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研究成果の概要（和文）：フルオロアルキル鎖を有する糖鎖化合物を合成し、細胞を用いて効率

的に糖鎖伸長させた後にフッ素材料に固定化し、インフルエンザウイルスによる認識を検討し

た。ウイルスによる認識にはオリゴエチレンオキシドのスペーサーが必要であることを見出し、

スペーサーを有するフッ素化オリゴ糖を細胞によって合成し、固定化した糖鎖にインフルエン

ザウイルスが選択的に吸着することを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：Glyco-compound having fluoroalkyl chain was synthesized and its 
carbohydrate chain was elongated using cells. The oligosaccharide having fluoroalkyl chain 
was immobilized on the fluoro-material and the immobilized material was tested for the 
absorption of influenza virus. It was found that the ethylene oxide oligomer was necessary 
as a spacer for recognition of influenza virus. It was confirmed that the immobilized 
oligosaccharide compound having oligo(ethylene oxide) spacer was specifically recognized 
by influenza virus. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 

２００８年度 6,700,000 2,010,000 8,710,000 

２００９年度 2,500,000 750,000 3,250,000 

年度    

  年度    

総 計 13,600,000 4,080,000 17,680,000 
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１．研究開始当初の背景 
(1)フルオラステクノロジーは、フルオラス
化合物（フッ素を複数個有する化合物）同士
の親和性を利用して分離・分析を行うことを
基盤としている。勿論、多数のフッ素原子の
電子吸引性を利用した超強酸としての利用
も価値が高いが、フルオラス化合物同士の親
和性による分離・精製技術の利用価値は高い。
1994 年、T. Horvath らが、オレフィンのハ
イドロフォルミル化を行う際にフルオラス

触媒を用い、フルオラス触媒を溶解するパー
フルオロカーボンが有機溶媒とも水とも混
合しないことを利用して触媒の分離精製を
容易にした（Horvath and Rabai, Science, 
266, 72, 1994.）。これが、フルオラステク
ノロジーの始まりである。1997 年には、D. P. 
Curran らが「フルオラスタグ」という概念を
導入して（Curran, Hadida, He, J. Org. Chem., 
62, 6714, 1997.）、フルオラスシリカゲル
などを用いての分離精製を行うことにより、

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2007～2009 

課題番号：19300168 

研究課題名（和文） フルオラス相互作用を用いる機能性糖鎖デバイスの構築 

                     

研究課題名（英文） Development of functional glyco-devices using fluorous interaction 

 

研究代表者 

  畑中 研一（HATANAKA KENICHI） 

東京大学・生産技術研究所・教授 

 研究者番号：７０１６７５８４ 

 



 

 

有機合成化学に新しい分野を開いた。日本に
おけるフルオラステクノロジーの集約は、
2002-2004 年度に（財）野口研究所により『野
口フルオラスプロジェクト』として立ち上げ
られ、合計３回の公開シンポジウム（国内）
が行われた。さらに、プロジェクトに参加し
た研究者が中心となって 2005-2007年度には
期間限定でフルオラス研究会が立ち上がっ
ている。国際的には、主にヨーロッパ・アメ
リカに日本を加えたフルオラス研究者の研
究機構が組織され、2003 年 7 月にはフランス
のボルドーで第１回フルオラステクノロジ
ー国際シンポジウムが開催された。また、第
２回フルオラステクノロジー国際シンポジ
ウムが 2007 年 7 月に横浜で開催された。水
層、フルオラス層、有機層の三層が分離して
いる系では、まず水分子が水素結合によって
集合し、次にフルオラス分子が双極子同士の
相互作用で集合し、どちらにも入れない疎水
性分子が集合している、と考えられる。ここ
で注目すべきは、フルオラス相互作用が水素
結合と疎水性相互作用（仮想的な力）との中
間の強さであるということである。即ち、フ
ルオラス相互作用は、疎水性の有機分子の層
に対しては主体性を持って働き、水層に対し
ては受け身に働く。このことは、フルオラス
相互作用を用いて分離・分析を行う際のフル
オラス化合物の設計に大きく寄与するもの
であると考えられる。 
(2) 我々は「糖鎖プライマー法」と呼ばれる
細胞を用いたユニークな糖鎖合成に着手し
ている。アルキルグリコシドと呼ばれる一連
の化合物を細胞培養系の培地に添加すると、
細胞内に取り込まれ、酵素によって糖鎖伸長
が行われた後、培地中に放出される。この方
法は、化学合成法のような複雑で多段階の反
応を経由することもなく、酵素合成法に必要
な糖転移酵素の単離・精製や（基質となる）
糖ヌクレオチドの調製といった工程もない
ため、簡便で安価なオリゴ糖鎖の合成方法と
言うことができる。また、化学合成法のよう
に多量の有機溶媒を必要としないため、環境
に優しい合成法とも言えよう。オリゴ糖合成
の原料となるアルキルグリコシドは細胞の
酵素によって糖鎖伸長を受けるので、「糖鎖
プライマー」と呼ばれる。糖鎖プライマーの
種類を変えれば、得られるオリゴ糖鎖の構造
を変化させることが可能であるが、糖鎖合成
に用いる細胞の種類を変えても得られるオ
リゴ糖が異なる。しかも、得られるオリゴ糖
鎖は全て天然に存在するオリゴ糖（或いは、
その一部）であるため、細胞を用いたオリゴ
糖鎖の合成法は「バイオコンビナトリアル合
成」と言うことができる。例えば、ドデシル
（C12）ラクトシドを糖鎖プライマーとして
用いるとき、B16 細胞ではシアリル化された
三糖が主に得られるのに対して、MDCK 細胞で

