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研究成果の概要（和文）：化学的に安定な糖鎖で担体表面を修飾し、抗体に匹敵する糖鎖の生体分子認識機能を
バイオセパレーションに活用することが期待されている。これまでの糖鎖による表面修飾は、担体の種類によっ
て手法を使い分けなければならず、その操作もステップ数が多く煩雑であるといった問題があった。そこで我々
は、糖鎖界面の形成および糖鎖密度の制御を簡便にするため、基板固定化部位として担体の材質に依存せず接着
可能なカテコール基と生体物質認識部位として糖鎖を有する高分子を設計し、糖鎖界面を容易に形成できる技術
を開発した。さらに、この技術を用いて糖鎖の生体分子認識機能を利用したバイオセパレーションに応用した。

研究成果の概要（英文）：It is expected that the material surfaces are modified with 
chemically-stable glycosides and the biomolecule recognition abilities of the glycosides, which are 
comparable to antibodies, are utilized for bioseparation. Conventionally, surface modification using
 glycosides has some problems that the method must be used properly depending on the materials, and 
the operation is complicated due to the large number of steps. Therefore, in order to simplify the 
formation of the glycol-functional interface and the control of the glycoside density, we prepared a
 polymer having catechol groups as a substrate immobilization site and glycosides as a biological 
recognition site. Furthermore, this technique was applied to bioseparation using the biomolecule 
recognition ability of the glycosides.

研究分野： 化学工学

キーワード： 糖鎖高分子　カテコール基　コーティング　分子認識界面　バイオ分離精製
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖鎖はその化学的安定性から抗体などのタンパク質よりも優れており、生体物質に対する特異性も抗体に匹敵す
る。しかし、複雑で多様な構造をもつ糖鎖は構造解析や機能解明が難しく、タンパク質やDNAに比べて研究が遅
れているのが現状である。これらの課題を踏まえ我々は、デバイスの構築プロセスにメリットをもたせる重要性
に着目し、高い接着性を発現する天然ポリフェノールからアイデアを得た糖鎖界面形成技術を考案した。糖鎖の
優れた生体分子認識機能を利用したバイオセパレーションが実用化されれば、バイオ医薬の製造コスト削減につ
ながる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細胞表面に存在する“糖鎖”はウイルス・細菌の感染、細胞接着、ガン転移などあらゆる生

命現象における分子認識に関与し、その結合力や特異性は抗体に匹敵する。その糖鎖を材料表面

に固定した糖鎖界面 は特異的で強い生体分子結合性を示す。この糖鎖界面が活躍する主な分野

の一つが、生体物質の分離精製、すなわちバイオセパレーションである。バイオプロセスでは多

くの物質が共存した粗生産物からの高純度化が要求されるため、分離精製システムが占める重

要度は高い。現在広く使われている抗体はタンパク質であるため化学変性や長期保存などに問

題があり、バイオ医薬の薬価を圧迫しているのが現状である。化学的に安定な糖鎖を分子認識素

子として代用すれば、バイオ医薬製造における精製コストの削減につながる。 

一般に、バイオセパレーションに用いられる支持担体には、微粒子、ゲル、多孔質膜等、様々

な形状が使われる。また、それらの材質は、無機材料、天然多糖類、合成高分子と多種多様であ

る。つまり、担体によって糖鎖界面の形成手法を使い分けしなければならず、その操作もステッ

プ数が多く煩雑であるといった問題があった。ワンステップで多種多様な材質・形状に適用可能

な糖鎖界面形成技術が求められる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、糖鎖界面の形成および糖鎖密度の制御を簡便にするため、基板固定化部位とし

て担体の材質に依存せず接着可能なカテコール基と生体物質認識部位として糖鎖を有する合成

高分子を 2 種類設計し(図 1)、糖鎖界面を容易に形成できる技術を開発した。このカテコール含

有糖鎖高分子の担体固定化能およびタンパク質結合能を水晶発振子マイクロバランス(QCM)を用

いて評価した。さらに、糖鎖高分子を多孔性中空糸膜に固定化し、タンパク質を連続フロー式で

吸着させた。 

   

図 1 スペーサーにビフェニル基をもつカテコール含有糖鎖高分子とスペーサーにアミド基をも

つカテコール含有糖鎖高分子. 

