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寄稿論文

無保護グリコシル化反応

東北大学名誉教授　　正田 晋一郎

Abstract: グリコシル化反応は、糖質化学の最も基本的かつ重要な反応の一つである。本稿では、保護基
を用いないグリコシル化、特に複雑なオリゴ糖のグリコシル化プロセスについて、我々の研究成果を中心に紹
介する。前半はアルコキシトリアジン糖供与体を、後半は糖エポキシドならびに糖オキサゾリンを中間体とする
プロセスについて述べる。
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1. はじめに

　自然界における機能性物質としての糖質に大きな関心が寄せられている1)。天然の糖質は、ほとんどが糖
部分とそれ以外の部分の間で脱水縮合したグリコシル化合物である2)。糖部分はOH基をたくさんもっている
ので水への親和性が高い3)。だから、フラスコ内でグリコシル化を行う場合、本来ならば水溶媒を使うのが筋
であろう。しかし、水の中での脱水縮合は大変難しいとされている。グリコシル化合物の加水分解の標準生
成ギブスエネルギーが大きな負の値をとる、つまり平衡が加水分解物側に偏っているからである。そこで、末
端のOH基（ヘミアセタール）に脱離基を導入して活性化することが必須となる。
　話は変わって、最近非天然オリゴ糖材料が、生化学分野・医薬品分野において大変注目されている。例
えば、糖結合リポソーム4)、DNA‐オリゴ糖複合体5)、糖脂質誘導体6)、糖鎖チップ7)、糖鎖高分子8)などであ
る (図 1)。これまで、オリゴ糖供与体を用いるグリコシル化が数多く報告されてきたが、OH基の保護が必要で
あった9)。本稿では、保護基を用いずにオリゴ糖をグリコシル化するプロセスについて、著者らが開発した例を
中心に紹介する。

 　　　　　 : オリゴ糖鎖
図1. 身の回りのオリゴ糖材料
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2. アルコキシトリアジン型糖供与体の開発

　オリゴ糖のグリコシル化物は、糖鎖材料のビルディングブロックとして重要である10)。無保護糖をグリコシル
化する最も有名な方法は、エミール=フィッシャーが1893年に報告した、いわゆるフィッシャー法であろう11)。こ
れは、単糖を塩化水素の存在下、大過剰のアルコールとともに加熱するもので、オキソニウムイオンを経由して
進む12)。フィッシャー法には、トリフルオロメタンスルホン酸、ルイス酸、超音波、塩化アンモニウム等を使った改
良法も報告されている13)。驚くべきことに、その簡便性ゆえに100年以上経った現在でも幅広く利用されてい
る方法である。
　このようにフィッシャー法は大変優れてはいるが、強酸を用いるため副反応を起こす。例えば、酸に弱い1,6
結合をもつメリビオースの場合、内部グリコシド結合へのプロトン化により、アセタール交換を起こしてしまう（図
2（A））。この副反応を防ぐためには、末端のOH基だけがプロトン化される仕掛けが必要である（図2（B））。
最近、ヘミアセタール部位のみを活性化する挑戦的な試みがなされ、O‐アリールグリコシド14a,b)、O‐アルキルグ
リコシド14c-l)、 グリコルアジド14g)、 ヌクレオシド14m)が合成されている。

　2008年、著者らは水溶液中でジアルコキシトリアジン環を無保護糖に結合する手法を開発した15)。グル
コース水溶液へ、2,4‐ビス（ベンジルオキシ）‐6-クロロ‐1,3,5-トリアジン(CDBT) 16)を加え、生じた沈殿をろ過
することにより、4,6-ジベンジルオキシ-1,3,5-トリアジン-2-イル グルコシド(DBT-グルコシド)のβ体が収率よく得
られる。糖のOH基を保護する必要がなく、実験操作も非常に簡単である（図3）。β体が優先するのは、β‐グル
コースの方が、それと平衡にあるα‐グルコースよりも求核性が高いからである。

図2.  (A) フィッシャー法の条件下では内部グリコシド結合のプロトン化により開裂が起きる。 
 (B)  X　Y   H 部位をオリゴ糖に導入することによって，還元末端の位置特異的なグリコシル化が可能になる。 

