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Drug　resistance　of　human　immunodeficiency
virus　type　1（HIV）to　modified　cyclodextrin　sul－

phate（m（DS71）has　been　analysed　with　respect

to　both　the’n　v’tro　appearance　of　resistance　to

the　compound　and　the　mechanism　of　the　acqui．

sition　of　resistance．　Resistant　strains　could　be

obtained　in　all　three　strain5　（NL432，　KK－1　and

AO18）tested　after　serial　pa55ages　in　Mτ4　cells

with　a　gradual　increase　of　the（oncentration　of

mCDS71．（ross－resistance　both　to　mCDS71　and

dextran　sulphate　8000　was　observed．　As　a　result

of　sequencing　analysis　of　the　gp120　V3－C5

region　of　resistant　strains．　the　mechanism　of

resistance　can　be　explained　in　several　ways：（i）

5ubstitution　of　sugar　chain－binding　amino　acid5、

Nand　S；（ii）three　to　five　amino　a（id　deletion　in

V4100p；and（iii）several　mutations　in　V3　and　V4

regions．　The　real　cause　of　the　resistan（e　may　be

acombination　of　these　three　mechanism5．　The
result55uggest　that　the　target　of　mCDS71　is　rel・

atively　widely　distributed　on　the　viral　surface

glycoprotein．

Keyword5：Hl∨1；modified　cyclodextrin　sulphate；

m（DS71；drug　resistance；env　region；amino　add

sequence

lntroduction

Treatment　of　human　immunodeficiency　virus
（HIV）／AIDS　has　been　highly　improved丘）llowing　the

licensing　of　protease　inhibitors　in　1996．　Combination

therapy　fbr　HIV／AIDS　employing　reverse　transcriptase

（RT）inhibitors　and　protease　inhibitors　enables　the　main－

tainance　of　low　level　viral　loads　in　the　peripheral　blood

（Hammer　6≠4Z，1997；Gulickεzσ∠，1997）and三n　the　lym－

phatic　organs（Wongθ’4Z，1997；Notermansβ九ム，1998），

wh三ch　are　the　m勾or　HIV　reservo三r　sites．　The　appearance

of　resistance　to　these　drugs（Larder＆Kemp，1989；

Roberts，1995；Schmit，九λ，1996）and　complexities　of

the　regimen　fbr　clinical　use　are　problems　that　need　to　be

solved．　In　particular，　cross－resistance　of　HIV　to　multiple

drugs（Gao　6〃Z，1993；Condraε’4Z，1995，1996；Chen

θταZ，1995；Tisdaleε’αZ，1995）makes三t　dif五cu正t　to

choose　effヒctive　antivirals　and　the　development　of　anti－

HIV　drugs　with　mechanisms　of　action　diffヒrent　f｝om

existing　drugs　is　needed．

　　Sulphated　polysaccharides　represented　by　dextran　su1－

phate（Itoεぽ，1987；Witvrouw　6磁，1994）have　been

㎞own　to　inhibit　the　adsorption　of　HIV　to　the　host　ceU

sur血ce（Baba鋤Z，1988；Mitsuya吻乙，1988），　but　there

was　little　iη砂痴o　antiviral　effect　of　dextran　sulphate　during

clinical　trials（Abramsε’〃∠，1989）．　The　reasons五）r　this

inefficacy　were　low　absorption　rate　f｝om　the　intestine　and

rapid　degradation　ofthe　drug　in　the　blood（Lorentsen　z’己，

1989；Hartman　6τ砿，1990）．

　　We　have　reported　that　a　series　of　modi丘ed　cyclodextrin

sulphates，　rigid　circular　fbrms　made　of　seven　glucose

residues，　introduced　sulphate　residues　and　modi丘ed　by　var一

三〇us血nctional　groups，　have　anti－HIV　activities（Moriya　6’

ατ，1991，1993；Otakeε’σλ，1994）．　Among　them，

mCDS71，三n　which　the　C－2　position　was　modified　with　a

lipophilic　benzyloxy　group，　exhibited　32－to　125－fヒ）1d　high－

er　antトHIV　activity　compared　with　the　original　unmodi－

6ed五）rm（Moriyaβ鋤，1993）．　A£ter　oral　administration　of

mCDS71　in　rats，　the　peripheral　blood　possessed　anti－HIV

activity（Moriya　8≠4乙，1993）and　anti－HIV　activiワof

mCDS11，　the　prototype　ofmCDS71，had　a　ha1臼ifとof4　h

in　rabbits（Otakeε〃Z，1994）．This　drug　had　antiviral　acdv－

ity　against　clinical　HIV4　isolates　as　well　as　laboratory

strains，　and　inhibited　the　fbrmation　of　multi－nucleated

cells（cytopathic　effect）．The　target　site　ofmCDS71　has　not

been　identified，　although　it　is　presumed　that　the　drug

inhibits　the　adsorption　of　HIV40nto　the　cells．

　　In　this　stud｝～　the　apPearance　of　virus　resistant　to

mCDS71　was　examined切砿プo．　Tb　elucidate　the　target

site　ofthis　drug，　the　base　sequence　and　resultant　amino　acid
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τable　1．Sequence　of　primers

Target Code Sequence Location★ Referen（e

Outer　primer

lnner　primer

Sequencing　Primer

env

V3

V4　to　end　gp120

　　　　　V3

V4　to　end　gp120

」GOO1

」GOO2
E80
E95B

V3－2B
SK69
E90C
SK68C

5陥CA（二CACTCTATTTTGTGCAT（二AG肝3’

5’－CAAGAGτAAGTCTCT⊂AAGCGGTGG－3’
5’｛CAA『「（二CCATACATTATTGTG－3’

5’－GATGGGAGGGGCATACAT・3’
5’－C（：「CAGGAGGGGACCCAGAAATTG－3’

5㌧CCAGATGTGAGTTGCAACAG－3’
5’｛ACAGTACAATGTACACATGGAメ汀3’
5’－CCCArAG丁GCTTC（二TG（TGC下3’

6367－6391

8542－8518

6847－6869

7531－7514

7305－7328

7927－7907

6943－6966

7806－7786

Genesca　et∂’．（1990）

Genesca　et∂’．（1990）

Paladin　et∂’．（1998）

Paladin　ef　a’．（1998）

Ou　ef∂∫．（1988）

Paladin　et∂’．（1998）

Ou　et∂’．（1988）

★Numbering　of　nudeotides　is　a（cording　to　the　pM4325equen（e．

sequence　of　the　resistant　strains　were　compared　with　those

・fwUd一抑e　susceptible　strains．

Materials　and　Methods

Cells　and　viruses

MT4　ceUs　and　CEM　ceUs　were　maintained　in　RPMI　1640

（N輌kken　Bio　Medical　Laborator芳Kyoto，　Japan）supple－

mented　with　10％五）etal　calf　serum，100　U／ml　penicillin

and　100μg／ml　streptomycin、

　　Strain　NL432　was　prepared　by　single　passage　of　the

virus　in　M工4　cens　obt21ned　by　trans丘ction　of　DNA　clone

pNL432（Adachi’z〃λ，1986）into　CEM　ceUs．　Strain　KK－

1was三solated　in　our　laboratory　f｝om　an　untreated　AIDS

patient　and　strain　AO18（Larder”αZ，1989b）was　a　3’－

azido－3’－deoxythymidine（AZT）－resis亡an亡virus三solated

丘om　an　AIDS　patient　treated　with　AZT　The　in丘cdvity　of

the　virus　was　titrated　on　MT－4　ceUs．

Compounds
mCDS71　was　synthesized　as　reported　by　Moriya　6≠αZ

（1993）．The　5096　inhibitory　concentration　（IC50）of

mCDS71，　determined　as　described　beloW　fbr　laboratory

strain　HIV4ωon　MT4　cens　was　O．77μg／ml　and　the

selective　index（SI）was　364　when　compared　with　the　50％

cytotoxic　concentration（CC50）．The　IC50　fbr　a　HIV－1　clin－

ical　isolate（KK－1）on　peripheral　blood　mononuclear　cells

was　O，63μg／ml　and　the　SI　was　167．　Dextran　sulphate

（MW　8000）and　AZT　were　purchased丘om　Sigma．

Selection　of　mCDS71－resistant　virus

HIゾ1　strains　were　in琵cted　at　a　mo．1，0f　O．01　to　MT4

cells　and　inidaUy　propagated　in　the　presence　of　O25μg／ml

mCDS71、The　appearance　ofCPE　was　monitored　under　a

light　microscope　and，　when　it　appeared，　the　culture日uid

was　trans丘rred　to最esh　M壬4　cells　with　15－to　twofbld

elevation　ofthe　concentration　of　mCDS7輻This　procedure

was　repeated　until　the　concentration　of　mCDS71　reached

100μg／mL　The　resultant　culture且uid　was　passaged　once　in

臼esh　MT－4　cens　in　the　absence　of　mCDS71　and　progeny

vimses　were　used　fbr　the　fbllowing　experiments．

Tbst　for　susceptibility　of　the　virus　to　the　drug

HIV－1　strains　were　in免cted　to　MT4　ceUs　at　a　m．o．i．　of

O．001and　incubated　with　seriaUy　d且uted　drugs　at　37°C　fbr

5days．　Viable　ce∬count　was　determined　by　the　trypan　blue

dye　exclusion　test　and　the　IC50　fbr　each　virus　stock　was　caL

culated．

Detection　of　mutation　site（s）

DNA　preparation　was　made仕om　MT－4　ceUs　in丘cted

with　various　HIV二1　strains．　A　nested　PCR　procedure　was

employed　to　amplify　the　HIV4　genome丘om　theε御

gp120　V3　region　to　the　end　of　gp120．　The　primers　used

訂esummarized　in　Thble　1．The　5’ends　of　inner　primers，

E95B　and　V3－2B，　were　labelled　bef6rehand　with　biotin

and　ssDNA　was　prepared　using　Dynabeads　M－280　strep－

tav三din（Dyna1）．　Using　this　ssDNA　as　the　template，　the

sequendng　reacdon　was　perfbrmed　using　an　AutoRead

Sequencing　Kit（Pharmacia　Biotech）and　the　nucleotide

sequence　was　detemined　by　ALF　Express（Pharmacia

Biotech）．　Am三no　acid　sequence　was　deduced　a丘er　ana1アsis

by　DNASIS　V3．2．　The　conditions　fbr　the　PCR　we民1st

Figure　1．　Emergen（e　of　m（DS71－resistant　HIい1
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■，NL432：●，　KK－1　and▲，　AO18were　cωt｝vated　in　MT二4　cell5　in　the

presence　of　gradually　increasing（oncentrations　of　mCDS71　as　indト
cated．
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Table　2．　lnhibitory　effed　of　mCDS71，　DS8000　and

