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Abstract

      The last decade of glycodendrimers research has wit-

nessed tremendous sophistication in both their design and in

their biological applications. Some of these artificial

multiantennary glycans have reached animal testing and pre-

Iiminary results are very encouraging, particularly those involy-

ing bacterial antiadhesins and antibody neutralization as observed

with the Galili antigen implicated in xenotransplantation. Key

scaffolding structures have become commercially available on

large scale and several dendrimers were shown to be none toxic

in cell and animal assays. These beautiful architectures have

permitted to shed new lights on multivalent carbohydrate pro-
tein interactions. In fact, their potent ability to cross-link multi-

valent or aggregated protein receptors is helping redefine the

classical glycoside cluster effect.
      The multivalent effect will be reexamined with a recent

case involving cyanovirin, a high affinity oligomannose bind-
ing protein from Nostoc ellipsosporum. Advantages of

glycodendrimers, in comparison to glycopolymers, will then be
briefly discussed followed by the detailed description on syn-
thetic strategies and common scaffolds used for their prepara-

tion. Structural glycodendrimer drawbacks will be described and
solutions brought to solve problems associated with their steric

hindrance, and thus lack of sugar accessibility at higher genera-

tion, will be presented. Both most common chemical legations

and chemoenzymatic synthesis will be outlined.

      Finally, the synthesis of"smart"glycodendrimers and

glycoclusters'newer generation involving rapid covalent assem-
bly of sugars by transition metal catalyzed cross-coupling reac-

tions using palladium and cobalt will be described. The state of

the art preparation of glycodendrimers library by dynamic com-

binatorial chemistry(adaptive chemistry)and self-assembly

around various transition metals is now opening the field to an

even higher level of creativity. These novel strategies are of par-

ticular interest given the fact that several protein receptors(ex.

galectins)are actually contemplating the binding of the same
carbohydrate ligands which they can although select on the ba-

sis of the valency and three dimensional topology.

要  約

  グ リコデ ン ドリマー研 究の最近10年 は、 グリコデ ン ドリ

マーのデザ インと生物学的応用の両方 の点で、非常 に大 きく洗

練 されてきた ことが証明 されている。これらの人工的な多分岐

糖鎖 の中には動物試験 にまでた ど り着 いたもの もあ り、その結

果は、特に、細菌の接着や異種移殖に関係するガ リリ(Galili)抗

原 を用 いて観察 された抗体の中和 な どで非常 に有望である。鍵

となる基本構造が大量で も市販で入手 で きるようにな り、い く

つかのデン ドリマーが細胞や動物 でのア ッセ イ系で無毒 である

ことが示 されている。 この美 しい構造 は多価の糖鎖一 タンパ ク

質相互作用 に新たな光 を注 ぐことを可能 に した。事 実、多価 も

しくは凝集 したタンパ ク質受容体を交差結合 させ る能力は、古

典 的なグ リコシ ドクラスター効果を再定義す るの に役立 ってい

る。

  多価効果を、Nostoc ellipsosprumか ら単離 された高親和性 オ

リゴマ ンノース結合 タンパ ク質であるcyanovirinを 用 いた最近

の研究例 によって改 めて議論する。グ リコデ ン ドリマーの有利

な点をグ リコポリマー との比較で簡単に議論 し、続いて合成戦

略やこれ らの物質 に調製 に使われた共通 の基本構造 について詳

細 に述べ る。

  グ リコデ ン ドリマーの構造 的な欠点 を述べ、立体的な隠蔽

とそれに寄 因す る高濃度条件での糖の接近 しに くさに伴 う問題

点 を解決 に導 く方法を提示す る。 また最 も一般的 な化学 的結合

法や化学酵素 的な合成 について も概説す る。

  最後 に、パ ラジウムや コバル トを用い る遷移金属触媒 を用

いた交差結合反応 による糖の共有結合の迅速 な構築 を含む、新

世代 の 「スマ ー ト」 なグ リコデ ン ドリマーやグ リコクラス ター

の合成 も述べ る。動的 なコンビナ トリアルケミス トリー(ア ダプ

テ ィブケ ミス トリー)に よるグリコデ ン ドリマーライブラ リーの

芸術 的な調製 や、遷移金属 の回 りの 自己組織化が、 よ り創造 的

なレベルの分野 を切 り開いてい る。い くつかのタ ンパ ク質受容

体(例 えばガ レクチ ン)が、価数や3次 元の位相に基づ いて選択

した同 じ糖鎖 リガン ドの結合 を予測で きる事実 によって、新 し

い戦略が特 に興味が持 たれてい る。
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A.Introduction

      Glycodendrimers are part of a relatively new family of

synthetic biomacromolecules that first appeared in 1993(1). They

were originally designed to compensate for the generally low

binding affinities expressed by most carbohydrate ligands to-

wards their protein receptors and to mimic the behavior of

multiantennary glycans. They essentially superceded

glycopolymers since they constituted better define molecular

architectures and they appeared to be more viable, at least from

atherapeutic standpoint(2-4). Conceptually, they were initially

constructed from a focal molecular entity, a seed molecule, from

which several repeating unit of spacers were intercalated. This

was followed by the attachment of the carbohydrate ligands de-

sign to appear at the periphery of either the globular(dendrimer)

or the multiantennary structure(dendron)(Figure 1). Since then,

the synthetic strategies and the molecular structures have evolved

into convergent and divergent approaches together with the beau-

tiful synthesis of complex"glycoclusters". Several reviews al-

ready exist describing various aspects of glycodendrimer chem-

istry(5-8), biophysical evaluation(9), and biological applica-

tions(10-14).

B.The"Classical"Glycoside Cluster Effect

      The concept has its origin in the so-called glycoside clus-

ter effect pioneered by Lee et al.(15). It has been previously

observed for the hepatocytes asialoglycoprotein receptors bind-

ing to oligosaccharides ending withβ-D-galactopyranose/β-D-

N-acetylgalactosamine residues. It first exemplified the com-

plea nature of multivalent carbohydrate-protein interactions(7,

16-17)However, the original concept had a different biophysi-

cal implication when compared to the one discovered from

glycodendrimers. Thus, a more recent case may illustrate the

latter situation wherein the dimeric 11-kDa cyanovirin, a 101-

amino acid protein, isolated from the blue-green algae Nostoc

ellipsosporum, showed its primary binding site to bind to a com-

Alex N-linked oligomannoside(Man9GlcNAc2)with 13 nM af-

A.は じ め に

  グ リ コ デ ン ド リ マ ー は1993年 に 初 め て 出 現 した 、 比 較 的 新

しい 合 成 生 物 高 分 子 フ ァ ミ リー の1つ で あ る(1)。 ほ と ん ど の 糖

リ ガ ン ドと そ れ ら の タ ンパ ク 質 受 容 体 の 親 和 性 が 一 般 的 に低 い

た め 、 そ れ を補 う た め に 、 ま た 多 分 岐 の グ リ カ ンの 挙 動 を模 倣

す る た め に 、 こ れ ら の 分 子 が デ ザ イ ン さ れ た 。 よ り明 確 な 分 子

構 造 を 構 成 し、 ま た 治 療 と い う視 点 か ら 見 て も よ り生 体 適 合 的

で あ る よ う に 見 え る こ と か ら 、 グ リ コ デ ン ド リ マ ー は グ リ コ ポ

リ マ ー に と っ て 代 わ っ て き た(2-4)。 概 念 的 に は グ リ コ デ ン ド リ

マ ー は 、 当 初 、 種 と な る 中 心 分 子 とそ こ か ら挿 入 さ れ る ス ペ ー

サ ー の 繰 り返 し単 位 か ら構 築 され た 。 そ れ に 続 い て 、 球 状(デ ン

ド リ マ ー)も し く は 多 分 岐 構 造(デ ン ド ロ ン)(図1)の 平 面 に位 置

す る よ う な デ ザ イ ン で 糖 鎖 リ ガ ン ドが 付 加 さ れ た 。 そ れ 以 来 、

合 成 戦 略 及 び 分 子 構 造 は 、 複 雑 な"グ リ コ ク ラ ス タ ー"の 見 事

な 合 成 と と も に 、 収 敏 あ る い は 多 様 性 の あ る 方 法 へ と展 開 し て

き た 。 既 に グ リ コ デ ン ド リマ ー の 化 学(5-8)、 生 物 物 理 学 的 評 価

(9)、 お よ び 生 物 学 的 応 用(10-14)に 関 す る 総 説 が い くつ か 存 在

し て い る 。

B."古 典 的"グ リ コ シ ドク ラ ス タ ー 効 果

  グ リ コ デ ン ド リマ ー の コ ン セ プ ト は 、Leeら に よ っ て 開 拓

さ れ た 、 い わ ゆ る グ リ コ シ ド ク ラ ス タ ー 効 果 に そ の 起 源 を持 つ

(15)。 こ れ は 、 β-D-ガラ ク ト ピ ラ ノ ー ス/β-D-N-ア セ チ ル ガ ラ ク

トサ ミ ン残 基 を 末 端 に 持 つ オ リ ゴ糖 へ の 、 肝 細 胞 ア シ ア ロ 糖 タ

ン パ ク 質 受 容 体 の 結 合 に お い て 以 前 か ら観 察 さ れ て い た 。 当 初

は 多 価 の 糖-タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 複 雑 な 性 質 の 例 証 と な っ て い

た(7、16-17)。 し か しな が ら 、 グ リ コ デ ン ドリ マ ー か ら見 い だ さ

れ た も の と比 べ る と 、 元 々 の 概 念 は 異 な っ た 生 物 物 理 学 的 意 味

を 持 っ て い た 。 よ り最 近 の 研 究 例 が 後 者 の 状 況 を 明 確 に 説 明 し

て い る 。 そ の 実 験 で は 、 青 緑藻Mostoc ellipsosprumか ら単 離 さ

れ た101個 の ア ミ ノ酸 か ら成 る タ ンパ ク 質 で 、 二 量 体 で あ る11-

Fig.1. Schematic representation of glycodendrimers varying by their synthetic construction. Left:early dendrimers using non-
carbohydrate scaffolds;Middle:carbohydrate scaffold with aliphatic linkers;Right:all carbohydrate-based glycodendrimers.
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Fig.2. Bound state X-ray structure of the common mammalian Man9GlcNAc2 oligosaccharide(top)co-crystallized with the
heterodimeric cyanovirin isolated from the blue-green algae Nostoc ellipsosporum. This recent case is used to clarify the classical

glycoside cluster effect(bottom,2nd complex)and to propose the new cross-linking glycocluster effect(bottom,3rd complex), The 4th complex
illustrates the effect of higher glycocluster concentration upon the cross-linking behavior.

finity(18). The X-ray data(19, PDB no. 1M5M)clearly illus-

trated that the three nop-reducing mannose residues(D1-D3)

were those simultaneously involved in contact with a single

protein's active site. The conformation of the bound
undecasaccharide, together with the corresponding extended

schematic structure of Man9GlcNAc2 is shown in Figure 2. The

bound Man9GlcNAc2 conformation at the primary site shows

Man-D1 to Man-D2 O-6 distances to be 8.75 A apart and Man-

D1 to Man-D3 at 12.95 A, while the GlcNAc-1 residue was

found to be protruding-14 A away from the protein surface.

