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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
数分布から得られるメジアン径ｄ５０が１～５００μｍのキトサンのハイドロゲル微粒子
であって、
前記キトサンはアセチル化度が２０％以下であり、かつそのハイドロゲル中での濃度が、
ハイドロゲルの総重量を基準として０．２５～５重量％であり、
前記ハイドロゲル微粒子は、ニューロンの再生及び／又は神経系、有利には中枢神経系、
の修復のため、及び／又はニューロン又は神経細胞の前駆体の分枝化のため、及び／又は
神経変性疾患の治療、及び／又は虚血性結合、及び／又は麻痺の治療のために使用される
キトサンのハイドロゲル微粒子。
【請求項２】
修復、再生、又は麻痺の治療を神経系の外傷性損傷、特に脊髄の外傷性損傷の後に行うこ
とを特徴とする、
請求項１に記載の微粒子。
【請求項３】
数分布から得られるメジアン径ｄ５０は５～３００μｍであることを特徴とする、
請求項１又は２に記載の微粒子。
【請求項４】
キトサンのアセチル化度は５％未満であることを特徴とする、
請求項１～３のいずれか１項に記載の微粒子。
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【請求項５】
前記ハイドロゲル中の前記キトサンの濃度は、ハイドルゲルの総重量を基準として４重量
％未満であることを特徴とする、
請求項１～４のいずれか１項に記載の微粒子。
【請求項６】
前記ハイドロゲルはキトサンの物理ハイドロゲルであることを特徴とする、
請求項１～５のいずれか１項に記載の微粒子。
【請求項７】
水性懸濁液として存在し、有利には、２２℃において、せん断速度０．００１ｓ－１に対
して連続モードで測定した粘度が１０００Ｐａ・ｓ超の水性懸濁液として存在することを
特徴とする、
請求項１～６のいずれか１項に記載の微粒子。
【請求項８】
前記懸濁液は、注射可能、又は外科手術により移植可能であることを特徴とする、
請求項７に記載の微粒子。
【請求項９】
シュワン細胞及び／又は幹細胞及び／又は栄養因子と共に混合されていることを特徴とす
る、
請求項７又は８に記載の微粒子。
【請求項１０】
アルツハイマー病、パーキンソン病、又は多発性硬化症の治療用であることを特徴とする
、
請求項１～９のいずれか１項に記載の微粒子。
【請求項１１】
請求項９に記載の微粒子の水性懸濁液を含有する移植組織。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、グリア性瘢痕を経る軸索再生の一般的な分野に関し、特に脊髄の外傷性の損傷
などの、中枢神経系（ＣＮＳ）又は末梢神経系（ＰＮＳ）の外傷によって起こるグリア性
瘢痕を経る軸索再生の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
脊髄（ＳＣ）が外傷性の損傷を受けると麻痺、感覚消失、及び慢性疼痛などが生じる。ヒ
トの症例の大多数では、（実験モデルにおける齧歯動物の場合と同様に）これらの損傷は
、脳と、脳以外の体の部分との間の神経接合部の断裂によって表れ、その後損傷部位から
徐々に神経変性が起こり、グリア性瘢痕によって囲まれた空洞が形成される。それら全体
が軸索を再生するための物理的障壁にも化学的障壁にもなる。化学的障壁は、非神経細胞
による抑制分子（サイトカイン、化学忌避物質分子の細胞外マトリックス（ＥＣＭ））の
プロテオグリカン（すなわち、ＣＳＰＧ（コンドロイチン硫酸プロテオグリカン））の大
量生成によるものである。他の抑制分子はミエリン由来である（ミエリン由来タンパク質
Ｎｏｇｏ－Ａ、ＭＡＧ（ミエリン結合糖タンパク質）、及びＯｍｇｐ（オリゴデンドロサ
イトミエリン糖タンパク質））。それらはＥＣＭ中で曝露され、その後軸索からの脱髄が
おこる。残念ながら栄養因子の供給量は少ない。したがって、損傷した神経回路網の修復
は阻害される。
【０００３】
これらの抑制効果に加え、軸索の生存と再生を助長する栄養因子の生物学的利用能は極め
て限定的である。比較として、末梢神経系は、外傷性の損傷を受けた後でもマクロファー
ジの迅速な炎症性反応とシュワン細胞（ＰＮＳの髄鞘を形成する細胞）の作用によって細
胞破壊片とミエリンの迅速な除去が助長されることにより、末梢神経系の修復や軸索再生
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がなされる。しかしながら、重症の場合には、適切な末梢の目標に向かって繊維を誘導す
ることが難しいことから、完全な再生が制限されることもある。
【０００４】
しかし、哺乳動物のＣＮＳは高い神経可塑性を備えている。したがって、脊髄が部分的に
損傷を受けた後でも、影響を受けなかった軸索は再配列され、本質的に側枝伸展部の成長
（「神経発芽（ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ）」ともいう）に関わる、機能の回復に関与すること
がある。このように観察されたことは、それ以降、損傷を受けた神経系を修復するための
治療的戦略が発展するきっかけとなった（非特許文献１）。
【０００５】
グリア性瘢痕に含まれるタンパク質の抑制作用に対抗して軸索再生を刺激するための多く
の実験モデルが開発されてきた。
・ニューロン、Ｎｏｇｏ－Ａにおいて同じ受容体を共有するミエリンの特定の成分（Ｎｏ
ｇｏ、ＭＡＧ、及びＯｍｇｐ）の抑制作用に拮抗させるためのＩＮ１抗体の注射
・軸索成長の阻害因子でもあるプロテオグリカンＣＳＰＧの、細胞外マトリックスでの特
定の酵素（ＣｈＡＢＣ、ＡＢＣ型のコンドロイチナーゼ）による分解
・軸索の成長にとって好ましい接着分子の作用を模倣するペプチドの注射。これは脳内で
接着分子のＮＣＡＭ（神経細胞接着分子）と関係があるオリゴ糖のＰＳＡ（ポリシアル酸
）の機能を模倣するペプチドの場合である。成長時のＮＣＡＭはＰＳＡに富み、繊維束の
成長及び結束のために原始的な役割を果たす。
・グリア反応、特にアストロサイトのグリア反応を減少させるための遺伝子工学
・生存率を高め、さらに軸索再生を助長するための神経栄養因子（ＢＤＮＦ（脳由来の神
経栄養因子）、ＮＴ３（Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｎ　３））、又はニューロン上で栄養作用を
有する細胞の供給
・胚ニューロン、幹細胞、シュワン細胞（末梢神経系の髄鞘形成細胞）の移植による損傷
した組織の置換、又はさらに軸索を誘導し、必要であれば軸索の髄鞘形成を行うための嗅
神経鞘細胞の移植による損傷した組織の置換
【０００６】
外傷を受けた脊髄（ＳＣ）を修復するための実験モデルの大多数においては、再生した軸
索は極小数であり、損傷部位全体をなんとか横断しているものは非常に少数である。以下
の排除すべき２つの大きな障害がある。
（ｉ）効率的な軸索再生のための時間窓を制御する必要があること。人は損傷を受けた後
できる限り早く行動する必要がある。
（ｉｉ）許容環境だけでなく軸索再生の誘導に寄与する空間的構成をもたらすよう、損傷
部位の空間的構成を考慮する必要があること。
【０００７】
軸索の成長のための物理的かつ機械的サポートを生じさせるため、及び／又は細胞外マト
リックスの生物学的作用を模倣するために、生体活性があり、かつ生分解性の、天然又は
合成の高分子材料もまた用いられてきた。細胞外マトリックスの主要成分であって、ハイ
