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論文内容の要旨

Cyclic( 1 • 2)-ﾟ -D -glucan (cyclosophoraose~ Cy S と略記する)類はAgrobαcterium 及び、

Rhizobiumの多くの菌株が生産する側鎖のない環状糖で，これ迄にメチル化分析やペーノマークロマトグラ

フィーなどの結果から，重合度 (D p) の異なる数種の多糖類の混合物であることが予想されていた2

そこで，先ずこれら CyS 類の高速液体クロマトグラフィー (HP L C) による分析条件を検討し組

成を明らかにすることを目的として研究を始めた。

一方，近年，包接化合物に関する研究が多分野で活発に行われ，特にシクロデキストリン (CyD)

類をホスト化合物とした医療品の可溶化，安定化，生物学的利用性の向上等に関する研究が急速に進ん

でいる3 しかし，研究が進むにつれて CyD類の溶解性や毒性などの関係から応用に限界があることが

明らかとなり，現在 CyD類に代わるものの出現が強く望まれている。 CyS 類も環状構造を持つ天然

糖であることから，包接化合物のホスト化合物に利用できるのではな L、かと考え，各種医薬品に対する

包接能について検討し製剤への応用のための基礎研究を行った。

Agro bacteri um及びRhizobium の種々の菌株を用いて調製した CyS 類のHPLC による分析条件

を検討した結果， NH 2 ーカラム/アセトニトリルー水素及びODS ーカラム/メタノールー水系でこ

れら一連の CyS 類が分離・分析できることを確認した。そこで ， Agrobαcterium 6 菌株 ， Rhizobium 

8 菌株が生産した CyS 類の百分率組成をHPLCで測定したところ，分布の特徴が認められ，菌株を

Type 1 -lVに分類することができた。このうち TypellIに属す R. meliloti 1 F 013336が生産した Cy

S 類には，少なくともAから Xに到る24種類もの成分が含まれていることが明らかにとなった。また，

NH 2 ーカラム及びODS ーカラム上での分離状況がら， CyS 類の DP はAから X迄順番に大きくなり，
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水溶性は原則としてDPが大きくなるに従って低くなるが， C と D ， E と F ， J と K ， 0 と P の 4 ケ所

で逆転していることが認められた。次に， CyS 類をそれぞれ純粋に分離・分取するために， 4 種類の

ODS カラム(移動相: 5 -6%メタル溶液〉を用いて分離条件を検討したところ，カラム充てん剤

の形状(球状型，破砕型)，粒子径，孔径，表面積，オクタデシル基の化学結合の方法及び割合，末反応

シラノール基の処理方法及び、残存量などの違いが CyS 類の分離に影響を及ぼすことが明らかとなった

ので，数種類のODS ーカラムを適宜使い分けることにより， CyS -A-Qの 17種類を純粋に単離し

た。続いて，純粋に得た各 CyS の DP を決定するために，部分加水分解を行ない，生成した一連のグ

ルコーオリコーマーの分析条件を検討した結果，粒子径 3μmのNH 2 ーカラム上，アセトニトリル一水

系の単一組成の移動相を用いた isocratic溶出法で，グルコースから DP40前後迄の( 1• 2 )-β-Dー

グルカンの一斉分析を短時間内に行なえることが判明し，この方法で得た各 CyS 部分加水分解物のク

ロマトグラムのピークの数から，それぞれのDP を疑う余地なく決定することができた。

なお，糖化学における一般的な分類法によると， DPが10以上である CyS 類は多糖類に属するが，

これ迄に知られている多糖類の大部分はDPが80-100で，天然にはDP 5 -15の糖類は稀に存在する

が， D P25-75のものはほとんど存在しないとされている。この観点からみると D P 17-40の一連の C

yS 類の存在は注目すべきことである。

また，糖類のHPLCにおいて isocratic溶出法で一斉分析できるのは，せいぜい D P10余り迄である

とされていたのを，分離能の良いNH 2 ーカラムと脈流の少ないポンプ，高感度の示差屈折計を用いる

ことにより，分析可能範囲を大幅に広げることができた。

以上の実験途上， CyS 類の加水分解に対する反応に興味深い事実がみとめられたので， CyS -Aｭ

H(D P 17-24) について加水分解反応を研究した。その結果，この加水分解は見かけ上一次反応で進

むことがわかったが， CyS 類はすべて同じ結合様式であるにもかかわらず， DP によって反応速度に

相当の差を示した。加水分解速度の大きなものから順に並べると， CyS -G(D P23)>E(D P21) 

B(DP18) H(DP24) F(DP22) D(DP20)>C(DP19)>A(DP17)となり， DP との間に一

定の傾向は見い出せなかった。これは， CyS 類の環構造が非常に flexibleであるために，環の結合角の

査がDP の増加につれて漸進的に増又は滅するのではないということに起因していると考えられる。こ

のことは13 C - NMR及び施光度の測定結果にも DP の違いによる規則性がみとめられなかったことか

らも裏づけられる。なお， CyS 類の加水分解における開環の活性化エネルギーはいずれも30kcal/mol

程度であった。

CyS 類の包接能を検討するにあたり，単一DP の CyS の相当量を必要としたので，最も分子量の

小さい CyS -A(DP17)を比較的大量に分離・分取する方法を確立した。 CyS -Aを比較的大量に

分離・分取する方法を確立した。 CyS -Aの性質を従来から包接化合物のホスト化合物として繁用さ

れてきた β- CyD のそれと比較すると，水に対する溶解度は約90倍以上高く，また環の内径及び深さ

が大きいという特徴を有している。さらに， β- CyD は低濃度 (5mM) で溶血作用を示すが， CySｭ

A は高濃度 (80mM) でもまったく溶血作用はみとめられないというメリットを持つO そこで， CySｭ

Aの包接能を溶解度法を用いて検討したところ，脂溶性ビタミン類(ビタミン D3' E , K) や酸性非ス
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テロイド系抗炎症剤(フノレノレピプルフェン，インドメタシン，メフェナム酸，フェニルプタゾン)と包

接化合物を形成し溶解度の上昇や安定化をもたらすことが認められた。また， CyS-A はフルルピ

プルフェン及びインドメタシンの溶血作用を抑制し，製剤への利用の可能性を示唆された。
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論文の審査結果の要旨

Agrobαcterium及び、Rhizobiumの種々の菌株から一連の環状多糖の分離に成功し，菌株より生産す

る多糖類への百分率組成が異なり， 4 種のタイプに分類できることを明らかにした。このうち R. meliｭ

loti 1 F 013336は最も多くの成分を生産することがわかり (24種類)，これを対象として各成分の軍離

方法を検討し，また，それぞれの重合度を決定する方法を考案した。これらの結果，これ迄に知られな

かった重合度17--40のものが存在することが判明した。一方，これらの成分中最も分子量の小さいもの

を選び包接能を検討したところ，脂溶性ビタミン，酸性非ステロイド系抗炎症剤などと包接化合物を形

成して溶解度の上昇や安定化をもたらすことが判明し，また，この物質自身の毒性が低いことから実用

性のあることを示唆した。以上の研究成果は，薬学博士を授与するに値するものと判定した。

* : sophorose (ß 一( 1 → 2)結合のグlレコ 2 糖)の環状重合体という意味で命名された。

-359-




