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論 文 の 内 容 の 要 旨

近年複雑な生体成分の分離･分析技術の進歩により､生物化学の研究対象が

細胞レベルまで広がり､細胞表層の糖タンパク質や糖脂質を構成するオリゴ糖

鎖が細胞相互の情報伝達の深く関わっていることが明らかになってきている｡

しかしながら､このようなオリゴ糖鎖の果たす役割を明らかにするために､研

究に必要な十分量のオリゴ糖鎖を得るための効率的な合成研究を確立する必要

がある｡このような背景の下で､本研究は複合糖質のオリゴ糖鎖における重要

オリゴ2～3糖を糖質水解酵素の有する特異な糖鎖交換反応(糖転移反応)を駆

使して実践的合成法の開発を目指したもので､内容は次のように3部に要約さ

れる｡

1.ガラクトシル2糖

βad〃uβdん血刀β由来のβ一D-ガラクトシダーゼのガラクトシル基転移反応

を用い生成したp一ニトロフェニル基をアグリ_コンに持つβ-1,3､β-1,4､β-1,6

結合ガラクトシルーグルコシド(Gal-GIc)2糖配糖体3種類を同時にゲルろ過ク

ロマト操作により分離･調製できることを示した｡この際､結合形成速度は1,4

>1,3≫1,6の順であることから反応時間を制御することでそれぞれの異性

体の選択的合成が可能あることを明らかにした｡次に､ブタ精巣由来のβ-D-ガ

ラクトシダーゼの位置選択的ガラクトシル基転移反応を利用しラクトⅣ-ビオ
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ースⅠ配糖体(Galβl-3GIcNAcβ一OC6H4NO2一山トおよびGalβ1-3GalNAcβ-

OCGH4NO2-pの従来では達成し得ない合成法を開発した｡このように本酵素は､

高選択的にガラクトシルβ-1,3結合形成を触媒する特異な酵素であることを実

証している｡

2.ルアセチルグルコサミニル3糖

ポリラクトサミン系糖鎖を含有する3糖単位(GIcNAcβ1-3Galβ1-4GIcNA()

の合成を目的として､Ⅳ-アセチルラクトサミン単位への位置選択的Ⅳ-アセチ

ルグルコサミニル基転移反応を行っている｡凡)毘dia ode血aユf5由来のβ-Ⅳ一

アセチルへキソサミニダーゼ(β-NAⅡase)を用い､供与体基質であるぺⅣ'-ジ

アセテルキトビオースからの受容体基質ルアセチルラクトサミン2糖配糖体

(Galβ1-4GIcNAcβ-OC6H4NO2-b)へのCncNAc転移反応を行うと目的化合物で

ある GkNAcβ1-3Galβ1-4GIcNAcβ-OC6H4NO2-P(1)とその構造異性体

GIcNAcβ1-6Galβ1-4GIcNAcβ-OC6H4NO2-P (2)と Galβ1-4(αcNAcβ1-

6)GIcNAcβ-OC6H4NO2-P@)とを生成した｡この反応において受容体基質とα-

サイクロデキストリン(0卜CD)との包接複合体形成を利用すると基質濃度が著

しく(約4倍)上昇し､高濃度基質下での反応が可能となるばかりか3の生成

を著しく抑制し目的化合物1の生成比および収率をも向上させる効果を有して

いることを見出している｡この場合の3の生成比の減少は､受容体基質のα-CD

包接複合体形成による立体障害によりGIcNAc残基OH-6への転移確率が減少

するものと結論づけている｡

3.ムチン型オリゴ糖鎖1型および2型

ムチン型糖鎖1型の基本単位は3-0一β-ガラクトシルーⅣ-アセチルガラクトサ

ミンがα一括合でセリンやスレオニンの水酸基に結合し､2型はこの1型の

Ga皿c残基にβ-1,6結合でGkN血が付加した分岐3糖をコア構造として有し､

0型糖鎖として広く分布している｡本研究は､このムチン型糖鎖1から2型の

全合成を行ったものである｡

ブタ精巣由来のβ-D-ガラクトシダーゼのpニトロフェニルα-ルアセチルガ

ラクトサミニド(GalNAcβ-OC6H4NO2-b)へのOH-3位への高位置選択的ガラ

クトシル基転移反応を利用し､コア1型のミミック糖鎖p-ニトロフェニル3-

0-β一ガラクトシルーα-N-アセチルガラクトサミニド 叫,Galβ1-3GalNAcβ-

OC6H4NO2-Pを得た｡次にN.0鹿nね鮎由来のβ-NAHaseを用い上記合成し

た化合物4を受容体基質として糖転移反応を行うと受容体2糖のOH-6>OH6'

