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研究成果の概要（和文）：ウイルスや病原性のタンパク質と相互作用するオリゴ糖を効率的に生産する方法として細胞
内の酵素と基質を利用する方法を確立し、得られたオリゴ糖を医療用デバイスの試作に供した。インフルエンザウイル
スを認識する糖鎖をテトラフェニルエチレン（凝集すると蛍光を発する分子）に結合させて、ヒト型とトリ型のウイル
スを検出できる分子を開発した。また、細胞内のオリゴ糖合成をモニタリングできる細胞診断分子を用いて、オリゴ糖
合成を制御できる薬剤の探索を試みた。

研究成果の概要（英文）：A method to produce oligosaccharides, which interact with viruses or pathogenic pr
oteins, by using cellular enzymes and donor substrate was established. The obtained oligosaccharides were 
used for the trial manufacture of the medical devices. Two kinds of molecules, which can detect human and 
avian influenza viruses, respectively, were developed by binding the oligosaccharides to the tetraphenylet
hylene which gives the fluorescence in high concentration. In addition, using the cytology molecules which
 could monitor intracellular oligosaccharide synthesis, searching the drug which could control oligosaccha
ride synthesis was attempted.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 最近になって医療分野における生理活性
オリゴ糖の重要性が注目されるようになっ
てきたが、多様な種類の複雑な化合物である
ため、入手方法が確立されていない。一般的
には、オリゴ糖の合成法として化学合成と酵
素合成が用いられているが、複雑な構造のオ
リゴ糖を効率良く簡便に生産する方法は未
だない。我々は、細胞のオリゴ糖生産能力に
着目し、様々な種類のオリゴ糖の生産を行っ
てきた。細胞を用いる方法は、熟練した化学
合成技術が必要なく、微量な酵素の調製を行
うことがないため、糖鎖を専門としない研究
者や技術者でも利用できる簡便な方法であ
る（ Biochem. Biophys. Res. Commun., 316, 
599-604 (2004)）。この方法では、化合物の末
端にアジド基を導入することが可能なため
（ Chemistry & Biodiversity, 2, 1603-1078 
(2005)）、様々な分子に結合させることが可能
である。例えば、オリゴグルタミン酸に結合
させた GM3 は、細胞表面に存在する成長因
子受容体 EGFR のリン酸化を阻害し、細胞毒
性の低い抗ガン剤としての可能性が示唆さ
れた（Biochim. Biophys. Acta, 1780, 393-404 
(2008), Carbohydr. Res., 343, 3034-3038 (2008)）。 
 
２．研究の目的 
 上記のような学術的背景を踏まえ、本研究
では、ウイルスやタンパク質と特異的に相互
作用するオリゴ糖を効率的に生産し、次のよ
うな医療用のデバイスを構築することを目
的とする。 
 研究期間内には、以下に示す３種類の医療
用デバイスを作製する。 
（１）ウイルス変異による糖鎖結合能の変化
を検出する分子の作製。 
 インフルエンザウイルスが特異的に結合
する糖鎖を利用して、糖鎖結合能の変異を検
出する。ヒトインフルエンザウイルスがα2
→6 結合したシアリルラクトースを認識する
のに対して、トリインフルエンザウイルスは
α2→3 結合したシアリルラクトースを認識
する。上記のような学術的背景を踏まえ、本
研究では、ウイルスやタンパク質と特異的に
相互作用するオリゴ糖を効率的に生産し、次
のような医療用のデバイスを構築すること
を目的とする。 
（２）薬剤の副作用による糖代謝異常を検出
する。 
 疾患に冒された細胞や薬剤投与された細
胞における代謝物の異常を調べるには細胞
内化合物の複雑な分離や分析が必要である
が、本研究では、細胞内に容易に取り込まれ、
糖鎖伸長を受けた後に細胞外に放出される
「診断分子」（アルキルグリコシド）を用い
て、薬剤の副作用を検出する。 
 この方法を用いると、薬剤と同時に投与す
ることによって、薬剤による直接の作用を検
出できるという利点を有する。 
（３）抗体では同定することが困難なウイル

