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緒緒  言言  
 
タンパク質の60％以上は糖鎖修飾を受け、免疫、がんなど様々な生体現象と関与する。一方、生体内で糖鎖は様々な
構造の混合物（グライコフォーム）として存在するため、糖鎖の生物機能を分子構造に基づいて解明することは困難で

あった。N -結合型糖鎖（N -グリカン）はタンパク質のアスパラギン残基に結合する翻訳後修飾糖鎖で、多様な構造を
持ち、それぞれの構造に基づき、タンパク質の機能を調節する。中でも、コアフコース、バイセクティンググルコサミ

ン（GlcNAc）、ポリラクトサミン、末端シアル酸などの構造は、免疫調節やタンパク質の活性制御に重要であることが、
その生合成酵素のノックアウト実験により明らかにされている（図1）。これは、N -グリカンが、レクチンをはじめと
する種々の分子と相互作用し、タンパク質の局在や運動性などを調整して、その機能を制御するためである。本研究で

は、N -グリカンの機能解明のための合成糖鎖ライブラリ構築を目的とし、種々の構造を持つN -グリカンを合成した。
さらに、糖鎖修飾がタンパク質の動態に及ぼす影響を解析するために、合成N -グリカンで修飾したタンパク質を調製
し、ライブセルイメージングを行った。 

 
図1．N -グリカンの構造 

N -グリカンにそれに含まれる重要な構造（シアル酸，バ
イセクティンググルコサミン，コアフコース）を示す。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

  
11．．NN  --ググリリカカンンのの合合成成  
11））ココアアフフココーースス含含有有NN  --ググリリカカンン33のの合合成成  
まず、コアフコースとシアル酸を持つN -グリカン3を合成した（図2）。効率的合成を実現するために、還元末端の

4糖1に対して非還元末端の4糖2を2度グリコシル化する収束的ルートを採用した。この際、カギとなるグリコシル
化は大きなフラグメント同士のカップリングである。我々はシアル酸中の NHAc がグリコシル化の反応性を大きく低
下させること、反応性の低下が分子間での水素結合の形成に起因することを見出し、NHAcをNAc２として保護するこ
とで、シアル酸から遠隔位のグリコシル化においても反応性と収率を大きく向上させることに成功した［1］。糖供与体
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2と 1の［4＋4］グリコシル化においては溶媒が収率に大きな影響を与え、シクロペンチルメチルエーテル（CPME）
を用いた際に高収率で目的の 6糖を与えた（表 1）。これは、エーテル系溶媒が反応中間体であるオキソカルベニウム
イオンを安定化し、分解を防ぐことで、収率向上につながったと考えている。一方で、本グリコシル化の立体選択性は

低く、α／β選択性は 3／1 にとどまった。続いて、ベンジリデン基を切断後、［8＋4］グリコシル化を検討した。    

このグリコシル化においてもCPMEを用いることで、高収率で目的の12糖が得られた（87％、α／β＝1／1）。さら
に、得られた12糖を脱保護し、目的の3の合成を達成した［2］。 

 

 
図2．コアフコース含有N -グリカン33の合成 

コアフコース含有N-グリカン33合成を示す。 
 

表1．1と2のグリコシル化 

化合物1と2のグリコシル化反応の検討。 
 

22））ババイイセセククテティィンンググGGllccNNAAcc含含有有NN--ググリリカカンン77のの合合成成  
次に、バイセクティングGlcNAc含有糖鎖 7を合成した（図 3）。この合成においても、上記と同様に収束的な合成
ルートを採用し、ここでは、骨格構築の鍵グリコシル化のα選択性を改善するために、非還元末端の2糖供与体の保護
基パターンを検討した。上記の3の合成において、鍵である［4＋4］、［8＋4］グリコシル化の立体選択性が低い理由と
して、遠隔基関与を考えた（図 3下）。Kimらはマンノースを用いたグリコシル化で、3位や 4位、6位のアシル基の
オキソカルベニウムイオン中間体に対する遠隔関与が、立体選択性に影響を及ぼすことを報告している［3］。上記のコ
アフコース含有N -グリカン 3合成においては、2の 4位に導入したAc基がα面をブロックしたため、α選択性が低
下したと考えた。そこで、バイセクティングGlcNAc含有糖鎖 7の合成においては、4位のAc基をBn基に変更した
糖供与体5、および3位と6位にアシル系の保護基を導入し、積極的に遠隔基関与を利用できる糖供与体6をそれぞれ
設計・合成した。さらに、より効率的な骨格構築を目指し、還元末端の4糖4のマンノース3位と6位に対して、同時
にグリコシル化を行った（表2）。まず、5を用いた場合、活性化剤としてTfOHを用いたときに反応は良好に進行し、
目的の 8糖が 62％で得られた。なお、この際もエーテル溶媒を用いてオキソカルベニウムイオン中間体を安定化した
ことが高収率につながった。しかし、グリコシル化の立体選択性に関しては課題が残り、マンノース 6 位において、       

