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研究成果の概要（和文）：本研究は、ほ乳類の糖鎖としては特異な構造であるGalNAc-GlcNAc (LacdiNAc)を持つ複合型
糖鎖を化学合成し、LacdiNAcを持つ糖タンパク質glycodelin A (GdA)の合成に応用する目的で行った。そのため、まず
LacdiNAcを持つ複合型糖鎖の合成ルートを確立した。ついで、セグメント縮合法を利用したGdAのポリペプチド鎖の効
率的な構築方法を確立し、還元末端糖であるN-アセチルグルコサミンを持つGdAの合成に成功した。ついで、化学合成
したLacdiNAcを持つ複合型糖鎖を酵素的に導入し、目的とするLacdiNAcを持つGdAへと誘導した。

研究成果の概要（英文）：Glycodelin A (GdA), a glycoprotein of 162 amino acid residues, has unusual carbohy
drate structures composed of GalNAc-GlcNAc (LacdiNAc), and is engaged in important biological processes, s
uch as fertilization. To promote the functional analysis of GdA as well as LacdiNAc-containing glycan, an 
access to  GdA having homogeneous glycan is required. In this research, the efficient synthetic route of G
dA having homogeneous glycan was examined. The synthesis of LacdiNAc-containing carbohydrate was realized 
by our benzyl-protection strategy. The polypeptide composed of the entire GdA sequence carrying GlcNAcs wa
s then assembled by the native chemical ligation method combined with our N-alklycysteine-assisted thioest
erification method. After folding, GdA having GlcNAcs was reacted with LacdiNAc sugar by glycosynthase to 
derivatize into GdA having LacdiNAc sugar.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト glycodelinはアミノ酸 162残基から
なる、受精等の生命現象に関与している糖
タンパク質である。その機能は男性と女性
に よ っ て 異 な る 。 羊 膜 に 存 在 す る
glycodelin A (GdA)は精子と卵との結合を
阻害するのに対し、精液中に存在する
glycodelin S (GdS)にはこの作用がない。い
ずれもポリペプチド鎖構造は同じであり、
機能の違いは 28 番目と 63 番目の２カ所の
Asn 残基に結合している糖鎖構造の違いに
由来する。とりわけ GdA は非還元末端側
に GalNAc-GlcNAc (LacdiNAc)というほ
乳類ではめずらしい糖鎖構造を持っており、
受精抑制のみならず、アポトーシスの誘導、
免疫抑制など多くの機能を持つ。GdA の持
つ生物活性、また不妊治療法開発等への利
用の可能性から、GdA の分子レベルでの詳
細な機能解明が待たれている。一般に、天
然の糖タンパク質糖鎖は高い不均一性を持
っており、GdA も例外ではない。このため、
GdAの機能に及ぼすLacdiNAc構造の寄与
を解析するのは困難なのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、glycodelin A (GdA)の機能解明
を推進するため、LacdiNAc を持つ複合型糖
鎖の合成ルートの確立、ペプチド鎖への糖
鎖の導入方法、またポリペプチド鎖の構築
方法の検討を通して、GdA の全合成を達成
する目的で行った。 
 
３．研究の方法 
1) ペプチド鎖の固相合成に用いるための
９糖アミノ酸ユニットの合成 
 筆者らは、糖鎖水酸基をベンジル基によ
り保護する戦略を用いた、効率的な糖タン
パク質化学合成法の開発を行ってきた。そ
こで、この方法を拡張することにより、固
相合成に適する LacdiNAc 構造を持つ糖ア

ミノ酸誘導体の合成ルートを確立するこ
ととした。まず、図１に示す 2〜5 の合成
単位を合成し、それらを縮合することによ
り、糖アミノ酸ユニット１を得ることとし
た。鍵となる LacdiNAc 誘導体 2 を合成す
る際は、アミド基の保護基として、トリク
ロロアセタミド(TCA)基、GalNAc と GlcNAc
の縮合はイミデート法により行うことと
した。また、非還元末端の GalNAc３位に
さらに糖鎖の伸長を可能とするため、３位
の保護基を Allyl 基として、後に選択的に
脱保護できるように設計した。 
 
