
糖鎖ポリマーを用いたo-157感染症治療装置の開発
Development of Device Using Glyco-polymer for Treatment of Infectionby Escherichia coti OI51

宮 ノ‖  淳
*・
畑 中 研 一

*

Atsushi MIYAGAWA and Kcnichi HATANAKA

1. は じ  め  に

Emil Fischerによって創始された糖質化学の分野が大き

く広がり
1),最
近,糖 質のもつ多彩な生理機能に多方面か

ら大きな関心が集まっている。それは,糖 鎖がホルモン,

細菌毒素,ウ ィルスその他の受容体機能をもち,細 胞の認

識や情報伝達,分化 。増殖,ガ ン化,細胞接着,血 液凝固,

免疫応答,脳 神経機能など多様な生命現象に深く関わって

いることが明らかになってきたためである。またそれに伴

い,生 理活性糖鎖を新しい医薬品や機能性材料の標的とす

る応用研究が活発に行われるようになり,こ の分野の研究

者は今,大 きな広がりを見せている
の。しかし,糖 鎖は,

タンパク質と異なり,糖 脂質や糖タンパク質では糖鎖の配

列や長さが遺伝子の直接支配を受けず,個 々の糖転移酵素

の特性や性質に依存しているため,新 しい分子生物学的手

法 (遺伝子組み換え)を そのまま持ち込むことが出来ずめ,

研究には困難を伴っていた。また,き わめて多様性に富む

糖鎖の構造と生理活性の相関の研究には,糖 鎖分子を自在

に合成し,修 飾する技術が求められていた.現 在,糖 鎖の

合成には化学法と酵素法が用いられ, 日覚しい進歩を挙げ

ている。こうして様々な糖鎖の合成手法が開発されたお陰

で,構 造活性相関研究が可能になり,自 在な分子設計がで

きるようになってきた。特に化学法は,天 然の糖鎖はもと

より,そ の類縁体の合成にも有効である。こうしたドラッ

クデザインの手法やコンピューター化学の進歩は,様 々な

生理活性糖鎖の創出に役立っているυ。また,糖 鎖の構造

決定を行う際の単離 ・精製方法の進歩,及 び分析機器の発

達に伴い,こ れまで行えなかった複雑なオリゴ糖や分岐多

糖などの構造決定を行えるようになり,生 理活性のキーと

なる部分を解明できるようになってきた。      .

本稿では,病 原性大腸菌0-157に由来するベロ毒素と特

異的に相互作用するオリゴ糖鎖について解説し,糖 鎖高分

子を用いたベロ毒素吸着装置の開発について解説する。
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日

糖脂質とは,糖 と脂質を構成成分とする物質群.分 子内

に親水性部分と疎水性部分をあわせもつ脂質2分子膜の主

要構成成分として細胞膜などを形成し,生 命活動にとって

本質的な機能を示す。脂質部分の種類によリスフィンゴ糖

脂質,グ リセロ糖脂質,そ の他の糖脂質に分けられる。ス

フィンゴ糖脂質は,ス フィンゴシンまたはその誘導体をア

グリコンとする配糖体で,通 常この部分はセラミドとよば

れるN― アシル体となっている。スフィンゴ糖脂質は動

物界の代表的な糖脂質で,細 胞膜表面に存在 して細胞の識

別や分化,増 殖,が ん化,免 疫,レ セプター機能など重要

な膜機能に関与している
°.糖 部分に中性糖だけを含むセ

レブロシドのほかに,ア ミノ糖を含むグロボシド,シ アル

酸を含むガングリオシド,硫 酸エステルを含むスルファチ

ドなどがある。グリセロ糖月旨質はグリセリンのアシルまた

はアルコキシ誘導体,あ るいはそのリン酸エステルをアグ

リコンとし,糖 部分には硫酸エステルやスルホ基を含むも

のもある。高等植物の葉緑体や細菌の細胞膜などに広 く存

在するほか,量 は多 くないが動物の胃液や精細胞,神 経 ミ

エリンにも見出されている。その他の糖脂質としては, リ

ン酸エステルを含み内毒素の本体をなすリポ多糖や,二 糖

の長鎖脂肪酸ジエステルなどがある
D.

