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研究成果の概要（和文）：シアリルオリゴ糖を側鎖に有する糖鎖高分子による糖クラスターを合成して、シグレ
ックに対する免疫抑制効果にを検討した。アクリルアミド型の親水性の高分子、THF側鎖を持つ弱い疎水性の高
分子を用いた糖クラスターを合成して、ヒトシグレック９類似のマウスシグレックEに対する作用を検討した。
単糖では、発揮されない免疫抑制作用は、糖クラスターで達成された。糖鎖高分子の糖密度には明確な依存性が
あった。高分子の親疎水性の影響は未だ検討が必要である。糖鎖高分子はRAFTリビングラジカル重合を検討し、
タンパク質、抗体とコンジュゲート可能な、チオール末端の糖鎖高分子の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Glycoclusters by glycopolymers with sialyl oligosaccharides as side chains 
were synthesized, and their immunosuppressive effects against a sigle receptor were investigated. 
Glycoclusters of hydrophilic polyacrylamide and weakly hydrophobic polyacrylate with THF were 
synthesized and investigated for their effects on mouse Siglec E, which is similar to human Siglec 
9. Immunosuppressive effects, which were not exhibited by monomeric saccharide, were achieved by the
 glycoclusters. There was a clear dependence on the sugar density of the glycopolymers. The effect 
of hydrophilicity of the polymers still needs to be investigated. RAFT living radical polymerization
 was investigated for glycopolymers, and thiol-terminated glycopolymers were developed that can be 
conjugated with proteins and antibodies.

研究分野：生体機能性高分子

キーワード： 糖鎖高分子　シグレック　免疫抑制　RAFTリビングラジカル重合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リウマチなどの自己免疫疾患による難病の治療にはサイトカインの捕捉で行われている。生体は自然免疫を制御
する手法を有しており、それらを利活用する手法の確立が望まれている。本研究では研究が十分に進んでいな
い、シグレックに関する自然免疫を制御する手法を検討し、同時に抗体と高分子のコンジュゲートを活用するこ
とで、複合的な免疫抑制手段やドラッグデリバリーシステムの手法を見出そうとするものである。シグレックを
抑制する分子については包括的な検討が全くなされていない。多様で精密な高分子ライブラリーを通じてシグレ
ックの抑制分子の設計を明らかにすること、抗体コンジュゲートを活用する新しい創薬手段を目指す意義があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

多くの疾患が免疫に関係している。免疫の獲得が重要である一方で、免疫システムの疾患が、

リウマチや橋本病などの自己免疫疾患による難病を招き、慢性炎症に関する問題に関連し

ている。自己免疫疾患の治療法として、サイトカインを捕捉する抗体医薬が用いられている

が、こうした手法はガンの罹患や感染症を食い止められない問題点があり、新しい治療法が

求められている。また、免疫に関する多様な仕組みは未だわかっていないことが多い。 

 免疫をつかさどる細胞の表面には、シアル酸オリゴ糖をリガンドとしているシグレック

というタンパク質群がある。これらは自然免疫に関わり、多くの場合免疫抑制作用を有して

いる。そのため、シグレックを起点として細胞の免疫作用を制御することが可能と考えられ

ている。しかしながら、シグレックを効果的に制御するための分子の設計は殆ど研究されて

いなかった。 

 
 図 １ 本研究で行う糖鎖高分子を用いた細胞免疫制御の手法の模式図 

 

 糖とタンパク質の相互作用を考えると、糖を集合化させた糖クラスターによる増強効果

が顕著であることがよく知られている。汎用的な糖クラスターとして糖鎖高分子が知られ

ており、糖―タンパク質の相互作用の解明に多くの役割を果たしている。糖鎖高分子類につ

いては、精密な合成を行うことができ、糖―タンパク質の相互作用を精密に検討することが

できる。 

 シグレック類の作用の検討についても効率的に検討する手法がなく、免疫系の細胞を用

いて、糖鎖を作用させた上で、サイトカインの産生の減少量を測定するなどの手法が主であ

り、問題があった。このように、シグレックを介した免疫抑制効果は注目を集めているが研

究は進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では糖鎖高分子を用いて、シグレック９を介した免疫抑制作用を行うための手法の

確立を行うことを目的とした。また、抗体と糖クラスタ―のコンジュゲートによる細胞への

トラッキングの確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 

① シアリルオリゴ糖として、シアリルラクトースを用いて、糖鎖高分子の合成を行った。 

１． アクリルアミド誘導体による糖鎖高分子 



 ポリアクリルアミドを主鎖バックボーンとし、糖鎖をあとで結合させる部位としてアル

キンを側鎖に有する高分子を合成した。シアリルオリゴ糖として、6’-および 3’-シアリ

ルラクトースをクリック反応によって結合させた。糖鎖高分子の分子量、糖鎖含有量を種々

変化させて、糖鎖高分子のライブラリーを合成した。糖鎖高分子の合成方法として、RAFT リ

ビングラジカル重合を用いた。 

 
図２ アクリルアミド型の糖鎖高分子の化学構造 

 

