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1.諸 吉

AIDS(acquiredimmunedeficiencysyndrome;後

天性免疫不全症候群)はレトロウイルスであるHIV

(humanimmunodeficiencyvirus)によって引き起こさ

れることがわかっている1).この疾患は,近年稀な致死率

の高い感染症であり,その予防,治療は重要な急務となっ

ている.HIVは,CD4陽性のTリンパ球にのみ感染し,

リンパ細胞を破壊する.現在,唯一の薬として使用され

ているアジドチミジン (AZT)は患者の延命効果をもた

らすが,長期投与に対する副作用の問題がある.

従来,抗凝血剤として用いられてきたヘパリンやデキ

ストラン硫酸などの硫酸化多糖には,HIVの増殖を抑制

する作用があることがわかってきた2)3).これらの硫酸化

多糖は,細胞内に侵入したウイルスRNAをDNAに変換

する逆転写酵素を阻害することが解明された3)4).しかし

ながら,分子量数万の硫酸化多糖が細胞内に侵入するこ

とは困難であると考えられるので,硫酸化多糖は,ウイ

ルスのT細胞への吸着を阻害しているのではないかと推

察される.

筆者らはこれまでに,椎茸から抽出される分枝多糖で

抗腰痛活性を有するレンチナンを硫酸化することによっ

て,毒性の低い抗エイズウイルス剤であるレンチナン硫

酸を合成した5)6). CD4陽性リンパ球であるMT-4糸田胞を

用いたinvitroの試験で,レンチナン硫酸は3.3jLg/mlと

いう低濃度でHIVの増殖を完全に抑制した.

本研究では,NMRによってレンチナン硫酸の構造解

析を行い,化学構造の異なるレンチナン硫酸の抗エイズ

ウイルス活性,抗凝血活性について報告する.

2.実 験

レンチナンの硫酸化は2通りの方法を用いて行った.

1)ピリジン中のクロルスルホン酸による硫酸化7)

レンチナン500mg(グルコースに換算して3.1mmol)
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を酸化バリウムで乾燥したピリジン40ml中に懸濁させ,

あらかじめ用意したクロルスルホン酸10ml(152mmol)

のピリジン(60ml)溶液と混合した.反応混合物を100oC

に昇湿し,接辞しながら1時間反応した.室温になるま

で氷冷した後,200mlの水と75mlの2.5N水酸化ナトリウ

ム水溶液を加え,イオン交換水にて3日間透析し,濃縮,

凍結乾燥した.収量1.43g

2)ジメチルスルホキシド (DMSO)中のピペリジン硫

酸による硫酸化8)

レンチナン300mg(グルコースに換算して1.9mmol)

を乾燥したDMS050mlに溶解し,3gのピペリジン硫酸

(18.2mmol)を加えて80oCで1時間接拝した.室温まで

冷却後,50mlの重炭酸ナトリウム飽和水溶液を加え,重

曹で1日,イオン交換水で3日間透析して濃縮,凍結乾

燥を行ってレンチナン硫酸を得た.収量555mg

NMRは,日本電子製JNM GX-270スペクトロメータ

を用い,重水を音容蝶 としてDSS基準で測定した.GPC

は,東ソー製TSKgelG-4000SW,G-3000SW,G-2000

SWで,デキストランを基準として測定した.

抗エイズウイルス活性テストは,山口大学医学部 ･山

本直樹教授に依頼測定した.HTLV-Ⅰ陽性細胞である

MT-4細胞を用い,0.2%のHTLV-ⅠⅠIB(エイズウイル

スの一種)に感染させ,37oCで1時間の吸着後,細胞数が

3×105cells/mlとなるように調整して,種々の濃度の硫

酸化多糖の存在下で培養した.空試験としてエイズウイ

ルスを感染させていない細胞についても同様の操作を

行った.培養開始後3日日,6日目の生存細胞数と抗原

陽性率を測定した.

