
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ５月２５日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要： 

本研究では、高分子効果によるタンパク質発現量の増加を目指し、S-ガラクトシドを高分子に

担持させた複合糖質の合成を行い、誘導物質としての可能性を検証した。 高分子支持体とし

ては、ポリ(アミドアミン)デンドリマーに加え、ポリ(2-オキサゾリン)およびポリ(スチレン)

骨格を有する糖鎖高分子を開環重合法およびリビングラジカル重合法を駆使して合成した。そ

れらを誘導物質として用いてタンパク質の in vivo 発現を行った。GFP (Green Fluorescent 

Protein)を目的タンパク質に用い、その発光により発現の確認と定量化を行った。タンパク質

発現は 37°Cで 4時間行った。ポリ(スチレン)骨格は、大腸菌の細胞膜を崩壊させたのに対し、

ポリ(アミドアミン)デンドリマーおよびポリ(2-オキサゾリン)骨格を用いた場合は、タンパク

質の発現が確認でき、誘導物質としての作用が示唆された。 
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研究分野： 
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１． 研究開始当初の背景 

コドンに関する研究と制限酵素の発達か

ら大腸菌の遺伝子組み換え技術を積極的に

応用した多くのタンパク質の生合成が可能

になってきた。lac プロモーターによる発現

システムではガラクトース残基がリプレッ

サーと相互作用にすることによって mRNA の

翻訳が開始される。その誘導物質としては、

IPTG と呼ばれるイソプロピル -D-チオガ

ラクトシドが大きな効果を示すことが知ら

れている(Monod and Jacob, J. Mol. Biol. 

1961)。ガラクトースでは、発現の途中で細

胞内で容易に分解してしまい、ガラクトース

の１位を誘導体化した IPTG が分解されにく
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く大きな効果をもたらしたと考えられる。申

