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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗生物質の多用により多剤耐性を獲得し、かつヒトにも感染性を示す人
獣共通感染型の鳥類病原性大腸菌（APEC)の出現予防を指向し、申請者らが独自に開発してきた「位置および立
体選択的β-ラムノシル化反応」を用いたAPEC O1糖鎖抗原候補の化学合成および新規複合糖質ワクチンの創製を
目的として研究を行った。その結果、本研究で合成した抗原候補五糖がAPEC O1に対するワクチン開発に有望な
抗原候補糖鎖であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to create a novel glycoconjugate vaccine using 
the recently developed our "regio- and stereoselective β-rhamnosylation" in order to prevent the 
emergence of zoonotic avian pathogenic Escherichia coli (APEC), which can acquire multidrug 
resistance due to heavy use of antibiotics and infect humans. As a result, a pentasaccharide antigen
 candidate chemically synthesized in this study was found to be an important for anti-APEC O1 
antibody binding and is a promising glycotope for the development of a synthetic glycoconjugate 
vaccine against APEC O1.

研究分野：有機合成化学、糖質化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 複合糖質ワクチン　ラムノシル化　人獣共通感染症　鳥類病原性大腸菌　糖鎖抗原　グリコシル化反応
　有機合成　ホウ素触媒
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究が達成されれば、世界規模で多用されている抗生物質の使用量の低減化が大幅に促進され、現在危惧され
ている薬剤耐性菌の出現を予防する優位性のある手法になると大きく期待できる。また、β-ラムノシド構造
は、大腸菌のみならず、肺炎球菌をはじめとする多くの病原菌にも含まれていることから、本複合糖質ワクチン
合成法は、他の様々な病原菌にも応用可能な一般性の高いストラテジーになる。さらに、本研究はこれまで未解
明であった病原菌糖鎖の機能解明にも貢献すると考えられる。以上、本研究の遂行は、経済的効果も含めた社会
的波及効果だけでなく、学術的な意義も極めて大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 鳥類病原性大腸菌（APEC）は、養鶏産業に多大な経済的損出をもたらす病原菌であり、多剤
耐性を有することから近年問題視されている（Borges, C. A. et al., Avian Pathol. 2016）。中でも、
その主要な血清種の１つ APEC O1 は、敗血症で人の生命を脅かす病原性大腸菌とゲノムが酷似
していることから（Johnson, T. J. et al., J. Bacteriol. 2007）、新型の人獣共通感染症を引き起こ
すことが強く懸念されており、世界的な社会問題にまで発展している。このような背景の中、
2015 年 WHO による「薬剤耐性に関するグローバル・アクション・プラン」が採択され、既存
の抗生物質に代わるワクチン開発が注目を集めている（図 1A）。しかし、既存のワクチンには、
抗原に毒性部分を含む可能性が有り、安全性に課題を残している（Han, Y. et al., Vaccine 2018）。
そこで、毒性を示すことなく、抗原性を有
する APEC O1 糖鎖抗原の合成的供給が強
く求められている。しかし、APEC O1 の抗
原となり得る繰り返し五糖構造は、立体選
択的な構築が極めて困難な-ラムノシド結
合を有するため、未だ合成が達成されてお
らず、抗原性を示す必要最小構造も未解明
である。一方、著者らは、有機ホウ素化合
物の化学的特性を活用した触媒的かつ位置
及び立体選択的-ラムノシル化反応の開発
に成功している（Angew. Chem. Int. Ed. 

2018, 57, 13858. プ レスリリース: https:// 

www.keio.ac.jp/ja/pressreleases/2018/8/ 

31/28-47621/）。以上の著者らの研究成果を
踏まえ、APEC O1 糖鎖の合成とキャリアタ
ンパク質とのハイブリッド化による複合糖
質ワクチンの創製を志向した本研究を展開
するに至った（図 1B）。 

 

２．研究の目的 

「有機化学を基盤とした人獣共通感染症に対する複合糖質ワクチン開発への挑戦」と題した本
研究では、抗生物質の多用により耐性を獲得した人獣共通病原菌の出現の予防に貢献し得る複
合糖質ワクチンの開発を目的としている。具体的には、、著者らが独自に開発してきた“ボロン
酸触媒を用いた位置及び立体選択的-ラムノシル化反応”を基盤技術とした病原性大腸菌 O1 由
来糖鎖の化学合成とキャリアタンパク質とのハイブリッド化による、APEC O1 に対する複合糖
質ワクチン候補分子の創製を目的としている。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、抗生物質の多用により多剤耐性を獲得し、かつヒトにも感染性を示す人獣共通感
染型 APEC の出現予防を指向し、申請者らが独自に開発した-ラムノシル化反応を用いた APEC 

