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細胞表層に存在する糖鎖の機能解明―糖鎖機能解明を指向した分子ツールの

開発及び糖脂質界面現象の解明―

大 塚 功
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of Interface Phenomena of Glycolipid
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Glycosphingolids and glycoproteins in cell membrane are thought to play important roles in variety biological
phenomena. Our interests focused on elucidation of their functions at the molecular level. We are especially interested in
organic chemistry and physical chemistry of carbohydrates. Physical partSurface of Langmuir-Blodgett (LB) ˆlms
which comprised of various gangliosides, sphingolipids and cholesterol are observed by atomic force microscopy
(AFM). We studied distribution of model compounds related to an antigenic epitope from Bupleurum falcatum L. in
GM3 (GM3)-DPPC monolayers. We also investigated relation between disease and glycolids in cell membrane. Chemical
partNew molecular tools for the elucidation of carbohydrate roles using photoa‹nity labeling were developed. We
showed that the structural diŠerence between closed ring- and open ring-type carbohydrates aŠected binding a‹nity to
proteins. This study conˆrmed that carbohydrate structure, in both non-reducing end and reducing end sugars, is deeply
related to the recognition event between carbohydrates and proteins. As a result, they will be used in future studies to
elucidate carbohydrate functions on cell surfaces.

Key words―carbohydrate; atomic force microscopy (AFM); photoa‹nity labeling; Langmuir-Blodgett (LB) ˆlm;
molecular tool

細胞表層には様々な形で糖鎖が存在し，糖脂質や

糖タンパクといった形態をとっている．これら糖鎖

は細胞間情報伝達機構に深く関与していることが知

られており，糖鎖の機能を解明することは，生命現

象の解明に大きく寄与するものと考えられる．1)

しかし，糖鎖の認識現象を解明するためにはまだ

まだ不明な点が数多くあり，解明していく必要があ

る．このうち物理的な問題として，細胞膜上におけ

る糖鎖の挙動が挙げられる．一般に細胞膜はある一

定の膜圧で保持されているが，シグナル伝達などの

刺激により膜圧が変化した場合や，膜の組成による

膜表面の変化については，知見が欠如している．ま

た，薬物を体内に投与した際の膜上の糖鎖との係わ

りや，疾病が糖鎖に及ぼす影響についても未解明で

ある．化学的な問題として，糖鎖に対応するレクチ

ンとの親和性の低さである．糖鎖レクチンの親和

性は 10－410－5 程度であり，タンパク認識と比較し

て認識能が低く，糖鎖の側から結合レクチンを見い

出すことは不可能だと言われている．

そこで，本研究では細胞膜上に存在する糖鎖を，

物理的及び化学的見地からの解明を目的とし，物理

的解明として，疑似細胞膜を作製し，種々の条件に

よる膜表面の変化を原子間力顕微鏡（AFM）で観

察することで，膜上の糖鎖の物性を明らかにする．

また，化学的解明では，糖鎖機能解明を目指した分

子ツールを合成し，糖鎖レクチンの関係解明のた

めの方法論の構築を目指した（Fig. 1）．

1. 物理的解明

1-1. 原子間力顕微法による糖脂質膜界面現象の
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Fig. 1. Elucidation of Carbohydrate Functions by Chemistry and Physiology
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解明28) 本研究では，疑似細胞膜の表面を観察