スを同定する（ウイルス検査の精度を高め
る） 
 ヒトポリオーマウイルスである JCV（進行
性多巣性白質脳症を引き起こす）は、その
DNA が BKV（ヒト尿路感染症を引き起こす）
やSV40（DNA腫瘍ウイルス）のDNAと 70%
のホモロジーを有し、抗体認識が交叉するた
め、JCV の抗体を用いた検出では、BKV や
SV40 も反応する。そこで、JCV のみと結合
する糖鎖を用いると、JCV 検査が迅速に行え
ることになる。実際には、蛍光抗体とのサン
ドイッチ法により検出する。 
 
３．研究の方法 
【疾患に関連するオリゴ糖の生産】 
（１）シアリルラクトースの合成 
 インフルエンザウイルスをターゲットと
して、α2→6 結合したシアリルラクトース
（ヒト型）とα2→3 結合したシアリルラクト
ース（トリ型）を生産する。後に行う機能分
子化を考慮して、アグリコンの末端にアジド
基を導入した 12-アジドドデシル誘導体を合
成する。トリ型のオリゴ糖合成は、12-アジド
ドデシルラクトシドを中空糸で培養してい
る B16 細胞に対して循環させ、恒常的な生産
を行う。生成物の精製は、ポリスチレン系の
吸着剤である HP-20 にて粗精製した後、陰イ
オン交換カラムクロマトによってα2→3 シ
アリルラクトースを単離する。一方、ヒト型
のオリゴ糖であるα2→6 シアリルラクトー
スは、酵素を用いる方法が簡便であるため、
12-アジドドデシルラクトシドに CMP-シア
ル酸とシアル酸転移酵素を用いて合成する。 
（２）GM1 および GM2 の合成 
 ポリオーマウイルスのうち JCV のみが選
択的に結合するオリゴ糖であるGM1とGM2
を合成する。出発物質として 12-アジドドデ
シルラクトシドを用いて、ハイパーフラスコ
で培養している RERF 細胞またはディッシ
ュで培養しているCOS7細胞の培地中に加え
る。得られたオリゴ糖の分離は、HP-20、再
結晶、HP-20SS（微細粒子）、順相カラムク
ロマト、陰イオンカラムクロマト、ゲル濾過
などにより行い、GM1 および GM2 を得る。 
（３）SA-Gal-GlcNAc-Man の合成 
 筋ジストロフィーにおいて欠損すること
が判っているオリゴ糖 SA-Gal-GlcNAc- 
Man を合成する。12-アジドドデシル基を有
する GlcNAc-Man を合成し、GI-1 細胞
（neuroblastoma＝神経芽細胞腫）および
ONS 細胞（medulloblastoma＝髄芽細胞腫）
に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 SA-Gal- 
GlcNAc-Man を合成する。また、ターゲット
となるオリゴ糖生産時に副生する類似のオ
リゴ糖に関しても、単離精製して、マススペ
クトル等を用いて構造決定を行う。 
（４）GM1b の合成 
 GM1（GM1a）と並んでギランパレー症候
群などの脳疾患に関与しているとされるモ
ノシアロガングリオシドである GM1b の合



