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A■linodoxtran was ncwly formcd by rcducing nitro groups of nitrodcxtran with the aid

of Birch rcactionl)in rcasonablc yicld.  According to the col10idal titration or 2,4‐ dinitro‐

Phcnylation,it has bccome 4pparcnt that thc contcnt of total amino groups of ncwly fOrlrFcd

am■ odcxtran was about t、 vo timcs that of a■ linodcxtran rcduccd by lithiuEl aluminium

hydridc.  Thc total amount oF thc gittcosC linkagc rcsistant aginst pcriodatc oxidation of

Dextran T_70 agrccd wdl urith thc culculatcd Oncs flo■ l thc total sugar of nitrodcxtran

hydrolyzcd cnzymaticallcy by dcxtranasc(3, 2, 1, 11).  巾 Vith thC IncthOd OF collddal tit‐

ration2),thc cquivalcnt m。lccular wcight Pcr amino group oF aminodcxtran was ctliculatod as

576.

Aninodextranを 構成している4種 類の 卜anino-3-deoxy―hexopyranoseの 分離同定とそれ

らの定量,さ らには aminOdextran誘 導体の合成とそれぞれの生理作用については既に報告し

た3)。

今回は,nitttdextranの ユトロ基を収率よく還元するための改良合成法を検討した。その結

果,平 均分子量約10,000,窒 素含有量約 7%の aminodextranを 35%の 高収率で得た。この新

たに合成された aminodextranは 既報のそれと機器分析で一致した。さらに, aminodextran

の高分子電解質としての性質を利用したコロイド滴定により,そ の 1ア ミノ基当りの当量分子

量 (E Vヽ値 )は 576と算出された。

高分子の脂肪族化合物に結合したニトロ基を還元するには,低 分子化合物に結合したニトロ

基を還元するのに通常用いられる接触還元法
4)で
は,ぁ る部位の

一部分のニトロ基が還元され

るにすぎず,最 後まで反応を進行させることができなかった
5)。Lithium aluminium hydridee)

を用いるとその目的は達せられた。しかし,反 応途中での反応液の強アルカリ化のためと思わ

れるニトロ基の脱離およびグルコシド結合の加水分解により,生 成物のアミノ基含有量の減少,

分子量の低下がみられた。これを改良すべく,さ らに温和な反応として,Birch反 応を検討し

た。その結果,生 成物のアミノ基含有量,窒 素含有量,分 子量,収 率などで満足すべき値が得

られた。
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この aminodextranのアミノ基と 2,4 dinitrOnuorobenzeneを反応させて,DNP誘 導体
7)

を合成し,反 応性アミノ基の定量を試みた。

さらに,dextran分解酵素 dextranase(3,2,1,11)をD3xtran T-70とその誘導体に作用さ

せ,そ の作用により遊離された還元糖量を定量した。この値とDextran T-70が過ヨウ素酸に

酸化されなかったグルヨシド結合を持つグルコース残基量とを比較検討した。

ところで,glyc01chitOsanゃDEAE―dextranは正の高分子電解質であるので単分子のアミノ

糖とは異なる挙動を示す。たとえば,glycolchittsanは千手らにより,正 のコロイド滴定試薬

として,パ ルプ廃液の滴定などに広く利用されている
8)。
今回合成した aminodextranは正の

コロイドであるから,potassium pOlyvinyl sulttteを負のコロイドとしてコロイド滴定を試み

た。そして, aminodextranの1ア ミノ基当りの当量分子量の算出を試みた。また,RNAと

の complexを作り,aminOdextranとの結合比やこの complex中の RNAが RNAaseに より分

解されるかどうかも検討した。

実験方法および結果

1)NitrOdextranの還元

i)Aminodextran IV―bs,IV―blの合成

アセ トンードライアイス浴で,-70°Cに 冷却した液体アンモニア 50m′中に 100 mgの金

属ナトリウムを加えよく攪辞した。ついで,100 mgの nitrodextranを加え,10分間反応させ

た。つぎに,深 青色の反応混液が自色となるまで塩化アンモニウムを加えた。アンモニウムを

室温で除去し,少 量の水を加え,1規 定塩酸で中和した。これをセロファンチューブに入れ,

水に対して 3日 間透析した。透析中に沈殿した水に不溶部と水に可溶部を個別に凍結乾燥した。

水に可溶の生成物を IV bs,水に不溶のそれを IV―biと した。

ii)Aminodextran IV―Cs,IV CゎIV dsの合成
-70°Cに 冷却した液体アンモニア 50m′中に,nitrOdextran 220 mgを加え,攪 伴しながら