AZT　on　mCDS71－or　DS8000－resistant　strains

lC50★

Strain m（：DS71（μg！mD　DS8000（μg！mD　AZT（μM）

NL432／v咋†

NL432！P40‡

NMR15§
NMR50
KK－1！wt

KK－11P26

KMR15
KMR50
KMR100
AO18／wt
AO　181P22

AMR15
AMR50
AMR100
NDR500

　0．25（tO）

0．3

　5．8（23．0）¶

38．5（154）

　0．63（1．0）

0．72

　43（6．8）

13．0（20．6）

56．0（89．0）

　1．2（1．0）

1．7

　7．8（6．5）

19．5（16．3）

52．0（43．0）

　3．9（15．6）

　　　3．0（tO）

　　　3．0

　　17．0（5．7）

＞500（＞167）

　　94．0（1．0）

　　73．0

＞500（＞5．3）

＞500（＞5．3）

＞500（＞5．3）

　190（tO）

225
＞500（＞2．6）

＞500（＞2．6）

＞500（＞2．6）

　105（35．0）

0．003

0．004

0．003

0．004

0．003

0．005

0．016

0．005

0．009

0．14

0．41

0．25

0．14

0．19

0．003

★50％inhibitory（oncerltration．

†wild－type　of　NL432．

‡NL432　passaged　40　times　in　the　ab～ence　of　drug．

§NL432　capable　of　growing　in　15μg／ml　of　mCD～フ1．

¶Numbers　in　parenthesis　represent　the　fold　in（rease　in　IC50as

compared　with　wild－type　IC論of　each　strain．

PCRI　92°C　fbr　l　min，54°C　fbr　l　min　and　70°C　fbr　2　min

飴r30　cアcles　and　70℃品r　5　min五）r　the　extensi・n，　and允r

the　2nd　PCR：94°C　fbr　l　min，55°C　fbr　l　min　and　72℃

fbr　2　min　fbr　30（ycles　and　72°C　fbr　10　min五）r　the　exten－

sion．

Results

Appearance　of　mCDS71　resistance
MT－4　ceUs　were　in丘cted　with　NL432，　KK－1　and　AO18

and　the　concentration　of　mCDS71　in　culture　medium　was

graduany　elevated　as　shown　in　Figure　1．After　116　days（26

passages）fbr　KK－1　and　88　days（22　passages）fbr　AO18，

virus　stocks，　which　could　replicate　in　the　presence　of　100

μg／ml　mCDS71，　were　obtained．　They　were　designated　as

KMR100　and　AMR100，　respectively　In　contrast，　it　took

161days（40　passages）fbr　NL432　to　become　resistant　to　50

μg／ml　of　mCDS71（NMR50）and　at　100μg／ml　of　the

drug，　no　breakthrough　of　the　virus　was　observed．　During

these　procedures，　drug　concentration　was　increased　15－to

two品ld　gradually　When　the　concentration　was　increased

threefbld　or　more，　no　breakthrough　of　virus　growth　was

observed　at　any　stage．　Dextran　sulphate　8000（DS8000）－

resistant　NL432　was　obtained　af、er　91　days（23　passages）

at　a　concentration　of　500　μg／ml　of　the　compound

（NDR500）．

mCDS71－resistant　virus　strains　were　tested　fbr　sens輌tiv一

ity　to　mCDS71，　DS8000　and　AZT（Table　2）．　Resistant

strains　exhibited　43－to　154－fbld　resistance　to　mCDS71．

The　wild－type　viruses　passaged　similarly　in　the　absence　of

Antiv隔l　Chemistry＆Chemotherapy　10：1

Chara（terization　of　mCDS71－resistant　HIV－1

Figure　2．　Ratio　of　resistance　of　mCDS71－resistant

strains　relative　to　NL432／wild－type
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At　different　culture　days，　the　IC∋o　va山es　of■，　NMR；●，KMR　and

▲．AMR　were　determined　and（ompared　with　theに図of　wild－type

NL432．

these　drugs　showed　the　same　sensitivity　as　the　original

wild－type　af、er　serial　passages（NL432／P40，　KK4／P26

and　AO18／P22）．　The　level　of　the　drug　sensitivity　was

expressed　as　the　ratio　of　IC500f　each　virus　stock　to　that　of

NL432／wild－type（Figure　2）．　After　88　days　of　culture，　the

culture　ratio　fbr　AO18　was　208；a丘er　116　days　culture　the

ratio　was　224丘）r　KK－1．　But，　even　a丘er　a　period　of　161

days，　the　ratio　fbr　NL432　reached　only　154．　NDR500

showed　35－fbld　resistance　to　DS8000　when　compared　with

NL432／wild－type．　Cross－resistance　of　these　resistant

strains　was　demonstrated　fbr　mCDS71　and　DS8000．　AH

the　wild－type　strains　and　strains　resistant　to　mCDS710r

DS8000　were　sim丑arly　sensidve　to　AZエwhich　was　used

as　the　control　of　the　assay　system．

Replacement　of　amino　acids　in　env　region

Since　mCDS71　treatment　of　MT－4　ceUs　prior　to　infヒction

with　various　HIV－1　strains　did　not　inhibit　the　infヒction　of

the　cells　with　the　virus（data　not　shown）and　since

mCDS71　strongly　blocks　adsorption　of　HIV－1　to　MT4

ceUs（Moriya　6’〆，1993），　the　target　ofmCDS71　was　con－

sidered　to　be　EnM　Theref≧）re　the　region　of　Env　that　is

important　fbr　the　binding　of　the　virus　to　the　cell　surΩce

was　analysed．　The　nucleotide　sequences　responsible五）r

peptide　sequences　fbr　V3　to　the　end　of　gp120　were

analysed　by　nested　PCR　and　direct　sequencing；the　muta－

tions　at　the　amino　acid　level　are　shown　in　Figurc　3．　Each

resistant　mutant　obtained　several　mutation　sites　but　the

location　of　the　mtation　was　variable．　Wh避e　resis亡ant

strains　of　NL432　and　AO18series　demonstrated　mutations

distributed　aU　over　the　scqumce丘om　V3　to　the　C　te皿i－

nus　of　gp120（C5），　mutations　in　viruses　of　KK－1　series

were　predominandy　within　V4　and　C4．　There　were　no

common　mutations　among　these　three　virus　series・
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Figure　3．　Amino　add　substitutions　in　gp120　V3｛50f　mCDS71－resistant　strains
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Amino　acids　were　deduced　from　the　nudeotide　sequen（es　obtained　by　PCR　amplification　and　dired　sequencing　of　enレregion　of　proviral

DNA　of　reisi坑ant　strain5．　The　single・letter　amino　acid　code　is　used　and　numbering　of　amho　acids　is　with　reference　to　wild－type　NL432．　X　rep－

resents　a　mixture　of　N　and　D51D791「is　a　bi（yclamイesistant　strain　whkh　amino　acid　substitutions　are　cited　from　the　previous　publication（De

Vreese　ef∂L，1996b），　and　only　5ub5titution5　in（ommon　wlth　NMR50　are　shown．　An　amino　acid　identical　with　wild・type　i∬hown　with　a　dot

and　deletion　of　an　amino　acid　is　shown　with　a　hyphen．

Howeveらin　each　case，　with　the　increase　ofdnlg　resistance，

the　number　of　mutated　sites　were　increased．　The　muta－

tions　in　mCDS71－resistant　stra三ns　we㏄ofセen　observed　at

the　sites　of　asparagine（N）or　serine（S），　such　as　R268S，

S276R，　S35ア瓦N367，　S368，　N369エS371N，　N376D，

R390S　and　K392N　These　observations　support　the　idea

that　the　gain　or　loss　of　sugar　chains　may　contribute　tg　the

change　in　the　tertia正structure　of　gp　120，　resulting　in　the

acquisition　of　mCDS71　resistance．　When　we　compared

the　amino　acid　sequence　of　NMR50　and　NDR500，　there

were　three　amino　acid　exchanges　observed　at　the　same

positions，　Q280H　and　N295V　or　D　in　the　V3　domain　and

R390S　in　the　CD4－binding　domain．　The　mutation

Q280H　could　not　be　fbund　in　KK4　nor　AO18　series

because　of　the　deletion，　so　it　is　conceivable　that　this　posト

tion　is　important　fbr　low　sensitivity　to　DS8000．　Similarlち

the　presence　of　N　at　position　295　could　be　important　fbr

the　anti－HIV　activity　of　DS8000．　In　NMR50，丘ve　succes－

sive　amino　acids，　FNSTW，　were　deleted．　The　mutations

T248A　and　N443D　in　KMR　series　were　also　observed　in

passaged　wild－type　strain　KK－1／P26，　so　these　mutations

cannot　be　the　cause　of　resistance　to　mCDS71．

Discu55ion

The　appearance　of　drug－resistant　HIV－1　during　the　course

of　chemotherapy　is　the　largest　and　the　most　troublesome

problem和r　the　treatment　of　HIWAIDS．　We　have　per一

丘）rmed仇砿ro　experiments　to　generate　HI早1　strains

fes三stant　to　mCDS71　and　to　analyse　the　mutatlons　respon－

sible五）r　the　acquisition　of　resistance　to　it．　It　became　evi－

dent　that　resistance　to　mCDS71　could　be　induced　by

successive　iη仇物cultures　with　a　gradual　increase　in　the

concentration　of　the　compound．　The　reason　why　resistant

strains　ofNL432　could　not　easily　be　induced三s　not　known，

but　could　be　because　NL432　was　derWed　f｝om　cloned

DNA　whereas　KK－1　and　AO18　were　composed　of　quasi一
　　　　　の

specles・

　　Dextran　sulphate　is　known　as　an　anti－HIV　compound

and　it　inhibits　adsorption　ofthe　virus　to　the　cells　with　con－

c・mitant　apPearance・f　virus　resistant　t・the　c・mp・und

（Est6ε≠砿，1997）．　HIV4　strains　resistant　to　DS8000　could

also　be三nduced　in　this　laborator〕呂Since　clinical三solates　of

KK－1　and　AO18were　already　not　particularly　susceptible　to

DS8000，　we　tried　to　obtain　DS8000－resistant　NL432．　As

shown　in　Table　2，　there　was　cross－resistance　between

mCDS71　and　DS8000．　Bicyclam（De　Clercqε劫∠，1992），

amacrocyclic　polyamine，　also　induces　HIV－1　cross－resis－

tance　to　bicyclam　and　DS5000（De　Vreeseε’αZ，1996a）

and　is㎞own　as　an　inhibitor　of　the　early　steps　of　infヒction，

that　is　to　say　adsorption　and／or　membrane　fUsion（De

Vfeese　6〃Z，1996a）．　The　presence　of　similar　mutations　in

V3　regions　of　HIV－1　resistant　to　mCDS71，　DS80000r

bicyclam　is　of　interest，　although　we　admit　bicyclam　inter一
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Table　3．　Changes　of　net　charge　in　V3　and　V4100ps

