンの1／5～1／10の濃度でよいことが明らかとなった。この成績は、

アミノ基の保有量がキトサンでキチンのほぼ10倍であることと関連し、補体の活性

効果と併せて生体反応を考える上で重要な結果と考える。

22



第2章キチン、キトサンのコラーゲン合成能に及ぼす影響

第1項キチン、キトサンにより誘導された肉芽組織中のコラーゲン量

1．要約

ポリエステル不織布（NWF）にキチン、キトサン懸濁液およびリン酸緩衝液を含浸さ

せたキチンーNWF、キトサンーNWFおよびNWFをラットの背側皮下に埋植し、誘導

された肉芽組織の組織標本を作製の後、マッソントリクローム染色を施し、画像解析

処理によりコラーゲン線維の量を測定した。コラーゲン線維は、キチン群の1．0およ

び｛Omg／ml、キトサン群の0．1　mg／mlで減少傾向が見られた。特に10mg／mlキ

チンでは有意に減少していた。これらの濃度は、過剰な肉芽形成を惹起せず器質化

する至適濃度の実験結果と一致した。

2．実験目的

創傷治癒の中心的役割を果たすコラーゲン線維の産生に、キチン、キトサンがいか

に影響を及ぼすか否かについて検討するために、肉芽組織中のコラーゲン線維を組

織切片に対するマッソントリクローム染色を実施し、顕微鏡下で観察するとともに画像

解析法を用いて客観化した。

3．材料および方法

　1）実験材料

第1章第1項の実験においてラットより採材した埋植材を使用した。

　2）染色方法

埋植材を10％リン酸緩衝液ホルマリンで固定し、アル：コールと100％キシレ

ンで脱水した。次いでサンプルをパラフィンに包埋し、3～4μmの厚みの切片を

作製し、マッソントリクローム染色を行った。

　3）画像解析

　染色組織標本の200倍像をPhotograb　ab－300　version　1．0（マッキントッシュソ

フトウエア、Fulif‖m、東京）を用いて取り込み、Adobe　Photoshop　5．0（マッキントッシ

ュソフトウエア、Adobe　System、東京）を用いてデジタル化し、画素数として
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120，000ピクセル（20，000ピクセルを無作為に6ケ所）に対して、マッソントリクロ

ームの青い色調の占めるピクセル数を画像処理により数値化した。得られた結果は

統計解析ソフトST測［STICA（Design　Technologies　lnc．　U．S．A－Japan，　Tbkyo）を

用い、ダンカンの多重検定法（Duncan’s　multiple　rage）検定法で統計処理を実施し

た。

4．結果　　　　’

1）キチン、キトサンにより誘導された肉芽組織中のコラーゲン量

結果を表2－1に示した。マッソントリクローム染色陽性ピクセル数は、コントロール

　（160．5±9．5）に比べてキチンのtO（146．0±4．2）および10　mg（1447±5．3）

　で減少する傾向が見られた。特に、キチンの］Omgでは有意に減少した

　（p＜0．05）。一方、キトサンについてはコントロールとほぼ同様の成績であった。
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表2－1　肉芽組織に対するコラーゲン染色標本の画像解析所見

投与量×

（mg）

マッソントリクローム

染色

コントロール 160．5★★＋／－9．5a

キチン 0．1

1

5

146．0＋／－　4．2a

144．7＋／－　5、3b

158．9÷／－　5．3a

キトサン 0．01

0．］

1

］55．6＋／－7．8a

］68．8＋／－　6．2a

161．3＋／－　7．oa

Ab：異なる肩文字は有意差を示す（P＜0．05）。

＊：NWF（1　x　l　cm2）に含浸させた量。各濃度のキチン（1，10，50mglml）

およびキトサン（0．1，ユ，10mg／ml）を0．1ml含浸させた。

＊＊：12，000ピクセル中の陽性ピクセル数を示す。
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第2項キチン、キトサンのプロリルヒドロキシラーゼ活性に及ぼす影響

1．要約

　至適濃度のキチン、キトサンおよびPBSを含浸させたポリエステル不織布（NWF、

1×］cm2）をラットの背側皮下に埋植し、4、7、］1および14日目に採材した。誘

導された肉芽組織中のプロリルヒドロキシラーゼを、Hutton，　ef　a∴，（1966）の方法で

測定することによりコラーゲン合成を評価した。埋植後4日目まで全ての群におい

て活性は低かった。10mg／mlキチンーNWF群を除いて他はほぼ同様の動きを示し、

4日目より14日目にかけて活性は直線的に増加を見せた。キチン群においては、

やや少ない傾向があるが約10倍の活性増加を示した。10mg／mlキチンーNWFで

は、4日目から7日目にかけて急激に増加し、その後プラトーを示した。これらの結

果は組織学的所見と一致した。

2．実験目的

創傷治癒過程において、種々のサイトカインにより線維芽細胞が遊走、集籏および

増殖し、その細胞内でコラーゲンが合成され、細胞外に分泌され欠損組織の再構築

が行われる。このコラーゲンの合成過程において、コラーゲン独特のアミノ酸であるプ

ロリンの水酸化反応があり、この反応はプロリルヒドロキシラーゼによって触媒されて

いる。この酵素活性はコラーゲン合成と平行して上昇し、コラーゲン合成活性の有力

な指標となっている。今回の実験では、プロリルヒドロキシラーゼ活性を指標にし、キ

チンおよびキトサンがコラーゲン合成に与える影響を検討した。

3、材料および方法

1）実験材料

　（1）実験試料

　第］章、第2項で採材した埋植材を実験試料として用いた。

　（2）3H標識プロトコラーゲンの作製

　1日齢の鶏有精卵（66個：東明サイエンス、神奈川）を脾卵器にて］0日間飼育

した。艀卵器内の温度を38°Cに設定し、湿度も一定に保った。また、］日に］5

回の転卵を行った。9日目に血管の走行の有無（特に太い血管）により生死の群分

けを行った。10日齢の発育鶏卵から胎児を取り出した後、ハサミで断頭し、体部をク
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レブスリンゲル緩衝液で洗浄し、シャーレの中でその体部をハサミで細切したものを