金属 リチウム 90 mgを 加えた。反応10分後,塩 化アンモニウム, または, 乾燥エチルアル

コールを反応液が自色となるまで加えた。室温でアンモニアを除去後,前 者の場合は水を加え

た後に2規 定塩酸で中和,後 者の場合はそのまま中和した。両者とも,セ ロファンチューブに

入れ,水 に対して 3日 間透析した。透析中に沈殿した水に不溶部と水に可溶部とに分けて凍結

乾燥した。前者の水溶性生成物を IV一C8,水不溶性生成物を IV―Cl,後者は水溶性生成物 IV一

dsのみを得た。これらの赤外吸収スペクトル図を Fig.1に ,窒 素含有量および収率を Table l

に示す。

2)AminOdextranの DNP化

IV as,IV caそれぞれ 14 mgを 8m′ の水に溶解し,こ れに,2m″ のメチルアルヨールを

加えて反応溶液とし,pH 7.5,30°Cに 設定した pHス タット(Radio‐meter社製,TTTIC)を

用いて反応を行った。2,4-Dinitronuorobenzene溶液 (20μ′を 0.5m′のメチルアルコールに

溶解)は 記録開始10分後に加え, DNP化 の度合いを0.01規定水酸化 ナ トリウムで滴定した。

Fig.2に みられるように,反 応開始後50分間で IV一asが 0.53 meq,IV c8が0・90 meqの 水酸

化ナトリウムを消費した。なおこの実験は窒素気流中で行った。

3)Aminodextranの dextranasc(3,2,1,11)による酵素分解

De干中natte(α
-1,6-glucan 6 gluconOhydrase)はシグマ社製の市販品を用いた。活性は

55 unit/mgであった。この酵素 4.O mgをpH 6.0の 0.lMリ ン酸緩衝溶液 lh′ 中に溶かし
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Aminodextranに 関する研究 (llI).Aminodextranの 改良合成とその高分子的挙動 (三好 ・前サ||)

V―as)

4.000         2,400 1,700          1,300          900 500 (CIn~1)

Fig. l  lr of Aminodcxtran obtained by rcducing NitrOdcxtran with various Rcagcnts as

shown in Tablc l. NitrOdcxtran was stirrcd in thc liquid ammonia‐mctal sodium(or,

l i t h i u m ) m i X t u r c  s o l u t i o n  a n d  a m m o n i u m  c h l o r i d c ( o r , C t h y l  a l c o h o l ) w a S  a d d c d  t o

thc mixturc.  Thc solution t4ras ncutralizcd,dializcd and lyophilizcd aftcr cvaporation

of ammonia.

Tabic l  Solubility in Watcr,Nitrogcn COntcnt and Yicld Of A■ linodcxtran obtaincd by rcducing

NitrOdcxtran with Lithium aluminiun hydridc in Tctrahydrofllran and Sodium (Or,

Lithium)in liquid Ammonia.

bamplc

Numbcr

Rcducing

Rcagcnt

Proton

Sourcc

Solubility

in WVatcr

Nitrogcn_

contcnt(%)

Yicld

( °。)

IV一as

Iミーbs

―bi

IV―c、

IV―ds

LiAlI14

Nain NH3

Liin l Hヾ3

Li in] Hゞ3

NH4Cl

NH4Cl

EtOH

solublc

s。lublc

insolublc

soluble

insolublc

solublc

4,68

5.93

7.35

6.90

7.08

5 。9 1

15

18

45

35

40

15

た。Aninodextran 5 mgを含む 5m″ の反応液に,上 記酵素液 0。lm′を加え,50°Cで 反応し

た。10分毎に反応液中からlm′を採取し,酵 素により遊離した還元糖を 3,5 dinitrosalicylic

acid法9)を 用いて定量した。標準として,グ ルコ
ースを用いて標準線を算出した。この酵素

分解反応は Dextran T-70,nitrodextran,guanidinodextranについても行った。この結果を

Fig。3に 示す。
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Fig.2  Rcaction OfA■ linodcxtran with 2,4‐ DinitrOnuorobcnzcnc.  AIllnOdcxtran was

rcsolvco in Watcr and mcthyl alcOh01 mixturc(4:1),whiCh Was allowcd to rcact

、vith 2, 4-dinitrOnuorobcnzcnc at pH 7.5 and 30°C using PH stat.  Hydrogen

nuoridc libcratcd by thc rcaction was titratcd with 1/100 nOrmal sodium

hydrOxidc sPontanC9usly`

Time(min)