>OH-3の順にGIcNAc転移し､その結果､目的のコア2型構造を有する

Galβ1-3(GIcNAcβ1-6)GalNAcα一OC6H4NO2-Pが主生成物として得られること

を見出した｡この様に2種類の酵素の逐次糖付加反応を活用することでムチン
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型糖鎖コア1型から2型の逐次合成が比較的容易に達成できることを明らかに

した｡

以上のように､本研究はグリコシダーゼを活用し生体内とは異なった極限状

態で糖転移反応を行わせることで､複合糖質オリゴ糖鎖の分子認識に関わると

される重要2～3糖を中心とした実践的合成法を確立している｡このことはオリ

ゴ糖鎖の分野においてさらなる多彩な合成法の開発の可能性を示唆するもので

ある｡さらにこの種のオリゴ糖の量産技術の開発は十分量のオリゴ糖のが可能

となることにより､糖鎖工学において様々な利用法が期待されるム

審 査 結 果 の 要 旨

本論文は､複合糖質オリゴ糖鎖の分子認識に関わるとされる重要2～3糖のグ

リコシダーゼの極限状態で発現する糖鎖交換反応(糖転移反応)を活用した従

来では達成し得ない実践的酵素合成法の成果をまとめたものである｡その内容

は緒論に続き第1章では酵素機能制御によるガラクトシル2糖の位置選択的合

成法､第2章は､ポリラクトサミン系糖鎖が有する3糖単位の特異な合成､第3

章は､連続した逐次糖付加反応によるムチン型オリゴ糖鎖のコア1型から2型

の全合成をそれぞれまとめたものである｡

1)βad〃u5dl℃血刀β由来のβ-D-ガラクトシダーゼの糖転移反応を利用しβ一

ラクトシド配糖体とその(1→3)､(1→q結合異性体を一段階で調製する方法を

考案した｡糖転移生成物の生成頻度は､反応初期において(1→弔>(1→3)>

(1→6)の順であるが､反応後期ではこの生成比の関係は逆転し(1→6)結合2糖

が増大した｡このことから､反応時間をコントロールするととで希望するガラ

クトシル2糖を合成できることを実証した｡次に､ブタ精巣由来のβ一D-ガラク

トシダーゼの高位置選択的なガラクトシルβ(1→3)結合形成能を活用しラクト

ールビオースⅠ配糖体(Galβ1-3GIcNAcβ-OC6H4NO2-b)の合成法を確立した｡
2)自然界に広く分布しているポリラクトサミン系糖鎖が含有するルアセチル

グルコサミニル3糖(GIcNAcβ1-3Galβ1-4GIcNAdの合成を目的とした｡

∧bαけd元=ガ壷Ⅶ血如来由来のβ-Ⅳアセチルへキソサミニダ｣ゼ(β一帖Hase)■を

用い､供与体基質である凡Ⅳしジアセチルキトビオースからの受容体基質ルア

セチルラクトサミン2糖配糖体(Galβ1-4GldNAcβ一OC6H4NO2-EDへのGIcNAc

転移反応により目的化合物であるGIcNAcβ1-3Galβ1-4GIcNAcβ-OC6H4NO2-P

(1)とその構造異性体GIcNAcβ1-6Galβ1-4GIcNAcβ一OC6H4NO2-P(2)とGalβ1-

4(GIcNAcβ1-6)GIcNAcβ-OQH4NO2-p(3)とを得ている｡本反応を行う際､受容

体基質とα一サイクロデキストリンの包接複合体を形成させながら反応を行うと

高濃度で反応を行えるばかりか化合物3の生成を著しく抑制し目的化合物1の

位置選択性の増大と収率の向上をもたらすことを見出した｡
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3)p-ニトロフェニルα-N-アヤチルガラクトサミニド(GalNAcβ-OC6H4NO2-

p)を出発基材として､まずはじめにブタ精巣由来のβ一D一ガラクトシダーゼのガ
ラクトシル基転移反応によりムチン型糖鎖コア1型構造を有するp-ニトロフェ

ニル3-0-β-ガラクトシルーα-Ⅳ-アセチルガラクトサミニド(4.Galβ1-

3GalNAcβ一OC6H4NO2･b)を､次にNoLlentaHs由来のβ-NAHaseのGIcNAc

転移反応によりコア2 型構造を有する位置選択的 Galβ1-3(GIcNAcβ1-

6)GalNAcα-OGH4NO2-Pを得た｡この様に､2種類の酵素の逐次糖付加反応を

活用することで､ムチン型糖鎖コア1および2型構造の逐次合成が比較的容易

に達成できる効率的方法を開発した｡

以上､本論文審査委員会は､提出論文並びに基礎となる学術論文等について

慎重に審議し審査委員会全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の

学位論文として十分価値あるものと判定した｡
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