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研究成果の概要（和文）：本研究では髄膜炎、淋菌、クラミジアなどの病原性グラム陰性菌が産生するリポ多糖(LPS)
、リポオリゴ糖(LOS)の糖鎖に結合するヒト抗体の認識部位を明らかにするための９種類の糖鎖とそれらを標識化した
糖鎖プローブの合成を達成した。合成した糖鎖はLPS/LOSのコア糖鎖と呼ばれる細菌の属によって保存されている糖鎖
部位である。今後これらの糖鎖プローブを利用して細菌感染の仕組みを明らかにするとともに、ワクチン開発への展開
が期待される

研究成果の概要（英文）：In this research, we successively achieved the synthesis of 9 type oligosaccharide
s, which are partial inner-core oligosaccarides of lipopolysaccharide/lipooligosaccharide produced by path
ogenic gram-negative bacteria.  And synthesized oligosaccharides were labeled with biotin and also conjuga
ted to human serum albumin.  These conjugates will be utilized for the definition of the epitope recognize
d by human antibody and the development of carbohydrate vaccine against pathogenic gram-negative bacterial
 infection.
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１．研究開始当初の背景 
クラミジア、淋菌による感染症の拡大や、

アフリカ中部では髄膜炎菌感染による乳幼

児の死亡が非常に多いことが問題となって

いる。そのためこれらの感染防御法の開発

が進められており、その中でもワクチンが

最も有効とされている。現在ワクチン開発

研究の標的分子の一つとしてリポ多糖

(LPS)、リポオリゴ糖(LOS)の糖鎖が期待さ

れている。	 

	 標的分子 LPS/LOS は多糖(PS)、オリゴ糖

(OS)が Lipid	 A に結合した構造をもつ。

PS/OS には「コア糖鎖」と呼ばれる構造不

変領域とそれ以外の可変領域からなってお

り、「コア糖鎖」はヒトには存在しない、1

〜3 分子の８炭素骨格の酸性糖２-ケト-３

-デオキシマンノオクツロン酸(Kdo)と 2〜

3 分子のマンノヘプトース(Hep)から構成

される。	 

	 これまでに PS/OS 部分を認識するヒト抗

体の存在が見いだされ、また OS/PS の内部

酸性コア糖鎖に特異的に結合する殺菌性の

ヒト抗体の存在が見いだされている。	 

	 これらのことより、粘膜を介して感染す

る病原性細菌が共通に発現するエピトープ

を明らかにすることができれば、人間に安

全かつ幅広い活性を有するワクチンが開発

可能であることが示唆された。従ってこの

エピトープを解明するための構造が単一の

糖鎖プローブを化学的手法により合成する

ことができれば、ワクチン開発に大きく前

進できるのではないかと考えた。	 

	 LPS/LOS 糖鎖の合成は、Brade,	 Paulsen

らのグループ、国内では木曽、石田らの岐

阜大グループ、深瀬らの大阪大グループが

取り組まれており直鎖の Re-LPS の合成が

達成されている。しかし酸性糖である Kdo

を含む糖鎖合成については化学的、物理的

性質が不明な点もあり、特に分岐型 Kdo 糖

鎖の合成については１例あるのみで未開拓

であり、様々な構造を有するコア糖鎖の合

成はなされていない。	 

	 申請者はこれまでに、入手が困難である

構成糖 Kdo の効率的な合成(J.	 Carbohydr.	 

Chem.,	 2009,	 28,	 58-63.)、および Hep２

糖を中心とした淋菌 15253 菌株が産生する

LOS のオリゴ糖合成を達成している。	 

	 

