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研究成果の概要（和文）：βグルカンによる免疫活性化に関わる膜タンパク質であるDectin-1に結合する最小単
位のβグルカンオリゴ糖の合成において、ベンジリデン類保護基を2種類用いた分岐鎖を導入可能なオルトゴナ
ルな合成方法を開発した。そこで合成したβグルカンオリゴ糖を高分子化し、さらにその高分子主鎖を修飾する
ことで物性の異なる高分子群を構築した。マウスのマクロファージを用いて、この高分子群の免疫活性化能を評
価し、天然βグルカンの生物活性を模倣した結果を得ることができた。
本手法は中性多糖の模倣として、有効な手段となり、βグルカンのもつ免疫活性化能を人工的に模倣した分子を
生み出すことが可能となった。

研究成果の概要（英文）：In synthesizing the smallest β-glucan oligosaccharide that binds to 
Dectin-1, a membrane protein involved in immune activation by β-glucan, we have developed an 
orthogonal synthesis method that allows the introduction of branched chains using two types of 
benzylidene protecting groups. Then, by polymerizing the synthesized β-glucan oligosaccharides and 
modifying the main chain of the polymers, we constructed a library of polymers with different 
physical properties. Moreover, for mouse macrophages, we evaluated the ability of the library of 
polymers to activate the immune system, and the results exhibited that the synthetic polymers 
mimicked the biological activity of natural β-glucans.
This method has become an effective method of mimicking neutral polysaccharides and has made it 
possible to create molecules that artificially mimic the immune-stimulating ability of β-glucan.

研究分野： 糖質化学、高分子化学

キーワード： βグルカン　免疫賦活化　オリゴ糖　ノルボルネン　高分子修飾　マクロファージ　シゾフィラン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではベンジリデン類保護基を活用して、分岐鎖を有するオリゴ糖の合成を達成した。この成果はベンジリ
デン保護基の利用範囲を拡大し、オルトゴナルな合成への選択肢を増やしたことで、複雑な化合物の合成に利用
できる。
また多様な構造をもつ天然のβグルカンを模倣するため、βグルカンオリゴ糖を有する高分子を合成し、その高
分子修飾を行うことで物性が異なるが、基本構造が同じ高分子ライブラリー化を行った。それを用いて、対象と
なるDectin-1との結合およびマクロファージの活性化に最適な構造を明らかにした。
この成果により免疫を活性化する分子設計に指針を示すことができ、合成分子による抗腫瘍薬の開発につなが

※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。



１．研究開始当初の背景 

βグルカンは、グルコースがβ1,3 結合で連結した主鎖に、β1,6 結合の分岐鎖を有する多糖

である。2001 年にβグルカンを特異的に認識するタンパク質 Dectin-1 が免疫系細胞で発見され

た。その研究により、高分子量のβグルカンが Dectin-1 と結合して集積化し、免疫が活性化さ

れることが示唆された(図１)。しかし、βグルカンの分子構造に基づく詳細な免疫活性化機構は

明らかにされていない。それは研究に供されるβグルカンが天然由来の混合物であり、構造単一

なものの入手が困難であることに起因する。それ故に構造単一なβグルカンを得るため、化学合

成が行われているが、主鎖を形成するβ1,3 糖連結反応の収率と立体選択性が低く、さらに分岐

鎖によるβ1,3 糖連結反応への立体障害もあり、高分子量化が困難である。そのため、免疫療法

として確立するために、効果的に免疫を活性化できるβグルカンの分子構造を解明する新しい

方法が必要である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究では Dectin-1 を介した免疫活性化に必要なβグルカンの分子構造を明らかにするため、

Dectin-1 に結合するβグルカンオリゴ糖を合成し、それを用いて高分子を合成する。その後、

高分子主鎖を修飾することにより、βグルカンの分子構造を模倣した高分子群を構築し、それら

を用いた Dectin-1 との結合および免疫活性化に関する構造活性相関研究を行う。そして、βグ

ルカンが Dectin-1 に結合して免疫を活性化するために必要な構造要素を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

