
◆はじめに

糖鎖は、単糖と単糖が脱水縮合して鎖のように繋が

ったもので核酸、タンパク質に次ぐ第三の生命鎖とも

呼ばれている。近年の糖鎖研究の伸展により、糖鎖は

エネルギー源としての役割の他に、我々の身体におい

て細胞の分化、接着、免疫調節など生命を維持するた

めに必須である様々な生命現象を担っていることが明

らかになった。また、人類にとって好ましくない現象

であるウイルス感染、ガン化、毒素や細菌の受容体に

糖鎖がなることが判明した 。このことは、糖鎖が我々

にとって利益な分子でもあり、不利益な現象にも利用

されるという二つの面を持つことを意味している。こ

れらの特長を活かし糖鎖を利用すれば、多くの病や感

染症を克服することが可能となり、人類に多大な恩恵

をもたらすことが可能である。糖鎖自体は毒性をもた

ず、極めて安全な分子として知られている。安全性が

担保された分子で新たな機能性食品や治療法を開発す

ることは現代社会の発展において非常に有意義なこと

である。

本研究では、ビフィズス菌増殖作用、免疫賦活化作

用、アトピー性皮膚炎改善効果および抗腫瘍活性など

を有する生理活性オリゴ糖鎖のグリコシダーゼによる

糖鎖組換え反応を用いた合成を報告する。

我が国における生理活性オリゴ糖の開発は1970年の

初めに始まり、グリコシルスクロース、シクロデキス

トリン、マルトオリゴ糖などが各種酵素を用いて合成

され、市場に出回るようになった 。この動きは、日本

が世界に先駆けて行っており、現在においても糖鎖研

究は日本が世界をリードしている。その理由の一つと

して、日本には古来より続く発酵・醸造などの技術が

ありそこで使用する微生物起源による酵素(糖質加水

分解酵素；グリコシダーゼ)の発見とその利用による

ところが大きい。また糖鎖の分析・分離精製技術は日

本で開発されたものが多くを占め、日本の技術が世界

のスタンダードとなっているものも多い。

本稿においては、以上の背景を踏まえ、糖質加水分

解酵素であるα-ガラクトシダーゼを用い、その逆反応

である縮合反応を用いた複数のα-ガラクトシル化オ

リゴ糖の合成反応の開発を報告する。

◆目的化合物の選定

目的化合物としては、３糖体であるラフィノース、

２糖体であるメリビオース、ガラビオースを選定し合

成を行うことにした(図１)。

ラフィノースは、フルクトース、ガラクトース、グ

ルコース分子が１つずつグリコシド結合によって連な

ったものである。甘味はスクロースの約２割、カロリ

ーは５割程度あり、ビフィズス菌増殖作用、免役賦活

化作用、アトピー性皮膚炎改善効果、肝機能に対する

効果を有している。メリビオースは、ガラクトースと
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図１ 目的化合物の構造
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グルコースがα-１,６グリコシド結合で連なったもの

