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１．研究実施の概要 

感染と共生を制御する糖鎖医薬品の創製を目的として、（１）「糖鎖構造解析の革新的基盤技術

の開発と応用」（長束グループ）、（２）「ボツリヌス毒素と小腸ムチン糖鎖の相互作用の解析と応用」

（西河グループ）、（３）「酵素法による機能性糖鎖複合体の合成及び腸内細菌と糖鎖の相互作用

解析」（山本グループ）及び（４）「革新的化学合成法の開発と機能性糖鎖分子の創製」（木曽グル

ープ）の４つの研究実施項目によりグループ研究を実施し、新しい基盤的技術の開発と応用研究

を展開している。 

項目（１）では、N-結合型と O-結合型糖鎖の一括解析法を確立するとともに、培養細胞 COS-7

及びマウスの脳試料を対象として網羅的な糖鎖解析を行い、本手法の有効性を確認した。本手法

は、様々な O-結合型糖鎖を同時に検出・分析できることがわかった。項目（２）では、毒素複合体

がムチンの糖鎖を認識して結合する際、最も重要な役割を果たすと思われる複合体の構成成分

HA1 について X 線結晶構造解析を行い、HA1 の糖結合部位を決定した。項目（３）では、ビフィズ

ス菌由来のエンド-α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ及び土壌分離菌由来エンド-β-N-アセチ

ルグルコサミニダーゼについてその活性中心構造と基質特異性の解析、糖転移活性を用いた新

規糖鎖複合体合成への応用を展開し、糖転移生成物の生産効率向上を図った。項目（４）では、

「DTBS 効果」を利用した革新的α-立体選択的ガラクトシル化法を利用して、様々な機能性糖鎖

分子の開発に成功するとともに、新規ビフィズス菌由来エンド-α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ

の基質特異性を解明した。 

 

２．研究実施内容 

（１）「糖鎖構造解析の革新的基盤技術の開発と応用」 

[研究目的] 

前年度までに開発した技術の細胞試料や組織試料への応用をはかるために、多種多様な糖鎖

を失うことなく夾雑物質を効率的に除去する手法を確立する。 

[方法] 

各種溶媒抽出、イオン交換樹脂、グラファイトカーボン、疎水性樹脂、ゲルろ過などを組み合わ



せて用いることにより、簡便かつ迅速に糖鎖画分を精製する条件を探索した。また、確立した手法

の評価は、培養細胞試料およびマウス組織試料に対して実際に網羅的糖鎖解析を行うことによっ

て行った。 

[結論] 

ピリジルアミノ化後に有機溶媒抽出、ゲルろ過ミニカラム、グラファイトカーボンカートリッジによっ

て標識糖鎖を精製することにより、HPLC 上で標識糖鎖と共溶出する夾雑物を効率よく除く手法を

確立した。培養細胞 COS-7 を対象として、N-結合型と O-結合型糖鎖の網羅的解析を行い、多種

多様な夾雑物が含まれる細胞試料に対しても、本手法を用いることにより、高感度で分析ができる

ことを確認した。また、マウスの脳試料を対象として、同様に網羅的な糖鎖解析を行い、本手法の

有効性を確認することができた。これらの研究過程において、本手法を用いた解析によってムチン

型糖鎖だけでなく他の O-結合型糖鎖も同時に検出・分析できることが分かった。また、既知のムチ

ン型糖鎖コア構造とは異なるコア構造を持つ一連の未知糖鎖を検出することに成功しており、本手

法が、既知構造の確認分析にとどまらず、未知構造の探索研究にも有効であることが分かった。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）「ボツリヌス毒素と小腸ムチン糖鎖の相互作用の解析と応用」 

