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　小麦胚芽 レ ク チ ン （wheat 　gcrm　agglutinin ，　 WGA ） と選 択的 に結合す る オ リ ゴ 糖 との 結 合 を ボ ル タ ン メ

トリーに よ り評価 した，電極活性物質で あ る ダ ウ ノ マ イ シ ン で ラ ベ ル 化 した オ リゴ 糖 を プ ロ ーブ と して 用

い ，WGA に よ る ラ ベ ル の 被覆 に基 づ い た 電極 応 答 の 変化 か らそ の 結合 定数 を見 積 もる こ とが で き る．セ ロ

トリオー
ス と キ ト トリオー

ス にお い て，WGA との 結合 力 は疎水性 の 高 い ア セ チ ル ア ミ ド基 を有す る キ ト ト

リオー
ス の ほ うが よ り強 い こ とが 明 らか と な っ た．

1 緒 目

　生 体内の 細胞 間 に お い て 様々 な情報を伝達す る 場合 ， 細

胞表面上 での 生体分子間の 電子移動 や 結合が 深 く関与 して

い る．細胞膜表面 上 に は種 々 の 糖質や糖鎖 が 存在 し，特定

の タ ン パ ク 質 は こ の 糖鎖構造 や 配列 を 認識する ．レ ク チ ン

は，動植物，微生物，ウ イル ス に至 る まで広 く存在 して お

り，特定の 糖質 の 構造を認 識 して 結合する 糖 タ ン パ ク 質で

あ る．レ ク チ ン の 性質 と して は
， 細胞を凝集 させ た り， 多

糖類や 糖 タ ン パ ク質 を沈降 させ た りす る
1♪．植物 レ ク チ ン

は，1888 年 に ヒ マ の 実か ら見 い だ さ れ，マ ン ノ
ー

ス 残基

を認 識 す る タ チ ナ タ 豆 由来 の レ ク チ ン （concanavalin 　A ，

Gon 　A），ガ ラ ク トサ ミ ン残基と結合す る大豆 由来 レ ク チ

ン （soybean 　agglitinin ，　 SBA ），小 麦胚芽 レ ク チ ン （wheat

gcrm 　agglutinin ，
　 WGA ） な ど 1000 以 上 の 植物 レ ク チ ンが

報告 さ れ，研究 が 進め られ て きて い る
U｝．一

方，動物山来

の レ ク チ ン で あ る S 型 レ クチ ン は ガ ラ ク ト
ー

ス 残基 に 対

し親和性 が 高く，
C 型 レ ク チ ン で ある セ レ ク チ ン は 白血 球

と結合す る こ とで 免疫機能を活性化 させ る
S）．こ の よ うに

レ ク チ ン は様 々 な 生 理 学的 プ ロ セ ス に 関 与 して い る．

　 こ れ らの レ ク チ ン は 生体内の 細胞表面 に 存在す る 糖鎖構

造を解析す る 上で有用 で あ り，医学的，薬学的分野 に おい

て注 目を集 め て い る ．こ の た め レ ク チ ン の 構造の 解析 が 行

わ れ ， 糖質 との 結合サ イ トの 形状，更 に は 結合部位が 断定

さ れ る よ うに な っ た．レ クチ ン と糖質との 結合 の 要因 と し

て は，水素結 合 や疎水性相互 作用，更 に 幾何学的構造認識

が 挙げ られ る．レ ク チ ン
ー
糖質問結合 をモ ニ タ リ ン グ す る

た め に は，質量分析法
4）

や 核磁気共鳴法
S〕
，そ して 蛍光

物質で レ クチ ン あ る い は糖質修飾 した 方法
6 ）
”・S）

が 広 く用 い
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られて い る ．加えて ，糖質や 糖鎖を修飾 した カ ラ ム に よる

ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト グ ラ フ イ
ー

に よ る レ ク チ ン の 精製

も行 わ れ て い る
9）1°）．

　
一

方，電気化学的方法 におい て も レ ク チ ン と糖質 との 結

合を評価 で きる ．著者 らは 以 前の 研究 に お い て 次 の よ うな

研究 を行 っ て きた．自己集積膜法 に よ りガ ラ ク トサ ミ ン を

修飾 した金電極 における ［Fc（CN 凋
δ
一
の 電極応答の 変化か

ら SBA との 結合 に つ い て の 考察 を行 っ た
11）．ま た，電極

活性物質 で ある チ オ ニ ン で マ ン ノ
ー

ス を修飾 し た ラ ベ ル 化

マ ン ノ
ー

ス と Con　A と の 結合をボ ル タ ン メ トリ
ー

に よ り

検討 した
Le〕．加えて ，電極活性物質で ラ ベ ル 化 し た 糖質 と

レ ク チ ン との 結合 をモ ニ タ リ ン グ し て きた
IS｝．こ の 電気化

学的手法 は レ ク チ ン と結合して い る 糖質 と結合 して い ない

もの と を分離す る 必要性 が な い とい う利点 を もっ て い る．

また ，高感度 な検出が 口r能で あ りレ ク チ ン と糖質 との 結合

を評価す る た め の 優れた 手法で ある．こ の 手法を用 い て レ

ク チ ン
ー
糖質問結合 の 評価法を生 体試料 に 応用す る に は ，

多糖類 との 結合 に つ い て の 考察が 必 要 と さ れ る．一
般的

に，生体内 に存在す る ほ と ん ど の 糖質 は，単糖 で は な く

様 々 な構造 を持 っ た 糖鎖 と し て 存在 して お り，タ ン パ ク 質

と糖鎖 との 結合 に よ り多 くの 生 理 学的反応 が 引 き起 こ され

る ．例えば，神経伝達物質や ホ ル モ ン の 分泌 の 切 っ 掛けや

調節 に 関与 し て お り，細菌や ウ イ ル ス も細胞表面の 糖鎖 を

認識 し 宿主 に 感染す る こ とが 知 ら れ て い る．した が っ て ，

タ ン パ ク質
一
糖鎖 間結合を評価す る こ と は非常 に 重要で あ

る ．そ れ ゆ え，こ れ ま で に 等温滴定熱量 測定法
14〕

や 蛍光分

光法
ISI

よ る レ ク チ ン とオ リ ゴ 糖 との 結合 に つ い て の 評価法

が報告されて い る．

　本研究で は ，電気化学的手法 に よ りレ ク チ ン と オ リ ゴ 糖

との 結合 に つ い て の 検討 を行 っ た．プ ロ ーブ は ，電 極活性

物質で ラベ ル 化した オリ ゴ 糖 で あり，先に 述べ た 利点 を持
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Fig・2　Structure　of 　labeled 　chitotriose

Fig．1Binding 　between 　WGA 　and 　chitotriose

っ て い る
IR，．こ の プ ロ ーブ を用 い て，レ クチ ン に対 す る 結

合定数 を見積も り糖鎖の 長 さ や構造 の 影響を評 価する こ と

が ，こ の 研 究 の ね らい で あ る．対象 とし た レ ク チ ン は，

WGA で あ る．　 WGA は レ ク チ ン の 中 で も分 子 量 が 18000

と他 の レ ク チ ン に比 べ 小 さ く， 通 常 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト

か ら成 り N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミン に対 して そ れ ぞ れ 2 つ

