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研究成果の概要（和文）：種々の疾患に関連する糖鎖における詳細な構造活性相関解明のために、それら糖鎖の合成法
開拓について検討した。特に、細胞が癌化すると出現してくる多様な癌関連糖鎖抗原のうち、１グループをなす硫酸化
II型糖鎖抗原の合成法確立を目指した反応の開拓を主要命題として検討した。L-フコース分枝を多く有する硫酸化II型
糖鎖抗原の合成のため、まず分枝構造単位となる硫酸化ルイスXの効率的合成法を確立した。続いて硫酸化ルイスX単位
を丸ごと精確に転移させることができるケラタナーゼII酵素を発見し、これまで未達成であった硫酸化II型糖鎖抗原の
合成を可能にする基本反応をはじめて開拓することができた。

研究成果の概要（英文）：This study was carried out to construct effective synthesis methods for 
disease-related carbohydrates, leading to investigation of their structure-activity relationships. 
Particularly, tumor-associated type II sulfated carbohydrate antigens were the major synthesis targets in 
this study. This type of antigen has L-fucose branches, consisting of complex sulfated Lewis X units in a 
molecular chain. We first established a facile and rapid synthesis method for a sulfated Lewis X unit. We 
further found the novel methodology to obtain sulfated type II carbohydrate antigens containing L-fucose 
branches by the catalysis of keratanase II, which can transfer the sulfated Lewis X oxazoline derivative 
to the other type II sulfated chain. These important findings opened up the way to the synthesis of 
complex type II sulfated carbohydrate antigens for the first time.

研究分野：糖鎖工学

キーワード： 癌関連糖鎖抗原　糖鎖有機合成　糖加水分解酵素　硫酸化糖鎖　酵素触媒重合
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

タンパク質・核酸に続き第三の生命鎖と言
われる糖鎖は、細胞表面や細胞外マトリクス
などあらゆる組織に存在し、細胞の分化・増
殖、恒常性維持など生命維持に重要な役割を
担っている。この様に重要な機能を有する糖
鎖は、細胞が癌化することにより構造変化を
起こすことが知られ、さらに毒素、ウイルス、
細菌、寄生虫が宿主細胞へ感染する際の宿主
側リガンドとして機能する。従って、糖鎖は
癌の診断・治療、感染症の予防・治療のため
の標的分子として利用が期待されている。し
かし、糖鎖構造は遺伝子により直接コードさ
れておらず、遺伝子工学的手法により設計・
合成することは不可能である。従って、生理
活性分子として糖鎖を利用するには目的と
する糖鎖を一つ一つ化学合成する以外に方
法がない。 

申請者は糖鎖合成法の一つである「酵素触
媒重合法」により、糖オキサゾリン誘導体を
遷移状態アナログ基質（TSAS）モノマーとし
て用い、これまで化学合成不可能であったヒ
アルロン酸、コンドロイチン、そして 4位の
み全て硫酸基を有するコンドロイチン４硫
酸の合成に成功した。これらは天然では得る
ことができない極めて構造が均一な多糖類
として、糖鎖科学研究に役立つ基本材料とし
て注目されている。また、申請者が初めて重
合酵素として発見したヒアルロニダーゼは
上記ヒアルロン酸、コンドロイチン、コンド
ロイチン 4硫酸を生成する全ての重合反応の
触媒として利用可能であるため、対応する
TSAS モノマーの共重合を行うことにより一
分子中にヒアルロン酸、コンドロイチン、コ
ンドロイチン４硫酸の構造を有するハイブ
リッド多糖の合成も可能にした。一方、糖タ
ンパク質および糖脂質の両者で見られる基
本構造のポリラクトサミンに硫酸基を導入
した硫酸化ポリラクトサミンの合成を、ケラ
タナーゼ II 酵素を触媒として用いる酵素触媒
重合により達成した。このケラタナーゼ II 酵
素はこれまで専ら分解酵素としてのみ用い
られ、その基質特異性の高さから構造解析の
ための酵素として利用されるのみであった
が、申請者は初めて本酵素が糖転移能を有し、
合成用酵素として有用であることを示した。 