研究方法として、図２に示すように計画し

た。βグルカンの要素として、（Ａ）最小結

合単位のβグルカンオリゴ糖の合成、（Ｂ）

結合に必要な高分子量の分子の合成、を調整

するために以下の手順手研究を行った。 

（１）Dectin-1 との結合の最小単位となる

分岐鎖を有するβグルカンオリゴ糖の合成 

βグルカンオリゴ糖を合成するために、単糖

グルコースを連結して構築する。主鎖に対し

て分岐鎖を導入するために、選択的に脱保護

可能な保護基を導入する必要がある。そこ

で、直鎖のβ１，３グリコシドを効率よく形

成するため、４,６-ベンジリデン保護基を用

い、分岐鎖の導入を効

率よく行うために、ア

ニシリデン基を用い

て、ベンジリデン基と

区別して、新たなオル

トゴナルな合成手法と

する（図３）。 

 

 

 



（２）βグルカンの免疫活性に必要な構造を解明するための高分子群の構築 

βグルカンの疎水性を模倣するため、合成したβグルカンオリゴ糖にノルボルネンを導入して、

糖モノマーとする。このβグルカンオリゴ糖モノマーとノルボルネンとを開環重合を行い、βグ

ルカンオリゴ糖を有する高分子を合成する。開環重合後の二重結合を残した高分子は、剛直な三

重らせんのβグルカンを模倣し、また水素添加反応を行った高分子は、主鎖が柔軟なために凝集

して粒子状のβグルカンを模倣した構造、そして二重結合に対して、ジヒドロキシ化反応を行っ

た親水性の構造はランダム構造の水溶性βグルカンを模倣したものとする（図４）。同じ原料を

修飾するため、同じ分

子量、糖密度であるが、

形態のみが異なるもの

を用意できる。得られ

た高分子群の溶液中で

の構造は、動的光散乱

光度計を利用して分子

サイズを解析し、水溶

液中で形態が異なる高

分子群を構築する。 

 

（３）合成高分子群による Dectin-1 との結合評価 

細胞表面での相互作用を再現して結合評価を行うために水晶振動子マイクロバランス法(QCM)の

基板上に異なる密度で Dectin-1 を固定化し、構造が異なる高分子群の Dectin-1 に対する親和

性の評価を行い、結合に必要な構造を明らかにする（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

（４）合成高分子群による免疫活性評価 

免疫細胞 RAW264 に対して、合成した高分子群を加えることによる免疫活性化を、サイトカイン

の産生量から評価する。Dectin-1 に対する結合親和性と免疫活性化能を解析し、どのような高

分子が Dectin-1 と結合して、免疫を活性化するかを明らかにし、必要な分子構造を示す。 

 

４．研究成果 

（１）Dectin-1 との結合の最小単位となる分岐鎖を有するβグルカンオリゴ糖の合成 

アニシリデン基を導入した糖供与体とベンジリデン基を有する糖受容体とのグリコシル反応を

行った結果、95％の収率でβ選択的に進行させることに成功した。またアニシリデン基をもつ残

基を糖受容体とし、ベンジリデン基を有する糖供与体を用いたグリコシル化では、70％の収率で

β選択的に直鎖３糖を構築することができた。その直鎖３糖の 1 つだけあるアニシリデン基の

選択的に脱保護を行うために検討を行った結果、61％の収率で選択的に脱保護可能であり、その

後、分岐鎖の導入にも成功し、分岐鎖１糖、直鎖３糖からなるβグルカン４糖オリゴ糖の合成を

達成した。本成果より、これまでグリコシル化基質に対してほとんど利用されていないアニシリ

デン基の有用性を示すことに成功し、糖の４位、６位に対するベンジリデン基と区別可能な保護

基として利用され、分岐糖鎖の合成の新しい合成手法となる。 

 

（２）βグルカンの免疫活性に必要な構造を解明するための高分子群の構築 

合成したβグルカンオリゴ糖のアグリコンにノルボルネンを導入して、糖モノマーを合成した。

このβグルカンオリゴ糖モノマーとノルボルネンを、比率を変えて開環重合を行い、βグルカン

オリゴ糖を有する高分子を合成した。重合後に残った二重結合に対して水素添加反応を行い、二



重結合を無くした高分子の合成を達成し、また二重結合に対してジヒドロキシ化反応を行い、水

酸基を２つ付与した親水性の高分子を得た。得られた高分子群の溶液中での構造を、動的光散乱

光度計を利用して解析した結果、分子サイズがジヒドロキシ化した高分子、水素添加した高分子、

無修飾の高分子の順となった。SEC による分子量測定では、数万程度の分子であることが分かり、

Dectin-1 との結合には十分な大きさのものであった。多糖を模倣した高分子として、高分子化

後に修飾を行い、物性の異なる高分子構造を調整可能にしたことにより、多糖模倣高分子の構築

につながることが期待できる。 

 

