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研究成果の概要（和文）：糖タンパク質は様々な生理活性を示すことが明らかになっているが、均一なものの調製は現
時点では困難である。これまでに正しい折りたたみがなされているタンパク質を得ることは、大腸菌等の原核細胞を用
いれば容易であり、これに対して正確に糖鎖負荷する技術を開発すれば、所望の糖蛋白質を得ることが可能である。近
年、配列特異的に糖とタンパク質の間でアマドリ転位反応が起こりうる可能性を示唆する報告があり、これに基づき、
アマドリ転位反応の解析およびその反応促進について検討した。アマドリ転位反応は緩衝液の種類によってその反応速
度が影響を受け、リン酸やホウ酸塩が促進効果が認められたが配列特異性については未解明である。

研究成果の概要（英文）：It is difficult to obtain homogeneous glycoproteins, although it is increasing our
 knowledge concerning physiological functions of glycoproteins. Nowadays, it is very easy to obtain bare p
roteins that fold appropriately by using prokaryote cells like Escherichia coli, and it is possible to obt
ain desired glycoproteins by conjugating with oligosaccharide and proteins precisely. Recently, it was rep
orted that the Amadori rearrangement occurred between oligosaccharides and proteins in a sequence specific
 manner. Based on this report, I have investigated the effect of additives on the Amadori rearrangement re
action and acceleration of its reaction rate. The most striking result was that the effects of borate ion 
were depended upon chemical structure of sugars. For example, very large reaction rate using D-fructose wa
s observed in phosphate buffer, although almost no reaction was observed in borate buffer. Investigation o
f sequence specificity of the Amadori rearrangement is under way. 
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１．研究開始当初の背景 
核酸、タンパク質、糖鎖等の生体高分子は、

生命科学の発展と共にその重要性が次々に
示されている。とりわけ、糖とタンパク質や
糖と脂質のように、異種の生体分子間が結合
してできた生体高分子の生命における存在
意義や機能性分子としての可能性が注目さ
れている。それは、これら生体高分子が複数
の機能性分子の結合体であることから、複数
の機能を示す分子として振る舞うことが期
待できるからである。そのため、このような
複合生体高分子の合成法の確立が急がれて
いる。 
 しかしこういった異種生体分子同士を共
有結合にて結合させることは容易ではない。
それは、両者の分子量が大きいにもかかわら
ず、たった一点で結合させることが要求され
るからである。通常、これら生体分子には、
同じ官能基が大量にあることから、特定の部
位で選択的に結合させることはきわめて困
難である。 
 そのような困難な課題ではあるものの、化
学選択的に結合を生じさせる官能基の組み
合わせが少なからずある。それは、糖の還元
末端にあるアルデヒド基と蛋白質上にある
アミノ基の組み合わせである。アルデヒド基
はアミノ基と自発的に反応し、シッフ塩基を
形成することはよく知られた事実である。糖
の還元末端に存在するアルデヒド基は、どん
な大きな分子量であっても一カ所しか存在
しないことから、蛋白質のアミノ基を活用し
た糖蛋白質の合成反応はよく利用されてい
る。しかしシッフ塩基は水溶液中で不安定で
あるために、還元アミノ化等でより安定な結
合に変換することが行われる。しかしこの反
応は、還元剤による蛋白質の化学修飾や変性
などの問題があるので、蛋白質の機能を保持
したい場合には不適である。従って、より簡
便で、かつ、穏和な条件での蛋白質への糖鎖
導入法の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 
前述の通り、糖蛋白質の合成法として、二

糖類などの低分子オリゴ糖をアマドリ転位
反応により導入し、その糖化蛋白質に対して
酵素的配糖化をすることにより新規糖蛋白
質を得る戦略は有効であることを示した。オ
リゴ糖をアマドリ転位反応にて、一段階で蛋
白質へ導入する方法も考えられるが、オリゴ
糖の分子量が大きくなるにつれて，還元末端
のアルデヒド基は反応性が低下することか
ら，アマドリ転位反応によるオリゴ糖鎖の直
接導入は非効率となる。とりわけ、糖蛋白質
に導入すべきオリゴ糖鎖は合成が限りなく
困難であり、天然物からの抽出に頼っている
現状を鑑みると、この 2段階を経る方法は貴
重な糖鎖のロスが少なく、効率的である。し
かしながら当該方法の素反応である①アマ
ドリ転位反応②酵素触媒高分子反応のいず

