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研究成果の概要（和文）：　硫酸化糖鎖の抗ウイルス作用や抗凝血作用などの特異な生理活性は、ウイルスや細
胞表面に存在するタンパク質中の(+)電荷と硫酸基の(-)電荷との静電的相互作用によると推定されている。当研
究室ではこれまでに表皮タンパク質のモデル化合物としてポリリジンを用い表面プラズモン共鳴装置（SPR）等
によって調べてきた。
　その結果、結合速度定数、解離速度定数、解離定数は、ka=5.69×10v5v 1/Ms、kd=2.25×10v-4v 1/s、KD=3.
95×10v-10vとなりカードラン硫酸と高い相互作用を示すことを予備的であるが定量的に示した。デキストラン
硫酸についても同様な結果が得られた。

研究成果の概要（英文）： Sulfated polysaccharides were found to have potent antiviral activity such 
as HIV, dengue fever, influenza viruses, assumed by an electrostatic interaction between negatively 
charged sulfated groups and positively charged surface glycoproteins of viruses. We have 
investigated the interaction mechanism of sulfated polysaccharides and a model compound of the 
proteins, polylysine, using surface plasmon resonance (SPR). In this work, we present a quantitative
 analysis of the interaction using peptides from HIV-1 surface glycoprotein gp120. 
 The association (ka) and dissociation-rate (kd) constants were ka=5.69×105 1/Ms, kd=2.25×10-4 
1/s, and dissociation constant (KD) KD=3.95×10-10, respectively. The peptides were found to be 
interacted strongly with curdlan sulfate, however, the peptide C showed no interaction. Dextran 
sulfate gave the similar results. 

研究分野：生体高分子
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１．研究開始当初の背景 

 天然糖鎖は種々の認識や生理活性に関わ

っているが、複雑な構造を持つため構造と生

理活性との関係を調べることは難しい。当研

究室では無水糖類の開環重合法によって構

造明確な立体規則性糖鎖を合成し、構造と生

理活性との関係を解明する研究に取り組ん

でいる。オリゴ糖鎖に長鎖アルキル鎖を導入

した硫酸化オリゴ糖鎖は高い抗 HIV 性を示

すことも報告した。すなわち、3-O-オクタデ

シル-(1→6)--D-グルコピラナンの合成は報

告されているが、抗ウイルス性などの生理活

性は調べられていない。長鎖アルキル鎖の役

割は細胞膜との相互作用と推測されている。

また、私たちは、硫酸化糖鎖の抗ウイルス性

は硫酸基の(-)電荷とウイルス表面のタンパ

ク質に由来する(+)電荷との静電的相互作用

によるものと推定している。 

 

２．研究の目的 

 本研究では３位に長鎖アルキル鎖を導入

した硫酸化糖鎖を開環重合によって合成し、

長鎖アルキル鎖と細胞のモデル化合物とし

てリポソームとの相互作用および HIV など

の表皮タンパク質の配列から何種類かのペ

プチドを合成し、硫酸化糖鎖との相互作用を

SPR、粒子径、ゼータ（ζ）電位測定によって

調べ、硫酸化糖鎖の抗ウイルス性生理活性作

用メカニズムについて検討した。 

 

