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研究成果の概要（和文）：天然と同じ構造を保ったままで糖鎖を光反応性リガンドにするための

合成法を確立し，ラクトースをモデル糖鎖として従来物より親和性および特異性の高い実験系

を構築した．神経糖鎖の機能を解明する一助として，脂質膜上での糖脂質とβアミロイドペプ

チドの挙動を原子間力顕微鏡で観察した結果，特徴的な凝集像が見られることが明らかになっ

た． 
 
研究成果の概要（英文）： We established the synthetic methods for photo-reactive 
carbohydrates, in which carbohydrate reducing end was cyclic form, i.e. natural form. 
Experiments using the new photo-reactive lactose ligand revealed that cyclic form of 
lactose showed high affinity and high specificity comparing acyclic form of lactose. We 
also analyzed the interaction between carbohydrates and Alzheimer’s beta-amyloid 
peptides on the lipid membrane by atomic force microscope, and revealed that the 
interaction of ganglioside and amyloid peptide generated the specific aggregation on 
lipid layer.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖鎖は生体のあらゆる部位で特別な機
能を発揮している.しかしながら，糖鎖の結
合タンパク質への親和性が低い（10-6 ～10-4 M
程度）ために，糖鎖の機能を解明する速度は
プロテオミクス時代を迎えた現在でも，それ

以前とあまり変わっていない．親和性が低い
と非特異的な結合との見分けがつきにくく，
相互作用の解析が困難となる．また，大量の
リガンドを扱う必要があるために，リガンド
を固定化する担体が非現実なほど大量に必
要となり，効率的なクローニング法の開発が
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難しいのが状況である． 
 
(2) 神経において糖鎖がどのような役割を
果たしているか解明作業が進んでおり，アル
ツハイマー病に関連するβアミロイドペプ
チドの凝集に神経糖鎖が関わっているとい
う研究報告もなされているが，詳細は未だ解
明されていない． 
 
２．研究の目的 
(1) 糖鎖などの低親和性リガンドに対応し
た効率的なクローニング法を確立するため
に次の 2 つの技術を開発する． 
①リガンドを固定する担体を削減できる方
法論の開発 
②光反応性糖鎖リガンドの親和性を向上さ
せる技術の開発 
 
(2) ガングリオシド（糖脂質）を標的とし
て，神経糖鎖機能の役割を探る． 
 
３．研究の方法 
(1) 光反応基をもつラクトース糖鎖リガン
ドと T7ファージについて，分子量 10万が排
出限界の限外濾過膜を利用して両者の分配
割合を比較した．光反応性リガンドは逆相
HPLCで定量し，ファージは希釈液のプラーク
数で定量した． 
 
(2) ラクトース糖鎖の末端を活性化したの
ち，アリルアルコールを付加した．末端のア
ルケンのオゾンを利用して選択的にアルデ
ヒドに変換した． 
 
(3)  ガングリオシド GM1－ dipalmitoyl 
phosphatidyl choline(DPPC)と DPPC を 8：2
で混合した単層脂質上に，アルツハイマーβ
アミロイドペプチド(1-40)を添加し，原子間
力顕微鏡で凝集の様子を観察した． 
 
４．研究成果 
(1）リガンドに結合するタンパク質との親和
性により，リガンドとタンパク質とが複合体
を形成する．光反応基はこの両者は共有結合
で結びつけることができる（図 1A）．その結
果，タンパク質が変性しても両者は離れない．
リガンドのみではタンパク質が変性すると
離れてしまう（図 1B）．これらの性質を利用
して，リガンドを固定化する担体の量の削減
技術を開発した． 
リガンドは通過するがタンパク質は通過

させない限外濾過膜を利用する．タンパク質
を変性した状態では，濾過膜の上部に残るリ
ガンドはリガンド－タンパク質の複合体を
作っているもののみである（図１Aと B）．す
なわち，タンパク質と結合しているリガンド
と結合していないリガンドとを濾過膜で分

離できることになる．濾過膜の上部を回収し
て実験に利用すれば，リガンド量が大幅に削
減され，固定担体の量を大幅に減らすことが
できる．基礎的な検討として，濾過膜が提示
ファージと光反応性リガンドとを分離でき
るかどうか実験を行った(図１C と D)．その
結果，99.999％以上のファージを上部で回収
が可能なこと，さらに 99.9％のリガンドを下
部で回収が可能なことが明らかになった． 
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図 1 固定担体を削減するための基礎的検討 
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図 2 閉環した糖鎖と開環した糖鎖 

 
(2) 従来法では光反応性の糖鎖リガンドを
作るために糖鎖の還元末端のアルデヒドを
利用して光反応基と結合させる．このとき，
糖鎖の還元末端が開環してしまい，糖鎖とし



 

 

ての適切な構造をとることができない欠点
をもつ（図２B）．元来の糖鎖の形である閉環
形を保ったまま光反応基と結合させるため
には，人工的にアルデヒドを導入する必要が
ある（図２A）．アリルアルコールを結合した
糖鎖にオゾン処理することで，効率的に糖鎖
末端に人工的にアルデヒドを導入する技術
を確立した（図 3）．この人工糖鎖を利用し光
反応性糖鎖リガンドを合成した．その糖鎖末
端が閉じていることを核磁気共鳴法および
質量分析法で確認した．糖鎖結合タンパク質
である数種類のレクチンを利用して，開環型
と閉環型での認識能力の違いを調べた結果，
閉環型でのみ良好な親和性を有することが
明らかになった． 
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図 3 合成スキーム 

 
(3) 糖脂質であるガングリオシド GM1 とア
ルツハイマーβアミロイドペプチドとの相
互作用を原子間力顕微鏡（AFM）で観察した
（図 4）．図 4A は糖脂質のみを加えたときの
単層脂質膜の状態の AFM 像である．これに，
βアミロイドペプチドを加えると，白く見え
る部分（盛り上がっていることを示してい
る）が大きくなり，ペプチドと糖脂質とが相
互作用している像を捉えることができた（図
4B）． 
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図 4 単層脂質上でのガングリオシドとアル
ツハイマーβアミロイドペプチドの挙動 

 

低親和性に適応したクローニング法は完成
できなかったが，基礎的な検討を終えること
ができた．光反応基が新たな Chemical 
Biology の方法論を創り出すポテンシャルを
持つことを明示できた． 
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