ドロゲル状のコラーゲンは、最も多く使用されている材料である。しかしながら、それを
ＰＮＳ内に移植するとより良好な軸索再生が起こるものの、ＣＮＳレベルにおいては、移
植と栄養因子の供給との組み合わせだけでは、部分的にしか機能が改善しない。さらに、
用いられるポリマーインプラント（高分子体の移植組織）は、一般的に軸索再生を誘導で
きるような形状（例えば、橋状の管型移植組織）を有していなければならない。
【０００８】
キトサンは、生体活性があり、かつ生分解性のポリマーであって、特にその生体適合性、
生体再吸収性、及び治癒力から当該分野で知られている。その性質は、とりわけ内科や外
科で利用されている。
【０００９】
キトサンは天然由来のポリマーであって、キチンの脱アセチル化によって得られる。キチ
ンは高分子量を有する生体高分子であって、無毒で生分解性であり、セルロースと共に、
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自然界で最も広範に存在する多糖である。キチンは直鎖からなり、その構造は、β（１→
４）結合を通じて結合しているグルコサミン（ＧＬｃＮ）とＮ－アセチルグルコサミン（
ＧＬｃＮＡｃ）の繰り返し単位を含んでいる。甲殻類の殻から、及び／又はイカの内骨格
からのキチンの抽出は、主に化学的手段によって行われ、次に熱濃ソーダ中でキチンを脱
アセチル化して変換することによりキトサンが得られる。ヒトの組織に対する生体適合性
とその治癒能力により、キトサンはゲル、粉体、又はフィルムなどの、種々の物理的形状
で、種々の製品、例えば包帯、絆創膏、人工皮膚、角膜バンデージ、治癒のあと自然に再
吸収される手術用縫合糸などでその有効性が実証されている。それ以外にも骨の修復や軟
骨の修復（非特許文献２）において、口腔外科において、移植組織において、又は歯肉の
治癒、忍容性が良好なコンタクトレンズにおいてもその有効性が認められている。
【００１０】
キトサンは、ラットの脊柱内の脊椎下へ移植する、脊椎内移植組織としても用いられてい
る（非特許文献３）。しかしながら、使用したその移植組織は形状が無孔シートであり、
行われた試験は、この生体高分子は生体適合性があり、脊髄の修復において長期間適用す
るために使用できることを示すためのものであった。したがってこの文献は無孔シート状
のキトサンを使用した場合の軸索再生については何ら述べていない。さらに、使用したキ
トサンの形状を考慮するとそのような再生が起こらない可能性は高いように思われる。
【００１１】
Ｋａｒｉｎ　Ｓ．Ｓｔｒａｌｅｙらのレビュー記事（非特許文献４）においては、キトサ
ン足場を、生きた神経、神経幹細胞、及び神経前駆細胞の移植片をラットの脊柱内に移植
するのに使用し、それによって軸索再生が促進されたことが示されている。しかしながら
、このような用途においては、キトサンが単独で使用されることは決してなく、常にブロ
ック状で使用される。さらに、キトサンはコラーゲン、ポリ－α－ヒドロキシ酸、ヒアル
ロン酸、及びフィブリンなどの他の多くの生体材料の中で言及されているもので、これら
の他の材料と較べてキトサンに特に注目したものではない。
【００１２】
一般的に、脊髄又は末梢神経に対する治療上の戦略を開発する上で使用されるハイドロゲ
ルは、シュワン細胞のように、軸索再生に好適な細胞を取り込んで封鎖する支持体（サポ
ート）として、基本的に直径の大きな管として設計されてきた。さらに、これらの検討の
うち幾つかにおいては、キトサンが、ゼラチン、コラーゲン、ポリ－Ｄ－リシン、又はさ
らにアガロースなどのタンパク質や多糖と混合して用いられてきた。この混合物中ではキ
トサンは最も濃度が低い（非特許文献５、６、７、８及び９）。
【００１３】
Ｙｏｕｎｇｎａｍ　Ｃｈｏらの非特許文献１０には、ナノ粒子を用いることが記載されて
いる。その粒子はキトサンと、デキストラン硫酸又はトリポリ燐酸ナトリウムから形成さ
れる複合体の粒子（その中にヒドララジンが含まれている、又は含まれていない、のいず
れか）であって、神経保護作用の生体外（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）モデルにおいてそれを使用
し、評価を行っている。この非特許文型に記載の粒子径（２５０～３００ｎｍ）を考慮す
ると、その粒子は生体外（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で培養された細胞内に取り込まれているこ
とが実証されている（図９に示す）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Ｎｏｔｈｉａｓ　Ｆ（２０１１）　Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　ａｘｏｎ
　ｒｅｇｒｏｗｔｈ，　ｉｎ　“Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｎｅｒｖｅｕｓｅ，　ｄｅ
ｓ　ｃｅｌｌｕｌｅｓ　ｓｏｕｃｈｅｓ　ａｕｘ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ　ｃｅｒｖｅａ
ｕ－ｍａｃｈｉｎｅ”，（ｎｅｒｖｅ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，　ｓｔｅｍ　ｃｅｌ
ｌｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｂｒａｉｎ－ｍａｃｈｉｎｅ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ）　ｓｐｅｃ
ｉａｌ　ｉｓｓｕｅ　ｍａｇａｚｉｎｅ，　ＢＩＯＦＵＴＵＲ　ＶＯＬ　３０／３２２　
ＪＵＮＥ　２０１１，ｐｐ．３６－４０
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【非特許文献２】Ｍｏｎｔｅｍｂａｕｌｔら、Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，８８，２００６，ｐ
ａｇｅｓ　５５１－５６４
【非特許文献３】Ｋｉｍ　Ｈｏｗａｒｄら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａ
ｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　１５　Ｊｕｎｅ　２０１１，Ｖｏｌ．９
７Ａ，ｎｏ．４，ｐａｇｅｓ３９５－４０４
【非特許文献４】Ｋａｒｉｎ　Ｓ．　Ｓｔｒａｌｅｙら、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ．
　２０１０　Ｊａｎｕａｒｙ；　２７（１）：１－１９　ｄｏｉ：１０．１０８９／ｎｅ
ｕ．２００９．０９４８
【非特許文献５】Ｚｕｉｄｅｍａら、２０１１，　Ａｃｔａ　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌａ
　７：１６３４－１６４３
【非特許文献６】Ｋａｒｉｎら、２０１０，ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｔｒａｕ
ｍａ，２７：１－１９
【非特許文献７】Ａｎｎａｂｉら、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇ　Ｐａｒｔ　Ｂ　Ｒｅｖ．　２
０１０，１６：３７１－３８３
