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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、生体防御の第一線を担う自然免疫について、環境中に存在する種々の自然免疫刺
激性分子の構造と活性を理解するため、特に、細菌培養上清中に存在する、細菌細胞壁ペプチ
ドグリカン受容体 Nod1の天然リガンドの単離・構造決定を行うとともに、気管上皮細胞毒素
（TCT）を含む種々のペプチドグリカン・フラグメント構造、高度好熱菌由来の特異なリン酸
化糖脂質の合成に世界で初めて成功し、その免疫調整活性についても解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to understand the molecular structures and bioactivities of innate immune 
stimulators in the environment, we isolated and elucidated the structures of natural innate 
immune receptor (eg. Nod1)’s ligands, and also succeeded the chemical synthesis of 
bacterial cell wall peptidoglycan fragments (including tracheal cytotoxin (TCT)), and a 
phsphoglycolipid from an extreme thermophile, for the first time. 
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１．研究開始当初の背景 
自然免疫は、微生物に特有の分子構造を認識

し免疫系を活性化するシステムであること

が、近年の受容体の相次ぐ発見により明らか

になっている。その発見の基盤となった研究

の一つとして細菌由来免疫増強物質の化学

的手法を用いた分子構造解明があり、申請者

の所属する研究室では、細菌由来免疫増強、

グラム陰性菌の細胞表層に存在し強い免疫

増強活性を持つ内毒素リポ多糖の活性本

体・リピドＡを全合成研究により明らかにす

るとともに、細菌細胞壁ペプチドグリカンの
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最小活性構造がムラミルジペプチドである

ことを明らかにしていた。また、細胞内蛋白

因子 Nod1、Nod2がペプチドグリカンの受容
体であり、Nod1 はグラム陰性菌や一部のグ
ラム陽性菌等のペプチドグリカンに含まれ

る meso-ジアミノピメリン酸（DAP）を含む
ペプチドを認識すること（Nature Immunol. 
2003, 4, 702）、Nod2がムラミルジペプチドを
認識すること（J. Biol. Chem. 2003, 278, 5509）
をミシガン大の猪原らとともに明らかにし

ていた。ペプチドグリカンの受容体について

は、種々議論があったが、世界でも最初に明

確なペプチドグリカン受容体を示すととも

にその認識構造を明らかにした。 
 また、一方、ミシガン大の猪原らとともに、

細菌培養液中に存在する Nod1 リガンド
（Nod2 によっては認識されない）を発見し
た（J. Biol. Chem, 2006, 281, 29054）。DAPを
含むペプチドグリカンを持つ細菌、例えば、

大腸菌等のグラム陰性菌、枯草菌や納豆菌を

含むバチラス属あるいは他の常在細菌の培

養液によって、Nod1 が活性化されることが
示されている。この天然リガンドは DAP を
含むと予想されるものの、どのような構造、

状態で存在するかは不明であった。また、

Nod1 の遺伝子変異が喘息等のアレルギー疾
患と相関が見られることが示されているこ

とから、その機能に興味が持たれた。そこで

本研究においては、この天然リガンドについ

て単離精製および構造解析を行うことによ

り、免疫系の調節に重要な役割を果たしてい

ると考えられる Nod1 の機能を制御している
リガンドを明らかにすることとした。 
 申請者のグループは、ペプチドグリカンの
糖鎖伸長法を確立して 8糖ならびに 4糖ペプ
チド複合体の合成に成功しており、これらが
Nod2 のリガンドであること、 Toll-like 
receptors (TLR) 2を活性化しないことを見出
していた（Org. Biomol. Chem. 2006, 4, 232）。
また、得られたペプチドグリカン・フラグメ
ントの化合物群を用いて、ハーバード大学の
Ezekowitz教授や、釜山大の B. L. Lee教授と
共同で、数種のペプチドグリカン認識タンパ
ク質（PGRP）による被認識構造を明らかに
した (J. Biol. Chem. 2006, 281, 7747, Blood. 
2006, 106, 2551) 。PGRPはヒトには４種、昆
虫には十数種存在することが知られており、
昆虫においては免疫機構の主要な役割を演
じている。本研究では、PGRP のなかにアン
ヒドロ型糖を含む DAP 型ペプチドグリカン
を認識するものが知られていることから、こ
れまで合成されたことのない新規な一連の
アンヒドロ型糖鎖を含むペプチドグリカン
部分構造を合成し、その PGRPによる認識を
観測するとともに、Nod1、Nod2 の活性化に

