
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

肺炎マイコプラズマ感染診断プローブの開発研究

Design, syntheses and diagnostic applications of beta(1-6)-linked glycolipids 
(GGLs) as the major cell membrane components of Mycoplasma pneumoniae

８０１８３８９６研究者番号：

西田　芳弘（NISHIDA, Yoshihiro）

千葉大学・融合科学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２５４５０１４６

平成 年 月 日現在２８   ６ １７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：マイコプラズマ肺炎菌は非常に小さな細菌で、強い抗原提示をすることなく、ヒト免疫系を
逃れて感染を繰り返し行う。そのことが早期診断が難しい理由になっていた。最近、我々は、肺炎マイコプラズマの細
胞膜に一対の新規糖脂抗原が存在することを見出し、マイコプラズマGGLsと命名した。本研究では、脂質部位を様々変
化させたGGLsを合成して、診断プローブとしての有用性を評価した。その結果、合成GGLsを利用した新規診断法を開発
することができた。また、GGLs分子の動的挙動を解析した結果、これら細胞膜脂質は細胞膜で自己組織化すること、ま
た、ナトリウムイオンを捕捉する潜在能力をもつことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Mycoplasma is one of the simplest bacteria having no rigid cell walls and 
lipopolysaccharides (LPS). Instead, they utilize either alpha- or beta-glycolipids in cytoplasmic 
membrane. Also in our preceding studies, we have reported alpha-glycolipid antigens (GGPLs) in M. 
fermentans as well as beta-linked ones (GGLs)in M. pneumoniae. In the present study, we applied our 
glycosylation methods for the library assembly of GGLs homologues carrying variable acyl chains and 
examined their chemical behaviors. The chemical library involved a deuterium labeled GGL homologue for 
simultaneous MS detection of natural GGLs. It involved also an acetyl (C2) homologue for the study on 
molecular dynamics (MD). The assembled chemical library enabled us to elucidate the best GGLs homologue 
(GGLS C18) for the ELISA diagnosis of Mycoplasma pneumoniae infection and their possibility to make a 
crown ether-like ionophore around the non-reducing terminal end in their dynamic three dimensional (3D) 
structures.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 糖鎖　マイコプラズマ　感染診断　細胞膜　糖脂質　グリコシル化反応　三次元構造　脂質抗原

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

マイコプラズマ肺炎菌は直径 120 ～
150nm 程度の極めて小さな細菌で、細菌であ
りながら細胞壁や LPS をもないことを特徴
とする。そのため、強い抗原提示をすること
なく、ヒト免疫系を逃れて感染と増殖を繰り
返し行う。強い免疫提示をしないために早期
診断が難しいと考えられている。[1] 

 

協力研究者でる (株)エムバイオテックの松
田和洋博士は、肺炎マイコプラズマの細胞膜
に、グルコース型とガラクトース型の一対の
新規糖脂抗原が存在することを見出し、GGLs

（Glyco-Glycero-Lipids）と命名した。[1,2] 
GGLsは、リン脂質と同じジアシルグリセロー
ル型の細胞膜脂質であり、-グルコース、又
は-ガラクトースを二糖の非還元末端にもつ。
この、一見、ありふれた「中性二糖」を細胞
膜表面に提示してホストの免疫系を撹乱して
いると考えられる。 

その一方で、GGLs はマイコプラズマ肺炎
菌に特有の糖脂質抗原であり、感染の早期診
断法の開発に加え、病原性発生機構の解明、
抗マイコプラズマ剤の開発に繋がる重要な
化合物である。申請者は平成 19 年、松田博
士との共同研究で、GGLs の立体を含む全構
造を明らかにした。[2] 平成 21-22 年、千葉
大学 VBL 研究プロジェクトに参加し、その
中で GGLs の化学合成法を確立した。また、
合成遺伝子を用いてGGLs合成酵素の一つを
クローニング化することにも成功した。 

本研究では、脂質鎖長の異なる各種 GGLs

誘導体を化学的に合成して、診断に最も適し
た GGLs 誘導体の化学構造を確定する。さら
に、GGLs と病原性との関わりやマイコプラ
ズマの生命活動における役割を検証するた
め、GGLs 分子の動的三次元構造を解析する。 

 

 

 

 

GGLs は、一見、ありふれた構造をもつ中
性糖脂質である。しかし、非還元末端にβ1-6

結合したグルコース（またはガラクトース）
は、脂質部位（tail 領域）方向に折り返した
立体構造をとると予想される（上図参照）。
これが事実であれば、分子の頭部（head 領
域）に、複数個の酸素原子がクラウンエーテ
ル様に配置した特異な分子構造を呈するこ
とになる。ここに、ナトリウムやカルシウム
など、特定の金属イオンを取り込むことで、
GGLs は思いもよらぬ高極性を head 領域に
獲得し、細胞膜内で物質輸送などの生物学的
役割を演じている可能性がある。 

