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抗エイズウイルス剤としての硫酸化アルキルオリゴ糖
-アルキル鎖構造と活性の相関について-

Sulfated Alkyl Oligosaccharide as Anti-AIDS Virus Active Agent.

-The Relationship Between Structure and Activity一
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1.は　じ　め　に

エイズ(後天性免疫不全症候群)がHIV (ヒト免疫不

全ウイルス)によって引き起こされることが明らかにな

り1),その治療法の確立が世界的な課題となり精力的な研

究活動が展開されてきている.しかしながら,現在のとこ

ろ一部の副作用の強い核酸系薬剤2) ,3)が臨床的に用いられ

るのみで根本的な治療法は見出されていないのが現状であ

る.我々は,多糖硫酸化物が高い抗エイズウイルス活性を

持つことを見出し4),5),カードラン硫酸を臨床試験へと導

いた.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低く抑え,多糖硫酸化物が持つ抗

凝血活性をできる限り抑え,さらに経口投与-の可能性が

期待できる新規の薬剤として硫酸化アルキルオリゴ糖を分

子設計し,その効率的な合成法の確立と抗エイズウイルス

活性をはじめとする生理活性について評価検討を行ってき

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6),7).血中での活性持続時間の点でマルトオ

リゴ糖より有効であると考えられるラミナリオリゴ糖に着

目した研究において糖鎖骨格部分として5糖以上でほぼ抗

エイズウイルス活性は一定となり,アルキル鎖長が18程

度まで長くなると細胞毒性を発現することが分かってき

た8).これらの結果を基に,本稿ではアルキル鎖の活性発

現への寄与をさらに詳細に調べるため,直鎖で極端に鎖長

の短い場合や,枝分かれ構造を持つアルキル基,さらに

フッ素含有アルキル基についてその導入の検討を行い,そ

れらの抗エイズウイルス活性について評価したので報告す

る.
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2.実　験　方　法

2.1アセチルオリゴ糖の合成

糖鎖長5のラミナリペンタオースはカードランを酵素を

用いて生化学的に選択的に分解して得た.このラミナリペ

ンタオースは酢酸カリウム存在下,無水酢酸中で環流し,

β-アセチル体が優先的に生成するようにアセチル化を行

い7)ラミナリペンタオースパーアセテートとした.

2.2　アルキルオリゴ糖の合成

アルキルラミナリペンタオシドは,ルイス酸触媒として

塩化スズ(ⅠⅤ)を用い塩化メチレン,または1, 2-ジク

ロロエタン中でラミナリペンタオースパーアセテートを

種々のアルキルアルコールと反応させることにより合成し

シリカゲルカラムで精製した.フッ素含有アルコールとし

て1H, 1H, 2H, 2H-パーフルオロデカノール, 1H,

1H, 2H, 2H-パープルオロドデカノールを用いたグリ

コシル化については,溶媒としてメタ-キシレンヘキサフ

ルオライドも検討した.得られたアセチル化アルキルペン

タオシドをメタノール中室温でアセテル基の0.3当量のナ

トリウムメトキシドと反応させた後に, H+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.

2.3　アルキルオリゴ糖の硫酸化

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2.2当量用いて85℃で90分撹

拝し硫酸化を行った.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-アセトン系の再沈

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.
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図　硫酸化アルキルラミナリペンタオシドの合成

2.4　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(2.5Ⅹ104/well, MO1-0.01)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37oCで5日

間培養L MTT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.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.

3.実　験　結　果

ラミナリペンタオースのアセチル化はほぼ定量的に進行

しβ/α比が3.8のラミナリペンタオースパーアセテート

を与えた.今回検討した種々のアルコールとの反応の結果

を表1に示す.

