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研究成果の概要（和文）：結核菌類の細胞壁成分である複合糖質の化学的研究の一環として、最外部の多糖であ
るアラビナンの部分構造を有するプローブとして、オリゴアラビノフラノシド誘導体を合成し、新規分解酵素に
よる分解物のラベルフリーの ESI-MS質量分析による解析をおこなった。複合糖質合成の鍵としてより一般的な 
1,2-cis-グリコシド結合構築をおこなうため、分子内アグリコン転移の手法を種々検討し、HRGPの親水性モチー
フ等のオリゴ糖部の合成に応用し、構造解析をおこなった。また、細菌由来のN-結合型糖タンパク質の糖鎖修飾
過程において、化学-酵素的手法にて検証をおこない、オリゴ糖転移酵素の基質特異性に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：As part of chemical study on glycoconjugate in the cell wall component of 
mycobacteria, oligoarabinofuranosides has been synthesized in order to use as the probe with 
fragment structure of the arabinan which is the outmost glycan of cell wall glycoconjugate. 
For the analysis of the novel hydrolases of arabinan, label-free ESI Mass analysis of the products 
degraded by the enzyme has been carried out. Furthermore, for the development of general methodology
 toward synthesis of the 1.2-cis glycosidic linkages, intramolecular aglycon delivery (IAD) has been
 examined. The syntheses and structural analysis of oligosaccharides found in hydrophilic motif of 
HRGP, various plant polysaccharides and oligosaccharide-modified structure of marine toxin have been
 demonstrated. On the other hand, based on the study on glycan modification process of bacterial 
N-linked glycoprotein by chemical and enzymatic techniques, substrate specificity of the key 
oligosaccharyl transferase could be suggested.

研究分野： 糖化学・有機合成化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 結核菌類に見られる細胞壁複合糖質は、ミ
コリルアラビノガラクタンペプチドグリカ
ン複合体 (mAGPG) やリポアラビノマンナ
ン (LAM) など、アラビノフラノースからな
るアラビナン構造を含む。糖鎖合成において
これまで種々立体選択的手法が開発されて
きているが、立体制御の難しい 1,2-cis グリ
コシル化の一般的な手法の開発は結核菌類
複合糖質合成においても重要である。結核菌
細胞壁分解酵素の存在が示唆されてきてお
り、詳細な解析をおこなう上で、その基質と
なる複合糖質糖鎖の合成法の確立は必須で
あった。 
 
２．研究の目的 
本課題では、結核菌類の骨格構造複合糖質
の化学合成による構築を目的とした研究を
進める。化学的研究を総合的に行いたく思
い、全体構造構築へ向けた合成研究の一貫
として、複合糖質フラグメント・モチーフ
の構築と接続の検討および酵素反応などに
用いる脱保護体の調製を行い、構造情報を
検証し、純粋な合成基質を用いた基質を用
いた生合成評価、新規細胞壁分解酵素の探
索など、深刻な耐性菌に対しての抗菌剤開
発研究へ向けた研究展開を指向し研究を推
進していく。また、結核菌細胞壁成分など
に含まれる立体選択的構築困難な 1,2-cis-グ
リコシド結合の効率的な構築検討を行い、適
用範囲を拡大する。 
 
３．研究の方法 
本課題では、結核菌類の骨格構造複合糖質
の化学合成研究の一貫として、1)各種フラ
グメント・モチーフの構築検討、2)それら
の 脱保護体の調製、3)各成分のカップリン
グ検討、を行うなど、天然複合糖質の合成、
部分合成を主軸に研究をすすめる。合成研
究の進み具合、また部分構造調製の進展具
合によっては、期間内に 4)ラベルフリーの 
ESI-MS Assay による基質の評価への展開、
5)合成基質による新規細胞壁分 解酵素の
探索研究への展開を画策している。 
 
４．研究成果 
本課題では、結核菌類の骨格構造複合糖質の
化学合成による構築を目的とした研究を進
める。化学的研究を総合的に行いたく思い、
全体構造構築へ向けた合成研究の一貫とし
て、複合糖質フラグメント・モチーフの構築
と接続の検討および酵素反応などに用いる
脱保護体の調製を行い、構造情報を検証し、
純粋な合成基質を用いた基質を用いた生合
成評価、新規細胞壁分解酵素の探索などに向
けた研究をすすめた。 
 結核菌細胞壁最外部の複合糖質多糖とし
て重要なアラビナンの分解酵素解析のため
の、アラビナン部分構造を有するプローブと

