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The Shiga toxin is a highly poisonous protein produced by enterohemorrhagic Escherichia coli O157. This bacterial
toxin causes the hemolytic uremic syndrome. Another plant toxin from castor beans, ricin, is also highly toxic. The toxin
was used for assassination in London. Recently, there were several cases of postal matter containing ricin. Both toxins
are categorized as biological warfare agents by the Centers of Disease Control and Prevention. Conventional detection
methods based on the antigen-antibody reaction, PCR and other cell-free assays have been proposed. However, those
approaches have drawbacks in terms of sensitivity, analytical time, or stability of the detection reagents. Therefore, de-
velopment of a facile and sensitive detection method is essential. Here we describe new detection methods applying car-
bohydrate epitopes as the toxin ligands, which is based on the fact that the toxins bind cell-surface oligosaccharides.
Namely, the Shiga toxin has an a‹nity for globobiosyl (Gb2) disaccharide, and ricin binds the b-D-galactose residue.
For Shiga toxin detection, surface plasmon resonance (SPR) was applied. A polyanionic Gb2-glycopolymer was
designed for this purpose, and it was used for the assembly of Gb2-chips using alternating layer-by-layer technology. The
method allowed us to detect the toxin at a low concentration of LD50. A synthetic carbohydrate ligand for ricin was
designed and immobilized on the chips. SPR analysis with the chips allows us to detect ricin in a highly sensitive and
facile manner (10 pg/ml, 5 min). Our present approaches provide a highly eŠective way to counter bioterrorism.
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1. はじめに

糖鎖は，核酸，タンパク質に続く第 3 の生命鎖と

して知られ，様々な生命現象に深く係わっている．

グリコーゲンは，グルコースが多数連なったポリ

マー（高分子）で肝臓に蓄えられているが，これは

生体のエネルギー源として利用される．しかし，近

年，糖鎖が特に注目されているのは，単なるエネル

ギー源としてではなく，生体の情報を司る分子とし

て機能しているためである．例えば，ABO 式の血

液型には，A 型，B 型，O 型，AB 型の 4 種類の型

がある．これらの違いは，赤血球表面に存在するた

った 1 つの糖構造の違いに基づいている．

さらに糖鎖は，細胞間のコミュニケーションや分

化，免疫，受精，血液凝固，がん転移，病原性ウイ

ルス，細菌，毒素の感染にも関与している．1)それ

ゆえ，糖鎖をベースにした医薬品開発，糖鎖マテリ

アル，機能性食品などの研究が活発に行われてい

る．2,3)本稿では，このような様々な糖鎖の機能のう

ち，毒素が生体の特定の糖鎖に結合する事実に着目

し，高感度で迅速に毒素を検出する検知チップやバ

イオセンサー技術について，われわれの研究を中心

に紹介する．46)対象とした毒素は，いずれも，米

国疾病対策センター（Centers of Disease Control

and Prevention; CDC）で生物化学兵器や生物化学

剤にカテゴライズされている毒素で，食中毒として

も知られている病原性大腸菌 O157 のベロ毒素，及

び，過去に暗殺やテロに使用されたことのあるリシ

ンである．

2. 糖鎖を用いた新しいベロ毒素検知技術の開発

2-1. 現行のベロ毒素判定法とその課題 腸管

出血性大腸菌 O157 は，致死性の高いベロ毒素を産
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Fig. 1. The Whole Structure (A1B5) and Dissociated Subu-
nits of Shiga Toxins

The Shiga toxin composed of a monomeric A-subunit and pentameric B-
subunits. The A1B5 structure is toxic while each subunit is non toxic.
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出し，食中毒の原因細菌として知られている．7)こ