の 結 合 サ イ トを もっ て い る．そ の 結 合 定数 は ！〜L ア セ チ ル

グル コ サ ミ ン をベ ース とす る 二 糖 ， 三糖 ， 四糖 と増 加す る

特徴をもつ
1d）．こ れ は WGA とオ リ ゴ糖 との 結合 が糖鎖の

長 さ に 依 存 す る こ と を 示 す．す な わ ち，WGA 一オ リ ゴ 糖

間の 結 合 に は 疎水 的 相 互 作 用 が 大 き く 関 与 し て い る ．

Flg．1 は WGA とキ ト トリ オー
ス との 結合 を表した もの で

あ る．ま た，WGA は N 一ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン よ り も結 合

力 は小 さい が 末端 に グ ル コ サ ミ ン 及び グ ル コ ー
ス 残基 を も

つ オ リ ゴ 糖 と も結 合 す る こ と も知 ら れ て い る．更 に は ，

WGA は，シ ア ル 酸 残 基
1’M
，キ チ ン

16 〕

，細 菌 の 細 胞 壁 の ペ

プチ ドグ リ カ ン
17｝

を認識 し，イ ン シ ュ リ ン 受容体 の 精製
8）

や ニ ュ
ーロ ン の トレ

ー
シ ン グ

19〕
に 関 して も有用 な レ ク チ ン

で あ る．電 極 活 性 物 質 と して 用 い た ダ ウ ノ マ イ シ ン は抗 が

ん剤 で あ り，環境か らの 汚染 の 可 能性 は低 く，シ ッ フ 塩 基

反応 に よ っ て 容易 に 糖質に 結 合 す る
13）．ま た，電 極へ の 吸

着 性 が 高 く 高 感 度 な 検 出 が 期 待 さ れ る．し た が っ て ，

WGA と ダ ウ ノ マ イ シ ン で ラ ベ ル 化 し た キ トオ リ ゴ 糖 あ る

い は セ ロ オ リ ゴ糖 の 結 合 を ボ ル タ ン メ トリー
に よ り評 価 し

た．

2 実 験

　2・1 試 薬

　電極活性物質で ある ダ ウ ノ マ イ シ ン は和光純薬 か ら，糖

質 は 生 化学工 業 か ら購入 した．WGA ，　 Con 　A と SBA は，

Sigma ．Aldrich 製 の も の で あ る．0，1　M 　KH2PO4 と 0．IM

NaOH に よ る リ ン 酸緩衝溶液 は，反応溶液 と電気化学的

測定 をす る た め の 支持電解質溶液 と して 使用 し た．ま た，

測 定す る前 に 溶液は 高 純度窒 素 ガス に よ り脱気 した．用 い

たすべ て の 試薬は，分析 グ レ
ードで ある．

　 2・2 装 置

　 電 気化 学 的 測 定 に は ，CV −50　W ア ナ ラ イ ザーを使川 し

た ｛Bioanalytical　Systelns　Inc．（BAS ）製｝．作用電極 は，

グ ラ ッ シ ーカーボ ン 電極 （Model 　No ，11−2012，　 BAS 製）

で あ る．測 定前 に，電 極 を粒径 が 1．0，0．3，0．OS　Pm ア ル

ミナ （Baikoski　International　Gorp ．，　Charlottc，　NC ）で そ

れ ぞ れ 研 磨 し た ．対極 は 白金線 で あ り，参照電極 は

Ag ／AgCl （Model 　No ，　l　l−2210，　 BAS 製） で あ っ た ．す べ

て の 電位 は ， Ag ／AgCl 電極 に対す る もの で あ る．溶液の

pH は堀場 D −21　pH メ ーターを用 い た．また ，　 UV 　I240

mini 分 光 光 度 計 （Shimadzu 製 ） で ダ ウ ノ マ イ シ ン と ラベ

ル化糖質の 吸 光度 を測定した．

　 2・3　 ラ ベ ル 化 糖 質 の 調 製

　すべ て の ラ ベ ル 化糖質は ， シ ッ フ 塩基反 応 を用 い ダ ウ ノ

マ イ シ ン と糖質 とを OJ　M リ ン 酸緩衝 溶液中 （pH 　8．5）で

1 昼夜 4℃ で 反応 させ 調 製 した．次 に ラ ベ ル 化 糖 質の 溶 液

を薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー用 シート （Silica　gel　alumina

