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Study on Synthesis of Chitin Derivatives Using a Chemoenzymatic Approach* 

化学酵素融合法によるキチン糖類の合成・変換に

関する研究＊
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要旨： 海洋バイオマス “キチン糖類”の利用及び高機能化を目的として，化学酵素合成法を基盤

とした有用糖質複合分子の開発研究を行った中性溶液ホウ酸存在下における N-アセチルグル

コサミン (GlcNAc)の熱変換では，特定のヘキソフラノース誘導体が高収率で得られることを見

出したまた，これら誘導体をリード化合物とすることで，天然生理活性物質であるフラノデイ

クチン類の二段階全合成を達成したニワトリ卵白リゾチーム (HEWL)に対する遷移状態アナ

ログ阻害剤の合成研究では，キチンオリゴ 4糖末端モラノリン体（G凡M)が強力な拮抗阻害剤と

なるばかりか， HEWLの反応機構を再検証するための有用なツールとして機能したさらに，

キチン糖類を酵素法によりヘテロオリゴ糖に変換後，中分子や高分子に集積化することで生体内

多価糖鎖を模倣した様々な生物機能分子を創製したこれらは，病原性ウイルスに対して架橋特

性や強力な吸着特性などを示す機能性糖質素材であり， ウイルスの新たな高感度検出法や捕捉技

術精製技術としての応用が期待された．

キーワード： キチン，糖質複合分子，化学酵素合成，機能設計，分子認識＊＊＊

1. はじめに

キチンは糖質バイオマスとして，地球上で最大年間生産

量 ・蓄積量を誇るセルロースと双璧を成す多糖類で，循環

型社会にも対応した貴重な再生可能糖質資源である］キ

チンとセルロースでは，共に B-（ l →4)— グリコシド結合を

介して連な ったホモ多糖である点や類似の階層構造を持つ

といった共通性がある一方で，化学構造としてはキチンが

D-GlcNAcのポリマー，セルロースがDグルコースのポリ

マーであるという点で異なる＇［ キチン発見の歴史は古く ，

1811年にハラタケ科のキノコから初めて抽出されたり そ

の後，カニやエピなどの甲殻類の外皮にキチンが豊富に含

まれていることが明 らかとなり，現在では主に，水産加工

残i査として生じるカニ殻か らキチンが工業的に製造されて

いるり 21世紀に入り，キチンを湿式粉砕で微細化しナノ

ファイバー材料4)を創り出す技術が開発されるなど，糖質

バイオマスとしてのキチンの有効活用が盛んに研究されて

いる．その一方で，素材としてのキチンは，その安定な結

品構造により反応性や溶解性が低く， 化学反応による構造

改変には不向きであり，このことが新たな材料開発を妨げ

る一因になっていたり このような背景のもと著者らは，

キチン利活用の一環として，キチンよりも加工特性に優れ

たキチン分解物，所謂，キチン単糖やキチンオ リゴ糖に着

目した具体的には，キチン単糖やキチンオリゴ糖を合成

原料に用い，それらを化学法と酵素法を組合わせた独自の

合成技術で改変 ・再構築することで有用糖質複合分子を創

り出す研究開発である 6-8)．本総説ではバイオリファイナ

リー分野への応用に関して，キチン糖類の合成・変換及び

＊本原稿は， 日本応用糖質科学会 2021年度大会の奨励賞受賞講演で一部発表された．

＊＊ 連絡先 (Tel.024-503-4982, E-mail: ogata@agri.fukushima-u.ac.jp) 

••• Key words: chemoenzymatic synthesis, chitin, functional design, glycan-conjugated molecule, molecular recognition 

略記： GlcNAc,Nーアセチルグルコサミン ；HEWL, ニワトリ卵白リゾチーム； G凡M,キチンオリコ 4糖末端モラノリン

体； ManNAc,N-アセチルマンノサミン； ChromogenI, 2-acetamido-2,3-dideoxy-D-erythro-hex-2-enofuranose ; 

GNF, 2-acetamido-3,6-anhydro-2-deoxy-D-glucofuranose ; MNF, 2-acetamido-3,6-anhydro-2-deoxy-D-mannofu-

ranose; GN止，キチンオリゴ 4糖末端ラクトン体； p4GalTI,P-(1→4)ーガラクトシルトランスフェラーゼ I;Gal 

(GlcNAc)sDGN, 44-0-p-D-galactosyl-p-tri-N-acetylchitotriosyl 2-acetamide-2,3-dideoxy-gluc-2-enopyranose ; p-NA-

