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低分子量 コ ン ド ロ イ チ ン ポ リ硫酸 の 生物活性 に 関する 研究

金 沢 大学 医学部病 理学第 二講座 ( 主 任 : 太 田 五 六 教授)

同 ( 指導 : 放 石川 太 刀絶 丸教授)

伊 賀 吾 郎

( 昭和5 7 年 9 月2 0 日 受付)

哺乳動物の軟骨か ら抽出 した コ ン ド ロ イ テ ン モ ノ 硫酸を半合成的に硫酸化 して得 た コ ン ド ロ イ テン

ポ リ硫酸( c h o n d r o iti n p ol y s ulf a t e , 以下 Ch o - P S と略) に つ い て
,

こ の も の の生物学 的, 薬理 学的活性

を検討 した .
C b o

- P S は推定分子量 80
,
0 00 ( Ⅰ)

,
8

,
0 0 0 (ⅠⅠ) お よび 1

,
6 0 0 (ⅠⅠⅠ) の 3 種の も の を調製し

本研究 に 供 した
.

こ の う ち分子 量の最 も小さ い C b o
- P S III が , 抗凝固活性 を ほ と ん ど示 さ ない の に非常

に 高い リ ボプ ロ テ イ ン ･

リ パ ー ゼ活性 を有 して い た
.

ま た コ ラ
ー

ゲ ン添加 に よ っ て誘発 され た血小板凝集

に対 しても ,
C h o r P S III は 44 7 JL g/ m l の 添加濃度で 対照債の 50 % まで 抑制 した . ま た Ch a n dl e r l o o p 法

を用 い た血栓の生成時間 で も
,
C h o

- P S IIl は 0 .1 m g/ m l の 血 液添加 な ら びに 3 ～ 3 0 m g/ k g の 静脈内投与

に よ り ,
これ ら血液 か らの 血栓の 形成 を有意に 遅延さ せ た . ま た 21 週間の ラ ノリ ン 負荷家兎 の 大動脈粥状

硬化症に 対 して も Ch o
- P S III は有意の抑制効果を示 した . す なわ ち, 同負荷中に 30 ～ 9 0 m g/k g/ d a y の

C h o
-

P S III を13 週間与 える と, 血中お よ び大動脈壁の コ レ ス テ ロ ー ル お よ び中性脂肪が有 意に減少し
,

形態学的にも 大動脈内膜の 粥状硬化が 弱か っ た .

E e y w o r d s コ ン ド ロ イ チ ン ポ リ硫酸,
コ ン ド ロ イ チ ン モ ノ 硫酸,

リ ボ プ ロ テ イ ン ･ リ パ ー ゼ 活性

多糖体 ポ リ硫酸 エ ス テ ル で ある ヘ パ リ ン お よ び へ パ

リ ノ イ ドは
,

血液凝固阻止作用, 脂血清澄作用
,
血栓

形成お よび血小板粘着の 抑制作用 な ど多く の生物活性

を有す る こ とで 知られ て い る1)
. 近年,

L a n e ら
2) お よび

B a r r o w cliff e ら
3)
は ヘ パ リ ンの 分子 量と抗凝固活性との

関係に つ い て報告 して お り
,

ヘ パ リ ン の 抗凝 固作用 は

分子 量 の低下に 伴 っ て減少 す るが
, 抗血栓作 用(抗 Ⅹa

活性) は逆 に著 る しく増強 され ると述 べ て い る . しか

し脂血清澄作用 は抗凝固活性 の減少と と も に 消失す る

こ とが D e S w a rt ら に よ り報告 され て い る
4)

.

著者 らは
,

以 前よ り コ ン ドロ イ テ ン モ ノ 硫酸 に つ い

て 分子 量と 生物活性 の 関係 を検討 し
, 低分子化 に伴 っ

て 種々 の生物活性が変化す る こ と を見出 して い る
5) 6)

.

本研究で は
,

コ ン ド ロ イ テ ン モ ノ硫酸 を低 分子化 した

の ちポ リ硫酸化 して低分子 量 コ ン ドロ イ テ ン ポ リ硫酸

を調製 し,
この も のが どの よ うな 生物活性 を有す るか

ヘ パ リ ン
,

コ ン ドロ イ テ ン モ ノ 硫酸およ びデキストラ

ン 硫酸 な どと 比 較検討 し
, 興味あ る知 見を得たので報

告す る .

材料お よ び方法

1 . コ ン ド ロ イ チ ン モ ノ硫酸 ( ch o n d r oiti n m o n o
･

s u lf a t e
, 以 下 C h o - M S と略) : C h o - M S の 原末とし

て市販 の コ ン ド ロ イ チ ン 硫酸- A ( ミ ドリ十字製) を用

い た .
こ の もの の 分子 量 は還元 末端基数の 測定結果か

ら 37
,
5 0 0 ( C h o

-

M S I ) と推定さ れた .
この 50 g に

0 . 0 5 N 希塩酸 1 1 を加え て 10 げC に て最高6 時間まで

加熱 した
.

この 間, 経時的に 水解処理液 をサン プリニ

グし て還元 末端基数を測定し
,
分子量 4

,
0 0 0( C b o - れiS

II ) お よ び 800 ( C h o - M S III) の 低 分子量 C h o- M S

を得 たの ち
,

エ タ ノ ー ル に て 沈殿 させ , 減圧乾燥して

乾燥末 を得た .
こ れ ら の 分子 鼠 極限粗鼠 有機イオ

B i ol o gi c al A cti vit y of L o w M ol e c ul a r W ei gh t C h o n d r oiti n P oly s ulf at e . Y o s hi r o Ig a ,

D e p a r t m e n t of P a th ol o g y ( I I) ,
S c h o ol of M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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ゥ含量は表1 に 示す 如く で ある ･
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･ P S
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2 .
コ ン ド ロ イ テ ン ポ リ硫酸( c h o n d r oiti n p ol y s ul -

f a te
,

以下C h o
-

P S と略)
7一

: C h o
-

M S I
,

II およ び

IlI の乾燥末を それ ぞれ 1 0 g ずつ 15 0 m l の ホ ル ム アミ ド

に溶か し
,
次い で水冷下で ク ロ ロ ス ル ホ ン 酸 30 m l を滴

如し
,
こ の の ち室温に て 1 0 時間静置し て 硫酸 エ ス テル

ヤヒ反応を行 っ た
. 次に

, 炭酸 ナ トリ ウ ム 末 を加え て液

のpIl を中性に し
,
こ れ に 95 % エ タ ノ

ー ル を約10 倍量

添カロして 粗製C h o - P S の 沈殿 を得 た. 沈殿は水1 00 m l

に溶か し ,
これ に 十分量 の 1 M 塩化バ リ ウム 液を加 え

て沈殿物を除去した の ち
,
H

+
型 陽イ オ ン 交換 樹脂カ ラ

ムに通し て 爽雑物 を除去 し,
1 N 水酸化 ナ トリ ウ ム に

て中和し
, 凍結乾燥し て C h o - P S I

,
II

,
III の 原末

をそれぞれ得た
.