and　CD4　binding　domains

Net　charge

Strain V3100P V4100p CD4　binding　domain

NL4321Wt★

NMR50†
KK－1／wt

KMR100
AO18∧航
AMR100

9
9
7
7
’
0
’
0

十

十

十

十
十
十

3
3
2
3
2
2

一
　
一
　
一
　
一
　
一
　
一

＋2

＋1

＋3

＋3

＋4

＋3

★Wild－type　of　NL432．

NL432（apable　of　growing　in　50四1ml　of　mCDS71．

acts　with　CXCR4（Scholsβ’α∠，1997）and　mCDS71

inhibits　both　T－and　M－troplc　viruses（H　Mori，　T　Otake，　I

Oishi＆TKurimura，　unpublished　results）．　By　iη▽ξ肋

assay（Moriyaε〃Z，1993），　as　weU　as　PCR（data　not

shown），　mCDS71　inh三bits　reverse　transcriptase　activity

mCDS71　can　bind　to　nucleic　acids，　both　DNA　and　RNA，

in　a　non－specific　manner　and　this　binding　can三nhibit

reverse　transcription，　transcription　and　DNA　polymerase

activity　Since　the　molecular　weight　of　mCDS71（approxi－

mately　3200）is　not　small　enough　to　be　introduced丘eely

into　the　cel1，　inhibition　of　these　steps　by　this　compound　is

not　likely　to　occur　iηむ元ηo。

　　7b　analyse　the　target　site　of　mCDS71，　nucleotide

sequences　corresponding　to　the　V3　region　through　to　the　C

terminus　of　gp120　were　analysed．　Unexpectedl｝～we　c卯1d

not丘nd　any　unique　mutations　common　to　a皿three

mCDS71－resistant　strains．There　were　five　successive　dele一

tions（amino　acids　366－370）in　the　middle　of　the　V4

domain　in　NMR50．　This　deletion　of　amino　acids　FNSTW

was　also　shown　in　HIV－1（NL4－3）resistant　to　bicyclam

（De　Weeseε’4乙，1996b）．W遥d一触e　AO18　has　a　deletion　of

three　amino　acids（366－368）be五）re　cult三vation　in　the　pres－

ence　of　mCDS71　and　this　might　be　the　cause　of　relative

resistance　of　AO18／wt　to　the　compound．　The　presence　of

the　N369T　mutation　in　KMR50　and　KMR100　also　indi－

cates　the　importance　of　this　region　fbr　resistance，　alth皿gh

there　might　be　another　possibilit芳namely　that　NL4－3

could　have　sim丑ar　deletion　mutations　in　the　presence　of

any　kind　of　anti－HIV　substance．　There　were　many　com－

mon　mutation　sites　between　NMR50　and　bicyclam寸esis－

tant　NL4－3，　including　R274£S276R，　Q280H，　N295H，

A299T　P388L　and　V4581，　but　these　mutations　were　not

fbund　in　KMR1000r　AMR100．　Figure　4　shows　an　the

mutation　sites　in　the　context　of　the　V3　and　V4　domains，

which　are　composed　ofloop　structures　between　disulphide－

bonded　cysteine　residues．　Most　of　the　mutations　were

observed　inside　the　V30r　V4　domains　or　near　the　disul－

phide　bonds　of　the　loops．　The　mutations　causing　stmctur－

al　changes　of　these　loops　might　lead　to　resistance．　These

results　indicate　that　the　ta㎎et　site　of　mCDS71　is　relative－

1y　widely　distributed　on　the　viral　gp120．

　　Since　the　V3　domain　is　positively　charged，　it　is　conceiv－

able　that　polyanionic　compounds，　such　as　mCDS71　and

DS，　can　bind　to　it．　A　change　in　the　electric　charge　of　the

V3　domain　was　not　observed，　but　a　slight　reduction　ofpos－

itivity　was　observed　in　V4　and　the　CD4　binding　domain

Figure　4．　Diagram　of　presumed　secondary　stru（tures　of　a　part　of　gp120　in　mCDS71－resistant　virus
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The　s（heme　of　Leonard　ef　a’．（1990）was　used　to　determine　the　secondary　structure　of　the　gp120　V3｛50f　mCDS71・resistant　5train5．　Positions

of　amino　a（id　mutations　are　represented　as　shaded　circles．　Deletions　in　the　V4100p　in　NMR50　are　indicated　by　dashes．
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HMori　efa’．

（Table　3）which　could，　in　part，　be　the　cause　of　resistance．

Tb　elucidate　the　exact　target　s三te（s）of　mCDS71，　fUr亡her

an4yses　are　in　progress・

　　　Although　mCDS71　can　be　absorbed　a丘er　oral　adminis－

tration　in　animal　experiments　and　exhibits　a負irly　long

h証一nfεof　4　h，　the　absorption　rate玉s　not　h輌gh　enough　fbr

clinical　use　if　administered　ora晦The　topical　use　of

mCDS71　as　a　vaginal　pessary　shows　promise　because　this

c・mp・und輌nhibits亡ransmissi・n・仕ee　in丘cti・us　viri・ns

t・the　ceUs　as　well　as　ceU－t・－cell　transmissi・n．　L・w　cyt・－

toxicity　and　relatively　low　absorption　rate　may丘vour　this

method　of　de玉ivery

　　Staf長）rd　”α乙　（1997）　reported　that　dextrin　suh）hate

（D2S）（McClure鋤Z，1991，1992）can　be　used　vaginally

without　disturbing　the　fhnction　of　the　vaginai　epithelial

cens　and　norm泊bacteri証且ora．　We　can　expect　that　the

HIWI　inhibitory　activity　ofmCDS71　is　equal　to　D2S，　and

so　the　topical　use　of　mCDS71　should　be　considered．

Besides　anti－HIV4　actlvlt乃mCDS71　inhibits　the　replica－

tion　of　HSV4　and　HSV二2　in　Vero　ceUs．　However，　it

requires　a　concentration　of　20－150μg／mL

　　When　mCDS71　is　adm三nis亡ered　topica11乃contact

between　the　drug　and　virus　is五）r　a　short　duration　and　this

will　prevent　the　appearance　of　drug－resistant　HIV4．

Combined　use　ofcondoms　and　mCDS71　as　a　vaginal　pes－

sary　may　enable　us　to　control　heterosexual　transmission　of

HIV　especiaUy　in　developing　countries．
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Potent　Inhibitory　Effect　of　a　Series　of　Modified

Cyclodextrin　Sulfates（mCDS）011　tlle　Replication
of　HIV－1　in　Vitm

　　Accordhlg　to　the　urgent　demand　fbr　all　effbctive　and　safb

agent　fbr　acquired　immunodeficiency　syndrome（AIDS），
there　are　numerous　compounds　in　development　with　in－

dividual　action　mechanisms　against　the　causative　human

immunodeficiency　virus（HIV）of　AIDS．1　Among　them，
polysulfated　compounds，　such　as　dextran　sulfate（DS），

pentosan　polysulfate（HOE／BAY’946），　etc．，2　are　some　of

the　most　potent　and　selective　inhibitors　of　HIV　type　l　and

2in　vitro　through　blocking　the　viral　adsorption　to　cell

membrane　and　cell　fusion（syncytium　fOrmation）．　How－
ever，　the　effbctiveness　in　vivo　has　not　been　clarified　as　yet3

because　of　their　poor　absorbability，　owing　to　the　large

molecular　size　and　unfavorable　anticoagulant　activity　of

blood．

　　To　overcome　these　problems　and　to　get　a　clue　to　rational

drug　design　based　on　a　structure－activity　relationships，

it　is　necessary　to　simplify　the　molecular　structure　to　a

moderate　size　and　a　more　rigid　skeleton，　because　most　of

the　polyanionic　agents　with　high　activity　that　have　been

reported　so　far　have　a　long－chained　main　ffame，　a　large

molecular　weight（more　than　5000　Da），　and　a　high　density

of　sulfate　groups．部4　Therefbre　to　begin　with，　we　studied

and　reported　previously5　that　cyclodextrin　sulfates（CDS）6

which　are　constructed　with　a　doughnut－like　cyclodextrin

frame（CD，　Figure　la），　and　with　a　pair　of　anionic　circular

moieties　as　shown　in　Figure　lb，　have　effbctive　anti－HIV－1

activities．　The　activity　of　CDS　increased　fromα一toγ一

（1）（a）De　Clercq，　E．　Treπd8　Pんαrmαcol．8c‘．1990，11，198－205．

　　　（b）Mit8uya，　H．；Yarchαm，　R．；Broder，　S．　Mol㏄ular　target8　fbr

　　　AIDS　therapy．8c輌eπcθ1990，248，1533－1543．

（2）（a）Ito，　M．；Baba，　M；Sato，　A．；Pauwels，　R．；De　Clercq，　E．；

　　　Shigeta，　S．　Inhibitory　effどct　of　dextran　sulfate　and　heparin　on

　　　the　replication　of．human　immunodeficiency　virus（HIV）in
　　　vitro．ノ1πε初irαε．　Res．1987，7，36仁367．（b）Biesert，　L．；Su－

