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研究成果の概要（和文）：エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ（Endo-M)を用いる糖鎖転移反応を工学的に応用
できるレベルに到達させる研究の一環として、糖鎖受容体必須構造である１，３－ジオール構造を有する賞分子型新規
シュガーリングタグを創出し、ライブラリー化することに成功した。合成はD-リンゴ酸から行い、７種類のタグを合成
した。実際に、抗インフルエンザ薬アマンタジンと抗酸化剤であるビタミンEを基質にタグによる修飾反応を行った。
これらの糖鎖転移反応は、次のステージとして、現在進行中である。

研究成果の概要（英文）：In order to apply the transglycosylation using endo-b-N-acetylglucosamidase from 
Mucor hiemalis (Endo-M) to an industrial usage, we have studied several new synthetic methods for the 
glyco-conjugates. In this study we have prepared 7 kinds of "Sugaring Tags" from D-maleic acid in good 
yields, such as the corresponding carboxylic acid, amine, azide, thiol, ine, and so on. These "Sugaring 
Tags" have 1,3-diol moiety, which is an essential structure of glycosyl acceptor for the 
transglycosylation. We demonstrated the modification reaction of anti-influensa drug; amantadine, and 
anti-oxydant drug; Vitamin E, using the prepared "Sugaring Tags." The transglycosylation reaction of 
these compounds are now in progress。

研究分野：有機合成化学、生物有機化学、糖鎖有機化学
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１． 研究開始当初の背景 
 
構造が単一な糖タンパク質を調製する方
法として、我々が開発した２つの方法が知ら
れている。1つは、天然の N-結合型糖タンパ
ク質をタンパク質分解酵素で徹底分解させ、
得られる糖鎖アスパラギンを Fmoc(9-フルオ
レニルメチルオキシカルボニル)化し、
Fmoc-Asn(糖鎖)-OH とし、これを用いて合成
する方法である。他方は、Mucor hiemalis 由
来の-N-アセチル-D-グルコサミニダーゼ
（Endo-M）を用いる糖鎖転移反応(トランス
グリコシレーション)の利用である。 
前者の方法は、梶原(阪大)らによる、様々
な糖タンパク質合成で、その有用性は実証さ
れている。後者の方法は、N-グリカンのキト
ビオース(GlcNAc-GlcNAc)部分を加水分解す
る Endo-M が、GlcNAc１残基を有するペプチ
ドあるいはタンパク質を糖鎖受容体として
共存させると、糖鎖供与体である天然糖鎖誘
導体から N-グリカンを糖鎖受容体に再構築
する方法で、1990 年代後半に活発に研究が進
んだ。しかし、生成する糖鎖誘導体が Endo-M
の加水分解基質になるため、収率の向上に難
があった。ところが最近になって、Endo-M 関
連基礎技術が大きく進展している。 
 山本、梅川らは、Endo-M の改変により、糖
鎖転移活性を有し、加水分解活性が低い酵素
の創出に成功している。また、正田らは、こ
の反応の中間体が糖鎖オキサゾリニウムで
あることを突き止めるとともに、糖鎖オキサ
ゾリンの簡便で実用的な合成法を開発して
いる。この２つのグループの成果を利用する
と、加水分解酵素ではなく、合成酵素並みの
結果を与えることが報告されている。事実、
“Synthase”と命名され市販されている。一
方、我々は、Endo-M の糖鎖受容体の必須構造
を明らかにして来た。すなわち、Endo-M は、
N-アセチル-D-グルコサミン（GlcNAc）の４
位と６位に相当する２級と１級の水酸基か
らなる１，３-ジオール構造が必須で、本手
法の応用範囲を大幅に拡大できることを示
した。 
一方、GlcNAc のカルボキシメチルグリコシ
ドを用い、タンパク質のアミノ基を修飾し、
Endo-M で糖鎖修飾する方法論を発表し、
“Sugaring Tag”法と名付けた。さらに、こ
の方法論を GlcNAc 誘導体から１，３－ジオ
ール誘導体へ応用した。カルボキシル基を有
する１，３－ジオールを用い、側鎖アミノ基
と反応させたリジンを含むペプチドを合成
し、糖鎖転移反応を行い、“Sugaring Tag”
法の拡張に成功した。この方法によれば、ペ
プチドやタンパク質に限らず、医薬など種々
の化合物に１，３－ジオールを導入すること
ができ、天然糖鎖を導入できる新たな工学的
な手法になるものと期待される。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、この拡張した

