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研究成果の概要（和文）：　LMTBE とLMGABEモノマーの開環重合および共重合を行い、ベンジル化ガラクトマンナンに
導いた。比旋光度や NMR 測定から(1→6)-α-D-マンノピラナン主鎖の４位にガラクトースが分枝した合成ガラクトマ
ンナンを合成した。硫酸化して数平均分子量4.0 x 103 から7.5 x 103、比旋光度+45.6から+88.7の硫酸化ガラクトマ
ンナンを合成することが出来た。硫酸化ガラクトマンナンは標準と同程度の高い抗HIV性を示すことを見出した。SPR、
光散乱による粒径測定およびゼータ（ζ）電位測定を行い、ガラクトース分枝の割合が少なくなると、抗HIV性は高く
なり相互作用も高くなった。

研究成果の概要（英文）：For the elucidation of the structure-biological activity relationship, the 
synthesis of galactomannans by ring-opening copolymerization of 1, 
6-anhydro-tri-O-benzyl-beta-D-mannopyranose (LMTBE) and 1, 6-anhydro-2, 3-di-O-benzyl-4-O-(2', 3', 4', 
6'-tetra-O-benzyl-alpha-D-galactopyranosyl)-beta-D-mannopyranose (LMGABE) was carried out by PF5 as a 
catalyst under high vacuum at -60°C. The synthetic galactomannans were obtained in good yields. After 
debenzylation with Na in liquid NH3 to recover hydroxyl groups, the resulting synthetic galactomannans 
were sulfated by piperidine N-sulfonic acid in DMSO to give sulfated galactomannans with high anti-HIV 
activity and low cytotoxicity. The anti-HIV mechanism of sulfated synthetic galactomannans was estimated 
by using SPR, DSL, and zeta potential measurements, suggesting that the electrostatic interaction between 
negatively charged sulfate groups and positively charged amino groups was an important role in the 
biological mechanism.

研究分野：生体高分子化学
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１．研究開始当初の背景 
 硫酸化糖鎖の研究は半世紀以上前から行わ
れ抗ウイルス性や抗血栓性など特異な生理活
性について報告されてきた。硫酸化糖鎖の生
理活性は 1958年に Gerberらによって海藻に
含まれる天然の硫酸化糖鎖の抗インフルエン
ザウイルス作用の報告が最初である[1]。以来
多くの論文が発表されたが、1987年に山本直
樹教授と中島秀喜教授らよって海藻由来の硫
酸化糖鎖の抗HIV作用が報告され、硫酸化糖
鎖は高い抗HIV作用や抗凝血作用を示すこと
を明らかにしてきた[2]。特に天然多糖のカー
ドランを硫酸化したカードラン硫酸は低毒性
であるので、米国においてエイズ薬として大
規模な治験を行った[3]。その作用メカニズム
は硫酸基の(-)電荷とウイルス表皮タンパク由
来の(+)電荷の集中部位、すなわち 506～518
番目のアミノ酸配列部分との静電的相互作用
であることを予測し[4]、NMR によって定性
的に証明した[5]。さらに遺伝子組換技術で作
製したHIVの表皮タンパクpg120とカードラ
ン硫酸を用いて相互作用を検討した研究もあ
る[6]。 
 また、ヘパリンは牛の肺や豚の腸などから
得られる動物由来の天然硫酸化糖鎖で抗血栓
性薬剤として広く医療に用いられている。ヘ
パリンの抗血栓性メカニズムはアンチトロン
ビン III のリジンサイトとヘパリンが結合し
た複合体が血液凝固因子の１つであるトロン
ビンの活性を抑えることによるとの論文があ
るが[7]、定量的な研究はない。これまでに硫
酸化糖鎖の医用高分子材料化について研究を
行い、親水性の硫酸化糖鎖を疎水性の表面に
固定化させるために長鎖アルキル鎖を導入す
ることが極めて有用であることを見出し国際
専門誌に公表した。そして問題点として構造
明確な硫酸化糖鎖とウイルスとの相互作用を
定量的に解明する必要があることが分かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究はこれまでの成果や解明すべき問題
点を踏まえ、構造明確な硫酸化糖鎖とウイル
スあるいはウイルスタンパク質との相互作用
を SPRを用いて定量的、基礎的に解明し、種々
のウイルスに対し効率的に捕捉・除去するフ
ィルター開発への応用を検討するものである。
本研究は種々のウイルスの表皮タンパクを別
途合成し、硫酸化糖鎖との結合速度定数、解
離速度定数、解離定数を測定して相互作用を
定量化するものである。SPR を用いタンパク
質と抗体やヘパリンなどの相互作用を調べる
研究などは多く報告されているが[8]、構造明
確な硫酸化糖鎖を合成しタンパク質との相互
作用を調べ、構造と生理活性との関係を明ら
かにした研究はない。本研究では SPRを用い
る新しい方法論を提案し、これまで推定され

