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硫酸化アルキルキトオリゴ糖の合成と

その抗エイズウイルス活性
Synthesis and Anti_HIV Activity of Sulfated Alkyl Chito‐Ohgosaccharide
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1.は  じ  め  に

現在世界的に蔓延している後天性免疫不全症候群 (エイ

ズ)に は,多 方面から盛んに研究が行なわれ様々な新しい

事実が明らかになってきている。しかし治療法としては決

定的なものは完成されていない現状であり,臨 床的には,

いくつかの副作用の強い核酸系薬剤が認められているだけ

であるDa。また,プロテアーゼインヒビター (酵素活性

阻害剤)も 臨床薬として AZT等 と併用で効果を挙げてい

る, しかし,こ れも交差耐性ウイルスの問題があるとされ

ている
3)。

これまでに我々は,カ ードラン硫酸に代表される多糖硫

酸化物に認められていた高い抗エイズウイルス活性に着目

し硫酸化多糖系抗エイズウイルス剤を研究してきた
。5).

現在,カ ニ ドラン硫酸は,米 国において Phase 1/1の 臨

床試験を実施している。これらの知見を基に,高 い抗エイ

ズウイルス活性を保持 しつつ,分 子量を十分小さくし,多

糖硫酸化物が持つ抗凝血活性をできる限り抑えた薬剤とし

て,硫 酸化アルキルオリゴ糖を分子設計し,そ の効果的な

合成法および,そ の高い抗エイズウイルス活性と十分低い

抗凝血活性について報告 してきた。これまでに糖鎖骨格と

してラミナリオリゴ糖及びマルトオリゴ糖を用い,直 鎖の

長鎖アルキル基を導入することで非常に高い抗エイズウイ

ルス活性を発現 し得ることが明らかになった
0~1⊃。一方,

最近 2-ア ミノ糖の多糖であるキチンやキトサンがその高

い生体親和性や生理活性の面か ら注 目されて きてい

る
1°1の
。そこで,本 研究では,オ リゴ糖骨格 としてキ ト

オリゴ糖を用い,新 規な構造を有する硫酸化アルキルキト
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オリゴ糖の合成について検討を行ない,一 定の割合でアル

キル鎖の導入された硫酸化アルキルキトオリゴ糖を合成し,

この化合物の抗エイズウイルス活性についても評価した。

また,コ ンピュ
ータを用いた三次元構造の予測より活性と

構造について考察した。

2,実 験 方 法

2.1 フ タルイミド化 ・アセチル化 平 均重合度 7,平 均

分子量1200のキ トオリゴ糖を原料として用いた。ジメチル

ホルムアミド (DMF)中 ,130°Cで アミノ基に対 して 1

当量の無水フタル酸を加え7時 間攪拌 し, 2-フ タルイミ

ド化体とし,こ れを単離せず,引 き続き無水酢酸とピリジ

ンを加え室温で36時間攪拌 した。収率79%で フタルイミ

ド・アセチル化体を得た。

2.2 チ オフェニル化 フ タルイミド・アセチル化体を,

1,2-ジクロロエタン中,0.5当 量のヨウ化亜鉛存在下フェ

ニルチオ トリメチルシラン (4.5当量)と 攪拌することに

より,57%の 収率でチオフェニル化体を得た.

2.3 グ リコシル化 1.5当 量の N―ヨウ化こはく酸イミド

(NIS)存 在下,ジ クロロメタン中0℃ で, トリフルオロ

メタンスルホン酸 (4当 量)を 滴下し,さ らに3時 間攪拌

することにより,収 率84%で グリコシル化体を得た。

2.4 脱 保護 グ リコシル化体をメタノ
ール中室温でアセ

チル基の0.3当量のナ トリウムメトキシドと反応させた後

に,H十 型イオン交換樹脂で中和 しほぼ定量的に脱アセチ

ル化物を得た.こ れを大過剰のヒドラジンを含むエタノ
ー

ル中80°Cで 攪拌しフタルイミド基を外 した.

