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Anovelsulratedβ-1,3-Xylanproductwassynthesized什omalgalcellwallmicrofibrilhomoxylanbytheN,N-

dimethylformamide(DMF)-SO3complexsulfationmethod.Antithrombinactivityappearedinthisproductwas6.5

timeshigherthanthatofstandardheparin.FromtheresultsofEH-and13cINMRspectroscopicanalysesbyDQF-COSY

andHMQC,itwasrevealedthattheorderedstructureofβ-1,31Xylanasatriplehelixdecayedandtheresulting

conformationalchangeshadbeencausedbythesulfationreaction.ThesulfatedpositionsontheC14hydroxylgroupsof

thexyloseresiduesweredeterminedfroml3C-NMRchemicalshifts,anditwasfoundthatregioselectivesulfationhad

occurredpredominantlywiththeC-4Secondaryhydroxylgroupstoproducemono-substituents･Anothertypeor

sulfationofa-1,4-xylanthatshowednoregioselectivityisconsideredtohavebeenduetothedifferentconformationof

bothxylanchainssuchastriplehelixinβ-1.3-xylanandthedoublestraightchainlikecelluloseinβ-1,4-xylan･

Therefore,thedifferenttypeofregioselectivesulfationofBll,3-andall,4-xylanwascausedbythedifferencein

sterichindranceduetotheseconformations･Thesedifferenttypesofregioselectivesulfationwithdifferentlinkage

positionsarealsodiscussedforthesecondaryhydoxylgroupsinβ-1･3-andB-1,41glucanafterchemoselective

sulfationoftheCl6primaryhydroxylgroups.

【はじめに】

自然界には､アルコール､またはフェノール性の水酸基と無機硫酸との間の脱水､縮合によって､硫酸エ

ステル (sulfateester)が形成された物質がひろく存在するO生体内でのこの反応は,3t-ホスホアデノシン-

5'-ホスホ硫酸 (PAPS)から硫酸基が転移して生成するが､この転移の対象によって､それぞれアリル硫酸､

ステロイド硫酸､ロリン硫酸､脂肪族硫酸エステルなどと呼ばれる種々の生体物質の生成することになる｡

糖鎖に対して転移が起こった結果では､硫酸化多糖 (sulfatedpolysaccharides)と呼ばれる修飾多糖のグル

ープとなるO

硫酸化多糖は､動物界ではかって粘性分泌物から得られた多糖を意味するムコ多糖と呼ばれた中で､コン

ドロイチン硫駿､へバラン硫酸などのように硫酸基を持つグルーブがあり､その広い分布の状況が良く知ら

れている｡しかし植物界での存在は､海藻類の細胞壁を構成する粘質多糖の成分として､塩濃度の高い水圏

における選択的なイオン吸収の機能を担う多糖として知られるもののみであって､陸上植物には存在しない｡

近年､硫酸化多糖は､HIVの場合をも含む抗ウイルス活性､血液凝固阻止などの種々の生物活性が認めら

れてきていて､これらの調整には､まず化学分類的な立場から海藻類を広く検索することが行われた｡ L'2)

∋'他方､これまで原材料として入手が容易であったセルロース､デンプンなどの中性多糖を化学的に硫酸化

することによって､これ迄に認められていない新たな活性を求める考えから､多糖鎖に対して硫酸化反応を

調節し､より活性の高い生成物を得る試みがなされている｡

この中で､カードラン (β-1,3-グルカン)硫酸が､これまでに知られていたデキストラン硫酸などより

も､高い割合で HIVの増殖を阻むことから､ 1)この種の硫酸化多糖の構造と活性相関について広く考えられ

るようになった｡糖鎖構造では､多糖を構成する糖残基の種類､コンプイグレーションをも含む糖鎖の結合
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位置､さらに分子サイズなどの構造要因がどのような活性発現に関与するかを調べることとなる｡したがっ

てキシランは､グルコースより炭素数の一個少ないキシロースを構成単糖とするため､カードランの場合と

は単糖組成は異なりながらも､同様なβ-1,3-結合の糖鎖であることは､両者の共通する構造因子と考えら

れ､この要因がどのように活性に影響を及ぼすかの比較が期待できる0β-1,3-キシランは､β-1,4-マン

ナンの場合と共々に､5}体が管状である特徴の一群の ｢非セルロース性植物｣と呼ばれる緑藻の細胞壁ミク

ロフィブリルの構成する多糖である｡大部分の植物のミクロフィブリルがセルロースであるのに対して､こ

れらの藻類では､セルロースが存在しない代わりに､キシラン､あるいはマンナンによってミクロフィブリ

ルが構成されている｡また､キシランか､マンナンかの形質によって､この藻類を化学分類的に考察すると

き､得られた結果には他の形質による分類的な考察をした場合とも一致している｡-)

