
理 学 博 士   指 輪 仁 之

学 他 綸 文 内 容 の 要 旨

く 緒言冫  キチ ンはN―ア セチルグ ルコサミンが  p一（1→4）結合し
た天然ムコ多糖である。  このキチンの部分脱アセチル化物（DA―キチ
ン）は直鎮状多糖では異例の免疫アジュパント活性を示し、  持続性の高
い抗腫癌活性を有することが知られている。  叉、  この活性はキチンの脱
アセチル化度と密接に関連し、  脱アセチル化度70％のキチン(DAC-70）
で最も高い活性を示した。  ー方、  キチンはりゾチーム受容性を示す散少
ない生体内消化性の多祷であるが、  モの強固な結晶構造のためかキチン
のりゾチームによる加水分解Iよ非常に遅い。  しかし、  カルボキシメチル
（CH）化、  脱アセチル化などの化学修飾を行うと、  キチンの結晶構造が崩
壊するためか、  リゾチームによる加水分解速度は非常に高くなる。  これ
ら の事実から DA―キチン の分子構 遺、  特に糖残基巾Cー2位の置換基
（アミノ墓、  アセトアミド基）の分布状態の解明が、  免疫賦活性、  生体
内消化性との関連性から重要覘されている。
  近年、  機能性高分子として多糖が注目され、  穏々の機能性を有する多
糖の精密合成が行われているが、  これら多糖誘導体の機能性の解明、  あ
るいは更に高度な精密合成のためには、  多請の化学修飾において噂入し
た置換基の分布状態を知ることが重要と思われる。  一般に、  セルロース、
キチンなど強固な結晶構造を有する多糖を化学修飾する瞭、  不均一系で
化学修飾を行うと結晶性の低い部分での反応が優先し、  置換基はブロツ
ク的に分布すると予想される。  一方、  均一系で化学修飾を行うとランダ
ムな置換墓分布を有する生成物が予想される。  しかし、  この多糖誘導体
の矗換基分布に関する研究、  報告例は非常に少ない。
    一方、  キチンはギ酸、  DHF・LiClなどの溶媒に溶解することから、  繊維、
フイルム、  紙などへの再生が可能であるが、  キチン繊維などでは水素結
合の再生による分子間架矯のため引つ張り強度、  結節強度などが小さく
実用性に乏しい。  アルキル化、  アシル化などの化学修飾を行ったキチン
誘噂体より調弧した繊維に於いてもその強度は改善されなかった。  そこ
で、  部分脱アセチル化キチン（DAーキチン）を繊維に再生し、  強度的
に 満足できる繊維の開発が行われている。DA―キチンは、  糖残基中C
―2位にアミノ基を有するため酵素、  微生物などの固定化が可能であり、
アプイニテイークロマト、  バイオリアクターなどへの応用が期待できる
素材である。
  本学位諭文では
  （1）部分脱アセチル化キチンの調製、  溶解性、  及び禰々の凝固浴系を
用 いたDAーキチ ン繊推へ の再生、   並びにDA―キチン槻攤の糸的性貿
の向上
  （ 2)部分脱アセチル化キチンのりゾチーム受容性
  （ 3)部分脱アセ チル化キ チンの糖 残基中C－2位の置換基の分布状態
の解明
について行った研究結果を報告する。