酸に弱い1,6-結合をもつメリビオースの例を示す。
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　次に、得られたDBT誘導体を、どのようにしてアルコールと反応させるのか説明しよう。反応開始は、パラジ
ウム‐炭素触媒存在下、接触水素還元によるベンジル基の除去である（図4）17)。本反応の最大のメリットは、
酸に不安定なメリビオースのようなオリゴ糖に対しても、内部グリコシド結合を壊さずに行なえることである。第
一級アルコールを用いた場合は、α‐グリコシドが高選択的に得られる。第二級アルコールの場合は、アノマー
混合物が生成する。炭素‐炭素二重結合や三重結合をもつアルコールをグリコシル化したい場合は、還元剤
にトリエチルシラン18)を用いればよい。

 （A）溶媒アルコールによる水素結合形成　（B）ヘキサフルオロ‐2‐プロパノールによる水素結合形成 

図3. 保護基を使わないDBT‐グルコシド誘導体の合成

図4. 還元条件下DBT‐メリビオシドを供与体とするグリコシル化反応

図5. 水素結合によるトリアジン環内窒素原子の活性化
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　反応は以下のような機構で進む。水素化によりベンジル基が除去されると、トリアジン環上に酸性のOH基
が生じ、これがアルコールとの水素結合を介して窒素原子上の孤立電子対を活性化する。同時にアルコー
ルがアノマー炭素へ求核攻撃してグリコシド結合が生成する（図5（A））。より強力に水素結合を形成させる
目的で、クロラール水和物あるいはヘキサフルオロ‐2‐プロパノールを添加すると、α選択性の向上が見られ、
この現象に関するNMR解析とDFT計算がなされている（図5（B））19)。
　DBT‐グリコシル供与体を用いる本反応は、還元反応を使って位置特異的に発生させたプロトンにより、トリ
アジン環内の窒素原子を活性化するものであった。最近、無保護糖から一段階で合成可能な4,6‐ジメトキシト
リアジン糖供与体を用い、各種金属触媒により駆動される1,2‐シス‐グリコシドの合成が、田中らにより報告され
ている20)。
 

３．�保護基を使わない化学‐酵素プロセス　 
ートリアジン構造は酵素に認識されるー

　グリコシダーゼ（糖加水分解酵素）を触媒とするグリコシル化は、酵素が安定かつ安価であることから、実
用的な方法として有望視されてきた21)。しかし、合成の要となる糖供与体の調製に、OH基の保護・脱保護と
いう煩雑な操作を必要とした。本節では、保護・脱保護を全く含まない化学‐酵素的グリコシル化プロセスを紹
介する。
　糖供与体は当然のことながら、酵素に認識され（図6（A））、脱離した化合物が触媒酵素を失活しないこと
が求められる。これらの条件を満たす基質として、ジアルコキシトリアジン誘導体（DAT‐グリコシド）を選択した
（図6（B））。DAT‐グリコシドは、孤立電子対を複数もつので、酵素活性中心に存在する酸点からのプロトン
化に有利である。
　無保護糖に、2‐クロロ‐4,6‐ジメトキシトリアジン（CDMT）あるいは4‐(4,6‐ジメトキシ‐1,3,5‐トリアジン‐2‐イル)‐ 
4‐メチルモルホニウム クロリド（DMT-MM）22)を、塩基とともに作用させると、対応するDMT‐グリコシドのβ体が
好収率で得られる（表1）15, 23-28)。２‐アセタミド糖を用いた場合は、逆の立体配置をもつα体が生成する。これ
らDMT体は、はたしてグリコシダーゼに認識されるであろうか？まず、水溶液を放置してもDMT体の濃度はほ
とんど変化しないことから、安定な基質であることが分かった。次にグリコシダーゼを添加すると、速やかに出
発原料の無保護糖へ加水分解された。この実験事実は、明らかにDMT体と酵素から、酵素‐基質複合体が
形成したことを示していた。