２． 葉酸を有する糖鎖高分子の合成 

葉酸を分子末端に有する高分子の合成として、葉酸を有する RAFT 剤を用いて、糖鎖高

分子の合成を行った。  

３． アクリレート誘導体に有する糖鎖高分子 

ポリアクリレート型の糖鎖高分子を合成した。糖鎖結合部位として、アルキンを側鎖に

有するアクリレート、共重合するモノマーとして、テトラヒドロフランを側鎖に有する

アクリレートを用いた。糖鎖としては 3’-シアリルラクトースを用いた。種々の糖鎖

含有率の糖鎖高分子を合成した。 

   

  図３ アクリレート型糖鎖高分子の化学構造 

  

② アッセイの手法 
 
ヒトシグレック９と類似のシグレックとして、マウスシグレック Eを発現する Seap Raw
細胞を用いた。Seap Raw 細胞にアルカリホスファターゼを組み込んだ組み換え細胞を
共同研究者から提供いただき、それを用いた、ELISA 様アッセイによって、NFκB の産
生抑制を検討した。 
 
③ 糖鎖高分子―タンパク質、抗体誘導体の調製 
 
RAFT 重合した糖鎖高分子分子末端について、NaBH4 を加えることで、還元してチオール
末端の糖鎖高分子を得た。糖鎖高分子とタンパク質の誘導体の合成について検討した。 
 

 



４．研究成果 

 

① ポリアクリルアミド誘導体の糖鎖高分子を用いた、シグレックによる免疫抑制効果 

 種々の糖鎖高分子によって、Seap Raw 細胞を用いた、免疫抑制活性の試験を行った。糖

鎖高分子については、3’-および 6’-シアリルラクトースを用いたが、糖鎖による免疫抑

制活性の違いは見いだせなかった。糖鎖特異性については、Neu5Ac(2-3)Gal 結合が有利で

あるという報告と Neu5Ac(2-3)Gal、Neu5Ac(2-6)Gal の特異性の違いがないという報告の双

方があるが、我々の結果では、特異性は見いだせなかった。 

  ポリアクリルアミドを用いた免疫抑制活性では、IC50 値が糖鎖濃度で M オーダーと高

く、あまり有効でないことが示唆された。また、再現性に問題があった。 

 

② 葉酸を末端に有する糖鎖高分子の合成 

 前項で合成した糖鎖高分子の免疫抑制活性を向上させるために、葉酸レセプターに対す

る細胞への結合と糖鎖―シグレックの協同的な相互作用を利用することを考え、葉酸が結

合した RAFT 剤の合成を行った。糖鎖高分子の合成を検討したが、RAFT 剤の溶解性が低いた

め、効率のよい糖鎖高分子の合成はできなかった。 

 

③ ポリアクリレート誘導体の糖鎖高分子を用いた、シグレックによる免疫抑制効果 

 ポリアクリルアミド型糖鎖高分子のシグレックへの活性が低いことから、これを改善す

るために、疎水性の高い糖鎖高分子の合成を検討した。細胞膜は脂質であるため、疎水性物

質の方が望ましい。一方で、実験的には分子は水溶性であることが望ましかった。そのため、

中程度の疎水性（一定レベルで水に溶解する）を有するテトラヒドロフラン（THF）構造を

側鎖に有する糖鎖高分子の合成を行った。糖鎖は前項の結果を受けて、3’-シアリルラクト

ースのみで検討を行った。また、Seap Raw 細胞を用いた抑制活性については、試薬量や測

定の時間の最適化などを行うことで再現性が確保された。 

 糖鎖高分子は糖鎖が 70％程度の含有量で、最も強い免疫抑制活性が得られ、IC50 値は mM

オーダーになった。糖鎖担体では全く免疫抑制活性が得られなかった。糖鎖高分子の主鎖の

疎水性は細胞抑制活性に関係があると示唆されるが、さらなる検討が必要である。また、糖

鎖高分子の鎖長は複数のシグレックを連結するほど長くなくても、シグレックの免疫抑制

効果を増強した。一つの糖鎖結合サイトに対する複数の糖鎖の提示が重要である可能性を

示唆した。 

 

④ 糖鎖高分子とタンパク質、抗体の誘導体の合成の検討 

RAFT リビングラジカル重合で合成した糖鎖高分子について、NaBH4 で処理にすることによ

って、チオール末端を有する高分子を得た。これらの高分子は金微粒子や金基板に対する結

合活性があり、上記の糖鎖高分子とレクチンとの結合活性を調べることができた。 

 タンパク質、抗体に対する糖鎖高分子の結合を検討した。タンパク質としては BSA を用い

て修飾を検討した。タンパク質に有る Lys を介して、アミド結合形成を介してチオールを導

入し、ジスルフィド結合による糖鎖高分子の導入を行った。抗体については、試験的な合成

を行った。 
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