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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経組織に豊富に存在するガングリオシドと呼ばれる糖脂質が形成する
膜分子の集合体（脂質ラフト）に注目した。ガングリオシドの観察や相互作用分子を特定することが可能なガン
グリオシドプローブを化学合成で開発することにより、脂質ラフトの形成機構や機能を明らかにするために重要
なガングリオシドの相互作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on the membrane domains (lipid rafts) formed by 
glycolipids (gangliosides) in nervous tissue. Ganglioside analogs developed in this study revealed 
significant interactions of gangliosides to understand the functions of lipid rafts and their 
formation mechanisms.

研究分野： 糖鎖合成化学

キーワード： ガングリオシド　脂質ラフト　細胞膜ドメイン　1分子イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経疾患と深く関与する重要な生体分子でありながら入手が困難であった糖脂質を簡便に化学合成する方法を本
研究で開発した。さらに、これを発展させることであらゆる生命現象を担う細胞膜ドメインと呼ばれる構造体の
詳細な解析を可能にした。本研究の成果は、神経疾患の治療・創薬研究へ発展することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細胞表面に存在するシアル酸含有糖脂質（ガングリオシド）は、細胞膜ドメイン（脂質ラフト）
を介して多くのシグナル伝達を担うことが知られている。これまでに同定されたガングリオシ
ドの中でも、神経細胞に豊富な神経系ガングリオシドの一群は、神経細胞の分化・増殖のみなら
ず、アルツハイマー病等への関与が示唆されているが、これらの知見は仮説の域を脱しておらず、
生物学的機能の分子基盤は未知と言ってよい。 

本研究課題では、独自の糖鎖合成化学によって創出する分子プローブと 1 分子イメージング法
を駆使して神経系ガングリオシドと脂質ラフトの関係性を明らかにし、その生物学的機能の分
子基盤を解明することを目指した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、独自のシアル酸含有糖鎖合成法とガングリオシドの 1 分子イメージングを基盤技
術として以下の課題に取り組んだ。 

（１）神経系ガングリオシドの化学合成法の開発 

（２）神経系ガングリオシドの分子プローブの開発 

（３）ガングリオシドの 1 分子イメージングと親和性タンパク質の同定 

 

３．研究の方法 

（１）神経系ガングリオシドの化学合成法の開発 

先行研究で開発したシアル酸含有
糖鎖の効率的合成法（図 1）を応用
して神経系ガングリオシドを合成
する。具体的には、グリコシド化
反応で完全なα選択性を示す二環
性シアル酸供与体を利用する。 
（２）神経系ガングリオシドの分
子プローブの開発 

ガングリオシドの１分子イメージ
ング及び親和性分子の同定を目的に、蛍光プローブ
及び分子捕捉用プローブを開発する（図２）。ガング
リオシドのシアル酸 9 位水酸基をアミノ基で置換
し、これに対して蛍光ラベル及び光架橋基をアミド
化により結合させることで目的の分子プローブを
合成する。 
（３）ガングリオシドの 1 分子イメージングと親和
性タンパク質の同定 

生細胞上での蛍光プローブの１分子イメージング
を行い、脂質ラフト親和性やガングリオシド同士の
相互作用を検証する。さらに、ガングリオシドの親
和性分子を光架橋反応によって捕捉し、脂質ラフト
内で相互作用するタンパク質を特定する。 
 
４．研究成果 
（１）神経系ガングリオシドの化学合成法の開発 

神経系ガングリオシドのうち、c 系列と
呼ばれる一群は、一様の結合様式
（α(2,8)結合）で連なったシアル酸三
量体を共通構造として有している。従
来法ではシアル酸三量体の合成が難し
いことから、c 系列ガングリオシドの大
量合成は極めて困難であった（図 3）。
そこで、先行研究で開発したシアル酸
の完全なα選択的グリコシド化法を応
用して、シアル酸三量体の合成を検討した。まずは α(2,8)結合合成用の二環性シアル酸受容体
の候補を開発した。グリコシル化反応を検証した結果、側鎖の水酸基の保護様式によって受容体
の反応性が大きく異なることを明らかにし、優れた反応性を示す二環性シアル酸受容体を選定
した。これをグリコシル化反応に三度供することにより、α(2,8)結合のシアル酸三量体を良好
な収率にて構築することに成功した（図 4）。その後、亜鉛粉末と酢酸を作用させることにより、

図１ シアル酸の完全なα選択的グリコシド化法 

図２ 本研究で開発した分子プローブ 

 