プロトコラーゲン材とし、L－3，4－3H－proline（American　Radiolabeld　Chemicals　mc．

Lot　Number　990923）で標識した。その作製手順を図2－1に示した。

2）実験方法

　プロリルヒドロキシラーゼ活性の測定方法はHu廿on，　ef　a∫，（1966）の方法に準拠

し、その方法を以下に要約した。

　採材した埋植材と3H標識のプロトコラーゲンの水酸化反応を行った（図2－2）。埋

植材は第1章、第2項の方法により試料の採材までを行い、その］ノ2片を利用し、

また、Lowry法により肉芽組織中のタンパク質をあらかじめ測定した。この操作により、

遊離した3HHOを液体シンチレーションカウンター（しiquid　scintillation　system：

Aloka）を用いて測定し、埋植材中のタンパク質重量あたりのプロリルヒドロキシラー

ゼ活性値をもとめ、これをコラーゲン合成能の指標とした。Student’s－T検定法によ

り、O日目と各日数との有意差検定を実施した。

4．結果

　1）キチン、キトサンのプロリルヒドロキシラーゼ活性に及ぼす影響

埋植日数の経過に伴うタンパク質重量あたりのプロリルヒドロキシラーゼ活性の変

化を図2－3に示した。

コントロール群では、4日目まではその活性に変化は見られなかったが、4日目以

降14日目にかけて次第に増加を示し、4El目に比べて7日目では5．5倍、11

日目では8倍、14日目では9．5倍の活性増加を示した。

　キチン群では、1．0および10mgキチンーNWFとも4日目までコントロール同様

変化は見られなかったが、tO　mgキチンーNWFは7日目で4倍、11日目で5．3

倍、14日目で7倍と直線的な活性増加を示した。一方、10mgキチンーNWFでは

4日目から7日目にかけて急上昇を示し、7日目で8．5倍となり、その後プラトー

となり、1］日目および14日目で9倍となった。

キトサン群では、0．1および1mgキトサンーNWFともコントロール群と類似し、4

日目までは変化なく、7日目で4．5倍、11日目で9倍、14日目で11倍の増加

を示した。しかしながら、これらの活性数値にはかなりのばらつきが見られ、有意差は

認められなかった。有意差の認められなかった原因は、とくにコントロールにおける数

値のバラツキによるものであった。
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　埋植日数の経過に伴う湿重量あたりのプロリルヒドロキシラーゼ活性値も計量した

が、タンパク質重量あたりの値と類似した。

〉
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1日齢有精卵を10日間38℃下で保温

胎児細切

　　←　L－3，4－3H－Proline、

　　　　　　クレブスリンゲル緩衝液
　　　　　　（1mM　2，2’－dipyridyl含有）

ー
ー
電
一
　
一
ー
ー
ー
ー
↓

振とう保温（37℃、90分間）

↓一一（・一・・分間）

↓←囎酸

Ultra－disperserでホモジナイズ

05N酢酸

スターラー撹持（4℃、 3～4時間）

プロトコラーゲン抽出

　　↓一醐離⑭…p孤・・分間）

上清の回収

　　　←＿　透析（各6時間）

　
　
↓
　　　　　　　・05N酢酸20：4回
　　　　　　　・超純水20　：1回

上清：3H標識プロトコラーゲン

図2ヨ　3H標識プロトコラーゲン作製の手順
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RNH2　　　　　　　　　　　　　　　　RNH2

Gly　　　　　　　　　　　　　　　　　Gly

Pro－3，4－3正I　　　Prolyl　hydroxylase　　　　Pro－3ラ4－3H

Pr・－3，4－3H　　　O2　　　Pr・・3－3H，4－OH＋3H＋

G’y

3H・＋H20零＝＝＝ゴ3HHO＋H＋

　図2・2　プロリンの水酸化と3HHOの遊離の原理
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a

dpnハ／㎎一proteilI

　12 ㊧：10mg／ml　chitin

｢：1．O　mg／ml　chitin

　　　　　　　　4　　　　8

　　dpm1階pr・tein

　　　12
b
　　　　　鰺：1．O　mg／ml　chitosan
　　　8　　　　　△：0．1mg／ml　c　itos・

　　　4

C

12 （day）

dpm1PL9－protein

　12

8

4

4 8 12 （day）

　　　　　4　　　　　　　8　　　　　　12　　　　（day）

図2・3　プロリルヒドロキシラーゼ活性

　a：キチン、b：キトサン、　c：コントロール
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第3項考察

細胞外マトリックスの主要成分であるコラーゲンは、その抗原性から現在までに19

種類発見されており、その発現部位や合成される細胞を異にする。免疫組織化学を

用いて分子の有無や量の多少および発現部位を調べることはできるが、どの細胞が

産生し、その細胞が何細胞であるかを決めるのは困難とされている。一般に肉芽組

織中の1型および皿型コラーゲンは線維芽細胞で、W型コラーゲンは基底膜を挟む

上皮と内皮細胞あるいは間質細胞で産生されるといわれている。マッソントリクロー

ム染色ではロ型コラーゲンは染色されず、その他の線維性結合組織が染色されるこ

とから、皮下組織では1および皿型コラーゲンが主に染色されると考えられる。一方、

プロリルヒドロキシラーゼはコラーゲン合成細胞内でプロコラーゲンの合成に必要な

酵素であり、プロコラーゲン量と比例する。今回のマッソントリクローム染色により、コ

ラーゲン線維量を調べた結果では、7日目のコラーゲン量はキチン群の］．0および

10mg／ml（特に10　mg／mDで他に比べて減少を示した。一方、同時期のプロリルヒド

ロキシラーゼはばらつきが見られるもののいずれも増加を示した。とくに10mg／mlキ

チンでは急上昇した。この逆説的な結果を説明するにはプロコラーゲンがコラーゲン

線維になる過程で抑制が働いたと考えられる。細胞外に分泌されたプロコラーゲンは、

プロコラーゲン・ペプチダーゼにより分解されトロポコラーゲン（コラーゲン分子）となり

会合、架橋によりコラーゲンの微細線維となる。また、プロコラーゲンの両端にはプロ

ペプチドが存在する。このプロペプチドには、①3本鎖らせん形成、②プロコラーゲン

の微細線維形成抑制、③細胞内コラーゲン合成の調節等の機能があるとされてい

る（McLaughlin＆Bulleid，1998）。今回の成績は、キチンもしくはそのオリゴマーや

モノマーがプロコラーゲン・ペプチダーゼやプロペプチドに関与し、架橋結合に関与す’