sheet ，　 MERCK 製 ） に ス ポ ッ トした 後，展 開 溶媒 1一プ ロ

パ ノ ール ：ア ン モ ニ ア 水 ＝40 ：10 （v ／v）％ に よ り展 開 す

る こ とで 原 料 と 凵的 物 と を分 離 し た．更 に ， 目的 部分 を シ

ートか らは が し，エ タ ノ
ー

ル に溶解 し遠 心 分離す る こ とで ，

シ リカ ゲ ル を除 去 した．ラ ベ ル 化 糖 質 の 濃 度 は，電 極 活 性

物質で あ る ダ ウ ノ マ イ シ ン の モ ル 吸 光 係数 （11〔［oo）を基

に 決 定 した ．調 製 し た ラ ベ ル 化 キ ト トリ オース の 構造を

Fig．2 に示 した．

　2・4　測定操作

　ラ ベ ル 化 糖 質 と W （｝A を 0，lM リ ン 酸 緩 衝 液 （pH7 ．0）

中で ，1 時間混合す る．電極 を溶液 に浸 し，か くは ん しな

が ら一1，0V の 電 位 を 5 分 間 印加 す る ．15秒 の 静止 時間 の

後，ラ ベ ル 化糖 質の 酸 化波 を微 分 パ ル ス ボ ル タ ン メ トリー

に よ っ て
一1，0 か ら 0，0V の 範囲で 電位 を掃引す る （掃 引

速度 ： 5mVs
−1
，パ ル ス ア ン プ リ チ ュ

ード： 50　mV ，サ ン

プ ル 幅 ； 2ms ，パ ル ス 幅 ： 50　ms ，パ ル ス 時 問 ： 200　ms ）．
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trode ，111easurenlents 、、lere 　carried 　out 　With 　differential

Pulsc　voltammetry ，

3　結果 と討
．
論

　3・lWGA 一ラ ベ ル 化 オ リゴ 糖間 結合の 評 価

　電 極 活 性物質で あ る ダ ウ ノ マ シ ン で ラ ベ ル 化 した キ 1・ト

リ オ ース （4 × ユ 
一’

M ） を 含 む 0，IM リ ン 酸緩衝 溶 液

（pH 　7．0） にお い て 測定を行っ た と こ ろ，
− 0．60　V 付近 に

ダ ウ ノ マ イ シ ン 部 位 に起 因 した
．
酸化 ピ ークが 観 察 され た

（Fig．3＞
2°｝、こ の ピーク電 流 値 は ，

4x ユ0
−7M

ダ ウ ノ マ イ

シ ン 単独の 電流値 に比 べ 若干増加 した．グ ラ ッ シーカーボ

ン 電 極 表面 は疎水的 な性 質 を持 っ て い る た め，ラ ベ ル 化 糖

質の 電 極へ の 吸 着性 は 疎水性 の 高 い 糖質部 位 の 導 入 に よ り

ダ ウ ノ マ イ シ ン よ り強 くな っ た もの と考え られ る．

　次 に，ラベ ル 化 キ ト トリオ
ー

ス を含む 0，IM リ ン 酸緩 衝

液 （pH 　7．0） 中 に WGA を加 え 1 時間 混合 した 後 ， ボ ル タ

モ グ ラ ム を測定 し た．WGA を添加 し た場合 の ピーク電流

値 は 添加す る 前 の 電 流 値 に比 べ 大 き く減少 して い る．一

方，電極活性物質で あ る ダ ウ ノ マ イ シ ン 単独 と WGA と の

結合 に つ い て 検討 し た．4 × 10
−’