（A） 酵素活性中心において生成する化学種に対するアルコールの攻撃。糖供与体と糖受容体（ROH）の双方が認識される
ため，高い位置および立体選択性が実現される。

（B）4,6-ジアルコキシ-トリアジン-2-イル 糖供与体 (DAT-オリゴ糖供与体)の構造

図6. DAT‐糖供与体を用いるエンド‐グリコシダーゼ触媒によるグリコシル化
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DMT‐オリゴ糖の利用‐その１　　　　―エンドグルカナーゼ解析のための新規基質―
　食品科学やバイオマス利用において、多糖加水分解酵素であるエンドグルカナーゼ29)の速度論的パラ
メータの決定は大変重要である。解析用の基質として天然多糖を用いると、分解に伴い構造や分子量が変
化してしまう。一方、ニトロフェニルグリコシドは、分解の進行とともに、黄色のニトロフェノールを遊離するため、
速度論的解析に頻繁に利用され30)、多くが市販されている。しかし、分子量の大きなオリゴ糖のニトロフェニ
ル化は極めて難しい。
　エンド‐β‐グルカナーゼIII（Trichoderma reesei由来）(EGIII)は、天然のキシログルカンを分解し、オリゴキシ
ログルカン(XXXGあるいはXLLG)を与える酵素である31)。EGIIIの挙動をより正確に評価するため、発色団を
もつ人工基質が求められていた。著者らは、ジメトキシトリアジン環をオリゴ糖へ直接結合させることに成功し、
生成DMT誘導体を用いてEGIIIの速度論的パラメータを決定した（図７）32)。

表1.  一段階で合成可能なDMT-グリコシドと認識酵素

図7. 一段階で合成可能な新規基質DMT誘導体を用いるエンド‐β‐グルカ ナーゼの速度論的パラメータの決定
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　DMT体が加水分解されたという事実は、活性中心内でジメトキシトリアジン部位が脱離基としてうまく働い
たことを意味する。立体電子効果を考えてみよう。酵素の－１サブサイトに取り込まれたピラノース環のコンホ
メーションは4C1である（図8（A））。ピラノース環内の酸素原子上にある孤立電子対の流れ込みによりDMT
基が脱離するためには、ピラノース環がコンホメーション変化し、孤立電子対とDMT基はアンチペリプラナー
の位置関係になる必要がある（図8（B））。このコンホメーション変化は、+1サブサイトに取り込まれたDMT基
と近傍アミノ酸の強い相互作用により達成される。本DMT法は、副生する2‐ヒドロキシ‐4,6‐ジメトキシ‐1,3,5‐トリ
アジン(DMT-OH)が無色であり、ニトロフェノール法のような検出の容易さはないものの、合成の簡便さと適用
性の広さをもつ解析法として期待されている。

DMT‐オリゴ糖の利用‐その２　　―酵素的グリコシル化における新規糖供与体―
　酢酸緩衝液中、触媒量のEGIIIの存在下、DMT‐オリゴ糖に対してさまざまな糖受容体を作用させると、対
応するグリコシル化合物が21-95%の収率で得られる（供与体/受容体=2.5/1）（図９）。このプロセスの大きな
特色は、糖供与体が水溶液中、一段階で調製できることである。したがって、オリゴ糖原料からグリコシル化
生成物までを、保護・脱保護なしで行うことができる15, 23)。この方法により、非天然型キシログルカン24)、αで結
合したムチン由来のN‐アセチルグルコサミニル‐ガラクトース27)、N‐アセチルガラクサミニルアミノ酸28)、β-グルコ
サミニド26)、β-キシロピラノシド25)、キトオリゴ糖33)、ラクト-N-ビオース34)、糖鎖高分子35-37)等の無保護合成が
達成されている。

図9. 一段階で合成可能なDMT-糖供与体を合成中間体とする化学‐酵素的グリコシル化

図8. －１および＋１サブサイトにおけるDMT-グルコース部位のコンホメーション
(A)イス形 (4C1)：脱離基ODMTに対してアンチペリプラナーとなる孤立電子対は無い。
(B)孤立電子対の一つが脱離基ODMTに対してアンチペリプラナーとなる。ねじれ舟形 (1S3) コンホメーションを記載。
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４．	ホルムアミジン型試薬によるグリコシル化合物の合成

