
鳥取大学・工学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５１０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2019～2015

生物機能オリゴ糖中分子の高効率合成と機能評価

Automated synthesis and Functional Evaluation of Oligosaccharides as 
Biologically Active Middle Molecules

６０４０２９６３研究者番号：

野上　敏材（NOKAMI, Toshiki）

研究期間：

１５Ｈ０５８４４

年 月 日現在  ２   ６ ２５

円    35,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究では生物活性を有するオリゴ糖中分子の高効率合成と機能評価を目標に約5年
間の計画研究を実施した。生物活性オリゴ糖中分子としてキトオリゴ糖類縁体に着目し、独自に開発した液相電
解自動合成法による高効率合成に取り組んだ。また、液相電解自動合成で大量合成を行うための自動合成装置の
開発や非天然の環状オリゴ糖合成にも成功した。なお、合成したキトオリゴ糖類縁体については現在も機能評価
が進められている。

研究成果の概要（英文）：We have developed methods for synthesis of oligosaccharides as biologically 
active middle molecules and analyzed their biological functions during the period of research 
project. Automated electrochemical assembly has been utilized to synthesize chitooligosaccharides 
and unnatural cyclic oligosaccharides efficiently. Biological function of these oligosaccharides is 
under investigation.

研究分野： 有機合成化学

キーワード： オリゴ糖　グリコシル化反応　立体制御　イオン液体タグ　生物活性

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で合成が効率化されたキトオリゴ糖類縁体の機能解明は学術的に重要であり、その有効利用は社会的に意
義深い。すなわち、これまで未解明であったオリゴ糖の生物学的意義についても、精密合成によって高純度のオ
リゴ糖が供給出来れば、機能解明につながると期待される。また、オリゴ糖が医薬品や食品として有効利用出来
れば、オリゴ糖をベースにした新たな製品ひいては産業の創出につながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高次生物機能分子の一つとして生物活性を有する生物機能オリゴ糖中分子（以下オリゴ糖）が

注目を集めている。しかしながら、中分子であるが故に合成は煩雑であり、オリゴ糖やその誘導
体を大量かつ迅速に供給する必要性は高まっているにも関わらず、決定版と呼べるような合成
手法が欠如している。その要求に答えるべくオリゴ糖の液相合成法はこの数十年間で劇的な進
歩を遂げており、最近ではSeebergerらが開発した固相合成法に基づくオリゴ糖の自動合成装置
（GlyconeerTM）がGlycoUniverse社（ドイツ）から市販されるに至った。ところが、液相合成法，
固相合成法ともに大量供給や単離・精製が煩雑という問題を抱えている。すなわち、液相合成は
糖鎖伸長の各段階において、単離・精製が必要であるため、合成に要する時間や労力は無視でき 

 

 
図 1. オリゴ糖固相合成装置GlyconeerTM 

ない。一方、固相合成法は樹脂などの固体表面上に反応基
質であるオリゴ糖を固定化する必要があるため、大量合成
に不向きである。また、固相合成法では固液界面での不均
一反応であるため大過剰の反応剤や糖鎖ビルディングブ
ロックを必要とするというデメリットもある。従って、複
雑なオリゴ糖を迅速かつ大量に供給する手法は未だ確立
されておらず、反応集積化の概念に基づいてオリゴ糖の液
相合成法を自動化するような新しいアプローチで高効率
合成に取り組む必要がある。 

 

 
２．研究の目的 
本研究では以下の三つの項目について取り組み、オリゴ糖の高効率合成と機能評価を達成す

ることで、液相電解自動合成ならびに電気化学的手法の有用性を明らかにしようと考えている。 
(1) TMG-キトトリオマイシン合成をモデルとしたオリゴ糖合成の高効率化 

 
 

図 2. TMG-キトトリオマイシンの構造 

 申請者らが開発した液相電解自動合成装置
（Nokami, T. et al. Org. Lett. 2013, p4520）を用い
て、菌類や昆虫に特異的なグルコサミン加水分解
酵素阻害活性を有するTMG-キトトリオマイシン
合成を行い、合成手法の更なる効率化を検討する

（Nokami, T. et al. Org. Lett. 2015, p1545）。具体的にはオリゴ糖合成の鍵となる糖鎖ビルディン
グブロックへのイオン液体タグ導入による分離・精製段階の効率化を図り、合成段階だけでなく
オリゴ糖合成プロセス全体の迅速化を目指す。 
(2) 硫酸化されたオリゴ糖のライブラリー合成 
 生物活性を有するオリゴ糖はそのほとんどが水酸基に何らかの化学修飾を受けており、特に
硫酸化糖はその構造多様性から機能解明が発展途上にある。従って、本研究では顕著な生物機能
を有するヘパラン硫酸などの硫酸化オリゴ糖のライブラリーを構築する目的で、糖鎖ビルディ
ングブロックの開発と保護基を有するオリゴ糖前駆体の合成を液相電解自動合成装置により達
成する。 
(3) オリゴ糖修飾電極を用いた生物機能評価 
 電極表面は官能基導入の可能性や反応性の観点から、その他の固体表面に比べて機能評価に
適している。従って合成したオリゴ糖を固定化するための表面修飾電極の開発に加え、糖鎖を固
定化した電極を用いてオリゴ糖－タンパク質間の相互作用を電気化学的に評価する手法を開発
する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では先の研究目的に挙げた 3 つの検討項目について 4 年 8 か月の研究期間において下