る事によりコラーゲン微細線維の合成を抑制した可能性が示唆された。

　コラーゲンの合成、分解を考えるに当たって、炎症の存在は重要な因子である

（Clark　and　Denver，］985）。キチンおよびキトサンは体液との接触によって補体を活

性化させ（Minami，θf批，1997a，b）、その成分の一つであるC3aは肥満細胞を刺

激し、ヒスタミンおよびじrB4の組織内濃度を上昇（Ge（／asomi，　eτa1，1986，

Bischo廿，θf　a1，］990）させる。また、キチンおよびキトサンの線維芽細胞に対する直

接刺激がIL－6およびL8を放出させる（Mori，　er∂1，1997）。これらの炎症のメデ

ィエーターが血管の透過性を著しく充進し、細胞外マトリックスは浸出液によって膨化

を引き起こす。さらに、C5aはじrB－4、　IL－8とともに好中球の強烈な遊走因子であり、
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好中球は血管から遊走する際に多量のタンパク分解酵素を放出する（Wada，θf〆，

1996）。また、好中球とキチンおよびキトサンが接触することによって、好中球からマ

クロファージ遊走因子であるオステオポンチンを放出し（上野ら，2000）、これに向か

ってマクロファージが二次的な細胞浸潤を開始することが知られている。これらの炎

症細胞はいずれもコラーゲナーゼ産生能をもち、遊走細胞としての機能を発揮するた

めに細胞外マトリックスを破壊していく。この過程がキチンおよびキトサンの生体活性

作用として理解されているが、今回のコラーゲン量およびコラーゲン産生刺激（プロリ

ルヒドロキシラーゼ）の成績から考察すれば、線維芽細胞の外側では遊走細胞の活

性によってコラーゲンの合成阻害と分解が進行し、血管内皮細胞や線維芽細胞等の

組織形成細胞の移動を容易にしていると考えられる。その結果、キチンではコントロ

ールと比較してコラーゲン量の減少としてとらえることができたと理解された。一方、

線維芽細胞は異物であるキチンおよびキトサンを隔離するために細胞内ではプロコ

ラーゲンの産生を増加させると推察される。プロリルヒドロキシラーゼ活性はキチンで

は約］週間でプラトーとなり、キトサンでは、活性がさらに上昇していた。この所見は、

キチンおよびキトサンの生体内における分解速度（Minami，θf刷，1993；Okamoto，

θraλ，1995）と関係すると考えた。キチンは約1週間で分解され、キトサンは分解に

ほぼ1ヶ月を要するとされている。生体はこれらの物質に対して炎症を引き起こす

が、分解とともにその反応は消退する（Okamoto，　ef　aλ，1995）ことが知られている。

　今回のコラーゲン量とプロリルヒドロキシラーゼ活性の成績は、コラーゲンと線維芽

細胞のキチンおよびキトサンに対する反応を如実にとられた成績と理解された。また、

今回のコントロールにおけるプロリルヒドロキシラーゼ活性の成績は、キチンと相違し、

キトサンと類似する成績を示した。このコントロールの成績は、Madden＆Peacock

（1968）の新鮮縫合創のプロリルヒドロキシラーゼ活性の成績と類似した。一方、キト’

サン群では起炎物質であるキトサンが消失しない限り炎症は持続するため、プロリル

ヒドロキシラーゼ活性はさらに上昇してゆくものと推察した。
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第3章キチン、キトサンの細胞外マトリックスに及ぼす影響

第1項グリコサミノグリカン（GAG）およびプロテオグリカン（PG）含有量への影響

1．要約

第1章、第1項の濃度による肉芽組織への影響を検討する実験と同様に、キチン、

キトサン、PBSを含浸させたNWFをラットの背側皮下に埋植した。1週間後に採

材し、組織標本を作製後、グルコサミノグリカン（GAG）を測定するためにアリューシャ

ンブルー染色を、また、プロテオグリカン（PG）の測定のためにサフラニンー0染色を

実施した。画像解析処理により、GAGではキチン群が他の2群より増加し、PGで

はキチン群が他の2群より減少していることが判明した。これにより、キチンは細胞

外マトリックスの主成分であるGAGやPGの産生に関与していることが示唆され

た。

2．実験目的

　細胞外マトリックスの主要成分であるGAGやPGが、肉芽組織形成時にキチン

およびキトサンにより受ける影響を検討するため、肉芽組織標本にアリューシャンブ

ルーおよびサフラニンーO染色を施し、画像解析処理により数量化した。

3．材料および方法

　1）実験材料

　第1章、第1項の実験においてラットより採材した埋植材を使用した。

2）染色方法

　第2章、第2項3．2）に準じ、アリューシャンブルーおよびサフラニンーO染色をおこ

なった。

　3）画像解析

　第2章、第2項3．3）に準じてグリコサミノグリカンではアリューシャンブルー染色に

よる青い色調のピクセル数、プロテオグリカンではサフラニンー0染色による赤い色調

のピクセル数を画像処理により測定した。得られた結果は、統計解析ソフト

STATISTICA（Design　Technologies　mc．　U．SA－Japan，　Tokyo）を用い、ダンカン
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の多重検定法（Duncan’s　multiple　rage）検定法で統計処理を実施した。

4．結果

　1）グルコサミノグリカン（GAG）およびプロテオグリカン（PG）含有量への影響

結果を表3－］に示した。GAGにおいてはキチンが他の2群に比べて増加し、　PGは

キチンが他の2群に比べて減少を示した。統計解析の結果、GAGに関してはキチン

の10mg／耐ど50　mg／mlの間で、　PGについてはキチンの1mg／mL　10mg／ml、

50mg／m1の間で有意差（p＜0．05）がみとめられた。
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表3－1　肉芽組織に対するグリコサミノグリカンおよびプロテオ
　　　　　グリカン染色標本の画像解析所見

投与量★

（mg）

アリユーシャンブルー

染色

サフラニン○

染色

コントロール 95．6★★＋／－3．ga 218．7＋／－25．6a’

キチン 0．1

1

5

99．6＋／－5．7a

103．4＋／－3．3b

101．8＋ノー5、1b

189．5＋／－2．9b’

185．8＋／－3．Ob’

186．9＋／－5．5b’

キトサン 0．01

0．1

］

93．7＋／－4．5a

92．7＋／－3，4a

97．8＋／－3．oa

2】］．9÷／－15．1a’

214．3＋／－6．2a’