の食中毒は平成 8 年にわが国で大流行し，8)その後

も発症数は減少したものの，依然として毎年死者が

出続けている．ベロ毒素は，b-グリカナーゼ活性を

有しており，しばしば腎臓細胞を壊死させ尿毒症を

発症させる．また，汚染食品の摂取から発症までの

潜伏期間が長く，検査に要する時間も数日を要する

ことなどから，他の食中毒に比べて原因の特定に時

間が掛かり，最終的に治療が開始されるのは原因食

品を摂取後 78 日とされる．また，抜本的な治療法

は確立していないため，対症療法で対応しているの

が現状である．このような理由から，ベロ毒素によ

る中毒は，他の食中毒と異なり致死性が高い．

現行のベロ毒素の判定法としては，抗原抗体反応

を利用した免疫化学法，特定の遺伝子を増幅して毒

素の有無を推定する PCR 法，ベロ細胞や HeLa 細

胞を用いたバイオアッセイ法などが知られてい

る．912)しかし，現行の判定法には一長一短があ

る．保健所などで広く使用されている免疫化学法

は，次の理由からときに擬陽性を示すことがある．

ベロ毒素は，細菌性の毒素に特徴的な A1B5 と呼ば

れるタンパク質の集合体である．1316)つまり，1 つ

の A-サブユニットとこれをドーナツ状に取り囲ん

だ 5 つの同一の B-サブユニットから構成される

（Fig. 1）．A-サブユニットは先述した b-グリカナー

ゼ活性を有しており，毒の「本体」である．一方，

B-サブユニットは，後述するように，腎臓細胞に存

在するグロボ系糖脂質（Gb3 セラミド）に特異的に

結合する．個々のサブユニットでは，毒性を示さな

いが，A1B5 の集合体構造を取ると毒性を発現する

（Fig. 1）．免疫化学法では，個々のタンパク質（抗

原）に対する抗体を用いているために，無毒の各サ

ブユニットに対して反応してしまうといった問題が

ある．分析時間は，数時間数日程度である．ま

た，抗体は低温での保存が必要で，保証有効期限も

短い．

PCR 法は，検体の大腸菌の遺伝子，特に，毒素

を発現する部位の遺伝子を増幅して判定する方法で

あるが，コンタミの問題があり，判定には専門的な

知識と経験を必要とする．また，毒素そのものを判

定しているのではなく，あくまで，毒素の存在を推

定するに過ぎない．遺伝子の増幅に数時間程度を必

要とする．バイオアッセイ法は，大学などの機関で

使用されている，信頼性の高い方法である．ベロ細

胞や HeLa 細胞が用いられるが，HeLa 細胞の感受

性はベロ細胞に比べて落ちるため，ベロ細胞がよく

用いられる．判定に数日掛かり，また，生細胞をカ

ウントするために多大な労力を要する．

このように現行の判定法は，信頼性，判定のし易

さ，感度，保証有効期限などの点で問題が残されて

いる．そこで，われわれは，岐阜薬科大学 森 裕

志教授，千葉大学 西田芳弘教授と共同で，簡便で

迅速なベロ毒素検出法の開発を試みた．本法は，毒

素が腎臓細胞のグロボ系糖脂質に結合する事実を応

用しているので，真に毒性を発現するベロ毒素の集

合体（A1B5 構造）のみを検出できるメリットを有

しており，より正確な判定を下せる．また，糖鎖は

抗体に比べると安定で，室温下での取り扱いが可能

である．以下に，本法について述べる．

2-2. ベロ毒素の検知原理と糖鎖設計 ベロ毒

素の感染機構を Fig. 2 に示す．これまでに述べた

ように，ベロ毒素は，A1B5 の集合体構造を取って

いる．この集合体の 5 つの Bサブユニット（B5）

が，生体膜表面のラフトと呼ばれる Gb3 セラミド

が高密度に集合した部分に特異的に結合する［Fig.

2(A）］．次に，中央の Aサブユニットが細胞膜を

貫通し［Fig. 2(B）］，細胞内に侵入する［Fig. 2(C）］．

Aサブユニットは bグリカナーゼ活性を有してい

るので，タンパク質の生合成が阻害され中毒症状を

示す．本検出法では，このような毒素の感染機構，

すなわち，「A1B5 の集合体が細胞表層の糖鎖に結合

する事実」を検知原理に用いた．

ベロ毒素の天然リガンドである Gb3 セラミドの

構造を Fig. 3 に示す．2 本鎖セラミドにガラクトー

ス（Gal），グルコース（Glc）からなる 3 糖が結合
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Fig. 2. Infectious Process of Shiga Toxin
(A) Pentameric B-subunits of the toxin bind cell-surface Gb3 ceramides. (B) A-subunit makes an opening in the cells. (C)A-subunit internalizes into the cells.

Fig. 3. Structures of Globosyl Ceramide (top) and Artiˆcial
Gb2 Disaccharide (bottom)
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している．非還元末端側には，2 つのガラクトース

