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研究成果の概要（和文）：α-ジストログリカンは、細胞骨格と細胞外マトリックスとの相互作用において必須な細胞
膜外表在性糖タンパク質である。この相互作用においてα-ジストログリカン上のリン酸化O-マンノース型糖鎖が重要
な役割を果たしている。本研究では、この糖鎖の合成ルートを確立した。また、マイクロプレートへ固定化した糖鎖と
レクチンとの相互作用解析法を開発した。

研究成果の概要（英文）：alpha-Dystroglycan is an extracellular peripheral membrane glycoprotein, which is 
essential for the interaction between the cytoskeleton and the extracellular matrix. The important factor 
of this interaction is considered to be the phosphorylated O-mannosyl glycan on alpha-dystroglycan. In the
 present study, a synthetic route to the phosphorylated O-mannosyl glycan has been developed. We also deve
loped a method to analyze interactions between oligosaccharides immobilized on microtiter plates and lecti
ns.
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１．研究開始当初の背景 

 筋ジストロフィーは筋細胞膜上の糖タン
パク質（α-ジストログリカン）の糖鎖と、細
胞外マトリックスの主要成分であるラミニ
ンとの相互作用が失われることによって発
症する。この相互作用に関与している糖鎖構
造が、Ｏ‐マンノース型４糖（図１）である
ことが最初に報告された（Chiba 等 1997 年）。 

 

またこの糖鎖を合成する酵素の機能不全が、
筋ジストロフィー患者において確認された。
その後、Ｏ‐マンノース型４糖のシアル酸を
除去した場合に、ラミニンとの相互作用には
影響が出ないという報告（Ervasti 等 1997

年）と、逆に相互作用が強くなるという報告
（Combs 等 2005 年）が発表され、糖鎖構造
についての議論が行われた。さらに、ヒト胎
児腎臓細胞からリン酸化Ｏ‐マンノース型
糖鎖（図２）が単離され、この糖鎖がラミニ
ンと相互作用において重要な役割を果たし
て い る と い う 報 告 が 発 表 さ れ た
（Yoshida-Moriguchi 等 2010 年）。 

 

しかし、この糖鎖はヒト骨格筋からは見出さ
れなかったため、ラミニンのリガンドである
という確証は得られていなかった（Nilsson 

等 2010 年）。以上の報告では、糖鎖とラミ
ニンとの相互作用の評価は、α-ジストログリ
カン上の糖鎖を酵素的、または化学的に処理
することによる相互作用の低下や、部分構造
が一致する糖鎖を用いた阻害実験によって
行われていた。本研究開始当初までに、糖鎖
そのものを用いた in vitro でのラミニンと
の相互作用比較はまだ報告されていなかっ
た。 

 申請者は、2008 年度よりＯ‐マンノース
型４糖の合成について検討し、ELISA 法
（Enzyme Linked Immunosolvent Assay: 

酵素免疫測定法）を用いた相互作用解析に利
用可能なＯ‐マンノース型４糖誘導体を合
成した。しかし、ラミニンのリガンドとなる
糖鎖構造を明らかにするためには、リン酸化

Ｏ‐マンノース型糖鎖の合成が必要と考え
られた。さらに、糖鎖と細胞外マトリックス
との簡便な相互作用解析法の開発が求めら
れていた。 

 

２．研究の目的 

 本課題研究ではラミニンとの相互作用に
関与する糖鎖構造を明らかにする目的で、以
下４項目の小課題について検討する。まず、
リン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖の合成ルート
を確立する（１）。次に、糖鎖と細胞外マト
リックスとの簡便な相互作用解析法を開発
する（２）。次に、Ｏ-マンノース型４糖とリ
ン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖を用いて細胞外
マトリックスとの相互作用解析を行い、筋ジ
ストロフィー発症に関与する糖鎖を特定す
る（３）。また治療薬開発に貢献するため、
本課題研究で合成するリン酸化Ｏ-マンノー
ス型糖鎖やその合成中間体を、筋ジストロフ
ィーに関する研究を行っている研究者へ提
供する（４）。 

 （１）リン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖の合成
ルートの確立。 

 リン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖と細胞外マ
トリックスとの相互作用解析を ELISA 法に
よって行うために、マイクロプレートへの固
定化が可能な糖鎖誘導体を調製する。 

（２）糖鎖と細胞外マトリックスとの相互作
用解析法の開発 

 マイクロプレートへ固定化した糖鎖と、細
胞外マトリックスとの相互作用を解析する
方法の開発について検討する。 

（３）筋ジストロフィー発症に関与する糖鎖
の特定 

 既に調製済みのＯ‐マンノース型４糖と、
（１）で調製するリン酸化Ｏ-マンノース型糖
鎖を用いて、（２）で検討する相互作用解析
条件においてラミニンと相互作用する糖鎖
の特定を目指す。 

