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要約
キトサンは、ヒト生体に対して極めて毒性が低く、優れた生体適合性ならびに生体吸収性を示す高分子である。従来、キトサ
ンからなるヒドロゲルを調製する際には、グルタルアルデヒドなどの毒性が高い化学架橋剤が使用されてきた。一方、筆者ら
は前報において、アルドン酸の一種であるグルコン酸（C6）を修飾したキトサンが、化学架橋剤の非存在下で凍結-融解処理の
みによりゲル化することを見出し、そのゲルがバイオマテリアルとして優れた生物学的特性を有していることを実証した。本
報では、グルコン酸とは分子量の異なるアルドン酸を修飾したキトサン誘導体が、グルコン酸修飾キトサンと同様のゲル化特
性ならびに生物学的特性を有しているか調査した。アルドン酸として、トレオン酸（C4）とキシロン酸（C5）を選択した。ト
レオン酸修飾キトサンおよびキシロン酸修飾キトサンのいずれも、グルコン酸修飾キトサンと同様に、未修飾のキトサンに比
べて中性水溶液への溶解性が向上した。また、それらキトサン誘導体の水溶液は、凍結-融解処理によりゲル化した。このよう
に、修飾するアルドン酸の分子量が減少してもキトサン誘導体は凍結-融解処理によりゲル化することが示された。さらに、グ
ルコン酸修飾キトサンと同様に、トレオン酸修飾キトサンは毒性が低く、そのゲルはリゾチームにより分解され、細胞接着性
が低いことを示した。
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1.  はじめに
　キトサンは、カニやエビの甲羅などから抽出されるキチン

（β–1, 4– ポリ –N– アセチル –D– グルコサミン）を脱アセチル
化することにより得られるアミノ多糖である。この天然高分
子はヒト生体に対して極めて毒性が低く、優れた生体適合性
ならびに生体吸収性を示す（Ono et al., 2000; Ma et al., 2010）。
また、高い抗菌性や抗腫瘍活性も有している（Murakami et al., 
2010）。このような特徴から、キトサンは医療用材料として
広く使用されている。
　生体内に埋植するような医療用途にキトサンを応用する場
合、固体状で使用するよりもヒドロゲル状にしたものを使用
する方が都合が良い場合がある。これは、一般的にヒドロゲ
ルが柔軟性に優れており、生体組織との摩擦や圧迫による炎
症反応が起こりにくいためである。キトサンからなるヒドロ
ゲルを調製する場合、グルタルアルデヒドなどの生体に対す
る毒性が高い化学架橋剤が広く使用されている（Nikonorov 
et al., 2010; Lozinsky et al., 1982; Chen et al., 2005）。また、キ
トサンは結晶性が極めて高く、水に溶解させるためには分子
中のアミノ基のプロトン化が必須であることから、溶解でき

る溶媒は酸性溶媒に限られる。従って、その高分子水溶液か
ら得られるキトサンゲルは酸性を示す（Lozinsky et al., 1982; 
Berger et al., 2004）。このように化学架橋剤を含み、かつ酸性
を示すゲルは医療用途には適さない。
　筆者らはこれまでに、アルドン酸の一種であるグルコン酸
を修飾したキトサン（CG）が中性水溶液に溶解し、かつ、そ
の高分子水溶液が凍結 - 融解処理によりゲル化することを見
出している。このキトサンクライオゲル（クライオゲルとは、
高分子水溶液の凍結 - 融解処理により得られるゲルの意）は中
性を示し、化学架橋剤を含まないため、医療用ゲルとして適
している。また、そのキトサンゲルが創傷被覆材として優れ

図 1：トレオン酸、キシロン酸およびグルコン酸の構造
注：全て D 体で表記。
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ていることも実証している（Takei et al., 2012; 2013）。筆者ら
の前報ではアルドン酸としてグルコン酸（図 1）のみを使用し
ており、その他のアルドン酸を修飾したキトサンが同様の特
性を有するか不明であった。そこで本報では、アルドン酸と
してトレオン酸とキシロン酸（図 1）を選択し、それらを修飾
したキトサンが、CG と同様の特性を有するか検証した。

