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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖質分子と認識受容体との相互作用を利用することで、特定の臓器やがん組織
へのターゲティングが可能となると考え、糖質分子を用いた細胞の特異的認識システムの構築を目指した。近年、細菌
由来の免疫活性化糖質分子であるリポ多糖の受容体、TLR4のがん組織における強発現が報告されている。よってリポ多
糖誘導体を用いることで、免疫制御機能を有したがんターゲティング分子を見い出せると考えた。しかしながら、一般
にリポ多糖は毒性が強い。そこで、宿主細胞内共生菌ならば致死毒性を有するリポ多糖は持ち得ず、無毒のリポ多糖を
有するのではないかと考え、共生菌由来リポ多糖の単離構造決定および機能解析研究を展開した。

研究成果の概要（英文）：To accomplish the specific cell recognition system by using the interaction 
between carbohydrate molecules and their receptor, carbohydrate molecules having specific interaction 
with cancer tissue but having no toxicity were investigated.
Lipopolysaccharide (LPS) is a component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, and is 
recognized by TLR4-MD2 complex to induce potent immunostimulating activities. Recent findings show that 
TLR4 are expressed not only on immune cells but also on cancer cells. Therefore, LPS has great potential 
as an immunomodulating molecule including the capability of cancer clustering. However, LPS generally 
shows cytotoxicity because of its potent inflammatory activities. To reveal the non-toxic TLR4 ligands, 
we focused on intracellular symbiotic bacterial LPS. The isolation method of the intracellular symbiotic 
bacterial LPS from freeze-dried cell was confirmed and the chemical structure of intracellular symbiotic 
bacterial LPS was determined.

研究分野： 天然物化学、糖化学、有機合成化学
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１．研究開始当初の背景 
糖質分子は、細胞表層受容体を介し、細胞

間の情報伝達や免疫、感染症など生体内にお
ける様々な認識に関わり、がんや炎症など
様々な疾患に関連する。細胞表層受容体の局
在は、その細胞の種類や環境により大きく異
なり、認識される糖質分子もその構造多様性
ゆえに多彩なパターン構造を形成可能なた
め、これらの組み合わせにより特異的な認識
が可能となっている。そのため、この特異的
認識を利用した糖関連分子による細胞認識
プローブの開発が試みられてきた 1)。また、
近年、糖質分子が糖タンパク質 2)や糖鎖デン
ドリマー3)の体内動態を制御することも明ら
かになりつつある。 
前述のように、糖鎖はその構造多様性ゆえ

に複雑な分子認識を可能にしているが、同時
に、その多様で複雑な構造が、化学合成を容
易でないものとしている。また、その構造の
多様性と不均一さから天然からの単離精製
も困難である。そのため、このような糖質リ
ガンドの機能解析研究は、未だ発展途上にあ
ると言える。 
 
２．研究の目的 
本研究では、糖質分子とそれらの認識受容

体との相互作用を利用することで、特定の臓
器や腫瘍組織、炎症部位へのターゲティング
が可能となると考え、糖質分子プローブを用
いた細胞の特異的認識システムの構築を目
指した。糖質分子によるターゲティングは抗
体等に比べると、相互作用は弱いものの、集
積が早いことを示唆するデータが得られて
おり、創薬や医療診断分野への展開が期待で
きる。 
細菌細胞表層由来の自然免疫活性化因子

としてリポ多糖が知られているが、近年、そ
の受容体である TLR4 が、大腸がん、乳がん、
胃がんなどへ強発現していることが報告さ
れている 4)。よってリガンドであるリポ多糖
もしくはその活性中心であるリピド A を用
いることで、腫瘍組織集積能を有した自然免
疫制御分子を見出せると考えている。しかし
ながら、これまでにリポ多糖を用いたターゲ
ッティング分子の報告はほとんどない。また、
ターゲッティング分子に限定せずとも生体
内利用を指向したリポ多糖関連分子で、実用
化されている例はサルモネラ菌由来のリポ
多 糖 を単離 ・ 誘導化 し 、弱毒 化 し た
3D-MPL(グラクソ・スミスクライン) が免疫
アジュバントとして使用されている 5)のみで
ある。これは、大腸菌型に代表される多くの
リポ多糖、リピド A の毒性が強いことに起因
している。 
一方で、我々は、近年、リピド A の活性が

菌体の特性と深く関連することを見いだし
ている。例えば、寄生性細菌であるヘリコバ
クター・ピロリは、免疫阻害活性を示すリピ
ド A を主成分とすることを明らかにしてお
り 6)、この免疫阻害作用により、ピロリ菌は

宿主の免疫系から逃れ、寄生関係が維持でき
ていると考えられる。このような背景から、
宿主の細胞内に共生しているような細菌な
らば、致死毒性を有するリポ多糖は持ち得ず、
人体に無毒なリポ多糖、リピド A を有する可
能性が示唆された。 
本研究では、無毒の TLR4 リガンドを見い