記のようなスケジュールで実施する計画とした。 

① TMG-キトトリオマイシン合成をモデル
　としたオリゴ糖合成の高効率化

② 硫酸化されたオリゴ糖の
ライブラリー合成

③ オリゴ糖修飾電極を用いた
　生物機能評価

検討項目（担当者）
平成27年度

10-12月 1-3月 4-6月 7-9月9-12月 1-3月 4-6月 7-9月 10-12月 1-3月 4-6月 7-9月

平成28年度 平成29年度 平成30年度

10-12月 1-3月10-12月 1-3月 4-6月 7-9月

平成31年度

7,8月

  



(1) 平成 27 年度の計画 
 初年度の 8 か月の研究期間において、項目①を念頭に TMG-キトトリオマイシン合成をモデル
としたオリゴ糖のグラムスケール合成と合成時間短縮に向けた電解グリコシル化条件の検討な
らびに、糖鎖ビルディングブロックへのイオン液体タグ（IL タグ）導入を検討する予定である。
申請者らは既に予備的な検討によって新規ベンジルエーテル型イオン液体タグを開発しており、
糖鎖ビルディングブロックへの導入条件も見出している。（未発表）このイオン液体タグを導入
した糖鎖ビルディングブロックは、対アニオンの選択によって、疎水性にも親水性にも変えるこ
とが出来る。具体的には TMG-キトトリオマイシン合成の出発原料となる末端の 2 位にアジド基
を有する糖鎖ビルディングブロックへ（IL タグ）を導入し、電解液相自動合成装置を用いて糖
鎖伸長を目指した。得られたオリゴ糖は洗浄操作で未反応の IL タグの導入されていない糖鎖ビ
ルディングブロックや副生するジスルフィドなどと分離した上で、他のベンジル基と同じ条件
下で脱保護を行うことにした。 

 
図 3. イオン液体タグを用いたオリゴ糖合成 

 
(2) 平成 28 年度以降の計画（平成 28 年度） 
グラムスケール合成した保護基を有する TMG-キトトリオマイシン前駆体を用いて、電極固

定化に適したリンカーの探索と脱保護条件の検討を行い、年度の後半から開始する項目③のオ
リゴ糖修飾電極作製のためのオリゴ糖を準備することとした。また、平成 28 年度から項目②硫
酸化されたオリゴ糖のライブラリー合成に着手する。まず、硫酸化に適した保護基を有する糖
鎖ビルディングブロックの開発と電解グリコシル化反応の検討を行う。ヘパラン硫酸繰り返し
二糖構造の場合、グルコサミン（GlcN）部分の糖鎖ビルディングブロックについては TMG-キ
トトリオマイシン合成で経験した 2 位にアジド基を有するチオグリコシドを用いた。この時、  

 
図 4. 硫酸化オリゴ糖の逆合成 

保護基を適切に選択することで、
TMG-キトトリオマイシン合成の
場合とは異なる-グリコシド結
合が選択的に形成できると考え
た。また、グルクロン酸（GlcA）
については 2 位水酸基の保護基を
検討することで望みの立体化学 

（-グリコシド結合）が発現すると考えた。仮に望みの立体選択性が発現しない場合には、二糖
ユニットの構造を変えるなどして、立体選択性の制御が容易なグリコシド結合を電解液相自動
合成装置で構築することにした。 
(3) 平成 29 年度 
項目③のオリゴ糖修飾電極作製を中心に研究を進める。DNA やペプチドと同様、糖鎖につい

ても機能解明に向けた糖鎖チップが開発されている。課題はチップ上のスポットに固定化した
糖鎖と相互作用する分子あるいは生体高分子との相互作用解析であり、電極上に固定化すれば
電気化学的な評価も可能となると考えた。また、糖鎖チップ上の各スポットが独立した電極で構
成されていれば（マイクロアレイ電極）、糖鎖の種類・濃度に加えて、電気化学的な評価条件（電
位または電流値）というパラメータも加わるため、一枚のチップから得られる情報は飛躍的に増
大すると期待された。なお、マイクロアレイ電極上に固定化された有機分子の選択的分子変換は
Moellerら（ワシントン大）によって達成されおり（Moeller, K. et al. J. Am. Chem. Soc. 2008, p11290）
技術的なハードルは十分クリア出来ると考えた。 
(4) 平成 30-31 年度 
様々な硫酸化パターンを有する硫酸化オリゴ糖の選択的合成を重点的に検討する予定であっ

た。特に、複数の水酸基から特定の位置を選択的に硫酸化する手法の開発を目指した。Taylor ら
（トロント大）が開発したボリン酸エステルを触媒とする手法は水酸基選択的なアセチル化の
みならず、硫酸化にも応用出来ると考えた。最終年度となる平成 31 年度は平成 29 年度までに確
立した手法を用いて、硫酸化オリゴ糖の固定化と生物機能評価を計画した。 