である。蜂蜜や大豆、テンサイなどに少量含まれてお

り、抗腫瘍活性、アトピー性皮膚炎抑制作用、美肌効

果を有している。ガラビオースは、２分子のガラクト

ースが主にα-１,６グリコシド結合で連なったもので

ある。腸内細菌改善効果、および免疫賦活化作用を有

している 。

それぞれ自然界に希少糖として存在し、ヒトが食経

験を有する化合物を選定した。自然界に見出されてい

ない組み合わせの糖鎖の合成も可能であるが、その場

合、ヒトにとって予知できないマイナスな副作用を考

慮する必要があるため、本研究では目的化合物として

選定しなかった。

◆スタート化合物の選定

糖同士をつなぎ合わせる糖鎖の合成は、糖供与体

(donor)と糖受容体(acceptor)の２種類の糖を用い、

それら二つを任意の立体配座で任意の位置に繋ぎ合わ

せ目的糖鎖を得ることが必要である。本研究ではα-ガ

ラクトシル化オリゴ糖を目的化合物としているため、

糖供与体にはガラクトースを用いた。糖受容体にはガ

ラクトース、グルコースおよびスクロースを用いるこ

とにした(図２)。これらの糖は天然から容易に入手で

きることから、糖鎖合成ではしばしばボトルネックと

なる大量調製における制限はかからない。

これらの３種類の糖は、糖鎖組換え反応の前は単に

食品としての利用であり、生理活性糖鎖の部類には入

っていない。糖鎖組換え反応を用いることにより、こ

れらの糖を生理活性糖鎖へと簡便に変換することが可

能になれば、糖鎖の応用利用を進展させることが出来

ると考えた。

◆合成戦略

１.糖鎖縮合反応

糖受容体と糖供与体を任意に繋ぎ合わせる手段とし

て、糖質加水分解酵素であるα-ガラクトシダーゼを用

い、その逆反応である縮合反応 を用いた方法を検討

した。糖質加水分解酵素は本来、グリコシド結合を加

水分解し糖を切断する働きをする。その主たる加水分

解活性の他に、酵素分解物である生成物(単糖：

donor)を反応系に高濃度に与えると、逆反応を触媒し

他の糖(糖受容体：acceptor)へ繋ぎ合わせる縮合反応

を仲介することがある(図３)。

糖質加水分解酵素の全てがこの縮合反応を有してい

るわけではなく、その活性を引き出すには、種々のフ

ァクターを組み合わせた検討試験を要する。それらの

ファクターは①基質濃度、②反応pH、③反応温度、④

反応時間、⑤酵素量の項目からなり、全ての条件がそ

ろった場合に縮合反応が成立する。縮合反応は、糖供

与体および糖受容体は無保護の糖を使用するため、非

常に簡便かつ環境に配慮した糖鎖合成ルートとなる有

利な面がある。その反面、本来の正反応の逆反応を酵

素に強いることとなり、生成物の収量は多くないケー

スもある。

また連結されたオリゴ糖が生成しても、そのオリゴ

糖が酵素の加水分解(正反応)の基質となり得る。つま

りこの反応系では、オリゴ糖の生成と分解が同時に生

じている。すなわち、目的としたオリゴ糖の最大生成

時間をモニターし、速やかに反応を停止する必要があ

る。

非常に繊細な反応系ではあるが、合成条件を確立す

れば、再現性は高く、特別な技術や合成環境を必要と

せず、得られる糖鎖はダイレクトに様々な応用利用が

可能であるため、社会的意義は大きい。

２.使用酵素の検討

使用する酵素(ガラクトシダーゼ)の選定において次

の項目を重視した。

① 食品および医療応用を目指すため酵素の由来微生

物の安全性が担保されていること。

② 大量合成を目指すため、酵素活性が高力価であるこ

と。

③ 産業利用が可能な価格帯であること。

以上の要件を満たす酵素を選定し、食品用酵素として

多用されているスミチームAGS(新日本化学工業株式

会社)を候補とした。

なお、本酵素は縮合反応を触媒し、その反応は一級

ヒドロキシ基において優位に進行することを確認して

いる 。

３.目的糖鎖の合成スキーム

目的とした３種類の糖鎖を合成するにおいて、以下

のスキームを立てた。ラフィノースはガラクトースを