陸上植物の細胞壁から得られたキシランでは､例外なくβ-1,4-キシランであるのに対して､この藻類か

らのキシランはβ-1,3-結合をした直鎖構造のホモ多糖であって､植物界ではこの藻類以外からは発見され

ていない､珍しい多糖である｡このβ-1,3ヰ シランの高次構造は､スパイラルに伸長する糖鎖に､同じよ

うに伸長する別な糖鎖が相互に支えあって安定化し､三重ラセンを形成する結果となることがX線回折の結

果から認められている07-この事実は､このキシランの水系および非水系でのゲルろ過クロマトグラフィー

によって求められた見かけの分子量を比較すると､3:1の関係として示された結果からも明らかであった.バー

【主な実験方法】

糖質の水酸基やアミノ基への硫酸化反応は､最も簡便な場合は.0℃以下に冷却した濃硫酸中に試料を添
加して撹拝を続ける方法がある∴一一例えばD-グルコースにおいてはモノ-硫酸からポリー硫酸の混合物が得ら

れる｡しかし､これらの生成物を相互に分離､精製することは至難であり､現在では酸が他の用途に供され

るような工業的な場合を除いてほとんど利用されていない｡

これに代わって汎用されている方法は､ピリジン溶液中でクロロスルフォン酸を添加する場合10'､とか､

求核試薬としてN,N-ヂメチルフォルムアミド (DMF)などの第三アミンに対して､三酸化イオウを溶解し

て得られた複合体を試薬として用いるなどの方法‖'などが､古くから有効な方法として知られているo最近

では､DMFを溶媒としてジシクロヘキシルカルボジイミド (DCC)を縮合剤とする糖硫酸エステルの合成

は､温和な条件下で行われる簡便な方法として評価が高いo H'この際反応前の試料が荷電体の場合は,イ

オン交換樹脂カラムを通じてH-型とした後に､ピリジンで中和したピリミジュウム塩とすることによって､

溶媒に容易に可溶となる｡この反応は､温度と時間に依存するのでこれらを調節することによって､硫酸化

の程度が種々に異なる生成物が得られるので､活性発現に際してはより活性の高い生成物を得ることを目的

とすることができるo硫酸化は､赤外線吸収スペクトルで.新たに硫酸基の吸収の出現が認められたことで

判定した｡この吸収強度､あるいはS分析の結果によって､硫酸化の程度を判定し､これを糖残基に対する

置換度 (D,S.;Degreeofsubstitution)の算定にも利用されるo

【結果と考察】

今回､ヘライワズタ (CaulerpabTaChypus)より得られたキシランは､キシロースのみを構成単糖とするホ

モキシランであり､完全メチル化分析､および､この部分加水分解物のMALD-TOFによる質量分折では､

少なくとも25残基が直鎖に結合しているβ-I,3ヰ シランであった｡ -t∋)このキシランを､SO3-DMF複合体

を用いて､0℃､30分間の条件で硫酸化を行ったところ､D.S.-1の結果であって､全ての構成単糖に1モル
の硫酸基が導入されていた.キシロースはペントースであって一級水酸基は存在せず､β-1,3-キシランで

のエステル化は2､または4位に､β-1,4ヰ シランでは 2､または3位における､いずれも二級水酸基にお

いて起こる｡硫酸化前後の試料のメチル化分析結果の比較において､硫酸化以前の場合､得られた量的に最

も多い主要なメチル化単糖は､2,4-ジメチルーキシロースであるのに対して､硫酸化物では､2-モノメチルー
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キシロースであり､硫酸基はキシロース残基の4位に対して導入が起こることが認められたO