成を行う。12-アジドドデシルラクトシドを用
いて、MDCK 細胞により合成する。 
【オリゴ糖を有する機能性分子の構築】 
（１）シアリルラクトースを有するテトラフ
ェニルエチレンの合成 
 分子が凝集することによって蛍光を発す
る（凝集誘起蛍光性）テトラフェニルエチレ
ンに４残基のシアリルラクトースを導入す
る。テトラキス(4-プロパルギルオキシフェニ
ル)エチレンと 12-アジドドデシルシアリルラ
クトシドとのクリック反応によって、４残基
のシアリルラクトースを有する凝集誘起蛍
光性化合物を合成する。シアル酸がα2→3
結合した 12-アジドドデシルシアリルラクト
シド（トリインフルエンザウイルスによって
認識される）は、B16 細胞の中空糸培養によ
って合成する。一方、シアル酸がα2→6 結合
した 12-アジドドデシルシアリルラクトシド
（ヒトインフルエンザウイルスによって認
識される）は、12-アジドドデシルラクトシド
へのシアル酸転移酵素の適用によって合成
する。（研究協力者（企業）との共同研究） 
（２）薬剤の副作用を検出する「細胞診断分
子」の構築 
 ドデシルラクトシドを基本的な骨格とし、
ターゲットとする糖転移酵素に応じて、オリ
ゴ糖部分を構築する。オリゴ糖部分の構築は、
ドデシルラクトシドのように簡単な化学合
成で合成できる化合物は化学合成するが、複
雑なオリゴ糖を有する化合物については、ド
デシルラクトシドを出発原料として様々な
細胞に投与し、得られるオリゴ糖化合物を精
製して診断分子に用いるものとする。特に脳
細胞や神経細胞における糖代謝異常は、シナ
プス回路の構築などにおいて障害が起こる
と考えられるため、ガングリオシド系列の糖
代謝についての診断分子を構築する。GM3
生合成に対する影響にはドデシルラクトシ
ドを用いることで診断可能であるが、GM1a, 
GM1b, GM2, GD1a, GD1b, その他ポリシア
ロガングリオシドの生合成を診断する分子
に関しても、その前駆体となるオリゴ糖分子
を診断分子として合成する。 
 一方、薬剤投与によって引き起こされる細
胞での糖質代謝異常を検出する診断分子と
して最適な化学構造を模索することにも着
手する。これまでの研究では、ドデシル基を
有するオリゴ糖が細胞内に取り込まれ、ゴル
ジ体へ運搬されるとともに細胞内の酵素に
よって糖鎖伸長を受け、再び細胞膜を通過し
て培養液中に放出されることが判っている。
本研究では、細胞内に取り込まれる、ゴルジ
体に運搬される、酵素による糖鎖伸長が起こ
る、細胞外に放出される、という４つの観点
から、ドデシル基が最も適した置換基である
のかについて検討する。特に糖転移反応につ
いては、PEG などの親水性スペーサーを導入
することを検討する。 
（３）ウイルスを補足するための糖鎖ポリマ
ーの合成 

 12-アジドドデシルラクトシドを出発原料
として RERF 細胞または COS7 細胞を用い
て合成した GM1 および GM2 糖鎖をポリマ
ー化する。ポリマー化の方法としては、プロ
パルギル基を有するポリマーを調製してオ
リゴ糖化合物中のアジド基とクリック反応
を行うことによって合成する。また、オリゴ
糖化合物中のアジド基を還元してアミノ基
に変換し、ポリアクリル酸の活性エステルと
反応することによっても糖鎖ポリマーを合
成する。（連携研究者、研究協力者との共同
研究） 
【オリゴ糖鎖を用いた医療デバイスの作製
と性能評価】 
（１）インフルエンザウイルスの抗体で修飾
したマイクロビーズにヒト由来のウイルス
およびトリ由来のウイルスを吸着させる。こ
れらに対して２種類糖鎖（α2→3 結合したシ
アリルラクトシドおよびα2→6 結合したシ
アリルラクトシド）を有する凝集誘起蛍光化
合物を作用させ、フローサイトメーターなど
を用いて検出する。特にトリ由来のインフル
エンザウイルスに関しては、α2→6 結合した
シアリルラクトシドとの結合能を詳しく調
べることにより、ヒト細胞への感染性を判断
する用途に適しているかどうか検討する。ト
リインフルエンザウイルスの捕捉に関して
は、空気中からの捕捉が可能なマイクロビー
ズの作製を試みる。（ウイルスは永田（連携
研究者）が作製） 
 また、GM3（シアリルラクトース）を認識
することが報告されている他のウイルス
（BKV, HIV, HBV など）に関しても、本検
出法が適用可能かどうかを検討する。 
 さらに、シアリルラクトース以外のオリゴ
糖鎖（GM2, GM1a, GM1b. GD1a など）を
結合したテトラフェニルエチレンを合成し、
それらの分子のウイルス認識特異性につい
て調べる。 
（２）ドデシルグリコシドを「診断分子」と
して、各種薬剤（主に、糖転移酵素や糖鎖加
水分解酵素の阻害剤）の副作用について調べ
る。先ず、タミフルなどのシアリダーゼ阻害
剤がガングリオシドの生合成に与える影響
について、ドデシルラクトシドを診断分子と
して検討する。GI-1 細胞（neuroblastoma＝
神 経 芽 細 胞 腫 ） お よ び ONS 細 胞
（medulloblastoma＝髄芽細胞腫）にシアリ
ダーゼ阻害剤とドデシルラクトシドを同時
に投与し、細胞外に放出される糖鎖伸長診断
分子を詳細に分析することにより、ガングリ
オシド合成に対する薬剤の効果（副作用）を
調べる。また、経時変化を追うことによって、
薬剤副作用の発現に要する時間と継続性を
推定する。さらに、糖鎖構造の異なる診断分
子を用いても同様な解析を行う。シアリダー
ゼ阻害剤以外の薬剤に関する糖鎖生合成異
常についても調べる。 
（３）合成した糖鎖ポリマーを材料の表面に
固定化し、ウイルスの吸着を検討する。具体