抗凝血活性テストは,アメリカ薬局方-バリンの力価

検定法に準じ,牛血しょうを用い,デキストラン硫酸を

基準物質として行った.

3.結 果 と 考 察

天然の分枝多糖であるレンチナンは,図1に示すよう
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図1　レンチナンとレンチナン硫酸の化学構造式

表1　レンチナン硫酸の元素分析値

No.　S (%)　C (%)　　H (%)　　N (%)
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に, (1-3トβ-D-グルカンの主鎖に(1-6トβ-D-グ

ルコースの枝を持つ.レンチナンをピリジン中のクロル

スルホン酸で硫酸化すると,水可溶なレンチナン硫酸

(LS-1)が得られた.このポリマーは吸湿性であった. LS

-1の270MHz IH-NMRスペクトル(図2A)には,芳香

族プロトンに帰属できる吸収が観察された. LS-1の芳香

族プロトンの吸収は,ピリジンのそれ(図2D)とは化学

シフトが異なり,ピリジニウム塩のスペクトル(図2B,

C)と一致した.したがって, LS-1の硫酸基の対カチオ

ンとしてピリジニウムイオンが存在していることがわ

かった.元素分析の結果(表1)より, LS-1において

は,硫酸基の対カチオンのうち59%がピリジニウムイオ

ンであり, 41%がナトリウムイオンであると計算された.

そこで,イオン交換樹脂を用いてLS-1中のカチオンを

交換することを試みた.ダイヤイオンSKIB(Na+)を用

いてイオン交換すると,得られたポリマー(LS-2)のlH

-NMRスペクトル(図3A)には芳香族に由来する吸収は

9　　　8　　　7　　　6　　　5　　　4　　　3 ppm

図2 1H-NMRスペクトル(A) :LS-1, (B)ピリジン+硫酸

(2: 1), (C):ピリジン+硫酸+水酸化ナトリウム

(1 : 1 : 1), (D):ピリジン

9　　　8　　　7　　　6　　　5　　　4　　　3　ppm

Eg3 1HINMRスペクト)i,(A) :LS-2, (B) :LS-3

見られず,硫酸基の対イオンはすべてナトリウムイオン

に置換されたと考えられる. LS-2の元素分析では窒素は

検出されなかった.一方,ピリジニウム型のカチオン交

換樹脂(SKIB)を用いてLS-1のカチオンを交換する

と,得られたポリマー(LS-3)の1H-NMRスペクトル(図

3B)にはピリジニウムに帰属される吸収が観察された.
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図4　レンチナン硫穀によるHIVの細胞内複製の抑制

- : HIV感染細胞

[=コ: HIV非感染細胞

(%)鮮-=hlf,塗軽VrT_i

AHH

LS-3の元素分析値(S-13.2%, N-5.99%)より,対カ

チオンは,ほぼ100%ピリジニウムイオンに置換されてい

ることがわかった.

LS-2の元素分析の結果から,グルコース残基あたりの

硫酸基の数は2.5と計算された.レンチナン硫酸の吸湿性

はLS-3>LS-1 ≫LS-2であり,硫酸基の対カチオン中

のピリジニウムイオンの割合が増大するほど吸湿性が高

くなっていることがわかった.

これら3種のレンチナン硫酸(LS-1, 2, 3)の抗HIV

作用をMT-4細胞を用いて検討した(図4 ).LS-2とLS-3

は10〟g/ml以上の濃度で, HIV感染後の細胞変性効果

(cytopathic effect-CPE)による死滅を強く抑制した.