（３）合成高分子群による Dectin-1 との結合評価 

Dectin-1 を水晶振動子の金基板上に最密に固定化したものと、その 1/50 の量を用いて固定化し

たものを準備して、結合能の評価を行い、比較検討した。最密に固定化した場合では、糖モノマ

ーのみからなる高分子では結合が観測されなかった。またノルボルネンと共重合した高分子で

は、ジヒドロキシ化した高分子が最も結合が強く、次に未修飾の高分子、水素化した高分子の順

となった。この結果から親水性が高いβグルカンの方が Dectin-1 との結合には適していること

が明らかになった。分子量が 4倍程度の高分子も評価したが、大きな違いは生じなかった。また

分岐鎖をもたない直鎖 3 糖をもつ高分子について評価を行った結果、Dectin-1 との結合につい

ては、分岐鎖有のものと大きな違いが確認されず、同等の親和性を示した。Dectin-1 の固定化

量を 1/50 にした場合では、未修飾の高分子では親和性が 2倍程度に上がり、親水性の高分子で

は、2 倍程度減少する結果となった。更にシゾフィランでは、結合が観測されなくなった。その

ため、1/15 に固定化量を変えて、シゾフィランの測定を行った結果、2倍程度に親和性が増加し

たため、適した結合距離が存在することが明らかとなった。以上から、シゾフィランでは結合が

届かない距離に Dectin-1 が存在しても合成した高分子では、結合することが可能となり、シゾ

フィランのような剛直な構造よりも合成した高分子のような自由度がある高分子の方が結合に

は有利であることがわかった。 

 

（４）合成高分子群による免疫活性評価 

マウスのマクロファージ細胞 RAW264 に して、合成した高分子を添加することにより、 生され

るサイトカイン TNF-αと IL-6、IL-1βの量を、ＥＬＩＳＡを用いて定量した。その結果、高分

子主鎖が未修飾または水素添加した糖とノルボルネンの比が１：３．５の高分子が TNF-αの 生

を高く誘導した。TNF-αの産生量に関しては、シゾフィランの３～７倍となり、非常に高い免疫

活性化能を示し、天然物を超える分子の構築に成功した。また IL-6、IL-1βについては、高分

子主鎖が未修飾である糖とノルボルネンの比が１：３．５の高分子が高い誘導能を示した。疎水

的な高分子がサイトカインの誘導を促す結果となった。一方、分岐鎖をもたない直鎖３糖を有す

る高分子は、TNF-αをほとんど誘導することがなく、わずかに IL-6、IL-1βの産生を誘導した。 

以上の結果から、Dectin-1 に結合する最小単位は分岐鎖をもたない 3 糖オリゴ糖であるが、免

疫を活性化するためには分岐鎖が重要であり、Dectin-1 との結合と免疫活性化には、完全な相

関はないことが明らかとなった。この結果は、カードランの免疫活性化能が低いことと、一致し

ており分岐鎖を有するシゾフィランやレンチナンなどが活性を示す有効なβグルカンとして利

用されてきたことと一致するものである。また高分子の構造として、未修飾の２重結合が残る高

分子が最も高い免疫活性化能を示したことから、先行研究でも示されている通り、疎水的なβグ

ルカンが強い免疫活性化能を示すものと一致した。更に、シゾフィランよりも数倍の高い免疫活

性化能を創生することができ、高分子に導入した糖鎖構造を更に詳細に検討することでより活

性の高い分子の構築が可能であることを示唆するものとなった。 

 

以上の成果から、Dectin-1 に結合できる最小単位のオリゴ糖を用いて高分子化することで、天

然βグルカンの生物活性を模倣することができることを示した。中性多糖の模倣として、有効な

手段となり、βグルカンのもつ免疫活性化能を人工的に模倣した分子を生み出すことが可能と

なり、より高活性な分子の研究につながることが期待できる。 
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