【非特許文献８】ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｙａｎｇ　Ｔ－Ｌ，２０１１，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｓｃｉ，１２，１９３６－１９６３
【非特許文献９】Ｐｆｉｓｔｅｒ　ＬＡら、２００７，Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　
Ｒｅｓ　Ａ．８０：９３２－７
【非特許文献１０】Ｙｏｕｎｇｎａｍ　Ｃｈｏら、ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｅｎｇ
ｉｎｅｅｒｉｎｇ　２０１０　４，２，　ｅｎｔｉｔｌｅｄ　≪ｃｈｉｔｏｓａｎ　ｎａ
ｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ－ｂａｓｅｄ　ｎｅｕｒｏｎａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｓｅａｌｉ
ｎｇ　ａｎｄ　ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ａｃｒｏｌｅｉ
ｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｃｅｌｌ　ｉｎｊｕｒｙ”
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
驚くべきことに、本発明者らは、キトサンハイドロゲルの微粒子は、軸索再生における移
植組織として首尾よく使用することができることを見出した。但しこの場合キトサンは低
アセチル化度のものである。また、管状などの、軸索を誘導するための形状を移植組織が
有している必要はない。実際、微粒子を基材とする移植組織は解放された多孔質の形状を
有し、ブロック状のものにより得られる結果と比較してより有効である。ラットから得ら
れた結果によると、これらのハイドロゲル微粒子は、損傷部位を長い距離（３～４ｍｍ以
上）に渡って横断することから、特に脊髄損傷の修復に首尾よく使用することができる。
本発明者らは、キトサンを導入するとアストロサイトの反応が、形態学的反応と分子的反
応の両方で減少することを見出した。実際に、これらの細胞は、神経組織の一部ではない
成分が導入されると迅速に反応し、アストロサイトはその伸長部で障壁を形成し、損傷を
受けた組織と健康な組織との間に境界を作ることが知られている。さらに分子が分泌され
、その大部分は軸索成長を抑制する（例えばＣＳＰＧ）。さらに本発明者らは、アストロ
サイトも移植組織を通じて移動することができ、損傷の境界においてその伸長部が再生す
る軸索と結合するという、神経系の成長の間に起こるものとして説明される現象が生じる
ことを見出した。アストロサイト及び軸索に対するこのような作用は、以前に使用した実
験モデルにおいては全く実証されていなかった。このモデルで得られた軸索の数は損傷全
体に浸潤するには不十分で、その数は損傷全体の約１０％であった。本発明者らは、キト
サンが付着性だけでなく誘引性をも有していることを見出した。本発明者らは、軸索の収
縮が大幅に減少することに着目し、その事実から損傷を経て再生する多くの繊維を説明す
る。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
よって本発明は、数分布でのメジアン径ｄ５０が１～５００μｍのキトサンのハイドロゲ
ル微粒子に関する。上記キトサンはアセチル化度が２０％以下であり、かつそのハイドロ
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ゲル中での濃度が、ハイドロゲルの総重量を基準として０．２５～５重量％である。上記
ハイドロゲル微粒子は、ニューロンの再生及び／又は神経系（中枢神経系又は末梢神経系
のいずれか）、有利には中枢神経系（特に脊髄）、の修復のため、及び／又はニューロン
の分枝化のため、及び／又は神経変性疾患（アルツハイマー病又はパーキンソン病など）
の治療、及び／又は麻痺の治療のために使用されるものである。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】脊髄内での外傷性の損傷の図を示したものである。
【図２】二重免疫蛍光法（ｄｏｕｂｌｅ　ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）によ
る成体ラットの脊髄の断面の写真を示したものである。図はそれぞれ、半側切断後１週（
１ｗ、左側と真ん中の図）及び３週（右側の図、３ｗ）、及び実施例１の本発明の微粒子
を移植したもの（＋キトサン、真ん中と右の図）、又は移植していないもの（左端の図）
である。
【図３】成体ラットの脊髄の断面の写真である。この写真は、半側切断し、高いアセチル
化度（３５％）を有するキトサン物理ハイドロゲル微粒子を外傷性の損傷部位に移植して
から４週間後のものである。左側の写真はマクロファージの抗ＥＤ１抗体を用いた二重標
識化を含んでおり、右側の写真はラミニンの免疫標識を含む。
【図４】成体ラットの脊髄の断面写真であり、半側切断し、低アセチル化度（３％）のキ
トサン物理ハイドロゲルブロックを外傷性の損傷部位に移植した後４週間後のものである
。左側の写真はアストロサイトの抗ＧＦＡＰ抗体を用いた免疫標識を含み、右側の写真は
抗神経フィラメント抗体を用いた軸索の免疫標識を含んでいる。
【図５】本発明の、実施例１による微粒子（１３，０００ｒｐｍで３分間遠心分離するこ
とにより得られたもの）の懸濁液について、せん断速度（単位：ｓ－１）に対する粘度（
単位：Ｐａ・ｓ）の経時変化曲線を示したものである。
【図６】１番目の列が比較例３のキトサン物理ハイドロゲル微粒子の分散物を位相差顕微
鏡で観察したものであり、２番目の列は実施例１で作成した例による分散物を位相差顕微
鏡で観察したものである。
【図７】図６－Ｅの、本発明のキトサン微粒子を移植した後の、損傷における経時変化を
示す成体ラットの脊髄断面図の写真であって、損傷し移植してから４週間後の写真である
。
【図８】図６－Ｅの、本発明のキトサン微粒子を移植した後の、移植組織中での経時変化
を示す成体ラットの脊髄断面図の写真である。移植組織内でコロニーを形成した細胞の中
で、再生中の軸索を有髄化し、かつ神経インパルスを再構成することができる細胞である
、希突起膠細胞（矢印）を図中に特に示している。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
有利には、上記修復、又は上記再生、又は麻痺の治療を、損傷の後、特に神経系の外傷性
損傷（中枢神経又は末梢神経のいずれか。例えば末梢神経の重大な損傷など）、又はより
有利には中枢神経系、特に脳、又は好ましくは脊髄の外傷性損傷の後に行う。
【００１９】
実際に、上記微粒子は、損傷、特に外傷性の損傷に対しこの損傷を塞ぐために移植される
か、又は軸索の再生もしくは修復もしくは分枝が起こる場所に移植される。したがって上
記微粒子は注射で移植されるのが有利であり、外科手術によって移植されるのがより有利
である。
【００２０】
上記治療は、神経変性の損傷の場合のような外傷性損傷の後の治療としては行われないか
もしれない。これらの神経変性の損傷は物理的衝撃によるものではない。神経変性の損傷
は特定の部位においてニューロンの欠乏を引き起こす。その時他の領域から出ている軸索
