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研究成果の概要（和文）：3種類の植物レクチン（ニホンニワトコレクチン、デイゴマメレクチン、ヒイロチャワンタ
ケレクチン）に対して架橋複合体形成能と高結合親和性をあわせもつ低分子型多価性糖鎖材料の開発に成功した。さら
に、骨格部やスペーサー部、糖鎖部をそれぞれ改変することで、架橋複合体の大きさや形成様式が変化することや、結
合親和性が飛躍的に上昇することを明らかにした。また今回の研究において、我々が機能設計した多価性糖鎖材料は今
回研究に用いた直径が数～数十ナノメートルほどの糖結合性タンパク質（レクチン）に対してだけでなく、直径が百ナ
ノメートル程のウイルス粒子に対しても架橋複合体を形成可能な多価性糖鎖材料であることを実証した。

研究成果の概要（英文）：We are interested in developing an efficient synthetic route to multivalent glycos
ides, for glycomimetics, as they tend to have enhanced avidity due to their multivalency for specific lect
ins. In this study, various types of glycoclusters carrying alpha-2,6-sialyllactosamine, N-acetyllactosami
ne and Lewis X were designed and synthesized as glycomimetices. The interaction between each glycoclusters
 and three types lectins [Sambucus sieboldiana agglutinin (SSA), coral tree (Erythrina cristagalli) agglut
inin (ECA) and Aleuria aurantia lectin (AAL)] is characterized using by hemagglutination inhibition assay,
  precipitation assay, isothermal titration calorimetry and dynamic light scattering.
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖生物学の分野において、糖鎖-タンパ

ク質間の 1 対 1 の結合親和性は非常に小さい
にもかかわらず、細胞表層で集合体構造とな
ることで結合親和性が飛躍的に増大する『糖
鎖クラスター効果』が一般によく知られてい
る。本概念は、糖鎖医薬・抗ウイルス剤など
の開発において、最も基本となる設計指針と
なっている。我々はこれまでに、天然素材で
ある納豆菌由来 γ-ポリグルタミン酸に対して
糖鎖を多価に配位した高分子型糖鎖ポリペ
プチドを合成し、それが糖鎖-レクチン間の結
合解析ツールとなるばかりではなく、この結
合原理が糖鎖-インフルエンザウイルス間に
も適用できることを明らかにした。しかしな
がら、今後の応用を見据えた場合、生分解性
や抗原性などの観点から構造明確な低分子
型糖鎖体の合成技術が必須となる。そこで
我々は、低分子型糖鎖体の分子設計にあたり、
一般的な金属キレート剤として知られるグ
リコールエーテルジアミン四酢酸（EGTA）
の 4 価カルボキシ基が配位子としてカニばさ
みのように金属イオンを補足するキレート
原理に着目し、EGTA を前駆体としてカルボ
キシ基を介して導入した糖鎖を配位子に見
立てた四価糖鎖配位体の合成を着想した。興
味深いことに、本多価性糖鎖配位体は、クラ
スター効果による結合親和性の増加のみな
らず、糖結合部位を 2 つ以上有する標的タン
パク質と三次元的な架橋複合体を形成する
という現象を見出している。 

 
２．研究の目的 
本課題では、キレート原理に学びそれを模

倣した多価性糖鎖配位体などの多価性糖鎖
材料を創り出すことで、標的タンパク質に対
して架橋結合能や高結合親和性を有する新
規な糖鎖材料の革新的な技術論と方法論を
展開する。具体的には、分子構造を骨格部
（EGTA 等）・糖鎖部・スペーサー部の 3 つに
モジュール化することで、各種相互作用解析
を指標とした統合的な機能設計を実施し、
『架橋形成能や高結合親和性を有する新規
多価性糖鎖材料』の開発を実現する。本課題
は、従来の高分子型糖鎖ポリペプチドとタン
パク質間又はウイルス間における普遍的な
結合原理にヒントを得て、独自に着想した先
駆的・独創的研究である。即ち、全く新しい
概念で多価性糖鎖配位体を創製し、糖鎖-標的
タンパク質間の結合原理を糖鎖-ウイルス間
の結合・接着にも適用した新しい概念に基づ
くウイルス捕捉剤および検出システムの開
発を目指している。 
また、上記に示したように多価性糖鎖材料