donorとしてスクロースをacceptorとして用い、メリ

ビオースはガラクトースをdonorとしてグルコースを

acceptorとして用い、ガラビオースはガラクトースを

donorとしてガラクトースをacceptorとして用い、

α-ガラクトシダーゼであるスミチームAGSを作用さ

せることにより合成をすることにした(図４)。

図２ 糖供与体および糖受容体の構造

図３ 縮合反応一般式
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◆結果と考察

１.ラフィノースの合成

ガラクトースとスクロースの混合溶液にスミチーム

AGSを添加し、ラフィノースの合成を試みた。反応停

止後、HPLC分析を行った結果、想定していた目的物で

あるラフィノースの他に想定外の多数のピークが得ら

れた。最も特筆すべきピークはフルクトースとグルコ

ースのピークが観測されたことである。これらの糖は

スクロースの構成単糖であり、この糖が検知されると

いうことは、α-ガラクトシダーゼであるスミチーム

AGSにインベルターゼ活性が含まれているというこ

とを示唆する知見が得られた(図５)。

よってスクロースのみの溶液にスミチームAGSを

作用させ、分析すると、フルクトースおよびグルコー

スのピークが検出されたことから本酵素はα-ガラク

トシダーゼ活性の他にインベルターゼ活性を併せ持つ

ことが分かった。この知見を考慮して、本反応系を解

析すると２つの酵素反応が同時に進行していることと

なる。一つはα-ガラクトシダーゼの逆反応であるガラ

クトースを縮合反応により他の糖に導入するα-ガラ

クトシル化、次にインベルターゼによるスクロースの

加水分解である。この現象は本来の受容体糖としての

役割であるスクロースがグルコースとフルクトースへ

加水分解されることから、反応系中には受容体糖とし

てスクロースの他にグルコースとフルクトースが加わ

り３種類存在することとなる複雑な反応系となった

(図６)。

以上の結果を考慮して反応生成物を解析した。スク

ロースにα-ガラクトシル化されたラフィノース、グル

コースにα-ガラクトシル化されたメリビオース、フル

クトースにα-ガラクトシル化されたα-ガラクトシル

フルクトースの糖鎖がそれぞれ合成されている可能性

がある。スタンダード糖のHPLC分析での保持時間は

それぞれ、ラフィノース17-18min、メリビオース12-

13min、α-ガラクトシルフルクトース10-11minに還

元末端側の糖の立体配座に由来するαβ混合物として

ブロードの１ピーク、もしくは２ピークとして検出さ

れる。ラフィノース合成におけるHPLC分析チャート

(図７)をそれぞれのスタンダードと比較することによ

り解析した。

順に6.71-7.93minにフルクトース、ガラクトース

およびグルコース、9.34minにスクロースのピークが

確認された。10.35-11.02minにα-ガラクトシルフル

クトース、12.55-13.01minにメリビオース、16.90

minにラフィノースのピークが検出された。当初想定

していたメリビオースの他に２種のα-ガラクトシル

化オリゴ糖を得られる結果となった。この反応系は一

度に多数の有用なα-ガラクトシル化オリゴ糖を得る

ための有効な手段といえる。

２.メリビオースの合成

ガラクトースとグルコースの混合溶液にスミチーム

AGSを添加し、メリビオースの合成を試みた。

反応停止後、HPLC分析を行った。想定どおり13.73

minにメリビオースの合成を支持するピークが検出さ

れた(図８)。

図４ 目的オリゴ糖合成スキーム

図５ インベルターゼ活性

図７ ラフィノース合成HPLCチャート

図６ ラフィノース合成における反応系
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３.ガラビオースの合成