こ れ らの 物理 化学的性状 は表 1 に み

られる通りで
, C h o - P S の 推定化学構造式 も 併せ て表

1 に掲げた.

3 ･ ヘ パ リ ン : ブタ腸粘膜か ら調 製さ れ た局方 ヘ パ

リン ナ トリウ ム ( ミ ドリ十字) を用 い た
.

4 ･ デキス トラ ン硫酸 : M D S 一往 ( コ
ー

ワ) を用 い

た
.

5 ･ 抗血液凝固作用 の 測定

1 ) トロ ン ポプラ ス テ ン 凝固阻止作 用 ( ヘ パ リ ンカ

価) : 目局標準 ヘ パ リ ン ナ トリ ウ ム を対照に
, 検体 の ヘ

パ リ ン カ価 を2 単位/ m l お よ び 1 .6 単位/ m l に 調製 し

たの ち
,
各標準液お よ び 試料液1 m l に ウ シ の 脳か ら の

ト ロ ン ボ キ ナ ー ゼ抽出液0 . 2 m l
,
硫酸ナ トリ ウム 加 ウ

シ 全血 1 m l を加 えて血液凝固時間を測定し,
2 用 量 法

に て ヘ パ リ ン単位 を求 めた
.

2 ) 全血 凝 固時間 : 体重 約2 k g の 家兎に C h o - P S

I , ⅠⅠ, ⅠⅠⅠ
,

C b o - M S I お よ びデ キ ス ト ラ ン硫酸 を

そ れぞれ 3 ～ 3 0 m g/k g ,
ヘ パ l) ン は0 ･ 1 ～ 10 m g/ k g を

静脈 内に 投与 し
,

投与後 20 分の 血 液 に つ い て L e e -

W hit e 法町こ従 っ て 投与血 液 の 全血 凝 固時間を測定 し

た
.

6 . リ ボ プ ロ テイ ン ･ リ パ ー ゼ (li p o p r o t ei n li p a s e
,

以 下 L L と略) 活性の 測定: 体重約 2 k g の 家兎に Ch o

- P S I
,
ⅠⅠ

,
III

,
C h o r M S I

,
デキ ス トラ ン硫酸ま

たは ヘ パ リ ン を 3 ～ 3 0 m g/ k g 投与し
,
投与後20 分 に

3 .8 % ク エ ン酸 ナ トリ ウム 液 を含む注射簡 に て 採血 し
,

2 0 00 回転, 10 分間遠心 して投与後血祭 を得た . 対照 に

は生理 食塩液 1 m l/k g を 投与 した . 各投与後血 祭 の

L L 活性 を以下の 方法で 測定 した .

1 ) 濁度法
9) 1 0) : 投与後血 祭0 . 5 m l ,

2 % コ コ ナ ッ ツ



7 6 6 伊

油乳液 (1i p o st r a t e
-

C B
,
E d i o l

,
C alb i o ch e m

,
U S A )

0 . 1 m l , 1 0 % ウ シ アル ブ ミ ン( p H 8 .4) 0 . 5 m l , 0 . 5 M

ギ 酸ア ン モ ニ ウム 0 . 1 2 5 m l を混和 し
,
37

0

C に て 2 時間

温 浴中で 加温 した . 反 応混液に つ い て 64 0 n m の吸光度

を加温前と加温 2 時間後に それぞれ測定し, L L 活性(脂

血 清澄活性) を吸光度 の 差△ 0 . D . に て 示 した
.

2 ) 遊離脂肪酸測定法1 1)1 2)
: L L 活性 を基 質乳液の 分

解能つ まり遊離脂肪酸の 生成速度(f r e e f a tt y a cid l O
- 9

e q/ h r/ m l o f pl a s m a) と して 測定し た
. 測定試薬は

,

N E F A
-

t e St キ ッ ト (和光) を用 い た . 方法は投与後

血紫0 . 2 m l
,

2 % コ コ ナ ッ ツ 油乳液 0 . 2 m l ,
10 % ウ シ

アル ブ ミ ン 0 .2 m l
,
0 .5 M ギ酸ア ン モ ニ ウム 0 . 0 5 m l を

順次試験管に 加 えて混 和 し
,
直 ちに 37

0

C
,
20 分 間正確

に 温浴 中で 加温 した . 次 い で ヘ プ タ
.

ン ･ ク ロ ロ ホル ム

混 液( 1 : 3 ) 6 m l を加 え て反応 を停止 さ せ
, 網試液

2 m l を加え て 2 分間以 上 強く振 とう抽 出を行 っ た .
こ

の の ち 3
,
0 0 0 回転,

5 分間遠心 分離 し, 上 清の 抽出液

2 mi をとり
,
こ れに 発色試液 2 m l を加 えて 480 n m の

吸 光度 で測定し た . 既知濃度の標 準脂肪酸か ら作成 し

た 検量線よ り投与後血 衆 1 m l お よび 1 時間当たりの遊

離脂肪酸の 生成量 を算出 した .

7 . 血 小板凝集 阻止 作用 の 測 定
1 3) : 体 重 2 . 5 ～ 3 . O

k g の 家兎 を用い
, 頸動脈 よ り ク エ ン酸塩 を用 い て血液

を採取 し, これ を 1 , 0 0 0 回転
,
1 0 分間遠心 して 多血 小

坂血祭( P R fりを得た
.
P R P O . 5 m l をと り , 3 7

0

C , 1 ,
2 0 0

回転で約 3 分間渡拝 し
,
液温 を 37

0

C に した の ち種々 の

濃度の C h o - P S 溶液 50 / バ お よ び 0 . 1 % コ ラ
ー

ゲ ン 溶

液 ( H ol m ) 6 JJl を加 え, 血小板凝集 に よる透過率の

変化 を測定 した . この 凝集を 50 % 抑制 す る薬物 の 添加

濃度IC - 5 0 ( 〃g/ m l) で表 わ し阻止効果 の指標 と した .

