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研究成果の概要（和文）：有機反応と酵素反応のワンポット化を指向した糖オキサゾリン中間体を基盤とする基礎研究
を行った。市販のＳＧオリゴ糖に各種糖加水分解酵素を順次作用させることにより，還元末端にN-アセチルグルコサミ
ンをもつ各種オリゴ糖の調製を行った。得られた2-アセタミド-2-デオキシ糖に水溶性２－クロロイミダゾリニウム塩
を作用させると，対応する糖オキサゾリンが９５％以上の高収率で生成すること見出した。また，酵素活性の制御のた
めのモデル物質として，キトオリゴ糖含有熱応答性高分子を合成した。これらの結果を踏まえて，均一な糖鎖を有する
糖タンパク質やヒトミルクオリゴ糖をワンポットで高収率で化学酵素合成することに成功した。

研究成果の概要（英文）： A basic research on the development of one-pot glycosylation based on chemical 
reaction and enzymatic reaction has been carried out. An oligosaccharide having an N-acetylglucosamine 
moiety at the reducing end was converted to the corresponding sugar oxazoline derivative in more than 95% 
yields by using 2-chloroimidazolinium salt or 2-chlorobenzimidazolium salt as dehydrating agents. As a 
model compound for controlling enzyme activities, several thermosensitive glycopolymers based on 
poly(N-isopropylacrylamide) having a chitooligosaccharide was prepared. Based on these 
results,glycoproteins having a definite oligosaccharide as well as human milk oligosaccharides have 
successfully been prepared in good yields.

研究分野： 糖鎖工学　高分子合成

キーワード： 化学酵素合成　糖タンパク質　ヒトミルクオリゴ糖　糖オキサゾリン　脱水縮合剤　熱応答性高分子　
糖転移反応　糖加水分解酵素
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１．研究開始当初の背景 
糖タンパク質は，タンパク質のアスパラギ

ンやグルタミン部位にオリゴ糖鎖が結合し
た高分子化合物であり，生体内において重要
な働きを担っているだけでなく，バイオ医薬
品としても大きな注目を集めている。中でも
最も注目されるものの一つに抗体医薬があ
る。抗体医薬は，腫瘍細胞を直接あるいは間
接的に死滅させることができる（図１）。 

抗体医薬は非常に高価であり，場合によっ
ては 300 万円を超えると言われる。コスト削
減のため，大腸菌，ニワトリなどを使った生
産法が検討されている。しかし，生産された
抗体タンパク質は，糖鎖を欠いていたり，糖
鎖構造が不均一なため，安定で長期持続する
薬効が期待できない。糖鎖構造が不均一だと，
医薬品の国際標準にも成りえない。そこで，
均一な糖鎖をもつ糖タンパク質の合成法の
開発が強く求められていた。 
このような糖鎖をもつタンパク質は，自然

界からは極微量しか得られないことから，基
礎科学のみならず産業界において，その有効
利用が大きく妨げられている。糖タンパク質
を大量に合成することのできる一般的手段
をもつことができれば，工業化はもとより基
礎学問としての発展の大きな原動力となる。 
しかし，工学とりわけ高分子合成の観点か

ら見て，均一なオリゴ糖鎖をもつタンパク質
をきれいに生産する技術は未だ確立されて
おらず，高収率，高選択的，低環境負荷，か
つ，実用化可能な真に力量ある一般的合成手
法が求められていた。 
自然界で，タンパク質に糖鎖が付加する過

程は，複雑な多段階反応であるため，ヒト以
外の生物を使って糖タンパク質を再構築す
るのは容易ではない。化学者がフラスコ中で
人工的に大量合成する意義はそこにある。抗
体医薬品に代表される糖タンパク質を合成
する現場で求められていることは，合成プロ
セスの短縮である。既往の方法はヒロドキシ
基の保護，活性化，配糖化，脱保護からなる
多段階の煩雑なプロセスであった。本研究の
目的を達成するためには，無保護の糖を，で
きるだけ短工程で配糖体へと変換する技術
が是非必要である。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は，糖タンパク質を，保護基