2.5 硫 酸化 乾 燥ピリジン中で三酸化硫黄ピリジン錯体

を硫酸化剤として糖の水酸基に対して 2～ 3当 量用いて85
°
Cで 90分攪拌 し硫酸化を行った。反応後,水 酸化バリウ

ムで過剰の三酸化硫黄ピリジン錯体を中和し,糖 の硫酸エ

ステル部分をイオン交換樹脂でナトリウム塩とし水
一アセ
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トン系の再沈殿にて精製し水から凍結乾燥して生理活性評

価のためのサンプルとした.

2,6 抗 エイズウイルス活性の評価

種々の濃度の試験物質と共に感染直後の HIV感 染

MT-4細 胞 (2.5×104/well,MOI〒0.01)と ,試 験物質

のMT-4細 胞に対する細胞毒性を知るために,ウ イルス

非感染細胞を同様に炭酸ガスインキュベーター中37°C5

日間培養しM質 法によって生存細胞数を測定し抗エイズ

ウイルス活性を評価した
14).抗エイズウイルス活性は,

HIV感 染による細胞傷害を50%抑 制する濃度 EC50と,薬

剤単独での細胞傷害が50%に 達する濃度CC50で表した.

2.7 二 次元分子構造計算

CAChe(CAChe Sciさ ndic社 製分子構造計算プログラ

ム)を 用いて,硫 酸化ドデシルキトペンタオシドと硫酸化

ドデシルラミナリペンタオシドの構造を分子力場計算によ

り求めた。糖鎖間の結合は,エ ーテル結合の酸素原子の両

側の結合について15度刻みで回転させ,最 も安定な二面角

を求めた。このようにして求めた構造を初期構造として,

COniugate oradient法を用い0.0001 kca1/m01の精度で

MM2パ ラメータを用いて安定構造を算出した。

3,実 験 結 果

キトオリゴ糖の保護では,フ タルイミド基とアセチル基

が共に正確に導入されたことがNMRに より確認された。

また,チ オフェニル化並びにグリコシル化においても,事

前にモデルとした単糖の場合に比較して遜色無い収率で,

目的物を与えた。各段階で精製を行った結果,こ の段階で

は,ほ ぼすべての分子にアルキル差が導入されたことが

NMRに より確認された: しかしながら,脱 保護ではフタ

ルイミド基を除去する際に,導 入したアルキル基が部分的
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にはずれてしまう事が分かり,こ の段階でのアルキル鎖導

入率は50γ70%であった。この脱フタルイミド化に関して

は,反応時間,温 度等の条件を種々変えて試みたが,ア ル

キル鎖の脱離を防ぐことは出来なかった。硫酸化に際して

図1 硫 酸化アルキルキトオリゴ糖の合成



速研

49巻 3号 (1997.3) 生 産 研 究

報 ‖| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | |  | | | |

図2 硫 酸化 ドデシルラミナリベンタオシド (上)

場計算による三次元構造

は,ア ルキル鎖の切断は認められずに,最 終的にアルキル

鎖導入率は50～70%程度を保持した。

本化合物の抗エイズウイルス活性の評価の結果を硫酸化

アルキルラミナリオリゴ糖の結果と併せて表 1に示した.

表中のEC50値よリオクチル基を導入した場合 (EC50=

8μg/ml)も , ドデシル基を導入 した場合 (EC。0=6μ

g/ml)も ,ア ルキル鎖を導入する前 (EC50=138 μg/ml)

に比べて,活 性が向上していることが分かる.硫 酸化時の

溶媒については,ジ メチルスルホキシド (DMSO)に つ

いても試みたが,抗 エイズウイルス活性試験の結果よリピ

リジンの方が優れていることが分かった。

抗エイズウイルス活性という点では,キ トオリゴ糖骨格

および硫酸イしドデシルキトペンタオシド (下)の 分子力

を用いても,活 性を発現できることが分かったが,従 来合

成してきた硫酸化アルキルラミナリオリゴ糖や硫酸化アル

キルマル トオリゴ糖に比較すると,や や低いものであった.