餌
■

, 1 2 rp
m

8 ･ 血栓生成抑制作 用 (i n v it r o) の 測定‥Ch o
-

P S

添加 また は投与の 家兎血 液 を用 い
, 生理食塩液添加囁

与) 血 液を対照に
,
C o n n o r らの 報告

1 4) に従 っ てCh a n dl .

e r l o o p 法1 5) に よ り血 栓生成抑制作用 をそれぞれ測定し

た
･

す な わ ち血 栓 を生成 させ る た め の 回転装置は
, 図

1 に 示 す如く
,
回 転盤が水平面より 80 度に 立ち

,
12 rp m

の 速度で 回 転す るも の を用 い た ` 薬物の C b o
-

P S nl
,

デ キ ス ト ラ ン硫酸,
C h o

-

M S I を家兎血 液1 mi 当た

り 0 ･ 1 m g 添加 し
,

ヘ パ リ ンを臨床常用 血中減摩の1 .2 5

u / 皿1 お よ び半量 の 0 ･ 6 2 5 u/ m l の 濃度に 添加した血液

を 用 い た
･

ま た投与実験で は
,
C h o - P S III l ～ 30 m g/

k g , C h o ¶M S I l O m g/ k g ,
ヘ パ リ ン 10 0 u/ k g をそ

れ ぞ れ家兎 に 静脈 内投与 し
, 投与後 1 時間お よぴ3 時

間後 に 採取 した ク エ ン 酸塩加血液 を実験に 供した
. こ

れ ら血 液を 1 m l ずつ 内径 3 m m , 長さ 27 c m のプラス

チ ッ ク ･ チ ュ
ー ブ に 入 れ

,
0 ･ 2 5 M 塩化カ ル シウム液0 .1

m l を加 えた の ち
,
こ れ よ り

一

姫 り大き い 内径5 m 恥

長さ 1 ･ 5 c m の シ リ コ ン ･

チ ュ
ー ブ に て チ ュ ー ブの両端

を接合し て ル ー プと し
, 回 転盤 に 懸架してル ー

プを回

転さ せ た . こ の と き の 回 転ル ー プの 血液の 尖端レ ベ ル

の 位置を分度器 に て測定 し,
こ の 値よ り血液レ ベ ルが

4 度以上 低下 した と き の 時間を血 栓生成終点とした.

血 栓生成時 間は
,
塩化 カ ル シ ウ ム 液の 添加時点から生

成終点ま で を ス ト ッ プ ウ オ ッ チ で測定した . なお , 反

応 は 24 ～ 2 6
0

C の 室温で行 っ た
.

9 . 実験 的家兎粥状硬化症に 及 ぼす抑制効果 (経口

投与 実験)

1 ) 実験 方法 : 体重約 2 k g の 雄性家兎を用 巧 これ

にカロ水ラ ノ リ ン (局方) を 10 % 量 飼育用 固形飼料 帽

本 ク レ ア C R
-

2 ) に 添加 したもの を 21 週に わたっ て自

亡Obt ▲i れh g b l0 0d

B E F O R E
A F T E R

T h r o m b u s F o r m a ti o n
T h r o m b u s F o r TT u t " n

M e & 島u r e m e nt Of T H R O M B U S F O R M A T IO N

4
●

< T h r o m b u s F o r T n Ati o n T i m e

F i g . 1 . A p p a r a t u s f o r m e a s u r e m e n t of th r o m b u s f o r m a ti o n ti m e (C h a n d l e r
'

s l o o p m e th o d)
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由に食餌させ た
1 6)

･
な お

, 飼料中の コ レ ス チ ト ル 含量

繍 1 % であ っ た ･
こ れ ら家兎の う ち

,
ラ ノ リ ン 負荷

那 遇までの 観察で下 痢 を認 めた も のお よ び体重 増加

をみな い も の はす べ て除外 した ･
3 2 匹 を 1 群 8 匹 ずつ

4 群に分け,
8 週目よ り 21 週目ま で そ れ ぞ れの 薬物 を

連日経口投与した ･ 第 1 群の p o siti v e c o n t r o l は
,

デ

ンプン (JIS 特級) をゼ ラチ ン カ プセ ル ( 日局) に 充填

し
,
10 0 m g/k g/ d a y を投与 した

･ 第2 群 は C h o
- P S III

を90 m g/ k g/d a y ,
第 3 群 は C h o

-

P S lII を 30 m g/k g/

d a y , 第4 群はデ キ ス トラ ン硫酸30 m g/k g/ d a y ･ 第 5

群はラ ノ リ ン無添加の 基礎飼料の み で飼育 した も の を

n e g ati v e c o n t r O l 群 ( 正常群,
1 群 5 匹) と し薬物 も

無投与とした
.

実験期間中の 各群 の 平均食餌量 は家兎

1 匹あたり1 日約 1 30 g で , 群間に有意の差は認 められ

なかっ た .

2 ) 方 法

i) 血寮総 コ レ ス テ ロ
ー ル 値 : 隔週 ごと に 家兎の耳

動脈より採血し
,
血 祭中の 総コ レ ス テ ロ

ー ル 含量を Z a k

一

触 nl y 法
17) に て測定 した ･

ii) 血 祭中性脂肪値 : 血祭総 コ レ ス テ ロ
ー ル 測定と

同
一 血祭に つ い て V a n H a n d el 法

1 8)
に よ り中性脂肪含

量を測定した .

iii) 大動脈壁のア テ ロ
ー ム 染色 : ラ ノ リ ン 負荷 21 週

後に剖検し
,

大動脈を ホ ル マ リ ン 固定 した の ちス ダン

Ⅳ染色を行 っ た
.

i v) 大動脈壁の 脂質含量の 測定 : 染色後 の大動脈 の

湿重量を秤量した のち, ホ モ ゲ ナイ ズ し ,
こ れ に ク ロ

ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ
ー

ル 混液( 3 : 1 ) 約 10 m l を加 えて

娼 時間軸出を行 っ た . 脂質抽出液の 1 部 を用 い て総 コ

レ ステ ロ
ー ル お よ び 中性脂肪 を それ ぞ れ測定 し, 大動

脈単位重量当た りの 脂質量を求 めた .

Ⅴ) 病理組織学的検索 : 大動脈の 凍結切片 を作成し

たの ち
,
ス ダ ンⅠⅠⅠおよ び ヘ マ トキ シ リ ン ー

エ オ ジ ン に て

染色し, 組織標本を作成し, 病理 組織学的検 索を行 っ

た
.

