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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に係る糖鎖プロセシング変化は、細胞状態や疾患、基質糖タン
パク質の性質等、様々な要因で変化するものと考えられる。本研究では合成糖鎖基質と動物組織より抽出した小胞体画
分を反応させ、得られた糖鎖プロセシングプロファイルの比較によって、糖鎖プロセシングに影響を与える要因や疾患
との関わりを検討した。その結果、肥満モデルラット、2型糖尿病モデルラットおよび骨粗鬆症モデルマウス由来の糖
鎖プロセシングが特有のパターンを示すことが分かった。また糖鎖プロセシング状況は、細胞内の高濃度環境や、基質
糖タンパク質の疎水性によっても影響を受けることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glycan-processing related to glycoprotein quality control in the endoplasmic retic
ulum (ER) seems to be changed by various factors depend on the cellular status, diseases and property of g
lycoproteins. In this study, synthetic glycan substrates were treated with ER fractions extracted from var
ious animal organ. The resulting glycan-processing profiles were compared each other to understand correla
tion between disease and glycan processing change. The results show that obesity, diabetes and osteoporosi
s rat/mouse provide disease-specific glycan profile. Moreover, glycan-processing status were found to be i
nfluenced from in vivo macromolecular crowding conditions and property of substrate glycoproteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 小胞体内ではタンパク質品質管理が、タン
パク上の糖鎖プロセシング状況を指標に恒
常的に行われている [Semin. Cell Dev. Biol. 21, 
500-511 (2010)]。申請者は合成糖鎖基質を用
いた糖タンパク質品質管理機構の解析過程
で、タンパク質折り畳みセンサー酵素 UGGT
に認識される初の合成基質の開発に成功し
た  [Angew. Chem. Int. Ed. 44, 7950-7954 
(2005)]。従来 UGGT は折り畳み不全糖タンパ
ク質のみを基質認識すると考えられており、
小胞体糖鎖プロセシング解析の妨げになっ
ていた。本ツールの開発はこの障害を取り除
くものであり、これを契機に糖鎖プロセシン
グと細胞機能をマクロに結び付けることに
興味を抱いた。ところで異常タンパク質の蓄
積による小胞体ストレスがアルツハイマー
やパーキンソン病の原因となることが報告
さ れ  [Cell Death and Differentiation 13, 
385-392 (2006)]、ストレス応答物質の発現に
注目した疾患研究が精力的に行われている 
[Annu. Rev. Pathol. 3. 399-425 (2008)]。しかし
ながら小胞体ストレスの上流で恒常的に稼
働している糖タンパク質品質管理とストレ
ス関連疾患を結び付けた研究は報告されて
いない。そこで申請者は健常およびアルツハ
イマーモデルマウスの脳や肝臓から小胞体
画分を抽出し、これらと独自の合成糖鎖基質 
[Biochemistry 48, 2933-2940 (2009)] を反応さ
せ、糖タンパク質品質管理に係る糖鎖プロセ
シングを再構成し比較したところ、両者に明
確な違いがあるという初期的知見を得た。さ
らに疾患の痕跡が特有の糖鎖プロセシング
に現れる現象は、認知症や骨粗鬆症、II 型糖
尿病のモデル動物でも認められた。 
 このような背景のもと、糖鎖プロセシング
変化を足掛かりとすることで、小胞体ストレ
ス関連疾患を含む様々な細胞状態を評価で
きる確信を深め、糖鎖プロセシング機能に立
脚した多面的な疾患・細胞評価を通して新し
い診断法や治療法の創発に繋げる本研究の
立案に至った。 
 