通常のフッ素を含まないアルキル鎖では40-70%の収

率で配糖体を与えているが,実際に反応に参加するのがβ-

アセテートのみであることを考慮に入れれば,比較的良い

収率と考えられる.フッ素を含む場合は,おそらく糖鎖の

切断に帰因すると推測される副生成物のために20%程度

まで収率が低下した.フルオロアルキル系化合物の溶媒と

表1　パーアセテルアルキルラミナリペンタオシドの合成

peracetylated alkyl alcohol

sample laminarlpentaOSe

mg (mmol)a mg (eq.)b

SnC14　yield

mol%C　　%

L5C4d　　　300 (0.19)

L5C8d　　　300 (0.19)

L5CIOd　190 (0.12)

L5C12d　　500 (0.32)

L5C18d　　150 (0.10)

branched alkyl

L52E6Sd　　310 (0.20)

L537DM8d　260 (0.17)

fluoro alkyl

L5C2F8e　　300 (0.19)

L5C2FIOe　200 (0.13)

30 (2.0)

50 (2.0)

38 (2.0)

111 (2.0)

18 (2.0)

0　0　6　3　04　7　5　5　50　0　0　0　00　0　0　0　02　2　2　1　2

52 (2.0)　　200　　46

60 (2.0)　　200　　63

190 (2.0)　　200　　21

250 (2.0)　　200　　22

aEquivalnet to acetylated oligosaccharide. %quivalnet to acety-

1ated oligosaccharide. ℃quivalnet to acetylated oligosaccharide.

dA mixture of a and P amomers. eOnly P amomer.
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表2　アルキルラミナリペンタオシドの硫酸化

alkyl oligo-　　　　　sulfated alkyl oligosaccharide

saccharide yield elem anal･

sample　(mg) (mg)DS　　　　%C　%H　%N　%S　%Na

n-alkyl

L5COS

L5C4S

L5C8S

1　　　　　9　　　　　八ソu

Vn叩　　　　　EiJ　　　　　つiE

6　　　　　3　　　　　32　　　　8　　　　84　　　　　　　　　　　10　　　　　3　　　　　9

り】　　　　　〓J　　　　　9
(ソ一

0　　　　43　　　　　30　　　　　09　　　　　7
日H

0 0O　　　　　5
日H

S S2　　　　8
日H HHC C5　　　　　⊂JL L

branched alkyl

L5C2E6S　　60

L5C37DM8S　99

n-且uoro alkyl

L5C2F8S　　45

L5C2FIOS　　35

3　1　.6　止　.3　2　0　2　6　05　1　4　　m　4　3　4　2　3　21　1　1　　　　　　1　　1　1　1　1　　13　7　4　4　9　8　5　0　9　71　5　0　8　9　00　9　7　8　62　1　2　1　1　1　1　1　1　10　0　0　0　0　0　0　0　0　00　0　0　0　0　0　0　0　0　04　3　8　9　0　1　3　0　7　01　4　1　2　2　3　2　3　2　31　0　2　1　7　4　2　8　2　9

･　l　　　｡

4　9　6　2　7　3　9　7　　･　71　1　1　1　1　1　1　1　2　1ddddddddddcalCーOun calCfOun calCfOun calCfOun calCfOun

3　7　0　14　5　4　41　　1　　1　　19　8　5　69　8　9　81　　1　1　10　0　0　00　0　0　00　1　3　52　3　2　37　9　2　57　3　9　5

r:　　:　　HH HH

ddddcal｡h cal｡f4　　　　　23　　　　　34　　　　47　　　　　41　　　　　2

7　6　2　82　1　2　01　　1　　1　　17　9　1　57　5　7　5
日H HH HH　　　=

0　0　0　00　0　0　04　8　3　61　ヽソL l　(ソ∪5　2　8　76　4　6　3=　　　日日　　　=ddddcalCfOun calCfOun4　　　　63　　　　　38　　　　　96　　　　　3

a2.2 eq･ of suLur trioxide pyridine complex to OH group was used･ bDeg-

ree of sulfation (DS) designates the number of sulfate groups per a glu-

cose residue. ℃alculated as a persulfated samlple･

して検討したメターキシレンヘキサフルオライドでも顕著

な収率改善は認められなかった.これら各アルキルラミナ

リペンタオシドの硫酸化の結果を表2に示した.

糖1残基当たりの硫酸基の数を硫酸化度(DS)として

元素分析値より算出した.いずれの化合物においても硫酸

化度が3前後の値を示し高い硫酸度の目的化合物が生成し

たことが分かった.