ている硫酸化糖鎖のタンパク質との相互作用
を定量的に証明する研究である。硫酸化糖鎖
は抗血栓性、抗ウイルス性などを示すことが
知られている。我々は無水糖類の開環重合法
による立体規則性糖鎖の合成[9]や硫酸化した
立体規則性糖鎖の構造と抗凝血作用との関係
を研究してきたが、合成硫酸化糖鎖も高い抗
HIV作用を持つことを見出した[2]。そして今
述べたように無水糖誘導体の開環重合によっ
て得られる立体規則性糖鎖の構造と生理活性
との関係を調べ糖鎖の医用材料化について研
究開発を行っている。本研究では 1, 6-無水マ
ンノースの４位にガラクトースが分枝した新
規無水二糖モノマーを合成し、開環重合、脱
ベンジル化反応によりマンノースの主鎖にガ
ラクトースが分枝したガラクトマンナンを合
成した。さらに硫酸化を行い、抗ウイルス性
も調べた。さらに表面プラズモン共鳴装置、
光散乱測定装置等により、ポリリジンをモデ
ルタンパク質として硫酸化糖鎖との相互作用
を定量的に調べ硫酸化糖鎖の抗ウイルス性発
現メカニズムについて検討した。 
 
３．研究の方法 
 1, 6-無水マンノースの 2位と 3位をジベン
ジル化後、4 位にガラクトース導入しベンジ
ル化した新規無水二糖モノマー(LMGABE)を
合成した。この新規二糖モノマーにより開環
重合および 2, 3, 4-トリベンジル化 1, 6-α-D-マ
ンノースモノマー (LMTBE)との共重合を行
った。液体アンモニア中、Naによる脱ベンジ
ル化を行い、4 位にガラクトースが分枝した
ガラクトマンナンを得た。600 MHz高分解能
NMR、比旋光度、IR 測定などにより構造解
析を行った。分子量はクロロホルム又は水系
GPCにより測定した。モデルペプチドとの相
互作用を SPRによって調べ、光散乱による粒
径測定およびゼータ(ζ)電位測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）カードラン硫酸の抗インフルエンザウ
イルス作用 
 図１にカードラン硫酸の構造を示す。カー
ドランはある種の菌が生産する 1,3--グルカ
ンで３重らせん構造を持ち、食品添加物とし
て使われている安価な糖鎖である。一般には
1,3--グルカンは抗腫瘍性などを示すが、カー
ドランはそのような作用はなく、水には溶け
にくいが、安定で毒性もないので食品添加物
として使われている。カードランを硫酸化し
てカードラン硫酸を合成した。これまでに
我々はカードラン硫酸は低毒性であり表１に
示すように高い抗HIV作用を示すことを明ら
かにした。作用機構は、硫酸基に由来する（－）
電荷がHIVのエンベロープタンパク質 gp120
の（＋）電荷集中部位に静電的に相互作用し



てエイズウイルスが T細胞などへ感染するこ
とを阻害すると考えた。  

 
 本研究でカードラン硫酸のインフルエ
ンザウイルスに対する効果について検討
した。 

 

 Table 1.  Anti-HIV activity of curdlan sulfate 

 No S content DS Mn []D25
 EC100

a 

 1 5.6 0.35 not effective 
 2 8.9 6.8   1000 
 3 12.1 1.1 8.1 -1.7 10 
 4 12.1 1.1 11.8 -3.8 3.3 
 5 12.5 1.3 15.7 -2.3 3.3 
 6 13.6 1.4 3.4 -0.8 3.3 
 7 14.1 1.6 2.1 -1.9 3.3 
 8 14.4 1.6 4.6 0.1 3.3 
 9 14.7 1.6 2.0 -1.5 3.3 
 a)Minimum effective concentration of cudlan 
sulfate on complete inhibition of HIV infection 

 
インフルエンザウイルスもエンベロープタン
パク質を持つので、カードラン硫酸の抗イン
フルエンザウイルス作用を調べるとともに、
長鎖アルキル鎖をイオン結合で導入し疎水的
にメンブランフィルター表面へ結合させた抗
ウイルス材料を開発し、インフルエンザウイ
ルスの吸着・除去効果について検討した。 
 カードラン硫酸に導入したアルキル鎖の割
合が少ない（１本アルキル鎖／12～13糖鎖）
ものの抗 HIV作用は 0.87 µg/ mlという高い
活性を示すことを見出した。しかし、カード
ラン硫酸自身にはインフルエンザウイルスの
感染を抑制する作用はなかった。 
 そこでアルキル鎖導入カードラン硫酸
1.5mgを 1µmの細孔があるメンブレンフィル
ターに疎水的相互作用によって吸着させ、イ
ンフルエンザ A型ウイルス、B型ウイルスに

