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研究成果の概要（和文）：出芽酵母において、小胞体関連分解（ERAD）に関わるユビキチンリガーゼであるHrd1
の変異体がOSTの加水分解反応を増強することが明らかとなった。詳しい解析の結果、出芽酵母におけるOSTの遊
離糖鎖生成は小胞体ストレスなど、変性タンパク質が蓄積する条件で促進され、タンパク質のフォールディング
促進や凝集抑制に機能がある可能性が示唆された。また、OSTの加水分解によって生じると予想されている哺乳
動物の血清遊離糖鎖について精製法の検討を行ったところ、新規な糖鎖構造が複数見つかった。またラット肝臓
の初代培養を用いて実際に肝細胞がOST由来糖鎖の分泌に関わることを実験的に証明した。

研究成果の概要（英文）：In S. cerevisiae, hydrolysis activity of OST was enhanced in hrd1 mutant, a 
ubiquitin ligase involved in endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD). After detailed 
analyses, it was found that formation of OST-mediated free glycans are enhanced under conditions of 
enhanced accumulation of unfolded proteins, such as ER stress conditions, and free glycans are 
suggested to play a role on promoting protein folding and/or preventing misfolded proteins from 
forming protein aggregates. On the other hand, in mammalian cells we established a method for 
analyzing serum free glycans, for which OST is believed to be involved in the formation, and 
identified several novel structures. Furthermore, using rat primary hepatocytes it was shown that 
liver is indeed involved in the secretion of OST-derived serum free glycans.

研究分野：糖鎖代謝生化学

キーワード： オリゴ糖転移酵素　遊離糖鎖　ユビキチンリガーゼ　初代肝細胞　フォールディング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が新たに見出したオリゴ糖転移酵素の加水分解反応は、ドナー基質を加水分解する、という一見無駄な反応
であるが、出芽酵母ではタンパク質のフォールディング促進やタンパク質凝集の抑制に関わる可能性が示され
た。一方哺乳動物細胞では、その加水分解反応が出芽酵母に比べて格段に促進されているが、肝臓が血清に遊離
糖鎖を放出できるように進化的に獲得した機能であることが推察される。血清遊離糖鎖の機能はまだ不明である
が、さまざまな免疫反応の調整に関わる可能性が考えられる。

※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 
 
タンパク質の糖鎖修飾は普遍的な翻訳後修飾であり、タンパク質の安定性や生理機能に重要な

役割を果たしていることが知られている。出芽酵母において、糖鎖修飾の中でもっとも良く知ら

れているアスパラギン結合(N)型糖鎖の生合成機構の分子機構はほぼ解明されたのに対し、その

制御機構には不明な点が多い。我々は最近、N型糖鎖の分解機構を研究する過程で、小胞体関連

分解（ERAD）に関わるユビキチンリガーゼの欠損によってN型糖鎖の付加を担うオリゴ糖転移

酵素（OST）の加水分解反応が促進されることを明らかにした。また、ユビキチンリガーゼの欠

損体が様々なN型糖鎖合成・プロセシング変異体の糖鎖不全を解消することを偶然に見出した。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では、出芽酵母においてこのユビキチンリガーゼによるN型糖鎖の加水分解反応の制御の

詳細を明らかにし、実際にN型糖鎖合成・プロセシング変異体の糖鎖不全を解消するのかどうか

を精密に解析する。また、哺乳動物を用いて、血清中に存在する遊離糖鎖に着目し、その構造を

解析する手法を確立するとともに、肝臓におけるOSTの加水分解反応血清遊離糖鎖の生成に関わ

る可能性の検証を行った。 

 
３．研究の方法 
 

出芽酵母においては、主に Hrd1、および Doa10の欠損体、およびその２重変異体を主に用いて

OST の加水分解反応や糖鎖生合成不全体の糖鎖不全を解消するかどうかを検討した。また、こ

れらの遊離糖鎖が肝細胞から分泌される可能性を検証するため、ラットの初代肝細胞を用いて、

無血清培地による培養法を確立し、分泌される遊離糖鎖の同定を行い、これらが OST の加水分

解によって生成するかどうかの検証を行った。 

 
４．研究成果 
 

出芽酵母においては、ユビキチンリガーゼであるHrd1、およびDoa10の欠損体、およびその２重

変異体を主に用いてOSTの加水分解反応を増強することが明らかとなった。一方で、糖鎖生合成

不全体の糖鎖不全を解消するかどうかを検討したところ、残念ながら同様の結果は得られず、そ

の再現性は確認できなかった。OSTの加水分解活性は、OSTのドナー基質であるドリコール糖鎖

の生合成に関わる様々なAlg変異体を用いるとHrd1 Doa10の2重欠損変異体においても抑制され

ており、OSTのタンパク質転移活性と同様、加水分解活性も生合成が完成したドリコール糖鎖

（Dol-PP-Glc3Man9GlcNAc2）をより良い基質とすることが判明した。また、それらの遊離糖鎖

生成促進は、DTT処理など、タンパク質のフォールディング不全状態においてユビキチンリガー

ゼの依存性は解消されることから、出芽酵母におけるOSTの遊離糖鎖生成は小胞体ストレスなど、

変性タンパク質が蓄積する条件で促進され、 タンパク質のフォールディング促進や凝集抑制

に機能がある可能性が示唆された（Sheng-Tao Li et al., 論文投稿準備中）。また、出芽酵母にお

いて新たにリン酸化遊離糖鎖の生成活性を生化学的に検出することに成功した。この活性はこ

れまで哺乳動物で見られていた活性と比較して、２価カチオンの要求性などの性質が大きく異

なる酵素であることが示唆された（Sheng-Tao Li et al., 論文投稿準備中）。 

また、OSTの加水分解によって生じると予想されている哺乳動物の血清遊離糖鎖について精製法



の検討を行ったところ、これまでの方法では検出できなかった中性糖鎖（オリゴ・高マンノース

型：複合型）や、Gn1型糖鎖（還元末端がGlcNAc１個になっている糖鎖）、またミルクオリゴ糖

に類似した糖鎖など、新規な糖鎖構造が複数見つかった（Chengcheng Huang, et al., Glycobiology 

2022）。哺乳動物のOST由来遊離糖鎖の分泌機構については、肝臓の初代培養を用いて実際に肝

細胞がOST由来糖鎖の分泌に関わることを実験的に証明した（Chengcheng Huang, et al., 論文投

稿準備中）。OST由来遊離糖鎖は、通常は細胞質に放出されて非リソソーム糖鎖代謝機構によっ

て分解、代謝されるが、肝細胞においてはその一部が分解をまぬがれ、分泌経路を通る過程でシ

アル酸を持つような複合型遊離糖鎖として分泌する、という経路が確立された。一方で、還元末

端がGlcNAc1残基となった糖鎖や、ミルクオリゴ糖で見られるような新規の遊離糖鎖の分泌も見

られることから、これまで考えられてきたより遊離糖鎖の分泌機構は複雑であることが明らか

となった。 
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