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要旨 

 本邦において、がんは死亡原因の第 1 位であり、早期発見による早期治療が求められている。が

ん関連糖鎖抗原（TACA）に分類される糖鎖は、がんの早期診断のバイオマーカーとして、また、

がんワクチン標的として期待されている。しかし、早期発見・治療につながるTACA は依然として

見出されていない。一方、ムチン型糖鎖に分類される O-結合型糖鎖 TACA は、細胞や組織のがん

化や炎症に伴って糖鎖構造が大きく変化することが知られている。シアリル Tn 糖鎖抗原やシアリ

ルルイス X 糖鎖抗原は O-結合型糖鎖 TACA の一つであり、がんマーカーとして広く利用されてい

る。また糖鎖伸長不全で生合成されるムチン型母核構造も、がんなどの疾患に伴って生じることか

ら、バイオマーカーとしての利用が期待されている。しかし、上記抗原に比べ発現量が少ないこと

からほとんど調べられていない。そこで本研究では、糖鎖身長不全で発現すると考えられるシアル

酸含有母核構造糖鎖を調製し、調製した糖鎖がバイオマーカーの分析に利用できるか評価した。 
 
１．緒言 

 糖鎖は、核酸、タンパク質に次ぐ第三の生命鎖であり、すべての細胞上に見られる生体分子であ

る。細胞表面の糖鎖は、細胞間の認識において「顔」の役割を果たす 1)。また近年、注目されてい

るエクソソームなどの細胞外微粒子上も糖鎖が存在しており、糖タンパク質上の糖鎖と同様に、生

体内では輸送用タグとして働く 2)。細胞表層や細胞外微粒子上、タンパク質上に発現する糖鎖の構

造は、炎症や疾患などの生体内状況によって大きく形を変えることから、糖鎖をバイオマーカーと

して利用する研究開発が国内外を問わず広範に検討されている。 
 糖タンパク質に見られる N-型糖鎖においては、糖タンパク質の酵素処理によって N-型糖鎖を遊

離させることができ、また 2-ピリジルアミノ（PA）化などの蛍光標識法 3)、液体クロマトグラフィ

ー-質量分析を用いた構造解析法が確立されており、組織、血清、尿など多種多様なサンプルでの解

析が進んでいる 4)。近年では、膵がんなどのがんマーカーとしてフコシル化ハプトグロビンが見出

されており 5)、臨床応用を目指した研究も行われている。 
 一方、ムチン型糖鎖などの O-型糖鎖においては、ヒドラジン分解などの O-型糖鎖を確実に遊離

できる方法がある 6)ものの、爆発等の危険性を伴うことに加え、糖鎖の分解が起こるため、いまだ

簡便かつ効率良く糖鎖を遊離させる方法がない。そのため N-型糖鎖の解析に比べ O-型糖鎖の解析

は大きく遅れている。近年、酵素的または化学的に合成されたO-型糖鎖を用いた糖鎖マイクロアレ

イが開発されている 6)が、簡単に合成できる糖鎖構造のみで解析されており、ムチン型糖鎖の母核



構造においては、ほとんど解析されていない。またバイオマーカーとしての活用も行われていない。 
 筆者らのグループでは、母核構造の簡便な合成法の開発に向け、種々の母核構造を系統的に合成

できる二糖中間体を設計・合成している（Fig.1）。これまでの研究では、この二糖中間体を用いるこ

とで、コア 3 構造やコア 5 構造などのムチン型糖鎖が合成可能で、また合成した糖鎖を糖鎖リガン

ド複合体に誘導後、糖鎖チップを作製することで表面プラズモン共鳴（SPR）センサーなどのバイ

オセンサーで相互作用解析が行えること報告している 7）。本研究では、二糖中間体を利用したシア

ル酸含有母核構造の合成を行い、糖鎖リガンド複合体へ誘導後、シアル酸含有母核構造を固定化し

た糖鎖チップの調製や糖鎖固定化ナノ粒子の調製などを行い、バイオマーカーとして使用できるか

評価した。 
 
２．結果と考察 

２.１ シアル酸含有母核構造ならびに糖鎖リガンド複合体の調製 

 既報 7)の方法にしたがい、ガラクトサミン（GalNAc）成分、グルコース（Glc）成分を用いて二糖

中間体を調製した（Fig.1）。続いて、シアリルTn 構造を持つ糖鎖の合成を行った。二糖中間体にN-
アセチルノイラミン酸（NeuAc）成分またはN-グリコリルノイラミン酸（NeuGc）を反応させ、適