これに対してLS-1は10JLg/mlの濃度では抑制効果が低

く, 100JJg/ml以上の濃度でHIV感染によるCPEを完全

に抑制した. 3種のレンチナン硫酸の抗HIV活性は,ウ

イルス抗原陽性率の測定によっても確認された.すなわ

ち, LS-2とLS-3は10jLg/ml以上の濃度で, LS-1は100

〟g/ml以上の濃度でウイルス抗原の発現を完全に抑制し

た.これらのレンチナン硫酸の毒性を調べた結果,細胞

毒僅は,非常に低いことがわかった.抗HIV活性を示す

濃度の100倍の濃度である1000pg/mlにおいても細胞毒

性は認められず, 5000〟g/mlにおいて毒性が認められた.

これは,分子量34000のデキストラン硫酸が1000jLg/mlの

濃度で20-30%の細胞増殖抑制を示す3)ことと比較して

低毒性であると言える.

LS-1, 2, 3の抗凝血活性テストを行った.すべてピ

110　　100　　　90　　　　80　　　　70　　　　60 ppm

図5 13C-NMRスペクトル(A):レンチナン(0.75N

NaOD), (B) :LS-4 (D20), (C) :LS-5 (D20)

リジニウム塩からなるLS-3が13U/mgとやや低い値を

示したが, LS-1とLS-2は市販のデキストラン硫酸と同

程度の活性を示した.

次にレンチナンをDMSO中に溶解し,硫酸化剤として

ピペリジン硫酸を用いて均一系で硫酸化を行った.

イオウ含量の少ない(-置換度の低い)レンチナン硫

酸(LS-4)の13C-NMRスペクトル(図5B)には,未反

応の一級水酸基を有するC6炭素の吸収が見られた. LS-4

には,抗HIV活性,抗凝血活性とも認められなかった.

したがって,これらの生理活性の発現にはある程度以上

の硫酸化度が必要なことがわかる.

イオウ含量16%および分子量1.9×104のレンチナン硫

酸(LS-5)は, 3.3JJg/mlという低濃度でエイズウイルス

の増殖を完全に抑制した.一方, LS-5の抗凝血活性は21

U/mgであった. LS-5の13C-NMRスペクトル(図5C)中

には,未反応水酸基を有するC6炭素の吸収は見られず,

表2　レンチナン硫酸の生理活性

･o･ (%?) (xT.n4)鷲tv/#mT)a'閣性

3
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a) HIVの増殖を抑制する最低濃度

b)計算値
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C6位の一級水酸基は100%硫酸化されていることがわか

る.さらに, C4炭素の吸収がほとんどシフトしないこ

と, Cl炭素の吸収がやや高磁場シフトしていることなど

から, C2位の水酸基が硫酸化されている可能性が高い.

イオウ含量14%および分子量0.9×104のレンチナン硫

酸(LS-6)は,抗HIV活性,抗凝血活性とも低い値を示

した.このことから,双方の生理活性ともその高活性発

現のためには,ある一定値以上の分子量が必要であると

考えられる.

4.ま　　　と　　め

1)レンチナンをピリジン中のクロルスルホン酸で硫酸

化すると,硫酸基の対カチオンがナトリウムイオンとピ

リジこウムイオンの混在したレンチナン硫酸が得られた.

このレンチナン硫酸は,イオン交換樹脂を用いて, 100%

ナトリウム型, 100%ピリジこウム型に変換可能であり,

高い抗エイズウイルス活性を示した.抗凝血活性につい

ては,100%ピリジニウム型になったものの活性が他に比

較してやや劣った.

2) DMSO中のピペリジン硫酸で硫酸化を行った場合,

C6位の一級水酸基がまず硫酸化され,次にC2位の水酸基

が硫酸化されたと推定した.抗HIV活性,抗凝血活性発

現のためには,ある程度以上の硫酸化度および分子量が

必要であると考えられる.タンパク質が硫酸化多糖のミ

クロな化学構造のみならず高分子全体としても認識して

いることがわかり興味深い.

終わりに,生理活性テストに多大な御協力をいただき

ました山口大学医学部･山本直樹教授,味の素株式会社,

名糖産業株式会社に深く感謝致します.

(1988年11月29日受理)
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