完全メチル化分析の結果は､NMRスペクトル分析においての結果とも良く一致した｡すなわち､DQF-

COSY､HMQCなどによって全プロトンの化学シフトの帰属は第1表に示すように決定し､ ■l'この結果から､

C-HCOSYによる炭素シグナルの帰属の決定を行うことができたo

TabteI.ChemicaLShifts(8 ppm lrom DMSP)inthelHINMR(A)and

13C-NMR(B)SpectraofSutfatedandOriginalp-1,3lXylan

(A)
H-1 H-2 H･3 日-4 日･5ax H-5eq

Surfatedp-1,3lXylan' 5.16 4.61 4.28 4.61 3.80 4.41

Originalβ-1,3-xyTan 4.63 3.44 3.55 3.62 3.28 3.93

△ 0.5 1.2 0.7 1.0 0.5 0.5

ISpin{ouplingconstantscouldnotbeobtainedbecauseofsignalbroadening･

(B)
C･1 C-2 C･3 C･4 C･5

SulfatedPll,3-xytan lOl･2 76.7or77.5 7617

0riginatP･1,3･xytan 107.1 76.5 88.9

△ ･5.9 0.2or1.0 ･12.2

76.7or77.5 63.3

70.7 68.3

6.0or6.8 -5.0

硫酸化が起こった位置の決定は､硫酸化前後の試料についてのスペクトルの比較によって行えた｡ 15)すなわ

ち､】･∃C-のスペクトルでは､2位の炭素シグナルの化学シフトにはほとんど変化がないのに対して､4位の

炭素のシグナルのみが､特異的に低磁場側に大きくシフトしていたことから､硫酸化はこの位置の水酸基に

選択的に導入されたことが知られる｡lH-NMRスペクトルでの､2位､3位 のシグナルも4位の場合と同

様に低磁場側にシフトしたことは､硫酸基のような巨大置換基が糖残基に導入されて生成したβ-Dヰ シロ

ピラノースー41硫酸残基で認められる水酸基がエステル化をされて起こった置換基の導入の効果であるO

β-1,3-キシランのコンフォメーションが､ラセン型の三重鎖をとるときには､第 1図に示すように､2

位および 4位の水酸基はそれぞれラセンの内側と外側に配向する構造となる｡
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Fig.1, OrientationsofC･2orC･4hydroxylgroupsintheheJIcalstructuresof

P･1,3･xyLan.したがって内側に配向した 2位の水酸基の間には､分子内のまたは分子間の水素結合の形成によって､ラセンの安定化への寄与

があるのに対して､このような状態にないラセンの外側に配向する4位の水酸基は､外界に対して直接に向きあっていて､一般に試薬の攻撃が行われやすい環境にある｡また､第 2図 (A)に示



2位の水酸基は､あたかも両側を隣接するキシロース残基 (RlおよびR3)に挟まれた形で,両者による立

体障害が大きくなるため､硫酸化試薬の接近は阻止される｡これに対して､4位の水酸基は､3位にはキシ

ロース残基 (RZ)が隣接するのみで､隣接の糖残基による立体障害は2位の場合よりもより少なく､硫酸化

試薬の接近も容易である｡このようなことが､硫酸化が4位において優位に起こる理由と考えられる｡

このような考え方は､β-1,4-キシランの硫酸化の結果とを比較して考えて見るとき､より理解がされや

すいOこの多糖は､第3図に示すように､キシロース残基が交互に反転した直鎖の構造をとり､この糖鎖は､

セルロースの場合のように平行に位置する他の糖鎖間で分子間の水素結合の形成によってミクロフィブリル

となる｡

一定ゝ0-全7-0一》ゝ0JFo一▽ユaJ二才
Fi9.3,AIternativelylinkedLinearstructureofβ･1,4･xyJan.

β-1,4-キシランを硫酸化するとき､2-モノ硫酸と3-モノ硫酸の等量混合物が生成するが､硫酸化がこの多

糖鎖において起こるとき､2位および 3位の二級水酸基の隣接する糖残基による立体障害は､第 2図 (B)

で示されるようにいずれも等価の位置にあるためとなる｡したがってこの二級水酸基に対する硫酸化試薬の

接近は､同じ確率で起こり､その生成物でも両者の等量混合物が得られる｡

二級水酸基における位置選択的な硫酸化の起こり方は､同じくグルコースを構成単糖としながら､その結

合の異なる､β-1,3-およびβ-1,4-グルカンに対する過硫酸化 (oversulration)の場合についての比較にお

いても同様な結果が認められたOいずれのグルカンにおいても､ヘキソースであるグルコースに対する硫酸

エステル化は､官能基選択的に6位の一級水酸基において起こり､モノエステルが得られる｡しかし､ジエ

ステルを得るためにさらに反応を継続してゆくとき､二級水酸基に対する位置選択が起こるが､この機構は

さきの結合の異なるキシランの場合と同様であったO即ち､β-1,3-グルカン (カードラン)では､第 4図

に示すように､まず 6位に導入された､巨大置換基としての硫酸基による立体障害が､2位または4位の二

級水酸基に対する反応性に影響を与えるO



成し.極めてリジットな構造体となっている｡
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