　　　hartono，　H．；Winkler，1．；Meichsner，　C．；Helsberg，　M．；Hewlett，

　　　G．；Iq㎞etzek，　V．；M6狙㎎，　K；Sch1㎜壌rger，　H．　D、；Schrinner，

　　　E．；Brede，　H．　D．；RUbs㎜en－W．　H．　Inhibition　of　HIV　and　virus

　　　replication　by　polysulphated　polyxylan：HOE／BAY　946，　a　new

　　　antiviral　colnpound．　AωS　1988，2，449－457．（c）Hatanaka，　K．；

　　　Yoshida，　T．；Uryu，　T．；Yoshida，0．；Nakashima，　H．；Yamamoto，

　　　N．；Mimura，　T．；Kaneko，　Y．　Synthesis　of　an　inhibitor　of　human

　　　immunodeficiency　virus　infection．」μ．」．　Cαηcer　Res．1989，

　　　80，95－98．（d）Otake，　T．；Miyano，　K．；Mori，　H；Kanai，　M．；

　　　Ueba，　N．；Kunita，　N．；Kurimura，　T．　In　vitro　anti・HIV　activity

　　　of　sulfated　amphotericin　B．　AIDS　l989，3，855．（e）Hiraba－

　　　yashi，　K．；Iwata，　S．；Ito，　M．；Shigeta，　S．；Narui，　T．；Mori，　T．；

　　　Shibata，　S．　Cんeη1．　Pんαrπ2．　Bμ〃．1989，37，2410－2412．（f）Baba，

　　　M．；Schols，　D．；De　Clercq，且；Pauwels，　R．；Nagy，　M．；Gy6rgi－E．

　　　J．；L6w，　M．；G6r6g，　S．　Novel　su∬ated　polymers　as　highly　potent

　　　and　selective　inhibitors　of　human　immunodeficiency　virus

　　　replication　and　giant　cell　fbrmation．　Aπε↓励crob．・48eπZs

　　　Cんθη膓o仇er．1990，34，134－138．（g）Kaneko，　Y．；Yoshida，0．；

　　　Nakagawa，　R．；Yoshida，　T、；Date，　M．；Ogihara，　S．；Shoya，　S．；

　　　Mat8uzawa，　Y．；Nagashima，　N．；Irie，　Y．；Mimura，　T．；Shinkai，

　　　H．；Yasuda，　N．；Mat8uzaki，　K．；Uryu，　T．；Y㎜amoto，　N．　In－

　　　hibition　of　HIV－1　infbctivity　with　curdlan　sulfate　in　vitro．

　　　Biocん励．　P九α仇αcolo8y　l990，39，793－797．（h）Itoh，　W．；Su－

　　　gawara，1．；K三mura，　S．；Tabata，　K．；Hirata，　A．；K（りima，　T．；

　　　Mori，　S．；Shimada，　K．　Immunopharmacological　study　of　suL

　　　飴ted　schizophyllan（SPG）1．　Its　action　a8　a　mitogen　and

　　　anti・HIV　agent．∫励．」．∫mmμπoρんαrrηαc．1990，12，225－233．

（3）（a）Abram8，　D．1．；Kuno，　Sl；Wong，　R．；Jeffords，　K．；Nash，　M．；

　　　Molaghan，　J．　B．；Gorter，　R．；Ueno，　R．　Oral　dextran　sulfate

　　　（UAOO1）in　the　treatment　of　the　acquired　immunodeficiency

　　　8yndrome（AIDS）and　AIDS・related　complex．　Aπη．∫耐erπ．

　　　Mεd．1989，110，183－188．（b）Lorentsen，　K．　J．；Hendrix，　C．　W．；

　　　Komhauser，　D．　M；Petty，　B．　G．；Klecker，　R．　W．；Flexner，　C，；

　　　Eckel，　R．　H．；Lietman，　P．　S．　Dextran　suぬte　is　poorly　absorbed

　　　after　oral　administration．　Aηη．∫砿em．　Med．1989，111，

　　　561－566．

derivatives　along　with　an　increase　of　the　constructed　glu－

cose　unit．　In　addition　to　this，　partially　chlorinated　cy－

clodextrin　phosphate（CDP）while　it　was　somewhat　cyto－
toxic，　showed　anti－HIV－1　activity　and　lower　anticoagulant

activity　than　DS　and　CDS．

　　Here，　we　wish　to　report　the　fUrther　investigation　of　the

separation　of　the　anti－HIV　and　anticoagulant　activities　and

the　improvement　of　the　absorbability　in　the　gut　by　the

introduction　of　hydrophobic　substituents（XR）to　one　of

the　anionic　moiety　of　CDS　as　illustrated　in　Figure　lc．

More　than　50　modifiedβ一cyclodextrin　sulfates（mCDS）
having　various　sulfbnate，　su1丘de，　and　amino　groups　on　the

6－position　of　the　cyclodextrin　skeleton　were　synthesized

according　to　the　method　as　shown　in　Scheme　I．　The

6－position　hydroxyl　groups　ofβ一cyclodextrin　were　selec．

tively　mesitylenesulfbnated　to　6・0－mesitylenesulfonylated
β一cyclodextrins（1）。7　The　sulf6nyl　groups　of　I　were　sub－

stituted　for　sulfide　or　amino　groups　to　6－deoxy’6－thio　or

6－amino－6deoxyβ一cyclodextrins（II　or　III）by　a　reaction

with　thiols　or　amines，　respectively．　The　hydroxy　groups

of　these　modifiedβ一cyclodextrins（1－III）were　sulfated　by

sulfur　trioxide－pyridine　complex　in　pyridine　solution　to

the　coπesponding　mCDS．8111　the　case　of　I，　a　partial　re－

placement　of　the　sulfbnyl　group　to　a　quaternary　pyridi－

nium　group　occurred．　The　mCDSs　thus　fbrmed　were
screened　by　the　anti－HIV－1　activity，　anticoag血ant　activity，

and　also　cytotoxicity．　All　of　the　representative　mCDSs（3，

11，38）bearing　dif企rent　hydrophobic　substituents　showed

superior　results　to　the　positive　controls［CDS，　CDP，　and

DS，杣s民d　in　the　Table　I（col㎜ns　HIV－1；LAV－1／MT－4，

APTT，　and　cytotox）】．　Thus，　the　advantage　of　the　intro－

duction　of　hydrophobic　moieties　to　the　mCDS　was　clearly

revealed　in　the　potentiated　anti－HIV－1　activity　and　the

reduced　unfavorable　anticoagulant　activity．

（4）（a）H輌，N．　R．；John8，　D．　G．；Mi栖uya，　H．　P㎞acokmetic

　　　analysis　of　dextran　sulfαte　in　rats　as　pertains　to　its　clinicaI

　　　usefulness　fbr　therapy　of　HIV　infection．　AIDS　Re＆Hμ1η．
　　　Reεrouirμses　l990，6，805－812．（b）Baba，　M。；Schols，　D．；Pau・

　　　wels，　R．；Naka8hima，　H．；De　Clercq，　E．　Sulfated　poly－

　　　saccharides　as　potent　illhibitors　of　HIV－induced　syncytium

　　　formation：Anew　strategy　towards　AIDS　chemotherapy．」．
　　　A∫DS　1990，3，493－499．（c）Monte60ri，　D．　C．；Robhlson，　W．　E．；

　　　Modliszewski，　A．；Rowland，　J．　M；Schuffman，　S．　S．；Mitchell，

　　　W．M．　Dif佃ential　inhibition　of　HIV－1　cell　binding　and　HIV－1

　　　induced　syncytium　f6rmation　by　low　molecular　weight　suぬted

　　　polysaccharides．　J　Aη琵m輌crob．　Cんεη10仇er．1990，25，313－318．

（5）（a）Tosa，　T．；Matsumoto，　K．；Moriya，　T．；Kondo，．K．；Kurita，

　　　H．；Ueba，　N．；Otake，　T．；Mori，　H．；Morimoto，　M．；Miyano，　K．

　　　Eizu　Iyakuhin　Kaihatu　Kenkyu　Houkoku（Research　and　De・

　　　velopment　Study　Report　of　Agents　fbr　AJ．D．S．）Japan　Health

　　　Sciences　Foundation：　Tokyo，　Japan，1989；pp　89－93．　（1））

　　　Otake，　T．；Mori，　H．；Morimoto，　M．；Ueba，　N．；Kunita，　N．；

　　　Moriya，　T．；Kurita，　H．；Mat8ulnoto，　K．　Inhibitory　activity　of

　　　cyclodextrin　suぬte　and　phosphate　on　the　replication　of　HIV－1

　　　in　vitro．　The　Society　of　Japanese　Virologists，37th　meetmg，

　　　Osaka，　Japan，　Nov，1989；Paper　150，　p　94．

（6）Anand，　R．；Nayyar，　S．；Pitha，　J．　The　sulfated　sugar　alpha・

　　　cyclodextrin　sulfate（A－CDS）is　a　potent　anti－HIV　agent，　has

　　　marked　synergism　with　AZT，　and　exhibit81ymphoprolifbrative

　　　activity．6th　Int．　Conf．　AIDS，　San　Francisco，　CA，　June，1990；

　　　1，p178，　Th．　A．235．

（7）Heptakis（6－0－mesitylenesulfbnyl）一β一cyclodextrin（1；m＝7，π

　　　＝0）was　prepared　according　to　a　previous　report：Tsujihara，

　　　K．；Kurita，　H．；Kawazu，　M．　B山．　C九em．　Soc．」ρη．1977，50，

　　　1567－1571．　Partially　6－0－mesitylenesulfbnylatedβ一cyclo－

　　　dextrins（1；m＝1－4，η＝3－6）were　similarly　synthesized　and

　　　purified　by　CHP－20（a　high－polaHesin　supplied　by　Mitsubishi

　　　Kasei　Co．，　Ltd．）column　chromatography　with　aqueous　meth・

　　　anol　u8ed　as　an　eluent　and　obtained　as　mixtures　of　regioisom・

　　　　ロコ

（8）The　number　of　8ulfate　groups　was　calculated　from　the　ele－

　　　mental　analy8is．
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Figure　l．　Side　and　top　views　ofβ一cyclodextrin（a）andβ一cyclodextrin　sulfate（b）molecuIes　illustrated　as　a　space　field　modeL　The

color　of　the　baUs　indicates　the　kind　of　atoms：white，　hydrogen；gray，　carbon；red，　oxygen；yeUow，　sulfuL　Part　c　shows　illustrative　struct1皿es

of　theβ一cyclodextrin　sulfate　molecule　which　was　modified　with　hydrophobic　substituents（X－R），