“Sugaring Tag”法を確立するために、導
入試薬となる種々の官能基を有する１，３－
ジオール誘導体(小分子タグ)をライブラリ
ーとして調製することを目的とした。このラ
イブラリーを利用し、市販の酵素と天然糖鎖
を用いる Endo-M の糖鎖転移反応を行うこと
で、この拡張した“Sugaring Tag”法が、糖
鎖科学に造詣のない技術者・研究者でさえも
容易に様々な誘導体に糖鎖を導入できる技
術になると期待して研究に着手した。 
 
３．研究の方法 
 
 種々の官能基を有する１，３－ジオール誘
導体（シュガーリングタグ）の合成を行い、
ライブラリー化することを主目的に進めた。
また、合成したタグを用い薬物への修飾反応
も実施した。実際には、本研究の基礎となる
糖鎖受容体の必須構造をさらに明確にすべ
く、GlcNAc の３位水酸基の影響から検討を開
始した。 
 
４．研究成果 
 
（１）３-デオキシ GlcNAc の合成とその糖鎖
転移反応 
 
Endo-M を用いる糖鎖転移反応の糖鎖受容
体の必須構造が GlcNAc の４位から６位まで
の１，３－ジオール構造であることを明らか
にしている。その研究の過程で、３位水酸基
の影響が少なからずあるように思われた。特
にこれまでの結果から、反応が速く、速やか
に糖鎖転移生成物を与え、速やかに加水分解
される群と、反応が遅く転移生成物はゆっく
り精製するものの加水分解もかなり遅い群
に分けられる。これらの特徴を比較すると、
３位水酸基に相当する水酸基のあるなしに
帰着するように見える。すなわち、前者は３
位水酸基がある誘導体で、後者はそれがない
化合物群といえる。そこで、本研究では、ま
ずこの課題解決に挑んだ。 
３位水酸基の影響を明らかにするには、３-
デオキシ GlcNAc 誘導体を合成し、その糖鎖
転移活性を見ることで達成できると考え、３
-デオキシGlcNAc誘導体の合成から開始した。
上記の仮説が正しいとすれば、３-デオキシ
GlcNAc 誘導体は、遅い反応を示し、加水分解
反応も遅い範疇に入るものと予想される。 
まず、GlcNAc の３-Ｏ-トシル体や３-Ｏ-
トリフルオロメタンスルホニル体を調製し、
水素化物イオンとの反応を行った。しかし、
予期に反し反応生成物を得ることはできな
かった。次に、３-ブロモ GlcNAc をラジカル
還元に供すルートを検討した。上記のスルホ
ニル体に臭化リチウムを反応させたが、３-
ブロモは全く得られなかった。種々検討した
結果、トリフェニルホスフィンと四臭化炭素
を用いることでブロモ体が調製できること
を見いだした。すなわち、文献記載の方法で



合成したアリル ２-アセトアミド-４，６-
Ｏ-ベンジリデン-２-デオキシ-Ｄ-グルコピ
ラノシドをピリジン中、トリフェニルホスフ
ィン存在下、四臭化炭素と反応させたところ、
対応する３-ブロモGlcNAcが５０％の収率で
得られた。さらに、トルエン中、AIBN 存在下、
水素化トリブチルスズと反応させたところ、
目的とする３-デオキシGlcNAcが８８％の収
率で得られた。 
 得られた３-デオキシGlcNAcから３工程で、
２-アセトアミド-４，６-ジ-Ｏ-ベンジル-２
-デオキシ-Ｄ-グルコピラノースを調製し、
その後オキサゾリン体の合成、p-メトキシフ
ェノールとのグリコシル化反応を行った。さ
らに、常法により脱ベンジル化し、糖鎖受容
体となる p-メトキシフェニル ２-アセトア
ミド-２-デオキシ-Ｄ-グルコピラノシドを
調製できた。 
 

 

 
次に得られた p-メトキシフェニルグリコ
シド体を用い、卵黄由来の二本鎖複合型糖鎖
を糖鎖供与体に Endo-M を用いる糖鎖転移反
応に供した。その結果、予想とは異なり、３
位水酸基が存在しない誘導体でも反応が早
い群に入る結果となった。予想とは異なる結
果となったが、こうした基礎研究結果が必ず
や本技術の実用化につながっていくと思わ
れる。 
 
（２）１，３-ジオール誘導体の合成 
 
すでに述べたように様々な化合物に１，３
-ジオールを導入するためには、種々の官能
基を有する誘導体の合成が必須である。そこ
で本研究では、種々の反応性官能基を有する
１，３-ジオール誘導体のライブラリー化を
行った。 
まず、D-リンゴ酸をボランテトラヒドフラ
ン錯体でハーフエステルへ還元後、１級、２
級水酸基をベンジリデン基によって保護し
た２を得た。得られた２を加水分解し、カル
ボン酸を有する 1,3-ジオール誘導体１得た。
１を用い生理活性ペプチドへの糖鎖修飾に
ついて既に報告している。同様に D-リンゴ酸
を還元しトリオール体３を得た。得られた３
をベンジリデン基で保護し水酸基を有する
1,3-ジオール誘導体４を得た。４から種々の
官能基を有する 1,3-ジオール誘導体をそれ
ぞれ合成し、7 種類の“Sugaring Tag”ライ
ブラリーの構築に成功した。図中のXとして、