O1 の糖鎖抗原候補の合成及び新規複合糖質ワクチンの創製を目的としているが、予備実験まで
の成果と具体的な研究方法を以下に示す（図１）。 

【予備実験までの成果】 
①APEC O1 の糖鎖抗原候補の五糖 1の立体選択的な合成を達成した。 

②五糖 1とキャリアタンパク質（BSA）とを複合化したワクチン候補 1Aの合成を達成した。 

③APEC O1 をニワトリに投与後、そのニワトリから抗 APEC O1 LPS 抗体を含む抗血清 aを取
得した。 

【研究方法】 
(1)五糖 1及び複合糖質 1Aの再合成。 

(2)五糖 1の部分構造を有する三糖 2及び二糖 3の合成。 

(3)三糖 2及び二糖 3と BSA とを複合化したワクチン候補 2A及び 3Aの合成。 

(4)合成した 1A-3Aと抗血清 aを用いた ELISA 法による親和性評価。 

(5)五糖 1とキャリアタンパク質(KLH)とを複合化したワクチン候補 1Bの合成と複合糖質 1Bを
ニワトリに免疫することによる抗血清 bの取得。 

(6)合成した 1A-3A、APEC O1 LPS、及び抗血清 bを用いた ELISA 法による親和性評価。 

(7)新たな APEC O1 の糖鎖抗原候補 4及び 5と BSA とを複合化したワクチン候補 4A及び 5A

の合成と抗血清 a を用いた ELISA 法による親和性評価。 

 

 なお、上記において、合成した複合糖質 1A-5Aの分子量は MALDI-TOF MS 解析により確認し、
1 分子の BSA に導入された糖鎖数を算出した。また、複合糖質 1B に関しては、アントロン硫
酸法により糖鎖導入量を算出した。 
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４．研究成果 
(1)五糖 1及び複合糖質 1Aの再合成 

 1及び 1Aの合成スキームを図２に示した。まず、独自に開発してきたボロン酸触媒を用いた
位置及び立体選択的 β-ラムノシル化反応を検討した。すなわち、ボロン酸触媒 8の存在下、1,2-

アンヒドロドナー6と 4,6-ジオールアクセプター7とのグリコシル化反応を行った結果、反応は
速やかに進行し、92%の収率かつ、完全な位置及び立体選択性で、望む β-1,4-ラムノシド 9
を合成することができた。次に、2 工程で、二糖アクセプター11へと誘導後、11とイミデ
ートドナー12とのグリコシル化反応を行うことで、三糖 13を良好な収率かつほぼ完全な α
立体選択性で得た。続いて、13の PMB 基を脱保護後、別途合成した二糖ドナー15とのグ
リコシル化反応を行うことで、五糖保護体 16を合成した。最後に、アジドの還元、Troc 基
の脱保護、及び Ac 化により、17を合成後、全ての保護基を脱保護することで、病原性大腸
菌 O1 由来五糖 1の初の合成を達成した。 

 

 
 次に、合成した 1 とキャリアタンパク質である BSA との複合化を検討した。すなわち、1 に
対して、リンカー分子 11 を過剰量用いることで、還元末端に活性エステルを導入し、続いて、
PBS 中、BSA を加えることで、目的の複合糖質 1A の合成を行った。なお、複合糖質 1Aの分子
量を MALDI-TOF MS 解析により算出した結果、BSA 1 分子あたり、平均 11.2 個の糖鎖が結合
していることを明らかにした（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)五糖 1の部分構造を有する三糖 2及び二糖 3の合成 
 2 及び 3 の合成スキームを図４に示した。まず、先ほどの五糖 1 の合成における中間体 14 を
出発原料とし、14の N-Troc 基を N-Ac 基へと変換後、保護基を除去することで三糖 2を合成し
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た。次に、五糖 1の合成における中間体 15を出発原料とし、15と 20とのグリコシル化反応を
行うことで 21 を得た。その後、アジド基を N-Ac 基へと変換後、全ての保護基の脱保護により
二糖 3を合成した。 

 

(3)三糖 2及び二糖 3と BSA とを複合化したワクチン候補 2A及び 3Aの合成 

 続いて、1A の合成時と同様に、2及び 3の BSA との複合化を検討した。すなわち、2及び 3、
リンカー分子 11、及び BSA を用いて複合糖質 2A及び 3Aを合成した後、得られた 2A及び 3A

の分子量を MALDI-TOF MS 解析により算出した。その結果、2A及び 3Aには、BSA 1 分子あた
り、それぞれ平均 13.1 個及び 14.0 個の糖鎖が結合していることを明らかにした（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)合成した 1A-3Aと抗血清 aを用いた ELISA 法による親和性評価 