212．8＋／－6．4a’

ab，　a’b’：異なる肩文字は有意差を示す（p＜0．05）。

＊：NWF（1xlCm2）に含浸させた量。各濃度のキチン（1，

1，10mg／mDを0．1ml含浸させた。

＊＊：12，000ピクセル中の陽性ピクセル数を示す。

10，50mg／nll）およびキトサン（0．1，
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第2項コンドロイチン硫酸（CS）含有量に及ぼす影響

1．要約

至適濃度のキチン、キトサンおよびPBSを含浸させたポリエステル不織布

（NWF）をラットの背側皮下に埋植した。1週間後に採材し、その1／2片を利用して

グリコサミノグリカン（GAG）の一種であるコンドロイチン硫酸（CS）を測定し、キチンお

よびキトサンの影響を検討した。キチン群では他の2群に比べてCSの量は少な

かった。

2．実験目的

　GAGは、ヘキソサミンとヘキスロン酸の2糖の繰り返しが作る1本の単純なコ

イル状の糖鎖で、現段階では6種類のものが知られている。先の実験で、キチン群

においてGAGが増加する成績が得られたので、　GAGの一種であるコンドロイチン

硫酸の定量を試みた。

3．材料および方法

　1）実験材料

第1章、第2項の実験において、7日目にラットより採材した埋植材の1／2を使用

した。

2）実験方法　　（概略）

（1）　サンプル（約50～100mg）に1．25％アクチナーゼE（科研製薬）を加

　　　えて55°Cで一晩消化を行った。

）
）2
3

（
（

）
）
4
．
5

（
（

酵素を不活化するため100°Cで5分加熱した。

遠心分離後、上清の一部を採取しコンドロイチナーゼABCを加えて

37°Cで2時間消化させた。

酵素分解物は］0，000カットで限外濾過を行った。

濾液中のCS由来不飽和2糖を高速液体クロマトグラフィーにて分離定量

した。

3）統計解析

　得られた結果は、統計解析ソフトSTA丁ISTICA（Design　Technologies　lnc．
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U．S．A－Japan，　Tbkyo）を用い、ダンカンの多重検定法（Duncan’s　multiple　rage）

検定法で統計処理を実施した。

4．結果

　コンドロイチン硫酸（CS）含有量に及ぼす影響

　定量の結果を表3－2に示した。キチン群では他の2群よりCSの合成は有意に減

少を示した（p＜α05）。
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表3－2　肉芽組織中のコンドロイチン硫酸量

投与量★

（mg）

コンドロイチン硫酸量

　　（↓t9／mg）

コントq一ル 0．98　＋／－　0」1

キチン 1

0
1
－

0．74＋／－0．16★★

0．77　＋／－　0．08★★

キトサン 0．01

0．1

0．92　＋／－　Oj2

0．96　÷／－　0．10

＊：NWF（玉xlcm2）に含浸させた量。各濃度のキチン（1，

（0．1，1mg／ml）を0．1m］含浸させた。

★★ Fコントロールに対して有意差あり（p＜0．05＞。

10mg／ml）およびキトサン
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第3項考察

　創傷治癒過程において肉芽組織を構成する主要成分は細胞、線維、ならびに細胞

外マトリックスである。この細胞外マトリックスもまた種々の成分よりなり、その主たる

ものの中には酸性ムコ多糖と呼ばれるグリコサミノグリカン（GAG）、およびGAGが

コアタンパク質に共有結合した複合体であるプロテオグリカン（PG）がある。この

GAGやPGとキチン、キトサンとの関連について触れた報告は著者の検索した範

囲では見あたらない。一方、キトサンの構成糖であるグルコサミン（GlcN）が関節軟骨

のPGおよびGAGを増加させ、軟骨損傷の治癒過程を促進する報告
（Tapadinhas，　e～a1，1982；Theodosaikis，　e～a／，1997；K司imoto，　ef　a1，1998）が

なされている。キチンおよびキトサンが皮下に投与された場合、これらの分解産物で

あるGlcNおよびアセチルーD一グルコサミン（GlcNAc）がその局所でPGやGAG

の産生に関連するか否かについて画像解析と組織抽出の両面から検索した。その結

果、GAGはキチン群において他の2群に比べ増加し、キトサン群ではコントロール

とほぼ同じ値を示した。このことは、GAGの合成をキチンが促進させているか、もしく

はキチンが生体内でリゾチームにより分解されGlcNAcがGAG合成の材料として

使用されている可能性を示唆するものである。GAGは二糖の巨大な重合体で、一

方は常にGlcNまたはガラクトサミンといったアミノ糖で、他方はグルクロン酸または

イズロン酸といったウロン酸からなる。この長い鎖状の多糖はコイル状の構造をとる。

そのため高い粘性や弾性をもち、多量の水を吸収し、正荷電分子に親和性を示す。

また、糖残基中への硫酸基の結合により、他の様々な細胞外マトリックスと結合する

性質を持つ（Yoshihara，1994）。この性質は、キチンの誘導する肉芽組織が滑らかで

弾力に富み、みずみずしいという特徴と一致する。

一方，PGはキチン群において他の2群に比べて有意な減少が見られた。このこ

とは、キチンにより1）PGの合成が阻害される、2）コアタンパクの合成が阻害される、

3）PGの分解酵素（ストロメライシン等）が活性化される、等の生体反応が考えられる

が、これらについては将来的な研究に期待せざるを得ない。PGの合成とその格子

支持体となるコラーゲン量との関係で、第2章で言及したようにキチンではコラーゲ

ン量は他群より減少しており、このことが本章での成績に関連する可能性を指摘した

い。PGはコアタンパク質に1本以上のGAG鎖が共有結合した複合体の総称で、

大きさも形も性質も多彩でGAG鎖も1～数百本、ポリペプチド鎖も10～

400，000kD、水に可溶性、不溶性、細胞膜に付着するもの、基底膜に存在するもの
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など様々であるが、その性質の多くは結合しているGAG鎖の個性によると考えら

