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 １．  はじめに 

 

がんは日本人の 2 人に 1 人が一生のうちに罹患すると推定されており、わが国における

最も深刻な健康課題の一つである。がんの発症には、喫煙や食生活、運動不足、飲酒など

の生活習慣に加え、加齢や遺伝的要因、環境因子が複合的に関与している。そのため、予

防医療の推進や早期発見の体制整備が進められているものの、がんの発症そのものを完全

に防ぐことは現実的に困難であり、依然として多くの患者が治療を必要としているのが現

状である。  

特に、がんが進行した高ステージの症例では、根治を目指した治療法として「切除手術」

が選択されることが多い。外科的切除は大きく部分切除（温存手術）と全摘切除の二つに

分類される。部分切除は、がん病変を取り除きつつ可能な限り正常組織を残すことができ

るため、臓器の機能や形態を維持できるという大きな利点がある。しかしながら、微小転

移や取り残しが生じた場合には再発のリスクが高く、再手術や追加治療が必要となる可能

性がある。一方、全摘切除はがんの再発率を大きく低減できるものの、臓器の喪失に伴う

機能障害や合併症が避けられず、患者の日常生活や社会復帰に深刻な影響を及ぼすことが

少なくない。  

 さらに、手術に加えて広く用いられている治療法として抗がん剤治療が挙げられるが、

これにも多くの課題が存在する。抗がん剤はがん細胞の増殖を抑制する一方で、正常細胞

にも影響を及ぼすため、脱毛、悪心・嘔吐、免疫低下、倦怠感などの副作用が避けられな

い。また、多くの場合、十分な治療効果を得るためには長期間にわたる反復投与が必要で

あり、患者の身体的・精神的負担が大きいだけでなく、医療費の増大という社会的問題も

引き起こしている。  

 このように、現行のがん治療は一定の成果を上げているものの、治療効果、再発リスク、

副作用、生活の質（QOL）、医療コストのいずれの観点においても依然として改善の余地

が大きい。したがって、より少ない治療回数で高い治療効果を達成でき、かつ正常組織へ

の影響を最小限に抑えられる新たながん治療戦略の開発が強く求められている。  

 

 ２．  がん治療法の糸口となるタンパク質（カルレティキュリン）  

 

ここでは、本研究の中心標的分子であるカルレティキュリン（Calreticulin; CRT）につい

て紹介する。CRT は小胞体（endoplasmic reticulum, ER）に局在する多機能タンパク質であ

り、細胞の恒常性維持において極めて重要な役割を担っている 1–4)。特に、CRT は新生糖

タンパク質の品質管理に関与し、タンパク質が正しい立体構造へと折りたたまれる過程

（フォールディング）を補助する分子シャペロンとして機能する 1,5)。具体的には、CRT は

モノグルコシル化された高マンノース型糖鎖（Glc1Man9GlcNAc2 型）を認識し（図 1）、タ



ンパク質ジスルフィドイソメラーゼ ERp57

と協働して不適切に折りたたまれた糖タン

パク質を修復することで、細胞内のタンパ

ク質品質管理を支えている 6)。また、CRT は

小胞体内のカルシウムイオン（Ca2+）の貯蔵

および恒常性維持にも関与しており 7)、細胞

内シグナル伝達やアポトーシス制御におい

ても重要な役割を果たしている。  

一方で、CRT は小胞体内にとどまらず、特

定の条件下では細胞表面に露出することが

知られている 8)。特に、抗がん剤などにより

誘導される免疫原性細胞死（ immunogenic 

cell death, ICD）の際には、CRT が細胞表面

（ecto-CRT）に提示され、マクロファージに対する「eat-me シグナル」として機能する 9–

11)。すなわち、CRT はがん細胞を免疫系に認識させ、抗腫瘍免疫応答を促進する鍵分子で

もある。このため、CRT は単なる細胞内シャペロンにとどまらず、がん免疫の制御におい

ても中心的な役割を担う分子と位置づけられる。  

以上のような背景から、CRT を標的とした分子設計は、細胞内の糖タンパク質品質管理

機構を利用すると同時に、がん免疫応答を増強する新たな治療戦略につながる可能性を有

している。特に、CRT 認識能を有する分子を光増感剤や薬剤と複合化することで、ICD を

起こしたがん細胞を選択的に認識し、治療効果を高めるアプローチは、従来の抗がん剤治

療の投与回数や副作用の軽減に資する革新的手法となり得る。  

 

