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研究成果の概要（和文）： 

糖類は複雑な立体構造を有し生命現象における情報素子として働いている。このような糖鎖の

認識機構を解明するためには、新たな解析法の確立が必要である。これに対し、本研究では有

機合成化学と生化学及び分子生物学を組み合わせることで、2 種類の新規糖鎖解析法として、

自己組織単分子膜を用いたファージディスプレイ法、及び糖の構造を保持した蛍光ラベル化法

を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The saccharide acts as information element in the life phenomenon having a complicated 

conformation. The establishment of new analytical method is necessary to elucidate the 

recognition mechanism of such carbohydrate chains. I established two kinds of new 

carbohydrate chain analytical methods in this study by putting organic synthetic chemistry 

and biochemistry and molecular biology together. One is the phage display method using 

the self-assembled monolayer and the other is the fluorescence label method which 

maintained structure of the carbohydrate chains. 
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１．研究開始当初の背景 

糖鎖は、核酸、タンパク質に続く第 3 の生命
鎖としてポストゲノム時代の一翼を担う研
究対象である。近年、高速液体クロマトグラ
フィーや質量分析法の発展により、糖鎖の構
造解析が進みつつあるが、高分子量の糖鎖を
マクロな構造としてとらえるアプローチが

多く、糖の持つ水酸基とペプチドのアミノ酸
残基との一つ一つの結合を詳細に解析する
ほどの精度には至っていない。これは、弱く
精緻な糖－タンパクの結合特異性を明らか
にする精度の高い手法がないことが原因と
考えられる。私はこれを打開するために、有
機合成化学を活かした新たな糖鎖の合成法
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や分析法の開発が必須であると考えた。私は、
様々な糖鎖合成研究を行いながら、並行して
生化学的な実験手法も学び、生化学的実験法
には効率や精度において有機合成化学が貢
献できる部分が非常に多いことを知った。本
研究課題では、私が身をもって知った生化学
的手法の欠点に有機合成化学の力を用いて
取り組み、新技術を創出することによって糖
－ペプチドの認識機構解明を目指した。得ら
れた知見を医薬化学分野へ応用し、新たな糖
関連生物活性物質の分子設計及び合成を行
うことにした。生化学的な分析法を有機合成
化学に基づいて開発した例は国内外ともに
尐なく、医薬化学への展開も視野に入れたア
プローチはほとんどなされていない。これま
で糖関連化合物は創薬化学分野において注
目されていなかったが、糖類の認識機構や標
的タンパクを明らかにすることによって、糖
類を新たな医薬品候補化合物として提示し
ていきたい。 

 

２．研究の目的 

(1)糖鎖の認識機構を明らかにするための

新しい方法論の開発 

糖鎖は非常に複雑な立体構造をもつため、そ

の認識機構解明のためにはより精度が高く

効率良い方法論の開発が必須と考える。そこ

で、以下の二つの新規な認識法の開発を検討

することにした。 

①SAM 法を用いた新しい糖鎖認識法の開発 

生物活性を示す小分子について酵素など

との作用機構を明らかにするため、これまで

にビオチン－アビジン法が汎用されている。

しかし、ビオチン－アビジンによる小分子の

固定化は一様ではなく、複雑な立体構造を十

分にとらえることは難しい。より効率よく正

確に相互作用を明らかにするため、自己組織

単分子膜(SAM: Self-Assembled Monolayers)を

形成する新しい機能性糖鎖プローブを創製

し、糖鎖の認識機構解明にはビオチン－アビ

ジン法よりも SAM 法が適することを示すこ

とにした。 

②新規蛍光分析法の開発 

糖鎖にマーカー分子として蛍光標識を組

み込み、アフィニティーカラムなどを用いて

糖の認識機構を解明する方法が検討されて

いる。特に 2-aminopyridine を用いた PA: 

pyridylamino 化法が汎用されているが、糖鎖

への2-aminopyridineの導入は還元末端の糖を

開環し、糖鎖構造を壊すだけでなく、非常に

効率が悪く操作性も十分ではない。そこで、

糖類に対してより汎用性が高い新たな蛍光

標識導入法の開発をめざした。 

 

(2)糖鎖を含有する生物活性物質に関する認

識機構の解明と創薬研究への応用 

私はこれまでに、天然物である Coyolosa や

類似のエーテル結合糖の化学合成及び活性

の評価を行ってきた。その結果、エーテル結

合糖にはインスリン分泌促進による血糖降

下作用があることがわかったが、作用機序に

ついては未だに明らかになっていない。そこ

で、合成したエーテル結合糖を用いて、作用

機序解明に取り組むことにした。 

 

３．研究の方法 

(1)①汎用されているビオチン－アビジン法
と比較し、より配向性よく高密度に固定化す
ることができる SAM 法を水溶性の糖につい
て試みた。 

 

糖関連化合物に適した SAM を新しく形成す
るために適切な長さと疎水性をもったリン
カー部位及び吸着部位を設計し、糖関連化合
物に導入する。はじめに、コンカナバリン A

による認識機構が解明されているハイマン
ノース（マンノースの三糖連結体）を SAM

に組み込んだ新しい機能性分子を創製し、糖
鎖の認識機構解明に SAM 法が適用可能であ
ることを示すことにした。解析法としては、
ペプチドと糖との弱い結合を感知するため
に QCM:Quartz-crystal microbalance 法を、
ペプチドの同定にはPD:Phage-displayl法を
利用し、これらを組み合わせた新しい手法と
して QCM-PD-SAM 法を糖類の認識機構解
明に役立つ新しい方法として確立する。また、
本法によって得られたペプチド配列はファ
ージディスプレイ法に特化したバイオイン
フォマティクスツールである RELIC: 
REceptor Ligand Contacts Database プログ
ラムを用いて解析を行うことにした。本プロ
グラムは、汎用されている BLAST:The Basic 