れている。一般に、PGやGAGは細胞外マトリックス中に単に混在しているのでは

なく、他のコラーゲン線維や接着性糖タンパク質（フィプロネクチン等）と認識結合反

応により高次の構造体として存在している（坂倉，1994）。また、それらはインテグリン

などの細胞表面レセプターを介し細胞内のアクチン線維にも結合しているし、さらに

様々な細胞増殖因子とも結合し細胞活性を調節すると言われている。当然、PGが

減少すれば細胞外マトリックスも減少し、肉芽組織の産生も減少すると考えられ、こ

のことは、キチン誘導の肉芽組織が過剰にならない一因ではないかと考える。今回の

実験で、キトサンはほぼコントロールと同様の値を示し、GAGやPGの合成に影響

を及ぼさなかった。キトサンも分解されてD一グルコサミンとなりGAGの合成材料

となりうるが、皮下に埋植した場合、臨床的および実験的に容易に分解されない事が

わかっているのでGAGやPGの合成に利用されなかったと推測される。なお、

GAGとPG相互の量的な関係は、今回は判断出来なかった。今回の実験で、

GAGを構成する糖鎖の1つであるCSの定量を行ったが、キチン群においてはコ

ントロール群と比較して減少を示した。先の画像解析によるGAG増加のデータを説

明するためには、CS以外の糖鎖が増加したと言わざるを得ない。本来、CSが多数

結合しているアグリカン（Doege，1991）のようなPGの存在場所は軟骨組織が主で、

一般の肉芽組織中のGAGを評価するのには適さないのかもしれない。PGや

GAGに関しては今後急速に発展する分野であり、GAGの構i成成分であるGlcN

やGlcNAcのポリマーであるキトサンやキチンがこの分野で注目を集めつつある。

現段階では、ポリマーの局所投与が直接PGやGAGの合成に関わっているとは

考えがたいが、今後の研究に期待するところである。
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第4章ネコにおけるキチン、キトサンによる肉芽組織形成への影響

第1項肉芽組織形成への影響

1．要約

　　ポリエステル不織布にキチンおよびキトサンを含浸したキチンーNWF、キトサン

　ーNWFおよび無処置のNWFを猫の腹壁に埋植し、それらによって誘導された肉芽

　組織を肉眼的および組織学的に評価した。埋植材の厚みは、3群とも実験期間を通

　して漸次増加したが、キチンーNWFが最も薄かった。埋植材内部では、キチンおよび

　キトサンとも肉芽形成を促進したが、周囲組織における肉芽の増生はNWFと比べ

　てキチン群でより少なく、キトサン群で多かった。埋植材内部では、キチンおよびキト

　サン群とも6日目にはほぼ中心部まで肉芽組織の侵入が見られ、炎症性細胞はキ

　トサン群で顕著であった。埋植材の周辺組織では、多核巨細胞および多数の血管新

　生が他の群に比べてキチンーNWFで多数見られた。14日目では3群とも完全な器

　質化がみられたが、キトサン群のみ炎症性細胞が存続しており、キトサン粒子の残存

　が確認された。

2、実験目的

キチン、キトサンが動物において創傷治癒を促進する事はすでに知られている

（Male廿e，θf　a1，1986；Mnami，θr　a∴，1992）。これらの材料で処置された創傷は、

過剰な肉芽組織や癩痕形成を伴わないという大きな特色のため、多方面で使用され

ている。しかしながら、治癒過程における作用機序には未知の点が多く、それを明ら

かにするために今までラットを使用し、基礎的研究を重ねてきた。小動物臨床現場で

はキチン、キトサンは猫で最も汎用されており、それは創傷治癒効果が顕著であるこ

とに起因する。キチン、キトサンの肉芽形成効果について猫を用いて、ラットと同様の

方法で検討した。

3．材料および方法

　1）実験材料

　（1）実験動物　　　　’

　浜口実験動物（兵庫）より購入した平均体重2．5kg、1歳の日本猫9頭を使用し

た。全ての猫は臨床的、血液学的に健康で、FeLV、　FIV、　FIPの抗体いずれも陰性で
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あった。

