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近年,糖 タ ンパ ク,糖 脂質,プ ロテオ グリカ ン等 の複合

糖質の 生物機能 が広 く注 目を集め るようにな り,そ の

医 学的 な応用 を 目ざして活発な研究が行われている(1).

複合糖質は,そ の名前 が示 す ように,タ ンパ クや脂質 と

いった コア分 子に糖鎖 と呼ばれ るオ リゴ糖が還元末端 で

結 合 した構造 を有 してい る それ らの機 能の発現の う

えでは しば しば糖鎖 部分が決定的な重要性を持つ ことを示

す 証拠 が次 々と蓄積 されてい る.た とえば,細 胞の癌化

や個体発生 の際 の細 胞分化に伴っ て,細 胞表層 の糖鎖 の

パター ンが劇的 に変化す ることは よく知 られている(2)

.糖タ ンパ クのい くつかはその作用部位
へ運搬 されるた め

の シグナル として糖鎖 の微細構 造を利 用 してお り,糖 鎖

の存在 がタ ンパ ク質 の物理 化学 的 または生化学 的な安定

性 の鍵 を握 ってい ることもしば しばみ とめ られ る(3).ま

たホルモ ンレセプター としての糖鎖の 役割を示唆 す る結

果も報 告されてい る(4).さ らに,あ る種 のウイルスや

細菌 は宿主細胞 に感染 する際,糖 鎖 をリ ガン ドとして利用

しているこ とも明 らか にされ てい る(5).細 胞 間接着現 象

ヘの 関与は以前か ら示唆 され て きたが,最 近炎症反応 と

の関連か らSLAM-1に 代表 され るセ レクチ ンと呼ばれ

る接着分子群 の リガ ン ドとして糖鎖構造 が提 唱 され てお

り(6),糖 関連 の生化学 における最近 のト ピックス とな っ

て いる.

糖鎖の 構造 と機能の関 連 を解 明す る うえで,従 来の 純

粋 生化学的 な手法 に分子 生物学,免 疫学,有 機化学等

の手 法を加 えた総合 的 なア プローチの必要性 が叫ばれ てい

る(7).な か でも有機合成化学 の手法 を用 いて多種多様 の

糖鎖を 自在 に合成す ることがで ぎれば,き わ めて有力 な

手 段を提供す るもの と期待 され る なぜ な ら,生 物試料
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か ら得 られ るサ ンプルは通 常微量 である うえ しば しば ミ

クロ不均一性がその解析の うえ で深刻 な問題 と な る か

らで あ る.ま た糖鎖構造は タ ンパ ク質や核酸 と異な り

DNA-RNA-タ ンパ クといっ た遺伝 情報 の直接の反映 で

はないため,そ の調製を分子生物学的な手法に頼る こと

ができない.し たが って非 天然型 のものも含め て多種多

様 の糖鎖構造を合成で きればその生物活性を調べ ること

によ り,糖 鎖-タ ンパ ク質(8)および糖鎖-糖鎖(9)の相互作

用 の解 明を分子レ ベルで行 ううえで大 きな助け にな るで

あ ろ う.

糖鎖 にみ られ る構造の多様性 はいわば生物学的なポテ

ンシ ャルの反映 と考え ることができるが,合 成化学者 の

立場か らは誠 にやっ かいな問題 である.その 合成におい

て糖残基間 スグ リコシ ド結合の形成 が鍵 とな るが,そ

の際分子 内に多数存在す る水酸基 をどの よ うに して区別す

るか(位置 選択性)そ して どの ように してグ リコシ ド結

合 を正 しい配位 で導入す るか(立 体選択性)が 常に問題

となる.こ れが通常配列のみが問題 となるポ リペ プチ ド

や ポ リヌ クレオチ ドの合成 と大き く異なる点 であ る.