２．研究の目的 
 本申請では糖タンパク質糖鎖変換に注目
した「糖鎖プロセシングに基づく細胞状態解
析」を提案する。我々の体内では折り畳み不
良タンパク質の蓄積によって生命システム
の下流で疾患の発症を含む多様な表現型を
呈する。一方、生命システムの上流でタンパ
ク質の折り畳み・選別・輸送・分解にまつわ
る品質管理を制御しているのは糖タンパク
質糖鎖のプロセシングである。本研究では疾
患発症過程上流の糖鎖プロセシング状況の
変化を疾患の痕跡と捉え、これを足掛かりに
多面的な疾患解析を行うことで、早期診断や
新しい治療法の創発に繋げることを目的と
している。 
 
３．研究の方法 

 新生糖タンパク質の糖鎖構造をもつ人工
糖鎖基質を、疾患モデルを含む様々な細胞か
ら抽出した小胞体画分と反応させ、小胞体内
の糖鎖プロセシング過程を試験管内で再現
する。反応生成物の HPLC（高速液体クロマ
トグラフィー）分析によって得られる人工糖
鎖由来のクロマトグラムを、その細胞固有の
小胞体ストレス状態を反映した糖鎖プロセ
シングデータと捉え、これらを指標として細
胞状態を比較し、小胞体ストレス関連疾患の
評価、診断に応用する。また人工細胞内での
糖鎖プロセシング解析に加え、糖鎖プロセシ
ング酵素群やそれらをコードした遺伝子の
発現状況の解析を通して、糖鎖プロセシング
機能に基づく細胞状態変化や疾患発症過程
の理解に繋げた。 
 
４．研究成果 
(1) 疾患特異的な糖鎖プロセシングの解析 
 これまでに初期的知見を得た小胞体糖タン
パク質品質管理機構の稼働状況を糖鎖プロ
セシングプロファイルによって評価する手
法を用い、糖タンパク質品質管理の破綻に起
因する可能性が示唆されている２型糖尿病
および骨粗鬆症を解析した。具体的には非肥
満型２型糖尿病モデルラット由来の小胞体
画分から再構成した糖鎖プロファイルは、健
常モデル由来のそれと比較して糖タンパク
質排出シグナルに相当する糖鎖群の生成が
有意に増加することを見出した。また骨粗鬆
症モデルマウス由来の小胞体画分から糖鎖
プロファイルを再構成した場合、そのパター
ンには健常モデル由来の糖鎖プロファイル
と比較して、糖タンパク質分解シグナルが明
らかに増加する傾向が観察された。我々は両
疾患特異的糖鎖プロファイルを分子レベル
で理解すべく、糖鎖プロセシングに関わるタ
ンパク質群について活性および発現レベル
で解析を行ったところ、各タンパク質状況と
糖鎖プロセシング状況に相関がある箇所も
認められた一方、一部に両者に相関が認めら
れない箇所があることが分かった。この結果
は疾患が糖鎖プロセシング酵素の比活性に
も影響を与えている事を示すものと考えて
いる。 
 
(2) 疑似細胞内での糖鎖プロセシンング 
 細胞内は一般的な in vitro 環境と比べて
様々な生体分子によって非常に混んだ（クラ
ウディング）環境である。これにより酵素活
性に代表されるタンパク機能は多大な影響
を受けることとなる。我々は本研究課題で取
り扱う小胞体内の N-型糖タンパク質上の糖
鎖プロセシングに注目し、これを連続的な代
謝過程のモデルとしてマクロ分子クラウデ
ィング効果について検討した。生理的な糖鎖
構造をもつ合成基質を用いて定量的な解析
を行った結果、分子クラウディング環境下に
おいて糖鎖プロセシングの前半、すなわちグ
ルコース切断過程の速度は加速される一方、



糖鎖プロセシングの後半、すなわちマンノー
ス切断過程のそれは減速されることが明ら
かとなった。さらに同様の分子クラウディン
グ下において、レクチン様分子シャペロン
「カルレティキュリン」が糖鎖プロセシング
中間体とより強固に結合することも明らか
にした。本研究は連続的な酵素反応過程にお
ける多様な分子クラウディング効果を明確
にし、連続的な代謝過程を in vitro でアッセイ
する際にマクロ分子クラウディング効果を
考慮することの重要性を明らかにしたもの
である。これまでに示した糖鎖プロセシング
による疾患評価は、疾患を区別するには有効
であるが、必ずしも生体内を再現したもので
はない。本研究成果は生体内糖鎖プロセシン
グの in vitro での再現に寄与し、疾患原因の
特定に繋がるものと考えている。 
 