一―●――Dextran T-70   -0-Nitrodextran
― O一 A n i n o d e x t r a n   - 0 - G u a n i d i n o d e x t r a n

Fig.3  Rcduccd Sugar prOduccd by Dcxtranasc from Dcxtran T-70 and its Dcrivativcs

Thc rcactioIIs 、 vCrC carricd out fOr 30 n■ in. at 50° C il1 0.1ヽ江 phosphatc bじ 弱cr

(PH 6.0)and thC Sugar libcratcd wvas mcasurcd by usc Of 3,5-dinitrosalicylic acid

mcthOd,

4)AminOdextranの コロイド滴定

モデル実験の試料として,IV csを正のコロイドとした。負のコロイドは和光純薬製の0.025

規定の potassium pOlyvinyl sulfate(1/4∞N PVS―Kと 略記)f=1.02を 用いた。コロイド滴

定の終点は反応液中の指示薬 toluidine blueが青色から赤色に変色し,正 負のコロイドが凝集

する点とした。

i)コ ロイド滴定に及ぼす温度の影響

IV~C8103.5 mgに20tl mどの蒸留水と 10m′の 1規定酢酸を加え,30°C に 加温して溶解し
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Aminodextranに関する研究 (lII).Aminodextranの改良合成とその高分子的挙動 (三好・前川)

た後放冷して正のコロイド溶液を作った。各々 21m′ずつをビーカにとり, 15°Cか ら 55°C

まで負のコロイドで滴定した。その結果を Fig。4に 示す。

ii)コ ロイド滴定に及ぼす中性塩の影響

IV cs約30 mgに 10m″の蒸留水,lm″の 1規定酢酸を加え,30°Cで 溶解した。この 3m′

を採取し,lM塩 化ナトリウム溶液を加えて各濃度の中性塩溶液とし,コ ロイド滴定した。こ

の結果を Fig.5に示す。
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Fig.4 EIFcct of tcmpcraturc in colloidal titration

of A■linodcxtran.  Thc colloidal titration

was carricd out by usc of l1400 N―PotaSSiuln

Polyvinyl sulfatさ as an aniOnic colloid and

tolu■dinc bluc as an indicator rcsPCCttVcly.

0      0 . 2    0 4     0 6     0 . 8

Concentration of NaCl(いな)

Fig.5 EfFcct Of sodium choloridc in colloidaェ
titration oF Aminodcxtran.  Thc rcaction

was carricd out at 25° C  Othcr cxpcri‐

mcntal c6nditiOns werc thc same as shown

in Fig.4.

iti)Equivalent mOlecular weight(EW値)の 算出
2)

IV~C8約 30 mgに 10m′の蒸留水,lm″ の 1規 定酢酸を加え,30°Cで 溶解した。これを

0.025規定 PVS K(f=■ 02)で 滴定して,10.Om′を用した。この10倍量のスケ
ールで同じ滴

定を行い,凝 集沈殿物をガラスフィルタ
ーで口過し,105°Cで 乾燥して,178.l mgを得た。

計 算

1/400 N PVSttK(f=1.02)lm′中の FWSの 重量 ;

(162-39)■(如OXl.000 X O。93)×1.02=0,34(1■g/mめ

ただし1濫;群渋協♂
軌千嚇〒|

沈殿物中の aminodextran量;

1 7 8 . 1 - 3 4 . 0 = 1 4 4 . 1 ( m g )

したがって IVicsの EW=144.1× 400■100=576.4 同 様にして,還 元法の異なる amino‐

dextranの EW値 を求め Table 2に 示す。

5)AmiК 遭extranと RNAと の complex

パン酵母から得た RNAの カリウム塩 (y―FNA― K)49.81 mgを 60m′ の蒸留水に溶かし,

その 10m″ を採取した。別に IV c8を 6.57 ng汗 量し,さ らに 10m′ の蒸留水,lm′ の 1規
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Table 2 Equivalent M。 1●cular  lVeight  Of

Aminodcxtran obtaincd by vttious

rcducing Rcagcnts culculated fron■

colloidal Titration with l1400 N_

Potassium POlyvinyl sulfatc at 25°C.

Samplc Numbcr

Table 3 oombining Raticギ AminOdextran

with y‐RNA_K cuiculatcd froln thc

予Vcight oF COmPlcx prcciPitatcd aFtcr

■1lxing collidal AIninodcxtran ゃvith

RNA‐ K from Ycast inヤ Vatcr.