1.新 しいグ リコシル化反応の開発

1980年 代中盤か らさまざまな コンセ プ トに基づ くグ

リコシル化反応 が開発 され るようにな り,複合糖質の 合

成 に応用 可能な 方法論は飛躍的にひろがった(10).その代

表的 なものにト リクロロアセト イ ミデー ト(la)(11),グ

リコシルフルオ リ ド(1b)(12),チ オ グ リコシド(1c)(13

)をそれぞれ糖供与体 とす る反応が挙げ られ る.こ れ らは

従来用 いられ てきた グ リコシル ブロ ミド(1d),ク ロリ

ド(le)と 比べ てはるか に安定 であ るうえ,活 性化 に用

い うる条件 も多彩 であ り,収 率,選 択性等 の点 でも優れ

た結果 を与 えるこ とが多 い.グ リコシル化反応 の経路を

簡 略化 して示す と図1の ようにな る(14).まず糖供与体 が

何らかの手 段で活性化 され オキ ソカルベニウムイオ ンと

(3)



1546 優 藤 幸 成 〔Nppio Nogeikagaku Kaishi

図1　O-グ リコシル化反 応の概 略

図2　 新 しい グ リコシル化反応の開発

な る.こ れ に対 して アル コール(R-OH)が 求核的 に攻

撃 しO-グ リコシ ドを与え るとい うもの である.ち なみ

に他 に特別 な要 因がない 限 り立体電子的 な理 由か らα

(アキ シャル)-グ リ コ シ ドの生成 が優 先するのが一般的

であ る.こ の式か ら朗 らかな ように,グ リコシル化反応

は常 に糖供与体 の活性化 が引 き金 とな ってい る.

(1)ス ルフェ ン酸エ ステルお よび セ レネニル トリ

フラー トを用い るグ リコシル化(図2)

スルフ ェン酸 エセテル(RO-SPh)は 求核性を持つ ア

ル コキシ基が ソフ トな二価 の硫 黄に結 合 した特徴的な構

造 を有 してお り,そ の性質 に興 味が持たれ る.し か しこ

れ までの ところ シグマ トロピー転位 の中間体 としての利

用 の他は 芳香族 オ レフ ィ ン の分子 内環化へ の利用(15)が

(4)
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図3　 隣接基関与を利用 した シアル酸 の立体選 択的 グリコシル化反応

報告 され ているのみ で比較的未開拓 の反応種 であった.

われわれ はセルフェ ン酸エス テルがルイス酸 に よって活

性化 され求電子性活性種 を発 生す る ことを想定 し,そ の

グリコシル化反 応ヘの応 用を試 みた(18).まず,TMSOTf

またはBF3-OEt2の 存在下ス ル フェン酸 エセテル とグ リ

カール との反応 を行 った ところ,C-2位 にSPhの 導 入

された グリコシル化 生成物 が得 られた.続 いてSPh基

を還元的 に除去 し2-デ オ キ シ グ リ コ シ ドへ と導いた

(式1),こ の反応は低温 で速 やか に進行 する ことお よび

通常困難 な β-2-デオキ シグ リコシ ドの合成(17)に用 い う

るとい う点で興味深 い.さ らに 同様 な条件下 でチオグ リ

コシ ドも活性 化 され グリ コシル化生成物 を与え ることが

わか った(18) (式2).その 立体選択性 は 反応溶媒に 依

存し,エ ーテル中 では α一体を,ア セ トニ トリル中 では β

-体をそれぞれ主生成物 と して与 えるこ とがわか った.

続いて強力な求電子剤 として知 られているベ ンゼ ンセ

レネニ ル トリフラー ト(19)(PhSeOTf)に 注 目し,こ れ

をチオ グ リコ シ ドの活性化剤 として用 いるこ とを考 え

た(2),こ の反応 は低温 でもきわ めて迅速 に進行す るこ と

がわか った(式3),また,C-2位 の置換基 が隣接基関与

を行わ ない よ うな ものを用いてト ルエン中で反応を行 っ

ても主 としてβ-体 が得 られ るとい う興味 ある結果が得

られ た.同 様 な 反応 は シア ル酸 由来の チ オ グ リコ シ ドに

も 適 用 が 可 能 で あ り(式4),ガ ン グ リオ シ ドの合 成 に

も応 用 され て い る(21,22).

(2)隣 接基関与 を利用 したシアル酸 の立体選択的グ

リコシル化反 応(図3)

シァル酸(NeuAc)は 複合糖質の構成成分 としてその

非還元末端 に広 く存在 している．その効率的かつ 立体選

択的 な導入は糖鎖の合成 化学において重要な課題である

が,以 下 のよ うな理由で従来 はきわめ て困難 とされて き

(23).