2) 化学酵素合成用８糖誘導体の合成 
 1999 年、稲津、山本、相本らのグルー
プにより、エンドグリコシダーゼである
Endo-M の糖鎖転移活性を利用して還元末
端糖を GlcNAc を持つペプチドに対して糖
鎖を転移する方法が開発された[J. Am. 
Chem. Soc.,121, 284(1999), 図２]。この
方法は、Endo-M の持つ加水分解活性によ
り、転移効率が低いという問題点があった
が、単糖を持つペプチドに対して種々の糖
鎖構造を転移させることにより、簡単に多
種類の糖ペプチドを合成することができ
る優れた方法である。さらに。近年山本ら
により糖転移活性を持たない Endo-M 
(Glycosynthase)が見いだされ[J. Biol. 
Chem., 283, 4469 (2008)]、転移収率が飛
躍的に向上して高い実用性を持つ糖タン
パク質合成手段となった。 
 そこで、化学酵素合成に有効な８糖ユニ
ットの合成も行うこととした。この方法で
は、図１の３糖 3の代わりに、還元末端の
GlcNAcを除いたMan-GlcNAcを用いること
により達成することとした。 

3) GdA を構成するセグメントの調製 
 GdA のアミノ酸配列を図 3 に示す。図中
の３カ所の矢印の部分でペプチド鎖を分割
し、Native chemical ligation(NCL)法によ
る縮合を行うこととした。この縮合法では、
Cys 残基の N 末端側で特異的にペプチド鎖
を縮合することができる(図 4)。ただし、

 

図 1.LacdiNAc を持つ糖アミノ酸の合成。 

 

図 2. 化学-酵素法。あらかじめ単糖を持
つペプチド、タンパク質を合成した後、
酵素(Endo-M)により糖鎖転移を行い、糖
ペプチド、タンパク質を得る。 



GdAのN末端側には縮合に適切な位置にCys
残基が存在しないため、Met32でのライゲー
ションを試みることとした。このため、固
相合成時には Met32 の代わりにホモセリン
を導入した。N 末端側の３つのセグメント
については、後のライゲーションのために、
ペプチドの C末端をチオエステルとして合
成する必要がある。そこで、これらのセグ
メントの調製のために、我々の開発した N-
アルキルシステイン(NAC)を用いるチオエ
ステル化法[Tetrahedron Lett., 48, 25 
(2007)]の適用を行うこととした。この方法
では、NAC を C 末端アミノ酸として固相合
成を進め、脱保護後にチオエステルへと変
換する(図 5)。従来法に比べ NAC 法ではペ
プチドの収率が飛躍的に改善されることを
実証済である。固相合成途上 Asn28と Asn63

では、合成した９糖アミノ酸、または化学
酵素法による合成の場合には還元末端糖で
ある GlcNAc を導入することとした。 
4) NCL 法による GdA の合成 

  3)で合成したセグメントを用いて NCL
法により４つのセグメントを縮合した。全
体の合成経路を図 6 に示す。上で述べたよ
うに、Met32でのライゲーションを行うた
め、固相合成時は Met 残基をホモセリン
残基として導入し、ライゲーション後にメ

チル化して Met 残基へと変換することと
した。メチル化段階は、無保護のペプチド
鎖、糖鎖水酸基も同様にメチル化する懸念
がある。そのため、ペプチド鎖が短い段階
でライゲーション、メチル化を行い、副生
成物を除去する方が有利であると推定し、
N 末端側２つ、C 末端側２つのセグメント
をまず縮合することとした。N 末端側の
(1-65)のセグメントは、ライゲーション、
メチル化により32番目をMet残基に変換
した後、NAC 部位を脱保護することによ
り、N-S 転位を経て外部チオールによるチ
オエステル化を行った。C 末端側の
(66-162)のセグメントのFmoc基の除去を
行った後、２つのセグメントを NCL 法に
より縮合し、glycodelin の全配列を縮合し
た。 
 
5) 脱保護、フォールディングと糖鎖転移
反応 
 得られたポリペプチド鎖に一部残る保
護基を除去した後、ジスルフィド結合の形
成とフォールディングを行った後、グライ
コシンターゼによる糖鎖転移を行い、GdA
へと導くこととした。 
 
４．研究成果 
1)９糖アミノ酸ユニットの合成 
 図１による合成を達成するため、まず
LacdiNAc ユニットの合成を行った。
GalNAc の３位の保護には、さらなる糖鎖
伸長にも対応できるようにするため、他の
保護基とオルソゴナルな条件で除去でき
る allyl 基を採用した。既知物質である 2
位にアジド基、4,6 位をベンジリデン基で
保護した GalNAc 誘導体にアリル基を導入
した後、アジド基を還元しトリクロロアセ
チル基を導入した。ついでイミデート法に
より GlcNAc との縮合を行い、LacdiNAc 誘