細胞膜上のスフインゴ糖脂質とコレステロールの集合体

であるドメイン構造をしているRaftは,他 の領域と異な

るタンパクを含んでお り,そ の細胞外側には,GPIア ン

カー蛋白質など,細 胞間情報伝達分子の受容体が局在 し,

細胞質倶1には,sκ ファミリーキナーゼが結合 してお り,

細胞外から細胞内への情報伝達に関与している
60.ま
た,

スフインゴ糖脂質はある種の細菌外毒素の膜表面受容体と

して機能しており,コ レラ毒素がGM lに 特異的に結合す

ることはよく知られており,Raft中 のGM l検 出にもしば

しば用いられる
80。
また,イ ンフルエンザウィルスのヘ

マグルチエンが,ガ ングリオシド系列のシアリル糖月旨質

GM3を 認識 し,結 合することもよく知られている
10川
.

現在では,GM 3の 非還元末端にあるシアル酸を用いたイ

ンフルエンザ治療薬が開発され,利 用されている。シガ毒
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素は,CD 77ま たはP式 血液型 Pkと しても知られるグロ

ボトリオシルセラミド (Gb3)に 結合し,出 血性大腸炎や

溶血性尿毒症症候群 (HUS)を 引き起こす
2).

3.病 原性大腸菌 0‐157

病原性大腸菌 0-157が 日本で多く知られるようになった

のは,1996年 ,大 阪府堺市の学校給食から起きた集団食

中毒だった。この年の発生件数は,87件 。死者 8人 ,患

者数は1万人を超える大惨事となった。この食中毒の原因

である病原性大腸菌 0-157が産生する毒素は,1977年 に

Konowalchuk等により下痢性大腸菌の産生する毒素がベロ

細胞に毒性を示すことを報告され,以 来この大腸菌の産生

する毒素は,ベ ロ毒素 と呼ばれてきた
1の
。o'B五en等 は,

大腸菌の産生する毒素が志賀赤痢菌毒素に対する抗体によ

って中和されることから,志 賀様毒素と呼ぶことを提唱し

た
・).日
本より前に,1982年 にアメリカで発生した食中

毒事件の原因菌 E.coli O…157:H7が 志賀様毒素を産生する

こと,こ れがベロ毒素と同
一であることが示された。ベロ

毒素は,分 子量 32000の Aサ ブユニツト1分子 と分子量

7500の ニサブユニット5分子からなる
1".Aサ

ブユニツト

は,28 SrRNAの 4324番 目のアデニン塩基を遊離させ,タ

ンパク合成の阻害と細胞傷害を引き起こす。細胞膜上にあ

るGb3と Bサ ブユニットが結合することにより,Aサ ブ

ユニットが細胞内に取 り込まれ,毒 性を発現する
1°
。

4口糖 鎖 高 分 子

これまで,多 くの糖鎖高分子が合成されてきた。ポリア

クリルアミドやポリスチレンの倶1鎖に機能性糖鎖を担持さ

せたもの
17,18,19,20,ァ

ミドデンドリマーやカルボシランデ

ンドリマーの末端に機能性糖鎖を担持させたものなどがあ

る
21,22,23,20。このような糖鎖高分子が多 く合成されている

のは,糖 鎖
一タンパク質の相互作用における

“
クラスター

効果
"が
あるためである

2つ
。この
“
糖鎖クラスター効果

"

は,Lce,YC.and Lcc,R.T.ら によって,マ ルチバレントか

ら生じるリガンドの濃度増加によるアフイニテイーの増加

以上に,マ ルチバレントのリガンドであることにより,ア

フィニテイーの増加がある,と 提唱された
2の
。リニアポリ

マーであれば,共 重合の比率やリンカ
ーの長さを調整する

ことで,デ ンドリマ
ーであれば,世 代を変えるにより自在

に糖鎖間距離及び糖鎖の集積化を行うことができる。また,

ターゲットとするタンパク質の多くは,マ ルチバレントな

レセプターを有しているため,こ のクラスタT効 果が顕著

に現れている。モノバレントのリガンドであれば,Kd値

が,mM～ ルⅣIの範囲であるが,マ ルチバレントにするこ

とにより,nMま でも増加する
2728,2".

