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研究成果の概要（和文）： 

 多様な分子構造・集合構造を持つ糖鎖を固体基板上に配向固定化し、糖鎖チップの創製と糖

結合性タンパク質をはじめとする生体分子との相互作用について、網羅的にかつ迅速に評価す

ることを目的とした。二次元表面内にタンパク質セグメントをマトリックスとして埋め込み、

糖鎖の疎密を制御して構築することによって数種のレクチン、糖鎖結合性タンパク質の糖鎖集

合構造への相互作用メカニズムを明らかにした。 さらに基板上での酵素反応を用いることで

糖鎖伸長過程を詳細に明らかにし、特に 1分子計測による新たな知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to elucidate the multivalent interactions between carbohydrates and proteins, 
and to prepare the glycol arrays which immobilized onto the solid surface 
 We could succeed in arraying carbohydrate ligands on the surface with dispersion by 
utilizing the biotin-avidin interaction, and the kinetic analyses for protein binding 
could be performed with the QCM system.  
 Moreover, we have analyzed interaction forces between a verotoxin that is a substance 
responsible for o-157 and Gb3 sugar molecules on a cell surface. The rupture forces were 
obtained by changing loading rates and we can get an effective bond length which is an 
important parameter for an analysis of interaction mechanisms. We can have detected 
single-molecular interaction forces, and we will discuss about the interaction mechanism 
in more detail by an analysis of the forces. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの情報が明らかにされ生命科学
の研究・開発のフェーズは、ポストゲノム研
究としてプロテオミクスというタンパク質
全体を大規模に対象とした機能と構造の解
明および相互作用の解析へと移行してきて
いる。また、タンパク質の約半数が翻訳後に
糖鎖修飾を受けて本来の機能を発揮するこ
とが明らかにされつつある。糖鎖はタンパク
質の安定性や局在性に関わっているのはも
ちろんのこと、細胞表面においては認識分子
として機能することなど細胞の高次生命機
能の発現に重要な役割を果たしている。しか
しながら、糖の構造多様性のために分子レベ
ルでの解明にはまだほど遠い。また、糖鎖を
含む生体分子間の相互作用の際には、糖鎖に
は多数の水酸基が存在しているため、媒介分
子である水分子が大きな役割を果たしてい
るが、研究対象例がごく限られており、相互
作用や分子認識の普遍的な理解が非常に困
難である。糖鎖機能の解明のためには、網羅
的な糖鎖ライブラリーの調製並びに相互作
用の評価法が不可欠であり、第一段階として
は、例えば酵素法による One-Pot合成や糖鎖
自動合成装置の開発のように、糖鎖を如何に
自在に調製できるかが鍵になる。また、次の
段階として解析の方法の簡便さと精密さを
構築することである。 
 
２．研究の目的 
生体分子の機能を解明するにあたって、例え
ば DNAチップ、タンパク質チップのような基
板上に生体分子を固定することにより種々
の分子間相互作用について検討する方法が
多くとられている。核酸・タンパク質のよう
に固相合成法が確立されている場合には比
較的容易に調製可能であるが、糖鎖チップに
関しては重要視されつつも技術的には困難
であった。本申請では細胞膜表層に発現して
いる多様な分子構造・集合構造を持つ糖鎖を
固体基板上に糖鎖伸長酵素により効率的,厳
密に配向固定化し、糖鎖チップの創製と糖結
合性タンパク質をはじめとする生体分子と
の相互作用について、網羅的にかつ迅速に評
価することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) 二次元表面から水平方向へのナノス
ケール糖鎖集積化 
 1nm 間隔の３量体をとるヘマグルチニン、
２−３nm 間隔の５量体をとる志賀毒素から、
１５量体をとるベロ毒素、15nm程度の結合
性部位を持つ血清レクチンなどのマトリ
ックスタンパク質分子を利用するとさら
に多価による結合が評価できる。これらの
分子はいずれも２〜３０ナノメートルの

分子から成り立っているので、ナノスケー
ル構造体のセグメントと成りうる。固定化
する糖鎖は、酵素を用いた糖タンパク質転
移反応により一段階で広範囲にわたる種
類のものに適用した。糖鎖の固定化の評価
は表面元素組成などのスペクトル解析や、
水晶発振子マイクロバランスなどの重量
測定により計測した。 

(2)二次元表面から垂直方向へのナノスケ
ール糖鎖集積化 
①分子鎖長のそろった糖鎖固定化基板の
調製 

長さのそろった糖鎖ポリマーは糖転移酵素
による糖鎖交互結合法にて種々のグリコサ
ミノグリカンが調製できる。細胞表層上で
細胞外マトリックスとして機能する多糖は
ほとんどホモポリマーではなく、その大部
分が２種類のモノマーから成る交互共重合
体である。具体的にはコンドロイチン(K4抗
原)ポリメラーゼ、ヒアルロン酸合成酵素な
ど二基質認識性酵素を利用し、１種類ずつ
のモノマーのみを交互に作用させて、逐次
に重合する方法を確立した。 
②固定化糖鎖の生体分子間相互作用と伸
長反応の解析 

 平成 20年度までに確立した糖鎖アレイの
調製法をもとにして、生理活性な糖鎖を二
次元固体表面上に提示させ、酵素や糖結合
性タンパク質との相互作用を解析する。具
体的には原子間力顕微鏡(AFM)によるフォ
ースカーブの解析により、動力学的解析を
行った。今回、特定の配列や密度に制御さ
れた糖鎖アレイとタンパク質との相互作用
を調べることで新たな知見が得られた。 
 
４．研究成果 
(1)主にベロ毒素と分岐型 Gb3 糖鎖との相互
作用解析において、糖鎖分岐度の効果、糖鎖
密度の効果、糖鎖クラスター化度の効果を正
確に詳細に調べることにより、ベロ毒素の相
互作用メカニズムを動力学的に明らかにす
ることができた。特にクラスター化度の効果
においてはベロ毒素の結合のしやすさより
も離れやすさが効いていることを初めて明
らかにした。 
また、1 分子レベルの解析を SPM フォースカ
ーブ測定によって力学計測することで、相互
作用メカニズムのさらなる新しい知見を得
ることもできた。 
(2)表層上の酵素反応においては、力学計測
法による糖鎖伸長反応を 1分子レベルで観察
解析できる手法を新たに開発した。また、AFM
観察により、反応の 1分子計測も可能である
ことを示した。 
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