することから，二次元的に分子が層を形成する

Langmuir-Blodgett（LB）膜を作製し，その表面を

原子間力顕微鏡（AFM）で観察した．AFM は探針

先端と試料表面との間に働く原子間力をカンチレ

バーの変位から測定し，探針を表面に沿って走査す

ることで表面の像を形成する．近接する 2 つの物体

間には必ず力が作用するため，試料に対する物理的

な制約は存在しない特徴を有している．

まず，ガングリオシドを含む単分子膜の界面現象

を観察した．細胞膜を構成するリン脂質の主要成分

である DPPC（ジパルミトイルホスファチジルコ

リン）とガングリオシド GD1a(GD1a）による膜圧

とモル分率の違いによる影響を調べた．膜圧を 10

mN/m と 28 mN/m とし，GD1a の組成を変化させ

た場合，10 mN/m では GD1a の量を増やしていく

ことで，ドメインが少なくなってきているのが確認

されたことから，このドメインは DPPC 由来のも

のだと考えられる．一方 28 mN/m の系では，10

mN/m でみられたドメイン状の模様は観察されず

0.8 のときには細かいドット状の模様へと変化した

（Fig. 2）．

次に細胞膜中のラフトに多く含まれる DOPC

（ジオレオイルフォスファチジルコリン）やコレス

テロールを含んだ系について調べた．ガングリオシ

ドには GD1a と GT1b(GT1b）を用い，その違いを

比較した結果，いずれも DPPC が存在することで

ドメイン状の模様が観察されるものの，その形態に

は大きく違いがみられた．GD1a/DPPC/DOPC で

は大きなドメインのほか，紐状の模様が観察された

のに対し，GT1b/DPPC/DOPC ではドメインと細

かなドットが観察された．さらにコレステロールを

加えることで膜表面は複雑なものへと変化している

様子が確認された．GT1b/DPPC/DOPC/Chol 2/6

/6/3 では蓮状の模様が観察され，ガングリオシド

の量を少なくすることで，神経細胞の形態に似た模

様を呈した．この模様は GD1a でもみることがで

きた．これら膜表面の変化はまだまだ現象論にすぎ

ず，今後より詳しく調べる必要があるものと考察す

る（Fig. 3）．

1-2. 柴胡由来ペクチン様多糖のモデル化合物を

用いた膜中への分布と創薬への志向9,10) 薬物と

糖鎖の係わりを調べるべく，柴胡由来ペクチン様多

糖のモデル化合物を用いた膜中への分布と創薬への

志向について検証した．サイコは漢方処方において

小柴胡湯，大柴胡湯，などの柴胡剤の構成生薬とし

て慢性肝炎や自己免疫疾患に用いられる．近年，こ

のサイコの根部から得られた多糖体 bupleuran 2IIc

に抗潰瘍活性が見い出されている．bupleuran 2IIc

は 90％以上のポリガラクツロン酸と，ガラクツロ

ン酸とラムノースよりなる PG1，KDO を含む PG2

よりなることが推定されている．このうち最も活性
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Fig. 2. AFM Images of GD1a/DPPC Monolayers at 10 and 28 mN/m

Fig. 3. AFM Images of a: (X (GD1a or GT1b)/DPPC/DOPC＝2/6/6), b: (X/DOPC＝2/6), c: (X/DPPC/DOPC/Chol＝2/6/6/
3), d: (X/DPPC/DOPC/Chol＝0.5/6/6/3) Monolayers at 28 mN/m

Fig. 4. Structure of Model Compound Monomer A and
Tetramer B from Bupleurum falcatum L.
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が高い部分である PG1 については，その側鎖部分

においてリンパ球幼若活性や腸管免疫調節活性も報

告されている．これらを含んだモデル化合物を合成

することは柴胡の薬理活性を明らかにする上でも有

用であることから，このモデル化合物 A とクラス

ター効果を期待した四量体である B を用い，細胞

膜上における薬物の分布を調べた（Fig. 4）．

まず，DPPC のみの膜に A を添加したところ，

平坦な像が得られたのに対し，GM3(GM3）存在下

では白い斑点状の模様が確認された．このことから

化合物は GM3 を認識していることが示唆される．

さらに四量体 B の系では，膜表面が不均一な模様

となっていることから，単量体に対し四量体はクラ

スター効果により薬物が集積していると考えられる

（Fig. 5）．



hon p.4 [100%]

1056

Fig. 5. AFM Images of a: (DPPC/A＝9/1), b: (DPPC/GM3＝8/2), c: (DPPC/GM3/A＝8/2/1), d: (DPPC/GM3/B＝8/2/1)
Monolayers at 35 mN/m

Fig. 6. Mechanistic Pathway for Infection of Prion Disease
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1-3. プリオンタンパク断片ペプチド PrP106

