
各分子量キトサンの抗酸化作用

冨田久夫、安楽　誠

Antioxidantactivityofsomedi鱒erentmolecuarweightchitosans

HisaoTomidaandMakotoAnraku

ABSTRACT

Chitosan，aCa卓Onicpolysacchahde，iswidelyemployedasdietiHySuPPlement

andinphamacologicalandbiomedicalやPhcadons．AldlOughnumerousstudies

have fbcused onits applications as pharmaceuticalexcipients or bioactive

reagents，therelationships between molecuar weight（MW）and biological

PrOPerties remains uncleaL merefore，this review describes the possible

antioxidant and free radical－SCaVengmg prOPerties of severaldi餓訂ent MW

Chitosansininvivo andinvitro studies．We also deschbedlerelevanceofme

MWofchitosansanddleirandoxidantactivides．

1，緒　言

最近、ペプチドや高分子多糖類などの高分子材料は、薬物輸送担体として注目されており、

標的部位での薬物の最適な放出を可能しているため、副作用の少ない効果的な製剤基材とし

て使周されている。その中でもキトサンはセルロースに次いで2番目に豊富な天然の高分子

多糖類であり、天然物由来のため、副作用が少なく、優れた生物学的特性を示す1”3）。通常、

キトサンはキチンの脱アセテル化（Fig．1）やN－deacetylase（EC3．5．1．41）4）による加水分解

によって生産され、そのマルチな特性のために医療用基材、化粧品、食品添加物、下水ディ

スポーザーなどの種々の分野において利用されている。また、キトサンは健康食品としても

利用され、血清コレステロール低下、脂質消化吸収抑制、血圧上昇抑制、腸内代謝改善作用

などを示すことが報告されている5”10）。

また近年、キトサンのマルチな特性の中でも、その新規効果として抗酸化剤としての役割

が注目されている。通常、生体内では、酸素を利用する過程において種々の活性酸素（Reactive

OxygenSpecies；ROS）が生成している。しかし、生体はこのROSを消去するきわめて巧みな

防御機能を十分に備えているために、生理的条件下では酸素代謝の副産物であるROSやフリ

ーラジカルは、必ずしも怖いものではない。しかし、ROSの過剰な生成や、あってほならな
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い場所での生成は、その局所での生成と消去のバランスを崩すことになり、いわゆる酸化ス

トレス負荷の状態となる。この状態において、多くの病態との関連性が示唆されており、特

に腎不全は代表的な酸化ストレス疾患として位置づけられており、腎機能の悪化に、ROSの

過剰産生に起因した酸化ストレスが重要な役割を果たしていることが数多くの報告から明ら

かにされている11・12）。そのため、これまでの抗酸化治療としてはビタミンCあるいはE製剤を

始めとしたROSスカベンジャーの投与により、いかにROSを消去するかという点に関心が集

まっていた13・14）。しかし、これらの抗酸化剤では腎不全の進行を抑制するという明確なエビ

デンスは得られておらず、現在ではむしろROSの発生を抑制するような新しいタイプの抗酸

化剤の開発が望まれている。これまでにキトサンにおける抗酸化作用の報告として、その脱

アセテル化や分子量の影響が示唆されているものの15”17）、断片的な報告が多く、その詳細に

ついて検討した例はほとんど見当たらない。さらにヒトを対象とした抗酸化作用に関する研

究においては皆無である。このような背景の下、我々は、キトサンの基本構造単位である

D－グルコサミンから、分子量1，000kDaのキトサンまでの抗酸化作用をinvitro及びinvivo研究

において多面的に評価し、抗酸化作用を付与した新たなキトサン利用の可能性について検討

した。以下、各分子量キトサンの抗酸化作用とその分子量の関連性に関する研究について最

近得られたデータを中心に解説する。

2．hv約〇における各分子量キトサンの抗酸化作用

キトサンは健康食品の一つとして使用されており、その分子量サイズにより作用が異なる。

高分子キトサン（分子量が3万以上）は、消化管内における脂質排泄やコレステロール値下

作用などが期待できる。一方、低分子キトサン（分子量が3万以下）は消化管から吸収され

体内を循環することから、有害物質の吸着や免疫力の向上などが期待できる。そこで我々は、

はじめに吸収後、全身循環系に移行すると考えられる低分子キトサン（CTl；MW：2．8kDa）
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に清目し、その血管内での抗酸化作用について、血中酸化タンパクのモデルとしてHuman