れも収率が低い。当該方法で得られた新規糖
蛋白質を材料として提供するためには、各段
階いずれも収率を 80％とする必要がある。ま
た、導入位置や導入糖鎖数の制御も要求され
る。 
これら問題点を改善する戦略として、本研究
申請においては、 
（１）アマドリ転位反応をより優先的に促進
するアミノ酸配列を蛋白質の導入する事に
よる糖化効率の向上 
（２）無保護の高分子量のオリゴ糖鎖の一段
階活性及び酵素触媒高分子反応によるオリ
ゴ糖鎖の利用効率の向上 
の２点を達成することにより、糖蛋白質の精
密ハイブリッド合成法を確立する 
３．研究の方法 
 
（１） アマドリ転位反応特異的アミノ酸配

列の探索 
 アマドリ転位反応による糖化するアミノ
酸としては第1級アミノ基を有するリジンが
もっとも適している。その反応速度は隣接ア
ミノ酸の影響を受けると考えられることか
ら、その前後のアミノ酸を変えたトリペプチ
ドをモデル系として、アマドリ転位反応の反
応速度を比較し、特異配列を見いだす。 
（２） 糖活性化技術を活用したアマドリ化

した各種蛋白質への糖鎖導入条件の
検討 

 これまでに数々の活性化糖の合成を達成
してきたが、酵素との相性についての検討は
不十分である。適応可能な分子に関しての基
礎データを得るために、5糖以上、もしくは、
分岐を有するオリゴ糖の活性化条件を検討
することと、活性化糖を用いた酵素反応の詳
細を調べ、糖化蛋白質への配糖化のための基
礎データを得る。 
（３） 新規糖蛋白質の機能評価 
酵素などの球状タンパク質をはじめとし

て、コラーゲンのような繊維蛋白質まで本手
法が適応可能か検討する。また、得られた糖
蛋白質が、糖と蛋白質のおのおのの機能をき
ちんと発揮できるかどうか、酵素活性の測定
はゲル可能の評価を行うことによって検証
する。 
 
４．研究成果 
 
（１）配列特異性解明のためのペプチドマッ
ピング、（２）糖化位置異性体の効率的な分
離法の開発、（３）糖化反応に対する緩衝液
の影響、（４）糖化物に対する酵素的配糖化
反応の検討を行った。 
（１）配列特異性解明のためのペプチドマッ
ピング。タンパク質上の糖化位置の配列特異
性を解明するために、ペプチドマッピングを
行った。MALDI-TOF MS 解析によりいくつかの
断片の同定はできたが、糖化が最も進行する
と予想されるペプチド断片の MS 解析による
検出ができず、配列特異性の解明には至らな



かった。 
（２）糖化位置異性体の効率的な分離法の開
発。糖化位置異性体を分離するために、ホウ
酸溶液を用いる陽イオン交換クロマトグラ
フィーを利用したところ、いくつかの異性体
の分離が可能になった。しかし、上述のよう
に位置異性体の構造は未解明である。 
（３）糖化反応に対する緩衝液の影響。ホウ
酸緩衝液を用いて糖化反応を行ったところ、
糖化反応がほとんどしない糖と向上する糖
があることが明らかになった。これは、条件
次第で糖化反応の制御が可能であることを
意味する。 
（４）糖化物に対する酵素的配糖化反応。分
離した糖化タンパク質の一つに酵素的糖化
反応を行ったところ、所望の糖タンパク質を
得ることができなかった。このことにより、
酵素的配糖化反応においては、糖化された部
位によっては糖受容体化を達成することは
困難であると推定できる。また、非特異的な
糖化反応も起きていたことから、糖化されや
すい部位においては、活性化糖が非酵素的に
タンパク質表面で共有結合形成が起こりう
る可能性が示唆された。 
以上、当初の計画通りにはならなかったもの
の、糖化反応に関する新しい知見が得られた
ことから、今後はこれら知見を元に複合糖質
合成条件の最適化を図る。 
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