まず第一にその構造 自体 の複雑 さが挙げ られ る.次 に

アノマー位に存在 す るカルボキ シル基 の電子吸引性のた

め,こ の位置 での カチオ ンの生成す なわ ちグ リコシル化

がエネルギー的に不利 とな り,必 然的 に通常 のグ リコシ

ル化 と比べ て副反応を伴いやす い とい う点があ る.さ ら

にその グ リコシ ド結合の立体化学 は常 に2-α(エ カ トリ

アル)で あ り,こ れ は と りも なおさず熱力学的に不安

定(24)な型 である.加 えてアノマー位の隣のC-3位 がデ

オキシ型 であ るため このままでは隣接基関与を立体化学

制御 に用い ることは できない.

これ らの問題点を解決 しシアル酸 の グリコシル化反 応

を立体 選択的 かつ高 収率 で行 うため に次 のよ うな考え方

(5)
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に基 づいて検討を行 った.そ れはC-3位 に何 らかの置

換基 を導入 し,その 隣接基関与を利用す るとい うもの で

あ る.その 際C-3位 の置換基 としては,こ れ までに行わ

れて きた2-デ オキ シ グ リ コ シ ドの合成研究か ら(26),

SePhま たはSPh基 が適切 である と考 えた.この ような

供与体を用 いれば アノマー位の 活性化に伴 って三 員環 中

間体 が生成 し,ア ルコールは必然的にα-面 か ら攻撃す

ることにな り目的 とす る異性体が選択的に得 られる と予

想 され る(式5).

そ こでC-3位 にSePh基 あ るいはSPh基 を有す る

シアル酸供与体 の合成お よびそれ らを用い るグ リコシル

化 を検討 した(26).こ こでは よ り優れ た結果 を与え た3-

SPh体 について話を進 めて行 きたい.ま ず2,3-デ ヒ

ドロ体2をN-プ ロモ コハク酸イ ミド(NBS)続 いてチオ

フェノールで処理 し,ヘ ミケタール3を 得 た.こ れは主

として ジアキ シャル体 であったが,触 媒量のDBUで 処

理す る と容易 にエ ピメ リ化が起 こ り望む異性体4が 結 晶

として高収率 で得 られた.引 き続 きフルオ リ ド,クロ リ

ド,ブロ ミ ドへ と導 きグ リコシル化の条件 を検討 した.

反応 はいずれ も立体選択的 に進行 したが,な かで もプロ

ミド5を 用い て四塩化炭素中で反応 を行 った場合 に最 も

良い結果が得 られ ることがわか った．二級 アルコー ルで

ある ラク トース誘導体6を 用いて も78%と い う高収率

で目的の異性体が 得 られた(式6).SPh基 の除去は ラ

ジガル還元 に よって容易 に行 うことが できた.

この ように して シアル酸残基 を効 率 よく導入す る方法

を開発す ることが できた.こ れ は後 こ述 べ るガ ングリオ

シ ドの合成や ムチ ン型糖 ペプ チ ドの合成(27)応 用 され

ている.

2.スフィ ンゴ糖脂質の 合成研 究(図4,5)

ス フィン ゴ糖脂質 はセ ラミ ドと呼ばれ る脂 質部分 に糖

鎖 が結合 した 構造 を有 して い る.その糖 鎖構造は多様

性に富 んでい るが,そ の大部分 は ラク トシルセ ラ ミ ド

(Galβ1→4 Glcβ1→1Cer)を 共通 骨格 と してお り,ガ テ

クトー スに結合 した糖鎖の構造や結合位 置に従 って,ラ

ク ト系,ネ ナラ ク ト系,グ ロボ系,ガ ング リオ系等 に分

類 され ている(28）.最近 これ らの化合物 の合成 研究が活 発

に行われてい るが(29),われわれ の研究室 でもさまざまな

方 向か らの アプロー チが検討 され てきた.

まず特徴的な構造を有す る(30),ラ ク トーガング リオ系

列 と呼ばれ る糖脂質8を 合成 目標 として と りあげた(31).