一連の化合物の抗エイズウイルス活性を表3に示した.

糖鎖長を5糖に固定しアルキル鎖長を0から18の間で

変化させたところ鎖長が8以下ではアルキル鎖長の減少と

共に抗エイズウイルス活性も有意に減少する傾向が認めら

れた.

さらに,アルキル基の効果について調べるために,分枝

アルキル基や,パーフルオロアルキル基についても検討を

行った結果,枝分かれの有るアルキル基の場合でも直鎖ア

ルキル基の場合と同程度の活性を示し,特に細胞毒性は現

われなかった.パーフルオロアルキル基導入の場合も通常

のアルキルの場合と同様の高い抗エイズウイルス活性を維

持した.フルオロアルキル基は通常のアルキル基よりも疎

水性が高く様々な生理活性を持つことから細胞毒性を示す

ことが懸念されたが今回試みた範囲では,細胞毒性は認め

られなく有効な抗エイズウイルス活性剤と成り得る可能性

が示された.

4.作用横序からの考察

本化合物は,エイズウイルスのエンベロープ糖タンパク

であるgp120と,ヒトリンパ球のレセプターであるCD4

との接着を, gp120-硫酸化アルキルオリゴ糖が接触する

ことで,物理的に,あるいはgp120のコンフォメ-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

リゴ糖のバインディングサイトと考えられる部位はリジン,

アルギニンのNH3+基によりプラスチャージの連続する部

位で, 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.この部位はコンピュータを使った三次元的

な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,このことはオリゴ

糖鎖長が5糖以上で活性が一定していることと矛盾しない.

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.また,アルキル

部分の形状や,フッ素基の導入による考察から,ウイルス

表層の脂質二分子膜と相互作用を生じると推察される一定

の疎水場が提供されることが重要でありその形状は活性に

は影響が少ないことが示唆された.さらに,最近の

K｡zbor9)らの報告で,先に述べた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る.

5.ま　　と　　め

これまでの研究において抗エイズウイルス剤としての硫

酸化アルキルオリゴ糖に最も適当であると考えられるラミ

ナリペンタオース骨格を用い,短い直鎖アルキル基,分枝

アルキル基,フルオロアルキル基について対応する硫酸化

アルキルラミナリペンタオシドを合成できた.抗エイズウ

イルス活性試験の結果より,アルキル鎖は一定の大きさ,

つまり疎水性を有するものであれば,分枝していても,
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表3　硫酸化アルキルオリゴ糖の抗エイズウイルス活性

sample

ant卜HIV cytotoxic

activitya effect b sl c

EC50(〝g/ml) cc50(〃g/ml) (cc50/EC5｡)

L5COS

L5C4S

L5C8S

L5C12S

L5C18S

branched alkyl

L5C2E6S

- C4H9

-C8H17

- C12H25

- C18H37

- cH2CH (C2H5) C4H9

L5C37DM8S　　　　- C2H4CH (CH3) C3H6CH (CH3) 2

n-fluoroalkyl

L5C2F8

L5C2FIO

curdlan sulfated

Dextran sulfate

- C2H4C8F17

- C2H4CIOF21

2　1　3

7　9　6　6　66　1　0　0　0

4　47　50　0

7　9　　8　55　1　　　1　60　0　　　0　0

>1000

>1000

>1000

>1000

220

>1000

> 1000

0　0　0　0　05　3　0　0　51　5　6　6　3>>HH

0　00　04　91　1>　>

> 1000　　　　　　>1800

>1000　　　　　　>5300

> 1000　　　　　　> 5600

>1000　　　　　　>1500

aConcentration of the drug inhibiting 50% virus infection･ bDrug concentration for 50% cytotoxicity･ cSelectiv-

ity index. ℃urdlan sulfate with molecular weight of 79×103 used for measurement of anti-HIV activity as re-

ference.

フッ素を有していても直鎖の場合と同様に高い活性を示し,

毒性も示さず,有効な抗エイズウイルス剤となり得ること

が分かった.　　　　　　　　　　(1994年12月20日受理)
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