目的 

ボツリヌス毒素は、嫌気性細菌 Clostridium botulinum が産生する猛毒で、神経毒素の他にレク

チンや機能未知のタンパク質からなる巨大な複合体構造をとっている。経口摂取された毒素複合

体は小腸から吸収され、その後神経毒素は体内循環系を介して末梢の神経細胞に到達し、筋弛

緩性の麻痺を起こす（図 1 参照）。この毒素がたどるルートは、研究が進んでいるコレラや赤痢の毒

素が侵入した細胞内に留まることと大きく異なり、一度細胞内に侵入した毒素が別の方向から出て

行くというトランスサイトーシスの機構を利用していることが考えられ、これに関する研究報告は殆ど

 

マウス脳の糖鎖を網羅的に分析したクロマトグラムの一例 



無いのが現状である。我々は、そのトランスサイトーシス機構の全容を解明して、深刻な問題である

乳幼児ボツリヌス症における毒素吸収を阻害する毒素吸収中和化合物の調製を可能とするだけで

なく、神経毒素部分を他の有用タンパク質に置き換えた物質による、有用高分子体内投与補助剤

の創製に応用することを目指して本研究を行っている。 

   

図 1、毒素が吸収され、神経細胞に  図 2、研究の段階的進め方 

到達する様子。 

 

方法と結果 

平成 18 年度は、毒素複合体がムチンの糖鎖を認識して結合する際、最も重要な役割を果たすと

思われる複合体の構成成分 HA1 について X 線結晶構造解析を行い、HA1 の糖結合部位を決定

した。 

・結晶化 

HA1 をマルトースバインディングプロテイン（MBP）との融合タンパク質として大腸菌で大量に発

現させ、MBP 部分を切断して精製後、ハンギングドロップ蒸気拡散法で種々の母液で結晶化を試

み、12% エタノールを含む 1.7M 塩化ナトリウム溶液から単斜晶系の結晶が得られた。 

・糖結合部位の推定 

リガンド糖を含むリザーバーに HA1 の結晶を浸す操作(ソーキング)で HA1-リガンド複合体結晶

を作製し、X 線回折像を測定しリガンド特異性及び結合部位の特定を試みた。リガンド糖に

Neu5Ac, Gal, GalNAc, Glc, GlcNAcを用いたところ、Neu5Ac, Gal, GalNAcの3種類で明確な糖の

電子密度が観察できた。解析の結果、Neu5Ac, Gal, GalNAc の 3 種類の糖全ての結合サイト（Site 

I）と Gal の結合サイト(Site II)の 2 カ所の結合部位が観察された（PDB に登録済み、PDB ID：2EHI, 

2EHN, 2EHM. 図３）。 



図３ ＨＡ１―糖結合複合体の結晶構造 

ＨＡ１は単位格子あたり２分子含まれており、図

では茶色と青で描いている。1 分子のＨＡ１は

Ｎ末端側とＣ末端側にそれぞれβ―トレホイル

構造を持ちそれらがαヘリックスで結ばれたダ

ンベルのような構造をしている。結合糖の電子

密度は全てＣ末端側のβ―トレホイル部にみら

れた。なお、Ｎｅｕ5Ａｃで観察されたＳｉｔｅ ＩＩＩは、

その後の生化学的な検証の結果糖結合サイト

ではないことが判明した。 

 

（３）「酵素法による機能性糖鎖複合体の合成及び腸内細菌と糖鎖の相互作用解析」 

１．Endo-M の構造改変による糖転移生成物の生産収率の向上 

従来、我々は土壌分離菌 Mucor hiemalis 由来の Endo-β-N-acetylglucosaminidase (Endo-M) 