α／β＝3／1にとどまった。一方、6を用いた場合は、目的の 8糖が 78％で得られ、完全なα選択性を示した。この
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結果は、今回のような大きなフラグメント同士のグリコシル化においても遠隔基関与が利用可能であることを示してお

り、バイセクティングGlcNAc含有糖鎖の効率的な骨格構築が可能となった。得られた8糖は脱保護を経て目的の7へ
と誘導した［4］。 

 

 
 

図3．バイセクティングGlcNAc含有N -グリカン7の合成と遠隔基関与 
上）バイセクティングGlcNAc含有N -グリカン7の合成ルートを示す。 
下）マンノースの遠隔基関与について示す。 

 
表2．44と55（もしくは66）のグリコシル化 

化合物44と55（もしくは66）のグリコシル化反応の検討。 
 

33））ポポリリララククトトササミミンン鎖鎖含含有有多多分分枝枝NN  --ググリリカカンン1166--2211のの化化学学酵酵素素合合成成  
続いて、ポリラクトサミン含有多分枝N -グリカン16～21を合成した（図4）。ここでは、ポリラクトサミン鎖の差
長と分枝数の異なるN -グリカンの網羅的合成を指向して、2分枝糖鎖 12、3分枝糖鎖 13を化学合成し、これらの糖
鎖を足場として酵素合成によりポリラクトサミン鎖を順次伸長した。まず、12、13 を化学合成した。ここでも、収束
的なルートを採用し、還元末端の 3糖 8に対し、6をグリコシル化することで 5糖 9を得た。その後、3糖 11をグリ
コシル化することで3分枝8糖 12に導いた。同様に2糖6をグリコシル化することで2分枝7糖13を合成した。こ
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れらのグリコシル化においても、エーテル溶媒中で遠隔基関与を利用することで、高収率かつ、完全な選択性で反応は

進行した。続いて、得られた12、13に対して、酵素を用いてポリラクトサミン鎖を伸張した。Linらの報告に従い［5］、
ガラクトース（Gal）転移酵素（NmGalT）とN -アセチルグルコサミン（GlcNAc）転移酵素（HpGnT）を調製し、    
これらの酵素を用いて、12、13の非還元末端に、順次GalとGlcNAcを付加した。酵素反応はほぼ定量的に進行し、
異なる鎖長のポリラクトサミンユニットを持つ3分枝N -グリカン16～18、2分枝N -グリカン19～21を得た。 

 
図4．ポリラクトサミン含有多分枝N -グリカン1166～2211の化学酵素合成 

ポリラクトサミン含有多分枝N-グリカン1166～2211の合成ルートを示す。 

  
22．．合合成成NN  --ググリリカカンンでで修修飾飾ししたたタタンンパパクク質質のの調調製製ととラライイブブセセルルイイメメーージジンンググ  
糖鎖は糖タンパク質や糖脂質として細胞表面を覆っており、糖鎖－レクチン相互作用や糖鎖－糖鎖相互作用、糖鎖－

タンパク質相互作用などを介して、複雑な生体分子社会を形成する（図5）。細胞外複合糖質と細胞表層分子との相互作
用は trans相互作用、細胞表層複合糖質と他の細胞表層分子の相互作用は cis相互作用と呼ばれる。これらの相互作用
は、糖タンパク質の動態を調節し、その機能に影響を与える。しかしながら、糖鎖の多様性、不均一性のため、生細胞