 



４．研究成果 
(1) イオン液体タグを用いたグリコシル化反応と TMG-キトトリオマイシン合成への展開 
 イオン液体タグに求められる要件として、導入・除去が容易であること、電解グリコシル化条
件下において安定であることが最低限求められる。そこで我々は次に示すようなベンジルエー
テル型のイオン液体タグ（IL-Tag）を開発した。イオン液体タグのアニオン部分については糖鎖
ビルディングブロックに導入後のブロマイドからのアニオン交換において、トリフラートアニ
オン以外に変換することも可能である。また、ベンジル基上のピぺリジニウム塩部位の置換位置
（para, meta, ortho）によって、IL-Tag がアノマー炭素上に及ぼす立体的な影響が異なることを示
唆する結果も得られている。 

 
図 5. イオン液体タグの糖鎖ビルディングブロックへの導入  

 
 有機電解合成における一つの欠点は支持電解質を添加しなければ、通電出来ない点にある。
しかしながら IL-Tag は塩でもあるため IL-Tag を導入した糖鎖ビルディングブロックに対して
は支持電解質を添加しなくても通電可能である。この原理を利用して、支持電解質フリーの条
件下で TMG-キトトリオマイシンの 4 糖前駆体を合成することにも成功した。 

 
図 6. イオン液体タグを用いた TMG-キトトリオマイシン前駆体合成 

 
(2) 第二世代液相電解自動合成装置の開発とリポキトオリゴ糖合成への展開 
 本研究に着手するまでに開発していた第一世代
の液相電解自動合成装置は市販の装置を組み合わ
せて構築していた。従って、パラメータを一括して
設定・制御出来ない、ポンプが 1 台であるために糖
鎖ビルディングブロックを複数種類用いる場合に
はシリンジを交換する必要があるなどの制約が
多々あった。本研究期間内に代表者は共同研究先の
企業と協力して、第二世代の液相電解自動合成装置
を開発した。独立したポンプを複数台内蔵しており 

 
図 7. 液相電解自動合成装置（第二世代） 

異なる糖鎖ビルディングブロックを任意の順番で投入することも出来るだけでなく、スケール
アップにも対応できる。この装置を利用して生物活性オリゴ糖の合成に取り組んでいるが、その
うちの一つが硫酸基を含む、リポキトオリゴ糖（Myc-LCO）である。基本骨格は TMG-キトトリ
オマイシンと同じキトオリゴ糖 4 糖であるため、液相電解自動合成による糖鎖ビルディングブ
ロックの集積化がそのまま利用出来ると考えた。実際に、還元末端側の単糖以外は同じ糖鎖ビル
ディングブロックが利用できるし、硫酸基の導入にあたっては予め導入した TBDPS 基を選択的
に脱保護して簡便に導入出来た。 



 

図 8. リポキトオリゴ糖の合成スキーム 
 

(3) 環状オリゴ糖合成への展開 
 本研究で予想外の進展を見せたのが、環状オリゴ糖合成である。当初は研究計画に盛り込まれ
ていなかったが、鎖状オリゴ糖が簡便に合成出来ることから（収率的には改善の余地は大きい）、
分子内電解グリコシル化反応によって環状オリゴ糖への変換可能ではないかと考えたのがきっ
かけである。電解グリコシル化反応のもう一つの特長は高い立体選択性である。N-ヨードスクシ
ンイミドとトリフルオロメタンスルホン酸の組み合わせでは環状オリゴ糖が混合物で得られて
くるのに対して、電解ブリコシル化反応は目的の環状オリゴ糖を立体選択的に与えた。現時点で
はグルコサミンに限られているが、グルコースなどの他の単糖でも環状オリゴ糖が得られるこ
とは確認している。また、現在はグルコース環状 12 糖の合成にも取り組んでおり、12 糖の半分
の構造である鎖状 6 糖の合成に成功しており、今後は鎖状 6 糖を二量化・環化して目的の環状
12 糖を合成する予定である。 
 

 
図 9. 環オリゴグルコサミンの合成スキーム 

  
 この他、オリゴ糖の生物活性評価としては、我々の合成した TMG-キトトリオマイシンがグル
コサミニダーゼ阻害活性を有することが共同研究者によって確認されている。また、グルコサミ
ニダーゼ GH-20 の TMG-キトトリオマイシンによる阻害メカニズムについて、熱力学パラメー
タを詳細に調べることで明らかにした。 
  
 今後の展開として、生物活性オリゴ糖の大量合成に向けて道筋をつけることが出来たので、さ
らに共同研究などを進めて、オリゴ糖の機能解明などを推進したい。また、環状オリゴ糖合成へ
の応用という新しい展開も見えてきたので、この部分は今後大きな進展が期待できる。その一方
で、機能評価については共同研究者のサポートによって実施出来た部分もあるが、従来の手法を
利用するにとどまっており、自ら評価出来るような体制を構築するまでに至らなかった。この点
については大いに反省し、引き続き取り組みを継続する。 
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