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研究成果の概要（和文）：高度に糖鎖修飾された組換え型タンパク質は動物細胞を用いて生産さ

れるが、生産コストの抑制のため高い生産性を有する株の樹立が求められている。本研究では

糖鎖付加効率の改善のため、糖鎖生合成酵素の補因子である亜鉛・マンガンを供給するトラン

スポーターを同定することを試みた。その結果、カルシウム代謝に重要と目されていたトラン

スポーターが糖鎖生合成に関与することを示唆する結果が得られ、動物細胞工学の新たな可能

性を提示することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：Mammalian cells are used for producing recombinant proteins 

whose post-translational modifications are important for their therapeutic efficacy. The 

manufacture of recombinant proteins is complicated by the need for both high levels of 

expression and appropriate processing of the nascent polypeptide, especially in 

glycoproteins, because the capacity of glycosylation in the secretory pathway is limited in 

the cells. In this study, we tried to improve the strategy for producing recombinant 

glycoproteins by identify metal transporters that supply metal such as zinc and manganese 

to glycosyltransferases in the secretory pathway because these metals are functional as 

cofactors of the enzymes. We found a homologue of Pmr1 that is a functional as calcium 

cannel in yeast is important for manganese transport and likely functional in glycosylation 

reaction in the secretory pathway, which may lead to the improvement of the secretion 

capacities of recombinant cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 組換え型タンパク質医薬品は、重篤な疾患
に著効を示す特効薬として汎用される。糖鎖

を含む複雑な高次構造を持つ組換え型タン
パク質は、動物細胞を用いて生産されるが、
その糖鎖構造に重要な生理活性を保持して
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いるため、元来の形状に類似した糖鎖構造を
付加させることは、非常に重要である。組換
え型タンパク質を生産するには、1日に 10μ
g/106 個以上の生産率を持つ株の樹立が必要
とされているが、このような高生産株では、
糖鎖構造の不均一化を生じ、結果的に生産性
が低下してしまうという大きな問題を抱え
る。現在、この問題の解決に向けて活発な研
究が行われており、これまでに、糖転移酵素
やその基質となる糖ヌクレオチドの輸送体
を過剰発現させることなどで、生産性の向上
が見られることが示されているが、まだ抜本
的な解決に至った状況ではなかった。 

 

 

２．研究の目的 

 上記問題を解決するために、本研究では糖
鎖生合成酵素の活性を強化する手法の確立
を試みた。組換え型タンパク質への糖鎖付加
は、小胞体・ゴルジ体といった分泌経路内で
行われる。多くの糖鎖合成酵素は、亜鉛やマ
ンガンを活性補因子として要求するため、分
泌経路内に亜鉛・マンガンを絶えず供給する
ことは、糖鎖生合成の活性を維持する上で非
常に重要である。先日、組換え型タンパク質
生産細胞の培養液中にマンガンを添加する
ことが、糖鎖の不均一性を減尐させ、糖鎖生
合成の効率を増大させるのに有効であるこ
とが示され、この結果は、亜鉛やマンガンを
糖鎖生合成の場である分泌経路内に効率良
く送り込む手法を確立することが、質の高い
組換え型タンパク質生産に直結することを
暗示している。本研究は、糖鎖合成酵素の活
性化に必要な分泌経路局在性の亜鉛・マンガ
ントランスポーターを同定し、組換え型タン
パク質の生産性の向上に役立てることを目
的に実施した。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 高等生物細胞株で高い相同組換え効率
を持つ唯一の細胞株であるニワトリ DT40 株
を用いて、分泌経路に局在する２価金属イオ
ンの輸送に関わると思われるタンパク質の
欠損株を順次作成していった。これらの中に
はトランスポーターと予想される機能未知
タンパク質の他に、亜鉛、銅、鉄、カルシウ
ムのトランスポーター・チャネルも含み、網
羅的な欠損株ライブラリーの作成を試みる
と同時に、出来る限り多重欠損株についても
作成した。 
(2) それぞれのトランスポーターの糖鎖生
合成に及ぼす影響について解析するため、各
欠損株の細胞抽出液を WGA、ConA（主に N 結
合型糖鎖）、ABA（O 結合型糖鎖）を用いたレ
クチンブロット解析にて検討し、糖鎖生合成
量が低下したために、レクチンブロットによ

り検出される分子量のサイズが減尐する株
の同定を試みた。 
(3) 分子量の半分を糖鎖が占めるエリスロ
ポエチン（EPO）をマーカータンパク質とし
て Pmr1 欠損株、他の欠損株に発現させ、実
際に糖鎖構造に変化が認められるかどうか
（糖鎖が不完全になるために、EPO の分子量
が小さくなるかどうか）について検討を行っ
た。なお、導入した EPO の発現量については
ELISA にて定量し、EPO の産生量がほぼ等し
い株を選択した。上細胞外に分泌された EPO
は、免疫沈降にて回収し、ウェスタンブロッ
ト法にて糖鎖構造の違いを検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 作成した欠損株のマンガン耐性を指標
にして、それぞれのトランスポーターの亜
鉛・マンガン代謝における役割を検討した。
その結果、亜鉛に対する感受性を大きく変化
させる株を見出すことはできなかったが、出
芽酵母においてマンガン耐性に関与するこ
とが知られる Pmr1 のホモログ欠損株でマン
ガンに対する感受性が有意に高まることを
示す結果を得た（図 1）。免疫染色により、本
タンパク質の細胞内局在を解析したところ、
本タンパク質はゴルジ体に局在しており、分
泌経路内へマンガンを輸送するタンパク質

であることが示唆された。 
 
(2) Pmr1ホモログ欠損株を含む複数の株の糖
鎖構造の違いをレクチンブロットにて検討
したが、レクチンによって認識される糖鎖に
有意な差異を見出すことはできなかった（図
2A）。そこで、各欠損株に EPO 遺伝子を導入
し、過剰発現させたタンパク質に付加される
糖鎖の差異に関する解析を実施した。樹立し
た全ての株において培養液中への EPOの分泌
が認められたため、各株によって分泌された
EPO に付加された糖鎖の違いをウェスタンブ
ロット法にて解析したが、この解析において
も顕著な差異を示す株は見出せなかった（図
2A）。マンガンに対する感受性が大きく増加
した Pmr1 欠損株においても変化が認められ
なかったため、単独欠損株における解析では、
糖鎖構造に大きな異常の認められる欠損株
の同定することが難しいことが予想される



 

 

結果となった。 
 

 
 
 

 

 
 
 我々は、分泌経路には二つの亜鉛輸送経路
が存在することを見出しており、この輸送経
路が互いに強調して亜鉛酵素を活性化して
いることを認めている。今回の解析結果を受
けて、現在、分泌経路内へのマンガンの輸送
経路においても、亜鉛同様に複数の経路が存
在している可能性が高いと考えており、Pmr1
を中心にして、二重、三重欠損株を作成して
いる。樹立できた株においては、順次、同様
の解析を実施しているところである。 
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図2. 樹立したDT40欠損株の糖鎖の解析。WT： 野生型DT40、数字： 樹立した欠損株

A. ABAを用いたレクチンブロット解析。

B. 欠損株から分泌されたEPOのウェスタンブロット解析。5がPmr1 欠損株。
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