を用いることなく，水中において，有機反応
と酵素反応をワンポット化して合成する画
期的な方法論を提供することである。具体的
には，有機反応と酵素反応のワンポット化を
指向した三つの基礎研究ならびに生成糖タ
ンパク質の評価を含め，抗体医薬の高効率的
な生産プロセスを，4 年間で開発する。すな
わち、１）鶏卵由来の希少オリゴ糖を原料と
する活性化糖オキサゾリンの調製，２）ワン
ポット条件に適応した酵素触媒の調製，３）
酵素触媒高分子反応によるタンパク質の配
糖化，である。それらの結果を踏まえ，有機
溶媒や試薬を大幅に削減することができ，低
環境負荷型の糖タンパク質大量合成プロセ
スを初めて実現する。 
 
３．研究の方法 
平成２４年度 
① 2-アセタミド-2-デオキシ糖を還元
末端に有する細胞表層ＳＧオリゴ糖原料の
調製 
ＳＧオリゴ糖は，シアル酸を含むオリゴ糖

であり，その重合度ならびに構造は大変多様
かつ複雑である。糖タンパク質のＳＧオリゴ
糖鎖が生体の分化，増殖，受精，免疫や細胞，
ウィルス，細菌等との相互作用に関与するこ
とが明らかになってきており，この糖鎖を医
薬品として利用しようという研究が活発化
している。細胞表層オリゴ糖などに広く分布
しており，それらを限定的に分解したオリゴ
糖は，さまざまな機能性高分子グライコマテ
リアルの重要な原料である。初年度において
はこれらオリゴ糖を，対応する鶏卵由来のＳ
Ｇオリゴ糖から調製する。 
② 無保護糖の直接活性化反応の開発 
考えられる水溶性脱水縮合剤を徹底的に

スクリーニングすることにより，オリゴ糖を
直接活性化糖モノマーへ変換する反応の開
発を行う。すでに，2-アセタミド-2-デオキ
シ糖に水溶性カルボジイミドあるいはトリ
アジン誘導体を作用させると，対応する糖オ
キサゾリンが中程度の収率で生成すること
を予備実験的に認めている。本研究では，さ
らに詳細に条件を検討することにより，収率
９５％以上という具体的な目標値を掲げ，従
来方法では合成困難なＮ結合型オリゴ糖オ
キサゾリンへの変換を試みる。 
平成 25 年度 
① 酵素触媒の改良 
糖オキサゾリンのような人工的な物質を

酵素基質として用いる場合，触媒酵素の活性，
安定性，基質特異性，有機化合物に対する耐
性等を自由自在にコントロールすることが
必要である。申請者らはすでに，反応水溶液
をアルカリ性にして酵素を低活性状態とす
ることで，効率の良い配糖化が進行すること
を明らかにしてきた。ここでは，本研究で触
媒として使用するN-アセチルグルコサミニ
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図１ 糖タンパク質である抗体医薬が腫瘍細胞を死滅
させるメカニズム：単球やＮＫ細胞を介した抗体依存
性腫瘍細胞障害作用(ADCC) および直接的腫瘍細胞
増殖抑制作用



ダーゼを，より中性条件下で使用可能な触媒
へと改良する。最近山本らは，当該酵素に関
し，基質オリゴ糖と活性中心近傍アミノ酸と
の相互作用を基に，糖転移に適した変異型酵
素 の 開 発 に 成 功 し て い る （ 例 え ば
J.Biol.Chem.283,4469 (2008)）。本研究で
は，山本らのグループと密接な連携をとり，
活性中心近傍のアミノ酸を他のアミノ酸へ
変換することにより，触媒酵素のスコープを
拡張する。 
② 熱応答性高分子による酵素反応の制御 
  本研究で初めて明らかにするワンポット
化学-酵素合成プロセスを，さらに展開させ，
繰り返し行えるようにするには，触媒酵素活
性を必要に応じて，活性化状態から失活状態
へと，逆に，失活状態から活性化状態へと，
可逆的にコントロールすることが求められ
る。酵素活性をオンオフするための手段とし
て，熱応答性高分子による酵素触媒反応の制
御を試みる。 
平成２６年度 
ワンポット化学-酵素法を用いる糖タンパク
質の合成 
配糖化反応は，本研究の根幹をなす部分で