2.  実験
2.1  アルドン酸修飾キトサンの作製
　キトサン LL（脱アセチル化度 80 %、焼津水産化学工業株
式会社）を 25 mM MES（2-morpholinoethanesulfonic acid）緩
衝液（pH4.0）に 0.25 %（w/v）となるように溶解した。続いて、
その溶液にアルドン酸塩（トレオン酸カルシウムまたはキシ
ロン酸カルシウム）、1- エチル -3-（3- ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド塩酸塩（EDC）および N- ヒドロキシコハク酸イ
ミド（NHS）を溶解し、室温で 24 時間撹拌を続けた。水酸化ナ
トリウム水溶液を加えることでその混合水溶液の pH を 8.0 に
調整後、10 倍量のエタノールを加えてキトサン誘導体を析出
させた。析出したキトサン誘導体を回収し、それを透析膜（分
画分子量 3000 Da）に入れ、蒸留水中で約 1 週間透析を行った。
透析後の溶液の pH を 8.0 に調整し、10 倍量のエタノールを加
え、再度キトサン誘導体を析出させた後、析出物を凍結乾燥
した。キトサン誘導体の調製条件ならびに得られた誘導体の
略称を表 1 に示す。トレオン酸およびキシロン酸の導入率は、
電導度滴定により求めた（de Alvarenga et al., 2010）。

2.2  キトサン誘導体の溶解特性評価
　50 mM MES 緩衝液 50 ml にキトサン誘導体を 0.5 g 溶解し
た（pH 4.0）。続いて、水酸化ナトリウム水溶液を少しずつ添
加し、水溶液の pH を約 0.5 きざみで上昇させた。各 pH にお
ける溶液の濁度（600 nm）を測定した。

2.3  キトサン誘導体水溶液の凍結 - 融解処理
　キトサン誘導体を希塩酸に 1 %（w/v）濃度で溶解した。続
いて、水酸化ナトリウム水溶液を徐々に加えることで溶液の
pHを7.0に調整した。その溶液を–30 °Cで24時間凍結した後、
室温で 2 時間静置することで融解した。

2.4  キトサン誘導体の細胞毒性評価
　マウス線維芽細胞（L929、理研セルバンク）を懸濁した 10 
%（v/v）ウシ胎児血清（FBS）添加ダルベッコ改変イーグル培地

（DMEM、1.0 × 104 cells/ml）を 96 ウェルプレートの各ウェル
に 0.1 ml ずつ加え、37 °C および 5 % CO2 条件下で 24 時間静置
した。続いて、キトサン誘導体を溶解した 10 %（v/v）FBS 添
加 DMEM（pH 7.4）0.1 ml をウェルに加え、さらに 24 時間静
置培養を行った。ウェルから溶液を取り除き、新鮮培地でウェ
ルを洗浄した後、10 %WST-8（同仁化学）添加培地を加え、培
養4時間後にその培地の450 nmにおける吸光度を測定するこ
とで細胞生存率を算出した。なお、キトサン誘導体を含まな
い培地で処理した細胞の生存率を 100 % とした。

2.5  キトサンクライオゲルの酵素的加水分解特性評価
　5 mg/ml ウマ心筋由来リゾチームを溶解させた、カルシウ
ムイオンおよびマグネシウムイオンを含まないリン酸緩衝生
理食塩水（PBS（–）、pH 7.4）に、キトサンクライオゲル（4 ml）
を投入し、37 °C および 150 rpm で振とうしながら経時的にゲ
ルの状態を観察した。

2.6  キトサンクライオゲルの細胞接着性評価
　キトサン誘導体を希塩酸に 1 %（w/v）濃度で溶解した。続
いて、水酸化ナトリウム水溶液を徐々に加えることで溶液の
pH を 7.0 に調整した後、48 ウェルプレートの各ウェルにその
溶液を加え、–30 °C で 24 時間凍結した。その後、室温で融解
することでウェルをキトサンクライオゲルで覆った。10 %（v/
v）FBS 添加 DMEM でゲルを洗浄した後、L929 細胞を 8.0×
104 cells/well の細胞密度で播種した。細胞播種後 24 時間目に
細胞を観察した。

3.  結果と考察
　アルドン酸の導入率がぞれぞれ 25 % および 15 % である CT
および CX を用いて以下の検討を行った（表 1）。なお、前報の
CG のアルドン酸（グルコン酸）導入率は 19 % である（Takei et 
al., 2012）。

3.1 キトサン誘導体の溶解特性評価
　酸性水溶液中では、キトサン分子中のアミノ基のプロトン
化が進み、それにより結晶構造が崩れるため、キトサンは酸
性水溶液に溶解する。そこから pH を徐々に上げていくと、
アミノ基の脱プロトン化が進み、再度結晶化が起こる。脱ア
セチル化度や分子量にも大きく依存するが、一般にキトサン
はpH 6.5を過ぎたあたりから急激に結晶化が進み析出する（図
2）。一方、CG と同様に、CT および CX ともにその析出が抑え