Figure　2．　Computer　graphics　image　of　the　one　of　the　isomers

of　the　mCDS　l　l　molecule　constructed　hy　the　X－ray　crystallo－

graphic　data　ofβ一cyclodextrin　and　the　SYBIL　fragment　library．

The　red　dotted　regions　represent　the　surface　of　the　anionic　part

of　the　molecule　and　the　others　are　the　hydrophobic　parts．

　The　most　potent　compound，　mCDS　11，　having　three
benzylthio　substituents　exhibited　the　anti－HIV－1　activity

on　the　HIV－1LAv－1－induced　cytopathic　effect（CPE）in
MT－4　cells　at　O．98μg／mL（Table　I，　column　LAV－1／MT－4），

inhibition　of　syncytia　formation（G－cell）in　a　coculture

system　of　MOLT－4　with　persistently・HIV－1LAv－1－infected

MOLT－4　cells　at　1．4μg／mL　or　with　persistently　HIV－

2GH，1－infected　MOLT－4　cells　at　L7μg／mL，　and　anticoag－

ulant　activity　expressed　by　duplication　of　the　activated

partial　antithrombin　time（APTT）at　7．0μg／mL．　It　is
notable　that　the　inhibitory　activity　of　mCDS　l　l　is　very

strong　in　the　syncytium　fbrmation　in　both　the　HIV－1　and

HIV－2　infected　cells．　The　cytotoxicity　of　mCDS　l　l　was

above　1000μg／mL，　while　the　inhibition　of　reverse　tran－

scriptase　activity（RT）was　rather　weak，630μg／mL。

　　It　is　surmised　that　the　conventional　assay　system　for

anti－HIV－1　activity　using　a　combination　of　the　strain

LAV－1　which　has　been　cultured　for　a　long　time　in　labo－

ratories　and　the　targeted　MT－4　cens　carrying　HTLV－I　does

not　reflect　the　natural　infection　in　human　body．　Therefbre，

we　designed　an　assay　system　using　freshly　isolated　HIV－1

strains（KK－1AIDs　isolated　from　an　AIDS　patient　and
KK－5Ac　from　an　asymptomatic　virus　carrier）and　periph－

eral　blood　mononuclear　cells（PBMC）from　a　healthy　do－

nor．　After　preincubation　of　the　PHA－stimulated　PBMC
with　the　either　strain　of　HIV－1　for　3　h，　mCDS　effbctively

inhibited　the　replications　of　the　HIV－1，　while　DS　was　in－

effective（Table　I，　column　KK－1AIDs／PBMC　and　KK－

5Ac／PBMC）．　This　remarkable　dif飴rence　between　mCDS
and　DS　was　also　observed　in　an　assay　system　which　used

acombination　of　HIV－1（strain　KK－1AIDs）and　MT－4　cells．

Thus，　the　main　factor　which　caused　the　differences　was

not　due　to　the　cell　lines　but　due　to　the　virus　strains．

Contrary　to　this，　when　the　test　compounds　were　presented

at　the　initial　infection　period，　both　mCDS　l　l　and　DS

inhibited　the　replication　completely（Table　I，　column

KK－1AIDs／PBMC，　data　in　parentheses）．

　　From　the　foregoing　facts，　the　main　action　mechanisms

of　mCDS　suggest　that　mCDS　does　not　only　inhibit　the
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Scheme　I．　Synthe8i80f　Modi負ed　Cyclodextrin　Sulfate8（mCDS）
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Table　I．　Antico㎎ulant　Activity　and　Inhibitory　E餓ハct　of　mCDS　on　HIV－1　Replication，　Rever8e　Tran8cripta8e，　Giant　CeU　Fomation，　and

Cell　Viability

HIV－1 G・cellε

compd abbreviated　fbrmula°

LAV－16　KK－1Ams6　KK－1Ams°　KK・5Acc

MT－4　　MT－4　　PBMC　　PBMC RTd
HIV－ILAV、1　HIV－2GH．1

MOLT－4　MOLT・4　APTT「cytotoぜ

mCDS　3

mCDS　11

mCDS　38
CDS
CDP
DS

β一CD（OSO2PhMe3HSO3K）16－
　　（SO3－）（Py＋）

β・CD（SCH2Ph）3（SO3K）16

β・CD（NHPh－4－OMe）7（SO3Na）12

β一CD（SO3K）14

β・CD（PO3HK）8Cl5

（8000，SIGMA）

L95

0．98

0．98

31．20

31．20

3．90

62．5

1．95

31．2

125
40
500

382

　6．5

（0．60）

86
330

＞500
　　（1．52）

180

19．6

72．5

500

＞1000

630

　　706

＞1000
　　200

＞1000

42．0

L4

5
0

コ
　
　
　
ロ

’0
0　
6
9．9

64．4

1．7

40．2

519

172

4．15

7．00

4．30

2．83

47．20

3．30

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000
＞1000

＞1000

　　゜mCDS　3：　Pota88ium　6・deoxy・6’・0－（mesitylenes1』fbnyD－6－pyridinio一β一cyclodextrin　heptadecasulf已te．　mCDS　l　l：　Pota88ium垣8（6・

benzylthio－6－deoxy）・β・cyclodext血hexadeca8ulfate．　mCDS　38：Sodium　heptakis【6－deoxy－6－（4－methoxyanilino）・β・cyclodextrin．6The　min・

imum　concentration　fbr　complete　inhibition　of　HIV－1　induced　CPE　in　MT－4　cells（ICloo）：MT－4　cells　were　infected　with　O．001　TCm50

（determined　by　MT－4　celkハon　day　5　after　infection）of　HIV・1（strain　LAV－10r　KK－1A鵬fゴom　patient）per　cell　fbr　l　h　and　nonadsorbed　v㎞

wa8　removed　by　wa8hing．　After　5　days　of　incubation　with　variou8　concentrations（12　do8e8，0．49－1000μg／mL）of　the　te8t　compound，　the

number　of　viable　ceU8　in　both　the　HIV－1　and　m㏄k－infected　cell　cultures　was　determined　by　trypan　blue　staining．　c　Inhibition　of　HIV・1

replication　in　peripheral　blood　mononuclear　cell8（PBMC）is　expre8sed　as　the　inhibitory　concentration，　which　reduces　by　50％the　RT

ac伽ity　of　the　culture　superna㎞t（IC50）：PBMC　obt㎞ed　by　the　Ficoll－Hypaque　technique　ffom　healtby　donor　were　stimulated　with　O．1％

phytohelnagglutinin（PHA，　DifCo）fbr　3　days．　The　PBMC　and　freshly　isolated　HIV－1（strain　KK－1㎜or　KK－5Ac加m　an　a8ymptomatic
viru8　caπier）were　incubated　fbr　3　h　with　or　without　the　test　compounds．　After　removal　of　nonadsorbed　virus　by　wa8hing，　HIV・1　infected

or　m㏄k－infected　PBMC　wa8　cultured　in　the　presence　of　200　unit／mL　recombinant　interleukin－2（Shionogi　Laboratorie8）and　the　test

compound80f　various　concentration8（6　doses，0．49－500μg／mL）fbr　6　day8．　Half　of　the　cen8　and　culture　medium　were　then　removed　and　the

remaining　half　was　further　in斑bated　with　the　same　concentration80f　the　compound8　and　the　PHA・stimulated　fre8h　PBMC　in　ffe8b　me・
dium　fCr　4　day8．　HIV・1　reverse　tran8cripta8e（RT）activity　of　each．culture　supematant　was　evaluated　by　the　method　of　Lee　et　al．14　with

poly（rA）oligo（dT）used　a8　the　template　primeL　Mean　RT　activity（cpm）of　the　positive　control（not　treated　with　compound）wa8　L2×106

cpm，　alld　the　negative　control（not　expo8ed　to　HIV－1　and　not　treated　with　compo㎜d）was　1．1×104　cpm．　The　values　in　parenthe8e8　were

obtained　when　the　test　compound8　were　pre8ellted　at　the　initial　infbction　period．　d　The　IC50　fbr　inhibitory　effect　on　reverse　tr8m8cripta8e　of

HIV－1：The　direct　eff㏄t　of　the　compounds　on　cell－fξee　RT　activity　of　HIV－1（LAV・1）wa8　detemined　with　poly（rA）oligo（dT）a8　the　template

primer，　a8　de8cribed　by　Lee　et　al．14°Suppres8ive　effbct　on　giant－cell　fbrmation：By　fbUowing　a　modi6ed　method　de8cribed　by　Naka8hima

et　aL，15　MOLT・4　and　MOLT－4／HIV・1uv．10r　MOLT－4／HIV・2GH．1　cells　were　lnixed　at　a　ratio　of　1：1（total　cell　number　of　5×106　ceU8／mL）

and　the　mixture　wa8　cultured㊤r　24　h　with　the　medium　containing　the　te8t　compo㎜d8．　The　number　of　viable　cel18　was　co㎜ted　by　the

trypan　blue　exclu8ion　method，　and　the　fu8ion　index（FI）wa8　calculated　a8　fbUow8：FI＝1－【no．　of　celk｝in　te8t　well（MOLT－4十MOLT・
41HIV－10r　2）】／【no．　of　cells　in　control（MOLT・4　cells）】．∫Anticoagulation　effectl　zuchker’8　activated　partial　thromboplastin　time（APTr）

method16　wa8　u8ed．　The　value　is　indicated　by　the　concentration（μg／mL）required　to　obtain　2－fbld　APTT．8Minimum　concentration

（μg／mL）fbr　appearance　of　MT・4　cell　toxicity　after　5　days　of　incubation　with　the　test　compound．　All　data　repre8ent　median　value80f　20r