２．研究の目的 
本研究では、これまでに達成した Kdo 合成を

利用して Kdo 糖鎖ライブラリを合成し、内部

コア糖鎖を認識する殺菌性抗体のエピトー

プを調べるためのコア糖鎖ライブラリを作

成することを第１の目的とした。第２にこの

糖鎖を糖鎖プローブへと変換、さらに糖鎖プ

ローブを利用して殺菌性ヒト抗体のエピト

ープ解析を行うことを目指した。	 

 
３．研究の方法 
これまでに開発したマンノースから Kdo 誘導

体合成を利用して糖鎖ライブラリの作成方

法を確立する、その後糖鎖コンジュゲート合

成へと進め、ヒト抗体との結合実験を試みる

こととし、以下の課題に取り組んだ。	 

(1) コア糖鎖ライブラリの作成	 
①	 Kdo およびオリゴ糖供与体の合成	 

ライブラリ合成に必要な糖鎖ビルディング

ブロックを作成する。	 

②	 Kdo４位水酸基へのα選択的グリコシル化	 

Kdo 糖鎖合成で問題となっている、グリコシ

ル化反応における立体選択性の問題を分子

内グリコシル化とすることで解決を図る。	 

③	 酸性内部コア糖鎖の合成：５位水酸基への

オリゴ糖導入	 

Kdo２糖糖鎖への中性糖、およびオリゴ糖鎖

の導入を検討し、糖鎖ライブラリを合成する。	 

(2) 酸性内部コア糖鎖コンジュゲートの合成	 
合成糖鎖を用いてビオチン標識化、および固

相担体への導入、およびタンパクコンジュゲ

ートを作成する。	 



(3) 市販ヒト抗体と合成糖鎖コンジュゲート
との結合実験	 

タンパクコンジュゲートおよびビオチン標

識化糖鎖を用いて、ヒト抗体(IgG)結合実験

を行い、結合録の高い糖鎖を選抜する。	 

４．研究成果	 

本研究では、上記課題のうち(1),(2)につい

て当初の目的を達成した。(3)についてはプ

ローブとなる糖鎖コンジュゲート合成に時

間を要したため、実験を試みる所に至らなか

った。以下にそれぞれの結果について述べる。	 

(1) コア糖鎖ライブラリの作成	 
①	 これまでに開発したマンノースの C6 位

かた２炭素伸長する経路で合成した Kdo を

使用して LPS/LOS 内部コア糖鎖合成を試み

たが、糖鎖伸張後の脱保護においてジチア

ンの除去が非常に困難であったため、新た

な合成経路を開拓することとし、7,8 位に

ベンゾイル基 4,5 位にイソプロピリデン基

を有する Kdo 誘導体として化合物１を新た

に設計しその合成方法を確立した。また化

合物１からフッ化糖供与体２、および受容

体３へと変換し、４位または８位水酸基と

のグリコシル化反応を行うことにより、

LPS/LOS に最もよく見出される２種類の

Kdo ２ 糖 糖 鎖 [Kdo(α2-4)Kdo ４ ,	 Kdo(α	 

2-8)Kdo５]糖鎖の合成を達成した。（図 1）	 
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また4,5-分岐Kdo糖鎖合成に向けた中性糖

鎖ビルディングブロックを 6種類調製した。

（図 2）	 

②	 Kdo４位水酸基へのα選択的グリコシル化	 

はじめに、化合物 1 から 1 位と 5 位でのラ

クトンを構築後アノマー位を脱離に基変

換することを試みた。しかしながら、環外

C7 位のベンゾイル保護基の転移反応、続く

C7-C1 のラクトン化など反応が複雑になっ

たため、保護基の再検討が必要になった。

一方糖供与体の 1位カルボキシル基と糖受

容体の 5位水酸基をエステル化することで

反応性および立体選択性の向上を試みた。

この場合、4,5 位をイソプロピリデン基で

結んでいることによるピラノース環の立

体配座が船型に近い型になっていること

が原因で、官能基変換の際にグリカール体

生成が各段階で起こる問題が明らかにな

った。このことから 4,5 位の保護基につい

ても再検討する必要が示された。	 

③	 酸性内部コア糖鎖の合成：５位水酸基への

オリゴ糖導入	 

マンノース、L,D-ヘプトース、2-デオキシ

-2-アジドガラクトース誘導体を用いて

Kdo(α2-4)Kdo２糖の５位水酸基へのグリコ

シル化を検討した。その結果、目的とする

4,5-分岐 Kdo 糖鎖１２-１４を得ることが

できた。（図 3）	 
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	 Paulsen らは、還元末端 Kdo の 5 位に糖を

導入したのち、4位に Kdo を導入する経路で

4,5—分岐 Kdo 合成を達成しているが、本研

究ではまず 4 位に Kdo を導入したのち 5 位

に導入する方法で分岐糖合成を達成した。

このことは分岐糖合成において単糖を導入

する場合の導入順は問題にならないことを

示している。一方 Kdo の５位水酸基の反応

性はガラクトース４位の反応性と大きく変

わらないことが示された。一方マンノース

とヘプトース供与体を比較したところ、ヘ

プトース供与体を用いた場合にのみオルト

エステルの生成が認められたことから、環

外水酸基はグリコシル化反応の途中で生成

するオキソカルベニウムイオンを安定化に

寄与する可能性が示唆された。環外水酸基

の保護基の種類を変更することにより、ヘ

プトースの環外水酸基のグリコシル化への

影響がより詳細に明らかにできると考えら

れる。	 

(2) 酸性内部コア糖鎖コンジュゲートの合成	 
Kdo と上記で合成した 3 種類の Kdo 糖鎖

Kdo(α2-4)Kdo,	 Kdo(α2-8)Kdo,	 Hep(α1-5)	 

[Kdo(α2-4)]Kdo について、ビオチンとの縮合

を行った。コンジュゲート作成において、糖

鎖還元末端のアリル基に対してチオグリコ

ール酸メチルを光化学反応によって導入し

た後、エステル部位をヒドラジンアミドへと

変換、続いて側鎖カルボキシルを活性化した

ビオチンと縮合を行うことで、ビオチンコン

ジュゲートを得た。またアミノ基にて修飾さ

れた市販のアガロースゲルに対して、合成糖

鎖のヒドラジンアミドをアシルアジド化経

由して縮合させることにより、固相への固定

化を行った。一方ヒトアルブミンに対しても

同様に側鎖リシン残基にアシル化を経て合

成糖鎖を導入した。この際合成糖鎖はアルブ

ミン 1分子に対して平均 5個程度結合したが、

導入効率が低いことが明らかになったが、リ

ンカーの長さを含めた反応条件の最適化に

より問題が解決可能であると考えられる。	 
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