 ３．  CRT を標的とした光機能性を有する糖鎖リガンドの設計  

 

 CRT は、モノグルコシル化高マンノース型糖鎖 G1M9 を認識するレクチン様タンパク質

であり、小胞体内における糖タンパク質品質管理において中心的な役割を担う。この性質

を利用し、これまでに G1M9 構造を基盤とした CRT 標的化リガンドの開発が進められて

きた 12)。特に、合成十二糖 G1M9 は、CRT の N ドメインに高い親和性を示し、生化学的・

構造生物学的研究における有用なモデル分子として用いられてきた 13)。しかしながら、

G1M9 は分子量が大きく、合成には多数の保護・脱保護工程および高度な立体選択的グリ

コシル化反応が必要であり、非常に煩雑である。そのため、より小型で合成容易な代替糖

鎖の開発が必要であった。  

この課題に対し、我々は G1M9 の最小認識単位に着目し、三糖構造である α-D-Glcp-

(1→3)-α-D-Manp-(1→2)-Man（G1M2）を基盤とする CRT 標的リガンドの設計を行った。

G1M2 は、G1M9 の非還元末端側に相当する構造であり、CRT の N ドメインとの相互作用

を維持しつつ分子サイズを大幅に縮小できる利点がある。さらに、三糖骨格にオクタエチ

レングリコール（EG8）リンカーを介して芳香族性 Fmoc 基を導入した G1M2-EG8-Fmoc

を合成したところ、単なる三糖単独よりも高い CRT 親和性を示した（図 2）14)。この結果

は、三糖が N ドメインと相互作用し、Fmoc 基が P ドメインの疎水性ポケットと相互作用

図  1. G1M9 型糖鎖の化学構造  



する「二点認識型（ハイブリッド型）

結合様式」により親和性が増強され

ることを示している。  

この知見に基づき、芳香族 Fmoc

基を他の機能性芳香族分子に置換

することで、CRT 標的性を維持した

まま、新たな機能を付与できると考

えた。そこで本研究では、光線力学

療法（photodynamic therapy, PDT）

で広く用いられるクロロフィル

（Chl）誘導体に着目した。クロロフィルは可視光照射により一重項酸素（ 1O2）を発生し、

がん細胞を選択的に傷害できる光増感剤として知られている 15)。特に亜鉛クロロフィル -

a 誘導体（ZnChl）は、金属なしの Chl 誘導体と比較的して水溶性が高い点が有望である。 

本研究では、三糖 G1M2 骨格に EG リンカーを介して ZnChl 誘導体を結合した G1M2-

EG8-ZnChl を設計・合成した（図 2）。この分子設計は、三糖部位が CRT の N ドメインを

認識し、ZnChl 部位が P ドメインの疎水領域と相互作用すると同時に、光照射により活性

酸素を発生する二重機能を有する分子として機能することを目指す。すなわち、本分子は

「CRT 認識能」と「光細胞傷害能」を兼ね備えた多機能性糖鎖プローブとして位置づけら

れる。  

 

 ４．  光機能性糖鎖リガンド G1M2-EG8-ZnChl の合成  

 

