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研究成果の概要（和文）：小胞体糖タンパク質品質管理機構で重要な役割を果たすグルコース転移酵素
（UGGT1）―セレノタンパク質SelenoF複合体を、昆虫細胞発現系で大量に調製可能であることを示した。また、
新たに開発した光親和性架橋剤をSelenoFのシステイン残基に選択的に導入し、UGGT1と光架橋を行うことで、
SelenoFのUGGT1に対する空間的配向の決定を試みた。その結果、SelenoFはUGGT1のN末端側のTRXL3領域およびC
末端側のGT24ドメイン付近と架橋することが明らかになった。これにより、SelenoFがUGGT1が認識する様々なミ
スフォールド糖タンパク質にアクセス可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that the glucose transferase (UGGT1) - selenoprotein 
(SelenoF) complex, which plays an important role in the endoplasmic reticulum protein quality 
control system, can be prepared on a large scale using an insect cell expression system. In 
addition, we attempted to determine the spatial orientation of SelenoF with respect to UGGT1 by 
introducing a newly developed photoaffinity cross-linking agent into the cysteine residues of 
SelenoF and cross-linking it with UGGT1. SelenoF was found to crosslink with the TRXL3 region on the
 N-terminal side of UGGT1 and the GT24 domain on the C-terminal side. This suggests that SelenoF can
 access various misfolded glycoproteins that are recognized by UGGT1.

研究分野： 糖質化学

キーワード： 糖転移酵素　糖鎖合成　糖タンパク質品質管理　小胞体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ヒトUGGT1およびSelenoFを大量に入手できるようになったことで、未解明のヒトUGGT1―SelenoF
複合体の構造解析に寄与できる。また、SelenoFがUGGT1のTRXL領域に結合し、高い自由度で動くことを明らかに
したことで、UGGT1-SelenoF複合体は単にミスフォールド糖タンパク質にグルコースを転移するだけでなく、積
極的にミスフォールドした糖タンパク質のリフォールディングに関与していることが示唆された。これにより、
UGGTのミスフォールド糖タンパク質認識機構やUGGT1変異に関連する疾患の解明に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
小胞体品質管理機構において中心的な役割を果たす UDP-グルコース:糖タンパク質グルコース
転移酵素（UGGT）は糖タンパク質のフォールディング状態を識別し、折り畳みの誤りがあるミス
フォールディング糖タンパク質上の糖鎖にグルコースを付加する。付加されたグルコース残基
はタンパク質のフォールディングが不完全であることの目印になり、グルコースを認識するレ
クチンシャペロンによって捕捉され、フォールディングが促される。UGGT はミスフォールド糖
タンパク質の疎水性を認識して、ミスフォールド状態を識別していると考えられているが、その
詳細なメカニズムは不明である。一方、UGGT はセレノタンパク質である SelenoF と 1:1 でヘテ
ロダイマーを形成していることが知られている。SelenoF には Cys-Gly-Sec という配列が含まれ
ていることから、ジスルフィドイソメラーゼ様の活性があると考えられているが、糖タンパク質
品質管理における SelenoF の関与は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では UGGT による糖タンパク質リフォールディングにおいて SelenoF の関与を明らかにす
ることを目的とした。これまでの代表者らの研究で、リフォールディングをモニターするための
アッセイ系は構築できていることから、本研究では、①純粋で大量のヒト UGGT1-SelenoF 複合体
の調製、②UGGT1-SelenoF の結合位置や SelenoF の UGGT1 内での空間的配向の決定、③糖鎖構造
依存性を明らかにするための糖タンパク質基質の調製を行い、これらを用いて UGGT1-SelenoF が
ミスフォールド糖タンパク質のリフォールディングに与える影響を解析することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト UGGT1 および SelenoF(U96C)遺伝子を挿入した組換えベクターを作製した後に、これら
を導入した組換えバキュロウイルスを作製した。続いて、Sf-9 昆虫細胞に組換えバキュロウイ
ルスを感染させ、組換えタンパク質を発現させた。その後、硫安沈殿、アフィニティー精製、イ
オン交換などを行うことでタンパク質を精製した。また、我々が以前構築した UGGT アッセイ系
を用いて、得られた UGGT1 の酵素反応を追跡した。さらに、プルダウンアッセイによって UGGT1
と SelenoF の結合を確認した。 
(2)  UGGT1 の C 末端側、または N末端側をトランケートした変異体と SelenoF(U96C)を用いた
プルダウンアッセイを行うことで、SelenoF の UGGT1 に対する結合ドメインを決定した。 
(3)  SelenoF(U96C)の Cys94 および Cys96 に導入可能な光アフィニティークロスリンカーを化
学合成した。続いて、UGGT1-SelenoF 複合体にクロスリンカーを導入し、光照射によってクロス
リンクした後、SDS-PAGE で分離したタンパク質を in-gel 消化し、LC-MS/MS によりクロスリンク
ドメインを決定した。 
(4) 異なるアグリコンを有するオリゴマンノース型糖鎖を調製し、UGGT1 と同様に小胞体品質
管理機構で重要な役割を果たす糖加水分解酵素 EDEM3 のアグリコン特異性を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究ではまず、ヒト UGGT1 の cDNA を pCold 
I 発現ベクターにクローニングし、大腸菌 BL21 細胞
を用いて発現を試みた。しかし、組換えヒト UGGT1
タンパク質は得られなかったため、大腸菌発現系は
ヒト UGGT1 の生産には適さないと結論し、昆虫細胞
での発現を試みた。Sf9 細胞にクローニングしたヒ
ト UGGT1 遺伝子を含むバキュロウイルスを感染させ
た。培養液を SDS-PAGE で分離し、抗 FLAG 抗体を用
いてウェスタンブロッティングで解析したところ、
3日目以降に UGGT1 の分子量である約 170 kDa のバ
ンドが確認され、Sf9 を用いた UGGT1 の発現の可能
性が示唆された。培養液を回収し、Ni-NTA アフィニ
ティーカラムクロマトグラフィーを用いてタンパク
質を精製した。しかし、この画分には多くの夾雑タ
ンパク質が含まれていたため、硫安沈殿、透析、ア
フィニティー精製、イオン交換クロマトグラフィー
の各段階での条件を検討し、高純度の UGGT1 を得た
（図 1）。次に、大腸菌を用いて発現・精製したヒト
SelenoF(U96C)と今回得られた UGGT1 の結合をプル
ダウンアッセイにより確認したが、結合は見られなかった。そこで、SelenoF も昆虫細胞発現系
を用いて発現・精製し同様の実験を行ったところ、複合体の形成が確認された。さらに、UGGT1
と SelenoF の共発現を行った場合にも、UGGT1-SelenoF 複合体が得られることを明らかにした。