M ダ ウ ノ マ イ シ ン が 含

まれ る リ ン 酸緩衝溶液 （pH 　7．0） に 5x 】0
−7MWGA

を加

え反応 させ た 場合，ダ ウ ノ マ イ シ ン の ピーク 電流 値 の 減少

は ほ とん ど見られ なか っ た．こ の こ とか ら，糖質をラ ベ ル

化す る 際 に ダ ウ ノ マ イ シ ン を用 い て も WGA と の 結 合 を 評

価す る 上 で 影響が ほ とん ど な い こ とが 分 か る ．した が っ

て ，ラベ ル 化 オ リゴ糖 の ピーク電流値 の 減少 は WGA とオ

リ ゴ糖 の 結合 に伴い ラベ ル 化 剤 で あ る ダ ウ ノ マ イ シ ン 部位

もWGA の 結合サ イ トに 取 り込 ま れ た こ と に よ る もの と 考

え られ る．また ， Fig．3 の ラベ ル 化キ ト トリ オース の 電流

値 と Fig．4 の ラ ベ ル 化 セ ロ トリ オース の 電 流 値 を比 較 す

る と ， ラ ベ ル 化セ ロ トリ オース の 電 流 値 は ラ ベ ル 化 キ ト ト

リオー
ス の もの よ りも小 さ く，電 極 へ の 吸着性 が 弱 くな っ

て い る こ とが 分 か る．更 に，WGA の 共 存 に お け る電 流 値

の 減少率も低 くな っ て い る の で ，WGA との 結合力 も弱い

こ とが 示 唆 され る．こ れ は，WGA の オ リ ゴ糖 に対す る 結

合 部 位 が 疎 水 的 な性 質 を も つ こ とが 原 因 で あ る．す な わ

ち ， ア セ チ ル ア ミ ド基 を もつ キ ト トリオース の ほ うが セ ロ

トリオー
ス よ り も，電極 へ の 吸着性 そ して WGA に対す る

結 合 力 も強 くな っ て い る．

　 3・2WGA とラ ベ ル 化 キ ト トリ オース との イ ン キ ュ ベ

ーシ ョ ン時 間

　WGA と ラ ベ ル 化 キ ト トリ オース と を 反応 させ る イ ン キ

ュ ベ ーシ ョ ン 時間 と ラベ ル 化 キ ト トリオース の 電 流 値 との

関 係 を Fig，5 に示 し た．まず ，4 × lo
−’

M の ラ ベ ル 化 キ

ト トリ オース を 含 む 0．IM リ ン 酸緩 衝 溶液 （pH7 ，0）

に
一LOV の 電 位を 5 分 間 印加 した 後 に測 定 を行 っ た．次

に，4 × 10
−7M

ラ ベ ル 化 キ ト トリ オース に 5 × 10
−7M

WGA を加え
一
定の 時 問 ， 溶液は か くは ん して か らボ ル タ

モ グ ラム を記録 した．イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 時間 が 増加す る

と と も に ラ ベ ル 化 キ ト トリ オース の 電流 値 の 減 少 が 見 られ

た．また ， WGA と キ ト トリ オース との 反 応 時 間 が 60 分

以 降の 電流 値 は ほ ぼ
一

定 と な っ た．こ れ は WGA と ラベ ル

化 キ ト トリ オース との 結 合 が 平 衡状 態 に な っ た た め で あ る

と 考えられ る．
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上 abeled ⊂hitotriose 　 of 　4　 x 　 10　 Mand 　WGA 　of 　5　 ×

lO ’
Mwere 　mixed 　in　O，1　M 　phosphate　buffer（pH

7，0＞．A血 er 　a 　potential　at
− 1．OVfbr 　5　min 　was 批pplicd

to　the 　electrode ，　measurements 　were 　 carried 　out 　wi 出

differential　pulse　voltammetry ．
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Fig・7　Effect　of 　the　length　of 　sugar 　chain 　to　forma−

tion　of 　thc　WGA −labeled　sugar 　complexes

■ ：4xlO
−7MLabeled

　sugar ；● ：4xlO
闇7MLabeled

sugar ＋ 5 × 10
−’

MWGA ；Labelcd　sugar 乱 nd 　WGA
were 　mixed 　fbr　l　hour　in　O，l　M 　phosphate　bu鞭 r （plI
7，0）．After　a　potential　at

− LO 　V　fbr　5　min 　was 乱pphed
to　the 　 electrode ，　 measuremcnts 　were 　 carried 　 out 　 with

differential　PVIse　voltainmetry ・
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Fig・6　　1nteraction　of 　labeled⊂hitotriose　to　lecti11

■ ： SBA ；▲ ： Gon 　A ；● ： WGA ；Labeled　chitotriose

of 　4 × 10
−7Mand

　lectin　of 　5 × 10
−7Mwere

　mixed 　for
lhour 　in　O．IMphosphate 　buffヒr （pH 　7．0）．　 After　a

P  tential 飢 　
一LO 　V 　fbr　5　rnin 　was 　apPlied 　to　the　elec −

trode ，　measuremen 齲 were 　carried 　out 　with 　differential

pulse　voltammetr ｝ 

　3・3　ラベ ル 化キ トトリオ
ー

ス とレ クチ ン との 結合

　幾つ か の レ ク チ ン と ラ ベ ル 化 キ ト ト リ オ
ー

ス と の 結合 に

つ い て 考察 した．4 × 10
−’