(3) 階層横断的な糖鎖プロセシング解析 
 本課題では糖鎖プロセシングによる疾患
解析を発展させ、遺伝子・タンパク質・代謝
産物を横断する解析手法の開発を検討した。
すなわち糖タンパク質品質管理の中心機構
であるカルネキシン(CNX)/カルレティキュ
リン (CRT) サイクルに関連するタンパク質
（CNX/CRT, グルコシダーゼ II、UGGT）に
ついて mRNA 発現レベル、タンパク質発現
レベルおよび活性レベルで解析を行い、これ
らを異なる細胞状態の評価指標として活用
することを試みた。まず肥満および糖尿病モ
デルラット由来の小胞体において CNX/CRT
の mRNA、タンパク発現量および活性は相関
するが、その増減は疾患によって一様でない
ことを見出した。次にグルコシダーゼ II に対
して同様の検討を行ったところ、その mRNA
およびタンパク発現量はヘテロダイマーを
構成するサブユニットとサブユニット間
で相関せず、とくに肥満モデルラットでは高
マンノース型基質に対する活性が低下して
いることが分かった。最後に UGGT に対す
る解析を行い、肥満モデルでは mRNA の発
現量低下に相関したタンパク質発現および
活性の低下が観測されたが，糖尿病モデルラ
ットでは mRNA 発現の変化とタンパク質発
現量や活性が相関しないことを明らかにし
た。これらの知見は疾患に伴う細胞状態の変
化が、CNX/CRT サイクルに関連するタンパ
ク質の mRNA やタンパク質発現量ならびに
活性に有意の影響を与えるが、その影響は一
様でないことを示しており、本手法が細胞状
態を評価するひとつの指標として活用でき
ることを示唆している。 
 
(4) 糖鎖プロセシングのアグリコン制御 
 本研究で取り扱う糖鎖プロセシングは多
様なタンパク質の表面で進行する。それぞれ
の糖タンパク質は特有のアグリコン（糖鎖以
外の部分）構造を有するが、これらが糖鎖プ
ロセシングに与える影響については十分に
検討されていない。そこで本課題では、高マ

ンノース糖鎖の還元末端に親水性度の異な
るアグリコン構造を導入した合成小分子基
質群を用い、糖鎖近傍の構造や性質が小胞体
糖鎖プロセシングに与える影響を解析した。
その結果、マンノース切断行程はアグリコン
部分の親水性向上と相関して活性が低下す
ることを見出した。この現象はマンノース切
断酵素に疎水性認識能がある可能性を示し
ている。次に同様の手法でアグリコン構造変
化のグルコース転移活性への影響について
検討した。その結果、グルコース転移活性が
同様にアグリコンの親水性向上に伴って低
下することを明らかにした。さらにグルコー
ス切断活性に対する検討を行い、アグリコン
構造の親水性が向上すると、当該活性が上昇
することを見出した。これは前述したマンノ
ース切断やグルコース転移に対する影響と
対照的な結果であり、これを引き起こした要
因として、基質とリガンド構造を競合するレ
クチン分子 (CRT) の特異性が影響した可能
性がある。そこで、当該レクチン分子と多様
なアグリコン構造を有する糖鎖リガンドと
の相互作用解析を行った結果、両者の結合は
糖鎖アグリコンの疎水性が向上するほど強
くなることを見出した。このことは前述の考
察を支持するものであり、本研究成果の確度
を高めることに寄与している。以上の結果よ
り小胞体糖鎖プロセシングにおいてアグリ
コン構造が調節因子となりうることを証明
した。 
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