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研究成果の概要（和文）：糖タンパク質を化学合成するには、糖鎖ペプチドやペプチドを固相合成により調製後
Native chemical ligation(NCL)で連結する。本研究では、位置特異的、濃度可変式15N標識を含む糖タンパク質
の化学合成を実施した。ハイマンノース型糖鎖、複合型糖鎖、そして糖鎖を持たないケモカインという糖タンパ
ク質を合成し、それぞれの構造をNMRを用いて考察した。その結果、糖鎖付加はタンパク質の３次元構造には大
きな変化を与えなかったが、タンパク質の運動性に影響することがわかった。
　また、鶏卵から単離したヒト２分枝複合型糖鎖から天然に存在する３分枝型糖鎖２種類を僅か１０工程で合成
できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Using solid-phase peptide synthesis (SPPS) and native chemical ligation 
(NCL), thirteen 15N-labeled amino acids were inserted at specific positions of the protein backbone,
 while intentionally varying the enrichment of 15N atoms. This method enabled us to assign 1H-15N 
signals of synthetic glycoproteins even the same type of amino acid based on the intensities of 
1H-15N HSQC signals. We synthesized three kinds of glycoproteins bearing an oligosaccharide of 
either a bi-antennary complex-type or a high-mannose-type and non-glycosylated one.  Our NMR 
experiments showed that glycosylation at the native glycosylation positions did not disturb protein 
conformation. However, temperature-varied circular dichroism (CD) spectra and T1 values indicated 
that oligosaccharides appeared to inhibit protein fluctuation. 
We also demonstrated novel semisynthesis of tribrached complex type oligosaccharide which can 
prepared within 10 conversion steps from the isolated biantennary oligosaccharide.

研究分野：生体関連化学

キーワード： 糖質関連化学　糖鎖工学　糖タンパク質
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１．研究開始当初の背景	

近年、アミノ酸が 200残基程度で構成され
るタンパク質や翻訳後修飾を受けたタンパ

ク質誘導体が化学合成できるようになった

（ Unverzagt & Kajihara, Chem. Soc. Rev. 

2013,42, 4408）。しかし、糖鎖は天然から

単離したものに構造が限定され、糖タンパ

ク質の構造は、核磁気共鳴法（NMR）での
解析法が確立されていない。これら一連の

研究は、未だ世界で誰も成功していない。 
２．研究の目的	

本研究では、15N 標識された安価なアルキ
ル系アミノ酸を化学合成に利用し、ポリペ

プチドの約 3-4割のアミノ酸を位置特異的
に、かつ 15Nの標識度に勾配をつけて標識
した糖タンパク質を迅速に合成する方法を

考案した。これにより全標識を施さずにタ

ンパク質部位の構造解析が可能となる。本

研究では、ヒトの３分枝型糖鎖の新規合成

も検討する。	

	

３．研究の方法	

a）多分枝糖鎖の合成は、鶏卵より単離し
たアスパラギンが結合した２分枝糖鎖を位

置特異的に部分保護後、分枝構造部位に相

当する糖鎖を追加でグリコシル化し３分枝、

４分枝糖鎖を合成する。糖タンパク質合成

を効率よく合成するには、NCLが必須であ
る。しかし必要となるシステインは常に標

的配列に存在するわけではない。そこで、

b）β位にチオールをもつ DL-アミノ酸を
ストレッカー法により、簡便に合成後アミ

ノアシラーゼで光学分割することで調製す

る。このβ位にチオールをもつアミノ酸を

利用し、糖鎖アスパラギンのアミノ基、カ

ルボキシル基にペプチドを連結して糖タン

パク質合成を実施する。c）各ペプチドセグ
メントを固相法で合成する際、用いるアル

キル系のアミノ酸（アラニン、バリン、

ロイシン、イソロイシン、フェニルアラ

ニン、グリシン）は、15 Nの標識濃度を
可変し（0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20%など）位
置特異的に導入する。a）—c）のステップ
で得た高分枝糖鎖をもつ標識糖ペプチド

を利用することで糖タンパク質を合成し、

フォールディング後、核磁気共鳴法によ

る 全 ア ミ ノ 酸 の 帰 属 、 最 低 必

 
Fig 1.	15N 標識されたアミノ酸を含む糖

タンパク質の化学合成	

 
要量の NOE の定量、タンパク質３次元
構造の決定を実施する。これにより、

a) 

b) 

c) 

ハイマンノース型糖鎖

複合型糖鎖



1H-15 N-HSQC, 1H-15 

N-HSQC-DIPSI(TOCSY)の 15N 濃度に依
存する信号強度から各アミノ酸を容易に帰

属できるようになると考えた。 
４．研究成果	

本研究では、まず、アミノ酸 76 残基からな

るフラクタルカイン（CDF）という糖タンパ

ク質に安定同位体 15N 原子の標識濃度を換え

たアミノ酸を導入したものを合成すること

にした（図１）。本研究では、市販の 15N 標識

アミノ酸を非標識のアミノ酸と混ぜ、15N 原子

の標識度を調節しながら、ペプチド固相合成

に利用し、位置特異的に安定同位体が入った

糖ペプチド、ペプチドを合成した。	

	

Fig 2.	15N 標識されたアミノ酸を含む糖ペ

プチドの化学合成例.	白円:標識アミノ酸.	

