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研究成果の概要（和文）：グラム陰性菌が産生するリポ多糖(LPS)のコア糖鎖はワクチン開発の標的である。本
研究はコア糖鎖合成法の開発と糖鎖プローブの作成を行った。また合成コア糖鎖を認識するヒト抗体選抜，その
免疫学的性質の解明を行った。その結果，マンノ型3,4分岐構造の効率的合成，4,5分岐Kdo構造の効率的構築を
達成し，ビシナルジオール分岐が連続したコア糖鎖の完全立体選択的合成を初めて達成し10種の糖鎖合成を完了
した。つづいてビオチン及び磁気粒子コンジュゲートの作成を行った。そしてこれらを使用して，市販のヒト抗
体より糖鎖認識抗体の選抜を行いの抗体を得た。これらは菌体由来LPSの低低分子領域を認識することを突き止
めた。

研究成果の概要（英文）：The synthesis of continuously branched core hexasaccharide produced by 
gram-negative bacteria was successfully accomplished by using block coupling of the oligosaccharide 
donor with a 2-4 linked Kdo acceptor.  For the construction of 3,4-branched heptose structure, the 
use of toluene was found to be effective solvent from a 4-O-substituted heptose with a heptose 
donor.  The 4,5-branched tri-, tetra-, and pentasaccharide were also synthesized with complete 
stereoselectivity by the same manner.  The oligosaccharide-biotin conjugate and sugar coated 
magnetic nanoparticle were synthesized.  The human IgG selected by using the synthetic carbohydrate 
coated magnetic nanoparticle was found to recognized Salmonella minesota Re-LPS.

研究分野：糖鎖工学
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１．研究開始当初の背景 
 
国内外を問わず淋菌やクラミジアによる
性感染症が拡大していること，アフリカ中部
での髄膜炎菌の蔓延による乳幼児の死亡率
が高いことが深刻な問題となっている。その
ため安価で効果的な病原性グラム陰性細菌
感染防御法の開発が急務である。現在グラム
陰性菌が細胞外膜に産生するリポ多糖
(LPS)/リポオリゴ糖(LOS)がワクチン開発の
標的分子として注目されている。 
LPS/LOS は多糖(PS)，オリゴ糖(OS)が脂質部
Lipid A に結合した構造をもつ。その PS/OS
部には内部コア糖鎖と呼ばれる属による構
造不変領域とそれ以外の可変領域が存在す
る。内部コア糖鎖は２-ケト-３-デオキシマ
ンノオクツロン酸(Kdo)と７炭糖のマンノヘ
プトース(Hep)を中心に構成され，これらは
ヒトには存在しないことから安全な免疫源
と期待されている。 
 
２．研究の目的 
 
近年 PS/OS 部分を認識するヒト抗体の存在
が見いだされ，内部コア糖鎖に結合する殺菌
性のヒト抗体が存在することも報告された。
しかしこの抗体がコア糖鎖のどの部分構造
を認識しているかは未解明である。このエピ
トープの解明にはプローブとして構造が単
一のコア糖鎖が必要である。しかし，グラム
陰性菌のコア糖鎖は市販されてない。また分
子生物学的手法では糖鎖不均一性のために
純粋な糖鎖標品を得ることが困難である。本
研究では，単一構造を持つ糖鎖の化学合成法
を確立し，これらをプローブとしてエピトー
プ解明に利用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では，以下に挙げる４つの課題解決に
取り組んだ。 
(１） 内部コア糖鎖の立体選択的合成法の確
立と糖鎖ライブラリの作成 
Kdo 供与体を用いる分子内グリコシド結合
形成反応を検証する。 
環状Kdo供与体を用いたグリコシル化反応
の立体選択性を検証する。 
構造が異なる２〜５糖の内部コア糖鎖ラ
イブラリを作成する 
(２） 糖鎖プローブの作成 
合成糖鎖-ビオチン，タンパクコンジュゲ
ートを作成する。 
糖鎖に結合するヒト抗体の精製方法を検
討する 
(３） 合成糖鎖を用いた免疫賦活活性評価 
合成糖鎖を用いた NO 産生誘導能を評価す
る。 
(４） 合成糖鎖結合ヒト抗体の選抜とエピト
ープ解析に向けた分析基礎条件の確立 
 