　前節において、ジアルコキシトリアジン（DAT）型合成中間体を用いる無保護グリコシル化について述べた。
これらの方法は、プロトン酸やルイス酸による活性化を必要とした（図10（A））。本節では、分子内反応と分子
間反応の組み合わせによるグリコシル化プロセスを紹介する（図10（B））。このプロセスの第一段階目はエン
トロピー的に有利な分子内脱水反応であり、第二段階目は分子間付加反応である。求核試薬(RYH)として
アルコールやチオールを考える。注目すべきは、分子内環化＋分子間付加により水をとっていることである。

　それでは、どのように環化反応の効率を高めればよいであろうか？著者らは、前節で述べたジアルコキシトリ
アジン誘導体に代わり、より強力な求電子剤を用いれば、分子内環化生成物である1,2-アンロ糖や糖オキサ
ゾリンの生成が格段に有利になるものと考え、求電子試薬として窒素原子上に正電荷をもつホルムアミジニ
ウム塩を選択した（図11）。

無保護 1,2-アンヒドロ糖の存在が初めて明らかにされた
　OH基が無保護状態の1,2-アンヒドロ糖は、100年以上にわたり謎に包まれた未知化合物であった。2017
年、著者らは、2-クロロジメチルイミダゾリニウム クロリド (DMC)38) あるいは独自に開発した2-クロロジメチル
ベンズイミダゾリウム クロリド (CDMBI)39)を用いることにより、ヘミアセタールと2位OH基間の脱水生成物であ
る1,2‐アンヒドロ糖を合成し、その構造を初めて同定した40)。エポキシド環の生成は、13CNMRにおいて1位と
2位の炭素が約15 ppm高磁場シフトしたことから判断した。不安定な無保護1,2‐アンヒドロ糖が合成できた
のは、極めて温和な条件下で反応が進行したためである。以下の節では、1,2‐アンヒドロ糖に対し各種求核
試薬を作用させることにより、さまざまなグリコシル化合物を水溶液中で合成した結果を述べる（図12）41)。

図11. 窒素原子上に正電荷をもたせることによる、より強力なアノマー位の活性化 

図10. 水中における脱水プロセスの概念
基質中のOHとXHは，それぞれヘミアセタールと糖2位置換基を表す。
(A)  DAT-中間体を経由する脱水プロセス。2位XH基は反応に関与しない。DAT-Cl： 2-クロロ-4,6-ジアルコキシトリアジン
(B) XH基の分子内関与により生ずる環状中間体を経由する脱水プロセス。
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保護基を用いない S-グリコシド誘導体の合成
　無保護糖を出発原料として、DMCを脱水縮合剤として用いるチオグリコシド42) ならびにグリコシルチオー
ル43) の合成が報告されている（図12（A））。本反応は単糖類だけでなく、セロオリゴ糖、キトオリゴ糖、マルトオ
リゴ糖、グルコサミンオリゴマーを、対応するS-グリコシド誘導体へと変換できることから、糖質化学におけるチ
オ糖のスコープを広げるものである。事実この基盤技術は、非天然型糖タンパク質44a)、ラベル化されたオリゴ
糖44b)、糖鎖高分子44c)などの糖鎖関連材料の合成に使われている。

グリコシルブンテ塩　　　―糖鎖合成における新規中間体の創出―
　糖化学における新しい合成中間体として、S-グリコシルチオスルファートが開発され、19世紀ドイツの化学者
ハンス=ブンテに因んでグリコシルブンテ塩と名付けられた（図12（B））45)。無保護糖の水溶液にチオ硫酸ナト
リウムとDMCを混合するという簡単な操作で合成できる。グリコシルブンテ塩は、 S-グリコシド合成46)、ペプチド
やタンパク質の部位特異的修飾47)、糖鎖高分子により被覆されたマイクロビーズ48)などへ応用されている。  

糖ジチオカルバマートの無保護・一段階合成 
　脱水剤としてDMCを用い、無保護糖、二硫化炭素、第二級アミンから糖ジチオカルバマートが一気に合成
できる（図12（C））49)。この反応とラジカル反応を組み合わせることにより、１‐デオキシ糖50)、α-C-ヌクレオシド
前駆体51) の無保護合成が達成されている。

