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糖鎖合成の新展開

梶原 康宏，森口 達也，入谷 健斗，真木 勇太

糖鎖機能解明のために必要な糖鎖は，化学合成により調製されてきた．糖鎖合成は，糖と
糖を連結するグリコシル化反応を繰り返し，単糖から糖鎖へと構築する．この手法を駆使
することで，分枝構造や，アミノ酸に結合したさまざまな糖鎖を合成することができる．
また，糖鎖は，糖転移酵素と糖ヌクレオチドを用いる酵素反応を利用することで合成でき
る．しかし，糖鎖が持つすべての結合様式に相当する糖転移酵素を用意するのは困難なの
で，化学合成で一部糖鎖骨格を構築し，その他を酵素で合成する酵素化学法が発展した．
また，鶏卵から単離したヒト複合型二分枝糖鎖を出発原料に，市販のグリコシダーゼや，
糖転移酵素を利用することで，多様な構造の糖鎖を合成することもできる．本稿ではこれ
らを詳細に紹介する．

1. 糖鎖とは

細胞表層，血液中のタンパク質表層には，糖が連なった
糖鎖が存在する．生体内の糖鎖は，グルコース，マンノー
ス，ガラクトース，N-アセチルグルコサミン，フコース，
N-アセチルシアル酸などが連結したものであり，さまざま
な結合様式でつながることで糖タンパク質型，糖脂質型，
さらには硫酸化糖鎖に分類される．
タンパク質に結合した糖鎖は，結合部位であるアミノ酸

側鎖の種類によってN型，O型の二つに分けられる．N型
糖鎖は，Asn-X-Ser/Thr（Xはプロリン以外のアミノ酸）の
アスパラギン側鎖の窒素原子に糖鎖がN-グリコシル化さ
れている 1）．N型糖鎖は，3種類に分けることができ，複
合型1，ハイマンノース型3，その両方の糖鎖様式を持つ
ハイブリッド型2が存在する（図1）．ハイマンノース型糖
鎖は，マンノースを九つ持ち，複合型は，末端からシアル
酸，ガラクトース，N-アセチルグルコサミンからなり，さ

らに，二，三，四分枝と多様な構造を示す 2）．糖脂質は，ゴ
ルジ体で主に合成されるが，シアル酸，グルコース，ガラ
クトース，N-アセチルガラクトサミン，フコースなどで構
成される．

2. 糖鎖の機能

タンパク質上のハイマンノース型糖鎖は，小胞体内で
のタンパク質フォールディングを促進する機能を有して
いる 3）．小胞体で，リボソームによりペプチドが合成され
る際，グルコース三つ，マンノース九つからなる糖鎖（糖
鎖3にグルコースが三つ付加）がオリゴ糖転移酵素により
付加する．そして，この糖鎖にさまざまなシャペロンや
フォールディングセンサー酵素が相互作用することでタン
パク質のフォールディングが促進される．このハイマン
ノース型糖鎖3は，ゴルジ体で一部，酸性のシアリル糖鎖
へと変換され，複合型糖鎖1となり，細胞表層，体液中で
のタンパク質の構造安定性，溶解性，寿命，抗原性に関与
するようになる．ゴルジ体では，マンノシダーゼ，糖転移
酵素が作用し，糖鎖末端からシアル酸，ガラクトース，N-
アセチルグルコサミンからなる糖鎖が構築される．このシ
アル酸，ガラクトース，N-アセチルグルコサミンからなる
糖鎖が2組の場合は，二分枝N型糖鎖となる．この分枝様
式は三，四分枝も存在する 2）．
生合成における糖鎖配列の制御は，遺伝子制御ではなく
糖転移酵素の基質特異性により行われ，また修復機能もな
いため構造が不均一となる．また，N型糖鎖は，前述のよ
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うに二～四分枝となるため，さらに構造多様性が生じ，ど
の構造の糖鎖が機能を発揮しているか確定することが困難
となる．