The secondary binding site is found at a distance of 35 A from

the primary site, thus supporting the fact that a single

Man9GlcNAc2 residue could not provide the chelate effect ob-

served with glycodendrimers. Moreover, since cyanovirin has

two active sites of different affmities, a high affinity site with a

Ka of 7.2(±4)x106 M-1 and a low affinity site with a Ka of 6.8

(±4)x105 M-1 fbr the disaccharide Manα1-2Manα(1.5(±0.9)

X 108 M-1 for Man9GlcNAc2), provided further evidences for

the possibility of cross-linking cyanovirin at micromolar con-

centrations typical of isothermal titration calorimetry experi-

ments.

     The above data suggests that several arms of a given

multiantennary glycan may bind ih a two fold fashion to a pro-

tein possessing more than one binding site as found in several

lectins. First, all terminal saccharides may be required for opti-

kDaの シ ア ノ ビ リ ン(cyanovirin)は 、13nMの 親 和 性 でcomplex

型 のN型 糖 鎖(Man9GlcNAc2)に 結 合 す る 、1番 目 の 結 合 部 位 を

示 し た(18)。X線 の デ ー タ(19, PDB no 1M5M)に よ り、3つ の

非 還 元 側 マ ン ノ ー ス(D1-D3)が1つ の タ ン パ ク 質 の 活 性 部 位 と

の 接 触 に 同 時 に 関 与 して い る こ と が 明 確 に 示 さ れ た 。 結 合 し た

11糖 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 、 対 応 す るMan9GlcNAc2の 構 造 式

と と も に 図2に 示 し て あ る 。1つ め の 結 合 部 位 に 結 合 し た11糖

の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で は 、Man-D1とMan-D2のO-6は8.75 A

離 れ た 距 離 に あ り、Man-D1か らMan-D3は12.95 Aで あ る 。 一

方 、GlcNAc-1残 基 は タ ン パ ク 質 の 表 面 か ら14A突 き だ し て い

る こ とが 見 い だ さ れ て い る 。2つ め の 結 合 部 位 は1つ め か ら35

A離 れ て い て 、 一 本 鎖 のMan GlcNAcが 、 グ リ コ デ ン ド リ マ ー

で 観 察 さ れ た キ レー ト効 果 を 与 え る こ と が で き な い と い う事 実

を 支 持 し て い る 。 さ ら に シ ア ノ ビ リ ン はManα1-2Manα に 対 し て

高 い 親 和 性(Ka:7.2(±4)×106M-1)と 低 い 親 和 性(Ka:6.8(±4)×105M-

1)の2つ の 活 性 部 位 を持 つ こ とか ら(Man
9GlcNAc2のKa:1.5(±0.9)

×108M-1)、 等 温 滴 定 熱 測 定 実 験 の 典 型 的 な 濃 度 で あ る ミ ク ロ モ

ル 濃 度 で シ ア ノ ビ リ ン が 交 差 架 橋 す る 可 能 性 に さ ら な る 証 拠 を

与 え た 。

  上 記 の デ ー タ は 、 い くつ か の レ ク チ ン で 見 い だ さ れ て い る よ

う な2つ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す る タ ンパ ク 質 に 対 し て 、 多 分 岐

の 糖 鎖 の い くつ か の ア ー ム が2倍 の 様 式 で 結 合 し う る と い う こ

と を 示 唆 して い る 。 ま ず 、 全 て の 末 端 糖 が1つ の 部 位 に 最 適 に
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mum binding to a single site(ex. Man D 1-D3 of Man9GlcNAc2

binding to the high affinity site of cyanovirin), and second, that

individual end-group saccharide of one complex glycan could

be sufficiently distant from one another to provide a cross-linker

capable of binding two different proteins. Several lines of evi-

dence point in the above direction to explain the improved bind-

ing abilities of glycodendrimers.

       Therefore, the enhanced binding avidities of

glycodendrimers are likely due to a combination of several fac-

tors depending on the level of association of the protein counter

receptors. The required molecules may indeed be circulating

heteromeric protein clusters(galectins, lectins), membrane bound

clusters, single proteins with multiple carbohydrate binding do-

mains(CRDs), or even monomeric proteins that self-associate

in response to multivalent ligands. The improved binding be-

haviors of glycodendrimers may reflect a straightforward en-

tropic phenomenon provoked by an increased probability of find-

ing another ligand in close vicinity(higher local concentrations).

Alternatively, multiple receptors may cooperate in the ligand

binding events, thus producing cross-linked lattices of various

geometries and stabilities/solubilities(20). Therefore, we would

like to propose herein that glycoclusters in which a limited num-

ber of carbohydrate ligands are simultaneously binding into a

single receptor's active site be referred to as being part of the

"classical"glycoside cluster effect
, as initially proposed by Lee et

al.(15)(complex B in Fig.2), while glycoclusters simultaneously

binding to different receptor's active sites should be referred to

as the cross-linking glycocluster effect. The above observations

should hold for receptors of the same as well as for different

proteins.

C.Biological Benefits of Glycodendrimers

      Another possible application of synthetic glycoclusters,

beside their enhanced binding affinity, may reside in their ca-

pacity as carrier device for tissue/cell=specific drug delivery. They

may also serve for antigen targeting to dendritic cells to stimu-

late MHC-mediated antigen presentation. Additionally, they may

be valuable therapeutic agents to prevent undesirable clearance

of circulating serum glycoproteins and ideally, to immunoglo-

bulins. For instance, a synthetic linear mannosylated oligolysine

c1uster(M6L5:7.2, Fig.7), designed to bind with strong avidity

to the 175-kDa membrane-associated human mannose receptor

localized on dendritic cells, bone marrow macrophages, and on

sinusoidal liver cells, was shown to bind with nanomolar affin-

ity(Ki(
app)0.5 to 2.6 nM;△G°-45kJ/mol)(21). Interestingly, as

seen before for mannoside clusters binding to ConA(22), the

M6L5 displayed negative cooperative inhibition, thus illustrat-

ing again the involvement of multiple binding sites with the

multivalent ligands.

結 合(例 え ばMan9GlcNAc2のManD1-D3が シ ア ノ ビ リ ン の 高 親 和

性 部 位 に)す る こ と が 必 要 で あ り、 そ して2番 目 に 、1つ の コ ン

プ レ ッ ク ス 型 糖 鎖 の そ れ ぞ れ の 末 端 糖 が お 互 い に 適 当 な 距 離 に

離 れ 、2つ の 異 な っ た タ ン パ ク 質 を 結 合 させ る こ と が で き る ク

ロ ス リ ン カ ー を 提 供 す る 。 い ろ い ろ な 系 の 証 拠 が 、 グ リ コ デ ン

ド リマ ー の 結 合 能 力 の 改 善 を 説 明 す る 上 述 の 方 向 で 一 致 して い

る 。

  つ ま り、 グ リ コ デ ン ド リマ ー の 結 合 の 増 強 は 、 タ ン パ ク 質

カ ウ ン タ ー 受 容 体 の 会 合 の レ ベ ル に 依 存 す る 、 い くつ か の 要 素

の 組 み 合 わ せ の た め だ と 考 え ら れ る 。 必 要 な 分 子 は 、 循 環 す る

ヘ テ ロ タ ン パ ク 質 ク ラ ス タ ー(ガ レ ク チ ン 、 レ ク チ ン)、 膜 結 合

ク ラ ス タ ー 、 複 数 の 糖 鎖 結 合 ド メ イ ン(CRDs)を 持 つ 単 一 の タ

ン パ ク 質 、 も し く は 多 価 の リ ガ ン ドに 反 応 し て 自 己 組 織 化 す る

単 量 体 の タ ンパ ク 質 な の か も し れ な い 。 グ リ コ デ ン ドリ マ ー の

結 合 性 の 改 善 は 、 近 接 した 別 の リ ガ ン ド を見 つ け る 確 率 の 上 昇

(局 地 的 な 濃 度 が 高 い)に よ っ て 引 き起 こ さ れ る 、 単 純 な エ ン ト

ロ ピ ー 的 な 現 象 を 反 映 して い る の か も しれ な い 。 別 の 考 え と し

て は 、 複 数 の 受 容 体 が リ ガ ン ド と の 結 合 の 際 に 、 共 同 で 種 々 の

幾 何 、 安 定 性/溶 解 性 を 持 つ 交 差 結 合 格 子 を 作 り 出 して い る の

か も しれ な い 。 そ こ で 本 稿 で は 、 最 初Leeに 提 唱(15)さ れ た 通

り、 限 ら れ た 数 の 糖 リ ガ ン ドが1つ の 受 容 体 の 活 性 部 位 に 同 時

に 結 合 し て い る グ リ コ ク ラ ス タ ー を"古 典 的"グ リ コ シ ドク ラ

ス タ ー 効 果 と し(図-2のcomplex B)、 一 方 、 異 な っ た 受 容 体 の

活 性 部 位 に 同 時 に 結 合 す る グ リ コ ク ラ ス タ ー は 交 差 結 合 グ リ コ

ク ラ ス タ ー 効 果 と 呼 ぶ べ き で あ る と提 案 し た い 。

C.グ リ コ デ ン ド リ マ ー の 生 物 学 的 有 用 性

  合 成 グ リ コ ク ラ ス タ ー の も う1つ の 応 用 の 可 能 性 は 、 結 合

の 親 和 性 の 増 強 の 他 に 、 組 織/細 胞 特 異 的 な 薬 剤 送 達 の 担 体 と

して の 能 力 に あ る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 抗 原 の 樹 状 細 胞 へ の タ ー