成 績

1 . 抗血液凝固活性

1) トロ ンポ プラ ス テ ン 凝固阻止作 用 ( ヘ パ リ ン カ

価) : C b o
- P S I

,
ⅠⅠお よ びⅠⅠⅠの ト ロ ン ポ プ ラ ス チ ン

凝固阻止力価 は
,

表 2 に 示 す通 り 5 . 7 1 ,
2 . 7 3 お よ び

0 ･82 ヘ パ リ ン単位/ m g で あ っ た .
C h o - M S I と比 較

する と, ポリ硫酸化 に よ り 6 倍以上 の 活性増強を示 し

た . C b o
- P S の ヘ パ リ ン カ価と 分子 量の 関係は, 図2

に示す通り正 の 相関を示 し, 分子 量が 大 き くな る に 従

っ て活性も高く なる傾 向を示 した
.

2 ) 全血凝固阻止作用 : Ch o - P S I ,
ⅠⅠ, Ⅲ

,
ヂ キ
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- P S d e t e r
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,
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F i g . 3 .
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T a b l e 3 . CI o tti n g ti m e o f w h ol e bl o o d f r o lll r a b bit s

a d l11i ni s t e r e d i11t r a V e 11 O u Sl y wi th C h o
･P S

(L e e
- W h ite m e th o d)

豊豊
S

l譜
S

這g
黒恕憲 慧震

S ali n e

C h o ･ P S I 3

/J l()

J/ 3 0

C h o
-P S II 3

// 1 0

〃 3 0

C h o
-P S III 3

/J lO

// 30

D e x tr a n s ulf a te l O

C h o
- M S I lO

H e p a ri n O .1

/J O . 5

/J l . 0

8 .9 (】

N D 17 . 1

4(】.8 57 . 1

N D 1 71
.3

9 . 2 8 .2

1 8 . 4 2 7 .3

3 9 . 6 8 1 .9

11 . 9 2 . 5

9 . 6 8 . 2

11 . 0 2 4 . 6

1 0 . 8 N D

8 . 1 0

7 . 3 1 6

1 6 .
0 8 0

6 4 .0 16 0

/J 3 . 0 > 1 8 0 .0 4 80

// 1 0 , 0 > 1 8 0 .
0 1

,
6 0 0

R a b bit s a r e b l e d 20 m i n a f t e r i n t r a v e n o u s i nj e c ti o n

of th e m a t e ria l s . A b b r e v i a ti o n s si m il a r t o th o s e i n

T ab . 1 .

ス トラ ン 硫酸, C b o
-

M S I お よ び ヘ パ リ ン を家兎静

脈内に投与 したと きの 全血凝固時間( L e e
- W hit e 法 8))

は 表3 に示 す如く で あっ た
. 高分子 畳お よ び 申分子 量

の C b o
- P S I

,
ⅠⅠが生理 食塩液対照 に 比べ て

, 明 ら

か に 全血凝固時間 を遅 延せ しめた の に 対 し
, 低分子 量

の Cb o
- P S ⅡⅠは ほぼ 対照群 に近似 した値 を示 し, 3 0

m g/k g の投与でも凝固時間の遅延は認められなか っ た
.

一 方
,
デ キス ト ラ ン硫酸, C h o - M S I も 10 m g/ k g の

投与で凝 固遅延は み られ な か っ た .

2 ･ リ ボ プ ロ テ イ ン ･ リパ ー ゼ (L L) 活性

家兎に 体重 1 k g 当たり 10 m g の C h o
-

P S I
, lI

.

ⅠII
,

デ キ ス ト ラ ン硫酸, C h o - M S I ま たは ヘ パリン

を静脈 内投与 し
,
2 0 分後 に 採取 し た血液の 血焚につ い

て L L 活性 を濁度法で測定 した ･ 結果は 図3 に示す如

く,
C h o - P S I

,
ⅠⅠ

, ⅠⅠⅠは い ずれ も デキ ス トラン硫酸

お よび C h o - M S I よ り高 い 活性を示 したが
,

ヘ パリ

ン に 比 べ る と低値で あ っ た ･ C h o
-

P S I
, II

,
ⅠIlの相

互 の 活性 を比 べ ると
, 分子 量の 低下 に 伴っ て L L 活性も

低下す る傾 向を示 した
-

な お
,

C h o - M S I は10 m g/

k g の 投与量 で は全く L L 活性を示 さな か っ た .

表4 で は
,

L L 活性 を投与後血 祭1 m l 当たりの遊聴

脂肪酸の 生成速度 (脂肪分解能) で 示 したが
, 図3 の

濁度法の結 果と ほぼ 同 じ傾向の 成績 を得た
. す なわち

,

C h o
- P S III lO m g/ k g 投与血紫の L L 特性は

, 同 ～

投

与量の デ キ ス トラ ン 硫酸よ りも 高い 値 を示 し , またヘ

パ リン 3 m g/ k g 投与血梁の L L 活性と同等あるいはそ

れ 以 上 の 値 を示 した . L L 活性 を抗凝固活性の1 ヘパリ

ン 単位当た り の比活性で示 す と, C h o - P S III lO m gノ

k g の 投与で比活性 1006 を示 した の に 対 し
,

ノ ＼ ペリン10

m g/ k g で は 11 で あ り
,
C h o - P S III は ヘ パ リ ンのほぼ

90 倍の L L 活性 を示 す結果 とな っ た .

3 . 血小 板凝集阻止作用

コ ラ
ー

ゲ ン を血小板凝集の誘引剤に 用 い て Cb o- P S

III の凝集阻止作用 を Ch o
-

M S I お よび ヘ パ リ ンと比

較検討 した . 結果 は表 5 に み られ る通 り, 50 % 阻止濃

度 で み ると , C h o
-

M S I は 10
,
0 0 0 〟 g/ m l 以上の漉度

で も ほ とん ど阻止 しな か っ たの に対 し, C b い P S IIIは

4 4 7 〃g/ m l (0 . 4 ヘ パ リ ン単位) の 浪度で 阻止効果を示

した .

ヘ パ リ ン は 13 〟g/ m l (2 .1 単位) の濃度で同等

の作用 を示 した
.
すな わ ち

,
ヘ パ リ ン 単位からみたCb o

- P S III の 本作用 は,
ヘ パ リ ン の 約 5 倍で あっ た.