が「a（1→4）結合」という特別な様式で結合した

グロボビオース（Gb2）と呼ばれる 2 糖が存在する．

この Gb2 糖鎖がグルコースの 4 位に結合して 3 糖

（Gb3）を構成する．このような特徴的な糖鎖は，

主に，腎臓細胞に存在する．末端の Gb2 糖鎖は，

ベロ毒素が結合する最小単位のリガンドと考えられ

ている．そこで，われわれは，合成がより容易で取

り扱い易い人工の Gb2 糖鎖を毒素検知用のリガン

ドに選択した（Fig. 3）．

Gb2 糖鎖は化学的に合成可能であり，これを金電

極，あるいは，センサーチップ上に固定化する．毒

素は，チップ上の糖鎖に結合するので，この結合量

を電気化学的なデバイスや光学的なデバイスによっ

て検出すれば，毒素の有無が分かる．われわれは，

検出デバイスに古くから知られている水晶振動子マ

イクロバランス（QCM）法17)と，近年，開発され

た表面プラズモン共鳴（SPR）法18,19)を選択した．

QCM 法は，金電極に物質が結合すると周波数が減

少することを利用し，この変化量から毒素量を求め

る方法である．SPR 法は，センサーチップ上に物

質が結合すると誘電率等の光学的特性が変化するこ

とを利用した計測法である．ここでは，はじめに，

QCM 法による毒素検知技術について述べる．

2-3. ベロ毒素検出のための Gb2 糖鎖の合成

　 Figure 4 に，QCM 法による毒素検出用の Gb2 糖

鎖の合成法を示す．4) Gb2 糖鎖の配糖体（アグリコ

ン）部位には，疎水性の長鎖アルキル鎖を導入し

た．この毒素検出用リガンド分子，すなわち，Gb2

糖鎖は，あらかじめ疎水処理した金電極に，気水界

面単分子（LB）膜法によって固定化されるように

設計されている．アセチル基で保護したガラクトー

ス誘導体 2 に炭素数 18 の飽和アルキル鎖を導入し

化合物 3 とした．脱保護，保護を繰り返し，4 位が

遊離の化合物 8 に変換した．化合物 8 と第 2 のガラ

クトースである化合物 9 とをグリコシル化して，a

（1→4）結合を有する Gb2 誘導体 10 を合成した．

脱保護して目的とする Gb2 誘導体 12 を得た．この

2 糖を気水界面上に展開し単分子膜とし，これを，
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Fig. 4. Synthesis of Gb2 Disaccharide
a: Ac2O, pyridine, DMAP, quant. b: octadecanol, TMSOTf, MS4A in toluene, 34％. c: NaOMe, MeOH, quant. d: acetone-THF (10：1, v/v), CSA, 70％. e:

BnBr, NaH, 96％. f: CSA, CH2Cl2-MeOH (1：5, v/v), 92％. g: Bu2SnO, BnBr, Bu4NBr, quant. h: 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl chloride 9, AgOTf,
MS4A, Et2O, 0°C, 10 (a, 46％), 11 (b, 11％). i: H2, Pd, MeOH, AcOEt, 5060°C, 8290％.

Fig. 5. Typical Time Courses of Frequency Changes (DF) of
a QCM on the Monolayer of Globobioside 12 and Inhibition
Assay of Stx-1 in the Presence of Acrylamide Gb2

Copolymer as an Inhibitor
(A): Stx-1 (2.0 nM); (B) Stx-1 (2.0 nM)＋Gb2 copolymer (ca. 10 times

molar equiv of Gb2 unit), (C): toxin-free protein extracts (0 nM of Stx-1) as
a negative control. The measurements were carried out in a phosphate buŠer
solution (0.01 M, pH 7.2, 20 ml) containing 0.15 M saline at 25°C.
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あらかじめ，ドデカンチオールで処理した金電極

に，垂直浸積法により 1 回累積して，Gb2 糖鎖を固

定化した．

2-4. QCM 法によるベロ毒素の検出4) この

ようにして作製した Gb2 糖鎖被覆電極を 9 MHz の

水晶振動子装置に装着し，緩衝液中，最終濃度が 2

nM になるようにベロ毒素（ベロ毒素 I 型6,2022)）を

加えた．その結果を Fig. 5(A)に示す．毒素を加え

た直後から周波数が減少し，約 45 分後には平衡に

達し 75 Hz の周波数減少が観測された．これは，

Sauerbrey 式23)により約 37.5 ng の毒素が電極に結

合したことを意味する．ここで用いたベロ毒素 I 型

の試料はクルードであり，毒素の純度としては 2.6

％程度である．すなわち，夾雑タンパク質を 97.4

％含む試料を用いているが，本法は選択的に毒素の

みを検出した．これは，患者由来の検体試料や汚

物，汚染試料などを分析する上で，夾雑物質による

影響は受け難く，微量の毒素を検出できることを示

唆するものである．

次に，これらの結合が特異的なものか，単なる物

理吸着によるものなのかを明らかにするために，阻

害実験を行った．阻害剤には，Gb2 糖鎖を側鎖に持
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Fig. 6. Schematic Figure of Alternating Layer-by-layer Mem-
branes onto the Substrate Surface.