請者はこれまでにいくつかの新規糖質高分

子の合成とレクチン蛋白質との相互作用に

関する研究に携わってきた(Takasu et al., 

Biomacromolecules 2002, 2004, 2005, 

2006))。また、2003年から 2004年にかけて、

カリフォルニア工科大学(David A. Tirrell

研究室)で客員研究員として研究生活を送る

機会を得た。最近では多くの生命現象に糖鎖

とタンパク質の相互作用が重要な働きをし

ていることが見出され、糖鎖間の距離が非常

に大きく影響することもわかってきた。しか

し、我々の知る限り lacリプレッサーとガラ

クトース残基との相互作用について研究し

た例は尐なく (Matthew and Lewis et al, 

Science 1996)、糖鎖高分子を応用活用した

系統的な研究は全くない。こうした経緯から、

糖質高分子と遺伝子工学の融合に興味を強

く抱くに至った。本研究では糖鎖高分子とリ

プレッサーとの相互作用を利用した蛋白質

生合成系の革新に挑戦した。 
 
２．研究の目的 

本研究は、lacオペレーターの誘導物質とい

えばIPTGに決まりきったこれまでの原理や常

識を覆す、従来の延長線上にない新世界を構

築し、２１世紀の大学に求められているハイ

インパクト・ハイリターン型の研究に成長さ

せることを目的とした。 

バクテリアを発現ホストとして用いる場合、

ほとんどがlacプロモーターによりタンパク

質の生産が制御されており、ガラクトース残

基がリプレッサーと相互作用することによっ

てタンパク質の翻訳がはじまる。本研究では、

複合糖質とリプレッサーとの相互作用に関し

て研究を行った。特に、糖被覆デンドリマー

に焦点を置いて研究を進めた。デンドリマー

はそれ自体が単分子ミセルとみなすことがで

きる“共有結合により安定に組織化された巨

大分子”であり、その糖鎖間距離は世代数を

変えることで数ナノから十数ナノの範囲で制

御することができ、本研究の目的である糖鎖

間距離とリプレッサーとの相互作用の研究に

非常に適している。用いる発現ホストは、フ

ィブロネクチンとエラスチンのシーケンスを

組み合わせた細胞外マトリックスタンパク質 

(aECM) をencodeしたpETシステムとやマウス 

ジヒドロ葉酸還元酵素 (mDHFR) をencodeし

たpQEシステムで試行する。 

期間内に、これらの目標を達成し、学会お

よび論文発表を行う。また、研究室のホーム

ページを用いた情報発信も積極的に行う。 

 
３．研究の方法 

本研究では、まず各種複合糖質を合成した。

ガラクトースやラクトースをS-グリコシド結

合を介してデンドリマー、ポリオキサゾリン、

およびポリスチレンなどの高分子支持体に担

持した。それらの各種複合糖質により目的の

タンパク質の発現を誘導し、その発現量を

IPTGと比較検討する。 

5mL程度の培養液を用いてタンパク質の発

現を行い、細胞外マトリックスタンパク質は

LCST挙動を利用して精製し、mDHFRはNi-アフ

ィニティーカラムにより精製した。タンパク

質の発現量は電気泳動およびその産出重量か

ら評価を行った。世代の異なるガラクトース

やラクトース被覆デンドリマーを合成し、糖

鎖間距離と発現量の相関に迫る。さらに、効

率よく発現量を調べるためにグリーンフルオ

レッセンスプロテイン(GFP)のような蛍光を

発するタンパク質をencodeしたプラスミドを

調製し、蛍光測定によりその発現量をリアル

タイムで測定することも試みた。 

 
４．研究成果 

遺伝子組み換え技術を積極的に活用した

タンパク質の生合成は大腸菌をホストに用

いており、この発現機構では lac operon の

遺伝子調節システムが適応されている（図

１）。このシステムでは転写調節分子である

リプレッサーが DNA上に結合して転写を抑制

しているが、誘導物質である糖質を添加する



 

 

ことにより、リプレッサーは誘導物質と相互

作用して DNAに結合できなくなり転写が開始

される。 

図１．lac オペレーターを用いたタンパク質

の生合成システム 

 

Jacob ら は 誘 導 物 質 と し て Isopropyl 

-D-thiogalactopyranoside (IPTG) が最も

効果的であることを報告したが、現在でもそ

の発現量と培養時間は社会的要求を満たし

ていない。最近、リプレッサーの X線構造解

析が報告され、糖結合部位の構造も明らかに

なってきた。本研究では高分子効果によるタ

ンパク質発現量の増加を目指し、S－グリコ

シドを高分子に担持させた新規複合糖質の

合成を行い、タンパク質生合成系の誘導物質

としての可能性を検証した。  

 

G=2.0 
 

G=0: (Mn=2.1x10
3, Mw/Mn=1.07,  

functionality >99%) 
G=1.0: (Mn=4.4x10

3, Mw/Mn=1.15, 
 functionality >99%) 

G=2.0: (Mn=11.1x10
3, Mw/Mn=1.20, 

functionality=90%) 

 

図 2．チオグリコデンドリマー 

（１）デンドリマー骨格を有するチオグリコ

デンドリマーの合成と lacリプレッサーの活

性化 

まず、高分子支持体としては、分子サイズ

や官能基数の制御が容易であるデンドリマ

ーを選択した。毒性も考慮に入れポリ(アミ

ドアミン)デンドリマー (PAMAM)を用い、S-

グリコシド化と DCC-HOBt法により、目的の 0

世代、1.0世代、および 2.0世代の S-グリコ

デンドリマーを合成した (Gal- S-PAMAM, 

G=0, G-1.0, G-2.0、  図２ )。得られた

Gal- -S-PAMAM を誘導物質として用いてタ

ンパク質発現を行った。目的タンパク質には

GFP (Green Fluorescent Protein)を用い、

その発光によりタンパク質発現の確認と定

量化を行った。大腸菌を培養し OD600が 0.6に

なったところで合成した Gal- -S-PAMAM を

誘導物質として加え、タンパク質発現を

37°Cで 4時間行った。その培養液に UVを照

射したところ、目視にてタンパク質の発現が

確認でき、誘導物質としての作用が示唆され

た。しかし IPTG と比べるとその蛍光強度は

低かった。今後は、蛍光測定による相対蛍光

強度から定量的に解析し、膜融合法なども含

めて検討する。 

誘導前 

 
IPTG   G0    G1.0   G2.0   Lactose 

誘導後 

 
図 3．チオグリコデンドリマーによる lac オ
ペレーターの活性化による GFPタンパク質の
発現 
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図４．GFPタンパク質の蛍光強度によるチオ
グリコデンドリマーによる lacオペレーター
の活性化の評価 
 