は、シアリル化された三糖の他に、三糖が N-
アセチルグルコサミニル化された四糖、さら
にガラクトシル化された五糖の混合物が生
成物として得られる。さらに、この方法の特
徴は、（糖転移酵素の基質特異性が及び難い）
アグリコン部分（糖鎖以外の部分、この場合
には長鎖アルキル部分）に生体不活性の官能
基を導入できることである。例えば、アジド
基を導入した糖鎖プライマーを細胞培養系
の培地に加えると、糖鎖伸長後の生成物にも
アジド基が存在し、化学的に還元することに
よってアミノ基に変換することが可能であ
る。このアミノ基を使って、糖鎖ポリマーを
合成することができる。フッ素原子もまた生
体不活性である（細胞内で反応しない）ため、
アグリコン中にフッ素原子を導入した糖鎖
プライマーを合成して、細胞内糖鎖伸長反応
に用いることができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、フルオラスタグを有する糖鎖プ
ライマーの細胞による糖鎖伸長について詳
細に検討することを目的とする。また、培地
中に得られる糖鎖伸長化合物のアグリコン
中に導入した複数のフッ素原子を利用して
フルオラス材料に固定化し、糖鎖に特異的に
結合するタンパク質（毒素、ウイルスなど）
を認識して除去する医用デバイスを構築す
ることを目的とする。具体的には次に示す通
りである。 
(1)糖鎖伸長に最適なフルオラス基を模索す
る。具体的には、糖鎖生産に最適とされるド
デシル基のうち、炭素４個分、６個分、８個
分、１０個分の水素原子をフッ素で置換した
プライマーを合成し、種々の細胞培養系に添
加することによって、糖鎖伸長に最適なフル
オラスタグを決定する。 
(2)細胞が生産した糖鎖、あるいは化学合成
した糖鎖（フルオラスタグが付いているも
の）の固定化 を試み、固定化に最適な構造
および固定化の反応条件を詳細に検討する。 
(3)毒素やウイルスを対象として、糖鎖との
特異的な相互作用を介する除去デバイスを
構築する。 
 
３．研究の方法 
(1)フッ素原子を有する糖鎖プライマー（フ
ルオラスプライマー）の合成：フッ素を含む
長鎖アルコールとしては、パーフルオロヘキ
シルヘキサノール（ドデカノールの外側半分
の水素をフッ素で置換した化物、
C6F13C6H12OH）やパーフルオロデシルエタノ
ール（ドデカノールの外側の炭素１０個分の
水素をフッ素で置換した化合物、
C10F21C2H4OH）などを用いる。フッ素を含む
長鎖アルコールをアセチル化糖でグリコシ
ル化し、生成物のアセチル基を外す。ラクト