ガラクトース溶液にスミチームAGSを添加し、ガラ

ビオースの合成を試みた。このケースはガラクトース

のみから成る２糖であるためガラクトースは糖供与体

でもあり、糖受容体でもある。反応停止後、HPLC分析

を行った(図９)。

分析結果から、12.24-13.60min,14.73-16.01min

の２成分のαβ混合物であることが判明した。本酵素の

縮合反応は、一級ヒドロキシ基(この場合はガラクトー

スの６位)に優先的に生じる知見があったが、本ケース

においては６位の他に４位、３位もしくは２位にガラ

クトースが縮合したガラビオースが生成したことを示

唆する結果が得られた(図10)。

生成したガラビオースの結合様式を同定するため、

得られた２糖混合物にα１→３,６ガラクトシダーゼ

を作用させた。本酵素は３位、６位にガラクトシル化

された化合物を選択的に分解する酵素である。よって

この酵素消化の後、HPLC分析にてピークが残存した

場合、４位、２位にガラクトシル化された化合物であ

り、消失した場合は６位、３位にガラクトシル化され

た化合物であることが同定できる。

酵素消化の結果、これらのピークは全て消失してい

た(図11)。

すなわち、得られたガラビオースの結合様式はα１

→３およびα１→６であると判明した。なお先に述べ

たとおり一級ヒドロキシ基に優先的なガラクトシル化

は本ケースにおいても行われていることから、生成量

はα１→６結合体の方が多い。よって、12.24-13.60

minはGalα(１→３)Galのピークであり、14.73-16.01

minはGalα(１→６)Galのピークであると考察できる。

G a lα(１ → ３)G a lは 腸 炎 の 原 因 菌 で あ る

Clostridium difficileの毒素の中和効果を有し 、

Galα(１→６)GalはTypanosoma bruceiのGPIアン

カーの糖鎖において重要な配列である 。これらのガ

ラビオースは細菌感染において有用な治療方法の開発

に貢献できる。

◆まとめ

本研究ではα-ガラクトシダーゼの逆反応である縮

合反応を用いた種々のα-ガラクトシル化オリゴ糖合

成を行った。原材料は、使用する酵素に至るまですべ

て食品としての使用実績のあるものに限定した。得ら

れるオリゴ糖の安全性は担保されている。また合成作

業においては有機溶媒など有害な試薬を使用しないこ

とから、安全かつ環境に配慮した合成法の確立に至っ

た。これらの酵素反応は条件検討の煩雑さを伴うもの

の、条件がいったん確立されれば、再現性が高く、経

験を有しない作業者においても実施が可能である。特

殊な設備や有害な試薬等を取り扱う深い経験と知識が

必要な有機化学合成と比べると、糖鎖と酵素を混ぜる

だけで完了する本合成法は優位性が高い。

また本研究において開発したα-ガラクトシル化の

方法は、種々の生理活性糖鎖合成にも応用することが

でき、効率的な合成手法の一つと成り得る。

◆実験の部

一般操作

α-ガラクトシダーゼAspergillus niger(スミチー

ムAGS)は新日本化学工業株式会社製を使用した。

α１→３,６ガラクトシダーゼXanthomonas manihotis

はNEW ENGLAND BioLabs社製を使用した。無機

塩類、糖類およびHPLC溶媒は和光純薬工業株式会社

製を使用した。

図８ メリビオース合成HPLCチャート

図９ ガラビオース合成HPLCチャート

図10生成したガラビオース構造候補

図11酵素消化のHPLCチャート
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高速液体クロマトグラフィー(HPLC)：日立製作所

製Chromaster 5450RIを使用し、分析カラムは

TOSOH社製TSKgel-Amide 80(５μm,4.6×25

cm)を用いた。移動相は、H O ： MeCN ＝ 30：

70； カラム温度40℃； 流速１mL /min； 検出は

示差屈折； 試料注入量は20μLにて行った。

ラフィノースの合成

ガラクトース(５mg,28μmol)、スクロース(52

mg,152μmol)を50mM AcONa b.f. pH ＝ 5.5

(１mL)に溶解し、スミチームAGS(100μL,２mg/

mL)を添加し、37℃にて72時間インキュベートした。

反応液を100℃にて５分間加熱し、反応を停止した後、

Φ0.45nmフィルターにて濾過した後、HPLCにて分

析を行った。t R ＝ 16.90min.

メリビオースの合成

ガラクトース(５mg,28μmol)、グルコース(100

mg, 0.56mmol)を50mM AcONa b.f. pH ＝

5.5(１mL)に溶解し、スミチームAGS(100μL,２

mg/mL)を添加し、37℃にて72時間インキュベートし

た。反応液を100℃にて５分間加熱し、反応を停止した

後、Φ0.45nmフィルターにて濾過した後、HPLCにて

分析を行った。t R ＝ 13.73min.

ガラビオースの合成

ガラクトース(100mg,0.56mmol)を50mM
 

AcONa b.f.pH ＝ 5.5(１mL)に溶解し、スミチー

ムAGS(100μL,２mg/mL)を添加し、37℃にて72時

間インキュベートした。反応液を100℃にて５分間加熱

し、反応を停止した後、Φ0.45nmフィルターにて濾過

した後、HPLCにて分析を行った。

Galα(１→３)Gal t R ＝ 12.24-13.60min.

Galα(１→６)Gal t R ＝ 14.73-16.01min.
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