３．研究の方法 

 3-O-オクタデシル -2, 4-ジ -O-ベンジル

-(1→6)--D-グルコピラノース（LGDBE18）

と 2, 3, 4-トリ-O-ベンジル-(1→6)--D-グルコ

ピラノース（LGTBE）との開環共重合を行い、

脱保護、硫酸化により種々の割合で３位にオ

クタデシル基を持つ糖鎖を合成した。600 

MHz高分解能 NMR等で構造解析を行い、ポ

リリジン（モデルペプチド、Mw=5000-9000）、

50 nmおよび100 nmのリポソームとの相互作

用を SPR、粒子径、ゼータ（ζ）電位測定によ

り調べた。デキストラン硫酸（M n =8500、

S=18.4%）を比較に用いた。 

 次に MW-SPPS 方法に準拠し、ペプチド合

成器(Biotage)を用いて、HIV-1 subtype B gp120

の 3 種類のペプチド(HIV-1 subtype B gp120 

V3 loop モ デ ル ペ プ チ ド A 、

[Biotin]-297TRPNNNTRKRIRIQRGPGRA316 

-[OH]、（MW=2586.65）；HIV-1 subtype B gp120 

C terminus モデルペプチド B、 [Biotin]- 
493PLGVAPTKAKRRVVQREKR511-[OH] 、

（MW=2414.64）； HIV-1 subtype B gp120 

CD4-binding domain モデルペプチド C、

[Biotin]-362KQSSGGDPEIVTHSFNCGG380-[OH

]、（MW=2145.15）)を合成した。ペプチドの

N-末端にはビオチン基を導入した。合成ビオ

チン化ペプチドを HPLC（TSK gel ODS-80TM 

column, 7.8×300mm）を用いて精製し、MALDI 

TOF MS (Bruker Ultra Flex III)、LC/MS/MS装

置(AB Science 社 API 4000QTrap)により目的

物のペプチドを同定した。ストレプトアビジ

ンとビオチンとの親和性を利用しセンサー

チップ (Sensorchip SA)上にビオチン化ペプ

チドを固定化し硫酸化糖鎖との相互作用を

定量した。HBS-EP+バッファ溶液を用いてカ

ードラン硫酸やデキストラン硫酸などとの

相互作用を SPR 装置(Biacore X100)によって

定量し、結合速度定数（ka）、解離速度定数（kd）、

解離定数（KD）を求めた。 

 

４．研究成果 

（１）長鎖アルキル鎖を持つ硫酸化糖鎖の合

成とリポソームとの相互作用 

 LGDBE18 と LGTBE モノマーの開環共重

合は、PF5触媒、高真空下、-60°Cで行い、い

ずれの割合でも好収率で対応する共重合体

が得られた。比旋光度、NMR 測定から

(1→6)-体の立体規則性ポリマーであること

が明らかになった。ピペリジン硫酸によって

硫酸化して種々の割合で３位にオクタデシ

ル基を持つ糖鎖を合成した。これら長鎖アル

キル鎖を持つ硫酸化糖鎖は、分子量や Sの割

合が低いにも係わらず高い抗 HIV 性を示す

ことが分かり、長鎖アルキル鎖の導入は抗

HIV性を高める働きをしていることが明らか

になった。ポリリジンとの相互作用を SPRに

よって調べ、見掛けの結合速度定数、解離速

度定数、解離定数は、 ka=8.1x104 1/Ms、

kd=3.7x10-4 1/s、KD=4.6x10-9 M（デキストラン

硫酸では ka=29.1x104 1/Ms、kd=1.9x10-4 1/s、 
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図１．50nm リポソームとオクタデシルグル硫酸化グ
ルコピラナンとの相互作用を示す SPR 

図２．硫酸化カードランとペプチドとの相互作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

KD=0.15x10-9 M）となり、デキストラン硫酸

と同程度で強く相互作用することを見出し

た。粒子径は大きくなり、ゼータ（ζ）電位を

変化し、硫酸基の(-)電荷とアミノ基の(+)電荷

相互作用を示した。 

 次に 50および 100nmのリポソームとの相

互作用を調べた。粒子径はデキストラン硫酸

では変化しなかったが、オクタデシル硫酸化

グルコピラナンではそれぞれ 104 および

267nmとなった。ゼータ（ζ）電位（リポソー

ム 0.12 および 0.07mV）はデキストラン硫酸

では-10.4および-8.64mVであるのに対し、オ

クタデシル硫酸化グルコピラナンでは-33.46

および-34.86mVと大きく変化した。さらにリ

ポソームを固定化したセンサーチップを用

いて SPRを測定したところ、デキストラン硫

酸では相互作用を示さなかったが、オクタデ

シル硫酸化グルコピラナンでは図１に示す

通 り 、 ka=5.72x105 1/Ms, kd=4.47x10-4 1/s, 

KD=7.82x10-10 Mとなった。粒子径、ゼータ（ζ）

電位測定、および SPRの結果からオクタデシ

ルグル硫酸化グルコピラナンはリポソーム

と強く相互作用を示すことが明らかになり、

リポソームの二重膜にオクタデシル基が侵

入（入込み）した結果と考えた。 

 高い抗 HIV 性は細胞の脂質二重膜にオク

タデシル基が侵入および(+)と(-)の静電的相 

 

