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N-Mansyl-N'七romoacety lethy lenediamineの合成法と

チオール化ウサギ血清アルブミンとの反応

関川 勲水小野寺昌彦料塩川洋之**

(北海道大学免疫科学研究所 *化学部門・料生化学部門)

(昭和52年 11月25日受付)

我々は前報で， N-methyl-2叩 ulinonaphthalene-6・

sulfonyl基 (MANS基)が抗 MANS抗体に結合する

と， MANS基の蛍光が数百倍に増加することと，結合

MANS基の蛍光極大波長が抗 MANS抗体結合部位の

構造を反映して変化することを述べた1-3)。 これらのこ

とから， MANS基は抗体量の変化，クローンの比較，

結合部位構造の研究に適したハプテンであると結論

した。

この論文では， 抗 MANS抗体の結合部位に特異的

に MANS基を共有結合で結合させる目的で開発した

a伍nity labeling試薬 N-mansyl・N'七romoacetyl-

ethy lenediamineの合成法を述べる。 Bromoacetyl基

の臭素はカルボニル基の電子吸引性の為に反応性が高

く，温和な条件下で、システィンの SH基， チロシンの

時 ¥N必⑤ S02CI

0 

OH基， リジンの NHz基などと反応することが知られ

ているので4m6)，この a伍nitylabeling試薬の MANS

基の部分が抗 MANS抗体の結合部位に結合すると同時

に， bromoacetyl基が結合部位又は近傍のこれらアミ

ノ酸残基と反応を開始すると期待できる。

N-Mansyl-N'-bromaocetylethylenediamine (V)は

Scheme 1に従って合成した。 先ず最初に， W. B. 

Lawson等の方法7)によって得られた N-benzyloxy-

carbonylethylenediamine (II)と mansyIchloride(I)8) 

とを塩基の存在下に縮合せしめ N・mansyl-N'-

benzyloxycarbonylethylenediamine (III)となした。

(1II)の PMRスペクトルは d5.1~5.5 の範囲に 2個分

の broadのシグナルが存在するが， 之は DzOを加え

る事により消失するので，←SOz-NH-，-CO-NH-のシ
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グナルと考えられる。次に (III)の脱ペンシノレオキシカ

ルボニルの為に， (III)を 13%HBr-CH3COOHで処

理すると，加水分解が進むにつれて炭酸カスを発生し

約 15分後に黄色の油状の N-mansy lethy lenediamine 

hydrobromide (IV)が析出し結晶化する。此の hydro-

bromide (IV)と O-bromoacetyl-N-hydroxysuccini-

mide esterとの縮合反応は， P. H. Strausbauch等の

方法的によった。得られた N-mansyl-N'-bromoacetyl咽

ethylenediamine (V)の PMRスベクトルは CO 

CH2-Brのシグナルが O3.72に， -S02-NHーと -CO

NHーのシグナルが aromatichydrogeneの領域に観

DN肌

察された。 IRスベクトルは (III)の carbomateに由

来する 1690cm-!の吸収が消失し新たに 1640cm-! 

lこsec.amideの吸収がみられた。

次にウサギの血清アルブミン (RSA)に (V)を結合さ

せた。その際，結合部位を増やす為に F.H. White Jr 

の方法的 (Scheme2)を利用して蛋白の表面に多数の

SH基を導入した。 すなわち RSAを N・acetylhomo-

cysteine thiolactone (AHTL)でチオーノレ化し生成し

た RSAAHTLに塩基の存在下に (V)を反応せしめた。

得られた MANS-RSAAHTLは RSAAHTL1 moleあ

たり 28moleの MANS基が結合している。
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Scheme 

実験の部

IRスベクトノレは島津分光光度計 1R-27G型， NMR 

スベクトルは日立 R-20B型により測定し， NMRスベ

クトルデ一タは TMSを内部標準とする d値て

N.Mansyl.N' .ben:yloxycarbonylethyl聞か

diamine (IlI) 

N幽Benzyloxycar bony let hy lenediamine塩酸塩(II)7)

2.3 gr， 無水炭酸ナトリウム 0.8grをピリジン 20mO， 

トリエチルアミンlOmOの混合物に加え，室温で

撹t半下に mansylchloride(1) 3.3 grのベンゼン溶液 60

mOを滴下し， 2時間撹伴した後，更に60
0
Cで6時間撹

伴を続ける。冷却後不溶物を鴻別し，漉液をi威圧で濃縮

し，残溢を酢酸エチルに溶解し，水，希塩酸，水で洗機

後，硫酸ナトリウムで乾燥，酢酸エチルを留去し，残留

物に少量のアルコールを入れると，約1.7grの結品を得

る。之をへンゼン チクロヘキサンより再結晶して，

mp 1030 半融 110~1130C の白色結晶1.4 gr (29%)を得

る。分析値 C27H27N304Sとしての理論値 C，66.24; 

H， 5.56; N， 8.58 実測値C，65.99; H， 5.52; N，8.33%. 

2 

IR ~~';，~ol cm-1: 3300， 3250 (NH)， 1690， 1540 (-NH 

O 

C-O-)， 1590， 1490 (aromat同， 1320， 1150 (-SOz-). 