　（2）埋植材

　ポリエステル不織布（NWF）、キチン1．4　mg／cm2を含浸させたNWF（キチン

ーNWF）およびキトサン0．1　mg／cm2を含浸させたNWF（キトサンーNWF）の3種類

を用意した。NWF、キチンおよびキトザンの性状は前述の第1章、第1項3．の

通りである。これらの材料は、使用前にエチレンオキサイドガス（EOG）で滅菌した。

　2）実験方法

　猫を任意にA、B、　Cの3群に分けた。麻酔前投薬として硫酸アトロピン（0．05

mg／kg，硫酸アトロピン注，田辺製薬，大阪）、および塩酸キシラジン（2　mg／kg，セラ

クタール，バイエル，東京）を皮下投与し、続いて塩酸ケタミン（20mg／kg，ケタラー

ル，三共製薬，大阪）を静脈内投与した。猫は仰臥位に保定し、腹部無菌手術の準

備を行った。皮膚は剣状突起後縁より恥骨前縁まで正中切開し、皮下組織を鈍性に

剥離した。腹壁に全層に及ぶ欠損孔（直径2cm）を3ヶ所（上腹部の左右に第1

孔、第3孔、下腹部の片側に第2孔）に作製した。埋植材を直径2cmに裁断し、

A群では第1孔からNWF、キチンーNWF、キトサンーNWFの順に縫合した。　B群

ではキトサンーNWF、　NWF、キチンーNWFの順に、C群ではキチンーNWF、キトサン

ーNWF、　NWFの順に埋植材の縫合を行った。縫合には、3－0のナイロン糸を用いて

単純結節縫合を行った。皮下組織は3－0吸収糸で連続縫合し、皮膚は直径0．15

mmのワイヤーを用いて単純結節縫合を施した。術後3、6および併臼目に、各

群の猫1頭ずつをペントバルビタールナトリウム（88mg／kg，ネンブタール，大日本

製薬，大阪）の静脈内投与により安楽死した。皮膚を除去した後、各埋植材を肉眼的

に評価し、周囲組織とともに採材した。採材した試料を10％ホルマリンリン酸緩衝

液で固定し、アルコールと100％キシレンで脱水した。その後、サンプルをパラフィ

ン包埋し、厚さ3～4μmの切片を作製してヘマトキシリンエオジン染色を行った

後組織学的観察を行った。また、ビデオマイクロメーター（VM31，01ympus，　Japan）

を用い、各切片について無作為に5ヶ所の厚さを測定し、平均値を算出した。得ら

れた結果は、Studebt’s－丁検定法で統計処理を実施した。

4．結果

　1）肉眼的所見
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　（1）3日目

キトサンーNWFにおいて少量の赤色滲出液が貯留し、周囲組織に浮腫がみられた。

NWFおよびキチンーNWFの場合は滲出液あるいは浮腫は見られなかった。キチン

ーNWFおよびNWFの両面に僅かな癒着が見られたが、キトサンーNWFでは腹腔

側のみが癒着していた。

　（2）6日目　“

　全ての埋植材周囲において肉芽組織の増殖が観察された。キチンーNWFの場合

は他に比べて組織が薄く、滑らかであった。全ての埋植材において外側の癒着が強く、

癒着側の明らかな血管新生が観察された。

　（3）14日目

キトサンーNWFで肉芽組織が著しく増殖し、外側でより強い癒着がみられた。キチ

ンーNWFでは、非常に滑らかな肉芽組織の形成がみられた。　NWFはキトサンーNWF

とキチンーNWFの中間程度の肉芽組織形成を示した。

　2）組織学的所見

　埋植材の組織学的所見を表牛1に、埋植材周囲組織の組織学的特徴を表4－2

に示した。

　（1）3日目

①埋植材

　全ての標本において、埋植材辺縁に少量の肉芽組織が観察された。埋植材の中

心部に炎症性細胞が見られた（図4－1）。

②周囲組織

周囲組織にはほとんど肉芽組織の形成が見られなかった。

　（2）6日目

①埋植材

キチンおよびキトサンーNWFで、肉芽組織が埋植材中心部へ侵していたが、　NWF

では見られなかった。巨細胞の出現は全標本でみとめられ、炎症性細胞（多形核白

血球）の浸潤は他の埋植材に比べてキトサンーNWFで顕著であった（図4－2）。
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　②周囲組織

　全ての埋植材周囲で、炎症性細胞の散在する肉芽組織が軽度～中等度に形成さ

れていた。巨細胞および血管新生は、他の埋植材に比べてキチンーNWFで著明であ

った。埋植材の境界部で組織球の集籏がみられ、この現象はキチンーNWFでより顕

著であった。

　（3）14日目　』

①埋植材

　炎症性細胞はキチンーNWFおよびNWFでは消失していたが、キトサンーNWFで

は消失せず散在していた。キチン粒子は6日目までに埋植材から消失したが、キト

サン粒子は実験期間を通して埋植材中に観察された（図4－3）。

②周囲組織

　6日目と同様に埋植材の境界部で組織球の蓄積がみられた。この現象はキチン

ーNWFでより顕著であった。

（4）キチンおよびキトサン粒子の消化性

キチンでは6日目に粒子がわずかに観察され、14日目では完全に消失してい

た。キトサンではすべての材料に粒子が観察された。

　3）埋植材の厚さ

埋植材の厚さに関するデータを表4－3に示した。全ての埋植材で実験期間を通し

て厚さが漸次±曽加したが、キチンーNWFが最も薄かった。6日目のキチンーNWFと

NWF、14日目のキチンーNWFとキトサンーNWFの間に有意差（ρ＜0．05）が見られ

た。
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▼

　　　　200μm　　　　　　　200μm　　　　　　　200μm

　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

コントロール　　　　　　　　キチン　　　　　　　　キトサン

　　　　　瞳瓢簾藷鯵

　　　　　　　　キチンの高倍像

図4・1　埋植材の組織学的所見（3日目）
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図4－3　埋植材の組織学的所見（14日目）

矢印はキトサン粒子を示す。



表4・1　埋植材内に形成された肉芽組織の組織学的所見

（日） 成分 コントロール キチン キトサン

3 線維芽細胞

炎症性細胞

巨細胞

組織球

血管新生

十 十十 ÷十

6 線維芽細胞
炎症性細胞

巨細胞

組織球

鐙1管新生

十
十
十
十
十

十
　
十
　
十

十
十
十
・
T
十

十
十
　
　
十

十
十
十
十
十

14　　線維芽細胞

　　　炎症性細胞

　　　巨細胞
　　　組織球

　　　血管新生

十十十

十

十十十

十十十

十十

十十十

十

十十÷

十十十

÷÷十

十十十

十十

十÷十

十十十

十十十

一：なし，＋：軽度，＋＋：中等度，＋＋＋：重度
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表4－2　埋植材周囲に形成された肉芽組織の組織学的所見

（日） 成分 コントロール キチン キトサン

6　　炎症性細胞

　　巨細胞
　　組織球
　　血管新生

十十十

十

十

・ト

十
十
　
十

十
十
十
十

÷十十

十

十

十

ユ4　　炎症性細胞

　　　巨細胞

　　　組織球

　　　血管新生

十

十
十
十
十

十
十
十
十

十
十
十
十

十
　
　
十

十
十
十
十

一：なし，＋：軽度，＋＋：中等度，＋＋＋：重度
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表4・3　形成された肉芽組織の厚さ

埋植材＼採縮 3 6 14（日）

コントロール＊

キチン

キトサン

1063＋／－120a＊＊

895＋／－　37a

1117＋／－180a

1346＋／－　88a

975＋／・．　75b

1148＋／－316ab

2931＋／－428ab

1902＋／’・65ga

3869＋／－672b

＊：ポリエステル不織布（乾燥時厚さ600mm）

緋：平均＋／一標準偏差（mln）

a，b：異なる肩文字は有意差あり（pく0。05）
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第2項肉芽組織中のコラーゲンのタイピング