だし、腫瘍組織集積能を有した自然免疫制御
分子の開発へと応用するため、腸内パイエル
板に共生し腸管内における炎症作用を抑制
していることが示唆されている宿主細胞内
共生菌、Alcaligenes 属細菌のリポ多糖に着目
した。Alcaligenes 属細菌由来のリポ多糖は、
単離された例がなく、構造や機能が未知であ
ったため、以下に示すように、共生菌に由来
するリポ多糖の単離構造決定および機能解
析研究を展開した。 
 
３．研究の方法 
 共同研究者である東大の清野教授、医薬基
盤研の國澤教授より供与を受けた細胞内共
生菌の乾燥菌体から、リポ多糖の抽出を試み
た。具体的にはリポ多糖抽出キット（iNtRON 
Biotechnology, Inc.）を用い、リポ多糖を含む
白色固体を得た。また、操作の確からしさを
評価するため、本法によりリポ多糖を抽出で
きることが既に確認できている大腸菌株、E. 
coli O111 と E. coli S17 についても同様の操作
を行った。 
 得られた抽出物にリポ多糖が含まれてい
るのかをリムルス試験により評価した。リム
ルス試験とは、カブトガニの血液がリポ多糖
と反応し、凝固することを応用したリポ多糖
の検出法である。その結果、大腸菌と同様に
共生菌からもリポ多糖を含む抽出物が得ら
れていることが明らかとなった（図１）。現
在、共同研究者によりこれらのキット抽出物
を用いた生物活性試験が行われている。TLR4
ノックアウト細胞を用いた実験により共生
菌抽出物も TLR4/MD2 により認識されてい
ることが確認され、毒性も大腸菌由来リポ多
糖に比べ数百倍低いことが示されている他、 

 図 1．キット抽出リポ多糖画分を用いたリムルス試験 



免疫機能についても有用な情報が得られつ
つある。 
続いてリピド A を得るために加水分解反

応を検討した。多くの場合リポ多糖は酸性糖
Kdoを介してリピドAと多糖部分が結合した
構造を有する。この Kdo-リピド A 間の結合
は弱酸により加水分解されることが知られ
ている。酢酸を用いてリピド A の切り出しを
行い、質量分析による解析を行った結果、リ
ピド A 由来と思われるピークが観測された。
さらに、得られた画分に対してリムルス試験
を行った結果、それぞれの画分においてリム
ルス活性が観測され、これらの画分が、リピ
ド A を含んでいることが示唆された(図２)。 

図 2．キット抽出リピドA画分を用いたリムルス試験 
 
このように共生菌よりリポ多糖を含む画

分を得る手法を確立した。しかしながら、
SDS-PAGE や NMR 等の手法により得られた
キット抽出 LPS 画分、リピド A 画分の純度を
調べると、ペプチドや核酸に由来する夾雑物
の残存が示唆された。そこで、より高純度の
リポ多糖を得るため、抽出精製法を再検討し
た。 
 具体的には、PCP（フェノール・クロロホ
ルム・石油エーテル）法 7)（図３）による抽
出を試みた。共生菌の乾燥菌体をエタノール、
アセトン、石油エーテルで洗浄した後、石油
エーテル/クロロホルム/フェノール抽出法に
より粗精製リポ多糖 1 を白色固体として得た。 

図 3．PCP法及び熱フェノール/水を用いた LPSの抽出 
 
また、PCP 抽出法の他の層に関しては熱フ

ェノール/水抽出法により抽出を行い、DNase、

RNase および Proteinase による酵素処理を行
った後体積排除カラムクロマトグラフィに
よって精製を行い、粗精製リポ多糖 2 得てい
る。PCP 法により抽出したリポ多糖の純度を
SDS-PAGE により解析したところ、粗精製リ
ポ多糖 1, 2 ともにキット抽出物よりもさらに
高純度でリポ多糖が含まれていた。本法によ
り、Alcaligenes 属細菌から、高純度のリポ多
糖を単離することに成功しており、このよう
に共生菌由来リポ多糖の単離精製法を確立
できた。続いて、高純度で得たリポ多糖の化
学構造を質量分析や NMR を用いて決定した。 
  
４．研究成果 
本研究では、腫瘍組織集積能を有した自然

免疫制御分子の開発へと応用するため、無毒
の TLR4 リガンドを有する可能性が示唆され
た、腸内パイエル板共生菌のリポ多糖に着目
し、その単離精製法の確立および構造決定を
行った。 
単離精製については前述のように、PCP 抽

出法と熱フェノール/水抽出法による抽出、酵
素処理の後、サイズ排除クロマトグラフィー
等を用いることで、共生菌由来リポ多糖を高
純度で得る手法を確立した。 
得られたリポ多糖の化学構造決定につい

ては、ナポリフェデリコ 2 世大学のモリナロ
教授のグループと共同研究を展開し、質量分
析や NMR 等の手法を用いることで、
Alcaligenes 属細菌由来のリポ多糖の化学構造
を完全に決定した。現在、高純度のリポ多糖
を用いた生物機能解明を共同研究により進
めつつ、決定した共生菌由来リポ多糖の全合
成研究を進めている。 
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⑳ 中川翔、下山敦史、相羽俊彦、藤本ゆか

り、深瀬浩一、NKT 細胞の活性化機構解

明を目指したホスファチジルイノシト
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