NMR (CDCh): 3.0~3.5 (4H， m， -CH2-CH2一)， 3.42 

(3H， s， >N-CH3)， 5.02 (2H， s， -O-CHz-Ar)， 5.1~5.5 

(2H， br， >NH)， 7.1 ~8.2 (16H， aromatic) 

N 

N-Man町1目sy凶7辻l-N'benzyloxycarbonylethylenediamine

(III) 1.2 grを酢酸5msに溶解し， 13% HBr-CH3CO-

OH溶液 12msを加え 15分間室温に放置すると油状

物質が析出する。無水エーテル 100mOを加えると N・

mansylethylenediamine hydrobromide (1V)が白色

結晶となる。収量 0.78gr (74%)。此の結晶をジオキサ

ン10mO， 1規定の水酸化ナトリウム 2.5mO， 1規定の

炭酸水素ナトリウム 5.0mOの混合溶液に溶かし， 之に

N-hydroxysuccinimide 0.27 grと bromoacetylbro・

mideO.72grより得られた 0・bromoacetyl-N-hydroxy-

succinimide esterのジオキサン溶液 15mOを室温で撹

祥下に滴下する。更に6時間撹伴を続けた後，不溶物を

鴻別し，鴻液をi威圧下に濃縮し残?査を酢酸エチルで、抽出，



水洗・乾燥後酢酸エチノレを留去すると，白色結品0.78

grを得る。 之をシリカゲノレ 7grを用いてクロマトグラ

フィーに付し， ベンゼ、ンークロロフォルム=1:4(v/v) 

溶出部からの結晶をアルコール 10mf!より再結晶すると

mp.157~1580C の白色結晶 0.6gr (70%)を得る。分析値

C21HzzBrN303Sとしての理論値 C，52.94; H， 4.65; N， 

8.82. 実測値 C，52.78; H， 4.65; N， 8.81%. IR訟をl

O 

cm-1: 3280 (NH)， 1640， 1540 (-C-NHー)， 1590， 1490 

(aromatic)， 1325， 1150 (-S02一).NMR (CDCh): 2.82~ 

3.50 (4H， m， -CHz-CH2一)， 3.40 (3H， s， >N-CH3)， 

3目72(2H， s， -CHzBr)， 7.1 ~8.2 (13H， aromatic， >NH). 

チオール化 RSAの作製

800 mgの N-acetylhomocysteinethiolactone 

(AHTL)を0.1M NH4HC03溶液 lOmf!に裕解し，窒

素ガスを通し酸素を除去する。次に RSA結晶粉末 200

mgを加え溶解し，一昼夜撹持しながら放置する。セブ

ァデックス G-50(coarse)カラムを通し， 0.1 M NH4-

HC03 (脱酸素)溶液 (pH7.9)で溶出する。 155mgの

蛋白質溶液 10mf!を得た。 SH基(エルマン試薬によ

る)10)，17 moles/mole of RSAAHTL。

次に上記の 10mf! RSAAHTL溶液にジチオスレイ

トール (DTT)結品粉末20mgを加え， r射半し溶解し
SH基を活性化する。約20分後， セファデックス G50

(coarse)カラムを通し， 0.1 M NH4HC03溶液(脱酸素)

で溶出する。 110mgの蛋白質を含む溶液 10mf!を得

た。 RSAAHTL1 moleあたり 37moleの SH基を

含む。

RSAAHTLと N.Mansyl.N'.bromoacetyl.

ethylenediamine (V)との反応

55 mgの RSAAHTL(SH基活性化直後の試料)を含

む 0.1M NH4HC03溶液5mf!に， 13mgのN-mansyl-

N'-bromoacety lethy lenediamineを溶解した 0.5mf!
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アセトン溶液を加え，撹持する。最初白濁するが，後透

明となる。一昼夜撹伴を続け放置する。反応混液全量を

透析チューブに入れ， lOmMリン酸緩衝液溶液ー0.15M

NaCl (pH 7.1)に対して数日透析する。生じたわずかな

不溶物は遠心分離にて除く。 44mgの蛋白質が得られ

る。結合した MANS基の数は， 330~335 nmにおける

吸光度により計算した(モル吸光係数は18，000と仮定し

た)0RSAAHTL 1モルに28モルの MANS基が結合し

た MANS-RSAAHTLが得られた。
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Synthesis of N-Mansyl-N'七romoacetylethylenediamineand 

Its Reaction with Thiolated Rabbit Serum Albumin 

Isao SEKIKA W A， Masahiko ONODERA 
and Hiroyuki SHIOKA W A 

N-Mansyl-N'-bromoacetylethylenediamine was conveniently synthesized in 70% yield by the re-

action of N-mansylethylenediamine with 0・bromoacetyl-N-hydroxysuccinimideester at room tem-

perature. The compound was easily conjugated covalently with the thiolated rabbit serum albumin. 

The usefullness of the dye as “a伍nitylabeling reagent for the combiningsites of the anti-MANS 

antibody" is under examination. 
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