3experiments．

initial　ad80rption　of　HrV　to　the　target　cells　and　cell　to　cell

infections，1ike　DS，　but　it　also　has　an　additiollal　effect．

Thi8　additional　effbct　might　play　a　significallt　role　in　in・

hibiting　the　replication　of　the　fre8hly　isolated　HIV－1

8trains．　The　structure　of　mCDS　l　l　is　unique　in　having　a

hydrophobic　cavity　suπounded　by　a　cloudy　ring　of
8warmed　anionic　suぬte　groups　and　lipoph血c　substituellt8

which　are　like　tentacles，　a8　illustrated　ill　the　image　of　the

molecule　in　Figure　2．　It　is　conceivable　that　the　cavity　and

the　tentacles　include　either　the　nonpolar　binding　site　on

gp・1200r　CD・4　such　a8　Phe鋤on　the　epitopeβof　gp－120，9

Trp4320n　gp－120　fbr　CD4　binding，10　and　Phe430n　the　do－

main　DI　of　CD4　molecule．11

　　From　the　viewpoint　of　therapy，　conservation　of　the　po－

tent　anti－HIV　activity　in・vivo　and　oral　absorbability　were

the　most　important　problems　that　preceded　developing
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polysulfated　compo皿ds　such　as　the　DS　and　HOE／
BAY946．3・4a・12　Effbctiveness　of　oral　adlninistration’of

mCDS　l　l　was　suggested血om　the　fOllowing　ex　vivo　te8t．

The　HIV－ILAv．1一口1du㏄d　CPE㎞MT4㏄118　was　oolnp缶tely

inhibited　by　50・and　160－fOld　diluted　plasma　which　were

prepared　2　h　a銑er　giving　l　and　2　g／㎏per　o80f　mCDS　l　l

to　male　rats，　respectively．　On　the　basis　of　this　re8ult，　the

hydrophobic　benzylthio　groups，　rigid　cyclic　skeleton，　and

the　relatively　sma皿mol㏄ular　size130f　mCDS　l　l　are　being

considered　to　facilitate　the　penetration　to　the　intestinaI

membralle　and　prevent　the　hydrolytic　destruction　of　the

mol㏄ule　in　body．

　　The　acute　toxicity　of　mCDS　l　l　wa8　not　observed　at　3

9／kg　Per　os　ill　mice．

　　The　elucidation　and　characterization　of　the　action

mechanislns　of　mCDS　and　selection　of　the　most　suitable

candidate　fbr　the　treatment　of　AIDS　patients　and　as－

ymptomatic　viru8　carrier8　are　still　ill　progress．

（9）（a）Ru8he，」．　R．；Javaherian，　K；McDona1，　C．；Petro，　J．；Lynn，

　　　D．L；Grimaila，　R．；Langloi8，　A．；Gallo，　R．　C、；Arthur，　L．0．；
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　　　viru8一口1fected　cens　bind　a　24－ammo　acid　8equence　of　the　viral

　　　envelope，　gp120．　片oc．ハ伍¢L　Acαd．　Scj．σ．S．A．1988，85，
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　　　re8earch　on　trypt品e8岨d　endogenous　trypta8e　mhibitors．
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　The　pandemic　ofacqu口ed㎞unodeficiency　synd止ome
（AmS）i8　cont血uing　to　expand　woτldwide　at　an　exp（ヶ

nen岨7ate，　a8　a8exu811ytran8mitted　disease．　Numerous

oompound8　with　va亘ou8　m㏄hani鍋随of　action　aga並19t　tlle

causative　hu㎜㎞unodeficiency　v㎞8（HIV）ofAIDSl
are　lmdeτdevelopm印t，　but　at　pre8ent　tlle　o垣y　d㎎g

approved　by　the　US　FDA　fbr　the　trea㎞ent　of　AmS　are

nudeo8ide　derivative8：3’・azid《＞3’・deoxyth㎞d血e（A2π），

2’，3’・dideoxy桓08口1e　（DDI），　aロd　2’，3’－dideoxyq昨id桓e

ΦDC）．　Altho㎎h　these　drug8　have　a　potent口止ibito】ヴ

activity　on　the　reveτ8e　tran8αiptase　of　HIV，8erious　8ide

effect80fΦe　drug8（e．9．　myelo8upPre88ion，　neuropathy，

孤dpancreat淑諭鎚d　the　emergen㏄of　d㎎一re8㎞t
8trains　of］㎜have　beeロreported．12

　Con8iderable　atteロ髄on拍c町rentbr　be迦fbcused　on
pdy8nionic　oompo皿d83that8howhighlypotent並由ibito取
activity　on　the　replication　of　HIV　iコL　vitro　becau8e　of　tlleir

8yne項8tic　activity4　with　the　nucleo8ide　drugs　and　thehi

耐i・肛Vac60n　med㎞tha施ent血elydiffefen憤om
伽toftlleロucleo8ide　d㎎，　i．e．，they　hlhibit　v蝕us　bind血19

to　the　ce皿membrane　resulting　in　the㎜ked　h面bition

of　cell　fU8ion（8ynq画um　fb】㎜tion）．　Among　the　polya－

nionic　compounds，8血ated　poly8accharide8　such　a8　dex一

匂8n　8u∬ateΦS），　pento8an　8画ate（HOE／BAY・946），

culdran　8uぬte，孤d　others，　have　been㎞ve8t㎏ated　mo6t

actively　a8　poten制1y　useful　agents　fbr　the　treatment　of

AIDS．　However，　t力e姪efbctiveness口1　vivo　has　not　been

e8tabli8hed　8s　yet5　becau8e　of捷leir　poor　ab80rbabi五ty

owing　to　the近㎞ge　molecu㎞8ize，8ho式ha∬・U丘time桓
the　body　by　metaboHc　hydb！01y⑨lb，　and　unfavorable　anti－

ooagu㎞t　ac垣vity　m　blood．　Additiona皿y，　a　va亘ety　of

mode80f　action　of　the　8ulfated　polysacc㎞de8　have

τeoe頭y　been口opo8ed．6　Thi88㎎ge8t8　manifold　and
comphcated　iロteraction　of　v㎞and　talgeted　ce皿s，　and

8uch　va亘ety　oould　also　be鎚80dated　with　the　inde6nable

molecular託ructure88howing　broad　r鎚ges　of　lnolecu㎞

weight　and　undefiロed　numbers　of血e　sulfate　groups　and

the　8ulfated　po8ition8．

　bapreviou8　paper，7　we　pτopo8ed　a　80rt　of　guid口1g－☆ar

of　re8earch釦D　overoome　the　above　problems　fbr　develop－

ment　of　poly血onic　eompound8　as　oτa1耐i－HIV　agents．

Thus，　it　i8　neoe蜘ry　to　8imp碇y　the　mol㏄W　structure

　　典
　　過
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0022●2623！93！1836－1674＄04．（幻！0

　　　　mCDS11
胃■SO9（●rH．N㎏戚牢㎡805K●16

　F㎏阻怜L

　fbr　a　rational　d㎎de8㎏五ba8ed　on　8㎞ctu口㏄ivity
　re㎞ondUp8．　Additio凪1y，　do層m・8垣ngand　h1旋｝oducΦn

　of　Hpophi五cぽoup8　to　the　mol㏄ule　8hould㎞proVe　both

　ab⑧orbabilityinthe　gutandthe8ep鎚tion　of孤tioo㎎幽nt
　activity．　In　acoordance　with　the　guide，　we　8ynthe8滅a

　se亘es　of　mod近ed　cyclode】【垣n　8u雌ate8（C－6　mCDS8）with

　various　f㎞ctional　group80n　the　C－6　po8ition80f　the

　cy《止od輌（CD）㎞仏We　fblmd　ac8ndidate　c㎝polmd
　lnCDSllw垣ch　was　mod近ed　wit11血1ee　lbenzy1伽o　gmup8

　卵the血pophiUc　moiety，　alo㎎“柚16画onic　8u強蛎
　艀oups，　a88hown　Fig田e　1．　Enh鎚cement　of　anti・班V

　activity　and　8epamUon　of　the　defec伽e鋤ticoagu㎞t
　ac6vity　we2e　well　estabU8hed　in　mCDS11．．The　ab合o】ΦΦn

　of　mCDSIl　from　the　gut　wa800n血med　by　the　an亘・HIV

　ac6vity　of　the　p】asma　obt8血ed加mτat8　given　the

　◎ompound　peπ08．

　　　In　thi8　paper，　we　report　an　advanced　inve8tigatえon　of

　mCDS　and　a　new　candidate　mCDS71．　A螂e80f　C・2
　modi丘ed《汐dodex㎞8ulfates（C－2　mCDS）were　8ynth÷
　8滅h18tead　of　C　6　modi6ed　aロalo98　fbr　the　de▼elqp血eロt

　of　a　more　8at垣f己伽ry　har血1e8s　oral　anti・HrV　agent　with

　high　activity．　The　introdud戊on　of晦oph述c　8ubs6tu㎝t8

　to　the　C－2　po8ition　of　CD　wa8　c㎞ed　out　a㏄o】rdillg　to　the

　　metbod　of　Takeo　et　aL8　with　8Ught　modi6cation，　a8　Shown

　in　Scheme　I．　The　mo8t　reactive　8even（㌔6　hyd即oxyl　gτoup8

　0f　CD　weτe　pτot㏄ted　wi1白¢eπ一butyld血ne1血yk道y1（TBS）

　groups　befbre　mod近ca60n　of　the　C・2　po8ition　hydro】【yl

　groups．　The　result餌t　C・68∬yl　CD　de亘vaUveα）wa8
　　reacted　with　various　aU口1　haUde8，　u8迦abarium　oxide一

　㎞umhydr叫dem㎞浪a8ab鍋e　in血ethylfbma㎡de
　（DMF），　and　tlle　8∬yl　group80f　1膚1e　fbmed　68皿y1－2・

　a止ylated・Cydodex㎞de亘va伽e（II）were　then聡moved
　by　te仕abuty㎞onium　fluoride．　The　C・2’mod近ed
　　cydlodext血（111）thu壌obtained　was　8u雄ated　by　8u血P

　　trioxide－pyrid口1e　complex　蝕1　pyridi口e　to　afford　the

　objecUve　C－2　mCDS．　The　oompound　mCDS78，血whidl
　the　C－6　hydroxyl　group8　are　not　8雌ated，　was　prepared　by

　　d血Pect8u雄ation　ofll　and　by　8ucce88ive　deprotection　under

acidUc　oo口ditions．

　　　The　C・2　mCDS　tbug　prepared　wefe㏄r㏄ned血the　same

　way　a8τepor捷d　previou81y．7　A口亘・IIIV・1　ac6v三ty　which

　wa8　e8t迦ted　by　determ晦the　in1亘bi60n　of　the
　cytopathic　effbct（CPE）iロMT・4㏄皿8，　u8㎞g　two　8tra丘18

　0f　I、AV・1（a　we11・e8tabli8hed　cultured　8tra血口1　hbora叙〉

　亘es）and　KK－1仙s（a《血ically桓01ated　HIV・18缶血f士om

　aJapanese　AIDS　p就ient）；antiooag岨t　ac6vity　wa8
　　examkled桓hu㎜8e㎜，　and　q吻toxicity　wa8　hwe8・
　　tigated　in】Mrr・4　cells．