Hase, P-N-アセチルヘキソサミ ニダーゼ； DMAB,p—ジメチルアミノベンズアルデヒド； MCPyV, メ ルケル細胞ポリ
オーマウイルス； VP1,カプシドウイルスタンパク質； MCPyV-LP,メルケル細胞ポリオーマウイルス様粒子； JCPyV,

ヒトポリオーマウイルス； IFV,インフルエンザウイルス ；HA,ヘマグルチニン； EIV,馬インフルエンザウイルス．
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その利用に焦点を当て，これら研究成果の概要を紹介する

2. キチン単糖及び少糖類の活用とリゾチー

ムの機能開発

細胞壁を構成する構造多糖のみならず，プロテオグリカ

ンやペプチドグ リカン などの多糖成分にも，著者らが研究

材料とする GlcNAcが構成糖として普遍的に存在し，その

役割も構造類似のグ）レコースとは異なることが知られてい

るまた， 化学的安定性についても同様で，例えば，アル

カリ条件下における異性化反応では，GlcNAcはグルコー

スよりも構造不安定であるため反応がより進行し，異性化

物以外にも数多 くの生成物を与える9-ll）．これら生成物の中

には， N-アセチルマンノサミン (ManNAc)や色素化合物

である 2-acetamido-2,3-dideoxy-D-erythro-hex-2-enofuranose

(Chromogen I)など有用な化合物も含まれているが，反応

の制御が難しく量的供給の妨げになっていたこのような

状況の中，著者らは GlcNAc などの 2— アセ トアミド単糖を

簡便な方法で構造変換する反応条件を偶然に発見した 12).

それは，中性に調製したホウ酸ナト リウ ム緩衝液を用いて

GlcNAcを溶解し， 1時間程度加熱処理するという非常に

簡単な方法である ．本反応では複雑な GlcNAcのアルカ

リ異性化反応とは対照的に，主に四つの生成物が得られ

た具体的には， ManNAc,Clu・omogen I, 2-acetamido-3,6-

anhydro-2-deoxy-D-gluco釦ranose(GNF)及び 2-acetamido-

3,6-anhydro-2-deoxy-D-mannofuranose (MNF)であ り，それ

(A) 
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ぞれの収率は 3,36, 10, 10 %であった （図 l(A)）． これ

ら収率を合計すると， 60％近くにも達することから， 比

較的高収率の反応といえるまた，研究を進める中で本反

応が平衡反応であることや，ホウ酸が反応促進に重要な役

割を果たしていることも明らかとなったさらに著者ら

は，この GlcNAc変換反応の際に得られるヘキソフラノー

ス誘導体 (GNF及びM園） が神経分化誘導活性物質 （フ

ラノデイクチン類）のリード化合物になることを見出し

たフラノディクチン類は， 2001年に大島らによって細

胞性粘菌 Dictyosteliumdiscoideumの子実体より単離 ・構造

決定がなされており， PC12細胞に対して神経分化誘導活

性を有する化合物と してフラノディクチン A及び Bが報

告されている＇ 3)．これらは，天然物としては初めての 3,6-

anhydro構造を持ったアミノ糖誘導体という構造新規性も

相まって，その後多くの研究者によって全合成が報告さ

れている 'J-16)_ しかし，それら報告の多くは保護 ・脱保設

工程を繰り返した多段階の有機合成反応を基本としており

決して簡便といえるものではなかったそ こで著者らは，

GlcNAcから一段階で得られる GNF及びMNFをリー ド化

合物としてそれらの 5位ヒドロキシ基にエステル化を行

うことで実に簡便なフラノディクチン A及びBの二段

階全合成を達成した（図 l(B))12>.