この糖脂質 はガ ラク トース残基上 での枝分 かれ構造に特

色 があるが,そ の構築は水酸基 の反応性 の差 異を利 用 し

て3,4-ジ オール7に 順次N-ア セチル グル コサ ミンお よ

びN-ア セチノレガラ ク トサ ミン残 基を導入す ることに よ

図4ス フィン ゴ糖脂質糖鎖 の合成 研究

(6)
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図5ガ ングリオ シ ドGD3の 合成

って行 った(式7).こ の 合成の 過程で グリコシル化 の

位置選択性に対す る溶媒 の効果,セ ラ ミドとのカ ップ リ

ングへ のグ リコシルフルオ リドの利用,フ タルイ ミド基

の脱保護法等そ の後 の糖脂質合成研究 において有用 な知

見を得た.

続 いて自己免疫疾患 におけ る糖鎖抗 原 として(32),また

分化関 連抗原 と して（33)知られ て い るⅠ-血 液型糖脂質糖

鎖の 合成研究を行 った(34).ここでは 目標 としてⅠ型糖脂

質 の基本構造 である8糖11を とりあげた.その 合成

中間体 と して ガラク トース残基で の3-お よび6-位 ヘの 糖

鎖の 伸長およ び還元末端 の活性化 が可能 な二糖単位9を

デザ イ ンし,合 成 した.さ らに保護基 を変換 した後2つ

のラ ク トサ ミン単位を カ ップ リングさせた.続 いて トリ

ク ロロァセ トィ ミデー ト10へ と導 き,先 ほ ど用 いたジ

オール7と 反応 させ,位 置選択 的に8糖 を得 た(式8).

この基本戦略は広 い範 囲のポ リラク トサ ミン型糖鎖 へ と

応用が可能で あ り,硫 酸 含有 糖脂質12(35)やⅠ 型15塘

性糖脂質(36)の合成 に用 いられ てい る.

続 いて,先 に述 べた シアル酸の グ リコシル化の方法論

を応用 した ガング リオ シ ドス合成研 究に着手 した.当 面

の 目標 と して 従来 ぎわ めて合成が困難 とされてきた ジ

シァ ロガ ン グ リオ シ ドGD 3(37) (17)を 設定 した(図

5).こ の合成 に 際 しては,わ れわれ が 開発 した 方法が

シアル酸同志 の α2→8結 合に応用で きるか,ま た シア

ル酸オ リゴマーを糖供与体 として同様 の立体制御 がで き

るか ど うかが問題で あ った.そ こで まず2,3-デ ヒ ドロ

体か ら導いた8-OH体13を5と 反応 させた ところ,

好 収率でシ アル酸2量 体14が 得 られた.次 にラク トー

ス単位 との カ ップ リングを立体選択的 に行 うため にC-2

位 にBr,C-3位 にSPh基 を導入 し,ラ ク トース単位15

と反応 させた.こ の場合 も四塩化炭素 中で反応 を行 った

場合に最 も良い結果(48%;α:β=60:1)が 得 られた

.続 いて生成物16のSPh基 をラジカル選元 によって除

去 し,保 護基の 変換を経 て トリクロロァセ トイ ミデー ト

と した.さ らに セ テ ミ ドとの カ ッ プ リン グをTMSOTf

の存 在 下で 行 い,GD3を 得 た(38).こ の よ うにわ れ わ れ

の方 法 論 は シ ア ル酸 オ リゴ マ ーに も適 用で き る柔 軟 性 の

高 い も ので あ る こ とが わ か った.

続 いてさらに複雑な構造を持つポ リシア ロガ ングリオ

シ ドの合成 研究 に着手 し,フ ラグメン トを立体選択的 に

(7)
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合 成 す る ル ー トを 開 拓 した(39).

3.酵 素化学的手法による糖鎖の合成研究

近年 の糖化学 の進歩に よ りグリコシル化反応 の効率は

著 しく改善 され,か な り複雑 な糖鎖 も合成可能 にな って

きた.し かし 一般的にはその立体選択性は必ず しも予測

可能な段階に は至 ってお らず,し ば しば反応条件の 注意

深 いス クリーニ ングに よっては じめて 目的 の異性体が得

られ るこ とが ある.ま た グ リコシ ド結合を位置選択的に

構築す る ため には 糖受容体の 選択的な 保護が 必要 であ

り,糖 鎖合成 の工程は必然的 に長 いものにな らざるを

えな い,一 方,酵 素 とくに糖転移酵素を用い るグ リコシル

化反応は高度 の位置お よび立体選択性 のも とで進行す る

こ とが知 られている(40).したが って これ らの酵素を 自在

に用い ることが できれば糖鎖 の合成 は著 しく簡略化 され

る と期待 され る(41).