上で糖鎖構造に基づいた相互作用解析は困難であった。本研究では、均一構造のN -グリカンでタンパク質を標識し、
その動態をライブセルイメージングにより可視化することで、N -グリカンの機能を解析した。 
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図5．細胞表面において糖鎖が形成する生体分子社会 
細胞表面における transおよび cisの相互作用を示す。 

 
11））抗抗体体のの動動態態制制御御  
まず、N -グリカンの transの相互作用を調べるために、抗体を合成糖鎖で標識し、その動態を解析した。抗体はも
ともとN -グリカン修飾を受けており、その構造は抗体の活性に大きく影響する。ここでは、抗体に新たに合成N -グ
リカンを導入することで、抗体の動態制御を試みた。抗体として、乳がんに対する抗体医薬品である抗 HER2 抗体を
用いた。まず、抗体を蛍光標識し、さらに合成N -グリカンを導入した（図6）。このN -グリカン標識蛍光抗体を乳が
ん細胞に作用させ、ライブセルイメージングを行った（図7）。この際、導入したN -グリカンと相互作用するガレクチ
ン-3の共存、非共存化で観察を行った。その結果、ガレクチン-3存在下で、エンドサイトーシスによる抗体の細胞内取
り込みが顕著に減少した。この結果は、タンパク質の糖鎖が transの相互作用を介した動態制御を受けることを明確に
示すものである。 

 

 
 

図6．抗HER2抗体への蛍光基と合成N-グリカンの導入 
蛍光基とN-グリカンで標識した抗体の合成ルートを示す。 
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図7．N -グリカン標識による抗体の動態制御 
N -グリカン標識抗体の動態解析の結果を示す。 
糖鎖とガレクチンの相互作用により抗体の細胞内への取り込みが抑制された。 

 
22））膜膜タタンンパパクク質質のの動動態態制制御御  
ほとんどすべての膜タンパク質は糖鎖修飾を受けているが、糖鎖修飾が膜タンパク質の活性を制御する分子基盤はほ

とんど解明されていない。我々は、膜タンパク質上のN -グリカンが形成する cisの相互作用ネットワークの解析を目
指して、モデル膜タンパク質に合成糖鎖を導入する手法を開発した（図 8）。HaloTagタンパク質は、ハロゲン化アル
キル（HaloTagリガンド）と速やかに反応し、共有結合を形成する。HaloTag融合膜タンパク質を細胞上に発現させた
後、N -グリカンと蛍光基を導入したHaloTagリガンドを作用させることで、均一な複合型N -グリカンを導入した蛍
光膜タンパク質を生細胞上に調製できる。 複合型 N -グリカンをノックアウトした細胞に対して本手法を適用するこ
とにより、特定の N -グリカンの相互作用解析が可能となった。すでに本手法を用いて、細胞表面に 6 種類の合成       
N -グリカンを提示することに成功している。 

 
図8．N -グリカン修飾膜タンパク質の調製 

HaloTagを用いた合成糖鎖の細胞表面への提示法を示す。 
 
さらに、この方法で提示したN -グリカンとレクチンの相互作用を確認した（図9）。まず、バイセクティングGlcNAc
含有、非含有のN -グリカンを提示し、これに FITC標識 PHA-E4レクチン（PHA-E4レクチン：バイセクティング
GlcNAc含有N -グリカンの認識レクチン）を作用させた。その結果、FITCの蛍光はバイセクティングGlcNAc含有
N -グリカンを提示した細胞でのみ観測され、提示した合成N -グリカンがレクチンと相互作用することが確認できた。
今後、種々のN -グリカンとそれぞれの認識レクチンとの相互作用が膜タンパク質の動態に及ぼす影響を調べることに
より、N -グリカンの機能の一端を明らかにすることを計画している。 
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図9．N -グリカン修飾モデル膜タンパク質の調製 

HaloTagを用いた方法で提示した糖鎖はレクチン（PHA-E4）により認識された。 
スケールバー：10μm。 
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