的には、、抗体を固定化したプレート上に３
種類のポリオーマウイルスを吸着させ、（１）
で作製した GM2（または GM1a）を結合し
たテトラフェニルエチレンでの特異的な検
出について検討する。 
 
４．研究成果 
【疾患に関連するオリゴ糖の生産】 
（１）シアリルラクトースの合成 
 インフルエンザウイルスをターゲットと
して、α2→6 結合したシアリルラクトース
（ヒト型）とα2→3 結合したシアリルラク
トース（トリ型）を合成した。12-アジドド
デシルラクトシドを中空糸培養装置で培養
している B16 細胞（実際には細胞は中空糸
の外側で培養している）に対して中空糸内
を循環させ、恒常的なオリゴ糖生産を行っ
た。中空糸培養では、酸素やグルコースな
どの培地成分を恒常的に循環できるため、
数ヶ月以上も培養することが可能であり、
オリゴ糖生産を恒常的に行うことに成功し
た。生成物の精製は、ポリスチレン系の吸
着剤である HP-20 にて粗精製した後、陰イ
オン交換カラムクロマトによってα2→3
シアリルラクトースを単離した。シアル酸
のアミド基にはAc型とGc型が混在するが、
順相カラムクロマトによって分離した。一
方、ヒト型のオリゴ糖であるα2→6 シアリ
ルラクトースは、12-アジドドデシルラクト
シドに CMP-シアル酸とα2→6 シアル酸
転移酵素を作用させて合成した。 
（２）GM1 および GM2 の合成 
ポリオーマウイルスのうち JCV のみが選
択的に結合するオリゴ糖である GM1 と
GM2 を合成した。12-アジドドデシルラク
トシドをハイパーフラスコで培養している
RERF細胞およびディッシュで培養してい
る COS7 細胞の培地中に加え、GM2 と
GM1 を合成した。得られたオリゴ糖の分
離は、HP-20、再結晶、HP-20SS（微細粒
子）、順相カラムクロマト、陰イオンカラム
クロマト、ゲル濾過などにより行い、GM1
（Ac 型と Gc 型）および GM2（Ac 型と
Gc 型）を得た。 
（３）SA-Gal-GlcNAc-Man の合成 
 12-アジドドデシル GlcNAc-Man を合成
し、GI-1 細胞および ONS 細胞に投与する
ことによって、SA-Gal-GlcNAc-Man を合
成した。また、中空糸培養している B16 細
胞に 12-アジドドデシルGlcNAc-Man を添
加したが、機能分子化（ポリマー化）する
のに十分な量のシアリル化オリゴ糖を得る
ことはできなかった。12-アジドドデシル
GlcNAc-Man に対するガラクトースおよ
びシアル酸の転移効率が低いためであると
考えられる。今後の検討課題とする。 
（４）GM1b の合成 
 GM1（GM1a）と並んでギランパレー症
候群などの脳疾患に関与しているとされる
モノシアロガングリオシドである GM1b