して、オリゴアラビノフラノシド誘導体を合
成した。エンド型加水分解酵素での切断によ
って生じる還元、非還元末端側の両オリゴ糖
フラグメントを質量分析における解析にお
いて見分けるための修飾構造として、還元末
端残基の 1,2-O-アセトニド誘導体を用いるこ
ととし、加水分解されうる PNP グリコシド
体と合わせて調製することとした。なお既に
報告済みであるが、アセトニド基は、３工程
にてオリゴ糖供与体へと変換可能で、多糖合
成の鍵中間体としても利用可能である。オリ
ゴ糖直鎖 -1,5 結合を有し、直鎖構造及び 
-1,3-分岐構造を有するアラビナン部分構造
をオリゴ糖骨格とすることとし、また、エン
ド型酵素で一般的に考慮されている基質認
識に関わるサブサイトを考慮し、オリゴ糖の
還元末端側でサブサイト＋１位に対応する
残基に 1,2-O-アセトニド基を置換した誘導
体、及びサブサイト−１位に対応する残基に 
PNP 基を有する誘導体の合成検討を行った。
単糖 PNP グリコシドについても合成が完了
しており、それを用いて新規アラビノフラノ
シダーゼの解析研究も共同研究として進め
ている。 
 調整した結核菌アラビナンフラグメント
を利用し、結核菌細胞表層アラビナン分解酵
素として期待できる新規アラビナン加水分
解酵素の探索および酵素のアラビナン切断
機構の解明のためのオリゴ糖基質として用
い、分解物のラベルフリーの ESI-MS 質量分
析による解析をおこなった。加水分解によっ
て得られる糖（オリゴ糖）と、アセトニド基
を有するアグリコン側の糖（鎖）が、同糖残
基数の場合にも質量分析で分離する。これに
より本酵素は、初期段階において糖鎖内部グ
リコシド結合を切断しオリゴ糖を遊離する
endo 型酵素であることが確認された。より詳
細に切断部位、活性の評価のために、オリゴ
糖フラグメントおよびカップリング生成物
の脱保護体の調製をおこなった。さらに、exo
型酵素の存在が示唆されており、切断部位、
活性を感度よく評価するために、ラベル体と
して単糖 PNP グリコシドを合成した。単糖
PNP グリコシドを用い、新規アラビノフラノ
シダーゼの解析研究も共同研究として進め
ている。基質として用い、分解物の質量分析
による解析をおこなった。合成フラグメント
の還元末端アセトニド部の質量分析におけ
るタグとしての利用により、分解物の解析が
容易になり、フラグメントの初期加水分解を
含む特異な分解過程を明らかにすることが
できた。 
 結核菌骨格成分アラビナン、ガラクタンは、
D-体のフラノースのみから成る細胞壁糖鎖成
分で、ほ乳類とは大きく異なる構造である。
それらの合成には、従来の６員環ピラノース
を中心とする糖鎖合成法が全て適用できる
わけではない。糖鎖合成の鍵反応であるグリ
コシル化の中で立体選択的合成が困難な 
1,2-cis 結合の構築に有効な分子内アグリコ



ン転移反応の開発をおこなってきたが、多様
な構造の構築のために、より一般性を高める
ための検討をおこなった。 
 最も複雑な構造の一つである植物由来の
細胞外マトリックス成分等のヒドロキシプ
ロリンリッチ糖タンパク質構造に含まれる
連続する 1,2-cis L-アラビノフラノシドの構
築への分子内アグリコン転移反応の応用を
試みた。その結果、この両親媒性糖タンパク
質の親水性モチーフのオリゴアラビノフラ
ノシル化された繰り返しペンタペプチド構
造の構築を達成し、詳細な構造解析をおこな
うことができた (Ishiwata, et al. Angew. Chem. 
Int. Ed. 2014, 53, 9812–9816.)。合わせて分子内
アグリコン転移反応を利用したフラグメン
ト縮合（二糖+二糖誘導体）についても知見
を得ることができ、本手法を結核菌細胞壁フ
ラグメント間の接続などに利用可能である
ことが示された。 
 アラビノフラノース含有植物性アラビナ
ンの 1,2-cis グリコシドの調製を分子内アグ
リコン転移反応により試みたところ、高立体
選択的に各種 非還元末端 1,2-cis グリコシ
ド (Araf-(1→2)-Araf, Araf-(1→3)-Araf, Araf-(1
→5)-Araf) を得ることに成功し、詳細な構造
解析をおこなうことができた。合成した非還
元末端２糖部分構造と天然多糖の NMR での
比較をおこなったところ良い一致を示した。
分岐オリゴ糖での比較では、還元末端側内部
構造はアグリコン側多糖の影響があるため
か完全な一致は示さなかったが、HMQC スペ
クトルでパターンによる確認ができる状況
であり、非還元末端側糖鎖は良い一致を示し
た (投稿準備中)。 
 さらにアラビノフラノシル化された海産
毒の連続する1,2-cisグリコシド３糖部の調製、
詳細な構造解析をおこない、報告されている
天然物のオリゴ糖部の NMR との比較をおこ
なったところ、還元末端側内部構造はアグリ
コン部の影響があり完全な一致は示さなか
ったが、非還元末端側糖鎖は良い一致を示し
た (投稿準備中)。 
 これまで、グリコシル化の中で立体選択的
合成が一般的に困難な 1,2-cis 結合の構築に
分子内アグリコン転移反応の有用性を示し
てきたが、より一般性を高めるために引き続
き適用範囲を調べることとした。特に、遠隔
位からの転移は、各種デオキシ型の糖鎖の立
体選択的構築法として、興味がもたれる。2-
デオキシ糖やグルコースおよびガラクトー
ス供与体などを用い２位以外の遠隔位から
の転移の検討をおこなったところ、2-デオキ
シガラクトースおよび、ガラクトース４位に
おける混合アセタールからの分子内転移の
場合のみグリコシドを与え、供与体の活性化
において -脱離によるグリカール体の生成
が深刻な問題となることが明らかとなった。
一方、アラビノフラノシドの５位からの分子
内シスグリコシル化は、希釈条件下、高いシ
ス選択性で -アラビノフラノシドが得られ、

遠隔位であっても立体的に有利な位置の混
合アセタール部からの分子内転移が可能で
あり、立体選択的糖鎖合成に応用できる。 
 さらに合成糖脂質を用いた化学酵素反応
による複合糖質の合成において取り扱いの
困難な複合糖質の質量分析による解析を行
った (Ishiwata, et al. ChemBioChem 2015, 16, 
731–737. )。細菌由来の N-結合型糖タンパク
質の糖鎖修飾過程において、オリゴ糖転移酵
素の基質特異性に関する知見を得た。 
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