の特異な糖転移活性を活用して、生理活性糖ペプチドやインフルエンザウィルス感染阻害剤など

の機能性糖鎖複合体の化学-酵素合成を行ってきた。本研究では Endo-M の糖転移活性の上昇

と糖転移生成物の収率向上を目的として本酵素の機能改変を試みた。本酵素については既にそ

の遺伝子を挿入した組換え酵母 Candida boidinii が作製され、酵素生産が行われているが、本研

究では遺伝子操作が容易な大腸菌での新たな生産系の確立を試みた。すなわち、C.boidinii より

抽出したゲノム DNA を鋳型とし、プライマーを用いた PCR を行い、得られた DNA 断片を大腸菌発

現用ベクターに挿入して、大腸菌で発現した His-tag の付いた酵素タンパク質を精製した。 

本酵素のホモログである Arthrobacter protophormiae 由来の Endo-A で得られている X 線結晶

構造解析の結果を基にして、Endo-M の活性中心付近のアミノ酸残基について部位特異的変異を

行い、さまざまな変異体酵素を得た。それらの糖転移活性を糖鎖供与体としてシアロ糖ペプチドを

用い、4-Methylumbelliferyl-GlcNAc (4MU-GlcNAc)を糖鎖受容体として酵素反応を行い調べた。

その結果、種々の変異体のうち Y217F 変異酵素が wild type の約 1.5 倍の糖転移活性を有し、



4MU-GlcNAc に対する Km 値は wild type の 10 分の 1 程度に低下することを見出した。Y217F 変

異酵素は単糖や GlcNAc 残基を有するペプチドに対して糖ペプチド糖鎖を効率よく転移付加した。

一方、Y217 をフェニルアラニン以外の他のアミノ酸へ置換したところ触媒活性が失われた。すなわ

ち、チロシンをフェニルアラニンへ置換することにより水酸基が除かれたために、水に優先して糖鎖

受容体としての GlcNAc がより活性中心に取り込まれやすくなり、糖転移反応が触媒されやすくなる

ことが示唆された。 

 本酵素においては GlcNAc の 2-アセトアミド基が求核基となり、オキサゾリン中間体が形成される

ことによって触媒反応が行われると考えられている。そこで、ホモログ間で保存性が高い N175 をア

ラニンに置換した N175A 変異酵素を作成し、その活性を調べたところ、ほぼ完全に活性を失って

いたが、オキサゾリン構造を還元末端に有する化学合成したオリゴ糖を糖鎖供与体として反応させ

ると糖転移反応が進行することを見出した。この結果から、N175 がオキサゾリン中間体形成に寄与

する残基であることが示された。また N175A 変異酵素は糖転移生成物をほとんど加水分解しない

ため、グリコシンターゼに類似した酵素としての応用が期待される。 

２．ビフィズス菌の組換え Endo-α-N-acetylgalactosaminidase による機能性複合糖質の合成 

既に、我々は善玉菌として知られるビフィズス菌の多くが Endo-α-GalNAc-ase 活性を有する

事を見出し、Bifidobacterium longum JCM1217 株より本酵素をコードする遺伝子 engBF をクロー

ニングしている。EngBF は糖や 1-アルカノールあるいはペプチドのセリン／スレオニン残基にムチ

ン型糖鎖を転移付加する活性を有する事が確認されている。本研究では EngBF が縮合反応を触

媒することを見出し、その活性を用いる事によって複合糖質の合成を試みた。すなわち、グルコー

スやラクトース、セリン、さらにはペプチドへ本酵素の縮合反応によってムチン型糖鎖（Galβ

1-3GalNAc）を付加することを見出した。 

３．Clostridium perfringens の特異な Endo-α-N-acetylgalactosaminidase の発見 

 Cl.perfringens のゲノム DNA 上にビフィズス菌の EngBF のホモログを見出した。そこで、適当なプ

ライマーを作成して、PCR を行い、得られた DNA 断片を pMAL-c2X ベクターにライゲーションして、

マルトース結合タンパク質との融合タンパク質として大腸菌 DH5αで発現させ、精製酵素を得た。

本酵素の基質特異性について、木曽グループで合成されたさまざまな pNP 基質を用いて調べたと

ころ、コア１（Galβ1-3GalNAcα-pNP）のみならずコア２（Galβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-pNP）

に対しても作用する特異な酵素であることを見出した。また、本酵素はコア３（GlcNAcβ1-3GalNAc

α-pNP）や Glcβ1-3GalNAcα-pNP、GalNAcβ1-3GalNAcα-pNP に対しても作用することを確

認した。 

 