ゲ ッ テ ィ ン グ の 為 に 働 き 、 そ の 結 果MHC-介 在 性 の 抗 原 提 示 を

活 性 化 させ る 。 さ ら に 、 こ れ ら は 循 環 して い る 糖 タ ンパ ク 質 、

理 想 的 に は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 の 望 ま し くな い 排 除 を 防 ぐた め

の 有 用 な薬 剤 で も あ る 。 例 え ば 、 樹 状 細 胞 、 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー

ジ お よ び ジ ヌ ソ イ ド肝 細 胞 に 局 在 す る175-kDaの 膜 結 合 性 ヒ ト

マ ン ノ ー ス 受 容 体 に 強 く結 合 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 、 合 成

直 鎖 マ ン ノ シ ル 化 オ リ ゴ リ ジ ン(M6L5:7.2,図7)は 、 ナ ノ モ ル 濃

度 の 親 和 性(Ki(app)0.5 to 2.6 nM;△G°-45 KJ/mol)で 結 合 す る こ と

が 示 さ れ て い る(21)。 興 味 深 い こ と に 、 以 前 マ ン ノ シ ドク ラ ス

タ ー のConAへ の 結 合 で 見 られ た よ う に 、M6L5は 負 の 協 同 的 な

阻 害 を 示 し た 。 つ ま り多 価 の リ ガ ン ドの 、 複 数 の 結 合 部 位 へ の

関 与 が 再 び 明 確 に な っ た 。
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D.Glycodendrimer Syntheses
D-1.Synthetic Strategies Toward Glycodendrimers

      There are basically two different strategies to build

glycodendrimers(Fig.3). In the original strategy(5-8), a core
or a seed molecule(1), possessing a minimum of threefold func-
tionality(A2B systems), such as lysine, glutamic, and aspartic
acid, are iteratively recombined with trifunctional linkers(2,4,
8,10)to form an hyperbranched skeleton(3,12)in a controlled
manner. At the very end of the dendrimers(5)or dendrons con-
struction, the saccharide portions(6)are all added at.once using
various ligation chemistry to afford glycodendrimers like 7. The
technical limitation of this process, referred to as divergent

growth, resides in the difficulties to ascertain the completeness
of the conj ugation, at least at higher dendrimer generations, since

partial defects(<5%)are only detectable spectroscopically with
great difficulties.

      In an improved approach, originally lead out by Hawker
and Frechet(23), small dendrons(9)are first built from saccha-
ride 6 with bifunctional linker 8 and then convergently and
reiteratively attached to scaffold structures(12, Fig.3), thus pro-
viding chemical entities that are readily separable based on
molecular weight differences between the partially modified
scaffolds and their fully substituted counterparts(7). This prac-
tical strategy has been initially and successfully applied to the
carbohydrate field by Stoddart et al.(24).

      The several steps involved in the syntheses of"clean"
single molecule glycodendrimers have seriously hampered their

preparation on commercial scales. This situation was partly rem-
edied with the advent of commercial sources of core amino-
ended dendrimers such as poly(amidoamine)PAMAM or
StarburstTM(4.1)(Dendritic Nanotechnologies Ltd, Aldrich)and

polypropylene imine)AstramolTM(4.2)(DSM, Aldrich)
dendrimers built using the divergent approach(Fig.4). There is

D.グ リ コ デ ン ドリ マ ー の 合 成

D-1.グ リ コ デ ン ド リマ ー に 向 け て の 合 成 戦 略

  グ リ コ デ ン ド リ マ ー の 組 み 立 て に は 基 本 的 に2つ の 異 な っ

た 戦 略 が あ る(図2)。 初 期 の 戦 略(5-8)で は 、 リ ジ ン 、 グ ル タ ミ

ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン酸 の よ う な 少 な く と も3つ の 官 能 基 を 持 つ

コ ア 分 子 も し くは シ ー ド分 子(1)が 、3つ の 官 能 基 を 持 つ リ ン

カ ー(2,4,8,10)と 繰 り返 し て 再 結 合 し、 制 御 さ れ た 様 式 で 高 度

に分 岐 化 し た 骨 格(3,12)を 形 成 す る 。 デ ン ド リマ ー や デ ン ドロ

ン の 構 築 の 最 終 段 階 で 、 様 々 な結 合 の た め の 化 学(ラ イ ゲ ー シ ョ

ン ケ ミス ト リー)に よ っ て 糖 部 分(6)全 て が 一 度 に 付 加 さ れ 、7の

よ う な グ リ コ デ ン ド リ マ ー を 与 え る 。 こ の プ ロ セ ス の 技 術 的 限

界 は 、 多 様 な 成 長(divergent growth)と 呼 ば れ る 、 結 合 の 完 了 を

確 定 す る こ と の 困 難 さ の 中 に あ る 。 と い う の も、 部 分 的 な 欠 損

(<5%)は 分 光 器 を 用 い て も検 出 す る の が 非 常 に 困 難 だ か ら で

あ る 。HawkerとFrechetに よ り開 発 さ れ た 改 良 法(23)で は 、 糖

(6)と 二 官 能 性 の リ ン カ ー(8)か ら ま ず 小 さ な デ ン ドロ ン(9)が

作 ら れ 、 そ れ か ら 収 敏 的 に 、 そ しそ 繰 り返 し な が ら 基 本 骨 格 構

造(12,図3)に 付 加 さ れ 、 そ れ に よ り部 分 的 に 修 飾 さ れ た 基 本

格 子 と 完 全 に 置 換 さ れ た も の との 間 の 分 子 量 の 差 で 容 易 に分 離

可 能 な 化 学 物 質 が 得 ら れ る(7)。 こ の 実 践 的 な 戦 略 がStoddartら

に よ っ て 初 め て 、 そ し て 首 尾 良 く糖 の 分 野 に 応 用 さ れ た(24)。
  "純 度 の 高 い"単 一 分 子 の グ リ コ デ ン ド リマ ー の 合 成 に数

ス テ ッ プ の 関 与 が 必 要 な こ とが 、 商 業 ス ケ ー ル で の 調 製 を妨 げ

て き た 。 し か し こ の 状 況 は 、 分 岐 型 ア プ ロ ー チ を 用 い て 作 ら れ

た ポ リ(ア ミ ド ア ミ ン)PAMAMやStarburstTM(4.1)(Dedritic

Nanotechnologies Ltd, Aldrich)や ポ リ(プ ロ プ レ ノ イ シ ン)

AstramolTM(4.2)(DSM, Aldrich)の よ う な ア ミ ノ 基 を 末 端 に持 つ

コ ア の デ ン ド リマ ー の 商 業 的 供 給 の 出 現 に よ っ て 部 分 的 に 改 善

され た 。 し か し 、 こ れ ら の デ ン ド リマ ー に は 依 然 コ ス トが 高 い

と い う 限 界 が あ る 。 別 の 方 法 と し て は 、 分 子 量 の 均 一 性 は 犠 牲

に な る が 、 十 分 に 限 定 さ れ た(polydispersity<1.5)榿 す状 の ポ リ グ

Fig.3. Illustration of the two major synthetic strategies used for the construction of glycodendrimers usmg either divergent
(top)or convergent(bottom)approaches.
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still, however, a high cost limitation associated with these

dendrimers.Alternatively, but at the expense of molecular weight
uniformity, another strategy consisting in the single steps

dendrimer construction using hyperbranching polymer chem-

istry, controlled synthesis of well-defined(polydispersity<1.5)

dendritic polyglycerols(4.3)(Hyperpolymers GmbH)and

hyperbranched polyester polyols(4.4)(BoltornTM)have been ac-

complished. Several of these structures have now become com-

mercially available at low cost. Non-toxic BoltornTM

glycodendrimers have been synthesized with 16 and 32
mannoside residues exposed(25). Of interest is the use of these

soluble hyperbranched polyesters for oligosaccharide synthesis

using thioglycoside donors and NIS-TfOH activation(26).

D-2.Common Scaffolds for Glycodendrimers and Glycoclusters

      Typical A2B and A3B chemical structures 13-28 used in

リセ ロ ー ル(4.3)(Hyperpolymers GmbH)や 高 度 に 分 岐 し た ポ リ エ

ス テ ル ポ リ オ ー ル(4.4)(BoltronTM)の 制 御 合 成 や 高 度 に 分 岐 した

高 分 子 の 化 学 を 用 い る 一 段 階 の デ ン ド リマ ー 構 築 か ら構 成 さ れ

て い る も う1つ の 戦 略 が 達 成 さ れ て い る 。 こ れ ら の 構 造 の う ち

の い くつ か は 、 現 在 で は 低 コ ス トで 市 販 さ れ て い る 。 無 毒 の

BoltronTMグ リ コ デ ン ド リ マ ー が16お よ び32残 基 の マ ン ノ シ ド

を 用 い て 合 成 さ れ て い る(25)。 興 味 深 い こ と に は 、 こ れ らの 高

度 に 分 岐 し た 水 溶 性 の ポ リ エ ス テ ル が 、 チ オ グ リ コ シ ド を ド

ナ ー に し てNIS-TfOHで 活 性 化 す る オ リ ゴ 糖 鎖 の 合 成 に 用 い ら

れ て い る(26)。

D-2.グ リ コ デ ン ドリ マ ー と グ リ コ ク ラ ス タ ー の た め の 共 通 な 基

本 格 子

  高 度 分 岐 戦 略 で 用 い ら れ る 典 型 的 なA2Bお よ びA3B化 学 構

Fig. 4. Structures of commercially available dendrimer scaffolds bearing amine or alcohol functionalities.
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hyperbranching strategies are illustrated in Figure 5.These core

molecules formed the basis of more complex dendrimer and

glycocluster syntheses. Thus, tris(hydroxymethyl)aminomethane

(TRIS,13)has been commonly used by several groups for di-

rect glycoside attachment(27-28). The resulting glycoconjugates

are however subject to unfavorable steric factors, unless the

"classical"glycoside cluster effect is involved(Fig
.2), imply-

ing again(see introduction)that the multiple glycan copies are

simultaneously implicated into a single active site.