T a bl e 4 . L ip o p r o t ei n li p a s e a cti vit y o f pl a s m a f r o m r a b bi ts i nj e c t e d in tr a v e n o u sl y wi th C h o
･ P S III

L ip a s e a cti vi ty pe r
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T abl e 5 ･
I n hibit o r y e ff e ct o f C h o

･P S Ⅲ o n pl a t el e t

a g g r e g a ti o n

M a t e ri a ls

C h o
･P S lII

C b o
- M S I

H e p a ri n

C o n c e n tr a ti o n

I C -5 0 ( 〟g/ m l)
*

4 47

> 1 0
,
0 0 0

く 1 3

of t e st e d m a t e ri al s s h o w i n g 5 0 %

i nhibiti o n of pl at ele t a g g r e g a ti o n m e a s u r e d a ft e r

a dditi o n of c oll a g e n s ol u ti o n (6 JLl o f l m g/ m l) ･

A bb r e vi a ti o n s si m il a r t o th o s e i n T a b l e l ･

4 . 血栓生成抑制作用

1) 血液 へ の i n v it r o 添加 : C h o - P S ⅢⅠ
,
C h o

- M S

I またはデキス トラ ン硫酸 を家兎血液 1 m l 当た り 0 ･ 1

m g 酎 ル 血栓生成時間を生理食塩液添加の それ と比

較した .
ヘ パ リ ン は臨床常用 濃度の 1 ･ 2 5 u/ m l ま た は

その半量を用い た . 結果は表 6 に 示 す通り で
,
C h o

- M S

I およ びデキ ス トラ ン硫酸添カロ群 は
, 生理食塩液添加

群 聞照群) とほ ぼ同 じ値 を示 し抑制作 用は認め られ

なか っ たが
,

C b o
- P S III群 は対照群の 2 倍 に 遅延 し

,

血栓の形成を有意に 抑制 した . また ヘ パ リ ン は C b o
-

P S

IIは りさら に遅延が顕著で
, 臨床常用濃度で 対照群の

約臥5 倍延長 した
.

し か し
,

ヘ パ リ ン単位で 比較 す る

と,
C b o

- P S III の血栓阻止 能は ヘ パ リ ン の 3 ～ 5 倍 の

作用があっ た .

2 ) 静脈内in vi v o 投与 : C h o - P S III を家弟静脈 内

に投与し
,

1 時間後と 3 時間後に 採取 した血液 を用 い

て血栓生成まで の時間 を測定 した . 結果 は図4 に み ら

れる如くで
,
1 時間値で は Ch o - P S III l O m g/ k g の 静

注で生理食塩液投与群 (対照群) の 約 2 倍の 遅延 を認

T abl e 6 . I n l)i t)
･

u th r o m b u s f o r m a ti o n ti m e of

n o r m al r a b b it b l o o d w ith C h o
- P S III

,
d e x tr a n

S uf at e
,
C h o

- M S a n d h e p a ri n u si n g C h a n dl e r

l o o p m eth o d

M ate ri al s 聖 篭罪
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~
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*
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C h o
･ M S I 3 1 0 , 9 6 ±

H ep a ri n

0

4

2

0

1

9

1

2

1

0

7

1

0

0
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0
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0

0

0 .62 5 U /

′

m I 3 3 0
.
4 9

*

± 2 . 1 8 2 .5 8

1 .250 U ′
/

m 1 3 1 00 .2 0
*

± 5 . 11 8 .5 0

A bb r e vi a ti o n s si m il a r t o th o s e i n T a b l e l .

0 ･1 m g/ m l of m a t e ri al s w a s u s ed
,
e X C e p t f o r h e p a r in .

1 ･25 U / m l i s h e p a ri n c o n c e n t r a ti o n f o r cli ni c al a p pli
-

C ati o n
.

事

p く0 月1 .
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め
,

ヘ パ リ ン 100 u /k g の静江で は対照群の約5 倍の 遅

延 をみ た .
C h o - M S I は 10 m g/ k g の投与で対照群

と同値 を 示 し
, 遅延効果は全 く認め られ な か っ た

.
ま

た静注 3 時間後の 血液 の血栓生成時間はい ずれ の群 も

対照群 に 近似 した 値を示 し
,

1 時間値 で は遅延作用 の

強か っ た ヘ パ リ ンも Ch o
-

P S III l O m g/k g 投与群とほ

ぼ等 しい 値に 低下 した .

明

知

8 0

和

郎

拍

朋

氾

祁

1 0

(

呈
l
【

}

`
○

■
】

_
一
■

■
】

●

雇
8
-

`
ト

h

; 綴
り

如
1 血

)
叫

1 0 ■
■

M =
¶

1 0 0 ロ 1 0 -
E

3 ■
■ 1 0 ■

さ
:沌 ■

1 1 0
0 ロ

1 0 - ∫

ヽ -

Cl Ⅵ
-
P

S I ェエー 一
伽 叩 r ln C b o

- H S 】
､ - C h o ヰざ ロ Ⅰ

一 ′
鮎

円
心 血 亡 山 一 H 5 Ⅰ

F i g . 4 . T h r o m b us f o r m a ti o n ti m e of b l o o d f r o m

r a b bit s i nj e c t ed i n tr a v e n o u sl y w ith C h o ･P S IIl ,

C h o
- M S I a n d h e p a ri n

5 . 家兎粥状硬化症 に お よ ぽす効果

L L 活性/ ヘ パ リ ン カ価比の最 も高か っ た Ch o
-

P S

III を30 m g/ k g ま た は 90 m g/k g , ラ ノリ ンの 食餌開始

後第8 週 よ り21 過日ま での 間家兎 に 経口投与 し
,
そ の

大動脈 内膜の 粥状硬化症 の抑制効果 をみ た
.

1 ) 血 奨総 コ レ ス テロ ー ル値お よび血襲中性脂肪値 :

血 祭総 コ レ ス テ ロ
ー ル値 の 変化は 図5 に 示す よう に,

C h o
-

P S III 投与開始時の 第8 週よ り コ レ ス テ ロ
ー ル 値

の 上 昇が著明 に 抑制 さ れ
,

デ ン プ ン投与群に 比 べ 有意

の減少 を認 めた .
こ の減少は, C h o

- P S lII 3 0 m g/ k g

と 90 m g/ k g 投与で 差がな く ,
デ キス トラ ン硫酸投与群

で も 同様の 抑制が あ っ た
.

血 凍中性脂肪値の 変化 は, 図6 に 示す通 り,
C h o

- P S

lII 投与群 はい ずれも第 12 過日よ りデ ン プ ン投与群 に 比

べ 有意の 減少を も た ら した . しか し デキ ス トラ ン 硫酸

群 はデ ン プ ン群 よ り低値を示 した が
, 両群の 間に 有意

差は なか っ た
.

