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研究成果の概要（和文）：我々は、最近目的の糖タンパク質のうち、特定の糖を持つタンパク質のみを可視化する新技
術の開発に成功した。そこで本研究では、この新技術を利用してフコースという単糖の修飾に依存的な極性輸送のメカ
ニズム解明を目指した。基質となるアルファ-フェトプロテイン（AFP）の発現系を確立し、また肝細胞由来のHepG2細
胞で極性輸送をモニターできることを確認したものの、アジド修飾糖の細胞への取り込みに問題があり、AFPの極性輸
送のアッセイを確立するにはいたらなかった。今後この実験系がうまく動くためにはtransfectionの効率の向上、また
は修飾糖の取り込み効率の増加に工夫が必要である。

研究成果の概要（英文）：Previously we have established a novel method for visualization of glycoforms of 
specific glycoforms of a protein of interest. This research proposal aimed to clarify the molecular 
mechanism of fucose-dependent polarized transport of alpha-fetoprotein (AFP) in hepatocytes by utilizing 
the new technique we developed. While we could successfully establish the expression system of AFP in 
hepatocyte-derived HepG2 cells, we had difficulty to find a conditions to allow cells to incorporate 
azide-modified fucose in cells. In the future, we need to establish (1) more efficienct transfection 
method for AFP and (2) improvement of incorporation efficiency for azide-fucose into HepG2 cells to 
establish the assay method for polarized transport of AFP.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖修飾は真核細胞のタンパク質にとって
最も主要な翻訳後修飾機構のひとつであり、
様々な疾病において糖鎖構造の違いがタン
パク質の機能や安定性の変化をもたらして
いる例はこれまで数多く報告されている。そ
れゆえ、特定の糖鎖構造をもつタンパク質の
動態解析は、糖鎖依存的に引き起こされる生
命現象の詳細を解明する上で非常に重要で
ある。たとえばこれまで糖タンパク質がその
糖鎖の一成分である“フコース”と呼ばれる
単糖に依存したタンパク質の極性輸送機構
の存在が様々な状況証拠から示唆されてい
るものの、その分子機構はまったく不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
これまでわれわれは目的の糖タンパク質の
うち、シアル酸やフコースなど、特定の糖鎖
を持つタンパク質（“グライコフォーム”）の
みを可視化する技術を開発した。そこでこの
技術を用いて、フコース依存的な極性輸送の
分子機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまずタンパク質の極性輸送のア
ッセイ系のモデルタンパク質として、フコー
ス依存的な極性輸送が示唆されているα-フ
ェトプロテイン(AFP)に GFP を結合させたタ
ンパク質の発現系の確立を目指した。極性輸
送のアッセイについてはヒト肝がん細胞由
来の HepG2 を用いて検討を行った。 
 
４．研究成果 
AFP は分子中に N 型糖鎖の付加可能部位が
一箇所（Asn251）だけ存在するが、その Asn
を Gln に変えた変異体（N251Q）を含め、コ
ンストラクトの作成に成功した。AFP-GFP は
細胞に発現した。予想通り野生型にはＮ型糖
鎖の付加が確認されたが、その糖鎖は酵素的
な切断に抵抗性を示した（図１、レーン 3/4）。
興味深いことに、AFP-GFP が培養中に分泌す
る際には野生型、N251Q 変異体ともに分子量
の増加が認められた（図１、レーン 5-8）。こ
の分子量の違いはタンパク質修飾によるも
のと思われるが、その詳細は不明である。 
また、HepG2 細胞については既報通り毛細
胆管様構造が出来ることを確認し、極性輸送
のいいモデル系となることが確認できた。そ
こでこの細胞を用いてGlycoformからのシグ
ナルと思われる FRET シグナルの検出を試み
たが、発現効率が思いのほか悪く、特異的な
シグナルの検出には至らなかった。発現効率
の悪さは細胞を変えても同様であった一方、
別のタンパク質の発現ではそのような傾向
は見られなかったので、AFP-GFP タンパク質
自身の問題であると考えられる。今後この実
験系を動かすには、発現効率の向上が喫緊の
課題であり、そのためにはコンストラクトの
抜本的な見直しも視野に入れる必要がある。 

また、Alk-Fuc の取り込みが非常に低いこと
も FRET の検出を難しくしている。Fuc はサル
ベージ回路があまり働いていないことがよ
く知られており、GDP-Fuc の de novo 生合成
経路を抑えた細胞を用いるなど、取り込み効
率の向上に工夫が必要である。 
 本研究の当初の目的ではなかったものの、
本研究によって（１）AFP 上の糖鎖が非常に
PNGase F 消化に抵抗性を見せた、（２）分泌
される AFPには N型糖鎖以外の翻訳後修飾が
観察された、など、予想外の新たな知見を得
ることも出来た。今後詳しく解析されるべき
現象であると思われる。 
 

 
図１ AFP-GFPおよび糖鎖なし変異
体の Western Blotting による発現確
認 

 
図２ HepG2 細胞における AFP-GFP
および糖鎖なし変異体の細胞染色 
AFP の発現効率が非常に低いことが
分かる 
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