1．要約

ポリエステル不織布にキチンおよびキトサンを含浸したキチンーNWF、キトサン

ーNWFおよび無処置のNWFを猫の腹壁に埋植し、それらによって誘導された肉芽組

織中のコラーゲンのタイプを免疫組織化学染色（ABC法）および画像解析処理により

数量化した。キチシーNWFは厚さが最も薄かったにも関わらず、埋植材内部ではタイ

プ1、皿、および酊型コラーゲンが、いずれのステージでも他群より高い割合で合成

され、周囲組織でも14日目にタイプ皿およびW型コラーゲンの割合が高かった。埋

植材内部においてキトサンにより誘導されたコラーゲンの型はコントロールのNWFと

類似していた。

2．実験目的

　創傷治癒過程において細胞外マトリックスの主要成分の1つであるコラーゲンは、

損傷組織の再構i築における重要成分である。Minami，　ef∂／．（1997　c）は腱組織にお

いてキチンが皿および1▽型コラーゲンを誘導すると報告した。また、ヒドロキシプロリ

ンの増加を伴わずに皮膚縫合の引っ張り強度が増加するとの報告（Yano，　ef　a／．，

1985）もある。しかし、キチンおよびキトサンと：コラーゲンとの関連に触れた報告は数

少ない。そこで、本実験ではキチンおよびキトサンにより誘導される肉芽組織内のコ

ラーゲンを、創傷治癒に関連するといわれる1、皿および酊型について型分けし、そ

の肉芽組織の特性との関連を検討した。

3．材料および方法

　1）実験材料

　本章第1項で作製した切片を用いた。

2）免疫染色方法

　本章第1項で作製した切片に免疫組織化学染色（ABC法）を施し、コラーゲンタイ

プ1、皿およびWについてタイプ分けを行った。具体的には、本章第1項で採材

した試料から作製した切片を脱パラフィンおよび脱水処理し、過ヨウ素酸に10分間

曝して内因性ペルオキシダーゼを失活させた。また、抗ウサギlgGヤギ血清の非特

異的結合を防ぐため、切片を5％正常ヤギ血清中で10分間インキュベートした。

52



免疫組織化学に関しては、まず切片をコラーゲンの各型に対して400倍に希釈した

ウサギ抗血清で室温で30分間処理した。実験に先立ち、これらの抗血清は猫コラ

ー一 Qンと交差反応を示すことを確認したが、タイプ1、皿およびIVコラーゲン間では

交差反応は見られなかった。次いで切片を100倍に希釈したペルオキシダーゼ結

合抗ウサギlgGヤギ血清で室温で30分間処理し、ジアミノベンチジンで10分間

染色してヘマトキシリン溶液で対比染色した。

　3）画像解析

　コラーゲン染色を施した切片の画像解析は、イメージプロセッサー（MV4000，

MpPm　Data　General　Co．　Ltd，　Japan）とマルチカラーデータシステム（4200F，　NAC

Co、しtd，　Japan）を用いMinami，　er　a∫，（1996）の方法に準じた。100倍率の光学

顕微鏡下で観察した組織像から任意の3視野をテレビカメラを通して、直接

MV4000にとりこみ、XYGDMPおよびGCONVERTプログラムを用いて2色の色

修正を行った。色修正は以下のように実施した。

（1）　各切片の背景（染色されない間隙部分やポリエステル線維）の明暗度を入力画

　　面上で同じグレーレベルに変換した。

（2）　染色部位の明度分布を測定した。

（3）　入力画面全体をポジ領域とネガ領域に分け、2色のヒストグラムをHGRAM

　　プログラムにより解析した。各色の明度の平均は3つの入力画面から算出した。

　　最終的に各色を入力画面100，000ピクセルあたりのピクセル数で示した。

4．結果

　1）埋植材内部および周囲組織中の各コラーゲン型を画像解析した結果を図4－4

および図4占に示した。実験期間を通じてキチン群は他の群に比べ、いずれの型の

コラーゲン毛高い割合（特にIV型：］ラーゲン）であった。さらに、］4日目のキチン群は

周囲組織においても皿、酊型：コラーゲンの割合が高かった。埋植材内部においてキ

トサン群およびコントロール群の大略は実験期間を通じて類似性を示した。
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図4・4　埋植材内に形成された肉芽組織内の型別コラーゲン量
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第3項　考察

キチンーNWFに誘引された肉芽組織は、実験期間を通じてコントロールより薄いこと

が明らかとなった。これは、今までキチン誘導の肉芽組織が肉眼的に薄いとされてい

たことを支持するものである。また、キトサン誘導の肉芽組織が最も厚くなることも判

明したが、埋植材内の組織学的所見では炎症性細胞以外大差なく、その厚みの差は

埋植材の周囲に形成された肉芽組織に由来することが明らかになった。キトサン粒

子が埋植材中に常に観察されたことから、キトサンに対する持続的な炎症反応によっ

て過剰な肉芽組織が形成されるものと思われる。臨床の場でキトサンを持続的に投

与する事により過剰な肉芽組織が形成されることを経験しているが、この結果と一致

するものである。先の実験で、ラットにおいて0．1mgキトサンが誘導する肉芽組織

は、少数例で滲出液の貯留が見られものの薄くて滑らかであった。猫においては同

濃度のキトサンにより過剰な肉芽組織が形成された。この点で、猫はラットに比べて

キトサンに対する感受性が強いと判断される。先に、ラットにおいてキチンおよびキト

サンの至適濃度の設定を行ったが、猫に対してはさらに最適なキトサン量を決定する

必要を認めた。

猫においてもキチンーNWFによる肉芽組織形成が少量であることに関しては、ラット

の所見と同様な結果であり、そのメカニズムについても同様であると考えた。また、合

成されたこコラーゲンは比率的には1、皿、および酊型が同様に合成されており、さら

に異物巨細胞の細胞質にもこれらの抗体に対して陽性所見を呈したことから、コラー

ゲンの分解に巨細胞が関連していることが明らかとなった。一般に創傷治癒過程に

おいて、まず皿型コラーゲンが合成され組織の枠組みをつくり、次いで1型コラーゲ

ンが合成され組織が修復されると考えられている（畑、1998）。今回の実験では1お

よび皿型は、6日目より14日目にかけて両者とも増加しているが、その比率は変わら

なかったので、この説には一致しなかった。またMinami，　ef　a／．，（］993）が行った血

管の乏しいとされる牛の腱組織におけるコラーゲン合成実験では皿型およびW型コ

ラーゲンが誘導されたが、今回の実験では、1型コラーゲンも誘導された。このことか

ら、成熟なコラーゲンは血液供給の豊富な組織において、より迅速に誘導される事が

示唆された。

　キチン、キトサンが誘導する創傷治癒の機i序に関しては、その肉芽形成促進作用

に注目した報告が数多くなされてきた。しかし、癩痕をともなわない良性の肉芽組織

が形成されるには、ある時点で創傷治癒活動は不活化されるはずであり、その時期
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や介在物質等の解明が最重要であると考える。今回の研究によって、キチンおよび