Samplc Number 1早
at°
愉科
RNA)

IV as

IV bs

Iミ ーcs

IV ds

I アヽーas

I 7ヽ-bs

I アヽーcs

I アヽーds

４

６

９

定酢酸を加えて溶解した。両者を混合して,生 じた沈殿を遠心分離し,105°Cで 乾燥して,
13.00 mgを得た。また上澄の A260 nmと ョントロールのそれとの差から,沈 殿物中の RNA

量を算出した。こうして求めた amittdextranとRNAと の結合比を Table 3に示すと

またこれら complex中の RNAが RNAascに 対し抵抗性を示すかどうか櫛部の報告10)に

従って行った。その結果,すべての complexはpancreatic Rミ監 seに対し分解された。

NitrOdextran のニ トロ基を還元するのに用いたこの反応の特徴は, プロトン源として乾燥
エテルアルコールを使用した場合に得られた aninodextranはすべて水溶性であったが,塩 化
アンモニウムを用いた場合に得られた生成物の約半量が水に不溶性となり,水 溶性の anino‐

deXtranは半減したことである。この原因の一つには,ア ンモニアを室温で除去した後,前 者
の場合は生成物が溶液状のまま中和,透 析,口 過,凍 結乾燥の手順で生成物を得る。しかし,
後者の場合には一度固型状となった反応物を中和後,前 者同様にして生成物を得るからである

と考えられる。しかし,前 者の方法では分子量の減少をきたし,収 率が後者の方法にくらべて

悪いので,後 者の方法がより適切であると判断した。また,従 来の方法で得た IV as ぉょび

改良合成法により得た IV―csのコロイド滴定法により求めた EW(IV a8'1236,IV cs,576)

から計算すると,等 重量当りのアミノ基含有比は IVttcs/1V aBキ2.1 と推定される。このこと

は,改 良合成法による aminodextran,特に,IVicsが等重量当りのアミノ基含量,水 可溶性;
収率などの点から最適であると考えられる。なお IV―csの DNP誘 導体のメタノ リシス生成

物の薄層クロマトグラフィ,ペ ーパークロマトグラフィではaminOdextranを構成する methyl

3-amino-3 deoxy_hettpyranOsideのDNP誘 導体を分離することはできなかった。
Dextranaseによる nitttdextranの酵素分解溶液から,原 料 Dextran T-70の酵素分解還元

糖総量の約15%の還元糖を検出した。すでに第 I報で報告した過ヨウ素酸酸化反応において,
1グルコース残基当り,過 ヨウ素酸消費量1.87モル, ギ酸生成量0.857モル,ホ ルムアルデヒ

ド生成量0.857モルであった8)。この値から計算された o(16)一glucoside結合量は86%で ある
から,残 りの約 14%が α (13)一glucoside結合であると推定されるる この枝分れの部位の

glucOside結合が dextranaseにより分解されたと考えると両者の値はよく一致する。
コロイド滴定に及ぼす諸条件の検討により,滴 定に通常用いられる 15°Cか ら 35°Cま での

滴定範囲での誤差は 2%以 内であることがわかった。 また,塩 化ナ トリウムの濃度は 0～

0.3Mま では一定の滴定値を与えたが,そ れ以上の濃度では大きな値を与えた。これは高分子

察考

1,0.81
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電解質である aninOdextranの力価が変化したからである。従って,中 性塩の影響を避けるた

めには透析を充分行うことが必要である。コロイド滴定により求めた EW値 は理論値161より

かなり大きな値であった。IV csの EW値 576の場合,aminOdextranを 構成する糖残基の 3分

の 1が 卜amin0 3-deoxy―hettpyranoseであると推定される。また平均分子量は約10.000であ

るから,IV―csは糖残基約50からなる塩基性多糖であると計算される。

DEAE‐Dextranと RNAが complexを作ると RNAaseの 分解に対して強い抵抗力を持つと

いう報告がある
11)。しかし,aminOdextranと y一RNAと の complexは RNAaseに より分解さ

れた。なお,aminodextranと y―RNAと の complex形成比 (IV cs/1V一as≒1.6)と DNP化

の度合い (IV cs/1V一asキ1.7)はよく一致し,さ らに,こ の complex形 成比と E Vヽ値 の逆数

比 (IV c3/1V~a8キ2.1)もかなりの一致をみた。また,こ の complexは マウス Ehrlich腹水

がん細胞の移植を阻止した
3)。
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