5.ア フィニテイークロマトグラフィー

生化学の領域で,タ ンパク質や酵素などの生体高分子を

純化することは,重 要な研究課題の
一つであり,過 去多数

の研究者により多大の努力が払われてきた。特に今日,生

52
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体高分子に関する構造レベルでの研究が一層盛んになるに

従って, 目的とする物質を短時間で大量かつ高度に精製す

ることがますます要求されている。生体高分子の多 くは,

特定の物質と特異的に結合ないし,相 互作用する固有の性

質を持つ。酵素であれば,反 応の第
一段階で基質と,抗 原

なら抗体 と,レ セプタ
ーなら情報物質 と,tRNAな ら

nlRNAと 相補的に結合する。こうした相互作用は主に静

電結合,水 素結合,疎 水結合などを介 したものであるが,

アフイニテイークロマトグラフイーは生体高分子のもつこれ

らの生物学的識別の原理を巧妙に利用 した方法といえる。

したがって,そ の
一般原理は,生 体高分子に親和性のある

物質,つ まリリガンドを不溶担体に化学結合させてカラム

に充填し,生 体抽出液などの試料をカラムに流 して目的物

質のみを吸着させ,適 当な溶媒で溶出することになる.

アフイニテイークロマ トグラフイーの準備として,不 溶

担体とリガンド,ス ペ
ーサーの選定が重要である。不溶担

体は,生 体高分子など目的物質が非特異的に吸着しないこ

と, リガンドと共有結合できるような官能基を多数含んで

いること,物 理的な力に抵抗力があり,か つリガンドを結

合させるときや,吸 着した物質を溶出する際の溶媒,変 性

剤,pH,温 度変化に耐えられること,多 子L性でタンパク

質などがマ トリックス内に拡散できること,リ ガンドを結

合させた後も流速が変化しないことなどの条件を満たす必

要がある。従来,不 溶体として,ア ガロ
ース及びデキスト

ラン,セ ルロ
ースなどが用いられてきた。また, リガンド

は目的とする物質に対し,高 い親和性を持つことが第
一条

件であり,化 学的に安定なもの,非 特異的相互作用の少な

いもの,担 体に結合させるのに必要な官能基を持つもので

ある必要がある。一般に,リ ガンドと目的物の解離定数は,

104～ 107程 度のものが選ばれる。しかし, リガンドを

担体に結合させた後に親和性は相当減少する。そのため,

リガンドの結合には直接担体に結合させる方法とリガンド

と担体の間にスペーサーを介 して結合させる方法がある。

スペーサーを介して結合させることで,リ ガンドと担体の

間に空間的な距離ができ,立 体傷害を受けにくい状態で,

リガンドに接触できるため,親 和性の減少を抑えることが

できる。リガンドの結合方法は様々であり,担 体とリガン

ド,ス ペ
ーサーそれぞれに適した方法を選択する必要があ

る。近年,ア フイニテイーメンブランという分野が,発 展

している
30。これまで, アフィニテイ

ークロマトグラフイー

というと,担 体として,グ ルやビ
ーズが用いられてきたが,

成膜技術の向上に伴い,様 々な素材のフイルムや透析膜,

濾紙を用いたものが,活 発に研究されている
31)。
その中の

多くの研究者が,生 体抽出物の精製や直接的な医療利用ヘ

のアフイニテイーメンプランの開発を目的としている.リ

ガンドの固定化反応などは,こ れまで培われてきたアフイ

ニテイークロマ トグラフイーで用いられている方法を用い

ている。そのため,様 々な方法があり,メ ンプランによる