Local Alignment Search Tool 解析とは異な
り、ペプチド配列群での解析が可能であり、
また非特異的結合性ペプチドのバイアスを
取り除くことができる点が特徴である。 

 

②従来の PA 化法では、糖鎖の還元末端に直
接2-aminopyridineを還元的アミノ化によっ
て結合させ、蛍光標識を行っている。しかし、
この方法では末端の糖鎖の環構造が破壊さ
れるため、特に短い糖鎖の認識機構の解明に
はふさわしくない。私は、還元末端の糖の環
状構造を保ったまま蛍光標識化を行うこと
をめざすことにした。すなわち、あらかじめ
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2-aminopyridine に水溶性の高いリンカー部
位を組み込み、リンカーを介して還元末端糖
鎖にグリコシル結合させる、新たな蛍光標識
導入法の開発を行う。タンパク質との相互作
用 検 出 に は FAC:Frontal affinity 

chromatography 法を応用する。まず、線虫
内在性のガレクチンである Lec-6 が認識する
糖 鎖 部 位と し て推 定さ れ てい る 二糖
（D-Gal-L-Fuc）について、4 位または 3 位
でグリコシド結合した二糖を D-マンニトー
ル由来のリンカーを介して 2-aminopyridine

と連結させたプローブを合成する。これにつ
いては FAC 法により、ガレクチンとの相互
作用を検証することにした。もし結合が予想
される二糖とガレクチンとの相互作用を確
認することができれば、本法の有用性を確か
められる。 

 

(2)エーテル結合糖の血糖降下作用はグルコ
ーストランスポーターの関与が考えられる。
このため、数種類のエーテル結合糖を合成し、
グルコーストランスポーターでの輸送につ
いて解析する。 

 

４．研究成果 
(1)①はじめに、コンカナバリン A との認識機
構が解明されているトリマンノース構造に
SAMを導入した新規機能性分子を合成した。 

 

 

次に、本化合物を用いて、QCM-PD-SAM 法
によりランダムファージライブラリーのス
クリーニングを行い本化合物と相互作用す
る合計 7種類のペプチド配列を同定すること
に成功した。RELIC プログラムを用いて、
これら 7種類のペプチド配列群とコンカナバ
リン A のペプチド配列との類似性を検索し
た結果、2 種類のペプチド配列がコンカナバ
リン A と類似性を示した。さらに、この 2 種
類のペプチド配列は、コンカナバリン A にお
けるトリマンノース結合部位を含んでいた。
続いて、HepG2 細胞由来の cDNA のスクリ
ーニングを行った。その結果、合計 10 種類
のペプチド配列を同定することに成功した。
このうち、2 種類の結合性ファージ及びコン
トロールファージによるトリマンノースと
の結合試験を行った結果、コントロールファ
ージと比較して、結合性ファージはそれぞれ
1.8 倍、1.9 倍の結合力を示した。また、この
2 種類のファージが提示するペプチド配列を

固層合成しトリマンノースとの結合試験を
行った結果、コントロールペプチドと比較し
て、いずれも 10 倍以上の結合量を示した。
以上の結果より、QCM-PD-SAM 法がタンパ
ク質の糖鎖認識機構の解明に有用であるこ
とを明らかにした。また、これまでの一般的
なファージディスプレイ法では同様の作業
量で得られる結合性ペプチド配列は数種類
で あ る と 想 定 さ れ る こ と か ら 、
QCM-PD-SAM 法の効率性が確認できた。さ
らに、得られたペプチド配列に対し、RELIC

プログラムでの結合部位について解析の結
果、既知の結合部位と一致していたことから、
本法の高精度性についても確認することが
できた。今後は本法を利用し、新規糖結合性
タンパク質の探索を行う予定である。具体的
に は 、 線 虫 ガ レ ク チ ン が 認 識 す る
Gal1-4Fuc 糖鎖について QCM-PD-SAM 法
を用いて、結合するペプチド配列を同定する
ことで、認識機構解明および結合タンパク質
の探索を行う予定である。 

 

②線虫ガレクチンLEC-6が認識するGalFuc

構 造 の 立体 構 造を 解明 す るた め に、
Gal1-3Fuc 及び Gal1-4Fuc に蛍光標識であ
るピリジルアミノ基（PA）とマンニトールを
結合させたリンカーを導入することで、還元
末端の糖の環状構造を保持した蛍光標識化
分子プローブの合成に成功した。 

 

本化合物を用いてフロンタルアフィニティ
ークロマトグラフィー(FAC)を行った。 
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グラフに示す通り、線虫ガレクチン LEC-6 が
Gal1-3Fuc よりも Gal1-4Fuc に親和性を示
したことから、線虫生体内において LEC-6 は、
Gal1-4Fucを含む糖鎖構造を主に認識してい
ることが推察された。また、この結果から新
たな PA 化法が短い糖鎖の解析に有用である
ことを示した。今後は、Gal1-4Fuc を様々
な分子プローブへと化学変換することで、こ
の二糖が関わるタンパク質群を同定し、ガレ
クチンの機能解明に取り組む予定である。 

 

 (2)数種類のエーテル結合糖を合成し、グル
コーストランスポーターの通過試験を行っ
た。その結果、グルコースの 6 位と結合して
いるエーテル糖のみが選択的にグルコース
トランスポーターを通過することがわかっ
た。この結果は、エーテル結合糖の血糖降下
作用への関与を示唆しており、新たな糖尿病
治療薬の創製に非常に重要な知見であると
考えられる。 
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