著者らはその後の研究で，本 GlcNAc変換反応は単糖類

に限らず， 還元性 2—アセ ト アミド糖を含む化合物であれ

ば位置選択的に一分子脱水反応が起こり，誘導体が生成さ

れることを明らかにしたりつまり，キチンオ リゴ糖のよ

ニCOH H□COH H> OH

Chromogen I GNF MNF 

(B) 

HO H / 

(b) 三 □OH

H 
NHAc 

玉
: 0 

(a) ． f uranodictine A 

HOG|cN:CHACOH→：ーニ三：口OH

H 
NHAc 

furanodictine B 

図1. GlcNAc変換法によって得られるヘキソフラノース誘導体と furanodictine A 
及び Bの二段階全合成

(A)中性溶液ホウ酸存在下における GlcNAcの熱変換によって生成する 3種類の
ヘキソフラノース誘導体左から ChromogenI, GNF. MNF. (B) Furanodictine A 
及びBの全合成 試薬と反応条件．（a)0.4 M ホウ酸ナトリウム緩衝液 (pH7.0), 

100℃ 2時間 （b) ビリジン（脱水），イソ吉草酸クロリド， 25℃ 2時間 文献
12)より作成



◆86◆ 

うな GlcNAcを還元末端に有する化合物に対して本反応を

行えば，還元末端 GlcNAc残基の C2位と C3位との間で

一分子脱水反応が進行し，これまでに報告例のないキチン

オリゴ糖誘導体が得られるこの発見が，その後， HEWL

の反応機構を検証するための遷移状態アナログ阻害剤の合

成研究へと進展した糖質加水分解酵素ファミリー 22に

分類される HEWLは， X線結晶構造解析によって初めて

立体構造が明らかにされた酵素として有名である一方，そ

の酵素基質間の複合体形成に関しては，オキソカルベニウ

ムイオン中間体型 “Phillips説”と共有結合中間体型

"Kosh land説”とで未だに様々な議論がなされている18-21)．

まず，著者らは， Phillips説を検証するための遷移状態ア

ナログ阻害剤として，キトテトラオースを中性溶液ホウ酸

存在下で加熱後，酸化処理を行うことでキチンオリゴ 4糖

末端ラク トン体 (GN,L)を合成した（図 2(A)）＂) この分子

の末端 L残基は，Cl位が sが混成軌道で安定な半イス型

様配座を有する．一方， Koshland説に対する遷移状態ア

ナログ阻害剤としては，酵素法を用いてキチンオリゴ 4糖

末端モラノリン体 （G凡M)を合成した （図 2(B))22>.G凡L

とは対照的に， G凡M の末端 M残基は Cl位が sが混成で

あり，℃ と呼ばれるイス型配座を持つ．これ ら2種類の

遷移状態アナログ阻害剤を用いて HEWLの反応機構を再

検証した結果， HEWLの基質分解に対して両遷移状態

アナログは共に拮抗型の阻害様式を示した HEWLに対

する結合親和性は等温滴定カロリメト リー にて評価し，

pH 7.0, 25℃の測定条件において G凡M は， G凡Lや一般

的な HEWL阻害剤であるキトトリオースよりも 10倍以上

強い結合親和力 (Kd= 760 nM)を示した22)_モラノリン分

子単独や GN2M では HEWLに対する親和性が急激に低下

することや，相互作用に伴うギブズ自由エネルギー変化に

はpH依存性が確認されたことなどから以下のような推測

ができる． HEWLに対する G凡M の強力な結合親和力は，

G凡M のキ トトリ オース部分が HEWLの4から-2サブサ

イトヘ安定結合することによって， HEWLの4 サブサイ

トヘ G凡M のモラノリン部分が強く結合できるようにな

(A) 

NHAc 
OH 

H字°立こHO

NHAc,-OH 

HO OH o HO NHAC0ぞ゚ここ。
GN3L 

(B) 

ぶ゚ぞ玉ミよぞ゚ Hミ 2

G凡M

図2.HEWLに対する 2種類の遷移状態アナログ阻害剤

(A) GN止の末端 L残基は a, B不飽和 8ラク トン構造を有し
Clがsp汀昆成軌道で安定な半イス型様立体配座を持つ．文献
17)より作成 (B)G凡M の末端 M残基は Clがsが混成 であ
り，℃,ィス型立体配座を持つ．文献 22)より作成．
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り， この二つの要因が協同的に作用することでもたらされ

