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研究成果の概要（和文）：GPIは真核生物に広く保存された糖脂質である。真核生物間で共通のコア構造を持
ち、哺乳動物のGPIは更にGlcNAc、続いてGal、そしてSiaが繋がった側鎖が存在する。また、タンパク質の種類
により側鎖構造に多様性があることが知られている。近年、GPI側鎖伸長で働くGal転移酵素がスフィンゴ糖脂質
GM1合成酵素B3GALT4であることが明らかになった。そこで本研究では、糖鎖合成化学と糖鎖生化学の融合アプロ
ーチによる、GPI側鎖構造の多様化メカニズムの解明を目的とした。B3GALT4の酵素的性質を明らかにするため、
酵素基質となるGPI-GalNAcの化学合成を目指し、各ユニットの合成に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：GPI is a glycolipid that is widely conserved among eukaryotes. It has a 
common core structure among eukaryotes, and mammalian GPI has a side chain with GlcNAc, followed by 
Gal, and Sia. It is also known that the side chain structure varies depending on the type of 
protein. In recent years, it has been revealed that the Gal transferase that works in GPI side chain
 elongation is the sphingoglycolipid GM1 synthase B3GALT4. In this study, we aimed to elucidate the 
mechanism of diversification of GPI side chain structure by interdisciplinary research in 
glycochemistry and glycobiology. To clarify the enzymatic properties of B3GALT4, we aimed to 
chemically synthesize GPI-GalNAc, which serves as the enzyme substrate, and worked on the synthesis 
of each unit.

研究分野：生物有機化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖脂質GPIは細胞内で小胞体とゴルジ体に存在する19の酵素群によって生合成されるが、これら生合成酵素の酵
素学的性質は未だに何一つとして解析されていない。GPI生合成メカニズム解析が進んでいない原因として挙げ
られるのが、in vitro酵素活性評価系の構築の難しさである。特に酵素活性評価に必要とされる量の高純度GPI
分子を天然から入手できないことが大きな障壁となっていた。本研究では、酵素基質であるGPI分子を高純度か
つ大量に供給できる合成基盤を確立することでこの難題を解決し、GPI生合成酵素の酵素学的性質を世界で明ら
かにする点で学術的意義が高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
グリコシルホスファジルイノシトール（GPI）は真核生物に広く保存された糖脂質であり、タ
ンパク質の GPI付加は生物学的に重要な翻訳後修飾である。翻訳後修飾は小胞体で起こり、GPI
付加タンパク質（GPI-AP：GPI アンカー型タンパク質）は GPI 構造が成熟されるゴルジ体を経
由して、細胞表面へと選択的に輸送される。ヒトでは、酵素、受容体、細胞接着因子、補体制御
因子、プリオンを含む 150以上の GPI-APが存在し、様々な生命現象における GPI-APの重要性
が確認されている。 

GPIは真核生物間で共通のコア構造を有し、タンパク質の C
末端と結合するエタノールアミンリン酸（EtNP）に続き、トリ
マンノース（tri-Man）、グルコサミン（GlcN）、ホスファジルイ
ノシトール（PtdIns）から成る。哺乳動物の GPI は共通コア構
造に加え、tri-Manの還元末端糖 2位に EtNP、4位に β(1→4)結
合で N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）、続いてガラクトース
（Gal）、そしてシアル酸（Sia）が繋がった側鎖が存在する。タ
ンパク質の種類により、側鎖が asialo（Siaの欠損）体や agalacto
（Sia と Gal の欠損）体で存在する場合もあり、GPI 側鎖構造
は多様である。近年、GPI 側鎖伸長で働く GalNAc 残基に Gal
を転移させる酵素がスフィンゴ糖脂質GM1合成酵素B3GALT4
であることが同定された。すなわち、B3GALT4が GPI-GalNAc
（GalNAc含有 GPI）と GM2（GM1生合成前駆体）の構造が異
なる二つの基質を同じ活性部位で認識してGal転位反応を触媒
している可能性が示された。B3GALT4 は哺乳動物細胞で異な
る二つの糖脂質生合成を制御していることが考えられるが、そ
の制御メカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、GPI-GalNAc分子の化学合成を達成し、合成分子を基質とした B3GALT4の in vitro
反応系を確立することで、これまで細胞レベルでしか議論できなかった GPI 側鎖生合成におけ
る B3GALT4の酵素学的特性を分子レベルで解明する。 
 