 
２．研究の目的 

以上の研究背景を踏まえ、申請者は本課題
研究によってより高機能な糖鎖材料の合成
を目指すことを考えた。即ち、 

[1] 重合反応による、より複雑な構造を有
する糖鎖の合成 

[2] 逐次伸長による配列制御糖鎖の合成 
について本課題研究で検討することを目的
とした。これらにより、疾患に特異的な構造
明確な糖鎖が得られ、これを用いた抗体作製
などによりワクチンや DDS 開発に繋がると
期待される。 

 

[1]-1. 硫酸化ルイス X オリゴマーの合成 
ケラタナーゼ II 酵素により合成される硫酸

化ポリラクトサミンは N-アセチルラクトサ
ミン（Galβ(1→4)GlcNAc; LacNAc）が β(1→3)
結合で繋がった二糖繰り返し構造を有する。
本構造はルイス式抗原の II 型糖鎖の基幹構造
で あ り 、 癌 性 変 化 に よ り I 型 糖 鎖
（[4)Galβ(1→3)GlcNAcβ(1→]）に代わって発
現量が亢進する。さらに L-フコース（Fuc）
の修飾を受けやすくなり、いわゆるルイス X
抗原{Galβ(1→4)[Fucα(1→3)]GlcNAc; Lex} が
非還元末端のみならず分子鎖中に連続して
発現するようになる。この Lex オリゴマー構
造は癌細胞に特異的に見られる糖鎖抗原で
あることから、特異性の高い腫瘍マーカーと
なり得る。ケラタナーゼ II 酵素は Lex構造も
認識可能であると予想されており、硫酸化
Lexオキサゾリン 1aを TSASモノマーとして
用いることにより、硫酸化 Lex オリゴマー2a
が合成可能であると予想される（Scheme 1）。
2aは硫酸基とFuc分枝を有する複雑な糖鎖で
あり、これまで有機合成法での報告例はなく、
酵素触媒重合法によっても未達成の挑戦的
な研究である。 

 
[1]-2. 高硫酸化コンドロイチンの合成と非
天然型ヒアルロン酸硫酸の合成 
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二糖繰り返し構造中に２つ以上の硫酸基
を有するコンドロイチンは高硫酸化コンド
ロイチンと呼ばれ、細胞の分化・増殖過程に
おいて高濃度で発現することから、組織の形
態形成を制御するシグナル分子として注目
されている。これまでに酵素触媒重合により
化学合成された構造均一な硫酸化 GAG はコ
ン ド ロ イ チ ン ４ 硫 酸 の み で あ る
（[4)GlcAβ(1→3)GalNAc(4-SO3-)β(1→]n）。そ
こで本課題研究ではグルクロン酸（GlcA）残
基に硫酸基を導入したTSASモノマー3aを合
成し、ヒアルロニダーゼ重合を行うことによ
り高機能な高硫酸化コンドロイチン硫酸 4a
の合成達成を目指す。（Scheme 2）また、GlcA
残基はヒアルロン酸の構成分子でもあるこ
とから、GlcA 残基に硫酸基を導入した TSAS
モノマー3b を重合させて非天然型ヒアルロ
ン酸硫酸 4bの合成も検討する。 

 
[2] 癌関連Ⅱ型糖鎖の合成 

上記[1]-1 で用いるケラタナーゼ II 酵素は
Lex、LacNAc等の硫酸化オキサゾリン誘導体
を TSASモノマーとして認識して糖転移反応
を引き起こすと予想される。従って、癌細胞
表面で見られる Lex オリゴマーを含む複雑な
II 型糖鎖を構造特異的に精確に合成するため、
上記オキサゾリンモノマーを配列順に添加
して逐次的に糖鎖伸長を行い、目的とする II
型糖鎖へと誘導する手法を確立する。 