　　　T趾ee　oHbuτmCDS　oompound8　had　ro㎎hly　equal
　　mhibitoly　activity　ag蜘8tthe　two　strain80fHIV・1te8ted．

＠1993Ame亘c8n　Chemica1　Society
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Table　1．　Aロ憾ooagu山mt　Ac随vi叱y　and　h血ibitoryE飾痴gfxnCDS80ロHW●1　Replica踊oロand　Cen　To垣ci⑲

aロ6－HIV－16αC1αbμ9／】血L）

eompound【abbxeviated　fbmロ1d禽18 LAV・1 KK・1▲m8 APT苧（昭／mL） q吻1ゆxd㎝）5らμ9／mL）

mCDS711β・CD（阜0・CH2Ph）7（SOぷa）14］

mCDS77価CD（2・0・CH2Ph）3（SO㎡ζ）16】

mCDS78脹CD《2一αCH2Ph｝3（SOぱζ）g］
mCDS11【βCD（住S・CH2Ph）3（SO産【）16】

CDSほCD（SO8K）1a
DS【DS8000］

0．98

1．95

7．80

0．98

31．26

3．90

　0．98

　3．90

15．60

　1．95
125

鋤

14．8

▲0

1a5
7．1

28
3．3

　1000
＞1000

＞1000
＞1000

＞1000

＞1000

　8mCDS71：Te旋adec鰍xlium　hep幽（2・0・ben頭）・β㊨yclodex㎞tetロdeca8曲te．　mCDS77：Hexadeca80dium垣8（2・0・benzy1）・β・
cydodextrin　heばadec88曲te．　xnCIX§7＆　Noロa80dium匂晦8（多0●benZy1）’β醐ex励ロnona（2－aロd　3－8噛te）．1nCDSI1：Hexad㏄apota88ium
t由（6（beロ2ylthio）与deoxy）・ρcydode輌he】頃d㏄88uぬte．　CDS：Te偽d㏄apota88iu］mβ喝yclode輌tet斑deca8噛te．　DS：Dem飢8噛te
pu－f㎞m　S塘ロ鳩Chemical　Co．　P怜pared　f泌m　ave呼mo1㏄u㎞we汕t　of　8000．6丁胞e　m輌um　ooncen1虻ation　fbr　oomplete血血ibition
of　HIV－1－iユduoed　CPE㎞MT4　cdbσCloo）：MT－406n8　weτe　h面＝wi砧0．001　TC皿垢o（dete頑ed　by　MT4　ce皿80n　d8y　5　afb賞泌ピ60n）

⑲ロHIV・1（8☆血LAV－10r　KK’1▲ms，　a輌d血亘ca皿y栖01ated　f㎞m　an　AIDS　1頑eロt）per　oe∬fbr　l　L　and　no鵬d801bed▼血u8　wa8τ貿noved

by　wa輌．　Af捷τ5day80f　iロ■ubatioロwith▼ariou頃ooocen旋ation8（12　d《鳩e8，0．49－1000μ9／己）of　the　te8t　compound，　the　numbeτof　viable

ceU8泌both　the　HIV・1－8ロd　mock．iコ£bcぬd　oe皿cultu鵬8　w88　deteロロiロed　by輌blue　gt8泊血培．　e　Antiooagulation　e錨ec七Zuchker’8　a《煩▼ated

pa醐th㎜boPla就in㎞e（APT¶）xDethodll　wa8　u8ed◆The　value誌泌dicated　by　the　coロceロtration（μ9／ml、）requ滅to　obta桓2・fOld　APTT．

dM江血加m　con◎e江匂a溢o泊（㎎∫血D　fol　app敏飽ce　ofMT4　ce皿1的ぱid切a伝5d8y8σf　incuba6㎝wi1㊤出e　1滅oompoun乱A皿data㏄p1鳩8eロt

med㎞▼alue80f伽oα田己e　e獅血㎝t＆

Scheme　I．　Syロthe8i80f　2－0・Mα1血edβ・Cy《湛ode㎜Sulfate8

　　　　　オリひくニロ

β・CD　→

　　TBS

　　O

OH

　　OH 7

　　（1）

TBS　5　e8■M●2Si

OH H
0
OH OH
0
OR OH ．1n

　　（nl）　　　　　・＝為入7

R＝　■・C3H7，ロ・C5H11，■．C8H”・CH2零CH・C田2，

　　E8・CH＝CH・C識抑h足H為4仁F・劉h・CH為

　　3£ト性CH烏4M●P㊤・CH2

R．x

　800●●●（OH）2

　　i笛DMF

　　■oゴ吟’P獅四

A巫mCDS　compound8　had　enhan㏄d　potency　when
◎ompared　to　CDS・The8e血1ding88旋ongly　8㎎ge8t　that

the　introduction　of五pophiHc　groups　to　the　polyanionic

oompound　CDS　par6但』arly　enhanc6d　anti－HIV－1actMty．

　The　8直越◎oagu㎞t　activity　of　mCDS71　and　78　was　ve】写

weak　th㎏wa8　ma血ly　at｛㎡buted　to　the　l㏄a60n　of樋1e

su∬a捷gmup8　at　one　8ide　of　the　CD血g（血1　the　case　of

mCDS78）or　to　ma8㎞g　of　tlle　C・38u雄ate　groups　by　C・2

五popllilic　groups（in　tlle　ca8e　of　mCDS71）．　Thu8，出e

8u∬ate　gτoup81㏄ated　at　top　and　bottom　of　the　CD血1g

apPeaτto　behave　a8　the　site　corre8ponding　to　the　two

b口1d口㎎18ite80f　hepa血oide8　to　antithroml）血1111．9

　The　mo8t　potent　compound　amo㎎the　C・2　mCDS，
mCDS71［tetradec830diuln　hep旬【i8（2・0・benzyl）一β・cy・

clodextrin　tetrade㈱uぬte，　Cg1Hg8077S14Na14，　MW

3194．71］，ha88ev飽m血omly　mod近ed　gluoo8e画ts
bear血g　a　be且zyloxy　group　at　the　C・2　po8ition　and　sodUum

8雌就egオoup8　at　the　C－3　and　C－6　pos誌ion8　as　8hown血

Figure　1．　Therefbre，　it　ha8　a　C78y㎜e的ax拍at　the

center　of　Ule　do㎎hnuか1ikeβ・cydodex匂土n　mol㏄u㎞

加me．　The　extremely　orderly◎on8㎞cted　8tr耐ure　wa8

8㎎gested飾m　the　sharp　and　we皿・ass㎏nable　NMR
8pectra．　The　un並o面ty　of　mCDS71　should　8e】rve　to
elucidate　the　mechanigms　of　action　of　a　de8口！able　poly－

anio㎡c　aロti－HIV　8gent　aロd　8hould　also　help　in　the

　OTBS

OH

　OTBS

OH

OR OH ・m

　（II）　怜S・‘恥M・2Siロ・ち3，7

R　＝醐H7，■・C5H11，■qH17，　CH2＝CH．CH2，
　　E8£H＝CH・CHちPhCH為4●・P㊤£H烏
　　隼C1・PhCH烏4仁M÷Ph£H2
　　　　　　↓

　　　　　　　i）SO⑲．Py’Pyri伽e

　　　　　　　旬HC1

　OR°

OR，

　．OR m

　　R，

OR・

　　OR， ・m

mCDS71・83　　　m＝為3？
R　冒■・C3H7，●dC5H11，●・C8H17，　CH2遠CH・C自ぼ，

　　E8●CH3CH・CHL臨CHち十F●劉ふCHみ
　　3£bPh冶H2P■白鳥蜘トPbパCH2

R・＝HαSO洲四●H亀K｝

development　of　8uch　agen白．　mCDS71　e血bited　anti－

HIV・1　ac6vity　at　O．98μg／mL［the　m丘血num　oonoentration

fbr　complete　h止ibition（ICloo）of　both　the　HIVLA仏1－and

HIVKK．11AIDs－mduced　q殖）patbic　e登bct（CPE）口1　MT・4

ce118］．　The　antiooagulant　activity　was　exerted　at　14．80

μ9／コ〔止Ithe　concentration負）r　doubling　of　the　adオvated

par岨t血romb口1仙me（APTT）］，whidl　co口e80ndedto　only

ha任　and　on÷fbur血　of　the　antiooagu㎞t　activity　of

】mCDSll　aロd　DS，オesp㏄ぱvely．　The　cytotoxici1寧of

mCDS71　a810w　a81000μg！mL　didロot　a飾ect　MT・4　ce皿s．

　To　detem血e　which◎omp卯nd，　mCDS710か11，　is　a
more　8ui1ぬble　de▽elopment　candidate　as　an　AIDS　treat・

menちthebio1㎎icalstudie8㎡eaChwe習e負耐her　o。ndu《滅

Aロti．HIV．1　adivity　wasτeexam垣ed油the　pre8ence　of

50％f㌔e8h　hum飢8e】mm（HS）㎞the　medium　to　reflect
the‘η励08ituation　by　the　expe血1enta1．ondition8　and

幽oto　a㏄ount　fb書the　8uppressive　effbct　of　HS，which　had

been　repo由d　to　reduce　the　adivity　of　DS．閲As　sh。wn

口1Table　II，　ex㏄皿ent　resu臨fbHnCDS71were　d㏄umented

in　a皿the皿垣・HIV・1　acti㎡ty　assay　systeln8　tested．　That

i8，曲e　uロdes血able緬血uence　of　HS　on　mCDS71　was

neg㎏ble；high　activity（IC50＝0．87μg／mL）wa8　Shown　on

tlle　CPE　a領ay　system　co】臨8㎞cted　with　a　convention垣

comb口1at証oh　of　MT4㏄U8　and　the　LAV・1　str血，　wherea8
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T8ble　n．】泌亘bitory］臨ct　of　mCDS71飢d・110n田V・1　RepUca亘oコand　G㎞t　CeU　Forma60n　iロthe　P】re8ence　of　H輌Semm