拡散の効果もあることから,直 接的なモジュ
ールの開発が

期待されている。
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6 .人 工 透 析

健常な生体では,身 体の全ての要素は恒常性を保たれて

いる。しかし,腎 臓の機能に異常が生 じると代謝産物の排

泄が不十分となり,や がて死を招きかねない。J卜泄が不十

分である場合には,摂 取量を抑制せざるを得ない。それで

も,体 内に水や尿素が蓄積する状態になるといわゆる尿毒

症であり,患 者の体液中から人工的に代謝産物を除去 し,

病態を改善させる治療手段をとらざるをえない。これが,

体液浄化法,ま たは通常血液を介して行われるために血液

浄化法と呼ばれている
3の
。

血液の体外浄化処理は,1914年 にAbelが大を用いて行

った実験が最初であるが,当 時は周辺技術が未発達で実用

化にはいたらなかった。実用化の端緒を切 り開いたのは

Kolffであり,1944年 にセロファン膜を用いて腎不全患者

の血液透析治療を行った。その後,血 液体外循環技術や透

析器の進歩とともに発展 し,1970年 代に腎不全患者の治

療として普及定着した。この治療により,腎 臓の機能が失

われた多 くの患者が 10年 ,20年 と延命できるようになっ

たことは画期的なことである。1998年末のわが国の慢性

透析患者は約 16万人である.膜 を用いる血液浄化法には,

血液透析,血 液透析ろ過,血 液ろ過,血 漿成分分離及び血

漿分離,生 体膜を用いる方法には腹膜透析,さ らに吸着剤

を用いる方法には,直 接血液灌流がある。透析は濃度差を

推進力 とする拡散によって尿毒症の原因物質を体外に排

泄,あ るいは欠乏物質を体内に補充する方法であり,特 に

低分子量物質の透過に優れている。血液ろ過は圧力差 (通

常 500 mmHg以 下)を 推進力 とするろ過によって分子量

10000ぐ らいまでの物質を効率よく除去する方法である。

血漿分離は血液を有形成分と血漿成分に分離する操作であ

り (圧力差は通常 50 mmHg以 下),分 子量の大きい病因物

質 (分子量数万～数十万)の除去に優れている。これらの

血液浄化法は腎不全患者の生命維持にとどまらず,急 性薬

物中毒,肝 不全のほか,自 己免疫疾患,精 神分裂症などめ

治療に対しても,応 用できるようになり,新 しい治療法と

して注目されている。生体において血液浄化は,腎 臓およ

び肝臓で主に行われている。これらの機能を人工的に具現

することはきわめて困難である。腎臓の機能として,①

水 ・電解質 (Na+,K十,ca2+,Mg2+,clな ど)の 調節,

②たんぱく質代謝産物 (尿素,ク レアチン,尿 酸など)の

排出,③ 薬物の排泄,④ 血圧の調節,⑤ 赤血球数の調節,

⑥ビタミンDの 活性化,な どがある。腎臓は,動 脈血を

糸球体でろ過 し,高 分子量溶質を含まない原尿を

120m1/min程度の速さで作る。糸球体の排除限界分子量

は6万である。このような機能に対して,血 液透析では生

体腎の機能のうち①～③を不完全に代替しているにすぎな

い。さらに,水 分については圧力差を利用した限外ろ過に

より,溶 質については濃度差を拡散の駆動力としている。

つまり,生体腎は,能 動輸送であるのに対して,血 液透析

は,受 動輸送であるという最も異なる点がある。
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血液透析用の膜は,溶質透過性,水透過性および力学的