 本研究では、CRT 標的三糖リガンドと光増感性クロリン誘導体を柔軟に組み合わせるた

め、モジュール型合成戦略を採用した（Scheme 1）。すなわち、三糖部位とクロリン光増感

部位をそれぞれ独立に合成し、最終段階でカップリングする方法を選択した。この戦略に

より、いずれかの構成要素を改変する際にも、他方の構造に影響を与えることなく設計変

更が可能となる。まず、二つの主要構成要素として、三糖ユニット G1M2-H およびクロリ

ン側鎖 HO-EG8-Chl を調製した。G1M2-H は、既報の G1M2-Fmoc から Fmoc 基を除去す

る一段階反応により 14)、定量的に得られた  [Scheme 1 (i)]。  

一方、HO-EG8-Chl は三段階反応により合成した。まず、既報に従って調製した MeO-

Chl 16–18) の C17 位プロピオン酸メチルエステルを酸性条件下で加水分解し、対応するカ

ルボン酸 HO-Chl を 97% 収率で得た [(ii)] 19,20)。C17 位を修飾部位として選択した理由は、

この位置での官能基導入がクロリン骨格の光物性にほとんど影響を与えないことが知ら

れているためである。続いて、HO-Chl の C17 位カルボキシ基と、末端アミノ基を有する

tBuO-EG8-H とを、水溶性縮合剤 EDC および縮合助剤 HOBt 存在下でアミド化し、 tBuO-

EG8-Chl を 91% 収率で得た  [(iii)]。ここで導入したオクタエチレングリコール（EG8）リ

ンカーは、既報の有効な CRT リガンドである G1M9 型糖鎖および G1M2-EG8-Fmoc とほ

ぼ同程度の分子長となるよう設計した。その後、 tBu 保護基をトリフルオロ酢酸処理によ

り脱保護し、目的の HO-EG8-Chl を 97% 収率で得た  [(iv)]。得られた HO-EG8-Chl と

図  2. G1M2-EG8-R (R = Fmoc or ZnChl) の化学構造  



G1M2-H を、縮合剤 COMU 存在下でカップリングすることでアミド結合を形成し、G1M2-

EG8-Chl を 26% 収率で合成した  [(v)]。  

さらに、本研究では水溶性の向上を目的としてクロリン部位の金属化を検討した。クロ

リン骨格への金属導入は一般に溶解性を改善することが報告されているため 21)、酢酸亜鉛

存在下で中心金属として亜鉛を導入し、最終目的化合物 G1M2-EG8-ZnChl を収率 96% で

得た  [(vi)]。得られた化合物の構造は、 1H NMR 分光法、および質量分析  (found: m/z = 

1584.6101, calcd. [M + Na]+ m/z = 1584.6086) により同定した。  

 

Scheme 1. G1M2-EG8-ZnChl の合成経路 . 

 

 ５．  光機能性糖鎖リガンドの光学特性と CRT 親和性評価  

 

 本研究で開発した CRT 標的型光機能性糖鎖リガンド  G1M2-EG8-ZnChl の光学特性お

よびカルレティキュリン（CRT）に対する親和性を評価した。まず、G1M2-EG8-ZnChl の

光学特性を理解するため、紫外可視分光測定を行った。エタノール中における本リガンド

の吸収スペクトルは、430 nm（Soret 帯）および 659 nm（Qy 帯）に強い吸収帯を示した（図

3 赤線）。このスペクトルは、糖鎖を持たない ZnChl 単体である zinc methyl pyropheophorbide-

a のスペクトルと一致（Soret: 430 nm, Qy: 659 nm）しており、エタノール中で、本リガン

ドは凝集体を形成していないことが確認され

た。一方、水性 MOPS 緩衝液中では、主吸収帯

が 434 nm および 666 nm に観測され、赤色光領

域に特徴的な吸収を保持していた（図 3 青線）。

また、蛍光測定では水系での発光が著しく減衰

し、エタノール中の約 20% まで低下したこと

から、部分的な凝集による消光が示唆された。

本リガンドは水系中でも、ある程度の分散性を

保ちつつ、光学活性を維持していると結論づけ

られた。  

図  3. エタノール中 (赤線 )、および MOPS

緩衝水溶液中（青線）での G1M2-EG8-

ZnChl の紫外可視吸収スペクトル . 



次に、光照射による一重項酸素（ 1O2）の生成能を、DPBF を用いた化学トラッピング法

で評価した。660 nm の光照射により DPBF の吸収が時間依存的に減少し、G1M2-EG8-

ZnChl が 1O2 を生成することが確認された（kG1M2-EG8-ZnChl = 17.5 × 10–3 s–1）。本リガンド

は、比較物質であるクロリン e6 トリメチルエステル（Ce6）よりも、反応速度（kCe6 = 30.6 

× 10–3 s–1）が遅かったものの、その一重項酸素量子収率は、ΦΔ = 0.27 と算出され、光増感

剤として十分な活性を有することが示された。さらに、80 秒間の照射後も ZnChl 由来の吸

収ピークに顕著な減衰は見られず、本リガンドは短時間の光照射条件下で、高い光安定性

を有することが明らかとなった。  

続いて、G1M2-EG8-ZnChl と CRT との相互作用を生体外で評価した。熱安定性シフト

アッセイでは、本リガンドの存在下において、CRT の変性温度が 1.4 °C 上昇し、三糖のみ

の G1M2（0.6 °C）よりも、高い熱安定化が観測された。一方、既報の G1M2-EG8-Fmoc 14)