97No. 1

つアクリルアミド型ポリマーを用いた［平均分子量

（Mn): 2.5×105, Gb2: acrylamide＝1：10］．24)ベロ毒

素は A1B5 の集合体を取っており，1 つの Bサブユ

ニットに少なくとも 2 ヵ所の糖鎖結合部位を持って

いるとされているので，約 10 倍過剰にポリマーを

加えたところ，Gb2 糖鎖被覆電極への毒素の結合

は，ほぼ完全に阻害された［Fig. 5(B）］．また，コ

ントロールとして，毒素を含まない粗抽出液を用い，

QCM を測定したところ，周波数の変化はみられな

かった［Fig. 5(C）］．したがって，本法による毒素

検出は糖鎖を認識した特異的なものであることが証

明された．

2-5. 交互積層法を利用した新しいベロ毒素検知

用チップの開発5,6) 近年，糖鎖とタンパク質の

相互作用を解析するために，糖鎖マイクロチップや

マイクロアレイ，糖鎖ナノ材料に関する研究が盛ん

に行われている．Kiessling ら，Wang ら，及び Fukui

らは，それぞれ独立に，ほぼ同じ時期に，糖鎖マイ

クロアレイについて報告した．2527)その後，基板表

面に糖鎖を固定化する新しいアプローチが続々と報

告されている．例えば，Diels-Alder 反応を利用し

たグリコシルジエンの固定化，28) 1,3-dipolar cy-

cloaddition による糖アジドの固定化，29) Staudin-

ger reaction30)や糖マレイミドの Michael addition31)

による固定化などがある．また，金微粒子に糖鎖を

固定化した先駆的な研究もある．32,33)このような研

究は，糖鎖のクラスター，あるいは，マルチバレン

ト効果を期待したもので，34)「タンパク質糖鎖相互

作用」，あるいは，「糖鎖糖鎖相互作用」の解明に

有用である．われわれは，より高感度で実用的な毒

素検知のために，交互積層法を利用した新しい糖鎖

チップの作製法を開発したので紹介する．5,6)

交互積層法は，正電荷と負電荷を有する分子が静

電的な相互作用によって交互に結合する手法

で，35,36)化学フィルター，分子インプリンティン

グ，高分子分離膜などの分野に応用されてい

る．37,38)ここでは，交互積層法を効果的に活用する

ために，ポリアニオン性ポリマーとポリカチオン性

ポリマーによる固定化法を例に紹介する．

Figure 6 に，基板，アニオン性自己集積化単分子

膜，ポリカチオン性ポリマー，及び，ポリアニオン

性糖鎖ポリマーから構成される交互積層法の概念を

示す．基板（チップ）の最下層にある負電荷の自己

集積化膜に，例えば，4 級アンモニウム塩などの正

電荷を側鎖に有するポリカチオン性ポリマーを静電

的に固定化する．ポリマーを用いたのは，側鎖の正

電荷が基板上の負電荷に「多点」で結合するため，

より安定で強固なチップができるためである．正電

荷を帯びた第 2 層目に，カルボン酸のような負電荷

と認識部位としての糖鎖を側鎖に合わせ持つポリア

ニオン性糖鎖ポリマーを静電的に固定化して，最外

層に糖鎖が表れたチップを構築する．このようなア

イデアを実現するために，具体的には，次のような

ポリアニオン性糖鎖ポリマーを設計・合成した．

2-6. ポリアニオン性糖鎖ポリマーの合成 正

電荷表面と多点で結合するための負電荷のカルボン

酸と，毒素結合部位としての Gb2 糖鎖が，できる

限り交互に配置したポリマーが理想的である．そこ

でわれわれは，側鎖に酸無水物を有する反応性ポリ

マー，poly(ethylene-alt-maleic anhydride) (Mw＝

100000500000）を用いた．この酸無水物に Gb2 糖

鎖（Fig. 7 の化合物 18）を反応させると，Gb2 糖鎖

がポリマーに導入されるのと同時に，遊離のカルボ

ン酸が生成する．理論的には，1 モルの糖鎖が反応

すると 1 モルのカルボン酸が生成するので，両者は

ほぼ 1 対 1 に交互に配置される．また，Gb2 糖鎖の

還元末端側の配糖体には，炭素数 10 のアルキル鎖

を導入した．これは，ベロ毒素が糖鎖のみならず，

配糖体部位の疎水性基に対しても親和性を持ってい

ることと，この疎水性基の横方向の配列によって，

チップ内部への水の浸入をブロックすることが期待

されるためである．本法は，静電的な相互作用で糖

鎖リガンドを固定化しているため，水中，あるい

は，緩衝液中でチップを使用すると，固定化した糖

鎖ポリマーが剥離する可能性もあるが，この疎水的
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Fig. 7. Synthesis of Polyanionic Glycopolymer 19 Having Gb2 Disaccharide
a: 10-bromo-1-decanol, Ag2CO3, CH2Cl2, MS4A, 72％. b: NaN3, DMF, 80°C, 99％. c: NaOMe, MeOH. d: 2,2-dimethoxypropane, acetone, camphorsulfonic

acid (CSA), 73％ (two steps). e: BnBr, NaH, quant. f: MeOH, CSA, 84％. g: Bu2SnO, toluene, re‰ux, then BnBr, Bu4NBr (0.5 equiv), 93％. h: 2,3,4,6-tetra-O-
benzyl-a-D-galactopyranosyl chloride, AgClO4, Et2O, MS4A, 0°C→rt, 22 h, a (67％)＋b(7％). i: Pd(OH)2, H2, MeOH-AcOEt (2：5, v/v), 85％.
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なバリアーをチップの表面に構築することで，外部