強度に優れていることが必要である。現在血液浄化用に使
用されている膜素材の中ではャルロ

ースが中心であった

が,血 液透析で生命を長年維持している患者が増えるに従
い, しだいにセルロース膜を透過できない微量の代謝産物

が患者の体内に蓄積され,患 者にいろいろな病態が現れる

ことが問題視されるようになってきた。この解決策として,

合成ポリマー製の多孔質膜を利用するようになった。さら

に,セ ルロースのもつ水酸基が補体の活性化を惹起するた

め,透 析開始初期に一過性の自血球減少が起こることが指

摘され,セ ルロースの水酸基に直接血液が触れないように

する改良がなされた。それと前後して,β2-ミ クログロ

ブリンがしだいに患者の体内に蓄積され,手 根幹症候群の

原因物質であるとのデータが明らかにされ,高 分子量溶質

の除去には,不 適切なセルロ,ス の均質膜からポリスルホ

ン多孔質膜に透析膜の主流は,移 りつつある.た だし,合

成ポリマー製の多孔質膜を使うようになり,新 たな問題も

生じている。すなわち,透析膜の細孔が大きくなったため,

透析液傾1からエンドトキシンなどが血液中に拡散すること

を防ぐために,逆 浸透法で精製された水で透析液を作るこ

とが求められ,透 析のコストアップにもつながっている。

つまり,セ ルロース膜,合 成高分子膜それぞれにおいて,
いまだに問題点が多く,材 料と血液の界面現象もまだまだ

解明されていない部分が多く,生 体適合性とともに膜開発

における今後の課題である。

7.1糖鎖を有するポリマーの合成

近年,病 原性大腸菌 0-157に ょる食中毒が深刻な問題と

なっている。食中毒の原因物質であるo…157が産生するべ

口毒素 (shiga―like toxin)|ま,vT l型 とvT 2型があり,細

胞内のリボゾ
ームの働きを

1妨
げる作用を持ち,主 に腸管上

皮を死滅させることにより,腸 管出血性大腸菌感染症を引

き起こす。1992年11月～1993年2月にかけて米国西部で
発生したビーフバ=ガーを原因とした大規模な0-157によ
る集団感染で推定された感染菌量は,1000個 以下と非常

に少ない量であり,わ ずか100個でも感染すると言われて

いる.腸 炎ビブリオやサルモネラのような食中毒菌が100

万～1000万個なければ感染しないことと比べると,大 変

強い感染力があると言える
3め
,

初期症体として,腹痛や水溶性の下痢を起こし,発症後,
1日から2日で固形物のない血性下痢となる.さ らに,吐
き気,嘔吐:発熱などを伴う場合もある。重症の場合は溶
血性尿毒症症候群 (HemOlytL Lいmic syndrOrne)を発症す

る。このHUSは ,0-157感 染の6～ 7%に 見られ,貧 血 。

腎不全 ・血小板数の減少を伴うものである。また,Hus

を起こした人のうち,約 3分の1の人は,何 年後かになっ

ても腎臓の働きに異常を残すことがあり,長 期間人工透析

が必要になる場合もある。(人工透析は,HUsに 起因する

急性の尿毒症に対しても有効である。)そ れ以外にも,約

8%の 人が高血圧,痙 攣,失 明フ麻痺などの一生残る合併
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症などの影響が残ることがある
331。
しかし,現 在も,こ の