3. 糖鎖を合成する必要性

生物科学的な実験を行い糖鎖機能を理解するには糖鎖試
料が必要であるが，生体試料から単離するには微量のた
め，さまざまな実験に用いることができない．一般には，
研究対象として興味深いタンパク質を単離し，その後糖鎖
を酵素で切り離すことで，その糖鎖を質量分析等で構造解
析することができる．特に，抗体をはじめ比較的量が確保
できるタンパク質（血中濃度が5～10 pg/mL以上）4）の糖鎖
は，単離後，核磁気共鳴装置，質量分析装置等で構造決定
することができると同時に，次の生物科学的実験に利用す
ることができる．しかし，興味深い活性を示すサイトカイ
ンなどは，0.5 pg/mL程度しか血中には存在しておらず 4），
そこから糖鎖を単離しても前述の糖鎖の不均一性という問
題が重なり，質量分析装置でもその構造解析は困難を極め
る．このような場合は，チャイニーズハムスターの卵巣細
胞（CHO細胞）等で糖タンパク質を大量に発現し，そこ

から糖鎖構造を決定することで糖鎖と活性の関係の研究を
実施することができる．しかし，天然型から単離した糖タ
ンパク質とCHO細胞で調製した糖タンパク質の糖鎖組成
が同じとはいえない問題もある．
以上の理由から糖鎖を化学的に合成する必要性があり，
また，高純度のものを得ることができれば生物科学的実験
に活用することができる．

4. 糖鎖の化学合成

糖鎖を化学合成するには，糖と糖を連結するグリコシ
ル化反応を繰り返し，単糖から糖鎖へと構築する（図2）．
このグリコシル化反応の研究は1893年にFischer5）が実施
し，その後100年を経て数多くのすばらしい反応が見つ
かってきた．また，酵素を有機試薬のように利用した糖鎖
合成も活用されるようになってきた．以下ではその糖鎖合
成について経緯を一部ではあるが紹介する．
糖は，アルデヒドと水酸基が分子内アセタールを形成し
た構造で，そのアセタール炭素位をアノメリックといい，
ここに陽電荷（カチオン）5を化学的に発生させ，別の糖
水酸基に結合させることをグリコシル化という（図2）．
このカチオンをアノメリック位に発生させるためには，チ
オグリコシド，イミダート基，ハロゲン（フッ素，塩素，
臭素）などの官能基がアノメリックに結合した糖供与体
（ドナー）4を調製する必要がある．そして，それぞれ該
当する活性化法で，この官能基を脱離させることでカチ
オン5を発生させる．この5はオキソカルベニウムイオン
6と共鳴構造をとる．この際，反応に用いる溶液中に水が
わずかにでも存在するとこのカチオンと即座に反応するた
め，目的とするグリコシル化反応は起こらない．この不要
な水分を除去するために，原料の乾燥は必要不可欠であ
る．さらに水を強力に吸着するモレキュラーシーブスを反
応溶液中に加えてアルコールと反応させることで，グリコ
シド体7（β結合）または8（α結合）を得ることができる．
α選択的にグリコシル化反応を制御する方法はいまだ確立
されていないが，基質や条件によって制御することが可能
である．一方，β選択的グリコシル化反応は，糖の2位に
エステル系保護基（11）を導入しておくことで，12のよう
なアシロキソニウムイオン中間体を経てβ選択的にグリコ
シド体13を得ることが可能である．
一方，カチオンを反応させる他方の糖の水酸基は複数個
あるので，決まった位置の水酸基と反応させるには，保
護基を利用する必要がある．糖は，2, 3, 4, 6位に水酸基を
持つが，その1か所をグリコシル化するため，それ以外の
水酸基にエステル系，エーテル系の保護基を導入する［た
とえば9（3位のみが水酸基），または10（4位のみが水酸
基）］．エステル系保護基は糖鎖合成の最終工程で塩基によ
るけん化により，ベンジル，アリル基などのエーテル系は
触媒を利用する反応により除去し，水酸基が遊離した天然
型糖鎖へと変換することができる．