serum albumin（HSA）の酸化の程度を指標とし、キトサンの基本構造であるDブルコサミ

ン（D－GIc）及びその誘導体であるN－Acetyl－グルコサミン（NA－GIc）また、抗酸化剤として

アスコルビン酸（VC）を用いて、酸化ストレスマーカーであるカルポニル及びHydroperoxide

含量の抑制効果について比較検討した。その結果、而反応ともにキトサン誘導体及びVCの

添加時間に依存してHSAの酸化は抑制された（Fig．2A，B）。また、この効果はVC＞CTl＞D－

GIc＞＞NA＿GIcの順で抗酸化作用が観察された。特に、CTlの抗酸化作用はVCには及ばないも

のの、キトサン誘導体の中で高い抗酸化作用を有することが明らかとなった。また、キトサ

ンの基本構造単位を形成する5貞操のC6位にN－アセチル基を含むNA－GIcはほとんど抗酸化

作用を示さないことが明らかとなった。次に代表的なラジカル消去試薬である1，1－－dphenyl－
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Figue2．E鵬ctofthepresenceofchitosanderivatizeandVConcarbonyl（A）andHSA－00H

㊤）rormationafterAAPHoxidationontime－dependentmanner・TheconcentrationofHSAwas

20mMandAAPHconcentartionwas40mM．HSAonly（臆），VC（05mg布山）（□），CTl（園）（5

mglmL），D－GIc（5mg／mL）（圏），andNA－GIc（5mglmL）（圏）・＊P＜0・05，＊＊P＜01Il，COmpared

WithHSAony．

2picIylhydraLZiyl（DPPH）を用いて、そのラジカル消去能を評価した結果、キトサン誘導体

及びVCの濃度依存的な抗酸化作用が観察された伍g．3）。このときIC50はVC＞CTl＞＞D－GIc＞＞

NA．（HcqC50j）．12，0．87，1．64，10＜mghIHJの順で抗酸化作月が観察された。これまでの結果より、

NA－GIcは抗酸化作用を示さないことからCTlの構成単位であるC6位に存在するD－GIcNのア

ミノ基（－NH2）が抗酸化能に寄与している可能性が示唆された18）。事実、Pengらはキトサン

の基本構造単位である5員環のC2、C3、C6位に存在するアミノ基やヒドロキシル基がフリ

ーラジカルと反応すると報告している1’）。また、Fengらは、キトサンが補足する代表的なフ
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リーラジカルとして生体内で最も強力なラジカルであるヒドロキシルラジカルを報告しており、

その消去率は実に84％にも及ぶと言われている20）。また、この結果をChengらもESRスピン

トラップ法により確認している21）。しかしながら、これら測定に利用されたキトサンの分子

量は、各研究機関において異なることから、次に我々は、脱アセテル化90％以上でキトサン

分子量が1，00OkDaまでの各分子量サイズのキトサン（今回使用した各分子量キトサンの特性

についてTablelに示す）について、その抗酸化作用を測定し、その分子量との関連性につ

いて検討した。

0　　　　　0．2　　　　0．4　　　　0．6　　　　0．8　　　　l

ScavengerconcentradonsofchitosanderivatizeandVC（mg／IH．）

Figue3・Relativeefrectivenessofdi臓rentconcentrations oftheantioxidantsihreducing

DPPHradiclns・TheactivitiesareshownI・elativetort皿yreducedDPPH（100の．DPPHradicin

COnCentrationwasmeasuedat517m．ThesymboIsindicateⅥtC（◆），CTl（菓），GIcN（▲）

mdGIcNAc（●）．

TablelCharacteriziationofsevenm01cc山arweightchitosans

Samplesa MW（kDa）b

CTI

CT2

CT3

CT4

CT5

CT6

aAusamplesandDDA（90＜）wereobtained慮omWakoco．

Ltd・andDainichiseikaco．Ltd．（Japan）．bcalcuatedをom

inhsicviscosity．
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はじめに各分子量キトサンの抗酸化作用をDPPHラジカル消去能により評価した結果、低

