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研究成果の概要（和文）：髄膜炎や淋病のを引き起こすナイセリア属細菌が産生する複合糖脂質(LOS)の構造普
遍領域(コア糖鎖)を標的として，化学的手法により隣接位で連続分岐した高炭素糖で構成されるオリゴ糖の立体
選択的合成方法を確立し髄膜炎菌LOSのコア七糖の合成を達成した．この方法論を用いてコア糖鎖ライブラリ
ー，およびヘモフィルス属LPSの部分コア糖鎖ライブラリーを作成した．さらに合成糖鎖と磁気粒子のコンジュ
ゲート，脂質とのコンジュゲートを作成し，バイオプローブの合成方法を確立した．このうち合成糖鎖で修飾し
た糖鎖磁気粒子を用いて，市販のヒト抗体IgG, IgMに糖鎖ヒト抗体が存在することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We have established a stereoselective synthesis of inner-core 
oligosaccharide (core OS) of lipooligosaccharide produced by Neisseria meningitidis and N. 
gonorrhoeae. Using this methodology, we prepared a library of partial core OS of Neisserial LOS and 
Haemophilus LPS. Furthermore, we prepared conjugates of synthetic glycans with magnetic particles 
and lipids and established a synthetic method for bio probes. Using magnetic particles modified with
 synthetic glycans, we found the presence of glycosylated human antibodies in commercially available
 human antibodies IgG and IgM.

研究分野：糖鎖工学

キーワード： リポ多糖　コア糖鎖　ワクチン　立体選択的合成　糖鎖ライブラリー　糖鎖合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，髄膜炎菌や淋菌が産生する複合糖質の糖鎖を単一構造として得る化学合成方法を確立した．さらに
合成した糖鎖を認識するヒト抗体の存在を確認した．この成果は髄膜炎や淋病に対する感染予防ワクチン開発に
貢献することが可能であるだけでなく，他の病原性グラム陰性菌の感染予防ワクチン開発にも応用が可能であ
る．また合成した糖脂質は，自然免疫における糖鎖の機能解明に貢献が可能である．

※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 
細菌による性感染症の拡大や細菌性髄膜炎による乳幼児感染者の高死亡率が問題となっている．
これらの主たる原因はグラム陰性菌である Neisseria 属細菌による感染にある．これらに対する感染防
御ワクチン開発プログラムが米国，欧州を中心に取り組まれている．その抗原として細菌の細胞外膜
に存在する複合糖脂質LPS/LOSが注目され，その構造普遍領域糖鎖（コア糖鎖）が安全な抗原候補
となっている．このコア糖鎖を認識するヒト抗体の存在が明らかにされており，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，殺菌性ヒト抗体がLPS/LOSのどの糖鎖構造を認
識し，その最小構造は何であるか？殺菌性抗体産生に必要な最小糖鎖構造は何か？が第１の「問い」
である．この「問い」を解くために必要な糖鎖プローブの入手は容易ではない．構造が単一である糖鎖
プローブを得る方法として化学合成法が期待できる．しかし，高炭素糖で構成される LPS/LOS のコア
糖鎖の有効な構築法はまだない．隣接位で分岐した構造が連続する混雑した糖鎖構造をどのように
構築するのか？が第二の「問い」としてあげられる． 

 
２．研究の目的 
申請者は，LPS/LOS のコア糖鎖の免疫原性に着目し，コア糖鎖を認識する殺菌性ヒト抗体のエピ
トープとなる最小構造という「問い」を，合成化学的手法で作成した「単一構造を持つ糖鎖」ライブラリ
を用いて解き明かすことを最終の目的としている．本研究では上述の「問い」を解明するために以下
の課題に取り組むことを目的とした．(1)連続分岐構造を有する Neisseria 属 LOS コア糖鎖の化学合
成法の確立(2)コア糖鎖-磁気粒子コンジュゲートを使用したヒト抗体の選抜(3)選抜したヒト抗体の殺
菌性の検証とエピトープの解析 