図1 N型糖鎖の構造
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また，糖鎖を合成するには，保護基の脱着と糖をグリコ
シル化させるタイミングを綿密に計画する必要がある．糖
鎖合成は各合成ステップごとにシリカゲルや順相のHPLC
カラムで精製することが望ましい．特に糖鎖全長が合成で
きた際は，有機溶媒に可溶なため比較的精製が容易なの
で，この段階で行い，あとは定量的に保護基が脱保護でき
る条件を探すことで最終生成物を高純度で得られるように
する必要がある．

5. 糖鎖の酵素合成

糖鎖の生合成は，糖転移酵素と糖ヌクレオチドが働くこ
とで行われており，この反応をフラスコ内で行うことで糖
鎖を合成することができる．糖転移酵素は，糖ヌクレオチ
ドを糖供与体として用い，該当する糖受容体に糖を転移す
ることで糖鎖を構築する．生体内糖鎖は，さまざまな結合
様式を示し，グリコシド結合のα/β配置，ならびに受容体
の種類ごとに異なる糖転移酵素が働く．したがって，酵素
を用いて糖鎖を合成する場合，糖鎖が持つグリコシド結合
の種類だけ糖転移酵素が必要となる．これまで単離された
糖鎖関連酵素はCAZYというウエブサイトで報告されてい
る（http://www.cazy.org）．

6. 糖鎖の半合成

糖鎖を酵素合成するには，糖鎖が持つすべての結合様式
に相当する糖転移酵素を用意する必要があるが，現実的に
は困難である．この場合は，化学的グリコシル化と糖転移
酵素反応を組み合わせて実施することが効率的である．す
なわち，基本となる糖鎖骨格は化学合成で調製し，そして
非還元末端側に酵素で糖鎖を伸長するのが一般的である．
また，鶏卵から単離した複合型二分枝糖鎖を出発原料
に，市販のグリコシダーゼや，糖転移酵素を利用すること
で，多様な構造の糖鎖を合成することもできる．この方法
で30種類以上の複合型糖鎖を容易に得ることができるよ
うになっている 6, 7）．最近では，同上の複合型二分枝糖鎖
の各水酸基を選択的に保護し，化学的グリコシル化反応に
より三分枝糖鎖の合成も報告されている 8）．

7. 糖鎖合成の実施例

ここからは，これまで報告された糖鎖合成の代表的なも
のを紹介する．
糖転移酵素を用いた糖鎖合成を系統的に実施したの
はWongらのグループで，一つのフラスコ内にいくつも
の酵素を入れて，生合成システムのような手法で抗炎症
剤として期待されたシアリルルイスXの合成に成功した
（図3）9）．この方法は，糖ヌクレオチドとしてUDP-ガラク

図2 糖鎖合成に必要な保護基およびグリコシル化の概念
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トース，CMP-シアル酸，GDP-フコースを複数の酵素で合
成する過程と糖転移の過程を合わせている．ここでは，糖
ヌクレオチドをリサイクルで合成する方法が利用されて
いるが，そのメリットは，糖転移によって生じたヌクレ
オチド（CMP, UDP）がそれぞれシアル酸転移酵素，ガラ

クトース転移酵素の酵素阻害剤として作用することを抑
え，反応が失速しないようにできることである．彼らは，
CMP-シアル酸の再生法を記載している（図3右）．その結
果，UDP, CMPは触媒量で十分であり，該当する糖ヌクレ
オチドに再生するための酵素反応システムが取り入れられ

図3 多段階酵素反応を利用する糖鎖（シアリルルイスX）の合成

図4 糖転移酵素を利用する分枝特異的な糖鎖伸長法
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ている．また，糖ヌクレオチドは高価なため，触媒量の糖
ヌクレオチドでシアリルルイスXが合成できるメリットは
非常に大きい．
糖転移酵素は本来膜結合型酵素のため大腸菌での発現が