 

３．研究の方法 

①カテコール含有糖鎖高分子の作製 

スペーサーにビフェニル基をもつカテコール含有糖鎖高分子は、Suzuki カップリング反応

を利用した逐次的なポスト機能化によって作製した。まず、主鎖前駆体となるフェニルボロン酸

を側鎖にもつ高分子をフリーラジカル重合によって合成した。次に、糖鎖リガンドとして p-ブ

ロモ糖鎖の仕込み濃度を変えて高分子に反応させた。さらに、大過剰の 4-ブロモカテコールを

反応させて残りのフェニルボロン酸に反応させた。 

スペーサーにアミド基をもつカテコール含有糖鎖高分子は、糖鎖モノマーおよびカテコー

ルモノマーの直接重合によって作製した。アセチル化処理をした糖鎖モノマーおよびカテコー



ルモノマーをジメチルホルムアミドに溶解し、ラジカル開始剤を加えて加熱した。得られた高分

子にナトリウムメトキシドを添加して脱アセチル化した。 

 

②カテコール含有糖鎖高分子の担体固定化能およびタンパク質結合能評価 

異なる材質をもつ QCM センサーセルにカテコール含有糖鎖高分子溶液を供給し、高分子固

定化に伴う振動数変化を QCM を用いて測定した。さらに、pH が異なる緩衝液、カテコールをも

たない糖鎖高分子、およびカテコール含有糖鎖単量体を用いて、担体固定化への pH、カテコー

ル基の有無、および高分子化の影響を調べた。糖鎖高分子を固定化した QCM センサーセルにタン

パク質溶液を供給し、タンパク質吸着に伴う振動数変化を QCM を用いて測定した。タンパク質に

は、コンカナバリン A (Con A、糖親和性あり)およびウシ血清アルブミン(BSA、糖親和性なし)

を用いた。 

 

③糖鎖高分子固定化膜を用いたタンパク質の連続フロー式吸着 

シリカアルミナ製の多孔性中空糸膜(図 2)にカテコール含有糖鎖高分子溶液に浸漬して固

定化した。糖鎖高分子固定化膜に Con A および BSA 溶液をそれぞれ供給し、流出液中のタンパ

ク質濃度を測定した。 

 

 

図 2 SiO2/Al2O3製の多孔性中空糸膜 

 

４．研究成果 

①カテコール含有糖鎖高分子の合成 

スペーサーにビフェニル基をもつカテコール含有糖鎖高分子は、Suzuki カップリング反応

を利用した逐次的なポスト機能化によって作製した。1 段階目として、p-ブロモ糖鎖の仕込み濃

度を変えて高分子に反応させると、導入率が最大で 11%の糖鎖高分子が得られた。この高分子に

2 段階目として 4-ブロモカテコールを反応させてカテコール含有糖鎖高分子を作製した。この

作製方法で得られた糖鎖高分子の糖鎖導入率は低く、ビフェニル基のバルキーな構造により水

溶性も低かった。 

スペーサーにアミド基をもつカテコール含有糖鎖高分子は、糖鎖モノマーおよびカテコー

ルモノマーの直接重合によって作製した。得られた高分子中の糖鎖およびカテコールの比率は

58:42 であり、仕込みのモノマー比率に近かった。この作製方法で得られた糖鎖高分子の水溶性

は高かった。 

 

②カテコール含有糖鎖高分子の担体固定化能およびタンパク質結合能評価 

カテコール含有糖鎖高分子が金、シリカ、およびポリスチレン表面に固定化されることを

QCM 測定により確認した。スペーサーにビフェニル基をもつカテコール含有糖鎖高分子を異なる

pH でシリカ表面に固定化させると、高 pH では固定化されなかった。これはカテコール基の酸解

離に起因する。また、カテコールを含有しない糖鎖高分子は固定化が確認されなかったことから、



この固定化にはカテコール基が必要であると言える。さらに、スペーサーにアミド基をもつカテ

コール含有糖鎖単量体の固定化挙動と比べるとカテコール含有糖鎖高分子は低濃度から固定化

され、固定化量も単量体よりも大きかった。高分子化したことで担体固定化能が向上した。 

カテコール基含有糖鎖高分子を用いて形成した糖鎖界面へのタンパク質結合性を評価した。

スペーサーにビフェニル基をもつ糖鎖高分子への Con A および BSA の吸着量は同程度であり、

親和性があるはずの Con Aの吸着量は小さかった。これは、高分子中の糖鎖導入率が低く、形成

された界面の糖鎖密度が低かったためである。一方で、スペーサーにアミド基をもつ糖鎖高分子

への Con A 吸着量は大きく、特定のタンパク質への親和性を示した。さらに、QCM 測定の結果か

ら Con A が単層量以上に吸着していることがわかったため、このカテコール含有糖鎖高分子が

多層固定されていることが示唆される。 

 

③糖鎖高分子固定化膜を用いたタンパク質の連続フロー式吸着 

スペーサーにアミド基をもつ糖鎖高分子が Con A に対して高い親和性を示したため、この

糖鎖高分子を多孔性中空糸膜に固定化し、タンパク質を連続フロー式で吸着させた。糖鎖高分子

固定化膜に BSA 溶液を通液させると、直後から流出しほとんど吸着しなかった。一方で、Con A

溶液を通液させると、初め流出液中にタンパク質が検出されず膜に吸着した。そして、膜体積の

20 倍の Con A 溶液量を通液させた時に破過に達した。多孔性中空糸膜の細孔径はタンパク質よ

りも大きいため、Con A 除去のメカニズムはサイズ排除ではない。カテコール含有糖鎖高分子を

固定化した膜は選択的に Con A を吸着でき、バイオセパレーションとしての応用が期待できる。 
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