126 のコンフォーメーションの違いによる GM1 認

識能の変化11) プリオン病は脳，脊髄，目，腸な

どの感染部位を経口摂取することで脳神経細胞がス

ポンジ化し，発症する．現在のところ，プリオン病

発症の原因は異常プリオンタンパクの脳内への異常

蓄積によるものであり，異常プリオンはなんらかの

原因で正常プリオンタンパクを異常プリオンタンパ

クに変化させることで増殖し，発症に係わっている

とされている（Fig. 6）．正常プリオンタンパク

PrPC と異常プリオンタンパク PrPSC ではアミノ酸

配列，糖修飾に大きな違いはないものの，PrPSC は

プロテアーゼ耐性であり，b-sheet 構造の含有量が

多いことから，conformation 変化が発症に重要で

あることがわかっている．この PrPC 及び PrPSC は

細胞膜中に存在する GM1（GM1）を認識すること

が知られていることから，本研究では，プリオンタ

ンパクが変異することで GM1 を含んだ細胞膜にど

う影響するかを調べた．

DPPC 及び DPPC/GM1 の単分子膜に PrPC を添

加した様子を比較すると後者の方がプリオンタンパ

クを強く認識しているのが観察された．さらに

PrPSC を加えた場合，膜の表面が不均一に観察され

た．これは PrPSC により膜の組成に変化が生じ，

膜が破壊されていることを意味する．つまり実際の

細胞に置き換えると細胞死につながるものと考えら

れる．また，細胞膜を破壊することで知られるアミ

ロイドベータタンパク（AbP）と不活性タンパク

であるスクランブル PrP を用いて実施した場合に

おいても同様の結果が得られたことから，PrPC 及

び PrPSC の細胞膜に及ぼす影響を確認することが

できた（Fig. 7）．

2. 化学的解明

2-1. 糖鎖機能解明を目指した新規分子ツールの

開発12) 糖鎖は，対応するレクチンを認識するこ

とで情報伝達機構に関与しているが，糖鎖レクチ

ン認識においてはいくつかの問題が存在する．ま

ず，両者の認識能が低いことである．糖鎖レクチ

ンの結合定数は Kd＝10－410－5 程度であり，これ

は抗原抗体反応が 10－9 レベルであるのに対して大

変弱いことを物語っている．また糖鎖は認識が甘

く，選択性が低いことから，結合状態の維持が難し

いことが挙げられる．

上記問題を克服し，研究を加速させるには糖鎖機

能解明を指向したツールの開発が重要だと考える．

光アフィニティーラベル法はジアジリン基の特性を

生かしたもので，光照射によりラジカルを生み出

し，最寄の分子と共有結合を形成する．つまり，糖

鎖の傍にジアジリン基を配置することで，レクチン

を認識した後，光照射することで強固な共有結合か

らなる複合体が作られ，これを吊り上げることで，

確実に糖鎖を認識したレクチンを同定することが可

能となり，汎用性が高い手法であると言える（Fig.

8）．13,14,15)

本法を利用した分子ツールは，市販されているア

フィライト CHO と糖を混ぜ合わせるだけで合成さ

れる．得られた分子ツールは認識部位，結合部位，
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Fig. 7. AFM Images of a: (DPPC/GM1＝8/2), b: (DPPC/PrPC＝8/1), c: (DPPC/GM1/PrPC＝8/2/1), d: (DPPC/GM1/PrPSC

＝8/2/1), e: (DPPC/GM1/AbP140＝8/2/1), f: (DPPC/GM1/Scramble PrP 106126＝8/2/1) Monolayers at 35 mN/m

Fig. 8. Identiˆcation of Speciˆc Binding Moleculars for
Ligands by Photoa‹nity Labeling

1057No. 7

検出部位を有したものであり，有用な化合物である

と言える．

しかし従来法では，一度還元末端の糖が開環する

ことから，生じるアルデヒド基とオキシアミノ基が

反応してしまい，糖の還元末端が開環してしまうこ

とが明らかとなっている．16)糖鎖の還元末端が開環

してしまうことは，糖としての形態をなさず，レク

チンとの認識能に大きな影響を及ぼす．そこで本研

究では，還元末端が閉環した正確な糖鎖構造を持つ

分子ツールの合成を目指し，開環型との比較を行っ

た（Fig. 9）．

D-ラクトースを出発物質として還元末端にアリル

基を導入後，オゾン分解によりアルデヒド基に変換

した化合物 5 を合成し，これにアフィライト CHO

（生化学工業）7 を縮合させることで，目的とする

分子ツール 8 が高収率で得られた（Scheme 1）．

また，D-ラクトースと 7 を直接作用させること

で，還元末端が開環した 9 も合成された．この 8 及

び 9 は-C＝N-部位において E-Z 体が生成される

が，これらは分離せずに光アフィニティーラベル法

によるレクチンとの認識能を測定した（Scheme 2）．

合成した分子ツールは 37°C でインキュベートし

たのち，光照射することで，対応するレクチンと共

有結合を形成する．ここにアビジンペルオキシ

ダーゼ（HRP）を添加することで，ビオチン部分

が認識され，この複合体が得られる．Figure 10

は，ウエスタンブロッティングにより映し出した結

果であり，ダイズレクチン（Glycine max（soybean):

SBA），デイゴマメレクチン（Erythrina cristagalli:

ECA），ピーナッツレクチン（Arachis hypogaea

(peanut): PNA）はそれぞれラクトース及びガラク

トースを認識するレクチンである．ラクトースをリ

ガンドとした閉環型糖鎖を持つ 8 は還元末端が開環

した 9 に比べて強くバンドが検出され，認識が強い

ことを表している．またラクトースを先にレクチン

と混ぜ合わせた系では，レクチンの鍵穴はラクトー

スで塞がれており，分子ツールがレクチンの鍵穴を

正確に認識していれば，ラクトースの有無によりそ

の差がみられるはずである．ここでの結果では 8 は

ラクトースの有無による差がみられたのに対し，9

にはみられなかったことから，還元末端が開環する



hon p.6 [100%]

1058

Fig. 9. Target Molecular Tools Containing Photoreactive Group

Scheme 1.

Scheme 2.

Fig. 10. Elucidation of Molecular Tools (8, 9) and Speciˆc Binding Lectin for D-Lactose (SBA, ECA, PNA) Interactions by Pho-
toa‹nity Labeling

1058 Vol. 131 (2011)
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ことで糖鎖認識能が低下し，レクチンの鍵穴以外の

部分と結合しているものと考えられる．

3. まとめ

細胞表層の糖鎖の機能を物理的，化学的視点から

の解明を目指し研究を開始した．膜中において，糖

鎖はそれぞれが異なる役割を担っており，糖鎖認識

薬物を多量体にすることで，より標的部位に薬物が

集積されることが明らかとなった．また，疾病の発

現に糖鎖が関与していることから，認識される糖鎖

をモチーフした医薬品の開発が期待される．化学的

解明においては，新たな糖鎖レクチンの関係解明

の方法論の構築することで，今後糖鎖機能の解明が

加速されることを期待する．
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