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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖鎖加水分解酵素を用いる糖鎖工学的技術により調製した構

造が確定されたコンドロイチン硫酸オリゴ糖を用いる実験により、マラリアの母子感染に重要な糖鎖構

造に関する情報を得た。コンドロイチン硫酸オリゴ糖の調製には、樹脂に固定化したヒアルロニダーゼ

の酵素反応を利用した。各種オリゴ糖の活性に関する評価は、マラリアに感染した赤血球の胎盤由来

のプロテオグリカンへの接着阻害実験によった。その過程で、コンドロイチン硫酸オリゴ糖の高収率、

高純度調製技術を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed a new technology to custom synthesize chondroitin sulfate  
oligosaccharides using re-usable immobilized glycosidase with high purity and high yield reaction 
products. The synthetic oligosaccharides with defined structures were then used in experiments, gaining 
structural information that may be useful in the prevention of mother-to-child malarial transmission. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）地球の温暖化や海外渡航の頻繁化により、
マラリアは我が国においても将来無視できる問
題ではない。マラリアの母子感染において、胎
盤上の受容体であるプロテオグリカンの糖鎖（グ
リコサミノグリカン）が寄与していることが明らかに

なってきた。この糖鎖構造の詳細を明らかにし、
将来、糖鎖に基づく感染防御法が開発されるこ
とが期待される。 
 
（２）プロテオグリカンはコアとなるタンパク質とグ
リコサミノグリカン糖鎖から成る複合糖質である。
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グリコサミノグリカン糖鎖は、ウロン酸とヘキソサミ
ンから成る基本の二糖単位が繰り返した単純な
構造であるが、天然のグリコサミノグリカンの微細
構造は、硫酸化やエピメリ化などの修飾により同
一糖鎖上でも多様性を持つ。その不均一性の
一方で、グリコサミノグリカン糖鎖は特定の生理
活性を示すドメイン構造（10 糖前後のオリゴ糖構
造）を持つことが明らかになりつつある。しかし、
構造と機能の相関が明らかにされたドメイン構造
はごく少数である。 
 
（３）当研究グループでは、グリコサミノグリカン糖
鎖上の生理活性ドメイン探索研究への応用を目
指し、グリコサミノグリカンオリゴ糖の酵素的組み
換え法を開発した。酵素的組み換えには、糖鎖
内部のグリコシド結合を加水分解するウシ精巣
性ヒアルロニダーゼの糖転移活性を利用してい
る。糖転移反応は糖鎖加水分解酵素本来の加
水分解反応の見かけ上の逆反応である。ウシ精
巣性ヒアルロニダーゼは基質特異性が広く、ヒア
ルロン酸の他、コンドロイチン硫酸にも作用する。
我々は、硫酸基の位置の異なるコンドロイチン
硫酸をドナーおよびアクセプターとしてそれらの
系統的な組み合わせにより、新規ハイブリッド型
グリコサミノグリカンをカスタム合成することに成
功している。 
 
（４）硫酸基の位置と数とが決定された上記の合
成オリゴ糖は、グリコサミノグリカンの構造と機能
に関する研究のモデルとして有用と考えられる。
実際に、当研究グループでは、ドメイン構造の
探索やグリコサミノグリカン糖鎖を基質とする酵
素の作用部位の決定に関する研究にこの糖鎖
工学的組み換えオリゴ糖を利用するアプローチ
で成功している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、当研究グループで開発された糖
鎖加水分解酵素を用いる糖鎖工学技術により、
母子感染に重要なグリコサミノグリカンオリゴ糖
構造に関する詳細な情報を得ることを目的とす
る。 

また、上記目的を達成するために、ヒアルロニ
ダーゼを用いた糖鎖組み換え技術の問題点の
解決を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）糖鎖加水分解酵素としてヒアルロニダーゼを
固定化したカラムを用いたグリコサミノグリカンオ
リゴ糖の高純度で高収率の系を開発した。 
 
（２）ヒアルロニダーゼの反応を利用して、硫酸基
の数や位置など、構造の知られたグリコサミノグ
リカンオリゴ糖のシリーズを調製した。反応前後
のオリゴ糖の構造は、各種酵素反応を組み合わ
せた HPLC 分析および質量分析によって検定し
た。 

 
（３）調製したオリゴ糖シリーズを用いて、マラリア
病原虫に感染した赤血球の胎盤プロテオグリカ
ンへの接着阻害実験（in vitro）を行った。 
 
４．研究成果 
（１）樹脂に固定化したヒアルロニダーゼを用い
たオリゴ糖調製のための反応条件は、加水分解、
糖転移の両反応ともに、固定化しない酵素と同
様の条件であることが明らかとなった。また、糖
転移反応の場合、ドナーとアクセプターの組み
合わせによる至適条件の違いを決定した。固定
化カラムを使用することにより、酵素が安定化さ
れ、繰り返し使用可能となった。この方法で得ら
れる生成物には酵素の混入が無いことから、生
理機能に関する分析に適したオリゴ糖をこれま
でよりも大量に提供できるようになった。 
 
（２）ヒアルロニダーゼの反応を利用して、各種グ
リコサミノグリカンオリゴ糖を調製し、それらの構
造を確認した。調製したオリゴ糖の例を表１に示
す。 
 
表１ 接着阻害実験に供したオリゴ糖 

番号 PA 化コンドロイチン硫酸 12 糖

1 0-0-0-0-0-0-PA 

2 4-0-0-0-0-0-PA 

3 4-4-0-0-0-0-PA 

4 4-4-4-0-0-0-PA 

5 4-4-4-4-0-0-PA 

6 4-4-4-4-4-0-PA 

7 4-4-4-4-4-4-PA 
0, GlcUA-GalNAc; 4, GlcUA-GalNAc4S; PA, 
2-ピリジルアミン. 
 
（３）まず、グリコサミノグリカンの種類や糖鎖長、
硫酸化度に関する in vitro の接着阻害実験によ
り、接着に必要なオリゴ糖の構造に関するおお
よその情報が得られた。次に、（２）で調製し、構
造が確定したオリゴ糖シリーズ（表１）を用いた接
着阻害実験により、表の 3 番－5 番のオリゴ糖に
より高い阻害効果が観察された。従って、マラリ
ア病原虫に感染した赤血球の胎盤プロテオグリ
カンへの接着には，糖鎖長として 12 糖，非還元
末端に 2～4 個の GlcUA-GalNAc4S 単位が重
要である可能性が示唆された。 
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