はその構造を糖鎖部・スペーサー部・骨格部
の 3つに分けることができる。そのうち糖鎖
部は、レクチンとの結合に直接関与する最も
重要な部分であり、糖鎖部とレクチンとの結
合親和性は多価性糖鎖材料の機能発現に重
要な役割を担っている。よって、本研究では

いくつかのレクチンや酵素に対して高結合
親和性を有する糖鎖部の探索および開発も
行った。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、①Neu5Acα2,6Gal 構造に

対して結合親和性を有するニホンニワトコ
レクチン（SSA）や②N-アセチルラクトサミ
ン（LacNAc；Galβ1,4GlcNAc）構造に対して
結合親和性を有するデイゴマメレクチン
（ECA）、③フコース構造に対して結合親和
性を有するヒイロチャワンタケレクチン
（AAL）などの植物レクチンをモデルタンパ
ク質に見立て、それらレクチンに対して架橋
形成能や高結合親和性を示す多価性糖鎖材
料の開発および機能設計を行った。また、④
ウイルスに関してはインフルエンザウイル
スやポリオーマウイルス（MCV）に対して多
価性糖鎖材料を分子設計した。 
 
４．研究成果 
①SSA に対する多価性糖鎖材料の合成 
本研究ではSSAに対して、架橋複合体形成

能を有するシアロ型多価糖鎖配位体の設計
及び合成を行った。さらに、糖鎖リガンド‐
レクチン間における架橋複合体形成メカニ
ズムを各種相互作用解析の統合的評価によ
り検証した。はじめに、前駆体となるEGTA
の四価カルボキシル基に対してアグリコン
部に2-アミノエトキシ基を有するスペーサー
結 合 型 Neu5Acα2,6LacNAc
（ Neu5Acα2,6Galβ1,4GlcNAc ） お よ び
Neu5Acα2,6LacNAcβ1,3LacNAc配糖体をそれ
ぞれ導入した3糖および5糖シアロ型四価糖
鎖配位体（1・2）を合成した。また、これと
は別に化合物2のLacNAc1回繰り返し分に相
当する長さをアルキルスペーサーで置換し
たスペーサー延長型Neu5Acα2,6LacNAc四価
配位体（3）も合成した。続いて、これら一
連の糖鎖配位体とSSAとの結合特性解析を等
温滴定カロリメトリー（ITC）により評価し
た。その結果、2が最も強い結合解離定数（Kd 
= 34 nM ） を 示 し 、 そ の 値 は 一 価 の
Neu5Acα2,6LacNAcと比較して28倍強い結果
となった。また興味深いことに、化合物1と2
および3では糖鎖リガンド一分子に対する
SSAの結合数に違いがみられ、化合物1はリガ
ンド：SSAが1対2で、化合物2および3は1対3
で結合することが示された。さらに、本リガ
ンドの架橋形成に伴う形態変化を定量沈降
試験及び動的光散乱法で評価したところ、
ITCの結果を支持する濃度範囲において化学
量論的な架橋複合体の形成が示された。結果
として、化合物1はリガンド：SSAが1対1で、
化合物2および3は1対2で最大沈降量を示し、
その粒径は600-800 nmと巨大なリガンド‐
SSA架橋複合体であることが明らかとなった。
今回の結果から、糖鎖配位体のスペーサーお
よび糖鎖構造が架橋複合体形成に深く関与
することを実証すると共に、そのリガンドと



レクチン間における架橋複合体形成メカニ
ズム（図1）を各種相互作用解析の統合的評
価により提案した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②ECA に対する多価性糖鎖材料の合成 
近年、ウイルス感染などに関与する糖結合

