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研究成果の概要（和文）：細胞内における糖タンパク質の品質管理は、ポリペプチド鎖上に提示

されている糖鎖とそれらを認識する多様なレクチンとの相互作用を通じて実現されている。本

研究は、小胞体－ゴルジ体間を移行するレクチンおよびその超分子複合体による糖タンパク質

の品質管理のメカニズム解明を目的として、積荷糖タンパク質の輸送を行うレクチンの複合体

形成の様式と分子認識の構造基盤を、X 線結晶構造解析をはじめとする構造生物学的アプロー

チにより明らかにした。さらに、こうした糖鎖の立体構造とそのダイナミクスについて精密解

析を行うための NMR 手法を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：In cells, the carbohydrate moieties serve as tags for the quality 

control of glycoproteins through interactions with a variety of lectins.  To elucidate the 

mechanisms underlying the glycoprotein quality control by the lectins that cycle between 

the endoplasmic reticulum and the Golgi, we provided the structural basis for their 

molecular recognition and complex formation by structural biological approaches such as 

X-ray crystallography.  Furthermore, we successfully developed novel NMR methods for 

detailed analyses of conformational dynamics of the carbohydrate chains involved in this 

system. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞内における糖タンパク質の品質管理
は、ポリペプチド鎖上に発現されている糖鎖

の種々のプロセシング中間体と、それらを認
識する細胞内レクチンとの相互作用を通じ
て実現されていることが明らかとなりつつ
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ある。我々は、糖タンパク質のフォールディ
ングと分解にかかわる様々な小胞体レクチ
ンが高マンノース型糖鎖上の異なる部位を
認識することによって、担体となるタンパク
質を異なる運命へと導いていることを明ら
かとしてきた。こうした研究を遂行する過程
で、小胞体－ゴルジ体間を行き来する細胞内
レクチンは、単に糖タンパク質を積荷として
輸送するための乗り物として機能している
だけではなく、小胞体以降の輸送過程におい
て積荷糖タンパク質の品質を管理している
というモデルを提起するに至った。しかしな
がら、レクチンによるこれらの細胞内機能の
発動メカニズムは、分子科学的観点からはか
ならずしも明らかとなってはいなかった。 

 糖鎖の 3次元構造は水溶液中で揺らいでい
るが、レクチンとの結合に伴ってコンフォメ
ーション空間は限定されると考えられる。し
たがって、細胞内レクチンの分子認識におけ
るエナジェティクスを理解するためには、遊
離状態における糖鎖の揺らぎと結合状態に
おける分子間相互作用を定量的に評価する
必要がある。しかし、揺らぎを含めた糖鎖の
動的構造を定量的に記述する方策はこれま
で確立されていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、特に小胞体－ゴルジ体間を移行
する細胞内レクチンに焦点をあてて、その分
子認識と超分子形成のメカニズムを主とし
て構造生物学的なアプローチによって解明
し、ポスト小胞体品質管理の構造基盤の解明
を目指すものである。 

 

（１）レクチンの糖鎖認識の構造基盤の解明 

 高マンノース型糖鎖は 3本の枝がそれぞれ
異なる生物学的メッセージを担っている。細
胞内レクチンがそのメッセージを解読する
仕組みを理解するためには、糖鎖の 3 次元構
造情報を得る必要がある。本研究ではレクチ
ンの糖鎖認識の仕組みを構造生物学の観点
から解き明かすことを目指す。その成果は、
細胞内レクチンの糖鎖認識一般に通ずる分
子機構の構造基盤を与えるものと期待され
る。 

 

（２）レクチンの超分子形成メカニズムの構
造基盤の解明 

 レクチンが細胞内 pHおよびCa2+に依存し
て超分子を形成するメカニズムを解明し、こ
うした複合体が小胞体からゴルジ体に至る
細胞内環境の変化に応じて、積荷糖タンパク
質の輸送と品質管理を行う構造基盤を明ら
かにする。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、構造生物学的アプローチによっ

てヒトＬ型レクチン ERGIC-53、VIP36、
VIPL およびその酵母ホモログである
Emp46p、Emp47p の分子認識と超分子形成
のメカニズムを解明するものである。
920MHz超高磁場装置を活用したNMR分光
法と放射光施設を利用した結晶構造解析に
よって、これらのレクチンの糖鎖認識ドメイ
ン（CRD）と高マンノース型糖鎖の相互作用
様式を明らかにするとともに、ERGIC-53 と
MCFD2 の複合体など、Ｌ型レクチンの超分
子複合体の 3 次元構造を決定する。更に、pH、
Ca2+などの溶液条件の変化に伴う分子内の
ミクロ環境の変化と複合体の会合・解離の相
関を解明し、細胞内環境の変動に伴う超分子
形成の機構の構造基盤を明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）レクチンの糖鎖認識の構造基盤の解明 

 遊離状態の糖鎖は内部運動の自由度が高
いために結晶化が困難である。一方 NMR 分
光法は、糖鎖の立体構造を原子レベルの分解
能で解明するうえで潜在的な有用性を秘め
ている。ただし、詳細な NMR 解析を行うた
めには、安定同位体標識を施した糖鎖を均一
かつ大量に計測に供する必要がある。また、
糖鎖は官能基の多様性に乏しいために NMR