 
３．研究の方法 
[1]-1. 硫酸化 Lexオキサゾリン誘導体の合成 

まず TSASモノマーである硫酸化 Lexオキ
サゾリン誘導体の合成法を確立させる。Lex

誘導体の合成法に関しては多数の報告があ
るが、硫酸基の導入および還元末端オキサゾ
リン化による活性化を考慮した場合、既存の
方法では合成困難である。申請者は既にオル
ソゴナルに除去可能な数種の保護基を導入

した Lex誘導体 5 の合成法を確立しており、
本研究では当該手法による硫酸化 Lex オキサ
ゾリン誘導体の合成を進める（Scheme 3）。 

 

[1]-2. 硫酸化 Lexオキサゾリンモノマーのケ
ラタナーゼ II 酵素による重合反応 

硫酸化 Lexオキサゾリンモノマー1aをケラ
タナーゼ II 触媒重合に供し、硫酸化 Lexオリ
ゴマー2aの合成を行う（Scheme 1）。以前に
行ったケラタナーゼ II 酵素による重合反応で
は 30 °C、 pH 8.5のリン酸緩衝液中で最も効
率よく重合反応が進行した。従って、本研究
ではまず同条件で反応を行い、pH および温
度における至適条件を決定する。同時に、単
離精製後、NMR および質量分析による構造
決定も行う。 
[1]-3. 硫酸化コンドロイチンおよびヒアル
ロン酸硫酸合成用オキサゾリンモノマーの
合成 

GAG合成用モノマーの GlcA 部は 2位ある
いは 3位に硫酸基を導入する必要があるため、
位置選択的保護基の導入の容易さを考えて
グルコース（Glc）を出発物質とし、6位を酸
化することにより GlcA 誘導体 6 とする。二
糖繰り返し構造のもう一方の糖である N-ア
セチルガラクトサミン（GalNAc）はガラクト
ースから誘導して 7 とする。6 および 7 をグ
リコシル化により結合させ、続いて保護基の
除去、硫酸化、オキサゾリン化を経てモノマ
ー3aとする（Scheme 4a）。同様に GlcA の 2
位に硫酸基を導入したモノマーも合成する。
ヒアルロン酸硫酸モノマーの合成は GlcNAc
誘導体 8と 6をグリコシル化により結合させ、
硫酸基の導入、オキサゾリン化を経てモノマ
ー3bとする（Scheme 4b）。これらモノマー合
成では特に問題となる点は予想していない
が、万一問題が発生した場合は保護基の種類
を変更するなど適宜対応する。 
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[1]-4. ヒアルロニダーゼ触媒重合による高
硫酸化コンドロイチンおよびヒアルロン酸
硫酸の合成 

モノマー3aおよび 3b をヒアルロニダーゼ
触媒重合に供し、高硫酸化コンドロイチン 4a
および非天然型のヒアルロン酸硫酸 4b を合
成する（Scheme 2）。ヒアルロニダーゼ触媒重
合では、30 °C、pH 7.5のリン酸緩衝液中での
重合反応が最も効率よく進行することが明
らかとなっている。従って、本研究でも同条
件で重合反応を行い 4aおよび 4bの合成を行
う。さらに、pH および温度条件を検討し、
至適条件の決定を行う。また、4a および 4b
の構造決定も上記 1と同様に行う。 
[2]-1. 癌関連Ⅱ型糖鎖の合成 

本研究で合成されるモノマー1aと、合成既
知の硫酸化 LacNAc オキサゾリンモノマー9
を糖供与体、それらの合成中間体より得られ
る
Galβ(1→4)[Fucα(1→3)]GlcNAc(6-SO3Na)β-O-
R (10) お よ び