Pentaerythritol 14(29)and its sulfur analog 15(30)have also

been used to construct glycoclusters. Of particular interest is

compound 15 bearing four galabioside residues(Galαl-4Galβ)

linked by a seven atom spacer which showed inhibition of ag-

glutination of human erythrocytes by the Gram-positive bacteria

造 を 図5に 示 す 。 こ れ ら の コ ア 分 子 は 、 更 に 複 雑 な デ ン ド リ

マ ー や グ リ コ ク ラ ス タ ー の 合 成 の 基 盤 を形 作 る 。 トリ ス(ヒ ドロ

キ シ メ チ ル)ア ミ ノ メ タ ン(TRIS,13)が 、 直 接 グ リ コ シ ド付 加

を 目 的 と して 、 い くつ か の グ ル ー プ に よ っ て 共 通 に 用 い ら れ て

き て い る(27-28)。 しか し な が ら 、"古 典 的"グ リ コ シ ド ク ラ ス

タ ー 効 果 が 関 与 し な い 限 り は 、 複 数 の 糖 鎖 コ ピ ー が1つ の 活 性

部 位 に 関 わ る と い う,こと(イ ン トロ ダ ク シ ョ ン参 照)を 含 み な が

ら 、 得 ら れ る 複 合 糖 質 は 望 ま し く な い 立 体 的 フ ァ ク タ ー に 従

う 。 ペ ン タ エ リス リ トー ル14(29)と そ の 硫 黄 類 縁 体15(30)も

グ リ コ ク ラ ス タ ー を 構 築 す る た め に使 わ れ て き た 。 特 に 興 味 深

い の は7原 子 の ス ペ ー サ ー に よ っ て 結 合 さ れ た4残 基 の ガ ラ ビ

オ シ ドを 有 す る 化 合 物15で 、 こ れ は グ ラ ム 陽 性 菌Streptococcus

sunsに よ る ヒ ト赤 血 球 の 凝 集 を ナ ノ モ ル 濃 度(IC503nM)で 阻 害

を 示 し た(30)。 オ リ ゴ ア ミ ン16-17(31-33)や18(34)の よ う な

Fig. 5. Most common scaffolds used in the design of glycodendrimers and glycoclusters.
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Sterptococcus suis at nanomolar c oncentration(IC503nM)(30).

      Oligoamine 16-17(31-33)and branched amino acid such

as 18(34)represent valuable scaffolds onto which were built

glycodendrimers. N, N'-Bis(acrylamido)acetic acid 19(35), to-

gether with hyperbranched L-lysine(36), and PAMAM(37)have

all been used and compared for the attachment of the T-antigen

cancer markerβ-D-Gal-(1,3)-α-D-Gal-OR. In all cases, tet-

rameric structures seemed to be optimal for an IgG inhibition

(38).Aromatic seeding molecules such as 20-21(39-41)and

gallic acid 22(42), including the triphenylene structure 23(43),

calyx[4]arenes 24(44-46), calyx[4]reslorcarenes(47), and por-

phyrin 28(48), were previously used to construct

glycodendrimers having interesting amphiphilic properties.

Compound 23 with long C11 aliphatic spacer showed the ex-

pected discotic liquid crystal behavior while calyx[4]arene/

resorcarene families showed inc1usion properties, a particular-

ity also shared by the cyclodextrin scaffolded glycodendrimers

(49-52).Carbohydrates themselves(27)can serve has excel-

lent scaffolds since they are inherently built with a wide variety

of conformations, stereocenters, and ring-size, thus providing a

large array of possible architectures(53-54). Unfortunately, de-

spite their elegance, these glycodendrimers have not demon-

strated attractive features beyond those already observed from

simpler core structures.

      Additional examples of usefu1 cyclic scaffolds were pro-

vided by azamacrocycles such as 25 and 26(Fig.5)which pro-

vided glycoclusters having several hundred fold binding affini-

ties better than their monovalent counterparts(55). For instance,

1,4,7,10-tetraazacyclododecane(cyclen)(25)and its unsym-

metrical homologue,1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane(cyclam),

whe:n attached by thiourea linkages to fourα-D-mannosides,

prevented the heamagglutination of Type 1 fimbriated E. coli to

Pig erythrocytes by factors of 195 and 780 fold better than me-

thylα-D-mannoside, respectively(55). An even more exciting

result was provided by Fan et al.(56)who designed a pentava-

lent structure derived from 1,4,7,10,13-pentazacyclopentadecane

(26)and bearing β-D-galactopyranoside residues. The structure

was devised to mimic thl oligosaccharide portion of ganglio-

side GM1, the best ligand(IC500.01μM)for the pentameric

AB5 heat-labile enterotoxin(LT)from E. coli, a close relative of

cholera, shiga-like, and pertussis toxins. The flexible linkers'

length between the azamacrocycle and the carbohydrate motif

were systematically varied and the most active inhibitor showed

an IC50 that was 105-fold better than galactose(0.56μM). The

optimum linker had an effective length of 50 A(175 A in its

extended conformation)and was composed of two squarate units

together with an oligoethylene glycol α,ω-diamine(4,7,19-

trioxa-l,13-tridecanediamine). This complex structure is some-

what analogous to the 'STARFISH'cluster previously described

by Kitov et al.(57)who synthesized 10 copies of the Pk trisac-

charide mounted onto a central glucose residue and which

分 岐 ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 上 に グ リ コ デ ン ド リ マ ー が 構 築 さ れ る た

め の 有 用 な格 子 の 代 表 例 で あ る。N,N'-ビ ス(ア ク リ ル ア ミ ド)酢

酸 は 、 高 度 分 岐 のL-リ ジ ン(36)やPAMAM(37)と 共 に 用 い られ 、

T抗 原 ガ ン マ ー カ ー で あ る β-D-Gal-(1,3)-α-D-Gal-ORの 付 加 に 関

して 比 較 さ れ て い る 。 全 て の ケ ー ス で 、4量 体 構 造 がIgGの 阻

害 に 対 し て 最 適 で あ る(38)。20-21(39-41)や 没 食 子 酸22(42)の

よ う な 芳 香 族 シ ー ド分 子(そ の 中 に は ト リ フ ェ ニ レ ン構 造23

(43)、 カ リ ッ ク ス[4]ア レ ン24(44-46)、 カ レ ッ ク ス[4]レ ゾ ル

カ レ ン(47)や ポ ル フ イ リ ン28(48)を 含 む)は 、 興 味 深 い 両 親 媒

性 の 性 質 を 持 つ グ リ コ デ ン ド リマ ー を 構 築 す る た め に 使 わ れ て

き た 。C11の 長 さ の ス ペ ー サ ー を 持 つ 化 合 物23は デ ィ ス コ

テ ィ ッ ク 液 晶 の 挙 動 を 示 し 、 一 方 カ リ ッ ク ス[4]ア レ ン/レ ゾ

ル カ レ ン フ ァ ミ リ ー は 抱 接 の 性 質 を 有 す る 。 こ の 特 殊 な 性 質 は

シ ク ロ デ ス ト リ ン を 格 子 と す る グ リ コ デ ン ド リ マ ー に よ っ て も

共 有 さ れ た(49-52)。 糖 は 、 本 来 広 い 範 囲 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ

ン、 立 体 中 心 、 環 の 大 き さ を持 っ て 組 み 立 て ら れ て い る の で 、

そ れ 自 身 優 れ た 基 本 格 子 と し て 役 立 つ こ と が で き 、 数 多 くの 構

築 可 能 物 を 与 え る(53-54)。 残 念 な が ら 、 そ の 洗 練 さ に も か か わ

らず 、 こ れ ら の グ リ コ デ ン ド リ マ ー は よ り単 純 な コ ア 構 造 の も

の か ら観 察 さ れ て い る 以 上 に は 魅 力 的 な 特 性 を 示 さ な か っ た 。

  有 用 な 環 状 格 子 の さ ら な る例 が 、25や26(図5)の よ う な ア

ザ マ ク ロ 環 に よ っ て 提 供 さ れ て い る 。 こ れ ら は 対 応 す る1価 の

も の よ り数 百 倍 強 い 親 和 性 を 持 つ グ リ コ ク ラ ス タ ー を 与 え た 。

例 え ば 、1,4,7,10-テ トラ ア ザ シ ク ロ ドデ カ ン(シ ク レ ン)(25)と そ

の 非 対 称 同 族 体 、1,4,8,11-テ トラ ア ザ シ ク ロ テ トラ デ カ ン(シ

ク ラ ム)は 、 チ オ ウ レ ア 結 合 に よ っ て4つ の α-D-マ ン ノ シ ド と

結 合 させ た と き 、1型 戻 状E.Coliの ブ タ赤 血 球 へ の 凝 集 を メ チ

ル α-D-マ ン ノ シ ドに 比 べ195倍 と780倍 の 強 さで そ れ ぞ れ 防 御

し た(55)。 さ ら に 興 奮 す る よ う な 結 果 がFanら に よ っ て 得 ら れ

て い る(56)。 彼 ら は1,4,7,10,13-ペ ン タ ア ザ シ ク ロ ペ ン タ デ カ

ン(26)か ら誘 導 さ れ 、 β-D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド残 基 を 持 つ5価