スペクトル中でピークが激しく重なりあっ
てしまう。 

 本研究では、これらの問題を解決するため、
糖鎖の生合成にかかわる遺伝子を欠失した
酵母変異体を用いて安定同位体標識を施し
た高マンノース型糖鎖を均一かつ大量に調
製する方法を確立した。また、特定の部位の
炭素を 13C でエンリッチしたグルコースを含
む最少培地中で培養することによって、部位
選択的に 13C 標識を施した高マンノース型糖
鎖 M8B および M9 を調製することを可能に
した。こうして得られた一連の標識体を利用
し、M8B および M9 の NMR シグナルの帰属
を達成した（図 1）。さらに、超高磁場 NMR

計測を駆使することで、原子間距離などの立
体構造情報を取得することに成功した。 

 本研究では、常磁性効果を利用した糖鎖の
動的立体構造研究手法の開発も行った。常磁
性プローブの導入により、溶液 NMR におい
て各種常磁性効果の観測が可能となる。これ
らの手法を応用した糖鎖の NMR 解析法を確
立するため、高マンノース型糖鎖のコア構造
に相当するジアセチルキトビオースをモデ
ル系として、その還元末端へランタニドタグ
を連結した。これにより、糖鎖のコンフォメ
ーションを反映した NMR スペクトルの変化
を観測することに成功し、水溶中の糖鎖の構
造情報が得られることを実証した。この成果
に基づき、常磁性効果を利用した NMR 解析
法と分子動力学計算を組み合わせた、糖鎖の
動的立体構造研究手法を確立した。また、常



 

 

磁性タグを付加したジアセチルキトビオー
スと、細胞質レクチン Fbs1 との NMR 相互
作用解析を実施した。さらに、酵母変異体を
用いて大量調製した M9 に常磁性タグを導入
して NMR 緩和時間解析を行うことで、その
動的コンフォメーションを評価することに
成功した。これらの手法を確立したことによ
り、糖鎖の立体構造とそのダイナミクスにつ
いて精密解析を行う道を拓くことができた。 
 

図 1. 酵母変異体を利用して調製した高マン
ノース型糖鎖 M8B の 1H-13C HSQC スペク
トル。部位選択的に 13C 標識した M8B のス
ペクトルを重ね合わせた。標識部位は炭素源
であるグルコース上にスペクトルに対応す
る色で示した。 

 
 
（２）レクチンの超分子形成メカニズムの構
造基盤の解明 

 ERGIC-53とMCFD2は複合体を形成する
ことによって糖タンパク質である血液凝固
第 V・第 VIII 因子の細胞内輸送を司る分子装
置として機能している。これら 2 つのタンパ
ク質の変異による細胞内輸送障害は先天性
の止血異常症である血液凝固第 V 第 VIII 因
子欠乏症の病因となる。ERGIC-53 は CRD

を有する I 型膜タンパク質であり、MCFD2

はEFハンド構造を有するCa2+結合型タンパ
ク質である。X 線結晶構造解析、超遠心解析、
NMR 解析を駆使して ERGIC-53-CRD と
MCFD2 の複合体の 3 次元構造を決定するこ
とに成功した。その結果、MCFD2 上の

ERGIC-53-CRD との相互作用部位は、EF ハ
ンド構造を有するタンパク質に共通するリ
ガンド結合部位とは異なることを見出した。
これまでに報告されているMCFD2の遺伝子
変異に対応するアミノ酸残基の置換は、
ERGIC-53との相互作用部位に相当する部位
に集中していることから、両タンパク質の相
互作用が損なわれることが、血液凝固第 V 第
VIII 因子欠乏症をもたらしていることが示
された（図 2）。 

 また、ERGIC-53/MCFD2 複合体について
複数の結晶系におけるX線結晶構造解析に成
功し、積み荷タンパク質との結合に関与する
ことが予想されるMCFD2の立体構造の変動
を捉えた。さらに、本複合体が血液凝固因子
を積荷として輸送するメカニズムを明らか
にするために、第 VIII 因子に由来するペプチ
ドとの相互作用の検討を行い、MCFD2 との
相互作用にかかわる部位を同定することに
成功した。NMR 解析の結果、ERGIC-53 と
複合体を形成した MCFD2 が、EF ハンドタ
ンパク質に典型的な様式で血液凝固第 VIII

因子のペプチドセグメントと相互作用する
ことを見出し、ERGIC-53 と MCFD2 の協働
的相互作用の構造基盤を明らかにすること
ができた。 

 

図 2．ERGIC-53/MCFD2 複合体の結晶構造。
血液凝固因子欠乏症における点変異の箇所
を赤色で示した。 

 

 

 本研究では小胞体－ゴルジ体間を移動す
る積荷受容体のモデル系として、酵母の
ERGIC-53 ホモログにあたる Emp46p と
Emp47p を対象に、その超分子形成機構の解
析も行った。特に、これらの膜タンパク質の
レクチン様ドメインと膜貫通領域の間に位
置するコイルドコイル領域に着目し、溶液
pH に依存した分子集合の様式を明らかにし、
さらにそれを規定するアミノ酸残基を同定
することができた。 

さらに、小胞体関連分解に関与する脱糖鎖

 

 



 

 

酵素 PNGase の PUB ドメインの機能解明を
目指し、プロテアソーム基質運搬因子 HR23

のユビキチン様ドメイン（UBL）との相互作
用について、フロンタルアフィニティークロ
マトグラフィーおよび NMR 法を用いて解析
を行った。その結果、PNGase の PUB ドメ
インが、ユビキチンおよび HR23 の UBL と
静電相互作用により結合することが明らか
となり、その結果に基づいて PUB ドメイン
がHR23の活性化因子として機能していると
いうモデルを提唱した。 
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