しか し膨大な数 の糖 転移酵 素のなか で入手可能 なもの

は ご く一部であ り,い ずれ も厳 密な基質特異性 を有し て

いるためそ の利用範囲 には限 りがあ る.そ れ と比較 して

化学合成 にはほ ぼ無制限の柔軟性 とい う酵素法 では得 ら

れない メ リッ トがある.し た がって,糖 鎖 の合成 におい

て酵素 の特性を フルに活用す るためには何 らか の型で 化

学反応 と組合せ る ことが 望ま しい と考え られ る とく

に,シ アル酸 の グリコ シドの よ うに化学的 に形成が 困難

な グ リコシ ド結 合の構 築に糖転移酵素を用 い,その 生成

物 を今度 は糖供与体 と して グリコシル 化 に用 いる とい

う経路を とることができ れば,き わめ て応用範囲の広 い

方法論 とな るであろ う,こ の よ うな考え方 に基 づいて2

種類のα-2,3-シ アル酸 転移酵 素(42)に注目 し,そ の基質

特異性 を 合成 化学者の 立場か ら見 直す こ とを 考 えた

(43)(図6).そ のなかで も とくに興 味を持 った のはC-2位

の修飾で ある,こ れ は化学 的 グ リコシル化の 立体 化學 の

制御は しば しば この位置の 置換基 の影響 によって達成 さ

れ るか らである.その 結果,シ ア ル酸転移酵素が 認識す

る二糖構 造のGa1NAcま たはGlcNAcの 窒素置 換基 に

対 して は ある程 度の 修飾は 基 質特 異性の 許容範 囲であ

り,図 に 示 した よ う にNHAcをN3(18b,19 b),

NPhth(18c),NHAOC(19c),OCOR(19e)で 置 き

換 えた化合物はすべて良い基質 であるこ とがわ か った.

生成物 の水酸基お よび カルボキシル基を保護 し,還 元末

端 ア ノマー位を活性化すれば,α-グ リロシ ドお よび β

-グリコシ ドを それ ぞれ選択的 に作 り分け ることがで きる

と予想 され る,と くに興味深 いの はC-2位 に アシル基

を導入 した ラク トース誘導体19eで ある.こ の化合物

は βGa11→3/4 GlcNAc-a-2,3-シア ル酸 転移酵 素に 対

して,む しろ天 然型 の基質であ るN-ア セチルラ ク トサ

β Gal1→3GaINAc-a-2,3-シ ァ ル 酸 転 移 酵 素

図6シ アル酸転移酵素 に よるグ リコシル 化

(8)
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NeuAc, PEP

ピルビン酸キナーゼ
CMP-シ アル酸シンテターゼ
シアル酸転移酵素
ミオキナーゼ
ピロフォスファターゼ

図7 酵素化学的手法に よるガ ング リオシ ドGM3の 合成

ミン(19a)よ りも良い基質 である とい う興味深い結果

も得 られた(44).

ここに示 した反応 はす べてIchikawa,Wongら に ょ

って開発 され たCMP-NeuAcを リサ イ クルさせ る系(45)

でも円滑 に進行 し,容 易にス ケールア ップがで きる.た

とえば19eの 反応 は この条件下78%の 収率で 生成物

20を 与 えた(図7).そ の三糖構造すなわち シア リル ラ

クトー セは種 々の ガ ン グ リオ シ ドの共通部分構造 であ

り,GM3(22)の 糖鎖部分 に相 当す る.そ こで次の よう

にGM3へ の変換 を試 みた(44).ま ず カルボ ン酸 を メチ

ルエス テ ル とし,水 酸基 を保護 した のち還元末端のβ

-トリメチルシ リルエチル基 を選択 的に脱 保護 して トリク

ロロアセ トイ ミデー トへ と導 いた.こ れ をセラ ミ ド(21)

とカ ップ リングさせ,脱 保護を行 ってGM3を 得た.そ

の シアル酸 か らの通算収 率 は約40%で あ り,従 来 の純

粋化学合成の それ(46)をは るかに上回 っている.こ の例か

らもわか るよ うに,酵 素反応 と化 学的 グリコシル化を適

切 に組合せ る ことに よ り,き わめ て効率 のよい糖鎖合成

が可能 となる.こ の考え 方を さらに進めれば,2種 類の

シアル酸転移酵素 を使い分 ける ことに よりさらに複雑な

ガング リォシド の合成 を行 うことも可能 であろ う.