 合成した複合糖質 1A-3Aと抗血清 aとの親和性を ELISA 法により評価した。なお、本アッセ
イにおけるポジティブコントロールには、APEC O1 からホットフェノール法により抽出した
APEC O1 LPS を、ネガティブコントロールには BSA を用いて評価し、その結果を図５に示し
た。各レーンの青で示した左のグラフは APEC O1 免疫ニワトリ血清 a を用いた結果を、水色で
示した右のグラフは、APEC O1 非免疫の対照ニワトリ血清 a’を用いた結果を示している。また、
レーン 1 はポジティブコントロールの APEC O1 LPS、レーン 2 はネガティブコントロールの
BSA、レーン 3 は 1A、レーン 4 は 2A、及びレーン 5 は 3Aの結果を示している。まず、レーン
1 の結果により、APEC O1 LPS は、血清 a’と比較して、抗血清 a に対して高い親和性を有する
ことを見出し、抗血清 a の中に APEC O1 LPS に特異的に結合する抗 APEC O1 LPS 抗体が産 
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図５ Average values with standard error means are represented. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001.



生することを確認した。次に、レーン 1 及び 2 で確立した実験系において、各種複合糖質 1A-

3Aと抗血清 aとの親和性を評価した。その結果、レーン 4 及び 5 に示したように、三糖複合体
2A 及び二糖複合体 3A は、ほとんど抗体との結合を示さなかったのに対し、レーン３に示した
ように、五糖複合体 1Aが、抗血清 a 中の特異的な抗体と強く結合することを見出した。以上の
結果より、抗血清 a 中の特異的な抗体の認識には、病原性大腸菌 O1 由来の五糖構造全体が重要
であることを明らかにした。次に、複合糖質 1Aに含まれる五糖 1が抗 APEC O1 LPS 抗体に結
合しているかどうかを確認するために、ELISA 法による APEC O1 LPS を用いた競合阻害試験
を行い、その結果を図 6 に示した。横軸には、血清の希釈率を、縦軸にはネガティブコントロー
ルである BSA での結果を差し引いて算出した OD 値を示し、青のグラフは阻害剤を入れていな
い結果を、水色のグラフは阻害剤として LPS を添加した場合の結果を示している。その結果、
APEC O1 LPS の添加により、全ての血清濃度において、1Aの OD 値が顕著に減少することを
見出し、抗体と 1との結合が、LPS により顕著に阻害されることを明らかにした。したがって、
1A が有する五糖 1 が、APEC O1 のワクチン抗原となり得る重要な抗原候補糖鎖であることを
明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5)五糖 1とキャリアタンパク質(KLH)とを複合化したワクチン候補 1Bの合成と複合糖質 1Bを
ニワトリに免疫することによる抗血清 bの取得 

 次に、五糖 1 とキャリアタンパク質として選択した KLH を複合化した複合糖質 1B の合成と
抗原性試験を行った。すなわち、五糖 1、リンカー分子 11、及び KLH を用いて複合糖質 1Bを
合成した後、得られた 1Bの糖鎖含有量をアントロン硫酸アッセイにより算出した。続いて、合
成した 1Bとアジュバントの混合液をニワトリに投与することで、抗血清 bを取得した（図１）。
なお、この際、PBS のみを同様に投与した対照血清 b’も併せて取得した。 

 

(6)合成した 1A-3A、APEC O1 LPS、及び抗血清 bを用いた ELISA 法による親和性評価 

 次に、抗血清 b 及び対照血清 b’を用いて、APEC O1 LPS、BSA、及び複合糖質 1Aに対する
親和性を ELISA 法により評価した。その結果、抗血清 b 中の抗体が、BSA には結合しないのに
対して、1A 及び APEC O1 LPS に対して特異的に結合することを見出し、1B をニワトリに投
与することで、APEC O1 LPSに結合する抗体が産生していることを明らかにした。したがって、
複合糖質 1Bが、APEC O1 に対するワクチン候補として有望であることを明らかにした。 

 

(7)新たな APEC O1 の糖鎖抗原候補 4及び 5と BSA とを複合化したワクチン候補 4A及び 5A

の合成と抗血清 a を用いた ELISA 法による親和性評価 

 これまでに提唱構造が報告されている大腸菌 O1 由来五糖 4 及び 5 を化学合成後、4 及び 5、
リンカー分子 11、及び BSA を用いて複合糖質 4A 及び 5A を合成した。続いて、1A、4A、5A

と抗血清 a 及び対照血清 a’を用いた ELISA アッセイにより親和性を評価した。その結果、この
場合においても抗血清 a 中の抗体が 1Aに対して特異的に結合したことから、五糖構造 1が抗原
候補糖鎖として有望であることを明らかにした。 
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