困難であったが，さまざまな発現系が検討され，多くの糖
転移酵素の膜外に位置する触媒ドメインの発現ができるよ
うになるとともに，それを用いた糖鎖合成も発展した．し
かし，すべての糖鎖結合様式を合成できるほどの糖転移酵
素を用意することはできないので，基本骨格は化学合成で
調製しておき，その非還元末端側の糖鎖を糖転移酵素で伸
長するのが常套手段となっている．この手法を用いること

で，最近，N型の多分枝糖鎖の誘導体が合成されている．
Boonsらは，基本骨格となる糖鎖は化学的に合成し，そし
て分枝特異的に糖転移酵素を用いて糖鎖伸長することで
分枝様式が非対称のN型糖鎖誘導体の合成に成功している
（図4）10, 11）．
シアル酸は，細胞ががん化した際に増加する糖鎖とし
て注目され，その機能解明のため高純度シアリル糖鎖の合
成は長く研究が続けられてきたが，その高効率的な立体選
択的な合成法が最近確立された．シアル酸は，そのアノメ
リック位が2位となるケトース構造で，天然型はα型（図
5: α-シアロシド）となる．しかし，熱学力的に不安定な

図5 さまざまな立体選択的シアリル化反応
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α型のグリコシル化反応を実施するのは非常に困難で，こ
れまでさまざまな検討がされてきた．そのような中，世界
で最初にα選択的なシアリル化反応に成功したのは小川ら
のグループで，ガングリオシドGM3の合成を報告した 12）．
また，3位に硫黄原子を付加させ反応中間体15をα型が生
成しやすいものにする方法や，アセトニトリルを用いた溶
媒効果によるα選択的な制御（17）など多くの例が報告さ
れた（図5）13）．最近，田中らによる4, 5位間に環状構造の
オキサゾリジノンを形成したシアリル供与体（18）でシア
ル酸ポリマーの合成が高効率的にできるようになってい
る 14）．
また，河村，安藤らは，図5に示したような環状のシア
ル酸供与体19を合成し，これがさまざまなシアル酸受容
体と反応しα選択的なシアリル糖鎖20やシアル酸ポリマー
21を与えることを示した 15）．この方法の特徴は，望まな
い立体であるβ体が生成する方向に環状の炭素鎖骨格を付
加させることで，シアリル化反応の際，β体の生成は起こ
らずα体のみ与えることができる．また，その環状構造を
形成する炭素鎖の長さは，2位と糖受容体水酸基が反応す
る際の分子全体の立体構造の安定性，ならびに，反応後に
環状構造の炭素鎖の除去法などさまざまな条件検討が行わ
れ確立された．

N型糖鎖については，複合型1，ハイマンノース型3の
糖鎖の化学合成例が報告されている．松尾，伊藤らは，マ
ンノース単糖を繰り返し連結することで九つのマンノース
がキトビオースにつながった糖鎖を合成している 16）．こ
の合成で最も困難なグリコシル化反応は，マンノースが
N-アセチルグルコサミンの4位に結合したβ1,4結合であ
る．この結合は，伊藤らにより開発された立体選択的に
β1,4結合が形成できる分子内糖転移反応によって合成され
ている 17, 18）．
伊藤らは二分枝の複合型糖鎖 19），Danishefskyらは三分

枝の化学合成 20）を報告している．Danishefskyらの三分枝
複合型糖鎖の合成では，まず，アスパラギンに結合するキ
トビオースにCrichらが報告したベンジリデンで構造を固
定化したマンノシル供与体によるβ1,4結合形成を行って
いる（図6: 26→27）．そして，そのβマンノースの3, 6位に
マンノースをα結合で連結している（図6：27→33）．最後
に，シアル酸α2-3ガラクトースβ1-4グルコサミンからな
る三糖骨格を反応性が最も低い，マンノースの4位にグリ
コシル化し，そして，マンノースの2位に二，三分枝目に
相当するシアル酸α2-3ガラクトースβ1-4グルコサミン骨
格を導入している（36）．この合成では，ベンジル基という
エーテル系の保護基を用い，糖供与体の反応性を向上させ
るようなルートが設定されているが，最後の脱保護は，液
体アンモニア中ナトリウムによる還元反応により行われて
いる．
非天然型の糖を有する複合型糖鎖を合成することによっ