分子のキトサン程、濃度依存的に最も高い抗酸化作用を示し、そのIC50倍は、それぞれ、

0．87，3．28，4．68，8．15，9．34mghlLを示した。一方、分子量1・000kDa以上のCT6・7の高分子キト

サンはほとんど抗酸化作用を示さなかった（Fig．4，Table2）。また、表には示さないが代

表的なラジカル消去試薬であるABTS（2，2，－aZinobis（3－3叫ltBⅢOmiazome－6－Sullbnicacid））

ラジカルにおいても同様の結果を示した。さらに、これらキトサン分子量の増大と抗酸化作

用の大きさの問に良好な相関を観察したことから、キトサン分子量の増大に伴い、抗酸化作

用が低下することが明らかとなった（Fig．3）鑓）。これら抗酸化作用を示す1つのメカニズ

ムとして、通常、キトサンの基本構造単位である5貝環のC2，C3，C6位に存在するアミノ

基やヒドロキシル基がラジカルを消去し、抗酸化作用を示すと考えられるが、キトサンの高

分子化による構造変化に伴い、これら残基の反応性の低下が示唆される19）o今後、各分子量

1　　2　　　3　　　4　　　3∴∴∴∴6　　　7　　　8

ScavengerconcentrationsofsevenMWchitosanshghIL）

Figue4・RelativeefrectivenessofdifrerentconcentratioⅢOftheantioxidantt「inreducing

DPPHradicals．Theactivities areshownrelativeto fullyreducedDPPH（100の・DPPH

radicdconcentrationwasmeasuredat517mm．CTl（一），CT2（－），CT3（一），CT4ぐ一・），CT5（・－）

，CT6ぐう，mdCT7ぐ・す

Table2ScavenglngOfDPPHradical

Antioxidant 忍����

IC50位1g心L）b 

CTl ���Cビ�

CT2 �8�C#��

CT3 滴�Cc��

CT4 嶋�C�R�

CT3 祷�C3B�

CT6 ��C���

CT7 ��C���

aRelativeradicaltrappingabmtywascalculatedusingO・5mMDPPH・
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IC500fseveralMWchitosans（mghnL）