く結果と考察冫
（1）DA― キチ ン の調 駆 に は1)キチ ンの不均一 系での脱 アセチル 化
（DAC）、  2）キチンの均一系脱アセチル化（DAC）、  3）キトサンの均一系Nー
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アセチル化(NA-DAC）等があり、  調麗方法により水またはモの他の溶媒に
対する溶解性に差が趣められた。  この差異は、DA―キチンの脱アセチ
ル化度のみならず、  C－2位のアセトアミド基の分布状態が大きく影奮
するものと予想される。  次に、  キチン繊維より良好な糸貫の繊維を得る
ため、  穐々のDA―キチン繊維を珂麗した。  これらの紡糸では、  飼ーア
ンモニア系、  アルカリーアルコール系、  硫酸鋼ー硫酸系の3種の凝固粟
が見いだされ、  いずれもよく似た糸貿の織織が獲られた。  しかし、  繊
維表面へのタンパク質固定化では、  銅ーアンモニア凝固系がより良好な
結果を与えた。  得られた種々のDA―キチン繊維の糸貿は、  キチン繊維
のモれより優れており、  特に湿潤時の引っ張り強度、  結節強度において
大幅な改善が恕められた。
(2）  キチン及び部分脱アセチル化キチンのりゾチーム受容性を粘度
法、  ゲル濃過法、  還元束端定量法により検射した。  キチンのりゾチーム
受容性はその結晶禰遺、  水に対する膨潤性に大きく関係し、  結晶性の低
いN―アセチルキトサンゲルにおいて比較的高いりゾチーム受容性が餌
められた。  次に、DA―キチンの脱アセチル化度とりゾチーム受容性と
の関係を翻ぺたところ、DAC-70で最も高いりゾチーム受容性を示した。
又、  脱アセチル化度90％のDAーキチン（キトサン）ではほとんどり
ゾチ―ム受容性は母められなかった。  翻麗方法の異なるDAーキチンに
ついてりゾチ―ム受容性を検討したとこる、  不均一系で翻麗したDACが均
一系で弼扱したD AC，  NA-DACに比ぺ幾分高いりゾチーム受容性を示した。
以上の結果から、  DA一キチンの水に対する親和性、  脱アセチル化度、
C―2位アセトアミド基の分布状鱒といった因子のバランスがDA―キ
チンのりゾチーム受穽性を支紀するものと恩われる。
  （3）DA―キチンの糖残基中C―2位のア亀/基、  アセトアミド基
の分布状艫を酵素（リゾチーム）、  あるいは酸（亜舗酸）を用いた選択
的分解により検肘した。  まず比較的高い生物活性を有するDAC-70につい
てりゾチームによる鬣底加水分解を行い、  分解物の糖残基組成を調ぺた
ところ、  分解物の約90％球8残基以下のオリゴマーであった。  リゾチ
ームがグルコサ亀ン残基のブロック部分を加水分解しないことを考える
とDAC-70のC－2位のアミノ基、  アセトアミド基譲、  糖蝋に拍ってほば
ランダムに分布していることが示唆される。
    次に、  亜弼酸がDA－キチン分子中のアミノ基を持つ糖残基を選択的
に加水分解することを利用し、  アセトアミド基の分布状鱸を翻ぺた。  均
一系、  不均一系で翻襲したDAーキチンについて亜硝酸分解、  還元を行
い、  分解物をGPCにより分析したところ、  いずれのDA－キチンにお
いてもほぼ5残基以下のオリゴマーが主生成物として検出された。  又、
得られたオリゴマーの組成を、  ベルヌーイ統オrによる2成分乗ランダム
共璽台体に基ずくオリゴマ一組成の理諭値と比較したところ、  いずれの
DA―キチンについてもオリゴマーの組成はぺルヌーイ統計より求めた
理論値と非常に良い一致を示した。  以上の結果から、  均一系、  不均一系
で調襲したDA一キチン分子中のC－2位のアセトアミド甚の分布状鱒
はほばランダムであると考えられる。
    本研究により、  免疫賦活性、  生体内消化性などの生物活性を有する部
分脱アセチル化キチンの実用的な繊維への開発、  並びに酵素的、  化学的
手法によるDAーキチンの置換基の分布状鱸の解明などが違成されたこ
と から 、 DA－ キチ ン の生 医学材料 への応用が 今後期待さ れる。
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キ チ ン の 部 分 脱 ア セ チ ル 化 物 （ DA－ キ チ ン ） は 直 鎖 状 多 糖 で は 異 例 の 免 疫 ア ジ ュ