る特に， ー］ サプサイトヘの結合に関してはモラノリ

ン残基の立体配座と環窒素原子の形式電荷が大きく関わっ

ていると考察したこの考察 を証明するために， HEWL

とG凡M との共結晶を作製後 X線結晶構造解析を行っ

た結果， HEWL の-4 から — l サブサイト内に G凡M 由 来

の電子密度マップが確認された著者らの結果を裏付ける

ように， ＇C,ィス型立体配座をと った モラノリン残基が

HEWL の — l サブサイトに位置 し，その環窒素原子が活性

中心の Asp52を含む複数のアミノ酸残基と水素結合を形

成している様子が観察されたこの結果は，過去に With-

ersらが報告した不活性型 HEWL(E35Q) とNAG2FGlcF

との共有結合中間体構造と極めて高い類似性を示した2223)．

今回，合成阻害剤 G凡M を用いた一連の研究によって，

共有結合中間体形成の新たな実証例を示すことに成功した

が，HEWLの酵素基質間の複合体形成に関しては，現在

も様々な議論が続いている砂 著者らも，合成化学の観点

から引き続きこの謎にチャレンジしていきたい

さらに著者らは， HEWLのクレフ ト内 に存在する-4か

ら＋2の六つの糖結合サブサイ トか ら着想を 得て， リゾ

チームの酵素活性を簡便に評価可能な新基質の開発を行っ

たニワ トリ 型 リゾチームはペプチドグ リカンやキチンを

加水分解する酵素で，その活性評価には Micrococcus ly-

sodeikticus由来の細胞壁 （ペプチ ドグリカン）やキチンオ

リゴ糖の還元末端に発色団を結合したオ リゴ糖誘導体が広

く用いられている 25-27)_ これら従来基質は，共通して リゾ

チームのランダム加水分解を受けるという特徴を持ってい

る つ ま り ，こ れら基質を用いて酵素の動力学的解析など

を行う場合， 切断箇所ごとの詳細な分析が必要となりとて

も煩雑な作業を伴う ．そこで著者らは， リゾチームによっ

てランダム加水分解を受けない新たな基質の開発を目指

し，キチンオ リゴ糖の両末端を修飾した誘導体の合成を

行った基質合成の方法は以下の通りである ．キトテ トラ

オースに対して還元末端選択的脱水反応と ウシ乳由来 P-(1

→4)ーガラク トシル トランスフェラーゼ I(P4GalTI)を用い

た非還元末端ガラク トシル化を行う ことで， 目的物である

4'-0-P-D-galactosyl-P-tri-N-acetylchitotriosyl 2-acetamide-2,3-

dideoxy-gluc-2-enopyranose [ Gal (GlcNAc),DGN]を全収率

3.8 %で得た （図 3)四 続いて，Gal(GlcNAc),DGNが HEWL

によってどのような加水分解を受けるか評価した結果と

して従来のオ リゴ糖基質である (GlcNAc),-p-pNPや，

構造類似の (GlcNAc),DGNが HEWLによってランダム加

水分解を受けたのに対して，Gal(GlcNAc),DGNは非還元

末端側から数えて三つ目の P-（ 1 →4)— グ リコシド結合のみ

が加水分解されたこれは， HEWLとGal(GlcNAc),DGN

とのドッキングシミュ レーションからも矛盾のない結果が

得られており ，Gal(GlcNAc),DGNの非還元末端ガラク

トース残基が HEWLの-3サブサイ ト近傍に存在する Trp

62とスタッキング型相互作用を介して結合し，分子全体

としては Gal(GlcNAc),DGNが HEWLの3 から＋2サブサ
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イトに位置していたさらに著者らは， HEWLの Gal

(GlcNAc),DGNに対する特徴的な分解特性を利用すること

で， 糾ー凡アセチルヘキソサミニ ダーゼ (~-NAHase) を共役

酵素に用いた新たな HEWL活性測定法を開発した具体

的には，基質が HEWLによ って Gal(GlcNAc),とGlcNAc-

DGN に加水分解された後に，共役酵素である ~-NAHase

が GlcNAc-DGNを加水分解することで DGNが遊離する

この DGNは水溶液中でピラノース型を維持できず，瞬時

にフラノース型である ChromogenIへ と構造変化する最

後に，反応液へ p—ジメチ ル アミノベンズア ルデヒド

(DMAB)を含む塩酸溶液を加えることで， ChromogenIが

590 nmの波長吸収を有する定量性に優れた化合物へ変換

され，その生成速度に基づいて HEWLの酵素活性を測定

することができるこれら一連の反応機構を図 3に示す．

結論として，Gal(GlcNAc),DGNはキチンオリゴ糖誘導体

でありながら HEWLによ ってランダム加水分解 を受けな

いという，これまでにない特徴を有しており，共役酵素系

を用いることで優れた活性測定基質に もなり 得ることを実

証した28)．今 後 本 方法を利用することで，これまで煩雑
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図3. Gal(GlcNAc),DGNを基質とした共役酵素系による新たな
HEWL活性測定法