（４）「革新的化学合成法の開発と機能性糖鎖分子の創製」 

糖鎖合成化学の歴史上、α-GalNAc/Gal構造の構築、特に、GalNAcのαグリコシドの構築は２

位に存在するアセトアミド基の存在を主因として困難な課題であった。従来汎用されてきた２位に

アジド基を導入した供与体を用いる方法は、供与体の調製法が煩雑であることに加えて、グリコシ

ル化反応における縮合収率、立体選択性に課題の残るものであった。このような背景の下、本研



究では、従来の方法論とは一線を画す画期的且つ独創的なαガラクトシル化法を開発した。以下

に、その概要を述べる。 

 ガラクト型の糖残基(Gal/GalNAc)の4,6位水酸基に、シリルケタール系の保護基である

DTBS(di-tert-butylsilylene)基を導入した糖供与体を用いてグリコシル化反応に供することで、高

収率にてαグリコシドが得られた。汎用性について精査した結果、現在一般的に用いられているグ

リコシル化法の条件下において、高いシス選択性及び縮合収率が達成されることが確認された。ま

た 、 本 方 法 を 応 用 す る こ と で 、 ム チ ン 型 糖 タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る コ ア 構 造

[<-GalNAc-O-Ser/Thr]、あるいはNKT細胞に対する賦活能を有するαガラクトシルセラミドのよう

な生理活性糖鎖の効率的合成を達成した。さらに、アグリコンに蛍光基質(4MU、PNP)をα結合で

導入した糖加水分解酵素α-GalNAc-aseに対する高感度基質の合成にも成功した。 

これらの成功から、本研究において確立された新規αガラクトシル化法は、従来の方法と比較し

て、供与体調製の簡便性、グリコシル化反応における汎用性及び実用性において非常に優れた

革新的な方法であると結論づけられる。 

 

 

３．研究実施体制 

（１）「木曽 真」グループ（糖鎖化学合成） 

①研究者名 

木曽 真（岐阜大学 教授） 

②研究項目 

・革新的化学合成法の開発と機能性糖鎖分子の創製 

DTBS-directed α-Selective Glycosylation

Bifidobacterium由来のα-GalNAc-ase に対する

基質あるいは阻害剤

1)  Tetrahedron Lett. 2003, 44, 6725.
2)  Org. Lett. 2005, 7, 4415.
3)  Synlett 2006, 15, 2379.
4)  Chem. Eur. J. 2006, 12, 8862.

1)  α-選択的グリコシル化反応方法；　国際公開番号WO2004/104163
2)  エンドαーガラクトサミニダーゼ高感度基質、その製造方法及び利用方法；　
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（２）「糖鎖酵素合成」グループ 

①研究者名 

山本 憲二（京都大学大学院 教授） 

②研究項目 

・機能性糖鎖複合体の酵素合成 

・糖鎖複合体の機能解析 

 

（３）「糖鎖構造研究」グループ 

①研究者名 

長束 俊治（大阪大学 助教授） 

②研究項目 

・シアル酸含有糖蛋白質糖鎖の構造解析手法の開発 
 

（４）「細菌毒素研究」グループ 

①研究者名 

西河 淳（東京農工大学 助教授） 

②研究項目 

・細菌毒素と糖鎖の相互作用解析 
ボツリヌス毒素のトランスサイトーシスによる体内移行機構を解明する。また、毒

素複合体を構成しトランスサイトーシスに重要な役割を果たすと考えられる二種類

のレクチンの立体構造や糖鎖結合部位を解析し、毒素のレセプターとなる糖鎖の詳

細な構造を明かにする。本研究組織の糖鎖化学合成グループによって合成された糖

鎖の利用や、糖鎖構造研究グループによる糖鎖の構造解析法は、レクチン様タンパ

ク質と糖鎖との相互作用の解析に重要で相互に密接に関わっている。この研究の成

果を、細菌毒素の阻害薬開発にだけでなく、有用高分子物質の腸管からの吸収によ

る新規投与方法への開発に応用して行く。 
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