性タンパク質（レクチン）に対して架橋複合
体を形成可能な低分子型の糖鎖クラスター
材料の開発が盛んに行われている。従来の糖
鎖クラスター材料は糖鎖がレクチンとの結
合に全て利用されるように設計されおり、こ
れにより架橋能の獲得と親和性の向上が図
られている。しかしながら、このよう設計は
∆H の増大が見込まれる一方で、大きな∆S の
損失も伴う。本研究では、∆S 損失を抑えた新
規糖鎖クラスター材料（図 2）の開発を目的
とした。始めに、LacNAc 含有四価配糖体
（(LacNAc)4-DBGs）を合成した。具体的には、
ア ル キル鎖 長 の異な る ジカル ボ ン 酸
（HOOC-(CH2)n-COOH；n=4, 10, 16）を骨格
部に用いることで 3 種類の(LacNAc)4-DBGs
を合成した。続いて、 (LacNAc)4-DBGs とレ
クチンとの各種相互作用解析を行った。また、
本研究では LacNAc に結合親和性を有する
ECA をモデルタンパク質として使用した。定
量沈降試験では、全ての(LacNAc)4-DBGs に
おいて架橋複合体の形成が確認された。また、
結合親和性は赤血球凝集阻害試験法及び等
温滴定カロリメトリー（ITC）により評価し
た。赤血球凝集阻害試験では、アルキル鎖長
が一番長い(LacNAc)4-DBG-C18 が最大の阻害
活性（IC50 = 188 nM）を示した。また、ITC
分析においても(LacNAc)4-DBG-C18 が最も
強い結合親和性（Kd = 2.4 μM）を示した。具
体的には、∆H の値が他の化合物より低いも
のの、∆S 損失が最も低いという特徴を有して
いた。また、化学量論比より (LacNAc)4-DBGs
と ECA との結合比は全て 1 対 2 であること
も 明 ら か と な っ た 。 結 果 と し て 、
(LacNAc)4-DBGs の骨格部改変により、ECA
との結合様式を変化させることなく∆S 損失
を軽減し結合親和性を向上させることに成
功した。 
③AAL に対する多価性糖鎖材料の合成 
 本研究では、細胞間の相互作用に関与する
Lewis X（LeX）糖鎖構造を有した新規四価糖
鎖配位体の合成を行った。LeX 糖鎖合成の鍵

酵素であるα1,3 フコース転移酵素（FUT6）
の発現系は BmNPV バクミド法を用いて構築
した。これにより、カイコ幼虫から組換え
FUT6 を体液 1 mL あたり約 0.3 ユニットで得
ることに成功した。次に、組換え FUT6 を含
む各種糖転移酵素を用いて、3 種類の LeX 糖
鎖構造を有する四価糖鎖配位体（1～3）を合
成した（図 3）。さらに、合成した四価糖鎖配
位体を用い、AAL との相互作用解析を行った。
化合物 1～3 と AAL との相互作用を赤血球凝
集阻害試験によって解析した。AALは α2, 3, 4, 
6-フコースに特異的であり、L-フコースに対
する最小阻害濃度 (IC50) は 5 mM であった。
一方、化合物 1～3の IC50はそれぞれ 12.5 μM、
0.25 μM、0.063 μM であった。これらの結果
は、モルから糖換算しても化合物 1～3 の IC50

は L-フコースモノマーよりも低く、多価によ
る阻害効果が観察された。特に、化合物 3 は
低分子にもかかわらず、非常に強い阻害活性
を示した。さらに、同じ四価同士で比較する
と化合物 2と 3よりも化合物 1の阻害効果が
高かったため、多価効果だけではなくスペー
サーや内部糖鎖を延長することで AAL との
結合親和性が上昇することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④MCV に対する多価性糖鎖材料の合成 
 MCV に対して結合親和性が期待される糖
鎖構造を有した、数種類のシアロ糖鎖含有四
価糖鎖材料を用いて、MCV との相互作用解
析を行った。その結果植物レクチン同様、あ
る糖鎖構造およびある一定濃度領域におい
て、MCV とシアロ糖鎖含有四価糖鎖材料は
巨大なウイルス‐糖鎖架橋複合体を形成す
ることが明らかとなった。 
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