＊で示した数値は，グリコシド結合の切断頻度を表す．＊＊で
示した矢印は， HEWLによる切断位置を表すキチンオリゴ糖
の両末端を修飾した Gal(GlcNAc),DGNは， HEWLによってラ
ンダム加水分解を受けず，共役酵素系を用いることで酵素活性
を測定することが可能である文献 28)より作成

な分析を必要とした HEWLの反応速度論解析などが簡便

化されるものと期待される．著者らはその後の研究で，共

役酵素を必要としない新たな両末端修飾型キチンオリゴ糖

話導体 (Gal01,4GlcNAc01,4GlcNAc-0-pNP)の合成にも成

功しており ，これについてはまた別の機会で詳し く紹介し

たし、29).

3. キチン糖類の変換及び集積化による生物

機能分子の創製

糖質はエネルギー源や細胞壁の主成分としてだけではな

く，タンパク質や脂質などに結合することで複合糖質とし

て存在し，細胞の増殖や分化，受精，ガン化 といった多く

の生命現象に関与している叫複合糖質は，通常，数種類

のヘキソースから構成されており，著者らが研究素材に用

いている GlcNAcもそれらを構成するヘキソースの一つで

ある例えば， GlcNAcは，N結合型糖鎖や 〇結合型糖鎖

の構成糖として存在し，病原性ウイ）レスの接着や感染に関

わる受容体分子の部分構造として機能する ．このような背

景のもと，著者らは，酵素法に よりキチン糖類をヘテ ロオ

リゴ糖からなる疑似レセプター分子に変換後，化学法を用

いて中分子や高分子に集積化する ことで病原性ウイルスな

どに対する分子認識能を飛躍的に高めた生物機能分子の創

製に取り組んできた内 ここでは，中分子材料としてポリ

オーマウイルス粒子に対して架橋複合体形成能を有する中

分子糖鎖クラスターを，高分子材料としてインフルエンザ

ウイルス感染阻害剤を紹介する．

3.1ウイルス架橋能を有する中分子糖鎖クラスター

生体内には，糖ペプチドや糖タンパク質のように中分子

や高分子に対して糖鎖が規則的に結合 ・配列した多価糖鎖

が数多く存在する．これら多価糖鎖には，一価の糖鎖とは

異なる特徴が存在するそれは，糖鎖が多価に存在するこ

とで相互作用分子に対して糖鎖クラスター効果が生じ， こ

れによって糖鎖の生物情報信号としての性質を増幅させ，

優れた分子認識能を発揮するようになる点である 31-33) -

方これら糖鎖と相互作用をする分子としては，糖結合性

タンパク質であるレクチンが有名であるが，そのレクチン

も構造的特徴として多価の糖結合部位を有する場合が多

い叫さらに， このような多価糖鎖と多価 レクチン間での

相互作用では，糖鎖クラスター効果による結合親和力の増

強に加え，それぞれが架橋し凝集体を形成する形態変化現

象がしばしば観察される 33) この多価糖鎖と多価レクチン

間でおこる架橋複合体形成反応は生体内でも見られる普遍

的な現象であるにも関わらず，複合体形成のメカニズムな

どに関しては未解明な部分が多く，特に病原性ウイルス表

面に存在する多価レクチンを介したウイルス粒子と多価糖

鎖との凝集反応に関しては，極端に研究例が少ない現状が

あった著者らはこれまでに， invitroにおける多価糖鎖

と多価レクチンとの架橋複合体形成反応の基礎的知見を得
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る目的で，糖鎖の価数を数個程度に制御した構造明確な中

分子糖鎖クラスターの設計及び合成を進めてきた8.35-37)．こ

こでは，四価シアロ糖鎮クラスター（図 4(A))の病原性ヒ

トボリオーマウイ ルスに対する架橋複合体形成能について

紹介する四本研究に使用したメルケル細胞ポ リオーマウ

イルス (MCPyV)は 72個のカプソマーで構成されており，

それにはシア ロ糖鎖に結合親和性を持ったカプシドウイル

スタンパク質 (VPl)が多価に含まれている 38.39)_ まず著者

らは， GlcNAcなどを合成原料とし化学酵素合成法によ っ

て様々な中分子シアロ糖鎖クラスターを設計 ・合成し，ラ

イブラリーを構築した続いてそれら多価糖鎖とメルケ

ル細胞ポ リオーマウイルス様粒子（MCPyV-LP) との混合

液を動的光散乱法によって分析した結果，それぞれの滉

合比や濃度などを試行錯誤することによって， 一分子中に

Neu5Aca2,6LacNAc構造を四つ有する特定の四価シアロ糖

鎖クラスター（固 4(A))が溶液中で直径約 45nmの

(A) 
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キチン糖類の変換及び集積化によって合成した糖質複合分子