三次元分子構造計算の結果を,図 2に 示した。硫酸化 ド

デシルキトペンタオシドが,硫 酸化 ドデシルラミナリペン

タオシドに比べて,糖 鎖骨格の直線性が低 く,分 子全体の

長さが短いことが示された。

4.考    察

硫酸化アルキルキトオリゴ糖が,抗 エイズウイルス活性

を有することおよび,ア ルキル鎖の導入により活性が有意

に向上することから,どη υJι御では硫酸化アルキルラミナ
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リオリゴ糖等と同様のメカニズムで,抗 エイズウイルス活

性を発現しているものと考えられている,つ まり,エ イズ

ウイルスのエンベロープ糖タンパクである蒼p12oと , ヒ

トリンパ球のレセプタこであるCD4と の接着を,gp120
へ硫酸化アルキルキトォリゴ糖が接触することで,物理的

に,あ るいはgp120のコンフォメ
ーションを変化させるこ

とで阻害することにより活性を発現しているものと考えら

れている。gp120への硫酸化アルキルオリゴ糖の結合部位

と考えられている部位はリジシ,ア ルギニンのNH3+基 に

よリプラスチャージの連続する部分で,gp120の アミノ酸

配列の506番目から518番目と予想されている。
一方,こ れまでの研究結果と合わせて,ア ルキル基導入

の効果は抗エイズウイルス活性が親水疎水のバランスに支

配されるものでないことから,典 型的な界面活性型効果に

よるものではなく,アルキル部分とウイルス表層の脂質部

分との親和性に依るのではないかと推察している。

さらに相互作用部位のコンピュータによる三次元モデリ

ングによる分子サイズの考察などから,オ リゴ糖鎖長が 5

糖程度のもので覆われるのではないかと考えられ,こ のこ

とはラミナリやマルトオリゴ糖で糖鎖長が 5糖 以上で活性

が一定していることにより支持されている。硫酸化 ドデシ

ルキ トベンタオシドの分子力場法による構造計算結果によ

り,硫 酸化 ドデシルラミナリペンタオシドと比較して分子

全体の長さが短かい可能性が示唆されたが,こ のことが

gp120と の相互作用の大きさに影響を与え,活 性を低下さ

せている可能性も考えられる。

本化合物 (アルキル鎖導入率約60%)が ,抗 エイズウイ

ルス活性の点で,硫 酸化アルキルラミナリオリゴ糖 (アル

キル鎖導入率100%)に 劣る理由としては,ア ルキル鎖の

脱離が最も寄与していると考えられている.表 1に 示 した

通 り,キ トオリゴ糖骨格においても,ア ルキル鎖を導入す

ることで活性が向上することが確認されていることより,

アルキル鎖の導入率を向上させることにより,現 在よりは

活性を向上させることが出来ると考えられている。

米国の KOzbOrlDら の報告にょれば,多 糖硫酸化物であ

るカードラン硫酸の抗エイズウイルス活性発現において,

エイズウイルスがヒトリンパ球であるT4細 胞に接着した

後に T4細 胞の表層の膜分子を破壊する段階を阻害するこ

とが重要なメカニズムの
一つであることが明らかになって

きた。このことより硫酸化アルキルオリゴ糖においても類

似のメカニズムで活性を発現している可能性が予想されて

いる。

5.ま  と  め

硫酸化アルキルキトオリゴ糖が,抗 エイズウイルス活性

を発現し,こ れまでに合成 してきた硫酸化アルキルラミナ

リオリゴ糖等と同じく,ア ルキル鎖の導入が活性向上に寄

与している事が明らかとなった.三 次元分子構造解析の結

果より,キ トオリゴ糖骨格の直線性がラミナリオリゴ糖骨

格に比べて低いことが示唆された。 (1996年12月27日受理)
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