宜、保護基の変換、除去を行うことで、NeuAc-Tn 構造またはNeuGc-Tn 構造を有する三糖を合成し

た。次に、シアリルコア 3 構造とシアリルコア 5 構造の合成を行った。二糖中間体に対して、N-ア
セチルグルコサミン（GlcNAc）成分、N-アセチルノイラミン酸（NeuAc）成分を反応させ、すべて

の保護基を除去することで、NeuAc-Core3 構造を有する四糖を合成した。同様に、GalNAc 成分、

NeuAc 成分を反応させることで、NeuAc-Core5 構造を有する四糖を合成した。 
 次に、得られたシアル酸含有母核構造を用いてリンカー成分との還元アミノ化によって糖鎖リガ

ンド複合体の合成を行った（Fig.2）。なおリンカー成分に含まれるチオクト酸成分はジスルフィド

結合を持っており、金などの金属成分との金属-硫黄結合により種々の金属成分に固定化すること 
 

 

  Fig.1. Synthesis of sialylated mucin core structure. 
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   Fig.2. Synthesis of sugar chain-ligand conjugates containing mucin core structure. 
 
ができる。シアル酸含有母核構造を持つ糖鎖とリンカー成分との還元アミノ化は、N,N-ジメチルア

セトアミド、水、酢酸（10:10:1）の混合溶媒中、還元剤にシアノ水素化ホウ素ナトリウムを用いて

行い、良好な収率で目的の糖鎖リガンド複合体を調製することができた。 
 

２.２ 糖鎖固定化金ナノ粒子の調製 

 酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）による糖鎖-タンパク質相互作用解析を行うため、ELISA に使

用する糖鎖固定化金ナノ粒子（SGNP）の合成を行った。本実験では、ELISA プレート表面にクリ

ック反応を用いて SGNP を固定化することから、アジド基を有するN3-SGNP を調製した（Fig.3A）。

SGNP の合成法 8)にしたがって、金イオンを水素化ホウ素ナトリウムで還元してGNP を調製し、そ

の後、糖鎖リガンド複合体およびアジド基成分（N3-TA）を加えてN3-SGNP を合成した。合成した

N3-SGNP の粒径を透過型電子顕微鏡（TEM）、動的光散乱（DLS）法を用いて解析したところ、SGNP
と同程度の粒子サイズを持つことがわかった（Fig.3B、C）。また糖鎖の固定化については、マトリ

ックス支援レーザー脱離イオン化-質量分析（MALDI-MS）を用いて定性的に評価した。その結果、

固定化した糖鎖リガンド複合体に対応する分子イオンピークが観察されたことから、合成したシア 
 

 
Fig.3. Preparation and characterization of N3-SGNPs with mucin core structure. (A) Synthetic procedure of N3-
SGNPs. (B) TEM image of N3-SGNPs with NeuAc-Tn ligand conjugate. (C) DLS analysis of N3-SGNPs with 
NeuAc-Tn ligand conjugate. (D) MALDI-MS analysis of N3-SGNP with NeuAc-Tn ligand conjugate. 
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ル酸含有母核構造の糖鎖リガンド複合体についても、これまで通りの方法で固定化できることがわ

かった（Fig.3D）。 
 
２.３ 糖鎖-タンパク質相互作用解析 

２.３.１ SPRイメージングを用いたタンパク質相互作用解析 

 先に合成した糖鎖リガンド複合体を用いてアレイ型糖鎖チップを作製し、その後、SPR イメージ

ング装置を用いて糖鎖−タンパク質相互作用を解析した。糖鎖には、十分な量を確保できた 4 種の

糖鎖リガンド複合体（NeuGc-Tn、NeuAc-Tn、NeuAc-Core3、Tn）とコントロール糖鎖としてNeuAc2-
6Lac を使用した。糖鎖結合性タンパク質には、ヘキソサミン結合性の小麦胚芽凝集素（WGA）、シ

アル酸結合性のニワトコ樹皮レクチン（SNA）と Siglec14-Fcキメラタンパク質（Siglec14）を、糖

鎖非結合性タンパク質にはウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。解析結果を Fig.4 に示す。WGA
は Tn 糖鎖に対して弱いながら結合性を示した。シアル酸結合性レクチンである SNA においては、

特異的な結合が観察されなかった。これまでの実験においても、糖鎖長の短い糖鎖を固定化した糖

鎖チップに対しては結合性が得られていないことから、シアル酸含有母核構造においても結合性が

観測されなかったと考えられる。一方、Siglec14 においては、測定したすべての糖鎖構造で結合性

が見られた。Siglec14 は細胞接着に関与する受容体であるため、O 型、N 型の糖鎖を幅広く認識す

ると考えられる。 

 

   Fig.4. SPR imaging analysis. 
 