は目的となる細胞がなく、そのためその役割を果たすことができない。一方、本発明の微
粒子を損傷部位に移植すると、他の無傷のニューロンに向かう軸索の再生を刺激するのに
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好適な環境を生むことができる。また一方では、関連の入力情報の欠損を経験している、
損傷した領域に最初に結合したニューロンでは、粒子の移植によって、近接する軸索の側
枝部の再生を刺激することもできる。
【００２１】
本発明の範囲内で使用されるキトサンは、アルカリ媒体中でキチンを脱アセチル化するこ
とによって得ることができる（Ｒｏｂｅｒｔ　ＧＡＦ　Ｃｈｉｔｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，Ｍａｃｍｉｌｌａｎ　Ｐｒｅｓｓ　Ｌｔｄ　Ｅｄ．，Ｌｏｎｄｏｎ，１９９２）。キ
チンは節足動物の外骨格（Ａ．Ｄｏｍａｒｄ　ａｎｄ　Ｇ．　Ｃｈａｕｓｓａｒｄ；Ｎｅ
ｗ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　Ｃｈｉｔｏｓａｎ　ｆｒｏｍ　Ｓｑｕｉｄ　Ｐｅｎｓ：　Ｋｉｎｅｔｉｃｓ，
　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ａｓｐｅｃｔｓ．　Ｉ
ｎ　Ａｄｖ．　Ｃｈｉｔｉｎ　Ｓｃ．　５，　１－５．　２００２；　Ｋ．　Ｋｕｒｉｔ
ａ　ｅｔ　ａｌ．；Ｓｑｕｉｄ　Ｃｈｉｔｉｎ　ａｓ　ａ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ａｌｔ
ｅｒｎａｔｉｖｅ　Ｃｈｉｔｉｎ　Ｓｏｕｒｃｅ：　Ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ　Ｂｅ
ｈａｖｉｏｕｒ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ．　Ｊ
．　Ｐｏｌｙｍ．　Ｓｃｉ．　Ｐａｒｔ　Ａ　３１，４８５－４９１．１９９３）や、頭
足動物の内骨格（Ｈ．－Ｍ．Ｃａｕｃｈｉｅ；Ａｎ　Ａｔｔｅｍｐｔ　ｔｏ　Ｅｓｔｉｍ
ａｔｅ　Ｃｒｕｓｔａｃｅａｎ　Ｃｈｉｔｉｎ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　
Ｈｙｄｒｏｓｐｈｅｒｅ．　Ｉｎ　Ａｄｖ．Ｃｈｉｔｉｎ　Ｓｃｉ．２，３２－３９．１
９９７）、さらに特定の真菌又は藻類の細胞壁の構造を形成するポリマーである。したが
って、アセチル化度が０％の場合を除き、キトサンは２つの単量体、２－アセトアミド－
２－デオキシ－Ｄ－グルコピラノース、及び２－アミノ－２－デオキシ－Ｄ－グルコピラ
ノースの共重合体であって、グリコシド結合β（１→４）を介して結合した構造である。
特に、上記キトサンは、例えばＭａｈｔａｎｉ　Ｃｈｉｔｏｓａｎ社からイカ又はエビの
キチンの脱アセチル化によって製造されたものが市販されている。
【００２２】
本発明の範囲において使用することができるキトサンは、アセチル化度が２０％以下、す
なわち０～２０％である。実際に、アセチル化度がより大きいものを用いた場合、そのよ
うなキトサンでは軸索再生が起こらず、さらに重大な炎症反応を引き起こすことを本発明
者らは確認した。有利には、本発明の範囲内において使用できるキトサンは、アセチル化
度が０～１０％、有利には５％未満、より有利には１～４％、特に約３％である。アセチ
ル化度はキトサンの生体再吸収性にも影響を与え、キトサンが生命体内に移植された場合
、キトサンはその生命体、特に人体の内部で分解されて、最終的に消失する。その分解物
はその生命体によって代謝され、排泄される。実際に、アセチル化度が高ければ高いほど
、生物分解及び生体再吸収の速度は大きくなる。したがって、アセチル化度は、目的とす
る用途に応じて選択される。本発明の範囲内において、キトサンのアセチル化度はプロト
ンＮＭＲ技術を用いて、Ｈｉｒａｉの方法論に従って測定される（Ａｓａｋｏ　Ｈｉｒａ
ｉ，　Ｈｉｓａｓｈｉ　Ｏｄａｎｉ，Ａｋｉｏ　Ｎａｋａｊｉｍａ，　Ｐｏｌｙｍｅｒ　
Ｂｕｌｌｅｔｉｎ（１９９１）　Ｖｏｌｕｍｅ：２６，Ｉｓｓｕｅ：１，Ｐｕｂｌｉｓｈ
ｅｒ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，Ｐａｇｅｓ：８７－９４）。
【００２３】
ある具体的な実施形態においては、キトサンのモル質量は１８０，０００ｇ／ｍｏｌ超で
あり、有利には２００，０００ｇ／ｍｏｌ超であり、有利には３００，０００ｇ／ｍｏｌ
超であり、より有利には１，０００，０００ｇ／ｍｏｌ未満であり、さらにより有利には
６００，０００ｇ／ｍｏｌ未満であり、特に約４５０，０００ｇ／ｍｏｌである。本発明
者らは、驚くべきことに、モル質量が高いとキトサン中でそれほど濃縮されていないハイ
ドロゲルが得られる可能性があり、炎症反応が制限されて、ハイドロゲルの生体再吸収を
促進することを見出した。
【００２４】
本発明では、ハイドロゲルとは８０質量％以上の水、好ましくは９０質量％以上の水、よ
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り好ましくは９５質量％以上の水を含む粘弾性の塊状物（複素せん断弾性率Ｇ＊＝Ｇ’＋
ｊＧ’’が１オーダー超の周波数範囲に渡ってＧ’＞１０Ｇ’’である）を意味する。ハ
イドロゲルには２つの種類がある。１つは化学ハイドロゲル（ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｈｙｄ
ｒｏｇｅｌｓ）であり、もう１つは物理ハイドロゲル（ｐｈｙｓｉｃａｌ　ｈｙｄｒｏｇ
ｅｌｓ）である。分子鎖間架橋による相互作用のあるハイドロゲルは物理ハイドロゲルと
呼ばれ、それに対し特に水素結合及び／又は疎水性相互作用があるものはいわゆる化学ハ
イドロゲルと呼ばれる。化学ハイドロゲルでは分子鎖間相互作用は共有結合型である。
【００２５】
本発明の範囲において、上記ハイドロゲル中のキトサンの濃度は、ハイドロゲルの総重量
を基準として０．２５～５重量％、有利にはハイドロゲルの総重量を基準として４重量％
未満、有利にはハイドロゲルの総重量を基準として０．５重量％超、特にハイドロゲルの
総重量を基準として１～３重量％、より好ましくはハイドロゲルの総重量を基準として約
２．５重量％である。本発明者らは、キトサンの溶液の濃度が０．２５重量％未満の場合
、溶液をゲル化できず、肉眼で見える大きさのハイドロゲルは得られないことを見いだし
た。さらに、溶液中のキトサン量が５重量％を超えると、溶解させるのが難しくなり、そ
の溶液で得られる粘度では材料の作成が困難であった。
【００２６】
本発明の有利な実施形態においては、キトサンの物理ハイドロゲルが使用される。このタ
イプのハイドロゲルの有利な点は、有毒な場合もある化学的架橋剤を含んでいない点であ
る。そのようなハイドロゲルの形成方法は、例えば以下の文献に記載されている。本明細
書ではその記載を参照してもよい。Ａ．Ｍｏｎｔｅｍｂａｕｌｔ；Ｃ．　Ｖｉｔｏｎ　ａ
ｎｄ　Ａ．　Ｄｏｍａｒｄ　ｉｎ　Ｒｈｅｏｍｅｔｒｉｃ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ｇｅｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｔｏｓａｎ　ｉｎ　ａ　ｈｙｄｒｏａｌｃｏｈｏｌｉｃ
　ｍｅｄｉｕｍ．　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２６（１４），１６３３－１６４３，２