からの水の浸入をブロックし，より強固なチップを

構築できると考えられる．このような思想の基に，

ポリアニオン性 Gb2 糖鎖ポリマー 19 を合成した

（Fig. 7）．

2-7. 交互積層法による糖鎖チップの作製 合

成したポリアニオン性糖鎖ポリマー 19 は，表面プ

ラズモン共鳴（SPR）法でモニタリングしながら，

センサーチップに累積した．そのプロセスを Fig. 8

に示す．あらかじめ，メルカプトプロピオン酸で処

理したアニオン性自己集積化単分子膜（Fig. 9,

Layer A）を作製し，これを SPR 装置に装着する．

ここに，ポリカチオン性ポリマーの poly（diallyl-

dimethylammonium chloride ）［ 20 と す る ， Mw

400000500000］をフロー系で流し固定化する

（Layer B）．続いて，ポリアニオン性ポリマーの

poly（ ethylene-alt-maleic acid）［ 21 とする，Mw

100000500000］を固定化して Layer C を構築す

る．再度，ポリカチオン性ポリマー 20 を固定化し

て Layer D とする．最後に，ポリアニオン性 Gb2

糖鎖ポリマー 19 を固定化して最外層に毒素の結合

する糖鎖を固定化した Layer E を構築した．ここで

は，交互積層法を繰り返し用いることにより，より

安定な 5 層のマルチレイヤー型糖鎖チップを作製し

た．これを Fig. 9 に示す．FTIR-RAS 解析によ

り，このチップを 50 mM 塩酸で洗浄するか，ある

いは，150 mM NaCl を含有する HEPES 緩衝液で

24 時間洗浄しても，なんら剥離することがなかっ
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Fig. 8. SPR Monitoring of the Layer-by-layer Processes for the Assembly of Gb2 Glyco-chips with 19
Glycopolymer 19 with 25％ sugar content was applied as a typical example.

Fig. 9. Assembly of the Gb2 Glycochips by Layer-by-layer Adsorption

Fig. 10. SPR Responses to Stx-1 (1 mg/ml) on the Surface of
Glycochips Coated with Gb2-based Glycopolymers of DiŠer-
ent Sugar Content
(A): 0％, (B): 3％, (C): 13％, (D): 25％, (E): 43％.
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た．したがって，本チップは，通常の毒素検知の条

件において十分使用可能である．

2-8. SPR によるベロ毒素の検出 Figure 10

にベロ毒素 I 型を用いたときの SPR レスポンスを

示す．糖含有率が 0％，3％，13％，25％，43％の

Gb2 糖鎖ポリマーを Fig. 7 に従いそれぞれ合成し，

これらを交互積層法により固定化して 5 種類の糖鎖

チップを作製した．各チップに対する毒素の結合量

を SPR により検出した．その結果，少なくとも 13

％以上の Gb2 糖鎖を含有する糖鎖ポリマーを固定

化したチップが，毒素検知に有効であった．43％の

Gb2 チップを用いたときに，毒素に対するレスポン

スが最も高くなった．また，そのときの見掛けの結
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Fig. 11. SPR Responses to Solutions of Stx-1 at DiŠerent Concentrations on Glycochips of Polyanionic Glycopolymer 19 (Gb2 con-
tent: 43％)
(a) (A) 1 mg/ml, (B) 500 ng/ml, (C) 100 ng/ml, or (D) 0 ng/ml, (b) 10 ng/ml.

Fig. 12. Binding Speciˆcity of Stx-1 to the Three Glycochips
Containing (A) Gb2-embedded Glycopolymer 19 (43％),
(B) Lactose-embedded Glycopolymer 22 (40％), and (C)
Mannose-embedded Glycopolymer 23 (37％)
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合定数（Ka）を求めたところ，1.8×109［M－1］と

