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研究成果の概要（和文）：細胞表面に集積化した糖鎖（糖鎖クラスター）を分子認識場として生

じるタンパク質やペプチドなどとの相互作用は、一つ一つの糖鎖の機能の足し合わせとは異な

る、クラスターならではの性質である。本研究では糖鎖クラスターの機能メカニズムを明らか

にすることを目指し、核磁気共鳴（NMR）法を活用した糖鎖クラスターの新規解析法を開発した。

これにより、糖鎖クラスターの動的構造や機能を詳細に解明するための基盤を整えることがで

きた。 

 
研究成果の概要（英文）：Oligosaccharides form clusters on cell membranes and thereby play 
unique and vital roles in various cellular events through interactions with biomolecules.  
For the elucidation of the underlying mechanisms of the glycocluster functions, 
systematic methods by using NMR spectroscopy were developed.  This line of study can be 
extended to detailed analyses of structures, dynamics, and interactions of the sugar 
clusters on membranes. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞表面では複雑なオリゴ糖鎖が集積し
てマイクロドメインを形成し、タンパク質を
はじめとする生体分子との特異な相互作用
に関与している。例えば神経細胞表面に存在
する糖脂質 GM1 のクラスターは、アルツハイ
マー病の発症に関わるアミロイドβペプチ
ドと相互作用することで、不溶性アミロイド
形成を促すことが見出されてきた。またガン
グリオシド集積ドメインにおける糖鎖間相

互作用は、細胞間の接着や神経信号伝達に重
要な役割を担っていることが明らかにされ
つつある。近年このような糖鎖クラスター特
有の機能は強く認知されるようになったが、
その機能がどのようなメカニズムに起因す
るのかを解明することは困難であり、分子レ
ベルでの研究はほとんど行われていない。 
 この要因として、生体内で重要な役割を果
たすオリゴ糖鎖の多くが複雑で多様な構造
をしており、人工系においてそれらを精密な
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クラスター構造へと集積化することが困難
であることが挙げられる。例えばデンドリマ
ーのように有機化学的手法による多段階の
合成を要する系では、オリゴ糖鎖の化学合
成・修飾が非常に煩雑なものであることが大
きな問題点となってしまう。そのためモデル
化合物としては、リポソームやミセルなどの
無秩序な集合体が用いられてきた。このよう
な既往の研究例では糖鎖集積体の性質を巨
視的に調査するにとどまっており、クラスタ
ー独自の機能メカニズムの詳細は明らかに
されていない。特に、分子レベルでの機構解
明に重要な NMR法の適用が困難であることが、
研究の進展を大きく阻んでいた。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、糖鎖の集積形体を自在に設計
し、生体内で重要な役割を果たすオリゴ糖鎖
クラスターをナノメートルサイズで精密構
築することを考えた。これにより NMR計測を
中心とした精密な解析を可能とし、糖鎖クラ
スターが発現する、糖鎖間や各種生体分子と
の相互作用など特異な分子認識機能に関し
て詳細に解析し、そのメカニズムを分子レベ
ルで明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

 オリゴ糖鎖クラスターの生物機能の分子
科学的基盤に関する理解を深めるためには、
立体構造に関する精密な情報を収集するこ
とが不可欠である。しかしながら、糖鎖は、
化学構造が不均一であることに加えて内部
運動の自由度が大きいため、これまで分子科
学的なアプローチを行うことが困難であっ
た。本研究ではこの問題の解決に向け、常磁
性タグによる化学修飾と、小型バイセルを用
いた糖鎖集積を活用し、糖鎖およびそのクラ
スターの NMR解析を行った。 
 

 タンパク質の構造学的研究においては、核
オーバーハウザー効果（NOE）を利用した NMR
による立体構造解析法が確立されている。一
方プロトン密度の低い糖鎖では、近距離にあ
るプロトン間の距離情報を反映する NOEを観
測し、これに基づいて立体構造解析を行うこ
とは容易ではない。そこで新たにランタノイ
ドイオンを利用した常磁性プローブを糖鎖
の還元末端へ導入し、常磁性 NMRによる解析
を試みた（図１）。 
 また、糖脂質ガングリオシドを集積した小
型バイセルを構築した。糖鎖クラスターの
NMR解析を行うためには、効果的に機能を発
現する集積形態と、NMR解析に適したナノサ
イズを両立する必要がある。そこで、ディス
ク状の二重膜構造を有し、かつサイズ制御が
可能なバイセルに着目した。神経細胞膜上に
多く存在する糖脂質ガングリオシドをバイ
セルの構成分子として組み込み、詳細な NMR
解析を実施した（図２）。 

 

図２．GM1含有バイセルの調製 
 
 
４．研究成果 
 常磁性 NMRを利用した糖鎖の新規立体構造
解析法を開発した。また、バイセルを応用す
ることで糖鎖クラスターの NMR解析を可能に
した。これにより、糖鎖および糖鎖クラスタ
ーの動的構造や機能を詳細に解明するため
の基盤を整えることができた。 
 
（１）糖鎖の立体構造解析への常磁性 NMR の
応用 
 タンパク質を修飾する N型糖鎖のコア構造
であるジアセチルキトビオース（GlcNAcβ1−
4GlcNAc）の還元末端を選択的にアミノ化し、
そこへ新規に合成した EDTA 誘導体を連結し
た。こうして得た試料へ常磁性金属を添加す
ることで、常磁性ランタノイドを効率的に所

 

図１．常磁性タグの応用 



 

 

定の位置へ導入することができた（図３）。
錯形成の前後で 1H-13C HSQC測定を行った結果、
擬コンタクトシフト（PCS）による NMR スペ
クトルの変化を定量的に観測することに成
功した。そこで、分子動力学計算により求め
たジアセチルキトビオースの安定構造を基
に PCS の実験値と計算値を比較したところ、
両者は非常に良い一致を示した。この結果、
ランタノイドイオンによる常磁性効果を応
用することで、水溶液中の糖鎖の立体構造情
報を新たに取得できることを明らかにした。 

 
図３．ジアセチルキトビオースへの常磁性プロー

ブの導入 
 
 
（２）バイセルを用いた糖鎖クラスターの
NMR解析 
 神経細胞膜上に存在する糖脂質であるガ
ングリオシド GM1、GM2、および GM3 を組込ん
だ小型バイセルを調製した。最適化した条件
のもと、ガングリオシドとリン脂質 DMPC 及
び DHPC を混合することで試料を調製し、各
種 NMR測定によってガングリオシドがバイセ
ルに組み込まれていることを確認した。また
構成成分の混合比率を変化させることで、糖
脂質含有バイセルのサイズを制御すること
に成功した。これらのガングリオシドはいず
れも単独では水中で巨大なミセルを形成す
るため、シグナルが広幅化により消失してし
まい、通常は NMR による観測は困難である。
そこでバイセルへ含有させることでサイズ
の制御を可能とし、糖鎖クラスター由来の
NMR シグナルを明瞭に観測することに成功し
た。さらに各種高分解能二次元 NMR 計測を駆
使し、各ガングリオシドのスペクトル帰属を
達成した（図４）。また GM1 クラスターと特
異的に結合し凝集することが知られている
アミロイドβとの相互作用を調べた結果、
GM1 を含有したバイセルが顕著にアミロイド
βの凝集を誘起することが判明した。これら
のことから、糖脂質含有バイセルが糖鎖クラ
スターの NMR解析に有用であることを示すこ
とができた。 
 

 
 
図４．GM1 ミセル（左）および GM1 含有バイ
セルの NMRスペクトル 
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