バ ン ト 活 性を 示し、   書壽 続性の 高い抗 腫瘍 活性を 有する ことが 知ら れてい る。  又 、  こ の

活 性 は キ チ ン の 脱 ア セ チ ル 化 度 と 密 接 に 関 連 し 、   脱 ア セ チ ル 化 度 70Xの キチ ン （ DACー

70） で 最 も 高 い 活 性を 示 し た 。   ― 方 、   キ チ ン は り ゾチ ― ム 受 容 性を 示 す 数 少 ない 生 体

内 消 化 性 の 多 糖 で あ る が 、   そ の 強 固 な 結 晶 構 造 の た め か キチ ン の り ゾ チー ム に よ る 加

水分 解は非 常に遅 い。   しかし 、  カ ルボキ シメチ 胎（CM）化、  脱アセチル化などの化学．修

飾 を 行 う と 、   キ チン の 結 晶 構 造が 崩 壊 す る ため か 、   リゾ チ ー ム に よる 加 水 分 解 速 度は

非 常 に 高 く な る 。   こ れ ら の 事 実 か ら DAー キ チ ン の 分 子 構 造 、   特 に 糖 残 基 中 Cー 2位

の 置 換 基 （ アミ ノ 基 、   ア セ ト ア ミ ド基 ） の 分 布 状鱒 の 解明 が、  免 疫賦 活性、   生休内 消

化性との関連性から童要視されている。

本学位論文憾

（ 1） 部 分 脱 ア セ チ ル 化 キ チ ン の 翻 製 法 並 び に 溶 解 性

（ 2） 部 分 脱 ア セ チ ル 化 キ チ ン の り ゾ チ ー ム 受 容 性

（ 3） 部 分 脱 ア セ チ ル 化 キ チ ン の 糖 残 基 中 Cー 2位 の 矗 換 基 の 分 布 状 態 の 解 明 に つ し

て 行 っ た 研 究 結 果 で あ る 。

（   1)  DA― キ チ ン の鋼 製 に は 1）キ チ ン の 不 均一 系 で の 脱 ア セチ ル 化 （ DAC).  2）キチ

ンの 均 ー 系 脱 アセ チ ル 化 (OAC】 、   3） キ ト サン の 均 一 系 N― ア セ チ ル 化（ 旦j―DAC)の条件

を使っている。  鋼製方法により水またはその他の溶螻に対する溶解性に差があること

を見出している。

（2）  キチン及び部分脱アセチル化キチンのりゾチーム受容性を粘度法、  ゲル濾過

法 、  還 元末端 定量法 により 検書寸 した 。  キチ ンのり ゾチ ―ム受容性はその結晶ヰ冓造、  水
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に 対 す る 膨 潤 性 に 大 き く 関 係 し 、   結 晶 性 の 低 い N― ア セ チ ル キ ト サ ン ゲ ル に お い て比

較 的 高 い り ゾ チ ー ム 受 容 性 が 認 め ら れ 、 DAC-70で り ゾ チ ー ム 受 容 性 が 最 も 高 い こ と を

示 し た 。   又 、   脱 ア セ ヂ ル 化 度 90％ の DA一 キ チ ン （ キ ト サ ン ） で は ほ と ん ど り ゾ チ

ー ム 受 容 性 は 認 め ら れ な か っ た 。   網 製 方 法 の 異 な る DA－ キ チ ン につ い て 検 書 寸し た と

こ ろ 、   不 均 ― 系 で調 製 し た DACが 均 一 系 で網 製 し た DAC，   NA― DACに 比 ぺ 幾分高 いりゾ チ

― ム 受 容 性 で あ る こと を 見 出 し てい る 。

（  3)  DAー キ チ ン で 糖 残 基 の C－ 2位 の ア ミ ノ 基 、   ア セ ト ア ミ ド 基 の 分 布 状 態 を

酵 素 （ リゾ チ ― ム ） 、   あ る い は酸 （ 亜 硝 酸 ） を用 い た 選 択 的分 解 に よ り 検討 し た 。   ま

ず 比 較 的 高 い 生 物 活 性 を 有 す る oAC-7゚ に つ い て り ゾチ ― ム に よ る徹 底 加 水 分 解を 行 い 、

分 解 物 の 糖 残 基 組 成 を 闢 べ た と こ ろ 、   分 解 物 の 約 90％ は 8残 基 以 下 の オ リ ゴ マ ― で

あ っ た こ と か ら 、   リ ゾ チ ー ム が グ ル コ サ ミ ン 残 基 の ブ 0ッ ゥ 部 分 を 加 水 分 解 し な い こ

と を 考 え る と DAC-70の C－ 2位 の ア ミ 丿 基 、   ア セ ト アミ ド 基 は 、   糖 鎖 に 沿 って ほ ぼ ぅ

ン ダ ム に 分 布 し て い るこ と を 示 唆 して い る 。

次 に 、   均 一 系 、  不 均 一 系で 調 製 し た DA－ キ チ ン につ い て 亜 硝 酸分 解 、   還元 を 行 い

分 解 物 を GPCに よ り 分 析 し た と こ ろ 、   い ず れ の DA― キ チ ン に お い て も ほ ぼ 5残 基

以 下の オ リ ゴ マ ―を 主 生 成 物 とし て 検 出 し た。   又 、   得 られ たオリ ゴマ― の組成 を、  ベ

ル ヌ ー イ 統 計 に よ る 2成 分 系 ラ ン ダ ム 共 童 台 休 に 基 ず く オ リ ゴ マ 一 組 成 の 理 論 値 と 比

較 し 、   い ず れ の DA－ キ チ ン に つ い て も オ リ ゴ マ ー の 組 成 は ベ ル ヌ ― イ 統 計 よ り 求 め

た 理 論値 と 非 常 に 良い 一 致 を 示 す こと を 見 出 し た。   以 上の結 果か ら、  均 ―系、   不均

系 で 鋼 製 し た DA－ キ チ ン 分 子 中 の Cー 2位 の ア セ ト ア ミ ド 基 の 分 布 状 態 は ほ ぼ ラ ン

ダ ム で あ る と 推 定 し て い る 。

以 上 の よ う に 、   免 疫 賦 活 性 、   生 体 内 消 化 性 な ど の 生 物 活 性 を 有 す る 部 分 脱 ア セ チ ル

化 キ チ ン の 実 用 的 な 繊 維 へ の 開 発 、   並 び に 酵 素 的 、   化 学 的 手 法 に よ る DA－ キ チ ン の

置 換 基 の 分 布 状 態 の 解 明 な ど の 基 礎 的 研 究 を 行 い 、   こ の 分 野 で の 研 究 に 貴 重 な 貢 献 を

果 た し て おり 、   高く 評 価 さ れ る 。  審 査 員一 同 は 、   申 鯖者が 理学博 士の学 位を 受ける の

こ 十 分 資 格 を 持 っ も の と 詔 め た 。
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