（2.5 °C）よりは低い熱安定を示した。これは、ZnChl 部分の嵩高さが、CRT との結合様

式に影響し、結合能が低下している可能性が示唆された。さらに、等温滴定熱量測定によ

り結合熱力学を解析した結果、G1M2-EG8-ZnChl は CRT に対して Kb = 1.7 × 106 M–1 の結

合定数を示した。負のエンタルピー変化（ΔH = −3.48 kcal/mol）は、水素結合や π–π 相互

作用などの特異的相互作用の形成を示唆し、同時に正のエントロピー寄与（−TΔS = −4.83 

kcal/mol）は、脱溶媒和に伴う系の無秩序化を反映していると考えられた。これらの結果

から、本リガンドは三糖部分が N ドメインの糖認識部位と相互作用し、ZnChl 部分が疎水

的あるいは芳香族相互作用を介してアグリコン認識領域に寄与する「二点認識型（ハイブ

リッド型）結合様式」リガンドとして機能すると推察された。ただし、ZnChl の大きな芳

香族骨格は、結合ポケットへの最適な入り込みの許容量を超え、G1M2-EG8-Fmoc（Kb = 

5.0 × 106 M–1） 14) よりも親和性が低下した可能性がある。また、大きな芳香族アグリコン

は、糖鎖構造に基づく精密な分子認識よりも、疎水相互作用主体の結合を誘導する可能性

も示唆された。  

 

 ６．  まとめ 

 

 本研究では、カルレティキュリン（CRT）を標的とした新規光機能性糖鎖リガンド  

G1M2-EG8-ZnChl を設計・合成し、その光物性および CRT 親和性を体系的に評価した。

紫外可視分光および蛍光測定により、本リガンドは水系条件下でも赤色光領域に特徴的な

吸収を保持し、部分的な凝集は見られるものの実用上、十分な分散性と光学活性を維持す

ることが明らかとなった。また、DPBF を用いた評価から、本リガンドが光照射により一

重項酸素を効率的に生成し、かつ短時間の照射に対して高い光安定性を示すことを確認し

た。これらの結果は、G1M2-EG8-ZnChl が光増感剤として生理条件に適合し得ることを強

く支持している。さらに、熱安定性シフトアッセイおよび等温滴定熱量測定による解析に

より、本リガンドが CRT に対して高い親和性を有し、その結合が三糖部分と ZnChl アグ

リコンの双方に依存する二重認識型相互作用であることを示した。一方で、ZnChl の嵩高



さが、結合最適化を制限する可能性も見出され、今後の分子設計における重要な指針が得

られた。  

以上より、G1M2-EG8-ZnChl は「CRT 親和性」と「光増感機能」を両立した新たな糖鎖

基盤型光機能性リガンドであり、CRT 標的型 PDT 材料の創出に向けた有望な分子設計プ

ラットフォームを提供するものと結論づけられる。  

また、本研究は CRT が主に免疫原性細胞死（ ICD）に伴って細胞表面に提示されるとい

う生物学的特性を踏まえ、ICD 関連状態を標的とし得る光増感剤の分子設計基盤を確立し

た点に意義がある。現段階では分子設計および生物物理学的評価に焦点を当てたが、今後

は細胞内挙動、ER 局在性、ならびに実際の光線力学療法（PDT）効果の検証へと展開して

いく必要がある。  
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研究報告書概要版（A5 判横書き）  

シャペロンタンパク質カルネティキュリンと結合可能な光機能性糖鎖リガンドの開発 

所属・研究者名  成蹊大学 理工学部理工学科応用化学専攻 助教 廣瀨光了 

［目的］ 免疫原性細胞死（ICD）に関与する分子であるカルレティキュリン（CRT）を標的と

した新規光機能性糖鎖リガンドを開発することを目的とした。 

[内容］CRT 親和性を有する三糖（G1M2）を基盤とし、光増感機能をもつ亜鉛クロロフィル（ZnChl）

を連結した複合体 G1M2-EG8-ZnChl は、糖鎖部分と光増感部分を独立に合成後、後期段階で連

結して合成した。得られた化合物について、光物性および CRT 親和性を評価した。 

[成果］①G1M2-EG8-ZnChl の合成に成功。②水系条件でも赤色光領域（665 nm）に吸収を示し、

実用的な光学活性を保持。③光照射により一重項酸素の発生。④CRT に対して有意な親和性。 

 

 

 

 