ついて吸着・除去作用を調べたところ、A 型
ウイルスを選択的に吸着し、HA価を 1/16ま
で低下させ、高い吸着・除去性を持つことを
明らかにした。B 型ウイルスについては吸
着・除去性を示さなかった。図２に示すよう
にインフルエンザウイルスに対する作用は
HIV と同じ静電的相互作用と考えている。選
択性については、インフルエンザウイルスは 

 
 
高病原性になるほど塩基性アミノ酸の割合が
増えるとの報告もあるので、B型よりも A型
ウイルスの方がタンパク質中の塩基性アミノ
酸の割合が多いためと推定しているが、詳細
な作用メカニズムは検討している。さらに
我々が合成したカードラン硫酸はデングウイ
ルスに対しても効果があることを見出した。 
 
（２）合成ガラクトマンナンの抗HIV性とポ
リリジンとの相互作用 
 LMTBE と２糖モノマーである LMGABE
モノマーの開環重合および共重合を行い、ベ
ンジル化ガラクトマンナンに導いた。比旋光
度や NMR 測定から(1→6)-α-D-マンノピラナ
ン主鎖の４位にガラクトースが分枝した合成
ガラクトマンナンを合成した。 
 1, 6-無水 D-マンノピラナンの 4位にガラク
トースが分枝した脱ベンジル化ガラクトマン
ナンの硫酸化し抗ウイルス活性を調べた。ピ
ペリジン-N-スルホン酸を使って硫酸化を行
った。数平均分子量 4.0 x 103 から 7.5 x 103、
比旋光度+45.6°から+88.7°の硫酸化ガラクト
マンナンを合成することが出来た。硫酸化ガ
ラクトマンナンは標準と同程度の高い抗 HIV
性を示すことが見出した。ウイルスモデルペ
プチドとしてポリリジンを用いて、SPR 光散
乱による粒径測定およびゼータ（ζ）電位測定
を行った。全般的にガラクトース分枝の割合
が少なくなると、抗HIV性は高くなりポリリ
ジンとの相互作用も高くなる傾向であった。
また、SPR、DLS、ゼータ(ζ)電位測定の結果

図１．カードランの構造。 
カードランは 1,3-グルカンで３重らせん構
造をとる。硫酸化したものがカードラン硫酸
で高い抗HIV作用と低い毒性、抗凝血作用
を持つ。 
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図２．カードラン硫酸のインフルエンザ 

    ウイルス捕捉。 



から、ポリリジンとの相互作用を定量的に検
討した。 
 SPR による相互作用を調べたところ、結合
速度定数、解離速度定数ともに標準のデキス
トラン硫酸と同程度であることが分かった。
ポリリジンと高い相互作用を示すことが明ら
かになり、硫酸基に由来する（－）電荷とア
ミノ基に依頼する（＋）電荷との静電的相互
作用によって抗HIV性が発現していると考え
た。そこで、光散乱測定装置を用いて粒子径
を測定し、ゼータ（ζ）電位測定装置によって
粒子の周りの電位を測定した。粒子径はポリ
リジンを加える前後で測定したところ、ポリ
リジンを添加後では 3 倍以上大きくなり、ゼ
ータ（ζ）電位はポリリジン添加前では-13～
-24mV であったものが、添加後では -9～
-12mVとなりポリリジンの添加によって電位
が変位していることを明らかにした。これら
の結果から、硫酸化合成ガラクトマンナンは、
静電的にウイルスと相互作用をすることによ
りウイルスが細胞への感染を阻害しているの 
ではと推定した。 
 以上をまとめると、糖鎖は、タンパク質や
脂質とともに生体高分子の１つである。天然
糖鎖は多種類の構成糖から成り複雑な構造を
持ち多くの水酸基を有している。しかもそれ
ら水酸基の反応性の違いは小さく天然糖鎖と
同じものを合成し機能発現メカニズムを解明
する研究を困難なものにしている。我々はこ
の問題に取り組むために、無水糖誘導体の開
環重合法によって糖鎖の合成を行っている。
この方法でも天然糖鎖と全く同じものを合成
することは困難であるが、高分子量を持ち天
然糖鎖の部分構造、例えば分枝構造などの合
成は可能である。天然糖鎖の機能性とその発
現メカニズムを解明するために合成と天然の 
両方向からの研究開発を推進して行く。 
  
 本研究は、聖マリアンナ医科大学・中島秀
喜教授、金本大成講師と共同で実施した研究
の成果である。また、東京大学生産技術研究
所・瓜生敏之名誉教授には貴重な研究デスカ
ッションをして頂いた。シンガポール国立大
学医学部・山本直樹教授には硫酸化糖鎖の抗
デング熱ウイルス性について調べて頂くと同
時に研究デスカッションも賜った。 
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