 
３．研究の方法 
Neisseria 属 LOS のコア糖鎖構造を右図に示す．課題①
の高炭素糖である Kdo の cis 配置の分岐構造は，4 位に置
換基を有する Kdo 受容体に Hep を還元末端に持つオリゴ糖
供与体を縮合する方法で立体選択的に構築することとし
た．一方，3,4 に置換基を持つ Hep 誘導体の分岐構造は，4
位にラクトースユニットを持つ Hep 受容体に Hep もしくは
Hepオリゴ糖供与体を付加する方法で構築することとする．
この方法論を用いて，Neisseia 属 LOS コア糖鎖およびその
部分糖鎖を合成し，酸性および中性コア糖鎖ライブラリーを構築することを目指す． 
課題②合成糖鎖と磁気粒子，および脂質とのコンジュゲートによるプローブ作成では，合成
糖鎖の還元末端アリル基を利用してリンカーを導入したのち，磁気粒子または脂質との縮合
を行い，導入効率の最適化を行う． 
課題③合成糖鎖磁気粒子を使用して，市販のヒト抗体 IgG,IgM から糖鎖結合抗体の選抜を行い，
選抜した抗体を使用して各種 LPS に対する結合試験を試みる．また殺菌活性能を評価する． 
 
４．研究成果 

(1) 連続分岐構造を有するコア糖鎖の合成 
①3,4-分岐 Hep の合成（Figure 1） 
計画に従い，3位に遊離水酸基，4位にラクトースユニットを持つ Hep 受容体に対して Hep
供与体の導入を試みたところ，４糖骨格を立体選択的に構築することが出来た．この反応で
は反応溶媒としてジクロロメタンやエーテル系溶媒を使用するよりもトルエンが最適であ
ることを確認した．これは活性化された供与体がトルエンにより安定化されたことにより
寿命が延びたためと考察している．一方，供与体の Hep の２位に NAP 基やグルコサミン誘
導体の置換基が結合した供与体を用いたグリコシル化反応では，生成物を良好な収率で与
えるが，立体選択性が低下することが確認された．この現象については，活性化された Hep
供与体の立体配座がイス型から大きく変化し，２位置換基がエカトリアル配向に近い配置



をとるために，受容体の攻撃面が制御できなかったためと考えられる． 
②連続分岐をもつコア糖鎖の合成(Figure 2) 
4 位に置換基を持つ Kdo 二糖受容体の 5 位遊離水酸基に対して 3,4-分岐構造を持つ四糖
および五糖供与体を縮合する反応が立体選択的，かつ 50%以上の良好な収率で進行するこ
とを確認した．これにより，髄膜炎菌が産生する LOS のコア七糖の完全立体選択的合成を達
成することに初めて成功した． 

 
③Hep２位へのグルコサミンユニットのα立体選択的導入 
Neisseria 属 LOSのコア糖鎖の場合，非還元末端側Hep の２位にグルコサミンがα結合した
構造を持つ．この骨格構築を様々なグルコサミン誘導体を用いたグリコシル化反応で行うこと
を調査した．その結果，N-アセチル-2,3-N,O-trans-カーバメート基を有するグルコサミン誘
導体を供与体として使用するグリコシル化反応で行うことで，完全立体選択的に α 結合した
糖鎖を得ることに成功した．この反応はグリコシド結合が生成したのち，環内開裂反応を経由
した異性化反応を伴うことによって立体選択性が発現していることを，反応中間体を単離する
ことを通じて初めて明らかにした． 

 
④合成コア糖鎖ライブラリーの作成(Figure 4) 
上述した①，②の手法を使用して Neisseria 属，Haemophilus 属 LOS コア糖鎖の部分糖鎖ラ
イブラリーの構築を達成した． 

 
(2) 合成糖鎖と磁気粒子および脂質とのコンジュゲート作成 
計画に従い合成糖鎖の還元末端のアリル基からチオグリコール酸エステルを伸長し，ヒド
ラジン処理の後，磁気粒子の活性エステルとの縮合反応により固定化を行い，５種の糖鎖
修飾磁気粒子を作成した．一方，アリル基をオゾン酸化，続く Pinick 酸化によりカルボキ
シル基へと変換し，アルキルアミンとの縮合により対応する合成糖脂質を作成した． 
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(3) 糖鎖結合ヒト抗体の選抜 
上述した合成糖鎖磁気粒子を使用して，市販のヒト IgG および IgM を使用して糖鎖結合抗
体の選抜を行った．その結果，10 mg の IgG より 3〜4μg，1 mg の IgM から 3μgの糖鎖
ヒト抗体を選抜することが出来た．計画では選抜したヒト抗体を使用して淋菌に対する殺
菌活性を調査する予定であったが，実施できておらず，今後の検討課題とした． 
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