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研究成果の概要（和文）：糖は、分子内に多くのヒドロキシ基を持つ化合物である。これまでは、

糖のヒドロキシ基を保護してから、有用な物質に変換しなければならなかった。本研究では、

そのような常識を覆し、ヒドロキシを全く保護することなく、糖質モノマーを合成する手法を

開発した。糖質モノマーとは、さまざまな糖を含むポリマー合成の重要な原料である。この反

応は、水中で行うことができるので、環境にやさしい合成プロセスである。 

 
研究成果の概要（英文）：Sugar molecules have many hydroxyl groups. In order to derivatize 

sugar molecules, the hydroxyl groups must be protected. In the present research, we have 

developed a completely different synthetic process of glycol-monomers without using any 

protecting groups in aqueous media. The resulting glyco-monomers can be utilized as 

starting materials of various glyco-polymers.   
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１． 研究開始当初の背景 

世界の人口はやがて 90 億に達する。エネ
ルギー・環境問題に加え、今こそ食糧の恒常
的確保について真剣に考えねばならない。農
作物の増産は大変重要な課題である。植物は
病原菌が体内に侵入すると敏感に反応して、
病原菌の増殖を阻止する物質ファイトアレ
キシンを放出する。この自己防衛の引き金と
なるのがエリシターである。最近、さまざま
なオリゴ糖が、エリシターとして有効に働く
ことが報告された。エビやカニの甲羅の成分

キチンを分解して得られるオリゴ糖のうち、
重合度７～９程度が特に有効である。また、
東南アジアで食されているタマリンド種子
の分解物オリゴキシログルカンもエリシタ
ー活性を示す。しかし、工学とりわけ高分子
合成の観点から見ると、これらオリゴ糖をき
れいに生産する技術は未だに確立されてい
ない。高収率、高選択性、低環境負荷で、か
つ、将来実用化できる真に力量ある新しい合
成手法が強く求められていた。 
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２．研究の目的 

本研究において、エリシター活性を有する
オリゴ糖を、保護基を全く用いることなく、
水中において、連続的に合成する画期的なプ
ロセスを提供する。このようなプロセスがこ
れまで存在しなかった理由は、無保護糖を出
発原料として、水中で糖鎖をきれいに伸ばし
ていく技術、とりわけ、無保護糖から糖モノ
マーを直接合成することが、長い間不可能と
考えられてきたからである。 
本研究では、次の三つの工程を、中間体を

分離することなく連続的に行い、エリシター
活性を有するオリゴ糖を効率よく生産する
プロセスを 4年間で開発することを目的とす
る。すなわち、(１）多糖バイオマスからリ
ファイン化原料の調製、(２）無保護状態に
おける糖の１位の活性化、(３）酵素による
完全選択的な重合、という一連のプロセスで
ある。これにより、有機溶媒や試薬を大幅に
削減することができ、低環境負荷型のオリゴ
糖合成プロセスが達成される。 
 

３．研究の方法 

すでに我々は、本研究の遂行に必要不可欠
な新しい素反応を次々と開発してきた。すな
わち、水に安定な糖モノマーを設計・調製し、
これらを酵素触媒を用いて重合させること
により、水中でオリゴ糖鎖を一気に構築する
方法を見出した。また、最近になって、従来
は有機溶媒中で行われていた糖モノマーの
調製も、無保護糖を出発原料として、水中で
一段階で行えることを予備実験的に認めて
いる。つまり、各種水溶性脱水縮合剤を用い
て、２-アセタミド-２－デオキシ糖からの水
中での脱水反応により、対応する糖オキサゾ
リンを一段階で合成するというものである。 
本研究では、上記の知見を踏まえ、多糖バ

イオマス原料から有用オリゴ糖を連続的に
合成する原子効率の高い化学-酵素プロセス
を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）多糖バイオマスから本研究に不可欠な
リファイン化原料の調製を行った。すなわち、
グリコサミノグリカンから、還元末端に 2-
アセタミド-2-デオキシ糖を有するオリゴ糖
を調製する。すなわち、市販のヒアルロン酸
を酵素により限定的に加水分解することに
より、断片化し、これらを分取液体クロマト
グラフィーにより分離・精製した。 
 また、タマリンド種(Tamarindus indica)
由来のキシログルカンを出発原料とし、一連
の酵素反応ならびにクロマトグラフィーに
よる分離を経て、リファイン化原料を調製し
た。 
 上記により得られたキシログルカン
オリゴ糖に、２，６－ルチジンの存在下、