００４、及びＭｏｎｔｅｍｂａｕｌｔ　Ａ，　Ｖｉｔｏｎ　Ｃ，　Ｄｏｍａｒｄ　Ａ，　
Ｒｈｅｏｍｅｔｒｉｃ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｔ
ｏｓａｎ　ｉｎ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｗａｔｅｒ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋ
ｉｎｇ　ａｇｅｎｔ，　Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，６（２）：６５３－６６
２，２００５．
【００２７】
特に、本発明の物理ハイドロゲルは、水系、又は水－アルコール系の経路、有利には水系
経路、例えば以下の順のステップを含む方法等によって得ることができる。
・精製し、凍結乾燥したキトサンと酢酸の水溶液を混合することにより、濃度が、溶液の
総重量を基準として０．２５重量％～５重量％のキトサンの溶液を調製し、
・得られた溶液をアンモニアの蒸気と接触させてゲル化させ、
・得られたハイドロゲルを洗浄することにより、アンモニアと、ゲル化の間に形成された
塩を除去する。水系経路の長所は、得られたハイドロゲルが人体内で迅速に生分解される
点である。
【００２８】
本発明の範囲内において用いることができるキトサンハイドロゲル微粒子は、メジアン径
ｄ５０が１～５００μｍ（数分布として）、有利には５～３００μｍ、有利には１０～５
０μｍ、特に約２０μｍであることを特徴とする。微粒子のメジアン径ｄ５０は、例えば
Ｚｅｉｓｓブランドの位相差顕微鏡（Ａｘｉｏｖｅｒｔ　２００Ｍ）を、画像取り込みソ
フトウェアパッケージのＬｉｎｋｙｓ３２と共に用いて観察することによって測定するこ
とができる。ハイドロゲル微粒子の粒径分布は画像処理ソフトウェアパッケージのＩｍａ
ｇｅＪ（ｈｔｔｐ：／／ｒｓｂｗｅｂ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｉｊ／）を用いて画像処理する
か、又はＣ．Ｉｇａｔｈｉｎａｔｈａｎｅら（ｃｏｍｐｕｔｅｒｓ　ａｎｄ　ｅｌｅｃｔ
ｒｏｎｉｃｓ　ｉｎ　ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　６３（２００８）１６８－１８２）によ
り説明された方法に従って得ることができる。
【００２９】
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所望のメジアン径ｄ５０を有するキトサン微粒子は、ハイドロゲルを粉砕することにより
、特にＩＫＡブランドのホモジナイザー、ＵＬＴＲＡＴＵＲＡＸを用いて粉砕し（回転速
度１１，０００ｒｐｍで３×１０秒操作し、一連の操作の間に３０秒間停止する）、満足
する粒径の微粒子を、例えば遠心分離（例えばＢｉｏｂｌｏｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ブランドのＳｉｇｍａ　３Ｋ３０型装置を用いて１３，０００ｒｐｍで３分間行う）によ
って回収することにより、得ることができる。
【００３０】
上記本発明の方法は、微粒子の回収を行う前に、滅菌ステップ、特にオートクレーブを用
いて、例えば１２１℃で２０分間滅菌ステップを行うのが有利である。
【００３１】
本発明の具体的な実施形態においては、本発明の上記微粒子は水性懸濁液状、有利には、
せん断速度０．００１ｓ－１での粘度（２２℃で連続モードで測定した値）が１０００Ｐ
ａ・ｓ超、有利には１０，０００Ｐａ・ｓ超、より有利には１００，０００Ｐａ・ｓ超、
特に約３３０ｋＰａ・ｓの水性懸濁液状である。上記粘度は、加圧下で、レオメーター（
ＴＡ　ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓブランドのアドバンスドレオメーターＡＲ２０００）を用
いたコーンプレートレオメトリーにより測定するのが有利である。上記懸濁液状であるこ
とが好ましいのは体内移植が可能だからである。この場合、使用する移植組織は、本発明
のハイドロゲル微粒子を含有する水性懸濁液を含む。上記懸濁液は、注射可能であるか又
は外科手術により体内への移植が可能であるのが有利である。
【００３２】
例えば、懸濁液の粘度の特性値は、モル質量が４５０，０００ｇ／ｍｏｌのキトサンを２
．５％の濃度で含有するハイドロゲルを、１３，０００ｒｐｍで３分間遠心分離した後の
値が３３０ｋＰａ・ｓである（図５）。
【００３３】
したがってこの懸濁液は、神経組織を損傷させる衝撃によって軸索が切断された損傷部位
に直接注射するのに充分な液体状でなければならず、また移植された場所に固定されるよ
う充分に濃くなければならない。この懸濁液が注射可能であることの別の長所は、硬膜（
骨（脊椎骨又は頭蓋骨）の直下にある、神経組織を保護する膜）の破れを伴うとは限らな
い打撲の場合においても修復が可能になることである。脳の外傷の場合においては、衝撃
によって深部領域が損傷することがあり、注射によってそれ以上の重大な損傷が引き起こ
されるのを避けることもできる。これは神経変性の損傷（すなわち必ずしも外傷性の衝撃
によるものである必要はないが、ニューロンの死の結果生じるもの）にも適用が可能であ
る。このように、上記懸濁液はむしろスラリー状のほうがよい。
【００３４】
本発明の他の実施形態においては、本発明の上記微粒子は、シュワン細胞、及び／又は幹
細胞、及び／又は栄養因子とともに混合される。
【００３５】
この懸濁液は、上述の微粒子の作成方法によって得られる、本発明の微粒子を含有する遠
心分離ペレットから水を蒸発させることによって作成することができる。有利には粘度（
２２℃において、せん断速度０．００１ｓ－１に対して連続モードで測定した懸濁液の粘
度）が１０００Ｐａ・ｓ超となるように作成する。
【００３６】
この蒸発は、例えば遠心分離ペレット状の懸濁液をガラスプレート上に載せ、それを小さ
なピンセットで摘んで外科手術中に損傷部位に載せることができるような所望の硬さにな
るまで、室温（約２０℃）で数分（例えば５～１０分）、空気中に放置して乾燥させるこ
とによって行うことができる。この方法は脊髄の外傷性損傷の場合に有効である。注射の
場合には、上記ペレットは生理的液又は人工脳脊髄液中に再懸濁させてもよい。
【００３７】
本発明はさらに移植組織に関する。移植組織は、上記微粒子の水性懸濁液、並びにシュワ
ン細胞、及び／又は幹細胞、及び／又は栄養因子を含有する。移植から１、２時間後、す
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なわち（キトサンは付着性を有していることから）微粒子が付着するまでの時間を空けて
から細胞を添加することができる。なお本発明者らは、細胞培養することによって微粒子
が付着することを生体外（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で確認した。この移植組織は軟骨細胞を含
んでいない方が有利である。
【００３８】
この移植組織は、神経系、特に中枢神経系、有利には脊髄に使用することを目的とした移
植組織であるのが有利である。したがって、損傷を引き起こした衝撃によって生じた炎症
以外には、移植した位置での炎症反応は起こらない。
【００３９】
本発明の微粒子の長所は、一つは細胞の付着と軸索の付着の両方に適した表面が提供され