	

本実験では、10 位のイソロイシン（15N	:20%）、

22 位のアラニン(15N	:10%)、23 位のロシン

(15N	:2%)、40 位のイソロイシン(15N	:5%)、48

位のロイシン(15N	:20%)、49 位のフェニルア

ラニン(15N	:10%)にそれぞれ 15N 原子で標識し

た。また、糖鎖は、鶏卵から単離したハイマ

ンノース型、複合型糖鎖を糖ペプチド固相合

成の際導入し糖ペプチドチオエステルとし

て調製した（図２）。そして、それらを native	

chemical	ligation(NCL)で連結して糖鎖化ポ

リペプチド全長の合成をおこなった。得ら

れた糖ペプチドをフォールディング処理

し、逆相クロマトグラフィーで精製し、NMR

による測定をおこなった。	

	 図３には、まず、非標識の糖鎖化 CDF(a:

赤シグナル)と糖鎖がない CDF(a:黒シグナ

ル)の 1H-15N	HSQC スペクトルを比較した。

その結果、両スペクトル間でシグナルの一

致が見られた。これは、タンパク質に糖鎖

付加をしても、タンパク質部位の大きな構

造変化はなかったことを示唆している。	

Fig 3.	15N 標識されたアミノ酸を含む糖
タンパク質の 1H-15N-HSQC.  a)	天然存
在比の糖鎖化 CDF(赤：複合型糖鎖)と非

糖鎖化 CDF(黒)	b)	10 位のイソロイシン

（15N	:20%）、22 位のアラニン(15N	:10%)、

23 位のロシン(15N	:2%)、40 位のイソ

ロイシン(15N	:5%)、48 位のロイシン

(15N	:20%)、49 位のフェニルアラニン

(15N	:10%)にそれぞれ 15N 原子で標識し

た
1H-15N-HSQC. c) bシグナルにおける

各信号の拡大.  b, cシグナルは、複合型
(緑)、ハイマンノース（ピンク）、非糖
鎖 化 （ 青 ） シ グ ナ ル を 重 ね た
1H-15N-HSQCスペクトル	
	

	 次に安定同位体標識した複合型糖鎖を



もつ CDF,	ハイマンノース型糖鎖をもつ CDF,	

糖鎖がないCDFを別途合成し、それぞれ 1H-15N	

HSQC スペクトルを比較した（図３b、c）。そ

の結果、糖鎖の構造の有無、分枝度の違いは

化学シフトに影響しなかった。これらのこと

からタンパク質への糖鎖付加はタンパク質

の３次元構造には必ずしも影響を及ぼすと

いうわけではないことがわかった。	

	 またこの実験とは別に温度を常温から 80

度程度に昇温後、常温に冷却する過程でのタ

ンパク質部位の２次構造変化を円２色分光

測定(CD)で追跡した。その結果、糖鎖がタン

パク質上に存在するとタンパク質の運動性

が制御された結果が得られた。	

	 次に、タンパク質中のアミノ酸を部位特異

的に同様に標識し、タンパク質の３次元構造

解析を試みた。用いたタンパク質は、アミノ

酸が 40残基程度の糖結合レクチンを選んだ。

このレクチンは、複合型糖鎖のアスパラギン

に結合したグルコサミンの６位のフコース

に特異的で、その結合親和力は数百 nM であ

るが、なぜこの小型タンパク質が糖鎖の高い

結合親和力を示すことができるのか、また、

そのタンパク質構造は明らかになっていな

い。得られた NOE データをもとに３次構造を

得ることができた。	

	 本成果は、2017 年７月の学会ではじめてそ

の構造を発表する。この構造解析においても、

安定同位体の位置特異的標識法は有用であ

った。	

	 本研究では、NCL を用いたペプチド連結時

に有用なアミノ酸のβ位にチオールをもつ

フェニルアラニン、チロシンの合成も検討し

成功した。	

	 細胞表層には、３分枝、４分枝型の複合型

糖鎖が存在する。これら糖鎖は特に細胞が癌

化した際などに増加することが知られてい

る。しかし、これら糖鎖を化学的に合成する

と 60-70 工程を要する。そこで、鶏卵からグ

ラムスケールで得ることができる２分枝複

合型糖鎖の選択的保護、脱保護法を新たに

開拓し、化学的に３分枝目の糖鎖を導入す

ることで２分枝糖鎖から僅か 10 工程で３

分枝型糖鎖を得ることに成功した。	

	

	

Fig.4：鶏卵から単離した 2分枝複合型糖鎖
を化学修飾により３分枝型糖鎖への変換	
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