Figure5・Relations叫betwcenMWandantioxidmtactivityoflowMWchitosans．Th。

COrrelationcoe餓cientG）betweenlowMWofchitosansandmtioxidantactivitywassignincant

attheh償ca露dpvdue・

キトサンにおいて、NMR等の詳細な構造解析により明らかにする必要があるものと考えら

れる。また、その他のメカニズムとして、キトサンの既存効果であるキレート作用の関連も

示唆されるo事実、ヒドロキシルラジカルの発生に関与する鉄（Ⅱ）のキレート作用をPeng

らは報告していることから、今後、遷移金属のキレート効果についても各分子量キトサンに

おける検討が必要であると考えられる19）。そこで、我々は、これら分子量の吸着作用を代表

的な薬物であるウルフアl）ン（WF）、腎障害時に蓄積する尿毒症物質であり、生体内酸化

促進効果を持つインドキシル硫酸（IS）を用いて、その分子量依存的なキトサンの吸着作用

について検討した。その結果、WF、ISともに、キトサン分子量の増大に伴い、その吸着作

用は増大した（Eg6）。しかし、その吸着作用の増大は、先ほど捕斬ヒ作用で観察された程、

・顕著な相違は観察されず、“最大でも20％程度であったoさらに分子量10皿a以下の慣1では、

殆ど吸着作用を示さなかった。これまでに機能性食品としてのキトサンは、消化管からの再

吸収を基準として、分子量が3万以上の高分子キトサンと3万以下の低分子キトサンの二つ

に大別される。一般に高分子のほうが高い吸着能力があり、腸で脂質排泄、コレステロール

低下作用などの重要な働きを行うものの体内に吸収しにくく、消化管に限られた作用である

といわれている。一方、低分子キトサンは若干、吸薄能力は低下するものの、体内に吸収さ

れやすいため、消化管における作用に加え、全身循環系での同様の作用も期待されている。

これまでの結果から、健康食品としての利用を考慮する場合、ある程度の分子量を持つ低分

子キトサンの摂取が新規効果である抗酸化作用を付加した効率的な食品と考えられる。しか
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ISbinding（％）

CTI CT2CT3CT4CT5CT6CT7

WFbinding（％）

学 事 占l i↓l ��b�l ��b�l ��b�ﾂ�＊ l 

CTI CT2CT3CT4CT5CT6CT7

Hgure6・BindingcapacityonWFandIS．Resultsareexpressedasthemean土SEM．

しながら、これまでに各分子量のキトサン摂取によるとトにおける抗酸化作用を比較した検

討は見当たらないことから、次に我々は、すでに販売されている分子量約200kDaの低分子

キトサン（LMC）及び分子量約1，000kDa（HMC）の高分子キトサンを利用して、健常人10

例を対象として、各分子量キトサン服刷こ伴う血装申酸化ストレスの変動について、生化学

値の変動と併せて調査を行った。

3。h所VOにおける各分子量キトサンの抗酸化作用

LMC及びHMCともに、研究デザインは前向きのオープンラベル試験として、4週間のベ

ースラインの観察後、4週間の各分子量キトサン（LMC；MW：約200kDa，HMC；MW：約

1，000kDa，1日服用量として540mg）の服用を、それぞれ健常人lO例を対象として行った。

全対象例は研究の目的及び計画の説明を口頭及び文書にて受けた後、同意を得られた対象者

のみ採血を行った。試験期間中における生化学パラメータの変動を測定した結果、LMC及

びHMCともに血圧、総コレステロール及び血糖値は服用後低下傾向を示した。またHDLは

有意な上昇を示し、キトサン服刷こよる血液改善効果が観察された（T競）le3）。また、図に

は示していないがLMC及びHMCともにカルシウム及びリン濃度に有意な変動は観察されな

かった。次にLMC及びHMCの生体内に及ぼす酸化ストレスの影響について検討した。生体

が酸化ストレスに暴露された際、より初期の酸化過種においては、HSAに唯一遊離状態で存

在する34位のシステイン残基（34Cys）の酸化が報告されている　23）。還元型HSA（Human

NomercaptAlbumin；m）はそのSH基によって様々な物質と結合、運搬、解毒などを行な

－21－
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Table3E餓ectofchitosantreatmentofnomalvolunteers

LMC HMC

0－→4week（％0細week）　　　0－＋4weeks（％0mweep

SBP（mmHg）

DBP（mmHg）

BM

TC（mg／dL）

mL（mddU

HDL（mg伯L）

96．4％

99．4％

99．3％

86．3％

94．2％

125．2％

96．3％

97。8％

99．2％

81．1％

92．0％

118．2％

SBP：SyStOhcbloodpressure，DBP：diastolicbloodpressure，BMI：body一maSS

index，TC：tOtalcholesterol，LDL：low－densitylipoproteins，HDL：high－density

lipoproteincholesterol・

っていると考えられている。著者らはこれまでに、慢性腎不全患者における酸化ストレスを

評価する際のバイオマーカーとして、酸化HSAの妥当性を報告してきた24m）。そこで、LMC

及びHMC服用に伴う血薬中の酸化ストレスの変動をアルブミン酸化度により経時的に検討

した。その結果、LMC及びHMCともに服用4週後にアルブミン酸化度の有意な低下が観察

された（Hg．7）。また、この効果はLMCにおいて、HMCよりも顕著なアルブミン酸化度の

P＜0．05

Oweek 4weeks

FigtLre7．Thee臓ctsofdhitosantrC泡tmentOnindicesofoxidativestress．LMC（園）andHMC（口）

WaSadmhisteredat540mgtolOsutJects，reSPCCtively．Resutsat・eeXPreSSedasthemean土SE・
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低下を示し、その既存効果である脂質抑制作局は大きな相違は観察されなかったものの、抗