ることであり、もう一つは、軸索が粒子間（懸濁液の微粒子の間）の孔を使用して損傷部
位に浸潤することができることである。実際に、本発明者らは、培養したニューロンが、
本明細書において生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）への移植用として提案したものと同じキトサ
ン懸濁液からなる基質上で（他の軸索との間に）その神経突起を成長させることを既に検
証している。成長させるには、軸索を結束して伸長力を生むようにしておく必要がある。
【００４０】
上記懸濁液又は上記微粒子は、例えば国際公開第２００９／０４４０５３号に記載の、例
えば外傷性の損傷部位などに移植するための、移植組織を形成するためのキトサン複膜繊
維などのように、複膜系に用いてもよい。
【００４１】
本発明は、さらに神経系（中枢神経系又は末梢神経系）の、有利には中枢神経系（特に脊
髄）の神経再生及び／又は修復の方法に関し、及び／又はニューロン又は神経細胞の前駆
体（グリア細胞及びニューロン）の分枝化、及び／又は神経変性の疾患（アルツハイマー
病もしくはパーキンソン病など、又はさらに多発性硬化症など）及び／又は虚血性損傷の
治療、及び／又は本発明の微粒子を、治療が必要な患者の体内、特に有利には外傷性の損
傷部位に移植して損傷を塞ぐか、又は軸索の成長及び修復、又は分枝が起こりそうな場所
に移植するための方法に関する。有利には、上記移植は載置、注射、又は外科的手術によ
って行われる。
【００４２】
本発明は図及び以下の実施例を考慮することによってより良く理解できるであろう。
【００４３】
図１は脊髄内での外傷性の損傷の図を示したものである。この図が示すように、初期の損
傷部位の周辺では、切断された軸索が遮られて再度成長することができない（その多くが
時間の経過とともに収縮し退化する）。アストロサイトは移動して損傷を取り囲み、物理
的及び化学的障壁を形成する。しかしながらこのとき損傷部位の内側にまでは移動しない
。治癒は空洞が形成された後に起こることがしばしばある（例えばヒトやラットの体内で
観察される）。
【００４４】
図２は二重免疫蛍光法（ｄｏｕｂｌｅ　ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）による
成体ラットの脊髄の断面の写真を示したものである。図はそれぞれ、半側切断後１週（１
ｗ、左側と真ん中の図）及び３週（右側の図、３ｗ）、及び実施例１の本発明の微粒子を
移植したもの（＋キトサン、真ん中と右の図）、又は移植していないもの（左端の図）で
ある。上側の写真はニューロンの軸索が存在していることを示す、神経フィラメント（Ｎ
Ｆ）の形成を示したものである。下側の写真（ＧＦＡＰ）は、アストロサイト（中枢神経
系のグリア細胞）を示す。なお、１週の時点において、軸索の多くはホスト組織から到達
したものであり、吻側（脳に向かう方向）と尾側（動物の尾へ向かう側）の両方において
既に損傷部位に浸潤していた。損傷のみの断面と、損傷＋キトサンの断面との間で１週時
点での軸索の密度を比較する。損傷＋キトサンの１週と３週の図を検討することによって
、時間の経過とともに軸索の数はさらに増加し、再生の範囲は長い距離に渡ることが分か
った。またグリア反応は低いままであった。
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【００４５】
図３は成体ラットの脊髄の断面の写真である。この写真は、半側切断し、高いアセチル化
度（３５％）を有するキトサン物理ハイドロゲル微粒子を外傷性の損傷部位に移植してか
ら４週間後のものである。左側の写真はマクロファージの抗ＥＤ１抗体を用いた二重標識
化を含んでおり、右側の写真はラミニンの免疫標識を含む。ラミニンは微細血管を示すた
め、その写真から血管新生しているかどうかが分かる。この種の移植組織は強い炎症反応
を生じさせ、軸索再生に加え移植組織を通じた内皮細胞（血管由来の細胞）の移動さえも
遮断する。一方アセチル化度が低いと、微粒子の移植組織内部で血管新生が認められる。
【００４６】
図４は成体ラットの脊髄の断面写真であり、半側切断し、低アセチル化度（３％）のキト
サン物理ハイドロゲルブロックを外傷性の損傷部位に移植した後４週間後のものである。
左側の写真はアストロサイトの抗ＧＦＡＰ抗体を用いた免疫標識を含み、右側の写真は抗
神経フィラメント抗体を用いた軸索の免疫標識を含んでいる。アストロサイトのグリア反
応と炎症反応がたとえ減少したとしても、移植組織に近接した軸索はその境界で遮られて
いることがわかり、再度移植組織を通じて成長することはなかった。
【００４７】
図５は、本発明の、実施例１による微粒子（１３，０００ｒｐｍで３分間遠心分離するこ
とにより得られたもの）の懸濁液について、せん断速度（単位：ｓ－１）に対する粘度（
単位：Ｐａ・ｓ）の経時変化曲線を示したものである。ハイドロゲルは、アセチル化度が
３％のキトサンを２．５重量％含有している。粘度は、加圧下で、レオメーター（ＴＡ　
ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓブランドのアドバンスドレオメーターＡＲ２０００）を用いたコ
ーンプレートレオメトリーにより、２２℃で、連続モードで測定した。
【００４８】
図６は、１番目の列が比較例３のキトサン物理ハイドロゲル微粒子の分散物を位相差顕微
鏡で観察したものであり、２番目の列は実施例１で作成した例による分散物を位相差顕微
鏡で観察したものである。
【００４９】
Ａ－この写真は、移植する前の、ゲル微粒子の粒径分布を測定するためのものである。粒
子の主要成分は５００μｍを超える大きな粒径のものであるから、ｄ５０は５００μｍよ
りも大きくなる。成体ラットの脊髄内にこの配合物を移植してから４週後に半側切断を行
った（Ｂ－Ｄ）ところ、位相差顕微鏡で観察するとポリマーはかなり不透明であった。移
植組織に浸潤した軸索（Ｂの、軸索を特異的に標識化したもの）やアストロサイト（Ｃの
、アストロサイトを特異的に標識化したもの）は非常に少なかった。さらに、細胞核の標
識化（Ｄの、細胞核を特異的に標識化したもの）によって、移植組織に浸潤した細胞は非
常に少なく、またマイクロゲルによって占められた、コロニー化されていない領域が存在
していることが示されている。
【００５０】
Ｅ－この写真は、移植する前の、ゲル微粒子の粒径分布を測定するためのものである。こ
こでフラグメントの見かけのメジアン径は２０～５０μｍである。成体ラットの脊髄内に
この配合物を移植してから４週後に半側切断を行った（Ｆ－Ｈ）ところ、損傷は多くの細
胞（Ｈの、細胞核を特異的に標識化したもの）によって浸潤されていた。その中でもアス
トロサイト（Ｇの、アストロサイト又は星形細胞を特異的に標識化したもの）については
、図６－Ｃにおいて、キトサン微粒子と共に観察できるものとは異なり、移植組織を囲む
アストロサイト反応はそれほど顕著ではなかった（Ｇ）。さらに多くの軸索（Ｆの、軸索
を特異的に標識化したもの）は移植組織に浸潤していた。
【００５１】
図７は、図６－Ｅの、本発明のキトサン微粒子を移植した後の、損傷における経時変化を
示す成体ラットの脊髄断面図の写真であって、損傷し移植してから４週間後の写真である
。Ａ－Ｃ：移植組織中での高度に組織化された新血管新生（Ａの、血管を特異的に標識化
したもの）を示す三重標識化である。その際、軸索の強力な再生（Ｂの、軸索を特異的に