の合成を試みた。12-アジドドデシルラクト
シドを用いて、MDCK 細胞により合成した。
マススペクトル解析によって GM1b の構
造が確認されたが、機能分子化に必要な量
が得られたとは言い難い。今後の生産系の
工夫が必要であると考えられる。 
【オリゴ糖を有する機能性分子の構築】 
（１）シアリルラクトースを有するテトラフ
ェニルエチレンの合成 
 分子が凝集することによって蛍光を発す
る（凝集誘起蛍光性）テトラフェニルエチレ
ンに４残基のシアリルラクトースを導入し
た。テトラキス(4-プロパルギルオキシフェニ
ル)エチレンと（前項で合成した２種類の）12-
アジドドデシルシアリルラクトシドとのク
リック反応によって、４残基のシアリルラク
トースを有する凝集誘起蛍光性化合物を合
成した。 
（２）薬剤の副作用を検出する「細胞診断分
子」の構築 
 ドデシルラクトシドを基本的な骨格とし、
ターゲットとする糖転移酵素に応じて、オリ
ゴ糖部分を構築した。薬剤投与によって引き
起こされる細胞での糖質代謝異常を検出す
る診断分子として最適な化学構造を模索し、
決定した。これまでの研究では、ドデシル基
を有するオリゴ糖が細胞内に取り込まれ、ゴ
ルジ体へ運搬されるとともに細胞内の酵素
によって糖鎖伸長を受け、再び細胞膜を通過
して培養液中に放出されることが判ってい
る。本研究では、細胞内に取り込まれる、ゴ
ルジ体に運搬される、酵素による糖鎖伸長が
起こる、細胞外に放出される、という４つの
観点から、ドデシル基が最も適した置換基で
あるのかについて検討した結果、フルオロア
ルキル鎖などを用いた実験結果より、細胞膜
との親和性の観点から、ドデシル基が最も適
当な長さであることが判明した。また、高速
液体クロマトグラフィーによる定量を可能
とするために、末端にアジド基を有する細胞
診断分子を構築し、細胞診断後の分子に蛍光
基をクリック反応で結合することとした。ま
た、PEG を親水性スペーサーとして診断分子
に導入し、糖転移反応に用いた。 
（３）ウイルスを補足するための糖鎖ポリマ
ーの合成 
 12-アジドドデシルラクトシドを出発原料
として RERF 細胞または COS7 細胞を用い
て合成した GM1 および GM2 糖鎖をポリマ
ー化することを試みた。ポリマー化の方法と
しては、プロパルギル基を有するポリマーを
調製してオリゴ糖化合物中のアジド基とク
リック反応を行った。しかしながら、細胞に
より合成した GM1 および GM2 糖鎖の量が
少量であったため、クリック反応によるポリ
マー化の検出を行うことはできなかった。ポ
リマー化後の微量構造解析を今後の課題と
する。 
【オリゴ糖鎖を用いた医療デバイスの作製
と性能評価】 



（１）インフルエンザウイルスの抗体で修飾
したマイクロビーズにヒト由来のウイルス
およびトリ由来のウイルスを吸着させた。こ
れらに対して２種類糖鎖（α2→3 結合したシ
アリルラクトシドおよびα2→6 結合したシ
アリルラクトシド）を有する凝集誘起蛍光化
合物を作用させ、フローサイトメーターを用
いてインフルエンザウイルスを検出した。
（ウイルスは永田（連携研究者）が作製した） 
 本方法で、α2→3 結合したシアリルラクト
シドを有するテトラフェニルエチレンによ
るヒトインフルエンザウイルスの検出およ
びα2→6 結合したシアリルラクトシドを有
するテトラフェニルエチレンによるトリイ
ンフルエンザウイルスの検出が可能となっ
た。（この研究成果は、日本経済新聞、２０
１３年９月４日の夕刊一面に掲載された。）
検出感度を上げることが今後の課題となろ
う。 
（２）ドデシルグリコシドを「診断分子」と
して、各種薬剤候補分子の作用について調べ
た。B16 細胞に薬剤候補分子とドデシルラク
トシドを同時に投与し、HPTLC を用いて細
胞外に放出される糖鎖伸長診断分子を分析
することにより、ガングリオシド合成に対す
る薬剤の効果を調べた。また、検出感度およ
び精度を上げるために、12-アジドドデシルラ
クトシドを診断分子に用い、蛍光を有する
Texas-Red誘導体とクリック反応させること
により、糖鎖合成の微量な変化を HPLC の蛍
光検出器で検出することが可能となった。 
 本方法を用いて、薬剤候補化合物の一次ス
クリーニングを行い、ガングリオシド合成に
影響を与える化合物を数種類見出した。 
（３）GM1a または GM2 を有するポリマー
を合成することができなかったため、抗体を
固定化したプレート上に３種類のポリオー
マウイルスを吸着させ、蛍光ラベルした糖鎖
を用いて検出を行った。 
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