酸化作用において顕著な相違が観察された先の訪viか0の検討結果を支持するものとなった。

事実、図には示さないが、LMC及びHMCのDPPHラジカル消去能を評価した結果、先のin

vれ0の検討で算出された各分子量キトサンの結果と同様、LMCにおいては高い抗酸化作用

を示したものの、HMCではその効果は殆ど観察されなかった。以上の結果より、LMCは既

存の脂質吸着作用に加えた直接的な抗酸化作用を示すものの、HMCは直接ROSを除去する

のではなく、消化管内において生体内酸化促進物質としての脂質や尿毒症物質を吸着し、巽

中に排泄することにより、間接的な抗酸化作用を示したものと考えられる。以上の知見より、

健常者を対象として、LMC及びHMCの血装甲酸化ストレスに及ぼす影響を、前向きオープ

ンラベル試験を行った結果、LMC及びHMCともに酸化ストレスを抑制することをin Vivoレ

ベルで初めて明らかにした。またその機序は、LMCでは既存の吸藷作用に加えたラジカル

スカベンジャーとしての直接的なROS除去作用によるものである一方、HMCでは直接的な

抗酸化作用ではなく脂質や尿毒症物質のような生体内酸化促進物質の吸薄作用による可能性

が示唆された御）。

4．まとめ

九Vitr0における各分子量キトサンによる抗酸化作用を比較検討した結果、低分子キトサン

ほど高い抗酸化作用を示した。またそのメカニズムとしてキトサンの構成単位である

D－GIcNのアミノ基（－NH2）及びヒドロキシル基が抗酸化作用に寄与している可能性が示唆

された。一方、各分子量キトサンの吸着作用は、高分子キトサン程、高い吸着作用を示した。

また、invivo研究において、健常者を対象として、各分子量が血嬢申酸化ストレスに及ぼす

影響を検討した結果、酸化ストレスを抑制することをin viV0レベルで初めて明らかにした。

特に低分子キトサンにおいて高い抗酸化作用を示した。またその機序のひとつとして、ラジ

カルスカベンジャーとしての直接的なROS除去だけでなく酸化促進物質である脂質、尿毒症

物質の消化管内での吸着による除去の可能性を見出した。現在、多くの病態の危険因子とし

て酸化ストレスの負荷が注目されている。特に、腎不全患者において、酸化ストレスの負荷

は慢性腎不全の進行とも深く関っていることから、酸化ストレスを抑制することが、腎不全

進行の抑制や予防につながると期待されている。しかしながら、抗酸化ビタミン類のように

既存のROSスカベンジャーでは充分な治療効果が得られていないため、ROSの発生を抑制す

るような新しい抗酸化剤の開発が望まれている。本研究では低分子キトサンが既存の効果に

おいて、生体内の脂質や尿毒症物質といった酸化促進物質を減少させ、全身循環系において

酸化ストレスを軽減するだけでなく、その直接的な抗酸化作用を持つことをin viV0の検討に

よって、初めて見出した。この多面的な抗酸化作用は他の抗酸化剤である抗酸化ビタミン等

より、付加価値が高いことから、これら薬剤の代替あるいはこれら薬物との併用も可能であり、

腎不全時をはじめとした酸化ストレス関連疾患に対して新たな抗酸化治療戦略となりうる可
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能性を秘めている。また、キトサンは健康食品であることから、これら酸化ストレス関連疾

患に対する早期治療あるいは予防のために用いることも出来るかもしれない。これらの知見は、

低分子キトサンの高い抗酸化作用を明らかにするだけでなく、今後、健康食品におけるキト

サンの利用に際し、抗酸化剤としての位置づけを明確化するとともに、各分子サイズキトサ

ンサプリメントの適正使用を支援していく上での有用な基礎資料になるものと考えられる。
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