３．研究の方法 
【１．GPI-GalNAcと GPI四糖の化学合成】 
 B3GALT4機能解析のため、高感度で酵素活性評価が可能な GPI-GalNAc蛍光ラベル体（1）に
加え、GlcN と PtdIns を除いた GPI 四糖（2）の化学合成を達成する。形成が難しい α グリコシ
ド結合を含む擬二糖脂質（GlcN+PtdIns）との縮合反応で、1の GPI骨格を形成する。続く、EtNP
修飾と脱保護で 1の化学合成を達成する。1の非還元末端 Manの EtNPには、B3GALT4による
認識に影響が出ないように分子サイズが小さい N-メチルアントラニロイル基（MANT 基：ex = 
340 nm、em = 440 nm）を蛍光団として導入する。また、B3GALT4が GlcN-PtdInsを認識してい
るかを調べるため、1の中間体である四糖から誘導し、2を合成する。 

【２．B3GALT4活性評価】 
 ヒスチジンタグを付加した分泌型の B3GALT4をヒト胎児腎細胞株（HEK293細胞）に発現さ
せ、培養上清から Ni セファロースレジンを用いたアフィニティー精製によりリコンビナント
B3GALT4を得る。続いて、化学合成した 1と 2、別途調製した GM2蛍光ラベル体（3）を基質
としたリコンビナント B3GALT4の in vitro反応系を確立し、HPLC分析による活性評価を行う。
それぞれの基質に対する酵素学的パラメーター（Km・Vmax・Kcat）を測定することで、B3GALT4
の基質特異性を明らかにする。また、1と 3の両基質が存在する条件下で B3GALT4の酵素活性



を評価し、単一分子での酵素学的パラメーターを比較することで、生細胞で競合阻害が起こって
いる可能性を検証する。 
 
４．研究成果 
【１．GPI-GalNAc及びその類縁体の化学合成】 
 まず GPI-GalNAcの骨格構築に必要な四糖ビルディングブロック（tri-Man+GalNAc）の合成に
取り組んだ。di-ManとMan-GalNAcを縮合する合成経路を立案し、まずは di-Man骨格を構築し
た。[1+1]カップリングにおいては、Schmidtグリコシル化反応で α選択的かつ良好な収率にて di-
Man 骨格構築に成功した。続く[2+2]カップリングでは反応条件を検討し、Gin らが報告した脱
水型グリコシル化反応において α選択的かつ定量的に四糖骨格を構築できることを見出した。 

 続いて、擬二糖脂質ビルディングブロックの合成に取り組んだ。調製した GlcNとベンジルメ
トキメチル（BOM）保護 Insビルディングブロックを用いて、脱水型グリコシル化反応で擬二糖
骨格構築を試みた。反応は進行したものの多数の副生成物を与えたため、望む擬二糖の収率は
28%に留まった。また、立体選択性も α:β = 1.6:1と低かった。グリコシル化反応における保護基
の影響を検証するため、BOM基から p-メチルベンジル（MBn）基に変更した保護様式の Insビ
ルディングブロックを調製し、同条件にて脱水グリコシル化反応に供した。目的物は得られたが、
収率は 31%と改善が見られないばかりか、望まない β選択性（α:β = 1:3.3）が発現した。これら
結果から、嵩高い BOM保護 Insを用いた場合より立体障害が小さいMBn保護 Insを用いた場合
で β選択性が増すため、グリコシルトリフレート中間体を経由していることが強く示唆された。
収率および立体選択性を向上させるため、現在 Crichらによって報告された 4位と 6位水酸基を
ボロン酸エステルで保護したグリコシル供与体を用いた α 選択的グリコシル化反応を検討して
いる。 

 蛍光プローブ合成に向けて、tri-Manをモデル基質として MANT修飾 EtNP基の導入に取り組
んだ。tri-Manの還元末端 Manの 2位水酸基を EtNP化した後、アミダイト法を利用して非還元
末端 Man の 6 位水酸基への N-Boc 保護 MANT 修飾 EtNP 基の導入を試みた。アミダイト化反
応、続く酸化反応ともに良好に進行し、DBU によるシアノエチル基の除去でリン酸ジエステル
体に誘導した。イオン交換クロマトグラフィー精製で望む生成物の単離に成功した。最後に、酸
性条件下ですべての保護基を除去し、tri-Man モデル蛍光プローブの合成を達成した。確立した
合成経路を 1と 2の合成に取り組む予定である。 

【２．B3GALT4活性評価】 
 B3GALT4の酵素基質となる 1と 2の化学合成が達成できなかったため、本研究項目は実施で
きなかった。研究分担者によりリコンビナント B3GALT4が発現精製されているため、1と 2の
化学合成が達成し、目的とする B3GALT4活性評価を実施すべく研究を継続する。 
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