 

図 1. イオン交換クロマトグラフィーによ
るタンパク質の溶出パターン。上は CBB 染
色、下は抗 FLAG 抗体による WB。 



本研究によって得られた UGGT1-SelenoF 複合体は、アグリコンに蛍光分子を有するオリゴマン
ノース型糖鎖に対し、UDP-Glc からグルコースを転移する酵素活性を有していることを確認した。
本研究により糖転移活性を有する UGGT1-SelenoF 複合体を比較的大量に得ることができたこと
から、今後、複合体の構造解析やミスフォールディング糖タンパク質の認識機構解明に寄与でき
ると考えられる。 
 
(2) これまで、UGGT1 は SelenoF と 1:1 で複
合体を形成することは知られていたものの、
SelenoF の UGGT1 に対する結合位置について
は曖昧な理解のままであった。本研究では、
アフィニティー精製用タグを有する UGGT1 の
C 末端側から、あるいは N 末端側からアミノ
酸 残 基 を 切 断 し た 各 種 変 異 体 と
SelenoF(U96C)をヒト培養細胞（293T）を用い
て共発現し、UGGT1 をアフィニティー精製後
にウェスタンブロッティングを行うことで複
合体の形成を確認した(図 2)。その結果、
UGGT1 を構成する 4 つのチオレドキシン様ド
メイン(TRXL１～4)と糖転移酵素活性中心を
含む GT24 のうち、TRXL2 と予想される領域に
SelenoF が結合していることを強く示唆する
結果を得た。 
 
(3) 新たに開発した光親和性架橋剤を SelenoF のシステイン残基に選択的に導入し、UGGT1 に
対する SelenoF の空間的配向の決定を試みた。新しく開発した光反応性架橋剤は、光反応性フェ
ニルアジド基と二箇所の求電子部位からなり、一対のシステイン残基と特異的に反応するよう
に設計した。合成は図 3 左に示すように、まず、ホルムアルデヒド、4'-ニトロアセトフェノン、
および 4-メチルベンゼンチオールを出発原料にして、アルドール縮合反応とマイケル付加反応
によって化合物 2 を得た。続いて、化合物 2 のニトロ基を酢酸存在下、鉄で還元した後、アジ化
ナトリウムと亜硝酸ナトリウムを用いてアジド誘導体(4)に導いた。さらに、スルフィドをオキ
ソンで酸化することで目的の光反応性クロスリンカー(5)を合成した。続いて、UGGT1 と
SelenoF(U96C)をヒト培養細胞（293T）を用いて共発現し、アフィニティー精製後に化合物 5 を
加え、光照射した。その後、架橋されたタンパク質を消化し、架橋部位を LC-MS/MS で解析した
ところ、SelenoF は合成架橋剤を介して、UGGT1 の TRXL3 領域およびβS2 と GT24 の間のドメイ
ンにあるアミノ酸と共有結合を形成していることが確認された。他研究グループの MD シミュレ
ーションの結果より、TRXL2 ドメインの可動域は広く、高い自由度を有していることから、様々
なミスフォールド糖タンパク質を受け入れ可能であることが示唆されている。本研究によって、
UGGT1 が認識する様々なサイズのミスフォールドタンパク質に対し SelenoF がアクセス可能で
あることが示され、糖タンパク質の品質管理に重要な役割を果たしていることが示唆された（図
3右）。 

図 3. 光反応性クロスリンカー(5)の合成（左）と SelenoF と UGGT1 の架橋部位（右） 
 
(4) EDEM3 はグリシン結合した M9 糖鎖とは対照的にアスパラギン結合した Man9 糖鎖を、Man8
および Man7 糖鎖にトリミングできること、EDEM3 のパートナータンパク質として知られる ERp46
の存在下で活性が増強されることが明らかになった。本研究は、EDEM3 の酵素的性質と ERAD 機
構を研究するツールとしての人工糖鎖基質の利用について新たな知見を与えるものである。 

 
図2. UGGT1の切断変異体を用いたプルダウンアッ
セイ。A（38～271）、B（272～508）、C（509～744）、
D（745～980）、E（981～1244）、F（1245～1555）に
分けた。各ドメイン（TRXL1、TRXL2、TRXL3、TRXL4、
および GT24）は、CtUGGT と HUGT1 のアミノ酸配列
アラインメントから推定した。 



 

図 4. アグリコンが異なる2種類の糖鎖基質と EDEM3 によるマンノース加水分解反応性の違い。 
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