M の ラ ベ ル 化 キ ト ト リ オ
ー

ス

を含む 0．1M リ ン 酸緩衝溶液 （pH 　7、O）に WGA を加え 60

分 間反応 さ せ ボ ル タ ン メ ト リ
ー

に よ る 測定 を行 っ た

（Fig．6）．また，キ トオ リ ゴ糖 と相互 作用 を もた な い SBA

や Con 　A に つ い て も同様 に 測定 した．ラベ ル 化キ トトリ

オース に WGA を 添加 し 反 応 させ 測 定 し た 溶液 で は ，

WGA の 濃 度 に依 存 して 電 流 値 の 減．少 が 見 られ た．一方 ，

SBA 又 は Con 　A を加 え た 溶液 に つ い て は，8xlO
−

tM
の

濃 度 を加 えて も ラ ベ ル 化 キ ト ト リオー
ス の 電 流 値の 減少 は

あ ま り見 ら れ な か っ た ．こ の 結 果 か ら も ラ ベ ル 化 糖 質 が

SBA や CQn 　A に結合 して い な い こ とが 分 か る．ま た，4 ×

10
−7M

ダ ウ ノ マ イ シ ン と 4 × 10
−7MWGA

と を 60 分 問 混

合 して もダ ウ ノ マ イ シ ン の 電 流 値 の 減 少 は観 察 され なか っ

た．電流値 が変化 しな い こ と は，WGA が 電極表面に 吸 着

して ダウ ノ マ イ シ ン の 電極応 答 を阻 害 した り，ダ ウ ノ マ イ

シ ン が WGA 表面 に 非特異 的 に 吸 着 した りしな い こ と を示

す．した が っ て ，WGA 共存 に お ける ラ ベ ル 化 オ リゴ 糖 の

電流値 の 減少 は ，WGA との 選択的結合 に よ る もの で あ

る ．

　3・4WGA と ラ ベ ル 化 オ リゴ糖 と の 結合 に 対 す る糖鎖

の 長 さの 影響

　 グ ル コ ー
ス 残基構造 を もつ セ ロ オ リ ゴ糖 を ラ ベ ル 化 し，

WGA とラ ベ ル 化 オ リ ゴ 糖 との 結合 に 対す る糖鎖の 長 さの

影響 に つ い て 検討 した．ラ ベ ル 化 グル コ ー
ス か ら ラ ベ ル 化

セ ロ テ トラ オー
ス に お い て の 測定 を行 っ だ．その 結果，検

討 し た 糖鎖 の 中で
一

番長い ラ ベ ル 化セ ロ テ トラ オ
ー

ス が 最

も大きな電 流 値 を 示 した （Fig．7）．こ の 理 由は，ラ ベ ル

化 セ ロ テ トラ オー
ス は 分子量が大きく疎水的性質が 最も高

くな る た め ，電極 に 対する 吸着性が 強い こ と に 起因す る と

考え られ る．ま た，WGA とラ ベ ル 化 セ ロ オ リ ゴ 糖 を加 え

60 分間反応させ た 場合，ラ ベ ル 化 セ ロ テ トラ オー
ス に お
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い て 電 流 値 は WGA な しの 場合 に 比 較 し て ，電流値 の 減少