右のような官能基を選び、合成した。 
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医薬などの様々な化合物、すなわち、糖鎖
受容体中の水酸基やアミノ基と反応するカ
ルボキシル基を有する誘導体は、すでに合成
済みであったため、逆に標的分子中のカルボ
キシル基を想定し、水酸基を有する４を合成
した。この４を鍵化合物として三重結合と反
応するアジド基、カルボキシル基と反応する
アミノ基、種々の求核性官能基との反応を想
定したトシラート体やブロモ体を調製し、反
応性１，３-ジオール誘導体ライブラリー、
すなわち、７種類の“Sugaring Tag”ライブ
ラリーの構築を行うことができた。さらに、
チオール型の合成を行っているが、予期せぬ
副反応のためか、まだ実現には至っていない。 
次に、実際の化合物への１，３-ジオール
構造の導入とその糖鎖転移反応について検
討を開始した。糖鎖を導入することの効果と
して期待できるのは、水溶性などの物理的性
質の改善、および、糖鎖による体内代謝の変
化、すなわち体内動態の変化であろう。そこ
で、薬物として抗インフルエンザ薬アマンタ
ジンと抗酸化剤ビタミンＥを挙げ、その検討
に入った。いずれも１，３－ジオール構造を
導入することに成功した。しかし、多くの候
補化合物群の水溶性が低いことがわかった。
Endo-M による糖鎖転移反応では、糖鎖受容体
の水溶性は極めて重要な要素である。従って、
水溶性に難のある誘導体に１，３-ジオール
構造を導入しても水溶性に変化がない場合
には反応できないことになってしまう。そこ
で、溶解性を改善する添加剤の効果を検討す
ることにした。言い換えれば、当初の計画通
りに“Sugaring Tag”ライブラリーの構築を
果たしたが、さらに実用化には解決すべき課
題があることが顕在化し、その解決に向けて
本研究は次のステージに進んだといえる。予
備的には、この課題の解決法も見いだしてい
る。 
 
（３） おわりに 
 
我々が、約２０年前から取り組んできた



Endo-M 用いる糖鎖転移反応が、最近再び脚光
を浴びている。いわゆる「2010 年問題」と
呼ばれる世界的な主要医薬の特許切れ問題
に端を発し、抗体医薬をはじめとする糖タン
パク質製剤などの、「バイオシミラー」「バイ
オベター」と呼ばれる後発品との品質の同一
性の問題が浮上した。この問題は、如何に単
一の構造を持つ糖タンパク質を調製し、その
構造をどのように確認するかという、ケミカ
ルグライコバイオロジーの課題であろう。酵
素の改善、反応機構の解明が進んだという背
景にも助けられ、その解決法として、本反応
が再び注目されている。2013 年 11 月に経済
産業省の「個別化医療に向けた次世代医薬品
創出基盤技術開発」プロジェクトが次世代バ
イオ医薬品製造技術研究組合のもとで開始
された。細胞培養技術やタンパク質生産技術
の革新が期待されているが、本反応もその一
翼を担っている。 
本研究は、こうした糖タンパク質の合成と
は一線を画している。すなわち、低分子医薬
などを標的に想定している方法論の開発で
ある。１，３-ジオールという低分子の反応
により医薬などの化合物を修飾できれば、市
販されている Endo-M 酵素群と天然糖鎖を用
いるだけで、糖鎖修飾を可能にする技術であ
る。糖鎖科学を知ることなく、誰でも容易に
糖鎖を導入できる技術の開発を目指してい
る。 
本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。反応
性１，３-ジオール誘導体ライブラリー、す
なわち、“Sugaring Tag”ライブラリーの構
築を行うことができ、今後の本技術の汎用性
を高める基盤技術をほぼ確立した。また、併
せて、３-デオキシ GlcNAc の合成と糖鎖転移
反応を通じ、これまで未解明であった糖鎖受
容体 GlcNAc の３位水酸基の効果に迫った。
必須構造の解明につながる新たな情報を与
える結果である。 
今後明確になった課題をひとつひとつ解
決することで、Endo-M を用いる糖鎖転移反応
が、糖鎖工学の実践的技術として醸成され、
実用化技術となるものと期待している。また、
我々も工学的応用技術として完成するまで、
引き続き研究を継続して行く覚悟である。 
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