(A)病原性ヒ トポリオーマウイルスと架橋複合体を形成可能な四価シアロ糖鎖クラスター 文献 37)より作成．
(B) ヒト 型 IFVの細胞感染を強力に阻害するシアロ 7糖含有糖鎖ポリペプチド．文献49)より作成．（C)EIY吸
着性糖鎖微粒子．本糖鎖微粒子のウイルス吸着特性とリアルタイム PCR法とを組合わせることで感染初期の超
微量 EIVの検出を可能にした 文献 57)より作成．（D)粒子径が高度に制御されたデキストリンナノ粒子を骨格
構造に有する IFV結合性のシアロ糖多価ナノ粒子．文献 58)より作成

図4
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MCPyV-LPを架橋し，平均直径が2μm程度の複合体へと

変化する様子を捉えることに成功した37). さらに，これら

一連の架橋反応を経時的に観察することによって，架橋初

期と架橋終期では異なった凝集体成長過程が存在すること

も明らかになった．著者らはこれまで主に，植物レクチン

のような比較的糖結合部位が少ない多価レクチンと多価糖

鎖間での架橋反応を観察・評価してきた． しかし，今回，

ウイルス粒子のように植物レクチンと比較して数倍程度大

きく， 100倍以上の糖結合部位を持った多価レクチンで

あっても，中分子糖鎖クラスターで架橋複合体を形成可能

であることを実証した本結果は，別の見方をすると，ウ

イルスのようなナノ粒子を中分子糖鎖クラスターによって

選択的に架橋し，マイクロスケールの複合体へと形態変化

させる技術と捉えることもできる．そこで，次に著者らは

本技術を利用したウイルスろ過膜法を開発した37)．その原

理と方法は至ってシンプルであり，四価シアロ糖鎖クラス

ターによって MCPyV-LPを架橋後，その水溶液を一般的

な微生物ろ過用滅菌フィルター（孔径 0.2μm)を用いてろ過

をするだけである．通常，ウイルスは本フィルターを通過

するが，マイクロスケールの架橋複合体はこれを通過でき

ず，よって，ろ過膜上にウイルスを捕捉・回収することが

できる．この方法は，実際に感染性を持ったヒトポリオー

マウイルス (JCPyV)を含むクルード溶液に対しても有効

であったことから，新たなウイルス捕捉・精製技術として

の可能性を十分に秘めている．

3.2インフルエンザウイルス感染阻害剤

現代社会において病原性ウイルスの感染によって引き起

こされる感染症は，症状の軽いものから重篤な症状に至る

ものまで多岐にわたり，人々の生活において無視できない

存在となっている特に，人獣共通感染症であるインフル

エンザは，インフルエンザウイルス (IFV)によって引き

起こされる公衆衛生上最も重要なウイルス感染症に位置づ

けられるインフルエンザウイルス (IFV)の宿主細胞ヘ

の接着・感染には，ウイルス表面のヘマグルチニン (HA)

と呼ばれる糖結合性タンパク質が関与しており， HAが宿

主細胞表面の糖タンパク質や糖脂質などのシアロ糖鎖を認

識・結合することで感染が成立する40). 一方，タンパク質

が高度にグリコシル化された多価糖鎖高分子であるムチン

などは，生体内においてウイルスと特異的に結合し，感染

のバリア分子として機能する41,42). 20世紀後半以降，多く

の研究者によって，ムチンのようなウイルス感染に対する

バリア分子を人工的に模倣・再現したウイルス感染阻害剤

や吸着剤，検出プローブ等が次々と開発されてきた43-47)_

著者らも，納豆菌が産生する yーポリグルタミン酸の側鎖力

ルボキシ基にヒト型やトリ型 IFV-HAの疑似レセプター分

子（シアロ糖鎖配糖体）を多価導入することで，高分子型

IFV感染阻害剤“人エムチン’'を設計・合成した48-52)．具

体的には，ラクトースまたは Nグセチルラクトサミンと

5ートリフルオロアセトアミド—l—ペンタノールとを Tricho-
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derma reesei 由来セルラーゼ中に含まれるエンド—13-(1→4)—