なり，毒素と糖鎖の結合は相当強い結合であること

が明らかになった．糖鎖を含有しない 0％のチップ

（コントロール）を用いたときには，毒素は結合し

なかった．

次に，43％の Gb2 糖鎖を含有するポリマーを固

定化したチップを用いて，検出限界を求めた．

Figure 11 には，0 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 500

ng/ml, 1 mg/ml の各濃度の毒素をインジェクトした

ときの SPR レスポンスを示す．その結果，10 ng/

ml1 mg/ml の各濃度において，毒素を検出でき，

10 ng/ml を検出限界と決定した．これは，毒素の

絶対量としては 300 pg に相当する．検出に要する

時間は，100 ng/ml1 mg/ml においては 2 分程度

［Fig. 11(a）］，また，10 ng/ml においては，約 30

分であった［Fig. 11(b）］．コントロールとして毒

素を含まない粗抽出液（0 ng/ml）を用いたときに

は，SPR レスポンスはみられなかった．

Figure 12 に様々な糖鎖を固定化したチップに対

するベロ毒素のレスポンスを示す．固定化に用いた

糖鎖は，Gb2，ラクトース，マンノースである．ラ

クトース，マンノースを側鎖に有するポリアニオン

性糖鎖ポリマー（22 及び 23）は，Gb2 糖鎖ポリマー

と類似の方法によって合成した（Fig. 13）．SPR 解

析の結果，Gb2 固定化チップが最も高いレスポンス

を示し［Fig. 12(A）］，マンノース固定化チップに

は，結合しなかった［Fig. 12(C）］．ラクトース固

定化チップには，弱いながらも結合した［Fig. 12

(B）］．ベロ毒素の天然リガンドは Gb3 セラミドで

あり，ラクトースを含んでいる．これまでの研究か

ら，ベロ毒素は Gb2 糖鎖よりも Gb3 糖鎖に対して

強い結合を示すことが知られている．したがって，

ラクトース部分は，毒素の結合に少なからず寄与し

ていると考えられる．本結果は，この事実をサポー

トするものである．

次に，毒素と糖鎖の結合が特異的であるかを調べ

るために阻害実験を行った．阻害剤に，QCM 法で

述べた Gb2 糖鎖を側鎖に持つアクリルアミド型ポ

リマーや，本セクションでチップに使用したポリア

ニオン性糖鎖ポリマー 19 を用いた．Figure 14 及び
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Fig. 13. Synthesis of Polyanionic Glycopolymer 22 and 23 Having either a Lactose or Mannose Residue

Fig. 14. Inhibitory Experiments in the Presence of the Gb2

Acrylamidecopolymer as a Competitor to the Binding of
Stx-1 to Gb2 Chips Coated with 19 (sugar content: 43％)

Toxin concentration 14 nM. Competitor concentration: (A): 0 nM, (B):
140 nM, (C): 280 nM, (D): 420 nM

Fig. 15. Inhibitory EŠects of Competitor 19 with Varying
Gb2 Content on the Binding of Stx-1 to Gb2 Chips Coated
with 19 (sugar content: 43％)

Toxin concentration: 14 nM. Competitor concentration: (A): 0 nM,
(B): 420 nM (Gb2: 3％), (C): 4200 nM (Gb2: 3％), (D): 420 nM (Gb2: 13
％), (E): 420 nM (Gb2: 43％).

101No. 1

Fig. 15 に，それぞれの阻害剤を用いたときの SPR

を示す．アクリルアミド型ポリマーを阻害剤に用い

たときには（Fig. 14), dose-dependent に阻害がか

かった．すなわち，阻害剤濃度を 140 nM, 280 nM,

420 nM と高めるに従って，SPR レスポンスが減少

した．30 倍過剰（420 nM）のポリマーを加えたと

きに，ベロ毒素の結合はほぼ完全に阻害された

［Fig. 14(D）］．ポリアニオン性糖鎖ポリマー 19 を

用いたときには（Fig. 15），ポリマー中の Gb2 含量

が阻害に重要であるという結果を示した．つまり，

Gb2 含量が 43％のポリマーは，420 nM（毒素の 30

倍過剰の阻害剤を加えたことに相当）でほぼ完全に
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阻害されるのに対し［Fig. 15(E）］，糖鎖含量が低

い 3％のポリマーでは，420 nM の濃度では不完全

な阻害を示した［Fig. 15(B）］．Gb2 含量が 3％のポ

リマーを用いて完全に阻害をするには，4200 nM の

阻害剤が必要であった［Fig. 15(C）］．以上の実験

により，毒素は，チップ上の糖鎖を特異的に認識し

て検出されており，本分析法は，信頼性の高い検知

技術であることが実証された．

ELISA や蛍光免疫法などの抗体を用いた検出法

は，現在，主流の判定法であるが，抗体を低温（2

8°C）で保存しなければならないし，保証有効期限

も短い．本検出法は，ラベル化なしで毒素を迅速で

感度よく検出できる．Figure 8 のチップ作製に要す

る時間を含めても，80 分程度であり，チップが既

に用意されていて毒素の検出のみであれば，30 分

程度で結果が分かるので，現行法に比べてはるかに

迅速である．ここで述べた糖鎖を用いたベロ毒素検

知に関する研究は，最近の総説にまとめられてい

る．3941)

3. 猛毒リシンの高感度検知技術の開発42)