Galβ(1→4)GlcNAc(6-SO3Na)β-O-R (11)を糖受
容体として適宜組み合わせて用い（R:アルキ
ル基等）、逐次的に糖鎖伸長反応を行って癌
関連Ⅱ型糖鎖のライブラリー合成を行う。そ
の他、硫酸化 II 型糖鎖やシアリル化糖鎖の合
成も検討する。 
[2]-2. 特異構造を有する硫酸化コンドロイ
チンの合成 

本研究で合成されるモノマー3aと、合成既
知 の ４ 硫 酸 モ ノ マ ー
（GlcAβ(1→3)GalNAc(4-SO3Na)オキサゾリ
ン : 12 ） お よ び 非 硫 酸 化 モ ノ マ ー
（GlcAβ(1→3)GalNAcオキサゾリン: 13）を糖
供与体とし、これらの合成中間体から誘導さ
れ る
(3-SO3Na)GlcAβ(1→3)GalNAc(4-SO3Na)β-O-R 
(14)、GlcAβ(1→3)GalNAc(4-SO3Na)β-O-R (15)、
GlcAβ(1→3)GalNAcβ-O-R (16)等を糖受容体
として用い、糖鎖伸長反応を行う。まずマラ
リア原虫の VAR2CSAレセプターに対する高
アフィニティーリガンドを探索することを
初期の目標として上記 3a、12～16 を組み合
わせて糖鎖伸長反応を行い、候補ライブラリ
ーを作成する。これまでに 12 糖以上で強い
結合力を発現することが示されていること
から、本研究においても 12 糖に絞って合成
を行う。 
 
４．研究成果 
[1]-1. 硫酸化 Lexオキサゾリン誘導体の合成 

既に合成法を確立していた Lex誘導体 5 に
ついて、モノマー1aへの誘導法を種々検討し
たが、TBDMS基および 4′,6′-ベンジリデン基
をそれぞれ TBDPS基および 4′,6′-メトキシベ
ンジリデン基へと変換することにより、1aを
合成することができた。本合成において、フ
コース誘導体ドナー（17）と LacNPhth誘導
体アクセプター（18）とのグリコシル化反応
で（Scheme 5）、保護基の変更を行ったにも関
わらず、水酸基の求核性に影響を与えず、以
前の報告と同様に Lex 誘導体（19）が有意に
生成した。これにより、有機化学的に Lex を
合成する際の簡便で迅速な合成法を確立で
きた。 

 

Scheme 4 

Scheme 5 



[1]-2. 硫酸化 Lexオキサゾリンモノマーのケ
ラタナーゼ II 酵素による重合反応 

合成完了した 1a に対し、触媒となるケラ
タナーゼ II を作用させ、重合反応が起こるか
どうか検討した。その結果、pH 6.5～8.1、30 °C
において 1a は有意に認識され、2a（主とし
て n=2）が高効率で得られた（Table 1）。 
Table 1. Results of the polymerization of 1a. 

 
一方、2aの詳細な構造解析は 1H（Figure 1）

及び 13C NMR（Figure 2）測定により行った。
なお、スペクトルを単純化するために還元末
端を還元した状態（2a’）で測定した。 
 

Figure 1. 1H NMR spectrum of 2a’. 

 
Figure 2. 13C NMR spectrum of 2a’. 

Figure 1から生成したグリコシド結合が β

結合であること、Figure 2 からその位置が
(1→3)であることが明らかとなり、本反応に
より硫酸化Lexが β(1→3)結合で繋がった硫酸
化 Lex オリゴマーが合成できることが明らか
となった。 

以上の結果から、硫酸化 Lex を丸ごと転移
させて II 型糖鎖を生成させる反応を創出でき
たことが明らかとなり、癌関連糖鎖抗原を迅
速に合成する道を拓いた。 
[1]-3 および[1]-4. 

硫酸化コンドロイチンおよびヒアルロン

酸硫酸合成については、各モノマーの合成を
開始し、合成完了のめどが付いた。 
[2]-1 および[2]-2. 

これらの研究については現在[1]の研究の
めどが付いた状態であり、今後取り組んで行
くべき課題となっている。 
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