互作用によってウイルス表面に硫酸化糖鎖

やオリゴ糖鎖が強く固定化され HIV の感染

力を弱めたと考えた。今後はさらに抗 HIV性

メカニズムを詳細に検討し、抗ウイルス材料

化を目指す。 

 

（２）硫酸化糖鎖と HIVペプチドとの相互作

用 

 図２にHIVの表皮タンパク質 gp120のいく

つかの部分から得られたペプチドの１次構

造を示す。これらはペプチド合成器を用いて

合成し、センサーチップに固定化して硫酸化

糖鎖とこれらのペプチドとの定量的な相互

作用を SPRで測定するため、N-末端にビオチ

ン基を導入した。ペプチド Aと Bはリジンや 

 

 

 

 

アルギニンなど塩基性アミノ酸が多い部分、

ペプチド C は N-末端にリジン１コを持つ配

列である。 

 また、gp120 は HIV がヒトの細胞に感染す

るときに、ヒト細胞表面にある CD4タンパク

質と相互作用することにより細胞中に入り

込み感染することが明らかにされている。



我々は硫酸化糖鎖はHIVの gp120と相互作用

することにより抗ウイルス性を発揮してい

るのではと推定しているので、gp120 との相

互作用の定量的解析を試みている。 

 MALDI TOF MS、LC/MS/MSによりペプチ

ド Aの分子量 m/z＝863.4(3)、ペプチド Bの

分子量 m/z＝805.6(3)、ペプチド Cの分子量

m/z＝716.5(3)および構造を確認した。合成

ペプチドをリガンドとしてセンサーチップ

上に固定化し、硫酸化糖鎖との相互作用を

SPRで測定した。図２に示すようにカードラ

ン硫酸はペプチド A 及び B に対して強い相

互作用を示すことが分かった。デキストラン

硫酸でも同様な強い相互作用が観測された。

すなわち、結合速度定数（ka）は ka=5.69×105 

1/Ms、解離速度定数（kd）は kd=2.25×10-4 1/s、

解離定数(KD) は  KD=3.95×10-10,しかしリジ

ンやアルギニンなどの(+)電荷を持つアミノ

酸の割合が少ないペプチドCでは相互作用は

まったく観測されなかったことから、硫酸化

糖鎖の抗ウイルス作用は(-)電荷を持つ硫酸

基と(+)電荷を持つ表皮タンパク質との静電

的相互作用が重要が役割を担っていると考

えた。 

 以上のように、硫酸化糖鎖は HIVの表皮タ

ンパク質 gp120中の陽電荷を持つアミノ酸部

分と相互作用することにより HIV の感染を

抑制する抗ウイルス性を発揮すると予測し

ているが、ペプチドとの相互作用を定量的に

解析することによって作用メカニズムの解

明につながると考える。今回の研究はまだ予

備的な結果であるが、硫酸化糖鎖とペプチド

との相互作用を定量的に調べることができ

た。 

 また、我々は以前に、硫酸化オリゴ糖鎖は

抗ウイルス性を示さないが、長鎖アルキル鎖

を導入した硫酸化オリゴ糖鎖は高い抗ウイ

ルス性を示すことを報告している。長鎖アル

キル鎖の作用メカニズムはよく分かってい

なかったが、今回、リポソームとの相互作用

を SPR や粒子径の測定により定量的に調べ

ることができ、長鎖アルキル鎖はリポソーム

と相互作用していることが示唆される結果

を得ることができた。 

 今後はこれらの知見をさらに詳細に検討

し、硫酸化糖鎖の抗ウイルス性作用メカニズ

ムについて検討する。 
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