
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

 

平成２３年 ３月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：高分子及び界面等は酵素に認識されづらいが、糖鎖の機能をより積極

的に活用するためにこれらに対する付加反応の開発が必須である。本研究においては、酵素に

対するこれら基質の認識性を向上させるための有機化学的な処理を行い、従来法より効率的な

高分子及び界面への配糖化反応を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： It is very important to develop the addition reaction onto 
macromolecules and interfaces by enzymes, although these substrates are difficult to be 
accepted by the enzymes. In this research, I successfully developed the improved enzymatic 
glycosylation reaction system by the simple chemical treatment of these substrates.  
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研究分野：糖質工学、酵素工学 

科研費の分科・細目：高分子化学 
キーワード：糖鎖高分子、酵素触媒高分子反応、アマドリ転位反応 
 
１．研究開始当初の背景 
生命現象の解明は、生体高分子の構造と機能

の解明及び合成の歴史といっても過言では

無い。DNA やタンパク質の立体構造の解明

はその良い例であり、その後の生命科学研究

に多大なる貢献があった。そして、核酸の自

動合成や生物によるタンパク質の発現が容

易になり、いわゆる“セントラルドグマ”を

中心とした研究は核酸やタンパク質の網羅

的解析へと既にシフトしている。一方で、第

３の生命鎖としての重要性が指摘されてい

る“糖鎖”を調製し、その生理作用や材料と

しての応用研究は端緒に着いたばかりであ

る。それは、無数のヒドロキシ基及び複雑な

立体化学の制御と糖鎖の構造不均一性があ

いまって、研究の急速な進行を妨げているか

らである。 
 そのため、糖鎖工学の研究者は糖鎖の合成

技術の確立に向けて、有機化学合成及び酵素

合成の手法の展開を行ってきた。とりわけ、
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本邦内では糖転移酵素遺伝子の取得数にお

いて欧米を大きく引き離しており、糖鎖の合

成手法の材料調製の点で優位に立っている。

これらの知見を基に、これまでに酵素反応に

よる糖ペプチドや配糖体の糖鎖合成反応は

究めて多く報告されているが、高分子、界面、

糖脂質への配糖化は困難であった。それは、

酵素がタンパク質でできているためであり、

界面付近での酵素の失活や基質への近接不

可能、さらに、基質可溶化のための有機溶媒

等の添加による変性が原因として挙げられ

る。従って、これら特異的な環境に特化した

酵素反応の反応場のデザインをする必要性

があった。 
 
２．研究の目的 
酵素反応による糖ペプチドや配糖体の糖鎖

合成反応は究めて多く報告されているが、高

分子、界面、糖脂質への配糖化は困難であっ

た。それは、酵素がタンパク質でできている

ためであり、界面付近での酵素の失活や基質

への近接不可能、さらに、基質可溶化のため

の有機溶媒等の添加による変性が原因とし

て挙げられる。従って、これら特異的な環境

に特化した酵素反応の反応場のデザインを

する必要性があった。 
 本研究計画においては、毒性の高い有機溶

媒や試薬を使うことなく、高分子や界面等、

酵素が認識しにくいマテリアルへ任意の糖

鎖を導入することのできる革新的な手法を

確立すべく、還元糖とアミン間で自発的の起

こるアマドリ転位反応と酵素触媒配糖化反

応の最適化を図る。  
 
３．研究の方法 
（１）アマドリ転位反応の促進因子の探索. 

これまでの予備的な研究成果から、アマド

リ転位反応の促進因子としてリン酸が優れ

ていることが明らかになっている。現在、ア

マドリ化に２週間程度必要であることから、

１日程度に短縮できるような促進因子の探

索を行う。多価カルボン酸、金属塩など、50
種類程度の促進因子候補を検討する。アマド

リ化の条件検討のための分子としては、3～5
種類程度のリジンを含むオリゴペプチドと、

５種類程度の酵素タンパク質、３種類程度の

繊維状タンパク質を用いる。生成物の評価は、

HPLC を用いて単離を行い、NMR,MS を用

いて構造決定する。 
 

（２）アマドリ化糖アクセプターの酵素認識

性の検討 

これまでの研究成果から、糖脂質への配糖

化条件が明らかになってきた。アマドリ転位

反応物に対する配糖化反応について検討す

る。糖転移活性を有する酵素として、α-アミ

ラーゼ、セルラーゼ、キチナーゼ、エンド β-N-

アセチルグルコサミニダーゼ等を用いる。糖

ドナーとしては、澱粉、セルロース、キチン、

N-結合型糖鎖を用いる。また、糖アクセプタ

ーとしては、アルキルアミンから生成した糖

脂質を用いる。 
 

４．研究成果 

（１）アマドリ転位反応の促進因子の探索 
 これまでの予備的な研究成果から、アマド

リ転位反応の促進因子としてリン酸イオン、

特に（HPO42-)が優れていることが明らかに

なっている。この状況を踏まえ、さらなる促

進因子を見いだすために条件検討を行った。

第一に、容易に考えつく反応促進の手段とし

て、反応温度を高くするということが考えら

れるが、同時に、アマドリ転位産物を分解す

る反応も促進してしまう。このとき、共存す

る酸素分子や金属イオンが働いているとの

報告がある。以上の点を検証するに当たり、

酸素分子を除外もしくは金属イオンキレー

ター存在下でアマドリ転位反応を行ったと

ころ、反応温度 90 ℃では超純水程度を使用

すれば、脱酸素もしくは金属イオンキレータ

ーは影響しないことが明らかになった。その

ときの反応添加率は 1 時間程度で 25％であ

った。 
 
（２）アマドリ化糖アクセプターの酵素認識

性の検討 
 アマドリ化した糖脂質または糖ペプチド

に対して、3 種類の糖加水分解酵素を作用さ

せ，反応生成物を MALDI-TOF MS を用いて

解析したところ、所望の糖脂質の生成を確認

できた。従って、アマドリ化糖の構造は、酵

素の認識性に大きく影響しないことが明ら

かになった。現在までのところ、生成物の効

率的な分離方法が確立していないことから、

正確な反応収率を求められていない。そのた

め、今後はレクチンカラム、ボロン酸カラム

等を駆使して精製し、生成物の構造解析など

を進めていく。 
 
（3）今後の展望 
 以上の成果より、蛋白質や界面に存在する

アミノ基を経由するアマドリ転位による糖

鎖導入法が有効であることが明らかになっ

た。しかし前述の通り、これまでの方法では

収率の向上が望めないことから、新たな枠組

みで研究を進めていく方が得策であると考

えた。とりわけ、アミノ酸配列特異的に糖鎖

を導入可能であることが明らかになり、また、

別のプロジェクトにより酵素触媒配糖化反

応のための活性化糖の合成が容易になった

ことを受け、今後、これまでの研究方針を組

み換えて、より積極的な研究計画を立て、糖

鎖複合分子の効率的な合成法の確立を目指

す。 
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