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研究成果の概要（和文）：  
	 本研究では、蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）を起こす蛍光発色基を装着したヘパ
ラン硫酸オリゴ糖を酵素基質として化学合成することにより、迅速かつ簡便なヘパ
ラナーゼ濃度の診断を可能にし、がんの早期発見法を開発する。本研究期間中に、基
質となるヘパラン硫酸四糖骨格の高収率かつ立体選択的な合成経路を確立した。現在FRETを
起こす蛍光発色基の糖鎖への装着を進めている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We planned to synthesize heparan sulfate oligosaccharides labeled with fluorescence 
groups to show FRET. This would be able to diagnose the cancer in early stage 
conveniently. In this research period we established a stereoselective synthetic route for the 
heparan sulfate tetrasaccharide in high yield. We are trying to equip the fluorescence 
groups on the heparin sulfate tetrasaccharide as a substrate. 
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科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：糖鎖工学、オリゴ糖、がん、診断薬 
 
１．研究開始当初の背景 
	 がん細胞は成長増殖とともに血管内に浸潤
し、遠隔臓器に血行性転移する。その際、上	 
皮細胞と結合組織の境界に位置する基底膜を
破壊して、がん細胞は血管内に浸潤する。基	 
底膜はヘパラン硫酸を構成分子としており、
がん細胞自身の分泌するヘパラナーゼによる	 

基底膜ヘパラン硫酸の分解が、血行性転移の
突破口となることが知られている[Nakajima, 
M. et al. J. Biol. Chem., 259, 2283 (1984)]。また、
がん転移の開始と血中ヘパラナーゼの濃度上
昇には高い相関がある。ヘパラナーゼの濃度
診断を迅速かつ簡便に行うことができれば、
がんの早期発見が可能になる。申請者は、ヘ
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パラナーゼが認識するヘパラン硫酸の微細構
造が極めて特異的であること[Okada, Y. et al. 
J. Biol. Chem., 277, 42488 (2002)]に着目し、高
感度な蛍光発色基を装着したヘパラン硫酸オ
リゴ糖を酵素基質として分子設計した。さら
に、より簡便な検出操作を実現するため、蛍
光共鳴エネルギー転移（FRET）をオリゴ糖基
質に適用することを考案した。	 
 FRETをヘパラナーゼの合成オリゴ糖基質に
適用することや、その原理を診断薬にまで適
用することは、世界でも初めての試みである。
本研究を通じて得られるオリゴ糖基質を使え
ば、酵素分解に伴う分光学的変化を超微量レ
ベルで検出できるので、画期的かつ極めて有
力な診断薬となり、臨床医療に貢献できると
考えた。	 
	 
２．研究の目的 
	 天然由来の糖鎖を利用すると、基質構造が不
正確で診断結果の振幅が大きくなることは避
けられない。本研究は、がんの正確かつ早期
の発見を可能にするため、FRETを利用してが
ん細胞の分泌するヘパラナーゼを、高感度で
検出できるヘパラン硫酸オリゴ糖基質（診断
薬）の化学合成的手法を用いる開発を目的と
する。	 
 
３．研究の方法	 
	 蛍光発色基を装着したヘパラン硫酸四糖基
質（診断薬試作品）を化学合成する合成経路
として、より長い糖鎖の合成や蛍光発色基の
変更にも柔軟に対応できるものを考案した。
合成した四糖基質に対して酵素アッセイと臨
床試験を試みることとした。 
	 まず、ヘパラン硫酸四糖骨格形成経路の確
立をめざした。今回の酵素基質となるヘパラ
ン硫酸は、α-GlcN（グルコサミン）とβ-GlcA
（グルクロン酸）からなる二糖単位が２回繰
り返されている。グルコースから誘導できる
GlcA-GlcN型二糖を共通ユニットとして、その
量的確保を行った。非還元側GlcAには蛍光発
色基Xを装着するので、選択的に除去できる
保護基を導入した。また、アミンの前駆体と
してアジドをC-２位に導入した。 
	 基質骨格と蛍光発色基の導入の後、診断薬
試作品の完成を目指した。診断薬の基本的な
機能として、糖鎖が切断された際にFRETの変
化が確認されることが必要である。まず、四
糖骨格に、異なる二つの蛍光発色基XとYを導
入することとした。その後、硫酸化と脱保護
を経て、試作品に至る経路である。蛍光発色
基として、これまでにいくつかのXとYの組み
合わせが報告されている[Fairclough, R. H. and 
Cantor, C. R. Methods Enzymol., 48, 347 (1978)
など]が、酵素反応を妨害せず、分子の極性を
極端に変化させないものを選ぶ必要がある。
蛍光発色基Xを還元末端に、Yを非還元側カル

ボン酸に導入できるように、合成経路を勘案
した。 
	 次いで、試作品を使って酵素反応試験を行
い、その結果を受けて臨床試験（共同研究）
を開始することとした。試験項目としては、
①糖鎖基質を酵素が認識すること、②蛍光発
色基による酵素反応への立体的な影響（妨害）、
③糖鎖切断後にFRETの変化が確実に検出で
きること、が挙げられる。	 
	 
４．研究成果	 
	 本研究期間中に以下の点を明らかにした。
⑴	 蛍光発色基を装着した四糖基質（診断薬
試作品）を化学合成するため、グルコースか
ら誘導できる GlcA-GlcN型二糖（共通二糖ユ
ニット）の合成経路を確立した。単糖同士の
縮合は高収率かつ立体選択的に進行し、共通
二糖ユニットを効率的に合成することがで
き、その量的確保も行った。 
⑵	 ヘパラン硫酸四糖骨格の形成のための共
通二糖ユニット間の効率的な縮合方法（オリ
ゴマー化）も見いだし、α-GlcN と β-GlcA か
らなる二糖単位が二回繰り返されているヘ
パラン硫酸四糖の合成にも成功した。 
⑶	 FRET を起こす蛍光発色基のペアのうち、
立体的に酵素反応を阻害しないものを選択
し、糖鎖の前後への装着を試みた。しかし、
意外にもダンシルやナフタレン環やイン
ドール環で構成される蛍光発色基が温和な
加水素分解条件にも反応してしまうことが
明らかになった。蛍光発色基が影響を受けな
いように合成経路を変更し、完成を目指して
いる。完成次第、酵素反応に供する予定であ
る。 
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