て，その糖鎖機能や，その糖鎖が結合しているタンパク質
の機能を制御することが可能となる．

Wongらは二分枝複合型糖鎖の非還元末端のシアル酸の
3位にフッ素原子を結合させた糖鎖47を化学合成後，そ
の糖鎖を酵素を用いてヒト IgGのFc部位に導入している
（図7）21）．これは，シアリル糖鎖を持つ抗体がより高い
機能を持つため，抗体の糖鎖をシアリル糖鎖に置換した
高機能抗体の作製を目的としている．しかし，シアル酸
は，生体内でシアリダーゼにより除去されるため，Wong
らは，電子吸引性のフッ素原子によりグリコシド結合を安
定化させ，シアル酸がシアリダーゼにより除去されないよ
うにした．フッ素原子を持つシアリル糖鎖の合成は，前
述のDanishefskyらと同様に行っているが，フッ素原子を
シアル酸に導入する工程は，シアリルガラクトースを合
成後に導入している（図7：37）．これは，電気陰性度が

図6 N型三分枝複合型糖鎖の合成
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高いフッ素原子の導入により，ガラクトースのシアリル
化反応が極端に低下するためである．そして，シアリル
三糖供与体42を合成後，コアマンノースの反応性の低い
3位水酸基（44），そして6位水酸基（46）という順にシアリ
ル糖鎖を合成した．次に還元末端のN-アセチルグルコサ
ミンをオキサゾリン化し，Wongらが調製したエンドグリ
コシダーゼEndo-S2（D184Q）での糖鎖転移反応を行い，
フッ素原子を持つシアリル糖鎖を持つ抗体の作製に成功し
た 21）．
シアル酸は，その分子内に酸性のカルボキシ基を持つこ

とで特異な性質を持つと考えられるが，生体内糖鎖には，
硫酸化された酸性糖鎖が存在する．硫酸化様式，構成糖の

種類によりコンドロイチン硫酸，ヘパラン硫酸，デルマタ
ン硫酸などが見いだされている．いずれも細胞表層でさま
ざまなシグナルを発信しているが，その生理活性は，硫酸
化様式によって大きく変化する．その結果，これまで多く
の硫酸化糖が化学合成され，機能解明の研究が展開されて
きた．
しかし，糖鎖への硫酸化も酵素により制御されており，
その硫酸化様式は不均一な構造を示す．したがって硫酸化
糖の機能を解明するには，化学的に合成した均一な試料を
利用することが必要不可欠である．硫酸化糖鎖の合成は，
まず，基本となる骨格，たとえば，二糖と二糖を連結し四
糖，さらには，六，八糖を合成し，そして硫酸化する位置

図7 フッ素原子を持つ二分枝複合型糖鎖の合成と抗体への酵素的導入反応
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の保護基を除去し，硫酸化する方法が一般的である．ま
た，硫酸化は，三酸化硫黄のピリジン塩が一般に用いられ
るが，その反応性が低いことは長年の課題となっている．
田村 22, 23），隅田 24），Hung25, 26），Huang27），Boons28），Hsieh-
Wilson29）らによってさまざまな硫酸化様式の糖鎖が合成さ
れ，硫酸化様式と活性発現の関係が調べられた．また，田
村 30），Huang27）らは，保護基で保護した硫酸基を糖供与体
に導入しておき，糖と糖の連結を行い，硫酸化糖鎖が合成
できることも示している．
コンドロイチン硫酸は，半合成によってそのライブラ