2 ) 大動脈壁内 コ レ ス テ ロ
ー ル および中性脂肪含量 :

家兎大動脈 は ラ ノ リ ン 負荷終 了時の 21 週 に摘出剖検

し, 脂質含量 を測定し た
.

コ レ ス テ ロ
ー ル 含量は

,
図

7 に 示 す 如く
,
C h o

-

P S lII投与群は デ ン プ ン 投与群 に

比 べ い ずれ も有意 に低 い 値を示 し
,

コ レ ス テ ロ ー ル の

大動脈 内膜 へ の 沈着 を有意に 抑制 した こ と を示 唆した .
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コ ン ド ロ イ チ ン ポリ硫酸の 生 物活性

投与群では30 m g/k g ,
9 0 m g/ k g 投与群 と も動脈壁 の

アテ ロ
ー ム 様変化は少な く

,
組織 レ ベ ル で も内弾性板

がよく保持さ れて お り
,

正 常群と の 差が み られ な い も

のもあ っ た .
デ ン プ ン 群の 大動脈壁 の 凍結切 片ス ダ ン

l 臓 色標本では, 内膜の ア テ ロ
ー ム 肥厚著る しく,

ス

ダンⅠⅠ腸 性泡沫細胞の集積に 伴 っ て
一

部 その 融解が み

られ,
その 周辺 およ び ア テ ロ

ー ム 内部に は線推 へ の 増

加があり,
さ らに 中膜上層部に ア テ ロ

ー ム 変性が波及

して,
平滑筋細胞 の空胞化 な どがみ られ た

･

一

方,
C b o

_ P S ll 般 与群で は
, 非投与群 に比 べ て 内膜 の 肥厚や泡

沫細胞の 形成が軽く
,

内弾性板の 断裂も み られ なか っ

た . 中膜の 変性も ほ とん ど認 めら れ ず
,

平滑筋細胞を

混じた線維性内膜肥厚部 を時に 散見した ･ デ キ ス トラ

ン硫酸投与群で も ほぼ同様の 所見であ っ た
.

考 察

コ ンド ロ イ テ ン ポリ硫酸 ( Cb o
-

P S ) 調製の 出発物

質として用い た コ ン ド ロ イ テ ン モ ノ 硫酸( Ch o - M S )

は
,
生体内に 広く 分布 し,

ヘ パ リ ン と と も に 幻y c o s
-

a m in o gl y c u r o n a n s に属 す る
.
こ れら はい ずれも硫酸 エ

ステル基を有す る硫酸多糖体で , 特異的 な陽イ オ ン 交

換体として生体に と っ て重要な N a
+

,
K

+

,
C a

+ +

,
M g

十 +

等の陽イ オ ンと結合す る ほか あ る種の 酵素蛋白 ( ト ロ

ンビン
,

リボ プロ テイ ン ･ リ パ ー ゼ) , 薬剤 ( ス トレ プ

トマイ シ ン)
,
塩基( ヒ ス タ ミ ン

,
ア ド レ ナ リ ン) 等と

も結合し, 複合体 を形成す る こ とが知 られ て い る
I g)

. し

かしCb o
-

M S は ヘ パ リ ン と異な り,
ヘ パ リン に似た 官

能基を有す るに もか か わ らず抗凝固活性 はほ と ん どみ

られず,
そのほ か の 生物活性 も非常に 乏 しい

.
この よ

うな生物活性発現の 違い は, 分子 構造 の 特異性に 帰せ

しめられ てい る
.

つ ま り ヘ パ リ ン は3 種 の 単糖類 で 構

築されており
,
硫酸基も 0 ¶硫酸の ほか N 一硫酸を有す

る乳 C b o- M S に比 べ て極めて複雑 な化学構造を有 し
,

こ のため抗凝固活性の ため の 非常に 高い 構造 的特異性

をもつ もの と考えられ てい る
1 9)

. と こ ろが 同じ ヘ パ リ ン

でも分子量 6
,
0 0 0 以下 の 低分子 量 に な る と

,
出血の 原

因となる抗凝固活性が 高分子 量の それ に 比 べ て低 い こ

と
,

しかし血栓形成阻止作用 は む しろ 2 ～ 3 倍高く な

る こ と が 最近 多く の 研 究者 に よ り 報 告 さ れ て い

る
2 m )2 0 ) 2 1 )

. ま た K a k k a r ら も低分子 量 ヘ パ リ ンが 血栓

症発生の 抑制効果の 大きい こ とを家兎を用 い たi n v i v o

実験で明らか に して い る
22)

.

本研究で は
, 生 物活性 に 乏し い C b o - M S I を部分

水解して低分子 量の C b o - M S II お よ びⅠⅠⅠを得たの ち
,

それぞれ硫酸化して硫酸 エ ス テル 基 を最大限に 導入 し
,

ヘ パ リン の 重要な機能の 一

つ で あ るポ リ ア ニ オ ン体 に

変換せ しめた .
か く して得た Cb い P S に つ い て ,

へ パ

77 1

リ ン と同様 に 分子 量 と生物活性の 関係な らび に ポ リ硫

酸化に よ る生物活性 の 発現な どに つ い て検討した
.

その 結果,
ポリ硫酸化 に よ っ て Cb o

-

M S I に はみ

られ なか っ た抗凝 固活性, 脂血 清澄活性, 血小板凝集

阻止作用 お よ び血栓形成抑制作用 な どの各種生物活性

が C h o
-

P S に 認 め られ る に 至 っ た . 生物活性と分子 量

の 関係 に つ い てみ ると , 抗凝固活性は分子量 の低下 に

伴 っ て著明に 減少 し
, 低分子 量の C b o

-

P S ⅡⅠで は静

脈内投与 に よ る全血凝固時間が ほ･と ん ど遅延 しな い と

こ ろま で低下 をみ た .
しか し脂血清澄活性は, 重量比

で は ヘ パ リ ン よ り 劣る けれ ども
,

C h o
-

M S I に比 べ

て は るか に 高い 活性 を示 し, 分子 量低下に 伴う静性の

低下も みら れ た
. 本物質の 脂血清澄作用は抗凝固活性

とは無関係に 起 こ る も の で ある こ と を示 唆した .