脱水縮合剤ＤＭＴ－ＭＭを作用させた
ところ、対応するβ型の活性化糖誘導体
が高収率で得られることを見出した。ま
た、生成活性化糖は、セルラーゼによる
加水分解を受け、糖供与体としても利用
できることを明らかにした。 
（２）従来のオリゴ糖の合成の常識を覆すよ
うな全く保護基を用いない合成プロセスを開
発した。そのために必要な基礎反応として以
下に記載する糖オキサゾリンの水中における
一段合成を達成した。無保護糖の２位にアセ
タミドを有する糖原料を分子内で脱水するこ
とにより目的とする糖オキサゾリンが得られ
るものと考え、当該年度は、水溶性脱水縮合
剤を徹底的にスクリーングした。その結果、
カルボジイミド系試薬、トリアジン系試薬に
加え、新たにイミダゾリジニウム塩系試薬が
、極めて有効な脱水縮合剤であることを突き
止めた。各種アセタミド糖を水中で、トリエ
チルアミンの存在下、DMC (dimethyl 
imidazolinium chloride)で処理すると、目的
とする糖オキサゾリン誘導体が高収率で合成
できることを見出した。この事実は、従来技
術では不可能であったような、オリゴ糖のオ
キサゾリン化も可能になることを示している
。そこで、キトオリゴ糖に対して、同様の反
応を行ったところ、いずれの場合も高い収率
で対応するオキサゾリン誘導体へと変換でき
ることが分かった。 
（３）トリアジン系脱水縮合剤であるＤＭＴ
－ＭＭを無保護糖に作用させることにより、
水中で、対応する活性糖供与体を一段階で合
成した。すなわち、グルコース、セロビオー
ス、キシロビオースならびにキシログルカン
オリゴ糖を、対応するＤＭＴ糖へと変換した。 
配糖化反応は、本研究の根幹をなす部分で

あり、特に綿密な実験計画が必要であったの
で、以下の 3つの観点から周到な準備を行っ
た。すなわち、①：得られた活性糖モノマー
を最もよく認識する酵素触媒の探索、②：反
応系内に混在すると予想されるさまざまな
化学種に対する触媒酵素の安定性に関する
基礎的知見の集積、③：配糖体収率向上のた
めに必要な諸条件（温度、濃度、ｐＨ等）の
最適化、について詳細に検討した。 
 以上の結果を基に、最適な糖転移反応条件
の設定を行った。その結果、ＤＭＴ化反応を
オリゴ糖に適用することにより、これまで合
成困難とされていたＤＭＴ化オリゴ糖を調
製することができた。さらに、対応する糖加
水分解酵素の存在下、適切な糖受容体に対し
て配糖化反応を行うことにより、各種オリゴ
糖を収率よく合成する手法を開発した。 
（４）2-クロロ-N,N-ジメチルイミダゾリ

ニウム系脱水縮合剤を、卵黄から調製される
非還元末端にシアル酸を有する N-結合型オ
リゴ糖に作用させることにより、水中で対応



 

 

する糖オキサゾリン誘導体を一段階で合成
した。配糖化反応は、特に綿密な実験計画が
必要であるので、以下の 3つの観点から詳細
な検討を行った。まず、糖オキサゾリンを最
もよく認識する酵素触媒の探索を行った。Ｅ
ｎｄｏＭ酵素の変異体について、その糖転移
能力を比較検討した結果、N175Q 変異体を用
いると最も高い収率で配糖体が生成するこ
とが分かった。 
反応系内に混在すると予想されるさまざ

まな化学種に対する触媒酵素の安定性に関
する基礎的知見を集積した。すでに、2-クロ
ロ-N,N-ジメチルイミダゾリニウム系脱水縮
合剤の副産物である、トリエチルアミン塩酸
塩が、ＥｎｄｏＭ酵素触媒の活性に与える影
響を予備実験的に調査した結果、酵素活性の
低下が見られたことから、トリエチルアミン
塩酸塩の除去方法を検討した。その結果、電
気透析を用いることにより、塩化物イオンを
除去することができた。また、脱水縮合剤と
して、塩素含まない２－フェニルオキシイミ
ダゾリニウム塩を用いることで、酵素活性を
低下させることなく、糖転移反応が可能であ
ることを示した。 
さらに、配糖体収率向上のために必要な諸

条件（温度、濃度、ｐＨ等）の最適化を行っ
た。種々反応条件を検討した結果、脱水縮合
剤５当量、塩基としてリン酸カリウムを用い
ると、ｐ－ニトロフェニル N-アセチルグルコ
サミニドへの転移が８０％の好収率で進行
することが分かった。                       
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