 

 

ース（β(1→4)結合したガラクトシルグルコ
ース）をアセチル化し、ルイス酸である三フ
ッ化ホウ素エーテル錯体を触媒としてパー
フルオロヘキシルヘキサノール
（C6F13C6H12OH）またはパーフルオロデシル
エタノール（C10F21C2H4OH）をグリコシル化
することによってプライマー前駆体が得ら
れる。この前駆体のアセチル基を外すとフッ
素を含むプライマーが得られる。 
(2)フルオラスプライマーへの糖鎖伸長反
応：パーフルオロヘキシルヘキサノール
（C6F13C6H12OH）およびパーフルオロデシル
エタノール（C10F21C2H4OH）とラクトースか
ら合成される（βグリコシド結合した）糖鎖
プライマーを用いて、B16 メラノーマ細胞に
対する細胞毒性、糖鎖プライマーの細胞内取
り込み、糖鎖伸長反応などについて調べる。
培地中にフルオラスプライマーが存在する
ときの B16 メラノーマ細胞の様子を調べる。
各フルオラスプライマーの細胞毒性につい
て詳細に調べ、細胞毒性の原因として、細胞
膜との相互作用などを物理化学的な立場か
ら検討する。次に、フッ素を含む糖鎖プライ
マーの細胞膜透過性について細胞画分から
得られる脂質の HPTLCにより調べる。さらに、
培地画分の糖脂質成分の HPTLC 解析により、
糖鎖合成に対するフルオラス基の影響を調
べる。 
(3)フルオラスタグを有するグリコシドのフ
ルオラス材料への固定化：ダイキン化成品販
売株式会社のポリフロンペーパー（テトラフ
ルオロエチレン樹脂製）あるいはその他のテ
フロン材料へフルオラスタグ付きオリゴ糖
を固定化する。固定化の溶媒、固定化の濃度、
洗浄溶媒の種類について詳細に検討し、糖鎖
の固定化量を測定する。固定化量の測定には、
酵素標識あるいは蛍光標識レクチンなどを
用いる。 
(4)フルオラスタグを有するグリコシドを固
定化したデバイスによる毒素やウイルスの
吸着：オリゴ糖鎖を固定化した新規デバイス
を用いてインフルエンザウイルスの吸着を
試験する。インフルエンザウイルスに結合す
ることが分っているＧＭ３を細胞により合
成し、フルオラス基を用いて固定化した材料
表面へのインフルエンザウイルスの吸着を
観察する。吸着量の検討は、蛍光標識したヘ
マグルチニン抗体を用いて行う。 
 
４．研究成果 
(1)フッ素原子を有する糖鎖プライマー（フ
ルオラスプライマー）の合成：フッ素を含む
長鎖アルコールとしては、パーフルオロヘキ
シルヘキサノールやパーフルオロデシルエ
タノール、パーフルオロオクチルブタノール、
パーフルオロオクチルプロパノール、パーフ
ルオロオクチルエタノールを用いて、オクタ