3-1. リシン検知の必要性 リシンは，1978 年

にロンドンでジャーナリストの暗殺に使用されたこ

とがあり，また，最近では，20032004 年に米国の

上院やホワイトハウス宛にリシン入りの「白い粉」

が郵送される事件が起きている．リシンはヒマ植物

（Ricinus communis）の種子に含まれているタンパ

ク性の毒素である．青酸カリの 5001000 倍も毒性

が高いとされている．そのため，化学兵器や生物化

学テロへの使用が懸念されている．また，効果的な

治療法もない．被害を最小限にするために，迅速で

高感度な検知技術の開発が，国家レベルの研究とし

て喫緊に行われなければならない．そこでわれわれ

は，警察庁科学警察研究所 瀬戸康雄博士と共同

で，リシンを対象毒素に選択して，研究を進めた．

3-2. リシンの感染機構と毒素に高親和性を示す

検知チップ リシンは，細胞表層に存在する特定

の糖鎖に結合して中毒症状を示す．この機構は，ベ

ロ毒素の場合に類似している．ただ，リシンは，

A1B1 の構造体を取っており，リボヌクレアーゼ活

性を持つ Aサブユニットと，細胞表層のオリゴ糖

に結合する Bサブユニットが 1 つずつ結合してい

る点が異なる．結合する糖鎖もベロ毒素とは異な

り，非還元末端に b-D-ガラクトース，若しくは，b-

D-N-アセチルガラクトサミンを有する糖鎖が天然

リガンドとされる．そこでわれわれは，非還元末端

にこれらの糖を含有するリガンドを合成して，毒素

を検出することを試みた．すなわち，ラクトース，

ガラクトースの天然セラミド型リガンド（Fig. 16

の化合物 24, 26）をケモエンザイム的に調製した．

チップに固定化するためのアンカーに環状のジスル

フィド基を選択し配糖体に導入した．合成した糖鎖

リガンドは，self-assembled monolayer（SAM）法

によりチップに固定化した．また，レファレンスと

してグルコースを有するセラミド型リガンド（Fig.

16 の化合物 27）も合成した．さらに，配糖体の効

果を調べるために，芳香族基を導入したリガンド

（Fig. 16 の化合物 25）も合成した．これらのリガ

ンドの中から，リシン検知に有効な糖鎖を SPR に

より決定した．まず，見掛けの結合定数を求めたと

ころ，天然型のラクトースリガンド（化合物 24）

では，1.5×109 となった．一方，同じラクトースを

有する芳香族基（化合物 25）では，1.7×107 とな

り，配糖体構造によって約 88 倍も結合定数が異な

ることが明らかになった．また，ガラクトースセラ

ミド型（化合物 26）では，2.3×106 となり，配糖

体が天然型と同じであっても，ラクトースの方がガ

ラクトースより 650 倍も結合定数が大きいことが分

かった．グルコース（化合物 27）では，8.2×104

となり，ラクトースと比べ 18000 倍の差が生じた．

したがって，ラクトースセラミド型リガンド（化合

物 24）がリシンの高感度検知に適していると考え

られる．

3-3. 検出感度と特異性 次に，このラクトー

ス修飾チップを用い，1 mg/ml, 100 ng/ml, 10 ng/

ml, 1 ng/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 0 pg/ml の各リシ

ン濃度に対する SPR の応答性を調べた．その結果，

1 mg/ml～10 pg/ml の濃度においてリシンを検出で

きた．10 pg/ml の濃度においても，有意な差でリ

シンを検出できたので（Fig. 17），本法は高感度な

リシン検知技術であることが証明された．検出に要

した時間は約 5 分で，検出感度，迅速さともに世界

最高である．次に，リシン以外のタンパク質につい

て非特異的に結合しないか検討した（Fig. 18）．調

べたタンパク質は，アルブミン，グロブリン，及

び，ヒマ凝集素（RCA120），タチナタマメ，ダイ

ズ，ピーナッツ，オサゲオレンジ，イヌエンジュマ
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Fig. 16. Structures of Synthetic Carbohydrate Ligands 2427

Fig. 17. SPR Responses of Ricin at DiŠerent Concentrations
to a Sugar Chip Derived from 24.

