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研究成果の概要（和文）：糖質（複合糖質）は、それぞれ重要な機能を持っている。糖鎖の分解は、その機能を
オフにする役割を担っており、非常に重要であるが、細胞内で特定の複合糖質が、いつ、どの酵素に分解されて
いるかを追跡することは不可能である。そこでこれを可能にする、新しい分子ツールの開発を目指した。興味対
象の複合糖質構造に対して、その構造をあまり変化させずに仕掛けを施し、その基質が分解されたときに、分解
した酵素と共有結合を形成できるようにすれば、追跡が可能となる。今回、独自のアイデアでこれを実現できる
分子ツールを開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Carbohydrates (glycoconjugates) have important functions. Degradation of 
carbohydrates that play a role of "turning off" functions of original carbohydrates, is also 
important process in cells. However, it is not possible to monitor when or which enzymes degradate a
 specific glycoconjugate in cells. This time, a new molecular tool that can do this was successfully
 developed with our own idea.

研究分野： ケミカルバイオロジー　有機合成化学
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１．研究開始当初の背景 
シアル酸は、糖タンパク質、糖脂質（ガン

グリオシド）、多糖に存在し、多様な糖鎖構
造に連結している。シアル酸を末端にもつガ
ングリオシドなどの複合糖質は、シアリダー
ゼにより分解され、これが代謝分解の最初の
段階となる。シアリダーゼはノイラミニダー
ゼとも呼ばれ、ウイルスやバクテリアではそ
の感染・増殖に深く関与していることから、
これらに対する阻害剤が多数開発されてき
た。しかしながら、阻害剤だけでは生物現象
とシアリダーゼ機能を分子レベルで議論す
ることは困難である。シアリダーゼは哺乳類
では 4 種あり、基質選択性が厳密ではないの
で、酵素－基質の組み合わせは無数の可能性
がある。そのため、“細胞レベルである特定の
糖脂質の分解をどのシアリダーゼが実行し
たか”、を解析することはできない。この基質
特 異 的 な 代 謝 追 跡 （ Substrate-Specific 
Metabolism Monitoring（SMM））を可能にする
分子プローブ（SMM プローブ）は、糖加水
分解酵素とその基質の機能解析に貢献でき
ると考え、本研究ではこれを実現するべく、
研究に取り組んだ。 
本研究では、ガングリオシド GM3 のシア

リダーゼによる分解追跡を可能にできる
SMM プローブ開発の概念実証を目指した。
SMM プローブの要件は、１）興味対象のシ
アロ糖鎖とほとんど同じ構造を有し、２）シ
アリダーゼによって基質として認識され、
３）分解される際にシアリダーゼと共有結合
を形成する、ことである。これによって、
“GM3”が“どのシアリダーゼ”に分解されたか
を、解析できるようになる（図１）。 
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図１．SMM プローブの概略図 

 
これを実現できるプローブの候補は、3 位

に F 原子を持つシアル酸誘導体 1 であった。
1 はシアリダーゼの基質となり、2 位置換基 X
が切断されカチオン性中間体2となる（図2）。
F 原子によって 2 は不安定化され、すぐに触
媒サイトに存在するチロシンと共有結合を
形成し、シアリダーゼとプローブが結合した
複合体 3 を与える。仕掛けの F 原子は複合体
2 の安定化と同時に 1 の安定化と 2 の不安定
化に寄与する。このことから、X には適切な
脱離基（通常は F 原子）が必須となる。すな
わち上記の１）の性質を持たせることができ
なかった。 

図２．3 位 F 型プローブ 1 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、GM3 の構造を基盤とし

て、上記 3 つの要件を満たすプローブ開発を
考え、最終的に 3 位にメチレン基を導入した
シアロ糖鎖誘導体 4 を設計した（図 3）。4 は
3 位に電子求引基を持たず、またシアル酸の
コンホメーションに大きな影響を与えない
ことが計算化学的に示唆されている。このこ
とから、シアリダーゼに対する親和性と基質
としての反応性を低下させず、R に糖鎖構造
を導入可能と期待した。さらに 4 がシアリダ
ーゼと基質になると 5 を生成する。5 は活性
化された Michael 受容体と見ることができ、
近傍の求核性アミノ酸と反応して、シアリダ
ーゼと共有結合を形成でき、安定な複合体 6
を生成すると考えた。GM3 構造に適用する前
段階として、本研究では 2 糖型の 4 を合成し、
本設計コンセプトの概念実証をすることに
フォーカスした。 
 

図３．新規 SMM プローブ 4 の設計 
 



３．研究の方法 
化合物 4 は新規構造であり、本構造を本当

に合成できるのかが、最初の課題であった。
当初、3 位エキソメチレン基は対応する 3-ケ
ト体から構築しようと検討していた。しかし、
3-ケト体の合成は困難であり、前駆体の 3-ア
ルコール体を酸化条件に附すと、基質が分解
した。構造決定には至っていないが、1 位メ
トシキカルボニル基の影響でレトロクライ
ゼン縮合が進行し、シアル酸が開環している
と推定された。 
そこで、2 位へのアクセプター糖の導入と

3 位エキソメチレン基を同時に構築する新た
な合成法を立案した（図 4）。2,3-デヒドロ体
の 3 位に脱離基（LG）をもつ 1 炭素ユニット
を導入した 7 を活性化することで、オキソニ
ウム種 8 を発生させる。アクセプター糖が、
3’位ではなく、2 位と反応すれば、3 位エキ
ソメチレン基を構築しながら望むシアロシ
ド結合を形成でき、9 を合成できると考えた
（ビニロガス活性化によるシアリル化反応）。
より不安定と推測される 9 を再活性化せず、
7 を選択的に活性化する必要があるため、適
切な脱離基 LG と活性化法の選択が重要であ
る。 
 

 
図４．合成計画 
 
４．研究成果 
脱離基 LG として o-アルキニルベンゾエー

トを導入したドナーを用い、金錯体による活
性化法を利用することを計画した（図 5）。こ
の際、反応の位置及び立体選択性を獲得する
ため、7 位に配向基として Pico 基を導入した
ドナー10 を用いて、グリコシル化反応を実施
した。調製したドナー10と1級アルコール11a
とのグリコシル化を試みたところ、12a を
52％で選択的に得ることに成功した。同様に
ガラクトースアクセプター11b とのグリコシ
ル化を試みたところ、32％で 12b を立体選択
的に与えた。さらに、ガラクトース 3 位との
グリコシル化を検討した。様々なアクセプタ

ーを合成して検討したが、最終的に 6 位を Tr
基で保護し、さらに他の水酸基を保護してい
ない 11c を用いた時に、12％で目的物 12c を
単離することに成功した（図 5）。 
 

 

図５．ドナー10 を用いるシアリル化反応 
 

12a-12c の保護基を除去し、3 種の化合物 4
の誘導体を得た。これらのウェルシュ菌シア
リダーゼに対する阻害効果を評価したとこ
ろ、単糖型はほとんど阻害活性を示さなかっ
たが、2 糖型の 2 種は、顕著な阻害活性を示
し、さらに意外なことに、これらは典型的な
シアリダーゼ阻害剤 DANA よりも低濃度で
シアリダーゼ活性を阻害した。また、シアリ
ダーゼとの共有結合形成も確認でき、SMM
プローブの概念実証に成功した。 
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