の 度合い が 約 50％ と な り
一

番大きくな っ て い る．こ の 結

合 に は，WGA の オ リゴ糖 に 対 して の 結合部位 の 疎水的相

互 作 用 が 関与 して い る た め ，こ の ラベ ル 化 オ リゴ 糖 自体 の

疎水性 の 高 さが 結合 に 影響 を及 ぼ す．ま た，糖鎖 と WGA

の 結合 サ イ ト間の 水素結合や イオ ン結合 の 効果 も増加する

た め 結 合 定数が 大 き くな る もの と 考えら れ る ．す な わ ち，

ラベ ル 化 セ ロ テ トラ オース の 疎水的性質 は 電極へ の 吸着性

を高 め，WGA に対 して の 結合力 を強め る．

　 3・5WGA 一ラベ ル 化 オ リゴ糖間 の 結合定数

　WGA とラベ ル 化 オ リ ゴ 糖 との 結合定数をボル タ ン メ ト

リ
ー

に よ り見積 も っ た．そ の 方法 は 次 の と お りで あ る ．

WGA と結合 した オ リ ゴ 糖 と結合 し て い な い オ リ ゴ糖 と の

濃度比 （Ab＿ 1／fte．／c’） を結合 して い ない もの の 電流値か ら計

算 した．ま た，WGA と 結 合 した ラベ ル 化糖質の 電極応答

はゼ ロ と 仮定 した ．そ の 濃度比 は
，

WGA と結合 し て い る

オ リ ゴ 糖量 に対 して プ ロ ッ トした （Scachard ・プロ ッ ト）．

ラ ベ ル 化 した グ ル コ
ー

ス ，セ ロ ビ オ
ー

ス ，セ ロ トリオ
ー

ス ，

セ ロ テ トラオース の 結合定数 は
， そ れ ぞ れ 0．lXlO3M

．1
，

0．9 × 10s　M
−1

，1，5xlOn 　M
−1

，2．Ox103 　M
．−1

で あ る．糖鎖

の 長 さ に依 存 し て結 合 力が 強 くな っ て い る ．一
方，WGA

と キ ト ト リオース と の 結合定数を測 定 し た と こ ろ ，LO ×

1げ M
−1

とな り Bains らの 結果 と同程度で あ っ た
14 ）．ラベ

ル 化 セ ロ トリオ
ー

ス と ラベ ル 化 キ ト トリオ
ー

ス の 結合定数

か ら も， オ リ ゴ糖 の 構造 が WGA との 結合 に 大 きく寄与 し

て い る こ とが 分 か る，こ の よ うに電気化学的手法を用 い て

も WGA と オ リ ゴ 糖 と の 結 合定数を測 定す る こ とが で き

る．

4 結 論

　官能基 の 構造 が
一

部異なる キ ト トリ オ ース とセ ロ ト リ オ

ース を電極活性物質 で ラ ベ ル 化 し，WGA との 結合 へ の 構

造 の 影 響 を ダ ウ ノ マ イ シ ン の ピー
ク電流 値 の 減少 か ら 明 ら

か に す る こ とが きた ．また
，

セ ロ オ リ ゴ 糖 を用 い て WGA

との 結合定数 を電気化学的手法 に よ り見積 もっ た．こ の 手

法 は，生 体内 に お ける レ ク チ ン と糖 質 との 結 合 を 評価 す る

た め の 非常 に 有効 な手段 と なる．更 に，本手法 は細胞表面

上 の 複雑な糖鎖構造 を解析す る プ ロ ーブ とな る こ とが 期待

され る．
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         Vbltammetric Evaluation  of  Wheat  Germ  Agglutinin -

                      Oligosaccharide Binding
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 The  voltammetric  behavior of  oligosaccharides,  which  combine  with  wheat  germ  agglutinin

(WGA), was  investigated. The  binding  was  evaluated  from  the  change  in the  electrode

response  of  an  oligosaccharide  labeled with an  electroactive  compound.  When  the  measure-

ment  of  the labeled oligosaccharide  was  carried  out  in a  0,1 M  phosphate  buffer (pH 7.0) with

WGA,  the  peak current  decreased  based  on  the WGA-labeled oligosaccharide  binding. In the

presence of  WGA,  the  peak current  of  labeled chitotriose  was  lower than  that  of  labeled cel-

loniose. This  is because the hydrophobic acetylamide  group  of  chitotriose  relates  to the  bind-
ing. Furthermore,  the  binding  constant  between WGA  and  oligosaccharide  was  estimated.

Kaywoizts : oligosaccharide;  wheat  germ  agglutinin  ; electroactive  compound  ; voltammetry,