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標識化したもの）と細胞による広範囲な浸潤（Ｃの、細胞核を特異的に標識化したもの）
が起こる。Ｄ－Ｅ：軸索（Ｄ）の、移植組織中に新たに形成された微細血管（Ｅ）との結
合（矢印）を示す、移植組織の高倍率図である。
【００５２】
図８は、図６－Ｅの、本発明のキトサン微粒子を移植した後の、移植組織中での経時変化
を示す成体ラットの脊髄断面図の写真である。移植組織内でコロニーを形成した細胞の中
で、再生中の軸索を有髄化し、かつ神経インパルスを再構成することができる細胞である
、希突起膠細胞（矢印）を図中に特に示している。
【００５３】
実施例１：本発明の微粒子の製造
Ｍａｈｔａｎｉ　Ｃｈｉｔｏｓａｎ社から市販されている、イカのキチン由来の、アセチ
ル化度が３％のキトサンを、酢酸の水溶液（アミン性官能基に対して化学量論的量を加え
た）に溶解させることにより、０．５重量％のキトサンを含有する溶液を得る。
３μｍ、１μｍ、及び０．４５μｍのフィルター上で濾過する。
ソーダ又はアンモニアを用いて、ｐＨが１４になるまで沈殿させる。
遠心分離によって沈殿物を回収する。
塩が除去されるように、洗浄液のｐＨが中性になるまで脱イオン水で洗浄する。
洗浄した沈殿物を凍結乾燥して乾燥品を得る。
上記沈殿物と純水（Ｖｅｒｓｏｌ（Ｒ））とから、モル質量が４５０，０００ｇ／ｍｏｌ
のキトサンを、溶液の総重量を基準として２．５％の濃度で含有する溶液を調製する。
直径数ｃｍのペトリ皿の中で、アンモニアの蒸気の存在下、溶液を接触させる（７２時間
）ことによりゲル化させる。
ハイドロゲルを脱イオン水で洗浄してアンモニアを除去する。
その操作を繰り返して合計で７回洗浄する。
ｐＨが中性の値を示しているか確認する。
ＩＫＡブランドのＵＬＴＲＡＴＵＲＡＸ装置を用いてハイドロゲルを粉砕する（回転速度
１１，０００ｒｐｍで３×１０秒間操作し、一連の操作の間に３０秒間停止する）。
ハイドロゲルの微粒子を、オートクレーブ（１２１℃で２０分間）を用いて滅菌する。
遠心分離（Ｂｉｏｂｌｏｃｋ　ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃブランドのＳｉｇｍａ　３Ｋ３０型
装置を用いて１３，０００ｒｐｍで３分間行う）により、メジアン径ｄ５０が約２０μｍ
の滅菌された微粒子を回収する。
【００５４】
次にこれらの微粒子を用いて最低粘度が１，０００Ｐａ・ｓの水性懸濁液を作成する。こ
のために、得られた遠心分離ペレットをガラスプレート上に載せ、室温において外気によ
り数分乾燥させる。部分的に乾燥すると粘度は３３０ｋＰａ・ｓにまで上昇する（２２℃
、せん断速度０．００１ｓ－１で測定（測定は、図５に示されているように、加圧下で、
レオメーター（ＴＡ　ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓブランドのアドバンスドレオメーターＡＲ
２０００）を用いたコーンプレートレオメトリーにより連続モードで測定）する。
【００５５】
比較例１：アセチル化度がより高いキトサン物理ハイドロゲルの微粒子の製造
最初のキトサンとしてアセチル化度が３５％のものを用いた以外は実施例１で用いられた
方法と同じ方法を用いる（得られた微粒子は実施例１のものとメジアン径ｄ５０が同じで
あり、キトサン含有量も実施例１のものと同じであり、得られた懸濁液の粘度も同じであ
る）。そのようなアセチル化度のキトサンを得るために、文献（Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌ
ｅｃｕｌｅｓ．　２００１　２（３）：７６５－７２．　Ｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅ
ｅｎ　ｔｈｅ　ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｌｅ
ｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｃｈｉｔｉｎ　ａｎｄ　ｃｈｉｔ
ｏｓａｎ．　Ｓｏｒｌｉｅｒ　Ｐ，　Ｄｅｎｕｚｉｅｒｅ　Ａ，　Ｖｉｔｏｎ　Ｃ，　Ｄ
ｏｍａｒｄ　Ａ）に記載されている方法に従って、Ｍａｈｔａｎｉ　Ｃｈｉｔｏｓａｎ社
から購入した低アセチル化度（３％）のキトサンを再アセチル化し、水－アルコール媒体
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中で実施例１に示されている方法と同様の方法で乾燥させた。
【００５６】
比較例２：アセチル化度が低いキトサン物理ハイドロゲルブロックの製造
粉砕、遠心分離、及びガラスプレート上での部分的乾燥を行わない点を除き、実施例１と
同様の方法を用いる。得られた物理ハイドロゲルは目的の大きさに切り出される前に直接
滅菌される。
【００５７】
比較例３：ｄ５０が５００μｍを超える微粒子の製造
この粒子を得る方法は、最初のハイドロゲル中のキトサンの濃度が、総重量を基準として
３．５重量％であり、ゲルの粉砕時間が３×１０秒の代わりに１０秒のみである点を除き
、実施例１の方法と同じである。
【００５８】
脊髄の外傷性損傷の修復の試験
これらのテストでは、成体ラットの脊髄の、横方向への胸の半側切断　Ｔｈ８／Ｔｈ９を
行った後、暴露されたセグメントから、横方向へ背部分のサンプリング（２～３ｍｍ）を
行う。このタイプの損傷は、最後の胸のセグメントと最初の腰のセグメントの間に見られ
た。半側切断の場合、これによって損傷と同じ側の後部足に麻痺が生じる。対照ラットに
は、同じタイプの損傷を与えるが、移植組織は用いずに自然治癒させる。
【００５９】
移植組織を、損傷を形成してからすぐに外科的手法により導入し、外傷による出血を減少
させる。試験に用いた移植組織は以下の３種類である。
・約２～３ｍｍ３の本発明の微粒子（実施例１によって得られたもの）の水性溶液、
・約２～３ｍｍ３の、高アセチル化度を有するキトサン（比較例１によって得られたもの
）の、ハイドロゲル微粒子の水性溶液
・又は比較例２に従って得られたキトサン物理ハイドロゲルの、切り出された約２～３ｍ
ｍ３のブロック
【００６０】
２４体の動物全て（１２体の損傷＋移植組織の動物、及び１２体の対照の動物：損傷のみ
）を分析した。
【００６１】
損傷後の時期（時期は様々）に、動物に深い麻酔をかけて、分析対象の組織を固定するた
めに、固定液（４％のパラホルムアルデヒド／０．１Ｍリン酸エステル緩衝液、ＰＢＳ中
）を心臓から灌流させる。その後、脊髄の切断を、損傷後１週（ｎ＝８）、３週（ｎ＝８
）、４週（ｎ＝８）に行い、形態学的及び免疫組織学的分析を行う。
【００６２】
解剖とサンプリングの後、３０ｍｍの切片を作成するために、低温槽内で、分析対象の組
織（脊髄）をプレート上に載置し、組織学的に使用できるようになるまで－８０℃で保温
して、スクロースと共に凍結保護した。
【００６３】
特定の部位を易透化（０．３％Ｔｒｉｔｏｎ　ｉｎ　ＰＢＳ）及び飽和（ＮＧＳ（正常ヤ
ギ血清）、１０％　ｉｎ　ＰＢＳ）させた後、切片を、ＮＧＳ５％－ＰＢＳで希釈した一
次抗体の溶液中で、４℃で一晩インキュベートする。好適な蛍光色素を結合させた二次抗
体を用いて室温で２時間、光から遠ざけてインキュベートする。洗浄の後、そのプレート
をＭｏｗｉｏｌと共に載置する。標識化は蛍光顕微鏡で分析する。
【００６４】
図１に示すように、脊髄が機械的に損傷すると物理的及び化学的障壁が形成され、損傷を
囲い込み、損傷した軸索の再生を阻害する。