リーの合成が可能であることが報告されている．この方
法では，コンドロイチン硫酸から酸処理による硫酸基の除
去を行い，ヒアルロニダーゼで二および四糖骨格を調製し
ている．そして，これら糖鎖に対し保護基を導入すること
で硫酸基を導入する位置を制御し，さまざまな位置に硫
酸基が導入されたコンドロイチン硫酸が合成されている
（図8）31）．
グルコースが環状につながった糖鎖はシクロデキストリ

ンと呼ばれ，その環状内部への包摂作用によりさまざまな
応用が展開されてきた．シクロデキストリンの化学合成は
小川ら 32）が世界で最初に達成し，そして合成が難しいと
思われていたグルコース五つからなるシクロデキストリン
の合成が中川ら 33）によって達成された．

そして，2019年には，合成は不可能と思われていた，
グルコースが三つ，あるいは四つからなるシクロデキスト
リンが山田英俊らによって合成ができることが証明され
た 34）．山田らは，グルコースのピラノース環に彼ら独自の
保護基（EDB基）を導入することで，環状の保護基を持
つグルコース誘導体61を合成した．この構造を構築する
ことでグルコースのピラノース環がゆがんだ構造となり，
グリコシル化反応の高い立体選択性を示すグルコース二糖
供与体68を得た．そして，これら二糖を連結して四糖骨
格を構築後（図9: 67, 68→69），分子内グリコシル化反応
を実施し目的とする環状四糖，すなわち四糖シクロデキス
トリンの合成に成功した（図9：71→73）．また，山田ら
は，この手法を用いて，グルコース三つからなるシクロデ
キストリンの合成にも成功した．これら成果は，Science
誌で，難しい化学結合も環状構造をゆがませることで合成
が可能になったと高く評価され，歴史に残る成果を糖質化
学に記した 34）．
糖鎖合成は，多くの合成化学者により発展し，今では作
ることができない糖鎖はないといっても過言ではない．以
上のようなさまざまな化学的合成法が発展し，最近では，
細菌表層の大型糖鎖をも合成できるようになっている．こ
の糖鎖は，40残基以上の五員環のフラノース骨格を多く
含む特異な構造をしている．

図8 生体から単離したコンドロイチン硫酸の加水分解により調製した四糖，六糖型の硫酸化糖鎖の半合成
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図9 四糖からなるシクロデキストリンの化学合成

図10 アラビノースからなる細菌糖鎖の合成
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このフラノース骨格の細菌の糖鎖は，石渡，伊藤ら 35）

によって行われ，また最近，Yeらによって最も長い糖鎖
の合成例が報告された 36）．これらの合成では，糖鎖連結
時にフラノースが持つ1位のα選択性は，2位に結合させた
エステル系保護基によって制御されている（図10）．
これまで述べたような合成糖鎖は，マイクロアレイに固

定化し糖鎖チップとして，生体内のさまざまな受容体タン
パク質などとの相互作用を調べる実験に利用することがで
きる．また，最近では，これら糖鎖を自動合成装置で合成
する試みも展開され，装置の市販品も出てきている 37）．

8. おわりに

糖鎖合成が自在にできるようになった現在，今後の糖鎖
研究において検討するべき課題は，ある糖鎖分子を鋳型と
する糖鎖の増幅，数百個以下の分子しかない極微量の糖鎖
の構造解析法があげられる．糖鎖は，DNAやタンパク質
のように鋳型を用いて生合成されるわけではないので，生
体から単離した微量の糖鎖をポリメラーゼ連鎖反応のよう
に，その分子数を増幅することができない．また，対象と
なる糖タンパク質は血中濃度が0.5 pg/mLと非常に微量で，
得られた微量の活性糖タンパク質から糖鎖を切り出し，そ
の構造を質量分析装置等で構造解析することはいまだ容易
ではない．そのため，現状ではある程度量が確保できる糖
鎖の構造解析のみ可能である．今後，有用な活性を示す極
微量糖鎖の構造解析 38）が可能になれば，その糖鎖を化学
合成により大量に調製し，さまざまな応用研究や創薬に発
展することが期待される．
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