一 方 ,

低分子 量 ヘ パ リ ン は C h o - P S III と異なり, 抗凝固活

性の 消失と とも に月旨血清澄活性も発現しなく なると D e

S w a rt らは報告 して い る
4)

.
こ の 点が 低分子 量 ヘ パ リ ン

と Cb o - P S III と の 大き な相違点で ある . こ のよ う な

遠 い が何 に よ る も のか 明ら か で な い が ,
ヘ パ リ ン の抗

凝固活性 はア ン チ ト ロ ン ビ ン と複合体を形成 する こ と

に よ っ て発現 し
,

その 特異性 は前述の如 く,
ヘ パ リ ン

の分子構造 に よ る と され て い る .

一 方 , 脂血清澄活性

はポ リア ニ オ ン 体と して 陰性荷電に よる組織蛋白 との

相互作用な らび に リ ボ プ ロ テ イ ン ･ リパ ー ゼと の結合

性も しく は親和性 に よ るも の と 考えられて おり
24)

,
ヘ パ

リ ン を静脈 内投与 した とき
,
主 に 毛細血管の 内皮細胞,

肝細胞お よ び脂肪組織 か ら血中に リ ボ プ ロ テ イ ン ･

リ

パ ー ゼが放 出され る
. 肝細胞か らの場合, リ ボプ ロ テ

イ ン ･ リパ ー ゼ は肝細胞の 原形質膜に 存在し
,

そ れ が

ヘ パ リ ン に よ っ て細胞か ら遊離す る こ とが 確か め ら れ

て い る
2 4)

.
こ の よ う な考 え方 をも と に Cb o

-

P S III の作

用機作を考 える と, C b o - P S III に は抗凝固活性発現 の

た めの 分子 構造的特異性は ない が
,

ポリ ア ニ オ ン 体と

しての 陰性荷電に よ る脂血 清澄活性誘発能は高 い レ ベ

ル に ある と推論す る こ とが で き る
.

次 に
,
C h o - P S III に つ い て血 小 板凝集阻止作用

,
血

栓形成抑制作用 な ら び に 粥状動脈硬化症抑制効果な ど

をさ ら に検討 した .
コ ラ ー ゲ ン の 血 小 板凝集に 対す る

阻止作用 を み ると
,

C b o - M S I に は阻止 作用 が ほと

ん ど認 めら れ な か っ た の に 対し, C h oェP S IlI は C h o-

M S I の 2 0 分 の 1 以下の 添加濃度で 50 % 阻害を もた

ら した
.

さ ら に
,

C h a n d l e r l o o p 法 に よる i n v it r o で

の 家兎血 液か らの 人 工血 栓の 生成 に 対して も C b o
- P S

III はi n v it r o
,
i n vi v o 投与と も に 血栓生成を有意に 遅

延せ しめ た . しか し
,
C h o

-

M S I に は M o r ri s o n らが

報告2 5)
したよう な遅延ない し抑制効果は全く認められな

か っ た
.

なお
,

ヘ パ リ ン は血 小板凝集な らび に 血栓形
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成 に 対 しい ずれ も重量比較 で は著明な抑制効果 を示 し

たが
,

ヘ パ リ ン カ価当た り で は逆 に Ch o
-

P S III の 方

が 3 ～ 5 倍作用 が強 か っ た .

ラ ノ リ ン 負荷に よ る家兎大動脈 の 粥状硬化症の モ デ

ル 実験 で は
, 脂血 清澄活性の 高い Cb o

-

P S IIIが 病変

の進展 をよく阻止 し, 血中の 脂質レ ベ ル を低下 させ る

と と も に
, 大動脈壁 の脂質含量 をも有意 に 減少 させ た .

こ れ らの 作用は
,
月旨血 清澄活性の働 き に よ る脂質代謝

改善 が も たら した 効果 と考 え られ た . それ と 同時に
,

C h o
- P S ⅡⅠの血小 板凝 集阻止 作用 と血栓形成遅延作

用が ラ ノ リ ン 負荷家兎大動脈 内膜に 血栓 の形成 され 難

い 状態を生み, 従 っ て 血栓 の 器質化に 伴 っ て起 こ る大

動脈硬化症の促進作用 も本薬剤 に よ り 阻止 さ れ う るも

の と考え られ た .

結 論

コ ン ドロ イ テ ンモ ノ 硫酸 ( Cb o
- M S I ) を出発材

料 に
, 部 分水解 して低分子畳 C h o - M S II

,
lII を得 た

の ち, そ れ ぞれ ホ ル ム ア ミ ド
ー

ク ロ ロ ス ル ホ ン 酸 で ポ

リ硫酸化 し, 推定分子 量の 漸減 して い る 3 種 の コ ン ド

ロ イ テ ン ポ リ硫酸(C b o
-

P S I
,

ⅠⅠ
,

ⅢⅠ) を調製 した
.-

こ れ ら Ch o
-

P S に つ い て生物活性を調 べ
, 次の ような

成績 を得た .

1 ) C b o
-

M S I の トロ ン ポ プ ラ ス チ ン凝 固阻止作

用 は , 0 . 1 5 ヘ パ リ ン単位/ m g 以 下に 相当す るの に対 し,

ポ リ硫酸化 した Ch o
- P S I

,
ⅠⅠ, ⅠⅠⅠは 5 . 71

,
2 . 7 3

,

0 .8 2 ヘ パ リ ン単位/ m g の 活性を それ ぞれ示 し, 分子 量

の 低下 に伴 っ て漸減 した . そ して 分子 量の 最も小 さい

Ch o
- P S III の 全血凝固時間は

,
3 0 m g/k g の 静注で も

非投与 と ほぼ等 しい 値 を示 した .

2 ) 硝血清澄作用 を薬物 10 m g/ k g 静注 20 分後 の 家

兎血祭に つ い て脂肪分解速度 と して 測定す ると, 血 祭

1 m l 当たり Ch o
-

P S III が 8
,
2 4 9 F F A l O

~ 9
e q/ h r , デ

キ ス ト ラ ン硫酸が 6
,
1 2 0 を示 したが

,
C h o - M S I は

全く悟性を示 さ ず
,
ヘ パ リ ン は 17

,
7 1 6 と 高い 値 を示 し

た . こ れ ら 10 m g 静注量 を ヘ パ リ ン 単位に 換算 して対

比す る と
,
C b o

-

P S ⅢⅠの ヘ パ リ ン 1 単位当た り の脂血

清澄作用 は ヘ パ リ ン の約 90 倍の値 と な っ た
.