２.３.２ ELISAを用いたタンパク質相互作用解析 

 SPRイメージングでシアル酸含有母核構造の糖鎖相互作用が確認されたことから、続いて、ELISA
による糖鎖結合性評価について検討した。本実験では方法の最適化を行った。糖鎖には、NeuGc-Tn、
NeuAc-Tn、Tn、Gal、Glc の 5種を用いた。市販の 96穴プレートをアルキン修飾後、N3-SGNPs の
固定化を行った。その後、ビオチン標識レクチンを作用させ、西洋ワサビセルオキシダーゼ（HRP）
-ストレプトアビジン、3,3’,5,5’-テトラメチルベンジジン（TMB）で処理し発色させた。N3-SGNPs の
固定化量を検討したところ、GNP濃度が 0.37 nM（´135）においても十分なシグナル感度を得るこ 
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Fig.6. Glycan-protein interaction analysis by ELISA method with SGNPs. (A) Optimization of N3-SGNP 
concentration. (B) Interaction analysis with PNA. (C) Interaction analysis of WGA. 
 
とができた。続いて、糖鎖特異性の高いレクチンを用いて、特異性評価が可能か検討した。Gal 結
合性を示すピーナッツ凝集素（PNA）とWGA を用いて検討したところ、それぞれの糖に対して特

異的な発色が見られた。また SPR イメージングに比べ低濃度での評価ができることがわかった。 
 
３．結論 

 本研究では、系統的合成法を用いてムチン型糖鎖であるシアル酸含有母核構造糖鎖の合成につい

て検討した。その結果、新たに 4種の糖鎖リガンド複合体を合成することができた。また合成した

糖鎖を糖鎖チップとN3-SGNPs に誘導し、SPR イメージングによる相互作用解析ならびにELISA に

よる相互作用解析を行った。その結果、ELISA解析では、SPR イメージング解析より高感度で相互

作用解析が可能であることが明らかとなった。今後、ELISA の最適化を進め、ムチン型糖鎖を活用

したバイオマーカーの探索を行う予定である。 
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Cancer is the leading cause of death and affects 
approximately half of people in Japan. Therefore, 
early detection and treatment of cancer diseases are 
demanded. Glycans classified as cancer-associated 
carbohydrate antigens (TACAs) are expected to serve 
as biomarkers for early cancer diagnosis and as 
targets for cancer vaccines. However, TACAs that 
can be used for early detection and treatment have not 
yet been discovered. On the other hand, the O-linked 
glycan TACAs, which are classified as mucin-type 
glycans, are known to undergo significant structural 
changes in the process of cancer and inflammation. 
Sialyl Tn and sialyl Lewis X glycan antigens are 
major O-linked glycans as TACAs and are widely 
used as cancer biomarkers. In addition, the core 
structures of mucin-type glycans, which result from a 
deficiency in sugar chain elongation, are expected to 
be used as biomarkers because they are expressed in 
diseases such as cancer and related diseases. However, 
their expression levels are very low compared to the 
above-mentioned antigens and their function has 
hardly been investigated. In this study, we prepared 
sialylated core structures of mucin-type O-glycans 
and evaluated whether the prepared glycans could be 
used as analytical tools. 

Sialyl core structures were synthesized from a 
disaccharide intermediate using a systematic 
synthesis method. As a result, four types of sialyl core 
structures and their ligand conjugates were newly 
synthesized. In addition, the synthesized ligand 

conjugates were used for the fabrication of array-type 
glycan chip and the synthesis of SGNPs. Interaction 
analysis was performed using SPR imaging 
biosensor with glycan chip and ELISA with SGNPs. 
The results showed that ELISA analysis can be 
performed interaction analysis with higher sensitivity 
than SPR imaging analysis. The ELISA developed in 
this study can be utilized for exploring biomarkers 
after further optimization. 