アセチルラクトースとのグリコシル化によ
りフッ素を含む糖鎖プライマーを合成した。
これらの含フッ素アルコールに細胞膜の疎
水性部分と親和性があることが細胞膜を通
過する際の必須条件となるが、水溶液中では、
フルオラス化合物と疎水性化合物は水の水
素結合ネットワークから逃れ、集合する傾向
にある。フルオラス層を形成しないような条
件にすれば、フッ素を含む糖鎖プライマーは
細胞膜に突き刺さっていくと考えられる。フ
ルオラス層を形成しないような条件とは、フ
ッ素化合物が集合していない状態のことを
指すのであるから、この場合には、フッ素を
含む糖鎖プライマーが培地に溶解していて、
しかもミセルを形成しない濃度（臨界ミセル
濃度以下）であればよいことになる。本研究
では、フッ素を含む糖鎖プライマーの臨界ミ
セル濃度を測定した。その結果、フッ素を含
む糖鎖プライマーの臨海ミセル濃度は１０−
２０μＭであり、細胞に投与する濃度ではミ
セル形成が起こっていると考えられる。但し、
系中には単量体も存在するため、この単量体
が細胞膜に突き刺さっていくと考えられる。
このことを裏付けるため、フッ素を含む糖鎖
プライマーとフッ素を含まない糖鎖プライ
マーとの混合物の水溶液の表面張力を測定
することにより、フッ素を含む糖鎖プライマ
ーが細胞膜と親和性があることを見出した。
その結果、フルオロメチレン基の疎水性はメ
チレン基の約１．５倍程度であることを発見
した。 
(2)フルオラスプライマーへの糖鎖伸長反
応：パーフルオロヘキシルヘキサノール
（C6F13C6H12OH）およびパーフルオロデシル
エタノール（C10F21C2H4OH）とグルコース、
ガラクトース、ラクトースから合成される
（βグリコシド結合した）６種類の糖鎖プラ
イマーを用いて、B16 メラノーマ細胞に対す
る細胞毒性、糖鎖プライマーの細胞内取り込
み、糖鎖伸長反応などについて調べた。また、
各フルオラスプライマーの細胞毒性につい
て詳細に調べ、細胞毒性の原因として、細胞
膜との相互作用などを物理化学的な立場か
ら検討した。 
(3)フルオラスタグを有するグリコシドのフ
ルオラス材料への固定化：市販のフッ素化材
料へのフルオラスタグ付きオリゴ糖の固定
化を行った。 
(4) フルオラスタグを有するグリコシドを
固定化したデバイスによる毒素やウイルス
の吸着：フルオラス基質への非特異的な吸着
を抑えるため、また、糖鎖とタンパク質との
相互作用の場を作るために、フルオロアルキ
ル鎖と糖鎖の間にポリエチレングリコール
オリゴマーのスペーサーを導入した糖鎖プ
ライマーを合成した。アセチル化ラクトース
のイミデート体と 3-(パーフルオロオクチ



 

 

ル)プロピル PEGPEGOH（或いは、3-(パーフル
オロオクチル)プロピル PEGPEGPEGPEGPEGOH）
を用い、三フッ化ホウ素エーテル錯体を触媒
としてグリコシル化反応を行った。反応終了
後、シリカゲルクロマトグラフィーによる精
製により得られたアセチル保護体を、ナトリ
ウムメトキシドを用いて脱保護し、PEG のダ
イマーおよびペンタマーをスペーサーとす
るフルオラス糖鎖プライマーを得た。これら
のフルオラス糖鎖プライマーを B16メラノー
マ細胞や BHK-21(C-13)細胞の培地中に投与
することによって、シアル酸が転移したフル
オラス糖鎖化合物が得られた。得られた Sia
α2→3Lac-O-PEG2-C3H6-C8F17 を用い、レク
チンやインフルエンザウイルスの相互作用
評価をドットブロット法で行った。レクチン
による相互作用評価の実験方法を以下に示
す。Siaα2→3Lac-O-PEG2-C3H6-C8F17 (in 
MeOH/PBS =1/9、0.8 mM)、Lac-O-PEG2-C3H6- 
C8F17 (in MeOH、0.1 mM)、PEG2-C3H6-C8F17 
(in MeOH、0.1 mM)、の 3 種類の溶液をそれ
ぞれ 5mL ずつ、ポリテトラフルオロエチレン
フィルター（ダイキン製）上にのせ、乾燥し
た後、BSA（牛血清アルブミン）でブロッキ
ングをし、（GM3 を認識する）MAM レクチン
と作用させ検出を行った。この時、Siaα2→
3Lac-O-PEG2-C3H6-C8F17 のみが選択的に認
識した。一方、インフルエンザウイルスを用
いる相互作用評価の実験では、Siaα2→
3Lac-O-PEG2-C3H6-C8F17 (in MeOH、0.20 mM、
0.05 mM)、Lac-O-PEG2-C3H6-C8F17 (in MeOH、
0.20 mM、0.05 mM)の 4 種類の溶液を、レク
チンの相互評価実験と同様、ポリテトラフル
オロエチレンフィルター上に固定化、ブロッ
キングをし、インフルエンザウイルス
A/duck/Pennsylvania /10218/84と作用させ、
検出を行った。この時、Siaα2→3Lac-O- 
PEG2-C3H6-C8F17 のみに選択的なウイルス吸
着が検出された。 
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