（４）糖鎖の提供 

 （１）で検討する糖鎖の調製において得ら
れる合成中間体を、筋ジストロフィーの発症
メカニズムを解明するための研究用基質と
して提供する。 

 

３．研究の方法 

 （１）ではリン酸化Ｏ‐マンノース型糖鎖
を有機化学的手法によって合成する。（２）
では既に調製済みのＯ‐マンノース型４糖
誘導体を用いて、糖鎖のマイクロプレートへ
の固定化方法について検討する。具体的には
プレートの種類やブロッキング剤、糖鎖に導
入するリンカーの構造などについて検討す
ることで、糖鎖と細胞外マトリックスとの相
互作用解析を十分な感度で行える条件を探
索する。（３）では（２）の検討で得られる
固定化条件を用いて、（１）で調製するリン
酸化Ｏ‐マンノース型糖鎖と、既に調製済み
のＯ‐マンノース型４糖とを用いて、ラミニ
ンとの相互作用解析を行う。二種類の糖鎖と



ラミニンとの相互作用の強さを比較するこ
とで、筋ジストロフィー発症メカニズムに関
与する糖鎖構造についての知見を得る。（４）
では、（１）で合成する３糖の合成中間体か
ら、還元末端側２糖や単糖から成る化合物を
調製し、共同研究者へ提供する。 
 

４．研究成果 
 （１）では、還元末端側から糖鎖を伸長す
る手法で、リン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖の合
成ルートを低収率ながら確立することがで
きた。この研究の開始直後に G. J. Boons 等
のグループがリン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖
の調製を報告した（J. Am. Chem. Soc., 133, 

14418-14430, 2011）。しかし、この研究報告
では、α-ジストログリカンから単離された糖
鎖の構造確認のために合成が行われたもの
で、本課題研究のようなラミニンのリガンド
を特定するためのものではなかった。 

 （２）では、既に調製済みのＯ-マンノース
型４糖を用いた予備実験で、アミノ基を導入
したリンカーを用いてマイクロプレートへ
の固定化を検討した。しかし、この方法では
相互作用解析ができないことが明らかにな
った。そこで計画を変更し、入手容易なシア
リルオリゴ糖ペプチド（図３、SGP）を用い
て糖鎖の固定化方法について検討した。 

 

すなわち SGP に３種類の疎水性官能基を導
入した誘導体（図４、C6-SGP, C11-SGP, 

Ph-SGP）を調製し、疎水性相互作用による
糖鎖のマイクロプレートへの固定化を試み
た。 

具体的には、ポリスチレン製マイクロプレー
トを用いて、図５に示す方法で糖鎖の固定化
について評価した。 

この方法では、まず SGP 誘導体をマイクロ

プレートへ加え、そこへビオチン標識 SSA

（Sambucus sieboldiana）レクチンを加える
ことで SGPのシアル酸と SSAレクチンを相
互作用させた。引き続き HRP 標識ストレプ
トアビジンを加えることで、ビオチン-アビジ
ン相互作用によって糖鎖を HRP 標識化した。
最後に発色バッファーを加え吸光度を測定
することで、糖鎖のマイクロプレートへの固
定化を評価した。 

 まず、３種類の疎水性官能基を導入した
SGP の濃度に対する吸光度を測定したとこ
ろ、いずれの化合物もポリスチレン製マイク
ロプレートへ固定化することができた（図
６）。また、C11-SGP は、高濃度になると吸
光度が減少した。これは C11-SGP では疎水
性の大きい長鎖アルキル基が結合している
ため、高濃度になるとミセルを形成し、マイ
クロプレートへ固定化できなかったものと
考えられる。 

また、Ph-SGP については低濃度の SSA との
相互作用解析を行った結果、0.3～2.5 ug/mL

のレクチン濃度範囲で、SSA の濃度と吸光度
との間に良好な直線関係が得られた（図７）。 

 このように、疎水性相互作用によって糖鎖
をマイクロプレートへ固定化する方法が、糖
鎖とレクチンとの相互作用解析に利用でき
ることが示唆された。そこで現在、SGP を出
発原料として、Ｏ-マンノース型４糖と同じ非
還元末端にα2,3 結合したシアル酸残基を有
する糖鎖の調製について検討している。 

 （３）については、（２）の検討において
新たな固定化用リンカーを調製する必要が
生じたため、十分に検討する時間がなくなっ
てしまいまだ手つかずの状態である。今後検
討していきたい。 

 （４）では、リン酸化Ｏ-マンノース型糖鎖
の合成検討（１）において得られた合成中間



体から、リン酸化マンノース残基を有する糖
ペプチド（図８）を調製し、共同研究者へ提
供した。この基質は、Ｏ-マンノース型４糖の
合成酵素である POMGnT1の基質にならなかっ
たことから、マンノースのリン酸化とＯ-マン
ノース型４糖の合成が競合していることが
示唆された。 
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