略称
グルコサミン

単位

トレオン酸

カルシウム

キシロン酸

カルシウム

グルコン酸

ナトリウム
EDC NHS

アルドン酸

導入率（%）a

CT 1 2 – 2 1 25

CX 1 – 2 1 0.5 15

CG 1 – – 2 2 1 19

注：a アルドン酸導入率＝アルドン酸が導入されたグルコサミン単位数 ×100 ／修飾処理前の全グルコサミン単位数。

表 1：キトサン誘導体調製時におけるキトサン中のグルコサミン単位に対するアルドン酸塩、EDC および NHS の
仕込みモル比、ならびにアルドン酸の導入率
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られた（図 2）。これは、キトサン誘導体分子中のアルドン酸
部位がキトサンの結晶化を立体的に阻害しているためである
と考える。

3.2  キトサン誘導体水溶液の凍結 - 融解処理
　CG と同様に、凍結 - 融解処理によりゲル化するポリビニ
ルアルコール（PVA）（Yokoyama et al., 1986; Kawanishi et al., 
1987）を参考に、CG のゲル化メカニズムを以下に考察する。
PVA 水溶液を冷却し、その温度が 0 °C 以下になると、氷結晶
が生成しそれが徐々に成長する。氷結晶内部には溶質は組み
込まれないため、氷結晶の成長とともにその周囲の液体状態
の水中の PVA 濃度が上昇し、最終的には飽和溶解度を超え、
氷結晶の間隙に PVA 固体が析出する。結晶性の高い PVA は、
析出とともに容易に結晶化（高分子の物理的架橋点）するた
め、凍結物内部に多孔質状の強固な固体高分子骨格が生成す
る。この凍結物を室温で放置すると、氷結晶は融解し液体の
水が生成するが、その水に PVA 固体高分子骨格はほとんど溶
解しない（固体 PVA を水に溶解させるためには、PVA の結晶構
造を壊すために水溶液を高温にする必要があり、室温程度で
はほとんど水に溶解しない）ことから、融解物はゲル状にな
る。以上より、凍結 - 融解処理により高分子ゲルを調製する
ためには、凍結物の融解の際に生じる水に固体高分子骨格が
溶解しないことが必要である。CG の場合、酸性水溶液に CG
を溶解し、その溶液を中性にした後に、凍結 - 融解している

（Takei et al., 2012）。その凍結物の融解の際に生じる水も中性
である。一方、CG 固体は、酸性水溶液には溶解するが、中
性水溶液に直接溶解することはない（Takei et al., 2012）。従っ
て、凍結物内に生成した CG 固体高分子骨格が融解の際に生
じる水に溶解しないことから、CG 水溶液の凍結 - 融解処理に
よりクライオゲルを調製できると考える。
　今回調製した CT および CX のいずれとも、その高分子水溶
液は凍結 - 融解処理によりゲル化した（図 3）。CG と同様の機
構によりゲル化したと考える。これより、修飾するアルドン
酸の炭素原子数が減少（分子量が減少）しても、キトサンクラ
イオゲルの調製が可能であることが明らかとなった。以降の
検討では、CT のみ使用した。

3.3  CT の生物学的特性評価
　CT の細胞毒性を調査したところ、0.25 %（w/v）濃度におい
てもほとんど毒性がなかった（図 4）。また、CT のクライオゲ
ルはヒト生体内にも存在するリゾチームにより分解された。
つまり、このゲルは生体吸収性を有していた（図 5）。さらに、
そのゲルの細胞接着性は非常に低かった（図 6）。これらの特
性は、CG とほぼ同じであり、キトサンに修飾するアルドン
酸の分子量による影響は見られなかった。従って、CT も CG
と同様に、創傷被覆材などのバイオメディカル分野での利用
が可能であると考えられる。

図 2：水溶液の pH とキトサン誘導体の溶解性の関係
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図3：凍結 -融解処理前（a, c）および処理後（b, d）のCT水溶液（a, 
b）および CX 水溶液（c, d）
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4.  まとめ
　トレオン酸またはキシロン酸を修飾したキトサンは、未処
理のキトサンに比べ、中性水溶液への溶解性が向上した。ま
た、トレオン酸修飾キトサンは細胞毒性が極めて低く、その
クライオゲルはリゾチームにより分解することができ、細胞
接着性は低かった。
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