3 ) 血小板凝集阻止 に 対 して は
,

C h o
-

P S III は 44 7

〟g/ m l (0 . 4 ヘ パ リ ン単位) の 添加濃度 で 50 % 凝集阻止

を示 したが
,
C h o

-

M S I は 10 ,
0 0 0 F L g/ m l 以 上 の 濃度

で もほ と ん ど阻止せ ず,
ヘ パ リ ン は1 3 /J g/ m l ( 2 .1 単

位) の 濃度 で C h o
-

P S III と 同等の作用 を示 した .
す

な わ ち ヘ パ リ ン 単位か らみ た C h o
- P S III の血小板凝

集阻止 作用 は ヘ パ リ ン の 約 5 倍 で あっ た .

4 ) C h an dl e r l o o p 法 に よ る家充血液の血栓生成 に

対 して も, C h o
- P S III は 0 . 1 m g/ m l のi n v it r o 添加

お よび 10 m g/k g 静注より , 対照 に比 べ 有意に血栓生成

時間 を遅延せ しめ た ･ C b o
-

M S I およ びデキストラ

ン 硫酸で は有意の 遅延は認 め られ な か っ た .
ヘ パリン

は重量 当た り Cb o
-

P S III よ り さ ら に著効を示したが
,

ヘ パ リ ン 単位で み る と C h o
- P S lII の 血栓阻止能は ヘ

パ リ ン の 3 ～ 5 倍 の 作用 が あ っ た
.

5 ) 家兎 に ラ ノ リ ン 食 を投与 し
, 第8 週より21 週ま

で の 間に Ch o - P S III 30 m g/ k g または 90 m g/ k g を併

用 投与す る と
,

血 襲お よ び大動脈壁中の 総 コ レ ステロ

ー ル と 中性脂肪含量は, 非投与群 に 比 べ 有意の低値を

示 した . ま た , 形態学 的に も 内膜 の 肥厚 や泡沫細胞の

形成が 対照 に 比 べ 軽か っ た .
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f o u n d t o p o ss e ss a n e x t r e m el y h ig h lip o p r o t ei n 止p a s e a c ti v it y a n d a n eg ligi b l e a n ti c o a g ula nt

a cti v it y . F u rt h e r m o r e
,

C h o
- P S Ⅲ at a c o n c e n t r a ti o n o f 4 4 7 p g/ m l i n h ib it e d a n i n vi tr o ag gr e

,

g ati o n o f p l a t el e t s b y 5 0 % o f c o n t r oI v al u e
,

W h e n m e a s u r e d a ft e r a d d iti o n o f c o 11 ag e n
. o n e

t e n t h m g/ m l o f C h o
- P S ⅡI a d d e d t o t h e w h o l e r a b b it b l o o d o r 3 - 3 0 m g/ k g o f t h e c o m p o u n d

i nj e c t e d i n t r a v e n o u sl y in t o t h e r a b b it s , b o t h m a d e a si g n i fi c a n t p r o l o n g a ti o n o f t h r o m b u s
･f o r .

m a ti o n ti m e m e a s u r e d b y m e a n s o f t h e C h a n d l e r l o o p m e t h o d i n v i t r o ･ I n a t h e r o s cle r o si s e x ･

p e ri m e n ts
,

m a l e a d u l t r a b b it s w e r e f e d d a 正y a d li b i t u m f o r 2 1 w e e k s w it h d i et s c o n t a in i n g lO %

l a n oli n a n d fu rt h e r r e c ei v e d a d aily o r al d o s e o f 3 0 t o 9 0 m g/ k g o f C h o
- P S Ⅲ d u ri n g a p e ri o d

f r o m 8 t o 2 1 e x p e ri m e n t al w e e k s ･ A s u p p r e s si v e e ff e ct o f t h e c o m p o u n d o n at h e r o g e n e sis o f th e

a o rt a w a s o b s e r v e d ; t h e c h ol e st e r o l a n d t ri gl y c e ri d e l e v el s i n t h e p l a s m a a n d t h e t o t al c h ol e st e r ol

a n d t rb l y c e rid e c o n t e n t s i n t h e a o rti c w all s w e r e sig n i fi c a n tly r e d u c e d
･

G r o s s a n d hi st ol o gi c al

e x a m i n a ti o n s o f t h e a o rt a r e v e al e d a m a r k e d r e d u c ti o n i n t h e d e g r e e a n d e x t e n t o f f att y st r e ak s

a n d o f f at a c c u m u l ati o n i n t h e i n ti m a .
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Ph o t o . 1 . A th e r o m a t o u s l e si o n s
,

St ai n e d p o siti v el y w ith S u d a n TV
,

O n th e a o r ti c

i n ti m a o f r ab bi t s w h i c h w e r e f e d f o r 21 w e ek s w ith d i e t s c o n t ai n i n g l O % l a n oli n

a n d f u r th e r r e c ei v e d a d ai l y o r al d o s e of c h o n d r oiti n p ol y s ul f a t e IⅡ(C h o
- P S ul) ,

d e x t r a n s ulf a t e o r s t a r c h d u ri n g p e ri o d f r o m th e 8 t o 21 e x p e ri m e n t al w e e k s ･

1 & 2 : S t a r ch (c o n t r ol) g r o u p

3 & 4 : C h o
-

P S Ⅲ 9 0 m g/ k g/d a y p . 0 . g r O u p

5 & 6 : C h o
-

P S Ⅲ 3 0 m g/ k g/d a y p . 0 . g r O u p

7 & 8 : D e x t r a n s ulf a t e 3 0 m g/ k g/ d a y p . 0 . g r O u p

9 & 1 0 : N o l a n oli n f e d (n o rm al) g r o u p

P h o t o . 2 . S t ri k i n g f a t a c c u m ul a ti o n a n d thi c k e n i n g a r e o b s e r v ed i n th e i n ti m a a n d

u p p e r p a rt of m ed i a o f a o rt a (st a r c h g r o u p) . S u d an m
- H ･ E ･ S t ai n

,
× 10 0 ･

7 7 5
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P h o t o . 3 . T h e t h i c k e ni n g o f i n ti m a i s m i ni m al
,
a n d n o f a t a c c um u l a ti o n o n eith e r t h e

i n ti m a o r m e di a i s s e e n (C h o
-

P S Ⅲ 3 0 m g/ k g p . 0 . g r O u p) . T h e i n t e r n al el a s ti c

l a m i n a i s w ell p r e s e rv e d . S u d a n Il ト H .
E

. st ai n
,

×1 0 0 .

P h o t o . 4 . T h e i n ti m a s h o w s a m ild th i c k e ni n g a n d n o f at a c c um u l a ti o n i s s e e n (C h o

- P S III 90 m g/ k g p . 0 . g r O u p) . S u d a n H ト H . E . st ai n
,

× 1 00 .

t

l
l
一