グルカナーゼ Iの縮合反応を用いて配糖化後，得られたニ

糖配糖体のアグリコン部末端を脱保護し， y-ポリグルタミ

ン酸側鎖に組込むことで，実に簡単にアシアロ型糖鎖ポリ

ペプチドを作製した48,53)．次に，各種糖転移酵素をカイコ

バクミド法により異種発現し54,55)，これら組換え酵素を用

いて糖鎖伸長反応やシアル酸付加反応を行うことで非還元

末端に Neu5Aca2,3Gal構造や Neu5Aca2,6Gal構造をもっ

た計20種類以上にもおよぶシアロ型糖鎖ポリペプチドラ

イブラリーを作製した48-52)．結果として，ライブラリーの

中からヒト型 IFVである A/WSN/33(HlNl)や A/Aichi/

2/68 (H3N2)のMDCK細胞への感染に対し，天然シアロ

フェツインを遥かに超える極めて低濃度 (10―12~lO―14M)で

感染阻害可能な Neu5Aca2,6Gal構造を非還元末端に有す

るシアロ 7糖含有糖鎖ポリペプチドを見出した（圏 4

(B))"'. また，ヒト型 IFV-HAとトリ型 IFV-HAの糖鎖認

識特異性は末端シアル酸の結合様式に依存し，且つそのコ

アとなる内部糖鎖の長さが感染阻止活性に深く関与するこ

とを明らかにした49)．具体的には， ヒト型 IFV-HAはNeu5

Aca2,6Gal構造を非還元末端に有する長鎖の糖鎖構造に対

して， トリ型 IFV-HAはNeu5Aca2,3Gal構造を非還元末端

に有する短鎖の糖鎖構造に対して強い結合親和性を示し

た． さらに，ヒト型 IFV-HAに対して高親和性を有する長

鎖シアロ糖鎖の内部糖鎖構造は糖構造ではなく直鎖アルキ

ル鎖に置き換えても高活性を維持することも明らかにし

た49).

近年著者らは，前述の糖鎖ポリペプチドを応用利用する

ことで，馬インフルエンザウイルス (EIV)の検出感度を

向上可能な材料開発にも成功している．具体的には， EIV-

HAに結合親和性を有する疑似レセプター分子 (Neu5Gca

2,3LacNAc配糖体）を yーポリグルタミン酸に多価導入する

ことで EIV吸着性糖鎖ポリペプチドを合成後，疎水化処

理を施し，その後，直径 1μmの表面疎水化有機シリカ微

粒子の表面に疎水相互作用を利用して固定化することで，

EIV吸着性微粒子を開発した（図 4(C))56,57)．本微粒子は，

疑似レセプター分子による結合特異性と糖鎖クラスター効

果による結合親和性とを兼ね備えた EIV吸着剤であり，

さらに，本性能とリアルタイム PCR法とを組み合わせる

ことで，従来法では捉えられなかった感染初期の超微量

EIVの検出にも成功した57)．本技術は，馬産業に大打撃を

与える伝染性の高い EIVを早期発見可能な検出法として

有用である．

また，これらとは全く別のアプローチとして，デキスト

リンナノ粒子を骨格構造に利用した IFV吸着剤の開発に

も取り組んでいる（関 4(D))．本吸着剤は，粒子径（約 15

nm)や粒子内の活性基の数などが高度に制御された構造

明確な糖ナノ粒子で，細胞毒性などもないことから高分子

医薬としての応用展開も考えられる 58).



◆90◆ 

4. おわりに

枯渇の心配が少ない糖質資源であるキチンは，バイオリ

ファイナリー分野における有望な合成原料として高い注目

を集めている．今回著者らは，キチンの有効活用の一環と

して，キチン分解物から天然生理活l生物質や酵素阻害剤，

酵素活性測定基質ウイルス架橋剤，ウイルス阻害剤な

ど，いくつかの糖質複合分子を創り上げることに成功し

た今後も，自然界から得られるキチンや澱粉，セルロー

ス等の糖質資源を適切に利活用しながら，科学的な疑問解

決や社会実装を志向したモノづくり研究に取り組んでいき

たい．
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