【００６５】
図２では、３つの下側の写真において、損傷の後に活性化され、図１に示されている障壁
の形成の原因であるアストロサイト（中枢神経系のグリア細胞）が示されている。図２で
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は、最初の上側の写真において、キトサンの移植組織がない場合には、１週間の時点にお
いて、ニューロンの軸索が、障壁によって囲まれた損傷を貫通することができないことを
示している。
【００６６】
他方、本発明のキトサン微粒子を体へ移植すると、１週及び３週の時点で、図２の上側の
２枚の写真（ＮＦ）の右側に見られるように、損傷を通して軸索が広く成長する（損傷の
中心において強い繊維の標識化が見られ、また損傷部位を通る直進性の軸索再生が見られ
る）。
【００６７】
したがって、形態学的及び免疫組織学的分析からは、明らかにかつ驚くべきことに、移植
組織を用いない、損傷のみの場合と比較して、本発明の微粒子を脊椎（ＳＣ）の損傷部に
移植すると変化が起こることを示している。
【００６８】
・アストロサイトのグリア反応は明らかに減少する。アストロサイトの細胞体の萎縮は減
り、その突起（プロセス）はより精密でより長くなり、その非常に多くが損傷の中心に向
いている。これにより、損傷部位を囲むアストロサイトの突起（プロセス）の蓄積がなく
なることから、無傷の組織と損傷を受けた組織の境界がはっきりしなくなり、したがって
物理的障壁が減少する。このことからホスト組織と移植組織の間には大きな親和性がある
ことがわかる。さらに、アストロサイトのこの形態学的な態様、すなわち損傷の中心部分
に向かって伸びようとする指向性は、これらの細胞がむしろ軸索の再生には好ましい役割
を果たしているということを示している。さらに、移植組織の入り口において、アストロ
サイトが再生する軸索と連結して同じ方向（平行な方向）に、長い距離にわたって伸長し
ていることがしばしば観察される。移植組織内にアストロサイトが存在することが観察さ
れる（その細胞体が識別される）ということは、これらの細胞が移植組織の内部にも移動
したことを証明していることから、親和性を有するさらに強い証拠となる。したがって、
本発明のキトサン微粒子は、この種のグリア細胞に対して許容される基質を形成する。
【００６９】
・損傷が大きいにも関わらず（３～４ｍｍ幅）、微粒子を導入しても炎症性の（マクロフ
ァージ）反応は増加せず、包嚢性の空洞は減少する。
【００７０】
・ＤＡＰＩで核を標識することにより、キトサンハイドロゲルの微粒子が多くの細胞（マ
クロファージ／ミクログリア、上述のアストロサイト、新しい血管を形成する内皮細胞）
に取り込まれていることを確認することができた。この点に関し、移植組織には充分に血
管が新生し、新生血管のネットワーク又は細胞構造は（図６に示すように）より組織的な
方法で形成される。移植組織、及び損傷部位を囲むホスト組織中に、希突起膠細胞（オリ
ゴデンドロサイト、中枢神経系の軸索を有髄化する細胞）の多くの前駆体が同定されるが
、これにより、移植組織の存在下で、内因性ＮＰＣ（多能性前駆細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔ
ｅｎｔ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌ））の増殖が刺激されると、希突起膠細胞の表
現型への分化が促進される。損傷の後に、直接損傷を受けていない軸索においてさえも脱
髄が起こることが知られているという点においてこの観察結果は重要である。これは、希
突起膠細胞の増殖と分化を刺激することによって、再髄鞘形成による修復が発生し得るこ
と、したがって（図８に示すように）ニューロンの電気的活性が再確立されることを示唆
している。したがって、そのような観察結果から、本発明のキトサンハイドロゲル微粒子
の、多発性硬化症の治療における有効性が予測できる。
【００７１】
・最も注目すべき点は、図２に示すように、損傷部位を横断するかなり多くの軸索が存在
することである。これらの軸索は損傷内から上流と下流の両方に向けて移植組織を貫通す
る。さらに図２は長い距離に渡って再生能力が確保されることを示している。このような
観察結果は損傷後１週及び４週において確認でき、損傷から３ヶ月を超えても確認された
。さらに、移植組織における軸索再生は、血管新生と関連があることが分かったこともま
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かけた動物の生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）での２光子画像法により、血管を囲むことにより
、再生しようとする軸索が、その再生の最初の部分で誘導される（又は援助される）こと
が分かった（Ｄｒａｙ　Ｃ，　Ｒｏｕｇｏｎ　Ｇ，　Ｄｅｂａｒｂｉｅｕｘ　Ｆ，　Ｐｒ
ｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　２００９　Ｊｕｎｅ　９；１０６（
２３）：９４５９－６４．　ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．０９００２２２１０６
．　Ｅｐｕｂ　２００９　Ｍａｙ　２１）。この場合において、（固定された組織上への
）この結合が数週後に観察された。なお、脊髄の重傷の後の動物への生体内（ｉｎ　ｖｉ
ｖｏ）でのアプローチは実行が難しい。
【００７２】
移植組織へのこれらの観察結果全体から、本発明のキトサン微粒子は許容可能で魅力的な
基質を形成し、損傷した脊髄を復元するのに非常に好適であることが分かる。損傷部位に
上記キトサン微粒子を局所的に移植すると、神経細胞全体にとって好ましい環境が生じ、
軸索の成長にとって許容可能で魅力的な基質であることが分かる。さらに、内因性の細胞
による移植組織の浸潤と血管新生の確立によって、吻側（頭に向かう方向）と尾側の間に
組織間橋が形成される可能性を与え、壊死（単独の損傷の場合において、アストロサイト
に囲まれた空洞と、健常組織に損傷が広がらないように保護するための分子境界が形成さ
れる）の形成を予防する。そのような効果は、たとえ他のアプローチを組み合わせた戦略
においても未だ実証されていない。
【００７３】
これに対し、図３は、左側の写真において、（抗ＥＤ１抗体を用いた）炎症反応（キトサ
ンの周囲に免疫マーカーが王冠状に存在している）を示しており、右側の写真において、
血管新生（ラミニンの免疫標識による）がキトサンの外側で制限されていることを示して
いる。このことは軸索再生が遮られ、アストロサイト反応と炎症反応が重大であることを
示している。この重大な炎症反応はまた非常に強力な血管新生と大きな二次損傷を生じさ
せる。
【００７４】
最後に、図４は移植組織の微細構造が組織の反応に対し非常に敏感な影響を与えることを
示している。実際に、バルクやブロックの１個体のハイドロゲルではなく微粒子として使
用することが必要である。１個体のハイドロゲルを用いた場合、軸索再生は、キトサンブ
ロックの存在により、キトサンブロックの境界で遮られる。
【００７５】
このように、これらの試験によって、アセチル化度が低いキトサン物理ハイドロゲル微粒
子の懸濁液によって、炎症を起こすことなく、脊髄の外傷性損傷における軸索再生を刺激
し誘導する可能性が与えられる。
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