の 構 造 を デ ザ イ ン した 。 そ の 構 造 は 、 コ レ ラ トキ シ ン 、 シ ガ ラ

イ ク トキ シ ン 、 百 日 咳 トキ シ ン と非 常 に 近 い 関 係 に あ るE.Coli

の5量 体 のAB5熱 不 安 定 外 毒 素(LT)の 最 適 な リ ガ ン ドで あ る 、

ガ ン グ リ オ シ ドGM1の オ リ ゴ 糖 部 分 を 模 倣 し て 考 案 さ れ た 。

ア ザ マ ク ロ 環 と糖 と の 間 の 柔 軟 性 の 有 る リ ン カ ー の 長 さ が 系 統

的 に変 化 さ れ 、 最 も活 性 の 強 い 阻 害 剤 は ガ ラ ク トー ス(0.56μM)

に 比 べ,105倍 強 いIC50を 示 し た 。 最 適 の リ ン カ ー は50A有 効

長(伸 長 し た コ ン フ ォ メ ー シ ョ ンで は175Aを 持 ち 、 オ リ ゴ エ

チ レ ン グ リ コ ー ル α,ω-ジア ミ ン(4,7,19-ト リ オ キ サ-1,13-ト リデ

カ ン ジ ア ミ ン ン)と と も に 、2つ の ス ク ワ レ ー ト単 位 か ら構 成 さ

れ て い る 。 こ の 複 雑 な 構 造 は 、Kitovら に よ っ て 以 前 報 告 さ れ た

"STARFISH"(57)に い くぶ ん 類 似 し て い る
。 彼 は 、 中 央 の グ ル

コ ー ス 残 基 に 結 合 し た10コ ピ ー のPK三 糖 を 合 成 し 、 得 ら れ た

分 子 は5価 の シ ガ ラ イ ク トキ シ ン(SLT)に 対 し て 単 量 体 のGb3
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showed 106-fold enhanced inhibitory potency over the monova-

lent version of the Gb3 trisaccharide toward the pentavalent

Shiga-like toxin(SLT). A more rationally designed dimer with a

shorter tether linkage was recently synthesized by the same group

(58).These and related structures were shown to be active in in
vivo experiments against challenged mice with enterohemorrhagic

E.coli, thus demonstrating the potential therapeutic usefulness

of carbohydrate-based receptor inhibitors(59).

D-3.Drawback of Globular Dendrimers

      One of the maj or drawback of the above glycodendrimers

is the over crowding of the poorly accessible surface glycans of

the higher dendrimer generations, thus illustrating the limits of

both approaches. In fact, most observations, based on the bind-

ing affinities of large glycodendrimers(>32 saccharides)with

their protein receptors, clearly indicated that the binding effi-

cacy on a per saccharide basis was dramatically decreased at

higher loading density simply because of the lesser accessibil-

ity of the sugar ligands. Thus, the so-called multivalent effect

normally reaches a maximum from lower dendrimer generation,

三糖 に比べ106程 度増強 され た阻害能 を示 した。 よ り合理 的に

デザ インされた、短い鎖 で結合 した二量体が同 じグルー プに よ

り合成 された。 これ らお よびその関連構造 は、腸管 出血性大腸

菌 を投与 したマ ウスに対す るin vivo実験で、活性 があることが

見出 された。 この結果は、糖 に基づいた受容体 阻害剤の治療剤

と しての有用性 を示 してい る。

D-3.球 状デン ドリマーの欠点

  上記のグ リコデ ン ドリマーの主な欠点 の1つ が、高次のデ

ン ドリマーが持つ、接 近が困難 な表面糖鎖の過剰 な混み合いで

ある。 これは両方のアプローチの限界 を示 している。事実、大

きなデ ンドリマー(32糖 以上)と タンパ ク質受容体 との結合親和

性 において、糖単位あた りの結合効率は高い装填密度で劇的に

減少 した とい う結果が多 く得 られ た。 これは単純 に、糖 リガン

ドの接 近性 の減少 による もの と考 えられ る。つ まり、いわゆる

多価効果は低次の デン ドリマー世代で最高に達 し、その効果は

そ の後 デ ン ドリマー世代が 成長す るにつれ て、次 第 に減少 す

る。 この問題 に対す る直接 的な解決法が提案 されている。その

Fig.6. First example of a poly(amidoamine)(PAMAM)dendrimer bearing sialosides that are more readily accessible using
divergent synthesis with intercalating tris(hydroxymethyl)aminomethane capping residues.
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after which the effect gradually decreases as the dendrimer gen-

eration grows up. A straightforward solution to this problem has

been proposed wherein;the glycans were inter-spaced with
"dummy"functionalities(ex. water-soluble OH groups)to re-

gain carbohydrate accessibility(60). The first example where
this strategy was applied is illustrated by the sialylated PAMAM

structure(32)shown in Figure 6. The synthetic plan was based

on the partial capping of intermediate dendrimer half-genera-

tion(ester-ending)with tris(hydroxymethyl)aminomethane

(TRIS,13)to provide triol groups interspacing the next genera-
tion obtained by the treatment of remaining methyl esters with

ethylenediamine. Unfortunately, several structures related to 32

failed to show improved binding with the heamagglutinins from
influenza viruses(60). This concept has been further exploited

with mannosylated/hydroxylated PAMAM dendrimers and their

relative binding with the model lectin Concanavalin A from

Canavalia ensiformis(ConA)measured(61). The latter results

illustrated the possibility of clustering a certain number of ConA

tetramers onto PAMAM of generation 3 to 6, a situation already

encountered with the preparation of dendritic megamers(62).

In this study, it was shown that 25 ConA molecules could be

anchored to PAMAM generation 6 containing-180 mannose

residues.

      The accessibility issues of the exposed carbohydrate

ligands can also be solved by using dendrons rather than

dendrimers. Dendrons, as opposed to the globular shape of

dendrimers, are partial constitutents made en route to the more

complex structures. They correspond to a"quadrant"of the en-

tire molecule, as shown by intermediate 11 in Figure 3. In fact,

the first entry(1)into these novel biomacromolecules was made

of hyperbranched L-lysine scaffolds and sialic acid, as origi-

nally proposed by Denkewalter et al.(63)and further exploited

in multiple antigen peptides(MAP)pioneered by Tam et al.(64)

方 法 で は 、 糖 の 接 近 性 を 回 復 す る た め に 、"ダ ミー"の 官 能 基

(例 え ば 水 溶 性 のOH基)に よ っ て 糖 鎖 の 間 合 い が 取 ら れ て い る 。

こ の 戦 略 が 応 用 さ れ た 最 初 の 例 が 、 図6の シ ア リ ル 化PAMAM

構 造(32)に よ っ て 示 さ れ て い る 。 合 成 計 画 は 、 中 間 体 の デ ン ド

リ マ ー の ハ ー フ 世 代(エ ス テ ル 末 端)の ト リ ス(ヒ ドロ キ シ メ チ

ル)ア ミ ノ メ タ ン(TRIS, 13)に よ る 部 分 的 な 保 護(キ ャ ッ ピ ン グ)

に 基 づ い て お り、 残 っ て い る メ チ ル エ ス テ ル を エ チ レ ン ジ ア ミ

ン で 処 理 す る こ と に よ り、 ト リ オ ー ル が 間 合 い を 取 っ て い る 次

の 世 代 が 得 ら れ る 。 残 念 な こ と に 、32に 関 連 す る い くつ か の 構

造 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 由 来 の 凝 集 素 に 対 して 更 に 良 い

結 合 は 示 さ な か っ た(60)。 こ の コ ン セ プ トは 、 マ ン ノ シ ル 化/

ヒ ドロ キ シ ル 化 さ れ たPAMAMデ ン ドリ マ ー に よ っ て 更 に発 展

さ れ 、Canavalis ensiformis由 来 のConcanavalinA(ConA)と の 相

対 的 結 合 性 が 測 定 さ れ た(61)。 後 者 の 結 果 か ら、 あ る 数 のConA

テ ト ラ マ ー が3か ら6の 世 代 のPAMAMの 上 に ク ラ ス タ ー 化

す る可 能 性 が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 既 に樹 状 の メ ガ マ ー の 調 製 で

見 出 さ れ て い る も の で あ る(62)。 こ の 研 究 で 、25個 のConA分

子 が180個 の マ ン ノ ー ス 残 基 を 含 む6世 代 のPAMAMに つ な

ぎ 止 め ら れ る こ とが 示 され た 。

  外 側 に 向 い た 糖 リ ガ ン ドの 接 近 性 に 関 す る 問 題 は 、 デ ン ド

リマ ー で は な く デ ン ド ロ ン を 用 い る こ と に よ っ て も 解 決 さ れ

る 。 デ ン ド ロ ン は 、 デ ン ド リ マ ー が 球 状 の 形 で あ る の に 対 し

て 、 よ り複 雑 な 分 子 の 合 成 の 途 中 で 作 ら れ る 部 分 的 な 構 成 成 分

で あ る 。 こ れ ら は 図3の 中 間 体11で 表 さ れ る よ う に 、 完 全 な

分 子 の"4分 円"に 相 当 す る 。 実 際 に 、 こ の 新 規 な 生 物 高 分 子

の 最 初 の エ ン トリ ー は 、 高 度 に 分 岐 し たL-リ ジ ン の 基 本 格 子 と

シ ア ル 酸 か ら作 ら れ た 。 こ れ は 当 初Denkewalterら(63)に よ り

提 案 さ れ 、 さ ら に 、 ワ ク チ ン と し て の 目 的 の た め にTamら(64)