平成19年に始まった一連の研究は、（1） 肺
炎菌に特有な糖脂質抗原（GGLs）の発見と
構造解明、（2） 合成 GGLs 供給法の確立、
（3） 合成 GGLs を用いた早期診断法の開発
と、すべてが独自のスキームで進行している。
松田博士は、平成 21 年に、日本マイコプラ
ズマ学会の協力を得て、マイコプラズマ関連
疾患研究会を立ち上げ、西田らが化学合成し
たGGLsを用いて新規診断法の開発に着手し
た。研究会のメンバーは、合成 GGLs を単一
抗原に用いたELISA診断プレートを試作し、
新規診断法としての有効性を検証してきた。 

 

２．研究の目的 

本プロジェクト研究では、次の 2 点を重要
課題に掲げた。１つは、診断における GGLs

の脂肪酸部分の役割を明らかにすること。こ
れにより、合成抗原（GGLs）を用いた新規
血清診断法を確立することが可能である(平
成 25，26 年度の目標)。平成 27 年度以降は、
マイコプラズマGGLsの生物学的な意味と病
原性との関わりを探るため、水溶液中におけ
る三次元構造と動的挙動を明らかにする。 

 

平成 25,26 年度：従来、肺炎マイコプラズ
マの感染診断には、PA 法と呼ばれている免
疫学的手法が利用されている。菌の外膜脂質
成分を抽出したものを、ELISA （エライザ） 

法に応用するものであるが、GGLs を初めと
して多くの化合物を含むため、特異性と検出
感度に問題があり、早期における確定診断に
利用できていない。合成 GGLs を用いたマイ
コプラズマ診断法は、本菌に特有の抗原を用
いるため、特異性が高く、感染初期における



IGM 抗体、中期における IgG 抗体を感度よ
く定量できることがわかってきた。 

現在、脂肪酸の炭素数 C16 の合成抗原が利
用されているが、自然界には炭素数 C18 の同
属体が混在しており、脂肪酸部位の最適化が
行われていない。平成 25、26 年度に、脂肪
酸の炭素数を変えた数種のGGLs誘導体を合
成して、診断プローブに最適な GGLs 構造を
明らかにしたい。 

平成 27 年度以降： マイコプラズマ種は、化
学構造がそれぞれ異なる糖脂質を細胞膜成
分に持っている。その一方で、これらマイコ
プラズマ糖脂質の生物学的役割は解明され
ていない。GGLs の三次元構造を経験的分子
力場解析（MM2）したところ、1-6 結合した
二糖の水酸基と環酸素、ならびに、グリセロ
ール部位のエステル結合に含まれる複数の
酸素原子が、クラウンエーテル様に配置する
可能性が浮上した。もしこれが事実であれば、
GGLs は、特定の金属イオン（鉄、カルシウ
ム、マグネシウム、ナトリウムイオンなど）
と複合体を形成して、細胞表面の電荷 (膜電
位)を変化させることができる。GGLs が金属
イオンを用いた物質輸送に関与する可能性
もある。GGLs は、一見、単純な構造をもつ
糖脂質ではあるが、これまでの認識を覆すよ
うな活性構造を提示する可能性がある。この
仮説を、水溶性 GGLs 誘導体を合成して、
NMR と MS スペクトル解析を行って、詳細
な検証を進めたい。 

 

３．研究の方法 

(1) 平成 25，26 年度：脂肪酸鎖長が異なる
各種 GGLs 診断プローブ：化学合成と機能評
価 
平成 25 年度は、脂肪酸鎖長が異なる一連

の GGLs ホモローグ（C12-C18）を化学的に合
成する。化学合成は、図に示したユニット合
成戦略で実施する。GGLs を、（A）糖非還元末
端、（B）糖還元末端、（C）グリセロール部位
に分け、２度の-グリコシル化反応によって
GGLs 骨格を構築する。今回設計した２つの糖
ユニットは、グリコシル化反応で脱離器とし
て働くチオサリチル酸メチルエステルをア
グリコンに持ち、適所、水酸基が保護されて

いる。チオサリチル酸糖ドナーは、申請者ら
が分開発を行った化合物であり、グリコシル

化反応における α とβ の選択性を、適切な
温度と溶媒を選択することで制御すること
ができる。[3] (C)のグリセロールユニットは、
グリコシル化反応後に、鎖長の異なる脂肪酸
を導入するため、酸化的に脱離できるメトキ
シベンジル基(MPM 基)で保護されている。 
平成 26 年度は、合成した化合物の機能評

