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研究成果の概要（和文）：生体での役割が未解明なGPIアンカー関連糖鎖やタンパク質の構造と機能に関する研究を分
野複合的な手法を用いておこなった。GPIアンカー糖鎖の部分構造を化学合成にて調製し、その生合成、輸送に関与す
るタンパク質PGAP5との結合性を酵素活性を用いて評価し、その機能と機構に迫った。結核菌のGPI糖鎖類縁体PIMとヒ
ト消化管タンパク質ZG16pとの複合体構造をNMRを用いて詳細に明らかにし、新しい粘膜免疫機構の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We studied structures and a glycan-protein complex of functionally unknown GPI- 
related glycans and proteins through a combination of chemical and structural biological techniques. We 
chemically synthesized a series of truncated GPI-glycan structures. Enzymatic assay using the synthetic 
glycan units, human PGAP5, relates to GPI biological synthesis and ER-Golgi transport, requires full 5 
sugar sequences for the substrate recognition. Our NMR study revealed that Mycobacterium phosphatidyl 
inositol glycan PIM is recognized by human lectin ZG16p which abundantly present around mucosa at 
intestine. Our finding suggests a new defense mechanism through mucosal immune responses.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 糖鎖　NMR　タンパク質
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１．研究開始当初の背景 

グリコシルホスファチジルイノシトール

(GPI)アンカーはある種のタンパク質を細胞

表面に繋ぎ止めておく構造体として 20 年以

上前に Ferguson らによりその糖鎖構造が報

告された（Nature 1988, 333, 269; Science 

1988, 239, 753.）。現在までに哺乳動物や

植物、酵母などとともにマラリアやトリパノ

ソーマ症の原因となる病原性の原虫類など、

真核生物に広く存在する。それら GPI-アンカ

ー型タンパク質は加水分解酵素や受容体、抗

原など様々な機能を持つ。 

GPI-アンカー型タンパク質は複雑な生合成

経路を経て合成される(木下ら FEBS Lett 

2010, 584, 1670.)が、GPI アンカーそれ自体

の機能は不明なままである (C. R. Bertozzi 

et al. Biochemistry 2008, 47, 6991.)。GPI-

アンカー型タンパク質の多くは細胞膜上の

機能ドメインに存在していることから、カベ

オリンのような機能ドメインに存在するタ

ンパク質と相互作用する可能性が考えられ

てきたが、直接的証拠は得られていない。 

GPI アンカーの機能解明が遅れている背景

には、均一構造の入手の困難さが挙げられる。

化学合成は小川ら、Schmidt らにより 90 年

代初頭より報告がなされているが(Ogawa et 

al. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 671; 

Schmidt st al. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 

679.)20 年を経た現在でも未だ容易とは言い

難い。そのため GPI 合成を基盤とする化学的

ならびに化学生物学的アプローチによる機

能解明研究への展開例は非常に限られる(例

C.R. Bertozzi et al. PNAS 2007, 104, 

20332.)。一方 GPI アンカー糖鎖骨格の立体

構造と運動性に関しては NMR によるミセル

中 で の 解 析 例 が あ る が (Nieto et al. 

Glycobiology 2006, 16, 969.) 相互作用に重

要と考えられる二つのホスホエタノールア

ミンを含まない構造を用いたものであった。 

 

２．研究の目的 

化学生物学的アプローチと構造生物学的ア

プローチを併せて GPI 関連糖鎖やタンパク

質の立体構造や相互作用を解明すること、ま

たそのための化学合成や NMR を用いた構造、

相互作用解析の技術基盤の確立を目的にし

た。本構造機能研究を通して、トリパノソー

マ症などに対する抗体医薬を用いた治療の

可能性を探る基盤となる研究とする。 

 