キトサンの投与によって遊走細胞や線維芽細胞の活性はコントロール群より迅速に

発現し、コラーゲン合成と分解がより早く促進することにより、癩痕を作らない治癒過

程が発現すると理解された。
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総括および結論

キチンおよびキトサンの創傷治癒促進効果を理解する目的で、皮下に埋設したキチ

ンおよびキトサン含浸不織布（NWF）中に誘導された肉芽組織を回収し、様々な分析

を実施することで以下の成績を得た。

1．NWFに対するキチンおよびキトサン添加至適濃度を、ラットを用いて検討した。

　1．0およびmmg／mlキチンーNWF、0．1およびtO　mg／mlキトサンーNWFにお

　いて誘導された肉芽組織は、肉眼的には炎症反応もなく、薄くて滑らかであった。

　組織所見では、7日目に埋植材のほぼ中心部まで肉芽組織が浸潤し、7～1］

　日目には埋植材は器質化されていた。しかし、50mg／mlキチンおよび10

　mg／mlキトサンーNWFにおいて形成された肉芽組織は、厚く粗造で周囲に浮腫、

　滲出液の貯留等の炎症反応が見られた。組織所見でも、埋植材中に多数の炎症

　性細胞が観察され、NWFの器質化はわずかであった。以上の結果から、至適濃

　度はキチンは1～10mg／ml、キトサンはO．1～1．O　mg／mlであった。組織所見で

　は、キチンとキトサンで、それぞれ1mg／mlとOj　mg／ml、10　mg／mlと1

　mg／mlが極めて類似しており、キトサンはキチンの1／］0の量でほぼ同様な組織

　反応を引き起こすことが明らかとなった。

2．肉芽組織の主成分であるコラーゲン線維の動態を、マッソントリクローム染色標本

　の画像解析処理により検討した。コラーゲン線維量はキチンの1．Oおよび10

　mg、キトサンのO．1　mgでコントロールと比較して減少傾向が見られ、キチンの

　10mgでは有意な減少が見られた。また、肉芽組織中のプロリルヒドロキシラー

　ゼを測定し、コラーゲンの合成能を検討した。プロリルヒドロキシう一ゼ活性は10

　mg／mlキチンを除いてキチン群、キトサン群およびコントロール群ともほぼ同様

　の動きを示し、4日目まで活性は低く、その後ばらつきはあるものの直線的増加

　を示し、］4日目には4日目の約］O倍に達した。10mg／mlキチンにおけるプ

　ロリルヒドロキシラーゼ活性は4日目まで低く、4日目から7日目にかけて約

　8．5倍の急増を示し、その後プラトーに達した。両者の成績から、10mg／mlキチ

　ンを皮下に投入すると線維芽細胞におけるコラーゲン合成は極めて活性化される

　が、7日で活性化は頭打ちとなり、このことがコう一ゲン量の減少と良好な器質

　化を引き起こす重要な所見と考えた。

3．コラーゲンとともに細胞外マトリックスの主要成分であるグルコサミノグリカン

　（GAG）およびプロテオグリカン（PG）に及ぼす影響を、アリュウシャンブルー染色お
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　よびサフラニンーO染色標本の画像解析処理により測定するとともに、GAGの主要

　糖鎖であるコンドロイチン硫酸（CS）を高速液体クロマトグラフィーで定量した。埋

　植7日目の材料において、コント［］一ルと比較して、キチン群ではGAGの沈

　着量が増加し、PGは逆に減少していた。一方キトサン群では、GAGおよびPG

　の量はコントロールと大差がなかった。この原因は、キトサン群では組織における

　炎症反応がキチン群と比較して存続しており、コントロール群では他の群より器質

　化が遅れていることが重要な要因ではないかと推測した。一方、CSの定量の結

　果、キチン群におけるCSの量はコントロール群およびキトサン群より減少して

　おり、キチン群におけるGAGの増加は他の糖鎖の増加によるものと考えられた。

4．ラットを用いた基礎的成績を、より大型の動物で検討するべく臨床的に創傷治癒

　効果を顕著に示すネコを用いて実験を行った。ネコの腹壁にキチンおよびキトサ

　ンを含浸させたポリエステル不織布を埋植し、誘導される肉芽組織の経時的変化

　を肉眼的および組織学的に検索した。さらに、肉芽組織中のコラーゲンを免疫組

　織化学染色および画像解析処理により型分けを行った。器質化された埋植材の

　厚みは、いずれの群も実験期間を通じて漸次増加したが、ラットと同様にキチン

　ーNWFが最も薄かった。埋植材内部においては、キトサン群で炎症性細胞が多

　数出現した点を除いてキチン群とキトサン群の間に大差はなく、両群とも6日目

　には中心部までの肉芽組織の侵入が観察された。NWFの周囲組織はキトサン

　群において最も厚く、キチン群において最も薄かった。キチン群において、辺縁部

　に多数の多核巨細胞および新生血管が観察された。キトサン群における肉芽組

　織の過剰形成の原因は、7日以降もキトサン粒子が残存し炎症反応が持続する

　ためと考えられた。埋植材内部のコラーゲンは、キチン群において1、皿およびIV

　型とも他の群に比べると多く含まれることが判明し、また、キトサン群およびコント

　ロール群はともに類似した割合を示した。周囲組織中のコラーゲンはキチン群で

　は14日目に皿およびIV型が多いことが判明した。

以上の成績は、臨床的に経験されてきたキチン、キトサンの過剰投与が引き起こす

生体反応を実験的に証明するとともに、至適用量を明らかにするものである。創傷治

癒促進を目的としてキチン、キトサンを使用する場合には、この至適用量を念頭にお

いた治療法が極めて重要どなる。至適用量を用いれば本来異物であるポリエステル

不織布を容易に器質化するが、過剰投与はいたずらに異物反応を助長することにな

り、治療を目的とした場合には失敗を招く結果になると考えられる。今日、これらの物
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質を用いた治療例は極めて多いが、至適用量を明確にした報告はみとめられない。

さらに、今回の実験からも明らかなように、キチン、キトサンもそれ自体が異物であり、

これらによって引き起こされる生体反応を、過剰反応に進行する以前に停止させるこ

とが必要である。この効果については、キチンがキトサンより優れていることをコラー

ゲン合成酵素であるプロリルヒドロキシラーゼ活性の成績から明らかにした。この作

用はキチンの分解吸収が至適用量では約7日で完了し、これにともなって、キチン

の生体活性効果も完了すると考えられた。キトサンは分解吸収が生体内では極めて

遅く、このことが過剰反応を引き起こす原因と考えられた。キトサンはキチンの］／伯

でほぼ同程度の反応を引き起こせることから、極めて経済的であり、産業動物への応

用が期待できる。この用量の差はキチンとキトサンのC2位に保有するアミノ基の量

の差に一致し、創傷治癒のための生体反応の強度はこのアミノ基の量に左右される。

しかし、生体反応を終息させるには、それ自体が分解吸収される必要があり、そのた

めにキチンが多く保有するアセトアミド基の存在が極めて重要であると結論された。
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