図３ c系列ガングリオシドの一例 
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三量体が有する 3 つの架橋部を化学選択的に開
裂し、保護基の変換により四糖供与体へと誘導し
た。続くグルコシルセラミドユニットの導入によ
るガングリオシド骨格の構築は低収率に留まっ
たため、今後最適化が必要である。 
一方で、糖脂質構造にシアル酸を直接的に導入す
る新たなガングリオシド合成法を考案した。まず
は p-tert-butylbenzoyl（TBBz）基で水酸基を保
護した高溶解性のラクトシルセラミド受容体を
合成した。ラクトシルセラミド受容体と二環性シ
アル酸供与体をグリコシル化反応に供した結果、
ガングリオシド GM3 骨格を極めて高収率（87％）
にて構築することに成功した（図 5）。その後、
マイクロ波照射装置を利用した条件により、二環
性シアル酸の架橋部を収率良く開裂し、シアル酸
の 5 位のアミノ基を遊離とした。このアミノ基
に対して種々の修飾を行った後、それぞれ脱保護
反応に供することで、GM3 の天然構造及びシアル
酸 5 位修飾型アナログの合成を達成した。さら
に、本手法により、蛍光ラベル化したガングリオ
シドプローブの合成も可能であることを確認し
た。以上より、ガングリオシド合成におけるシア
ル酸導入の問題を解消し、簡便な合成法を確立す
ることに成功した。 

 
（２）神経系ガングリオシドの分子プローブの開発 

これまでに確立した手法に基づき、糖鎖
の末端及び脂質の末端部分に光架橋基を
結合させた光反応性ガングリオシドプロ
ーブの合成に取り組んだ（図 6）。まず、
糖鎖修飾型の GM3 プローブを開発するた
め、シアル酸 9 位の水酸基をトリフルオ
ロアセトアミド基で置換したガングリオ
シド中間体を合成した。このトリフルオ
ロアセトアミド基をアルカリ加水分解に
よりアミノ基へと変換した後、光架橋基
で あ る Trifluoromethylphenyl 
diazirine (TPD) 基をアミド化により収
率良く導入した。続いて、ビオチン及び蛍
光色素（ATTO488、ATTO594）を光架橋基に
連結させることで、2 種類のプローブの合
成を達成した。一方で、同様にして脂肪酸
の末端にジアジリン基、シアル酸 9 位に
ATTO594（蛍光色素）を導入した脂質修飾
型 GM3 プローブの合成も達成した。これ
らの結果を基に、シアル酸 9 位を TPD 基
と検出器（蛍光色素、ビオチン）で修飾し
た光反応性 GM1 プローブの合成も達成し

図４ シアル酸三量体の合成 

図５ 本研究で開発したガングリオシド合成法 

図６ 光反応性ガングリオシド 

図７ 蛍光ガングリオシド 



た。加えて、シアル酸の有無がタンパク質との結合性に与える影響を調べるため、シアル酸を持
たないラクトシルセラミドの光反応性プローブも作成した。 
一方で、1 分子イメージング用の蛍光ガングリオシドプローブとして、シアル酸二量体を共通構
造とする b 系列ガングリオシド（GD3、GQ1b）の蛍光プローブの合成に取り組んだ（図 7）。種々
検討した結果、末端のシアル酸の水酸基をトリフルオロアセトアミド基で置換した三糖（ジシア
リルガラクトース）を効率的に合成する手法を確立した。この三糖を共通構造として、ガングリ
オシドの糖鎖構造を合成した後、グルコシルセラミドの導入により高収率にてガングリオシド
骨格を構築した。続いて、全ての保護基を除去してシアル酸 9 位アミノ体へと誘導し、これに対
して蛍光色素 ATTO594 を導入することにより 1 分子イメージング用の蛍光プローブ（GD3、GQ1b）
の合成を達成した。 
（３）ガングリオシドの１分子イメージングと親和性タンパク質の同定 

研究協力者である鈴木健一博士（岐阜大学）らとの共同研究により、合成したガングリオシドプ
ローブの生細胞膜上での１分子イメージング及び光架橋実験を行った。b 系列ガングリオシドの
蛍光プローブ（GD3、GQ1b）の脂質ラフトへの親和性を DRM 分配実験により評価した。その結果、
これらは天然の分子と同様のラフト親和性を示したことから、優れたプローブであることを確
認した。次に、1 分子イメージングにより生細胞膜上でのガングリオシドの振舞いを観察した結
果、b 系列ガングリオシドが定常状態
でホモ二量体を有意に形成すること
を明らかにし、脂質ラフトの形成機構
を解く上で重要な知見を得た。 
続いて、光反応性プローブを用いて細
胞膜上での光架橋反応を試みた（図
8）。光反応性プローブを添加した細胞
に対してＵＶ照射による架橋を行っ
た結果、親和性タンパク質の捕捉が可
能であることを明らかにした。 

 

図８ 光架橋実験 
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