あり，特に綿密な実験計画が必要であるので，
以下の 3つの観点から周到な準備を行う。す
なわち，初年度で得られた糖オキサゾリン誘
導体と前年度で得られた変異型酵素の最も
よい組み合わせの探索，反応系内に混在する
と予想されるさまざまな化学種に対する触
媒酵素の安定性に関する基礎的知見の集積，
配糖体収率向上のために必要な諸条件（温度、
濃度、ｐＨ等）の最適化，について詳細に検
討する。 
 すでに申請者らは，ホルムアミジン系脱水
縮合剤の副産物である，環状ウレア化合物が
エンド型酵素触媒の活性に与える影響を予
備実験的に調査した結果，若干の酵素活性の
低下は見られるものの，かなりの糖転移活性
を保持しており，糖タンパク質の合成に使え
ることを確認した。したがって，本研究でよ
り適切な反応条件を設定することができれ
ば，糖タンパク質を高収率で合成できる可能
性は極めて高い。N-結合型オリゴ糖オキサゾ
リンの一段階合成，変異型エンド酵素の調製，
そしてワンポット反応に適した反応条件の
設定，という３つの柱を基礎として，目的と
する糖タンパク質をミリグラムスケールで
合成し，糖鎖工学における一般的方法論とし
て確立する。 
平成２７年度 
前年度までの継続研究を行う。また，モデ

ル糖受容体として IgG 抗体を用い，均一な N-
結合型オリゴ糖鎖を有する抗体を合成する。
国内外の研究所との連携により，抗ガン作用
を有する抗体が入手できた場合は，同様に N-
結合型オリゴ糖鎖を付加する。また，生成糖
タンパク質の抗体依存性細胞障害（ADCC）活
性の評価を，学内あるいは学外の専門家チー
ムと連携しながら進めていく。均一の糖鎖を

有する抗体を大量に調製する技術はこれま
で皆無であり，本研究によって，はじめて糖
鎖構造が明確な抗体の大量合成が可能にな
る。初年度および２５年度で得られた，異な
る重合度のオリゴ糖オキサゾリンを原料と
する糖タンパク質をライブラリー化を行う。
その結果として，最も治療効果の大きな糖タ
ンパク質がスクリーニングされ，抗体医薬品
の開発へと結びつける。 
 

４． 研究成果 
平成２４年度 
平成２４年度においては、市販のＳＧオリ

ゴ糖を原料とし，各種糖加水分解酵素を順次
作用させた。これにより，還元末端に N-アセ
チルグルコサミンをもつ各種オリゴ糖の調
製を行った。上記混合物を，液体クロマトグ
ラフィーで精製した。また，それぞれの段階
でオリゴ糖の分離を適切なカラムを用いて
行い，市販されていないオリゴ糖原料をグラ
ムスケールで調製した。 
各種水溶性脱水縮合剤をスクリーニング

することにより，オリゴ糖を直接活性化糖モ
ノマーへ変換する反応の開発を行った。すな
わち、2-アセタミド-2-デオキシ糖に水溶性
２－クロロイミダゾリニウム塩を作用させ
ると，対応する糖オキサゾリンが９５％以上
の高収率で生成すること見出した。 
ワンポット化を指向した糖オキサゾリン

の簡易合成を試みた。すなわち，酵素反応に
悪影響を与えると予想されるオキサゾリン
化副生物の除去を目的として，水に難溶性の
ウレア型副生物を設計した。すなわち，これ
まで用いてきた，脱水縮合剤 DMC の構造を，
ワンポット合成に適した構造に変換した。具 
体的には，ベンゾイミダゾリニウム塩型の縮
合剤(CDMBI)を開発した（図２）。これにより、
本研究課題の中核である有機反応と酵素反
応のワンポット化にとって，より適した新規
脱水縮合剤を開発することができ，従来方法
では合成困難なＮ結合型オリゴ糖オキサゾ
リンへの変換が可能となった。 