（２）ポリオキサゾリン骨格を有するチオグ
リコシドの合成と lacリプレッサーの活性化 

次に、S-グリコオキサゾリン 1 を合成し、

その開環重合を検討した。糖構造を有するオ

キサゾリンの重合は報告がなく、得られたポ

リ(S-グリコオキサゾリン)を“誘導物質”に

用いてタンパク質発現を試み、高分子特有の

多価効果によって発現量の向上を試みた。 
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図５．ポリグリコオキサゾリンの合成 

 

S-ガラクトシルカルボン酸とクロロエチ

ルアミンの縮合(収率: 81 %)と環化反応 (収

率: 91 %)により目的の糖置換オキサゾリン

を合成することができた。得られたオキサゾ

リンは求核性のスルフィドを有することか

ら、メチルトリフラート(MeOTf)と 2-メチル

-2-オキサゾリンとの 1:1 付加物を開始剤に

用いて開環重合を行うことで比較的分子量

分布の狭い重合体(Mn=2500, PDI : 1.23, 転

化率: 38 %)を得ることができた。重合は進

行したものの、糖残基の嵩高さから重合速度

は遅く、糖とオキサゾリン間のメチレン鎖を

伸ばすことも検討した(Mn=7000, PDI : 1.20, 

転化率: 67 %)。また、2-メチル-2-オキサゾ

リンとの共重合では、組成比の異なる重合体

が合成できた。脱アセチル化して得られた糖

鎖高分子を誘導物質に用いて GFPタンパク質

の生合成を 37 ºC で 4 時間行った(大腸菌ホ

スト)。培養液に UVを照射したところ、目視

にて GFP タンパク質の発現が確認できたが、

その蛍光強度は汎用誘導物質(IPTG)と比較

して優位性は確認できなかった。 

 
（２）ポリスチレン骨格を有するチオグリコ
シドの合成と lacリプレッサーの活性化 

  

 

図６．ポリスチレン骨格を有する 

チオグリコシド 

原子移動ラジカル重合(ATRP)法が確立さ

れたことでリビングラジカル重合法は成熟

期を迎えたと考えられる。本研究でも ATRP

を用いて新規糖鎖高分子であるポリ(S-グリ

コスチレン)の合成を行い、タンパク質生合

成系である lacオペロンの誘導物質として用

いた。 
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アミンを DCC-HOBt 法を用いて縮合し、糖担

持モノマー[S-glyco(Ac)4styrene]を合成し

た(収率: 72 %)。S-glyco(Ac)4styrene をモ

ノマーに用いて ATRPを 24時間行ったところ

重合は進行したが、6-7 量体までしか得られ

なかった。これは立体障害の影響と考えられ

た。そこであらかじめポリ(p-ビニルベンジ

ルアミン)を合成し、その後 DCC-HOBt法でそ

のアミノ基を S-グリコカルボン酸で化学修

飾 さ せ る こ と で 、 目 的 の

Poly[S-glyco(Ac)4styrene]を得た (収率：

80 %, Mn=10000, Mw/Mn=1.21, 

[sugar]/[-NH2]=74/26) 。 得 ら れ た

Poly(S-glyco(Ac)4styrene)をクロロホルム/

テトラヒドロフランに溶解させ、ヒドラジン

で脱アセチル化し、誘導物質に用いてタンパ

ク質発現を行った。目的タンパク質には

GFP(Green Fluorescent Protein)を用い、蛍

光を目視にて確認した。その結果、蛍光は確

認できたものの誘導後、発現ホストである大

腸菌の細胞膜が崩壊した。ポリスチレン骨格

によるものであると考えられた。 

 

おわりに 

本研究を通じて、lac リプレッサーと糖鎖

高分子の相互作用が確認できた。糖鎖間距離

や主鎖骨格と相互作用力の相関を明確にす

ることで、IPTG代替物質の創製と同時に高分

子化学と生化学からなる新たな学術分野の

創成につながると期待できる。 
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