この よ うに実際 に複合糖質 の合成 の中に酵素反応を

組込 む とい う方法論 が十分 に実行 可能である ことが証 明で

きた.し か し,シ アル.酸転 移酵 素の基質 特異性 には

越えられな い壁 がある ことも事実で あ る.も しその選元 末端

の置 換 基 に か か わ ら ずαNeuAc 2→3 Gal1→ORと い

うsequenceを 酵 素 的 に作 りだ す こ とが で きれ ば,そ れ

は 合 成 中 間 体 と し て き わ め て 有 用 で あ ろ う.そ こで 次

に,最 近T.crusziか ら見 出 され たト ラ ンセ シ ア リダ ーゼ

(trans-sialidase)(47)に 注目 した.こ の酸 素 は2つの ガ ラ

ク トーセ 残 基 間 で の シ ア ル酸 のや りと りを触 媒 す る も の

で あ る.そ の 特 徴 と して 次の2点 が 挙 げ られ る(48).ま

ず,比 較 的 広 い基 質 特異 性 を持 っ てい る こ とで あ る.ガ

ラ ク トー ス とそ の上 流 側 の 糖(た とえばGlcNAc)で の

枝 分 か れ さえ な け れ ば,基 本 的 には どの よ うな β-ガ ラ

クト シ ドで も基質 とな りうる.一 方 こ の よ うな基 質 特 異

性 の広 さ に もか か わ らず,反 応 は高 い立 体 お よび位 置特

異 性 の も とで進 み,αNeuAc2→3βGal1→ORの 生成 物

の み を与 え る.一 方,実 用 的 な 観点 か ら の 問題 点 と し

て,あ らか じめ シ アル 酸 を 含 む オリ ゴ糖 を合 成 して お く

必 要 が あ る こ と,本 質 的 に可 逆 反 応 で あ り望 む方 向 に平

衡 を 片寄 らせ る こ とが 難 しい こ とが 挙 げ られ る これ ら

を 解 決 す る た め に,次 の よ うな 複 合酵 素系 を考え た(49)

(図8).そ れ はCMP-NeuAcのリ サ イ クル 系 に よる シ

ア ル酸 転 移 反応 と トラ ンス シア リダ ー ゼの 反 応 を組 合

せた も の であ る.こ こで シア ル酸 転 移 酵 素 の 基 質 とな る オ

リゴ糖(24)を 触媒 量 加え て お く と,そ れ に 由来 す る シ

ア リル オ リゴ糖(23)が 系 内 で 発 生す る.次 にそ れ が 供

与 体 とな り別 の ガ ラ ク トシ ド(25)に シ ア ル酸 を受 け渡

し,αNeuAc2→3βGall→OR(26)を 与え,24が 再 生

(9)
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3ƒÀGIcNAc1, 3ƒÀGal1, 4Gic

33GalNAc-OR

ƒÀ GaI1, 3ƒÀGlcNAc1, 3ƒÀGal1, 4GIc

(0.1 equiv.)
2, 3-sialyltransferase

trans-sialidase

図8 ト ランス シア リダーゼーシアル酸転移酵素複 合系に よる シア リル オ リゴ糖 の合成

され る.こ の反 応 の実 行 例 を 式9に 示 した.こ こで 得 られ

た 生成 物 は シア ル酸 転移 酵 素 の反応 では 容 易 には 得 られ

な い もので あ る こ とに注 意 され た い.ま た,こ の方 法 を

応用 す れば,き わ め て広 い 範 囲の ガ ラ クトース 誘 導 体 に

シ ア ル酸 を 導 入す る こ とができ る はず で あ る.ト ラ ン

スシ ア リダ ーゼ はすで に ク ロー ニ ン グが な され てお り(50),

近 い 将 来overexpressionも 可 能に な る と期 待 され る.

本研究の遂 行に あた り,終 始 ご指導を賜 りま した束京
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