 
平成２５年度 
部位特異的変異導入により，触媒残基と考

えられているGlu-177の２残基N-末端側に保
存されているアスパラギンを他のアミノ酸
へ変換した触媒を調製した。すなわち，京都
大学と共同して，エンドＭ酵素の糖オキサゾ
リンに対する転移活性を格段に向上させた
変異型酵素を開発した。 
N-イソプロピルアクリルアミド（NIPAM）

は、35℃付近で相変化を起こし，水分子の脱
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図２ ワンポット配糖化に適した脱水縮合剤の分子設計



水和を伴う凝集を可逆的に示すことが知ら
れている。そこで弱い酵素阻害剤を NIPAM に
結合し，温度制御により，酵素が交互に働く
反応系の構築を目指し，N-アセチルグルコサ
ミニダーゼの弱い阻害剤と，NIPAM のグラフ
ト化合物を調製した。これにより，30℃では
阻害剤の効果により酵素反応が起きず，40℃
では NIPAMの凝集とともに阻害剤効果が薄れ，
酵素反応が起こる系を実現するための足場
を構築した。 
 具体的には，キチナーゼ酵素触媒による N-
アセチルグルコサミン伸長反応により，重合
度が制御されたキトオリゴ糖マクロモノマ
ーを調製した。引き続き，これをイソプロピ
ルアクリルアミドと共重合させることで新
規熱応答性グライコマテリアルを合成した。
酵素活性をオンオフするための手段として，
その熱応答性を評価した結果，糖鎖高分子と
しては最も高い相転移温度をもつグライコ
ポリマーであることを明らかにした。 
平成２６年度 
 有機反応と酵素反応のワンポット化反応
のモデルとして，ラクト N-ビオースのオキサ
ゾリン体を用いるラクト N-テトラオースの
ワンポット合成を試みた。その結果，ラクト
N-ビオースを対応するオキサゾリン誘導体
へ一段階で変換した後，それを単離精製する
ことなく，オキサゾリン誘導体を糖供与体，
ラクトースを糖受容体として用いる酵素的
糖転移反応を開発した。生成物はヒトミルク
オリゴ糖として近年多くの科学者の注目を
集めているラクト N-テトラオースであり，こ
の成果により，これまでのように出発原料の
保護，脱保護，ならびに有機溶媒を使用する
ことなく，効率的に目的とするオリゴ糖をワ
ンポットで合成するプロセスの開発に成功
した。 
平成２７年度 
抗体医薬に代表される糖タンパク質は、２

１世紀のライフサイエンスの中核の一つとな
る重要な高分子グライコマテリアルである。
これまで、均一な糖鎖を有する糖タンパク質
を合成する一般的な手法が存在しないために
、糖タンパク質を基盤とする医薬品開発の大
きな障害となっていた。 
最終年度において，(公財)野口研究所，株式

会社免疫生物研究所と共同して，糖鎖リモデ
リング法により，糖鎖を均一化した抗HER2ヒ
ト化モノクローナル抗体(トラスツズマブ)を
創製することに世界で初めて成功した。本研
究で開発した水溶液中，無保護糖から1段階で
オキサゾリン体を合成する手法を用いて，ま
ず数種類の均一糖鎖オキサゾリン体を調製し
，次いでカイコから調製したトラスツズマブ
から均一なアクセプターを作製し，そしてこ
の両者に変異型エンド型酵素を反応させるこ
とにより，糖鎖均一化トラスツズマブを合成
した。本合成法を用いることにより，トラス
ツズマブ以外の抗体医薬品の糖鎖均一化への
応用も期待できる。 

さらに，抗体のＦc 領域に結合している糖
鎖にコアフコースが欠落しているとＡＤＣ
Ｃ活性が高まる事実を踏まえ，６種のコアフ
コースのない糖鎖均一化トラスツズマブを
作製し，ＡＤＣＣ活性を測定したところ、糖
鎖により，それぞれ活性に差があることが判
明した。今後更に糖鎖分解酵素のライブラリ
ーを充実させ，種々の糖タンパク質で同様の
糖鎖リモデリング研究を積み重ねることに
より任意の均一な評価用糖タンパク質を合
成する有用な手段となることで，糖タンパク
質における糖鎖の役割を明確にする研究の
進展に大きく資するものと期待される。 
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