Fig. 18. Discriminative Analyses of Ricin and DiŠerent Pro-
teins Using SPR

103No. 1

メ，サルビアなどの植物由来のレクチンである．解

析の結果，RCA120 を除いて残りの 8 種について

は，ほとんど結合しないことが分かった（Fig. 18）．

RCA120 は，ラクトース，ガラクトースともに，109

1010 の強さ（結合定数）で結合した．一方，リシン

では，両糖鎖の結合定数の差は 650 倍に達した．し

たがって，この差を利用して，リシンと RCA120 と

を明確に識別できた．すなわち，リシンではラク

トースにのみ強く結合したが，RCA120 ではラク

トース及びガラクトースの両方に強く結合した．抗

体法では識別が困難なリシンと RCA120 とを，2 種

類の糖鎖を用いて簡便に識別することができた．

ベロ毒素と同様に，阻害実験を行ったところ，

does-dependent にチップへのリシン結合が阻害され

た．それゆえ，本検知法は，「リシン糖鎖」結合に

基づく特異的な検知法であることが実証された．本

検知技術は信頼性の高い判定法である．

3-4. 金ナノ粒子を用いた現場検知法の開発

　先の SPR の結果を基に，現場用の簡易検知法を

開発した．センサーチップに糖鎖を固定化したのと

類似の方法によって，天然セラミド型糖誘導体（化

合物 24, 26, 27）を金ナノ粒子（直径約 20 nm）に

自己集積化膜法によって固定化した．この糖鎖修飾

金ナノ粒子は室温で 2 年以上安定に存在した．この

各糖鎖修飾金ナノ粒子をマイクロプレート上に一定

体積取り，ここに，リシン，RCA120，及び，各種

レクチンやアルブミンを加えた．その結果，リシン

では，ラクトース金ナノ粒子でのみ凝集が生じ，

RCA120 では，ラクトースとガラクトースの金ナノ

粒子に凝集が生じた．ほかのタンパク質では凝集は

みられなかった．これらの結果は，SPR の結果と

完全に一致した．本分析法は，特別な装置を必要と

せず目視によって，3.3 mg/ml のリシンなら 10 分
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Fig. 19. Decontamination of DiŠerent Proteins Using a
Sugar-modiˆed Monolith

a: ricin, b: albumin. 150 mg/ml of each protein was used in this study.
The e‹ciency of decontamination is also indicated.
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程度で，1.7 mg/ml では 30 分で判定できた．

4. 糖鎖モノリスを用いたリシン除染剤の開発

前節で，リシンなどの生物毒素の高感度なラボ

用，及び現場用の検知技術について述べた．これら

の検知技術は，テロに用いられた危険物質を特定す

るために重要である．しかし，その一方で，汚染現

場からこれらの生物化学剤を速やかに取り除くこと

も必要である．そこでわれわれは，科学警察研究

所，ジーエルサイエンス株と共同で，リシン除染剤

の開発を進めてきた．ここでは紙面の関係で，その

一部について紹介する．

モノリス型シリカゲル（ジーエルサイエンス製）

は，3540 nm の微細な貫通孔が無数にあいたマテ

リアルで，ゾルゲル法により大量に生産される．こ

れは表面積が 100 m2/g と大きく，ここに糖鎖を導

入すれば，効率よくリシンを除染可能と予想され

る．そこで，このモノリスにわれわれが独自に開発

した糖鎖を導入することを試みた．糖鎖の導入条件

などを詳細に検討したところ，約 20％の糖鎖を導

入できることが分かった．次にこの糖鎖モノリスを

用い，リシンを除染できるか比色分析法によって評

価した（Fig. 19）．その結果，約 96％のリシンを除

去できた．糖鎖に結合しないアルブミンでは，ほと

んど除染されなかった（＜4％）．また，先に示した

SPR 法によってリシン除染率を求めたところ，比

色法と同じ結果を与えた（＞95％）．これらの結果

は，糖鎖モノリスが特異的にリシンのみを除染した

ことを意味している．

道路や建物などがリシンで汚染された場合，大量

の水で洗浄するが，廃水中にはリシンが残存してい

る．リシンを含んだ廃水は，河川に流せないので，

なんらかの手法でリシンを取り除かなければならな

い．本技術は，廃水中のリシンを糖鎖モノリスによ

って選択的に簡便に除去する技術である．活性炭カ

ラムなどの方法では，非選択的に様々な物質が吸着

するため，除染の効率が悪い．本技術は，目的の危

険物質のみを除去可能であり，また，モノリスも糖

鎖も安価であるので，新しい除染剤としての利用が

期待される．

5. おわりに

以上のように，われわれは，米国 CDC において

生物化学兵器として分類され，食中毒の原因ともな

った大腸菌 O157 のベロ毒素，及び，海外で暗殺や

テロに用いられた猛毒リシンについて，糖鎖を用い

た従来にない革新的な毒素検知技術を開発してき

た．この技術は，現行の抗体法や他のアッセイ法に

比べて，感度，検出時間，チップの保存安定性など

において優れており，細胞フリーの検出法として様

々な機関での利用が期待される．例えば，本技術

は，食中毒やテロが生じたときの現場判定法とし

て，あるいは，検査機関における毒素の一次スク

リーニング法としての利用が挙げられ，確定検査の

コストを抑えることができる．また，糖鎖モノリス

によるリシン除染剤が開発され，警察，消防，防衛

の初動措置隊への配備も期待される．本研究は，毒

素による中毒の治療薬の開発にも応用可能である．

われわれは，ここで紹介した毒素判定技術や除染技

術を通して，安心・安全な社会の構築に微力ながら

貢献したいと考えている．
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したものである．
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