価を、現在、エム バイオテック社と共同で
開発中のエライザ(ELISA)法を用いて実施す
る。市販されている疎水加工されたマイクロ
タイタープレートに、合成糖脂質を固定化し、
既に得られている GGLモノクロナール抗体を
作用させる。抗体結合量をタンパク質の発色
試薬で定量する。研究協力者の松田和洋博士
（エム バイオテック社）は、マイコプラズ
マ学会の支援を得て、肺炎マイコプラズマ菌
に感染した患者の血清試料を用いた評価試
験を行う準備をすすめている。平成 26 年度
には、構造を最適化した合成 GGLsを用いて、
感染血清を用いたエライザ試験を実施する。
研究協力者の産業技術総合研究所 鵜沢浩
隆博士は、人工糖脂質をチップに用いた糖認
識タンパク質検出の専門家である。同氏の指
導の下、表面プラズモン共鳴装置（SPR）を
用いて、各種合成 GGL とモノクロナール抗体
との結合挙動を明らかにする。これら評価試
験を通して、診断法プローブとして用いる
GGLs の化学構造を最適化することができる。 
 
(2) 平成 27 年度以降：水溶性 GGL 誘導体の
合成と NMR 解析 
平成 27 年度は、推定される三次元構造を

NMR 解析によって実証する。GGLs は、糖部位
がグリセロール側に折り返した三次元構造
をとることで、複数の酸素原子をクラウンエ
ーテル様に配置することができる。一方、C16
の脂肪酸を持つ GGLs は、水系溶媒で自己組
織化するため、NMR 解析が困難である。そこ
で、脂肪酸部位に疎水性が低いアセチル基を
もつ水溶性 GGLs（C2）を新たに合成する。合
成は、他の GGLs誘導体と同様にして行なう。
NMR の測定は、ナトリウム、カリウム、カル
シウム、マグネシウムをそれぞれ添加した重
水中で行い、水素シグナルの変化を観察する。
同時に、結合定数、ケミカルシフト、NOE な
どの NMR情報から三次元構造を明らかにする。
また、MS 分析により、どのような金属イオン
と複合体を形成するのかについて検証する。 
 

４．研究成果 
平成２５年度～平成２７年度にわたる研究



の結果、以下のことを明らかにした。 
(1) 筆者らが開発した β-グリコシル化反
応を用いることで、GGLs のように、これまで
化学合成が困難であった β-グリセロ糖脂質
が、立体選択的かつ効率的に化学合成できる
ことがわかった。この手法を用いて、脂質部
位の脂肪酸を C2（アセチル）～C18（ステア
リン酸）まで変化させた GGLs ホモローグを
化学合成した。 
(2) 合成 GGLsを用いて ELISA診断用プレー
トを作成した。抗 GGLs モノクロナール抗体
との結合を評価したところ、ステアリン酸を
導入した GGLs(C18)並びにパルミチン酸を導
入した GGLs(C16)が感染診断に有効であるこ
とが判った。 
(3) NMR スペクトル法を用いた動的配座解
析の結果、GGLs はリン脂質と同じグリセロ型
細胞膜脂質であるが、脂質部位の動的挙動が
両者間で大きく異なっていた。このことから、
GGLs は脂質二重膜でリン脂質と相分離を起
こして、自己組織化していると考えられた。 
(4) GGLsは、1,6-結合軸の自由回転によって、
多様な回転異性体を与える。すなわち、多様
な三次元構造をとることができる。アセチル
基を脂質部位にもつ合成 GGLs（C2）を用いた
NMR スペクトルと動力学的(MM2)計算の結果、
水溶液中で、GGLs の二糖部位は還元末端方向
に折りたたまれた立体構造をとること、さら
に、複数の酸素原子がクラウンエーテル様に
配置したイオノフォアーを形成できる。 
(5) GGLs の立体構造は溶媒などの外部環境
によって大きく変動することがわかった。有
機溶媒中など、疎水的環境下ではイオノフォ
アーは形成されないことが判った。  
(6) 各種イオン化法を用いた MSスペクトル
解析で、GGLs はナトリウム(Na+)イオンに親
和性をもつことが判明し、先に推定したイオ
ノフォアーの形成と一致する結果となった。
マイコプラズマ GGLs は、菌の細胞膜におい
てイオノフォアーの構築に直接かかわる機
能分子であり、脂肪酸などの物質移動に重要
な役割を演じていると推測された。 
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