8皿亘一H［IV－1σC協μ9／垣L）

LAV－1 KK－1AD8 8uppre88ion　of　G鵡n　fbma60n¢（IC協μ9！mD

◎ompound【abb剥∋vi白ted敷）muh］ MT－46 MT・40 PBMCδ MOLT・4！MOLT4L肌1

mCDS71【β・CD（2・0－CH2Ph）7（SO鋼a）14］

】ロCI冶111けCI）（昏S・CH穿h）3（SOぷ）16】

DS8000

0．87

4．50

6．40

　5．80

11．00

細

　11．50（3．6）

　27．50（6．5）

＞500（500）

0．81（0．46）

12．70（200）

21．00（6．60）

　。Coロcentr8垣on迦t　cau8e850％加hibi匂on　of　the　CPEβ8ttmated泌tlle　8ame　way　as　de㏄6bed垣Table　L血the　p置e8eロce　of　50％hum8互
8㎝皿（HS）in　the　cultule　me《駈um．6hlhibitbロof　HrV－1　repUca髄oロin　pe巾heml　Uood　moロonwlear　celb（PBMC）拍exμe88ed　a8　the
血血bito巧r◎oncen旋ation鋤t　leduce8　the　RT㏄6vity　of　the　cu1加xe　8upe㎜㎞t　by　50％（IC50）：PBMC，　ob㎞ed　by　tbe　Fi◎o血’H湖paque

輌que　f士om　a　he81thy　donor，　weτe　8血1u佃ted　with　O．1％phytohe卿ut口血（PHへD笛oo）fbr　3　day8．　The　PBMC　were　iロ£bσbd　w仙0．001

TC①50（detem血ed　by　PBMC　on　day　10　a輪西頑顧on）of　HIV’1（8train　KK・1▲msむom　a　patieロt）per　ce皿fbr　3　h．　A髭貸1emoval　of

nonad807bedv㎞8　by…，　HIV・1・沁fbded　or　m㏄k・泌滅ed　PBMC　weτe　cu1加踵d桓the　pre鵠血ce　of200画t8！倒Lreoo竃nb㎞t泌tぬukeロ・2
（S垣onogi　Labolatorie8）and　the　te8t◎ompound亀血va亘ou8　conceロ飯atio】随（6　do8e8，2．1－500μg／mL），　fbr　6　day8．　Half　of　the　ce皿8　a泣d　cu1仙e

medium　weオe　then】閣ロov飢　The　reロ別血血喀hd匠wa8　fUrther血cubated　with　the　8a1ぬe　coロoentr8tion80f　the　oompouロd8　and　the　PHA一

就血匝ulated佃h　PBMC口1丘e8h　medium敷》r　4　d㎞y8．　H晒7－1　re▼er⑧e　tra⊇pta8e任ζT）ac6vity　of　each　cu1加置e　8upema㎞t　wa8　ev81ua回by

血e口1eUlod　of　L㏄et　aL13柄dl　poly（’A）oUgo（dT）u鉾d　88伽匂mp垣艶P亘mer．　Megn　RT　a直v晦（C麺）o斑1e　po画ti▼e　oo加ol《notω臨d
with◎ompouロd）wa81．2×1｛声cpm；彰he　n申tive◎。泊trol（not　expo8ed　t。　HIV’1　andロot　t：eated　with。。mpou越d）醐1．1×1小cpm．　The▼alue8

血pa櫛the8e8　were　obta桓ed　m　1血e　p蹴ence　of　20％FCS　ix鳩tead　of　HS．　c　Suppre皿ve　e岱ピt　on　g㎞かce皿fbm坦磁on（IC50）：V返the　mod自6ed

method　de㎞bed　by　Na㎞汕ロa　et　aL，口MOLT4　and　MOLT・4／班VLw4　cd18　w瓠eぬed　at　a熾io　of　1：1（tot81　ce皿n画bel　of　5　x　105

㏄118畑L）．“em㎞e　wa8　cロ1㎞d　fbr　24　h　with　medium　cont垣血g　the　te8t◎ompound8　aad　50％HS．　Theロumber　of竃Ue　oe118　wa8
00uコted　by　the　t巧paロblue　exclu8ion　method，岨d　the㎞ion　index（FI）魂cal㏄hted　a8　fC皿ow8：FI＝1－【no．　of　ce118　in　te8t　we皿（MOLT4

＋MOLT4／HIV・1）］／［no．　of　ce也iηoαロtro1（MOLT・4　ceU8）］．　The　value8　in　pa蜘the8e8　weτe　obtained桓the　pwnce　of　10％FCS㎞te8d

of　HS．

the　activity　of　mCDSll　was　reduced，　bemg　shown　at　4．50

μg／1nL．　The　excellence　of　mCDS71was　abo　shown　m　the

natural　i80bted】日【IV●1　strain：the《加opathogenicity　of

the　cUnicany　prepaxed　HIVKK．1／Ams　was　wen　h血ibited　by

mCDS71血x　MT4　ceU8　at　5．80μg／mL　and　the　replication

of　mVKK．1／Ams　in　PBMC　was　bl㏄ked　at　11・50μ9／mL・

The8e　activitie8　were　apP’ox㎞tely　2－fbld　the　corre－

8pond血lg　activitオes　of　mCDS11．（As　a　refbrence，　the

i血城on。oncentrations　oftherepUca60nofHIVKK1ノ棚
in　PBMC桓20％FCS　are　8hown　in　parenthe8e8．）The
mo8t　remarkable　superioτity　of　mCDS71　to　mCDSll　was

shown　in　t力e　h血ibition　of　g㎞t　ce皿fbrma60ロ．　mCDS71

血血ibited　8yn《加ium　fbrma1Uon　at　O．81μ9／砿，　and　it8

activity　wa8　more　than　10　t㎞e8　that　of　mCDS11，　due　to

the　sma皿er　peduc60n　of面8　activity　by　HS．（Compare

the　e飽ctive　concenぬΦn8　in　10％FCS　given　i叩aren・

the8e8．）

　To　ehlcidate　the8e　d避brent　unde8血able口血uences　of
】日【Son　the　anti－HIV　activity　of　polyaniolUc　compound㎞，

b口1d口1g　to　se㎜prote口鳩was　est釦mated　by　detem血lhlg

the　anti－HIV－1　activity　of　an　ultrafntered　HS　solution　of

the　agent8　after宮emoval　of　the　fb】med　agent－protehl

oomplexes．　Surpr垣ngly，　the　Ino8t剖嘘d㎎b㎞ding，9＆4％，

wa80b8erved　hl　mCDS71，　with　the　b口1d血1g　magnitude8

0fmCDSlland　DS　be㎞g　93．8％and　87．4％，respectively，

口1dicat迦areciprocal　rehtion　to　the　m皿uence　of　HS．

These　6n証gs　s㎎ge8ted　that　mCDS71　bind8　nonselec・

tively　to　8e㎜　prote口18　口1　p㎞ma　and　then　rebhlds

speci血caUy　to　the　surface　of正IIV　v口1ion8　and／of　HIV

il迂ected　ce皿s，　lfpre8enちtherebyexerth19Pot冶nt口血bition

of油al　rep亙cation　and　e8pecia皿y　of8yncytium　fbrmation．

　In　addi60n，　the　synerg誌tic　antiv血al　effect　of　mCDS71

with　AZT　wa8　detected　lぬteぬ80f　an適bitoτy　effbct　on

the　repHcation　of　dinicaUy　i801ated　HrV・1KK．1！A⑩s　in

PBMC　cd加res　in　medium　conta血mg　50％HS．　Ehoピslo

仕actio面滅bitory　concentration（FIC）value8　were
between　O⑳5　a口d　1⑳0．

　From　the　viewpoint　of　therapy，　con8ervation　of　potent

anti・HrV　activity‘πo‘oo　and　the　bioavailability　of　the

agent　after　oral　ad皿iコdstration（oral　lbioavailability）are

the血08t　impo式ant　aspect8　to　be　f㏄u8ed　o泊mthe
development　of　poly8u雄ated　compound8　such　a8　DS　and

HOE／BAY・946．　The　oral　absoτbability　of　mCDS71　was

es6mated　to　be　about　3－fbld　that　ofmCDS11．　The　pla8ma

level　of　mCDS71，　determ血1ed　by　the口止ibition　of　32（ト

＆》ld　dnuted　p恒8ma　on　HrVLAv．1・血xduced　CPE　m　MT－4

ce皿s，　wa8320μg／mL　at　2－3　h　after　oral　ad…tτation　of

19ノ㎏in　nlaleτats．

　On　the　ba8is　of　tbe　above　re8戚t，　the　hydroPllobicity　of

mCDS71　inαea8ed　by血e　8even　benzyloxy　groups，　the

r㎏id　cycHc　8keleton，　and　tbe　rebtively　s皿a皿molecu㎞

8ize　are　coE8idered　to　fさci五tate　p飽e丘ation　of　mCSD71

血o㎎hthe　inte8tinal　wa皿a血d　prevent　the　hydτolytic
destruction　of　the　molecule　in　the　body．

　In　an　oral　toxicity　te8t　of　xnCDS71　in　male　mi㏄，　no

toxicity　wa8　exhibited　at　2．O　g／㎏／day」br　5　day8．

　Tbe　elucidation　and　dbaracte吻tion　ofthe　medban㎞

of　action孤d　toxici］⑲of　mCDS71　aエe　stm伍pmgτe88．　Of

parぱcular　hnpo麺ce　wiU　be　to　determine江the　bio1（頑《凪

diver8ity　of　IIW－1　砥ects　the　ix血ibito理　potency　of

mCDS71．　We　are　pre8e岨y　in　the　proces80f　te8ting　th畑

compound　against　a　panel　of　reference　8trains　of　HIV

鮎80ぬtes　and　wm　report　thi8　data血1　a　fU皿paper．

Ao㎞owle●nent．　We　t㎞k　H．　To亘o伽垣8　eval・
uation　of　APTT．　Th姪work　was　supPo式ed　by　a　gτant

fξom　the　Japan】日【ealth　Science8　Foundation．

　Supplemeコtapy　M8te】ridl　A▼8ihble3　Expe血nental　detaib
fbτthe　8ynt血e8i80f　tri8（2－0－beコzy1）heptaki8（6●0・εeアτ’butyld1－

methy圃yl）一β弔ydodext血（Ilb），t由（2・σbe助yl）・β弔yclode㎞

（nlb），tetradeca80dium　heptak鮎｝（多0－1De口喀y1）・βイ汐dod輌teレ

radeca8uぬte（mCDS71），孤dロoロa80dium励（2一αbenzyl）・β・

cydodex㎞ロona8u脆【te（mCDS78）．（4　page8）．0㎡e血g㎞一
fomation　in　giveロon餌y　c頭eロt㎜thead　p㎎e・
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