に よ っ て 開 発 さ れ た マ ル チ 抗 原 ペ プ チ ド(MAP)に よ っ て 更 に 発

Fig.7. Hyperbranched, commercially available poly-L-lysine(7.1)and its mannosylated glycodendron(7.3)used for the
inhibition of fimbriated E. coli. Linear mannosylated poly-L-lysine(7.2, M6L5)showing strong avidity(Ki 0.5nM)against human mannose
receptors on dendritic cells.
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for vaccines purposes. Both Fmoc-and Boc-protected

hyperbranched L-lysine(7.1)are also commercially available

and an unprotected 16-mer version bearing D-mannosides(7.3)

is illustrated in Figure 7 below. Dendrimer 7.3 was synthesized

from the polymer bound hyperbranched L-lysine which was elon-

gated at both N-α and N-ε-amino residues with N-

chloroacetylglycylglycine, followed by an SN2 reaction with

peracetylated para-(3-thioacetyl)propionamidophenyl α-D-

mannopyranoside using our initial procedure(1). This structure

was shown to be extremely potent against fimbriated E. coli

K12 as it could inhibit the binding of radiolabeled 125I-mannose-

BSA neoglycoprotein conjugates at nanomolar level(14.4 nM

per mannoside residues)(65). The success of this strong inhibi-

for was attributed to the fact that this cluster could span a dis-

tance of at least 20 nm between distant mannosides together

展 し た 。FmocとBocの 両 方 で 保 護 し た 高 度 分 岐L-リ ジ ン(7.1)

も市 販 さ れ て お り、D-マ ン ノ シ ドを 持 つ 無 保 護 の16マ ー 体(7.3)

が 図7の 下 に 図 示 して あ る 。 デ ン ド リ マ ー7.3は ポ リ マ ー が 結

合 した 高 分 岐L-リ ジ ン か ら合 成 さ れ 、 そ れ はN-α とN-ε-ア ミ ノ

残 基 の 両 方 がN-ク ロ ロ ア セ チ ル グ リ シ ル グ リ ジ ンで 伸 長 され 、

そ の 後 、 我 々 の 最 初 の 方 法(1)を 用 い る 完 全 ア セ チ ル 化 パ ラ-(3-

チ オ ア セ チ ル)プ ロ ピ オ ナ ミ ド フ ェ ニ ル α-D-マ ン ノ ピ ラ ノ シ ドと

のSN2反 応 が 続 く。 こ の 構 造 は 、 政 射 能 標 識 し た125Iマ ン ノ ー

ス-BSAネ オ グ リ コ プ ロ テ イ ン 複 合 体 の 結 合 を ナ ノ モ ル レ ベ ル

(マ ン ノ ー ス 残 基 あ た り14.4nM)で 阻 害 す る こ と が で き 、 房 状

E.Coli K 12に 対 し て 極 め て 有 効 で あ る こ と が 示 され た(65)。 こ

の 強 力 な 阻 害 剤 の 成 功 は 、 こ の ク ラ ス タ ー が 、 芳 香 環 の ア グ リ

コ ン も含 め て 、 隔 て ら れ て い る マ ン ノ シ ド間 を 少 な く と も20

nMの 間 隔 で 保 持 し な が ら束 ね られ る とい う事 実 に 帰 す る 。 こ れ

は 、 迅 速 に 動 く房 に 都 合 良 く受 け 入 れ ら れ る こ と を 可 能 に す

Table Ⅰ. Chemical ligation methods most commonly used for glycodendrimer and glycocluster syntheses.

c2003 FCCA (Forum: Carbohydrates Coming of Age)
301



Trends in Glycoscience and Glycotechnology 
Vol.15 No.85 (September 2003) pp.291-310

Table 1.(Cnnt d)

with the aromatic aglycone, a situation that could be well ac-

commodated with rapidly moving fimbria. Interestingly, this

family of mannosylated dendrimers showed only micromolar

inhibitory potencies against ConA(1.6μM)and pea lectin(Pisum

sativum)(1.8μM)binding to yeast mannan from Saccharomy-

ces cerevisiae(66). An analogous series of mannosylated clus-

ters(67), including replacement of D-mannoside residues by D-

quinic and shikimic acids mimetics(68)has also been disclosed

that target human dendritic cells(69). These observations point

toward the fact that care must be exercised when testing a fam-

ily of glycoclusters against a given receptor and that general

conclusions should not be drawn from a limited number of in-

hibitory experiments since much higher potencies could be ob-

served with different topologically clustered receptors as recently

observed with multivalent lactosides(70).

D-4.Chemical Ligation Strategies

      The chemical ligation of carbohydrate ligands to pre-

る 。 興 味 深 い こ と に 、 こ の フ ァ ミ リ ー の マ ン ノ シ ル 化 デ ン ド リ

マ ー は 、Saccharomyces cerecisiae由 来 酵 母 マ ン ナ ン へ のConA

(1.6μM)や 豆 レ ク チ ン(Pisum sativum)(1.8μM)の 糸吉合 を ミ リモ

ル レベ ル で し か 阻 害 し な い(66)。D-マ ン ノ シ ド残 基 をD-キ ナ 酸 や

シ キ ミ酸 ミ ミ ッ ク で 置 換 を した マ ン ノ シ ル 化 ク ラ ス タ ー 類 縁 体

(67、68)も 、 標 的 が ヒ ト樹 状 細 胞 で あ る こ と が 明 ら か に され た

(69)。 こ れ ら の 実 験 結 果 は 、 与 え られ た 受 容 体 に 対 し て グ リ コ ク

ラ ス タ ー フ ァ ミ リ ー を 試 験 す る と き に は 注 意 を 払 わ な け れ ば な

ら な い こ と 、 そ し て 限 ら れ た 数 の 阻 害 実 験 か ら は 一 般 的 な 結 論

を 引 き 出 せ る と は 限 ら な い こ と を 指 摘 し て い る 。 と い う の も、

最 近 多 価 の ラ ク トシ ドを 用 い た 実 験(70)で 見 ら れ た よ う に 、 は

る か に 高 い 能 力 が 異 な っ た 位 相 の ク ラ ス タ ー 化 受 容 体 を 用 い て

観 察 さ れ た か ら で あ る 。

D-4.ケ ミ カ ル ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス トラ テ ジ ー

  糖 リ ガ ン ドの デ ン ド ロ ンや デ ン ド リマ ー へ の 化 学 結 合(ケ ミ

c2003 FCCA (Forum: Carbohydrates Coming of Age)302



Trends in Glycoscience and Glycotechnology 
Vol.15 No.85 (September 2003) pp.291-310

formed dendrons and dendrimers must be the result of efficient

processes.This is particularly through with complex glycan struc-

tures. Table Ⅰ summarizes the various chemical reactions most

frequently used to achieve these goals. In this respect, the level

of sophistication has gradually increased. From the classical

direct amides formation, ligations now involve thioureas,

thioethers, Shiff bases followed by reduction(reductive

amination), lactones and N-carboxyanhydrides ring-opening,

carbamates, acetals, cross-couplings, and Bipolar cycloadditions

(entry 13-15). Obviously, direct glycosidations of polyols con-

tinued to be used with various glycosyl donors(entry 18).

E.Enzymatic Assembly of Complex Glycodendrimers

      Rather complex glycodendrimers can be easily prepared

using a combination of chemical reactions and enzymatic

glycosylation. In this approach, simple monosaccharides are

initially attached to the scaffolds and the remaining sugars are

enzymatically attached using the required glycosyl transferases

and sugar nucleotides. Octameric dendritic N-acetyllactosamine

(71)and sialyl Lewisx(72)were thus built onto hyperbranched

L-lysines using initially installed D-GlcNAc moieties chemically

linked by thioether linkages(71,72). These valuable

glycodendrimers were used for the inhibition of erythrocyte bind-

ing by the family of selectins. Kobayashi et al.(73)also used

the enzyme Endo M to transfer a large oligosaccharide portion

onto pre-built glucoside clusters.

F."Rapid"Assembly of Glycodendrimers and Glycoclusters

      The chemical complexity of some of the above processes

カ ル ラ イ ゲ ー シ ヨ ン)は 、 能 率 的 な プ ロ セ ス の 結 果 で な け れ ば な

ら な い 。 こ れ は 特 に 複 雑 な 糖 鎖 の 場 合 に 必 要 で あ る 。 表 Ⅰに 、

ゴ ー ル に 到 達 す る た め に 最 も頻 繁 に用 い ら れ て い る種 々 の 化 学

反 応 が ま と め て あ る 。 こ の 項 目 に お い て 洗 練 さ の レ ベ ル は徐 々

に上 昇 して い る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 古 典 的 な ア ミ ド形 成 か ら 始

ま っ て 、 今 で は チ オ ウ レ ア 、 チ オ エ ス テ ル 、 還 元 を伴 う シ ッ フ

塩 基(還 元 的 ア ミ ノ 化)、 ラ ク ト ン とN-カ ル ボ キ シ ア ン ヒ ド リ ド

の 開 環 、 カ ー バ メ ー ト、 ア セ タ ー ル 、 交 差 結 合 、 双 極 子 環 状 付

加(エ ン ト リ ー13～15)を 含 む 。 明 白 な こ と で は あ る が 、 ポ リ

オ ー ル へ の 直 接 グ リ コ シ ド化 も 種 々 の 糖 供 与 体 を用 い て 続 け ら

れ て い る(エ ン ト リ ー18)。

E.複 雑 な グ リ コ デ ン ドリ マ ー の 酵 素 的 構 築

  か な り複 雑 な グ リ コ デ ン ド リマ ー が 、 化 学 反 応 と酵 素 的 グ

リ コ シ ル 化 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 容 易 に 調 製 さ れ 得 る 。 こ の 方

法 で は 、 ま ず 単 糖 が 格 子 に 付 加 さ れ 、 そ の 他 の 糖 は 必 要 な 糖 転

移 酵 素 と 糖 ヌ ク レ オ チ ド を 使 っ て 酵 素 的 に 結 合 さ れ る 。 チ オ

エ ー テ ル 結 合 で 化 学 的 にD-GlcNAcが 挿 入 さ れ た 高 分 岐L-リ ジ

ン の 上 で 、8量 体 の 樹 状N-ア セ チ ル ラ ク トサ ミ ン(71)と シ ア リ

ル ル イ スX(72)が 構 築 さ れ た(71、72)。 こ れ ら の グ リ コ デ ン ド

リ マ ー は 、 セ レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー に よ る 赤 血 球 の 結 合 を 阻 害 す

る た め に用 い ら れ た 。Kobayashiら は 、 予 め 作 られ た グ ル コ シ ド

ク ラ ス タ ー へ 大 き な オ リ ゴ 糖 部 分 を 転 移 させ る の にEndoM酵 素

を 用 い た(73)。

F.グ リ コ デ ン ド リ マ ― と グ リ コ ク ラ ス タ ― の 迅 速 な 構 築

  上 述 の プ ロ セ ス の い く つ か は 、 化 学 的 に 複 雑 で あ り、 多 価

Fig.8. One step covalent assembly of glycodendrimers bearing α-D-mannopyrasides using benzannulation reactions cata-

lyzed by dicobalt octacarbonyl in refluxing dioxane.
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has led several chemists to propose more rapid syntheses of

glycodendrimers and glycoclusters by reactions involving single

step assembly of multivalent structures. Therefore, using transi-

tion metal-catalyzed transformations, it has been possible to form
"molecular asterisks"bearing 3 or 6 carbohydrate resid

ues us-

ing alkyne-containing derivatives. Thus, dimers 33 or 34 could

be benzannulated by dicobalt octacarbonyl(Co2(CO)g)into

hexamers 35 and 36 in good yields(Fig.8)(74). The resulting

architectures barely retained water-solubility when monosac-

charides were attached but regained acceptable solubility with

more complex saccharides anchored. With mannosides as

ligands, these clusters can readily form cross-linked lattices with

ConA(75).