４．研究成果 
 
(１）内部コア糖鎖の立体選択的合成法の確
立と糖鎖ライブラリの作成 
 Kdo 供与体を用いる分子内グリコシド結合
形成反応：受容体となる Kdo の 5 位水酸基
と供与体 Kdo の 1 位カルボキシ基をエステ
ル結合により架橋し，分子内での一般的な
グリコシル化反応を試みた。その結果，期
待した分子内でのグリコシル化反応は進行
しなかった。主生成物は供与体側 Kdo の 2,3
位不飽和体となった。この不飽和エステル
を N-ヨードコハクイミドで活性化したヨー
ドグリコシル化を試みたが，期待した反応
生成物を得ることは出来なかった。 
 
 
 
 
 
 
この結果から期待した環状化合物の構造の
ひずみが大きく，環化による構造安定化が
反応の推進力とはならないことが示された。 
 

 構造が異なる２〜５糖の内部コア糖鎖ライ
ブラリの作成 
LPS/LOS の多くに共通して存在する Kdo2 糖
を含む 10 種の分岐 3〜6 糖，中性直鎖及び
分岐オリゴ糖合成を達成した。 
3,4-分岐ヘプトース合成では，反応溶媒と
してトルエンを用いることで，従来の立体
配座変換法と同等以上の収率で分岐構造構
築出来ることを見いだした。 
 
 
 
 
 
 
Kdo２糖へのオリゴ糖導入では完全α立体
選択的導入を達成した。また，ビシナルジ
オール分岐構造が連続した酸性内部コア
オリゴ糖合成を初めて達成した。（投稿準
備中） 
 
 
 
 
 
 
(２）糖鎖プローブの作成 
 
上記で合成した糖鎖の還元末端アリル基に
チオグリコール酸を付加した後，ヒドラジン
アミド変換後にビオチン化した。また同様の
手法により磁気粒子と結合したプローブ作
成を行った。その結果，チオグリコール酸の
付加反応では糖鎖の大きさによる反応性の
違いが認められたが，磁気粒子との縮合では



顕著な反応性の差異は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(３）合成糖鎖を用いた免疫賦活活性評価 
 
Kdo，Kdo２糖,4,5 分岐 Kdo３糖を使用して化
成評価を行ったが免疫賦活活性はほとんど
認められなかった。 
 
(４）合成糖鎖結合ヒト抗体の選抜 
 
合成した磁気粒子コンジュゲートのうち６
種を使用して，市販のヒト抗体 IgG より糖鎖
結合抗体を選抜した。その結果，ヒト IgG 10 
mg から 3-7 mg の糖鎖結合抗体を得ることが
出来た。選抜した抗体の特異性を調べたとこ
ろ，菌体由来 LPS に対して，低分子領域の LPS
に対して結合すること。特にいずれの抗体も
Kdo(2-4)Kdo に対し共通して結合すること
が確認できた。一方，分岐オリゴ糖で選抜し
た抗体は菌体由来のLPSにほとんど結合を示
さなかったことから，これらの抗体はコア糖
鎖をエピトープしているのではなく，真のリ
ガンドは別に存在する可能性，あるいは O抗
原糖鎖の存在によりそのエピトープの構造
が変化している可能性が示唆された。 
 本研究では，当初予定していた得られた抗
体の殺菌能を明らかにすること，菌体由来
LPS より選抜したヒト抗体との競合阻害実験
を実施することが期間中に実施することが
出来なかった。 
 
今後これらを調査することにより，抗原とし
て利用可能かを明らかにすること，合成コア
糖鎖を抗原とした抗体産生を試み，その機能
を評価得することで，ワクチン開発へ展開が
期待できる。 
 
以上、本課題における成果は細菌が産生する
複合糖質糖鎖の立体選択的かつ効率的合成戦
略の新たな概念を提示したものであり，LPS コア
糖鎖の分子機能解明に向けた基礎を確立でき
たものである。 
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