３．研究の方法 

本研究に用いた一連の糖鎖構造は化学合成

成により得た。適切な単糖保護体を合成して、

順次グリコシル化反応を繰り返すことによ

り糖鎖を伸長し、最後に脱保護反応を行い、

目的の糖鎖構造を得た。糖鎖やタンパク質の

構造は各種二次元測定を用いてシグナルの

帰属をおこなった後、2D 1H1H-NOESY や１D 

DPFGSE-NOESY を用いて解析した。二つの核間

NOE シグナルの強度(I1,I2)は核間距離(r1, 

r2)と I1/ I2 ∝ r2
6/ r1

6 の関係を利用して、

プロトン核間距離を見積もり立体構造を解

析した。やタンパク質との相互作用は飽和移

動差（STD）－NMR や Transferred-NOE、化学

シフト摂動を利用することで解析した。 

 

４．研究成果 

GPI アンカーは特徴的な糖鎖構造をもち、哺

乳動物、酵母、菌類や病原性原虫類に広く存

在するが、その機能はアンカーとしてタンパ

Fig. 1 GPI-アンカーの構造 



ク質を繋ぎ止めておく役割以外いまだ不明

である。申請者は、化学生物学的アプローチ

と構造生物学的アプローチを併せてGPIアン

カーの立体構造を解明し未だ不明な機能に

せまることを目的に研究を遂行した。 

GPI アンカー糖鎖の化学合成をおこなった。 

マンノース三糖とグルコサミンからなる四

糖骨格の 2箇所あるいは 3箇所のマンノース

のヒドロキシ基へエタノールアミンユニッ

トを導入した。続いて脱保護をおこない、目

的の四糖ユニットの合成を達成した。この合

成を基盤として先の四糖にイノシトールを

有する五糖ユニットを合成した。まずグルコ

ースからFerrier反応を経て合成したイノシ

トール保護体に、グルコサミンを導入した。

反応は立体選択性の完全な制御が困難であ

ったが、2:1 の選択性で α-体を優先的に得

ることができた。ここで得られた二糖ユニッ

トを受容体へと導いたのち、先に合成したト

リマンノース供与体と縮合して、目的の五糖

骨格を得た。得られた五糖骨格へエタノール

アミンユニットの導入をおこない、続く脱保

護を経て、目的の五糖ユニットの合成を達成

した。 

 合成した GPI糖鎖の立体構造を NOEを用い

て解析した。選択励起パルスを用いた一次元

のNOESY測定により、高感度かつ短時間でNOE

相関シグナルのセットを取得した。その結果、

特に非還元末端側のマンノースの回転が制

限されて回転異性体が存在している可能性

を示唆した。GPI 生合成と小胞体からゴルジ

体への輸送に関与する膜タンパク質PGAP5は、

in vitroでの発現が難しいこともありそのリ

ガンド認識機構は不明であった。そこで、そ

の活性を指標に、GPI 糖鎖の３糖または４糖

ユニットを用いて、天然型 GPI 構造に対する

活性阻害を指標に認識構造を調べた。その結

果、PGAP5 に対する阻害はかなり弱く、PGAP5

はその活性発現のためにはGPI構造全体を認

識している可能性が高いことがわかった。こ

のことは PGAP5 が小胞体での成熟型 GPIを認

識して小胞体からゴルジ体輸送の門番をし

ている可能性を示す結果と考えられる。さら

に、NMR を用いて PGAP5 と GPI 糖鎖との相互

作用を調べた。そのために共同研究者により

作成いただいたPGAP5が細胞膜表面に発現す

る細胞株を用いることにした。On-Cell NMR

条 件 下 で Saturation transfer double 

difference (STDD)-NMR を測定することで、

その相互作用の NMR による検出を試みた。そ

の結果、タンパク質とリガンドの結合に由来

すると考えられるシグナルの取得に成功し

た。しかしながら細胞に由来するバックグラ

ウンドのシグナルを効率的に除くことが困

難であったため、詳細な解析のためには更な

る測定条件の検討が必要であった。また、結

核菌の PIM は、GPI アンカーと共通のコア構

造であるホスファチジルイノシトールを有

する。この PIM コア構造の糖鎖部分を精密に

化学合成して、ヒトの腸管タンパク質 ZG16p

との相互作用を NMR により詳細に調べて、そ

の複合体構造を決定した。 
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