      Another entry into this strategy was recently featured by

our group where palladium(0)catalysts could afford efficient

multiple Sonogashira cross-coupling reactions between sugar

alkynes such as 37 and multivalent aryl halides(38,39)to pro-

vide lactosides 41 and 43 after sugar deprotection under Zemplen

conditions(Fig.9)(76). Tetramer 43 had interesting binding

properties with galectins 1 and 3 and showed for the first time

that receptor selectivity could be achieved with appropriate clus-

ter design while keeping the sugar ligand identical(70). The

behavior of analogous clusters built with the Galili antigen

(Galα(1,3)-Galβ)also showed improved binding properties to

human IgG(77). The above structures were constructed to af-

ford"rigidified"linkers from which it was expected that en-

tropic penalties would be less upon binding to their reciprocal

構 造 の 一段 階 構 築 を 含 む 反 応 系 に よ っ て グ リ コ デ ン ドリ マ ー や

グ リ コ ク ラ ス タ ー を も っ と 迅 速 に 合 成 す る 方 法 が 、 何 人 か の 化

学 者 に提 案 さ れ て き た 。 ア ル キ ン含 有 誘 導 体 を 材 料 に 用 い 、 遷

移 金 属 触 媒 に よ る 変 換 に よ っ て3も し く は6残 基 の 糖 残 基 を持

つ"分 子 ア ス テ リ ス ク"を 形 成 す る の が 可 能 に な っ た 。 具 体 的

に は 、 ダ イ マ ー33も し くは34が コ バ ル ト錯 体(CO2(CO)8)に

よ っ て ベ ン ズ ア ニ ュ レ ー ト化 さ れ 、 好 収 率 で ヘ キ サ マ ー の35と

36へ 導 か れ た(図8)(74)。 結 果 と し て 得 られ た 構 築 物 は 、 単 糖

が 結 合 した 時 に は 水 溶 性 が ほ と ん ど保 持 さ れ て い な い が 、 よ り

複 雑 な 糖 が 結 合 さ れ た 時 に は 妥 当 な 溶 解 性 が 得 ら れ た 。 リ ガ ン

ド と して マ ン ノ シ ドを 用 い る と 、 こ れ ら の ク ラ ス タ ー はConA

を 持 つ 交 差 結 合 格 子 を 容 易 に 形 成 す る こ と が で き る(75)。

  こ の 戦 略 へ の も う1つ の エ ン ト リ ー が 最 近 我 々 の グ ル ー プ

に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 。 こ の 方 法 で は 、 パ ラ ジ ウ ム(O)触 媒

が 、37の タ う な 糖 ア ル キ ン と多 価 の ア リ ル ハ ラ イ ド(38,39)の

間 の 複 雑 のSonogashiraク ロ ス カ ッ プ リ ン グ 反 応 を 高 率 良 く達 成

し、Zemplen条 件 で の 糖 部 分 の 脱 保 護 の 後 、 ラ ク トシ ド41と42

を 与 え た 。4量 体43は ガ レ ク チ ン1と3を 用 い た 時 に 興 味 深 い

結 合 性 を 持 ち 、 糖 リ ガ ン ド を 同 一 に 保 ち な が ら 適 当 な ク ラ ス

タ ー の デ ザ イ ン に よ って 受 容 体 選 択 性 が 達 成 さ れ る こ と を 初 め

て 示 した(70)。 ガ リ リ抗 原(Galα(1,3)-Galβ)を 用 い て 作 られ た 類

似 の ク ラ ス タ ー も ヒ トIgGに 対 し て 改 善 され た 結 合 性 を 示 した

(77)。 上 述 の 構 造 は 構 築 さ れ た 後 に"強 直 な"リ ン カ ー を与 え 、

そ の 構 造 か ら は 、 互 い の 受 容 体 と の 結 合 に 際 して エ ン トロ ピ ー

的 な 不 利 が 少 な い で あ ろ う と い う こ とが 期 待 さ れ た 。 こ の プ ロ

Fig.9. Single step multiple assembly of lactose clusters based on the cross-coupling palladium(0)catalyzed Sonogashira
reaction between propargyl lactosides and polyvalent aryl iodides of varied posiotional isomers.

c2003 FCCA (Forum: Carbohydrates Coming of Age)
304



Trends in Glycoscience and Glycotechnology 
Vol.15 No.85 (September 2003) pp.291-310

receptors. The chemical efficiency of this process was recently

adapted to per-alkynylated β-cyclodextrins(78). Additionally,

chemical ligations using coper(Ⅰ)-catalyzed regioselective 1,3-

dipolar cycloadditions between azides and alkynes have also

been successfully put into practice with β-cyclodextrins and other

scaffolds(79,80).

G."Smart"Glycodendrimers

      Several latest methodologies have been added to the in-

creasing arsenal of useful glycodendrimer preparation. Amongst

these, those involving combinatorial syntheses(81-83)of cy-

clic peptide scaffolds of varied size and rigidity have addressed

an important issue, that is, in many cases, the structural 3D-

identities(topology)and the functional valencies of the natu-

rally occurring receptors are, in most cases simply unknown.

Examples include cyclic peptides 29-31(Fig.5). A practical case

of the later situation is found with the collectins which may ex-

ist as either trimer,12-mer(conglutinin), or hexamer of trimers

(18-mer, mannose binding proteins(MBP)(84).

      Aconceptually innovative approach has been recently

developed wherein glycoclusters having labile functionalities

that may rapidly interconvert in solutions(disulfides, hydrazones,

imines, metal coordination, etc.)are left to equilibrate to select

one another for the best fit to the binding site of interest. This

strategy, coined"dynamic combinatorial chemistry"(DCC)was

used to generate carbohydrate libraries and mannoside ligands

were identified that bound ConA(85). The process allows self-

assembly and selected recombination into what was termed adap-

tive chemistry. More recently, acyl hydrazones were employed

to generate oligotopic carbohydrate library of 474 different spe-

ties from which, a trivalent tris-mannoside was selected for ConA

(86).Avariant of this approach relies on π-stacking of a family

of aromatic glycodendrimers which has been applied to

xenoantigens(87). The dendrimers were shown to reduce the

anti-αGal(Galili antigen)IgM to 20% of their initial values in

sera of cynomolgus monkeys. Moreover, the cytolytic activity

of the sera was completely abolished, thus demonstrating once

again, the potential therapeutic values of glycodendrimers.

      As mentioned above, transition metal coordination could

be advantageously manipulated to provide self-assembly of

glycoclusters. Pioneering work by Sakai et al.(88,89)used the

powerful combination of GalNAc-derived bipyridine units that

were coordinated into rapidly equilibrating A-fac/A-mer and △-

fac/O-mer stereoisomers. The plant lectins from Glycin max and

Vicia villosa B4 selected the A-fac and the△-mer isomers, re-

spectively. Roy and Kim further explored the above strategy to

generate bipyridine-containing glycodendrimers that were self-

assembled with either iron(Ⅱ)or copper(Ⅱ)ions. A strong mul-

tivalent effect was noticed. Interestingly, the copper(Ⅱ)clusters

(8-mer)formed a regular'ladder-type'structure(44)(Fig. 10)

and the best candidate showed a 259-fold increased inhibitory

セ ス の 化 学 的 有 効 性 は 、 最 近 、 完 全 ア ル キ ニ ル 化 β-シク ロ デ キ

ス ト リ ン に 応 用 さ れ た(78)。 更 に ア ジ ド と ア ル キ ンの 間 の 銅(Ⅰ)

触 媒 に よ る1,3-双 極 子 環 状 付 加 に よ る ケ ミ カ ル ラ イ ゲ ー シ ョ ン

も β-シク ロ デ キ ス ト リ ンや そ の 他 の 基 本 格 子 を 用 い て 首 尾 良 く

実 行 さ れ て い る(79、80)。

G."ス マ-ト"グ リ コ デ ン ド リ マ ー

  最 近 の 方 法 論 が い くつ か 、 有 用 な グ リ コ デ ン ド リ マ ー の 調

製 とい う拡 大 しつ つ あ る"兵 器 庫"(arsenal)に 加 え ら れ て き た 。

こ れ らの 中 で 、 多 様 な 大 き さ と 堅 固 さ の 環 状 ペ プ チ ド格 子 の コ

ン ビ ナ トリ ア ル 合 成 を 含 む も の が 重 要 な 方 法 論 と な っ て い る 。

多 く の 場 合 に お い て 、 天 然 に 存 在 して い る 受 容 体 の 構 造 的 な3

次 元 同 一 性(位 相)と 官 能 基 の 価 数 は ほ と ん ど知 られ て い な い 。

こ れ ら の 例 と して 環 状 ペ プ チ ド29～31(図5)が 含 ま れ る 。 最

近 、 実 際 的 な例 が3量 体 、12量 体(コ ン グ ル チ ニ ン)、 も し く は

3量 体 の6量 体(18量 体 マ ン ノ ー ス 結 合 タ ンパ ク 質(MBP)と し

て 存 在 す る コ レ ク チ ン を 用 い て 見 い だ さ れ て い る(84)。 概 念 的

に 革 新 的 な 方 法 が 最 近 開 発 さ れ た 。 そ の 方 法 で は 、 溶 液 中 で 素

早 く変 換 す る 官 能 基(ジ ス ル フ ィ ド、 ヒ ドラ ゾ ン、 イ ミ ン、 金 属

配 位 な ど)を 持 つ グ リ コ ク ラ ス タ ー が 平 衡 状 態 に な り、 興 味 の あ

る 活 性 部 位 に 最 も 良 く適 合 す る た め に 、 互 い に 選 択 す る と い う

も の で あ る 。 糖 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー を作 る た め に 、"ダ イ ナ ミ ッ ク

コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス トリ ー"DCCと 名 付 け ら れ て い る こ の

新 しい 戦 略 が 用 い られ 、ConAに 結 合 す る マ ン ノ シ ド リ ガ ン ドが

同 定 さ れ た(85)。 こ の プ ロ セ ス は 自 己 組 織 化(self-assembly)と

選 択 再 組 み 換 え(selected recombination)を ア ダ プ テ ィ ブ ケ ミス ト

リ ー と 名 付 け ら れ た 分 野 に 組 み 入 れ る 。 よ り最 近 に な っ て 、474

の 分 子 種 か ら な る オ リ ゴ トピ ッ ク な糖 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー が ア シ ル

ヒ ドラ ゾ ン を 使 っ て 作 り出 さ れ 、 そ の 中 か らConAの リ ガ ン ド

と し て3価 の ト リ マ ン ノ シ ドが 選 択 さ れ た(86)。 こ の ア プ ロ ー

チ の 変 法 が 芳 香 族 の グ リ コ デ ン ド リマ ー フ ァ ミ リー の π-ス タ ッ

キ ン グ に 基 づ い て 考 案 さ れ て お り、 異 種 抗 原 に 応 用 さ れ て い る

(87)。 得 られ た デ ン ド リマ ー が シ ノ モ ル ガ ス モ ン キ ー の 血 清 にお

け る 抗 αGal(ガ リ リ抗 原)IgMの 抗 体 価 を 初 期 値 の20%に 減 少

させ る こ とが 示 さ れ た 。 更 に 血 清 の 細 胞 阻 害 活 性 が 完 全 に消 失

し 、 グ リ コ デ ン ド リ マ ー の 治 療 剤 と し て の 価 値 が 高 い こ と が 改

め て 示 され た 。 上 述 し た よ う に 、 遷 移 金 属 の 配 位 は グ リ コ ク ラ

ス タ ー の 自 己 組 織 体 を 与 え る た め に好 都 合 に 操 作 す る こ と が で

き る 。Sakaiら に よ る 先 駆 的 研 究(88、89)で はGalNAc由 来 の ビ

ピ リ ジ ンユ ニ ッ トの 強 力 な 組 み 合 わ せ が 用 い られ 、 こ れ ら の 化

合 物 は 配 位 に よ っ てA-fac/A-merと △-fac/△-mer立 体 異 性 の

速 い 平 衡 に 達 し た 。Glycin maxとVicia villosa B4由 来 の 植 物 レ

ク チ ン は 、A-facとA-merを そ れ ぞ れ 選 択 した 。RoyとKimは

上 述 の 戦 略 を 鉄(Ⅱ)か 銅(Ⅱ)の ど ち ら か で 自 己 組 織 化 す る ビ ピ

リ ジ ン含 有 デ ン ド リ マ ー を 作 り出 す た め に 、 更 に 応 用 し、 強 い

多 価 効 果 が 認 め ら れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 銅(Ⅱ)ク ラ ス タ ー(8

量 体)は 通 常 の"ハ シ ゴ 型"構 造(44)(図10)を 形 成 し、 最 良 の

も の は 、 ア シ ア ロ グ ル コ ホ リ ン と パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 のVicia

cillosaに 対 す るELLAフ ォ ー マ ッ トで 試 験 し た 時 、259倍 の 阻
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Fig.10. Structure 44 bearing eight α-GalNAc residues(Tn antigen)prepared by the single step self-assembly of tetrameric

bipyridine core using copper(Ⅱ)coordination. The molecule forms red octahedral 12-mer complex when iron(Ⅱ)species are used for

coordination.

Fig.11. Lactoside clusters showing selectivity against galectins 1,3, and 5(45)versus the hepatic asialoglycoprotein recep-
tors(46).
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potencies when tested in an ELLA format against

asialoglycophorin and horseradish peroxidase-labeled Vicia

villosa(90,91). The group of Kobayashi from Nagoya(92,93)

nicely illustrated that analogous metalloglycoclusters built

around ruthenium(Ⅱ)induced high affinity as well as strong lu-

minescence. Furthermore, they showed that complex-type disialo

oligosaccharides, prepared chemoenzymatically by an endo-gly-

cosidase(Endo M), exhibited strong luminescence that could

be quenched upon binding to influenza virus particles, thus fur-

nishing novel biosensors(73). The clusters have IC50 of 8.4μM.

      Anice combination of glycodendrimer strategy coupled

to glycomimetic design by SAR using 2-aminothiazoline ana-

log of improved binding affinity was recently disclosed by

Vrasida et al.(94)who showed that the rigidified tetrameric

lactoside 45(Fig.11)had galectin 3 binding preference over

that of galectins 1 or 5. Indeed,45 bound with an affinity en-

hancement of almost 4300-fold when compared to lactose, while

afactor of only 143-fold was measured against galectins 1 or 5.

This observation is particularly relevant in light of the role of

galectin 3 in promoting metastasis and angiogenesis(95). Addi-

tionally, the information is most valuable if one consider to ex-

ploit subtle affinity differences between lectin family. Hence,

lactoside trimer 46, who happened to be one of the best ligand

against the asialoglycoprotein receptor(AGPR)had a much

weaker affinity toward the galectins(96).

H.Conclusions

      Agreat deal of creativity and ingenuity has gone into the

design of novel glycotope architectures of varied biological in-

terests. These promising biomacromolecules and smaller clus-

ters are now emerging as potential therapeutic agents and

biosensors. They have clearly helped better understand multi-

valent carbohydrate protein interactions at the macroscopic iev-

els, something that was barely reachable with heterogeneous

and immunogenic glycoproteins. With their high level of so-

phistication, it is now possible to conceive glycotopes with ho-

motopic receptor selectivity that will be based on both valen-

ties and tridimensional structures. Moreover, they are emerg-

ing as drug targeting, transfecting, and imaging tools for spe-

cific cell types and tissues. Recent observations also point to-

ward their utilization for cell signaling, apoptosis, and as

immunoregulators. Several groups are actively involved with

their utilization as carbohydrate-based vaccines. The future ac-

tivity in this field will surely be focusing on scaffold/valency

optimizations together with refinements in glycomimetics of

intrinsically improved binding affinities.
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(EndoM)に よる化学酵素法で調製 した複合型 のジシアロオ リゴ

糖が強い発光 を示 し、それがイ ンフルエ ンザ粒子 との結合に よ

り消失す るこ とを示 した。これによ り新規なバ イオセ ンサーが

得 られた(73)。 このクラス ターは8.4μMのIC50を 持 っている。

改良 された結合親和性 を有す る2-ア ミノチアゾ リン類縁体を用

いる、SAR(構 造活性相関)に よるグ リコ ミメテ ィックとグリコ

デ ン ドリマー戦略 との見事 な組 み合 わせ がVrasidaら に よって

示 された(94)。 彼 らは、強固に された4量 体 ラク トシ ド45(図

11)が ガ レクチ ン1や5に 比 べてガ レクチ ン3に 優先 して結合

す ることを示 した。実 際、45は ラク トースに比べて約4300倍

の親和性 でガ レクチ ン3に 結合 し、 ガレクチ ン1や5に 対 して

はたった143倍 の増強が測定 されただけである。 この観察 は、

転移 と発生 の開始 におけるガ レクチ ン3の 役割 を明 らか にする

の に特 に関連が深い(95)。 更 に、誰かがガ レクチ ンファミリー

の間の微細 な親和性の違いを検討す る時には、この情報は非常

に価値 のある もの になるだろ う。 アシアログ リコプロテ イン受

容体(AGPR)に 対 して最 も良い リガ ン ドの1つ であったラク ト

シ ド3量 体46は 、 ガレクチ ン類 に対 してはるかに弱 い親和性

しか持 たなかった(96)。

H.結  論

  膨 大な量 の創意工夫が、多様 な生物学 的興味 を持つ新規 な

グリコ トープのデザ インに捧 げ られて きた。将来有望 なこれ ら

の生物 高分子及 び小 さなクラスターは、今、有力 な治療剤やバ

イオセ ンサ ー として注 目を集 め始めている。これは、多価 の糖

とタンパ ク質 の相互作用 を顕微鏡 レベルで よりよ く理解するた

め に非常 に役立 ってお り、現在、異種で免疫原性 のあ る糖 タン

パ ク質を用 いて、あ る程度 の ものがや っと到達可能 になってい

る。分子が高度 に洗練 され、今で は価数 と三次元構造の両方に

基づいてホモ トピ ックな受容体選択性 を持つグライコ トープ を

想像す る ことが可 能 になった。更 に、 これ らの分子 は薬物送

達、形 質転換、特定の細胞 や組織の イメージ ングの ための ツー

ル として注 目 され始めている。最近の観察か ら、これ ら分子 が

細胞情報伝達、 アポ トー シス、免疫調節 にも利用可能である こ

とが指摘 されてい る。糖 に基づい たワクチ ンとしての利用 に積

極的 に関与 してい るグループ もある。 この分野 にお ける将来の

研 究は、本質 的に改善 された結合親和性 を持 つグ リコ ミメテ ィ

クス における洗練 とともに、基本格子/価 数の最適化 に注がれ

るのは確 かであろ う。
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