ついても観測することとした。特に、百日咳
毒素 TCT (tracheal cytotoxin)はアンヒドロ糖
を含有する DAP 型ペプチドグリカンのフラ
グメント構造として知られており、Nod1 リ
ガンドであると考えられるが、Nod1 自体は
活性化しても強い炎症は惹起されない。そこ
で、TCTならびにその部分構造を化学合成し、
生物活性についても検証する事についても
目的とした。また、DAP型ペプチドグリカン
の繰り返し構造についても合成例がないた
め、TCT および DAP 型ペプチドグリカンの
繰り返し構造の最初の全合成を目指すこと
とした。また、合成した Nod1 リガンド、ま
たその類縁体、標識体の合成を行い、機能解
析に有用な分子プローブを得ることとした。 
 また、新規な微生物由来構造として、高等
動物には含まれない構造を持つ分子が自然
免疫活性化を起こす可能性を考え、種々の分
子の解析を行うこととした。まず、免疫刺激
活性という視点からはこれまであまり研究
されてこなかった高度好熱菌 Thermus 
thermophilus 由来の特異なリン酸化糖脂質に
ついて最初の化学合成を行うこととし、合成
化合物を用いた免疫刺激活性の観測につい
ても行う事とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新規な自然免疫刺激活性を持つ

化合物を探索するため、高等生物に存在しな

い微生物特有の表層構造成分を化学合成し、

その生物活性の測定・解析を行うとともに、

細菌培養液中成分の解析を行い、生体防御の

第一線を担う自然免疫活性化機構の解明を目

指した。 
 
３．研究の方法 
（１）天然 Nod1 リガンドの単離と構造決定 
 環境中に Nod1 リガンドが存在し、ヒトの
免疫系の定常的制御に関わっていると考え
られたことから、まず、細菌培養液中に存在
する天然 Nod1リガンド探索を行った。ヒト
型 Nod1の刺激活性を持つ画分を逆相カラム
で分離し、MS、NMRを中心にした解析を進
めた。 
 
（２）自然免疫刺激物質の新規合成と免疫刺
激活性 
 化学合成例のない種々の自然免疫活性化
分子について合成法の開発と部分構造ある
いは類縁体合成を行った。その一つとして本
研究で見出された天然 Nod1 リガンドを含む
アンヒドロ糖を含有するペプチドグリカン
部分構造の合成を行った。アンヒドロ糖を含
むペプチドグリカン部分構造および通常の
糖鎖構造を含むペプチドグリカン構造につ
いては、Nod1、Nod2 あるいは PGRP による



 

 

認識を測定した。またランチオニン含有 Nod1
リガンドの合成と機能研究、Nod1、Nod2 の
新規リガンドと標識体の合成についても行
った。また、Thermus thermophilus由来リン酸
化糖脂質を含む新規微生物由来糖脂質の合
成のため、α選択的グリコシル化反応を含む
合成法開発を行った。 
 得られた化合物については、受容体の活性
化、および種々の免疫刺激活性の測定を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）天然 Nod1 リガンドの単離と構造決定 
細菌培養液中に存在する天然 Nod1リガンド
探索については、Escherichia. coli および
Bacillus subtilisについて複数の活性画分を
分離し、ESI-QTOF-MSおよび NMRを主と
して用いることにより、天然に存在する
humanNod1リガンドの活性構造の解析には
じめて成功した。すなわち、E. coli の培養上
清中における、主な Nod1リガンドとして、 
GlcNAc(β1-4)(anh)MurNAc-L-Ala-γ-D-Glu-
DAPを見出した。この結果により、環境中に
存在する自然免疫活性化因子について、分子
構造を基盤とした議論を可能にしたと考え
ている。 
 
（２）自然免疫刺激物質の新規合成と免疫刺
激活性 
 Nod1リガンドあるいは PGRPに認識され
る分子として、アンヒドロ糖を持つペプチド
グリカン・フラグメントの合成を行うため、
光学活性ジアミノピメリン酸の合成法およ
び糖ペプチドの合成ルートを確立し、
Tracheal cytotoxin（TCT, 気管上皮細胞毒素）
の世界で初めての化学合成に成功した。DAP
型ペプチドグリカンの繰り返し単位構造で
ある二糖テトラペプチド体についても最初
の合成を達成した。一方、これまで数種の菌
種に見出されているランチオニン型のペプ
チドグリカン部分構造についても合成を行
い、初めてランチオニンの糖ペプチド型フラ
グメント合成に成功した。また受容体の認識
構造の詳細とアンタゴニスト開発を目指し
たランチオニンの酸化類縁体合成にも成功
した。得られた合成 Nod1 リガンドについて
は、Nod1 刺激活性等の生物活性を測定する
ことにより興味深い結果を得た。PGRP によ
るアンヒドロ糖を含むペプチドグリカン/フ
ラグメント構造の認識についても測定を行
った。また、蛍光標識体等の標識化合物を合
成し、活性を保持した分子プローブとして使
用可能な分子群を得ることに成功した。 
 新規な、微生物由来の免疫刺激分子として、
高度好熱菌 Thermus thermophilus 由来の特異
なリン酸化糖脂質について、新規脱離基を用
いたα-選択的グリコシド部位合成の方法確

立を行い全合成を達成した。また生物活性の
測定を行い、免疫刺激活性を持つこと、ジア
シルグリセロール部位が認識に関わる事を
示唆する結果を得た。 
 本研究により、これまで構造と活性につい
て明らかになっていなかった種々の自然免
疫活性化分子について構造および活性を解
明することに成功し、高等動物の生体防御の
トリガーとなる免疫刺激活性を持つ化合物
群の化学合成にも成功した。 
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