保護基を用いないグリコシルアジド合成 
　グリコシルアジドは、いわゆる“クリック反応” 52)により、糖鎖アレイや複合糖質を構築できることから、近年注目
を集めている合成中間体である。DMCを用いることにより、無保護糖とアジ化ナトリウムから、対応するグリコシ
ルアジドを一段階で合成する手法が報告された（図12（D））53)。本法により、例えばシアル酸を2個もつジシア
ロ複合型10糖を、内部グリコシド結合を開裂することなく、対応するグリコシルアジドへと変換可能である。

1,6‐アンヒドロ糖の無保護合成   
　従来1,6‐アンヒドロ糖の合成は、もっぱら多糖の熱分解によって行われていため、単糖の1,6‐アンヒドロ化は
容易であるが、1,6‐アンヒドロオリゴ糖を得るのは困難であった。 DMC試薬を用いることにより、これまで合成
困難であった1,6‐アンヒドオリゴ糖が簡便に合成できるようになった（図12（E））54)。

図12. 1,2‐アンヒドロ糖の化学
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糖オキサゾリン合成
　1996年に糖オキサゾリンがグリコシダーゼにより認識され糖供与体として振る舞うことが初めて見出されて
以来55)、糖オキサゾリンと低活性グリコシダーゼを組み合わせ用いるグリコシル化が数多く報告されている56)。
糖オキサゾリンは、分子内脱水生成物とみなすことができる。そこで各種脱水縮合剤について検討した結果57)、
保護基を用いることなく、N‐アセチル‐２‐アミノ糖を水溶液中で対応する糖オキサゾリン体へ定量的に変換する
手法を見出した（図13）。脱水縮合剤としてはDMC58)あるいはCDMBI39)が用いられる。

キトオリゴ糖誘導体合成への展開
　キトオリゴ糖オキサゾリンを供与体、キトオリゴ糖を受容体として用い、加水分解活性を低下させた変異型キ
チナーゼを触媒とすることで、酵素的グリコシル化が進行し、キトヘプタオースが合成されている（図13(A)）59)。
キトヘプタオースは、植物の免疫物質であるエリシターとして働くことが知られている60)。

均一糖鎖を有する糖タンパク質合成に向けて
　バイオ医薬品の開発や糖タンパク糖鎖の役割の解明のため、均一オリゴ糖鎖をもつタンパク質の調製
は非常に重要である。DMCに代表されるホルムアミジニウム型の試薬を用いることで、複雑な構造をもつオ
リゴ糖のオキサゾリン化が定量的に進行し、これまで合成困難であった糖供与体が容易に調達できるよう
になった。この基盤技術の発見を契機に、現在さまざまな均一な糖鎖をもつタンパク質の合成が、世界中の
研究者によって行われている（図13  (B)）61)。また最近、眞鍋らにより、抗体薬物複合体  (Antibody Drug 
Conjugate)の合成へと展開されている62)。

５．	おわりに 

　糖鎖工学の目的の一つは、天然にある糖骨格をきれいに再構築することである。近代有機化学は、“保護
基”という便利な道具を取り入れながら、糖と糖を丁寧につないでいく方法論を生み出してきた。そして合成化
学者の関心は、グリコシル化反応そのものに向けられることが多かった。しかし、合成の現場において重要な
のは、原料糖鎖の調達や生成物に至るプロセスの短縮等々、モノづくりの視座をより高めることである。本稿
では、保護基を使わずに、天然の糖骨格を、できるだけ保持しながら再構築する方法を紹介した。その枢要
となるのが、“水中におけるアノマー位の直接活性化”である63)。化学者が使うことのできる元素の組み合わ
せ、および生物学者が利用できる微生物は無限にあると言ってよいであろう。大変幸いなことに著者らが先鞭
をつけた“無保護グリコシル化”という概念が、糖質科学の礎の一つとなれば幸いである。

図13. 糖オキサゾリンの化学
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関連製品
2,4-Bis(benzyloxy)-6-chloro-1,3,5-triazine (= CDBT)   200mg 6,300円 1g 19,800円 B4587
Triethylsilane    25mL 5,900円 250mL 30,100円 T0662
4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium Chloride (= DMT-MM)  5g 6,600円 25g 19,300円 D2919
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