 

図 3. GdA のアミノ酸配列。 

 

図 4. Native chemical ligation (NCL)法。 

 

図 5. NAC を利用したチオエステル合成。 

図６. セグメント縮合ルート。 



導体 2を得ることに成功した。ついで、既
知物質である化合物 3 に対してマンノー
ス誘導体 4 を反応させることにより５糖
誘導体を得た。化合物 2を５糖誘導体と反
応させ、最後に GlcNAc のフタロイル基を
アセタミド基に変換することにより、9糖
誘導体を得ることができた。 
 9 糖とアスパラギン酸誘導体との縮合
には、アジド基を in situ で還元しつつア
スパラギン酸と縮合させる Staudinger 反
応を用いた。しかし、既知の条件では
GalNAc 部位のトリクロロアセタミド基の
脱塩素化による副反応が生じ、低収率でし
か反応が進行しなかった。種々検討した結
果、ホスフィンとしてジメチルフェニルホ
スフィン、また少量の水を添加する条件を
用いることにより、縮合生成物が 83%とい
う高効率で得られた。GalNAc 部位のアセ
タミド基への変換、カルボン酸の脱保護を
経て目的物の１を得ることに成功した。 
 固相合成の前に、この糖アミノ酸誘導体
の脱保護が進行するかどうかを検証した。
筆者のグループでは、ペプチド鎖をいため
ることなく糖鎖ベンジル基を除去する方
法として、低濃度 TfOH 試薬を使用してき
た。そこで、化合物 1を同条件下で処理し
たところ、allyl 基の除去が不完全である
ことが明らかとなった。このため、脱保護
する前にallyl基をPd(0)触媒を用いて転
位させることが必要であった。このような
複雑さを避けるため、GdA のポリペプチド
鎖への LacdiNAc を持つ糖鎖の導入は、化
学酵素法を用いることとした。 
 
2)化学酵素法に用いる 8糖誘導体の合成 
 図１の３糖 3 の代わりに、還元末端の
GlcNAcを除いたMan-GlcNAcを用いること
により 1)と同様のルートに従い、８糖誘
導体へと導くことができた。 
 
3) GdA を構成するセグメントの調製 
 図６に示すペプチド 6〜9 を固相法によ
り合成した。このうちペプチド 6 と 8 は、
NAC 法によりチオエステル体として合成
した。一方、ペプチド 7は、アセタミドメ
チル基で保護したNACをC末端として固相
合成した。これによりペプチド 6とのライ
ゲーション時に、ペプチド 7の NAC 部位の
反応性を抑制した。また、1)での実験結果
より、糖鎖はポリペプチド鎖伸長後に構築
することとし、糖鎖結合部位の Asn28,63に
おいては還元末端糖である GlcNAc のみを

導入した。いずれのセグメントも効率よく
調製することができた。 
 
4) NCL 法による GdA ポリペプチド鎖の合
成とフォールディング 
 図６の合成ルートに従い、3)で得られた
セグメント同士を縮合した。N-末端側のセ
グメント 6と 7の縮合は、ホモシステイン
部位で行ったが、反応は効率よく進行した。
そこでヨウ化メチルによりチオール基を
メチル化し、Met 残基への変換を行った。
その結果、懸念された他の官能基のメチル
化は観測されなかった。ついで、NAC 部位
の脱保護、チオエステル化を行った後、
HPLC により精製し、(1-65)のセグメント
10を得ることに成功した。一方、(66-162)
のセグメント 11は、8、9を NCL 法により
縮合した後、Fmoc 基を除去することによ
り、調製することができた。 
 (1-65) 10 と(66-162) 11 の縮合は、そ
の長さにもかかわらず効率よく進行し、
GdA の全長配列 12 を与えた。そこで Cys
残基の脱保護、およびジスルフィド結合形
成反応、およびフォールディングを行った。
ゲル濾過クロマトグラフィーで分析した
ところ、フォールディング後の GdA は２量
体を形成していることが示唆された。最後
に、糖鎖転移酵素 glycosynthase による
LacdiNAc を含む糖鎖の転移反応を行い、
最終目的物である LacdiNAc を持つ GdA へ
の誘導化反応を行った。以上のように、GdA
の機能研究を推進する基盤を確立するこ
とができた。 
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