O…157感染の効果的な治療方法が確立されておらず,早 期

開発が望まれている。現在,開 発が最も進んでいるのは,

カナダのシンソルブ社で開発されたO-157が産生するベロ

毒素を吸着する製剤である。この薬は,シ ラノ
ールと毒素

を吸着するグロボ3糖からできており
30,糖
鎖部分をベロ

毒素が特異的に認識し,強 く吸着し,毒 素の細胞毒性を阻

害する。カナダで,Phase Iな らびにPhase Ⅱ試験を終了

し,現 在,Phase Ⅲ試験が実施されている。具体的な効果

としては:こ の薬の使用群ではHUSの 発症率は6。1%で

死亡や脳症に至った夕1はなく,非 使用群ではHUSの 発症

率は7.1%で死亡 1例,脳 症 3件 とされている
30。
死亡や

脳症に至るような例は減少されたが,HUS発 症に対し,

大きな減少とまでは効果がない。

それゆえに,今 も多くの研究者が新しい中和剤を開発し

ている。ここに,こ れまで合成された代表的な化合物を挙

げる。Starishは,ベ ロ毒素に対して最も強い結合活性を

有し,ベ ロ毒素の結合サイト間の距離を考慮した構造であ

り,一 つのStarfishで,2つ の毒素に挟まれるように結合

することができる
3り
。ヶィ素を含むデンドリマーは中性で

あり,生 体内においても,毒 性を示さない.つ まり,Jれ

ソjνοでの実験も行われており,Starfishほど強い結合活性

はないが,実 際の投薬という面においては,最 も実用的で

ある
30。
リニアポリマーにグロボ3糖を担持させたものは

ペンダント型と呼ばれる。このような化合物は,論 文など

のデータがあまり出ておらず,こ れから期待されるもので

ある
3つ。以上のように,ベ ロ毒素に結合するグロボ3糖を

モノバレントでは用いずに,マ ルチバレントで用いている

のは,モ ノバレントでは結合力がそれほど高くなく,血 液

中の毒素と結合するほどの力がない。そのため,マ ルチバ

レントにし,ク ラスタ
ー効果を利用して,毒 素との結合力

を高めているのである。Starishなど,こ れに関する多く

の研究を行っているDavid R.Bundleらの結果では,モ ノ

バレントのGb3と ベロ毒素との結合定数は,103で ぁる

が30,starfishの場合には,10~9に もなる
39)。このような

効果を利用するため,マ ルチバレントのリガンドを構築す

ることを計画している。また,マ ルチバレントにするため

の骨格として,こ れまであまり研究が行われていないリニ

アポリマーとし,ア クリルアミド骨格を持ったポリマ
ーに

グロボ3糖誘導体を担持させ,ペ ンダント型の水溶性ポリ

マニを合成する。次に,こ のポリマーを投与という形で用

いるのではなく,吸 着剤に利用し,体 内の毒素を取り除く

ことを目的としているため,担 体にポリマーの固定化を必

要とする。そこで,共 重合を行うモノマ
ーの中に,固 定化

の反応点となるものが必要であり,ま た固定化したことを

確認するために標識が必要である。これら,ベ ロ毒素のリ

ガンドとしてのグロボ3糖誘導体,固 定化に必要な反応点

と吸着剤1としたときにポリマーが固定化したことを確認す

るための蛍光標識の全てを担持したポリマーを合成するこ

とが必要となってくる。
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人工透析装置

図 1.ベロ毒素除去装置の概略図

8.中 空糸への固定化

血液透析に用いられている材料は様々な高分子でできて

いる。その中でも,再 生セルロ
ースは,人 工透析に最も利

用されている素材である.こ の再生セルロ
ースの中空糸を,

修飾することにより新しい治療へと生かすことを目的とし

ている.具 体的には,拡 散による透析ではなく,除 去した

い粒子に対して特異的に吸着する分子を固定化し,選 択的

に除去できる透析装置の開発であり,研 究のタ
ーゲットは,

糖一タンパク質の相互作用を利用したベロ毒素の除去であ

る。この装置は,医 療用装置であるが,中 空糸を利用した

カラムの開発は行われている。例えば,PANの 中空糸に

コレステロールオキシダーゼを固定化し,入 つてきたコレ

ステロールを分解する装置
°
や,中 空糸の表面にGMAを

グラフとさせ,BsAを 結合させることでキラルな化合物

を分離する装置
4⊃
がぁる。これらの装置はタンパク質が

リガンドを捕まえており,本 研究の糖
一タンパク質の相互

作用とは逆である。リガンドである糖が除去 したいベロ毒

素との結合力が非常に高くなければ,吸 着しない。しかし,

糖一タンパク質の相互作用は,モ ノバレントではそれほど

強いものではない。そこで,図 1に示すように,モ ノバレ

ントではなく,マ ルチバレントのリガンドを固定化するこ

とが重要になってくる。未だに,特 効薬もなく,治 療方法

が確立されていないベロ毒素による食中毒への新しいアプ

ローチである.
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