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研究成果の概要（和文）：糖転移酵素が標的とする糖タンパク質を同定することは、糖鎖機能を理解する上で重要であ
る。本研究では、糖転移酵素遺伝子のノックアウトマウスを用いて、糖転移酵素に特異的な標的タンパク質群の大規模
同定を行うことを目標とした。糖鎖キャリア分子をグライコプロテオミクス技術(IGOT-LC/MS法)で同定して、野生型マ
ウスとノックアウトマウスとの比較解析を行った結果、その候補キャリアタンパク質を多数同定することが出来た。こ
のように標的タンパク質の分子性状に共通した特徴および傾向が明らかになることで、特定のタンパク質に対して特異
的な糖鎖構造が選択的に付加されるメカニズムの解明が進むと期待される。

研究成果の概要（英文）：Identification of glycoproteins targeted by the glycosyltransferases is 
indispensable to understand the functions of glycans. This study aims large-scale identification of the 
glycoproteins specifically targeted by the glycosyltransferases using glycosyltransferase gene-deficient 
mice (knockout: KO mice). The comparative analyses of the glycan carrier molecules by a glycoproteomics 
technology (IGOT-LC/MS method) in wild type and KO mice identified a panel of the candidate carrier 
proteins. Understanding of the molecular characteristics and tendency commonly found in the target 
glycoproteins would accelerate the elucidation of the mechanism in selective glycosylation of specific 
glycan structures toward specific proteins.

研究分野：糖鎖生物学、生化学、免疫学、微生物学
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1.	
 研究開始当初の背景 
	
 マウスなどモデル生物の糖転移酵素遺伝子

に欠失や突然変異を生じさせると（遺伝子ノ

ックアウトマウス：KO マウス）、多様な生理

機能の異常を呈すことが多く報告されていた。

これらの表現型の発現機構を解明するため、

KO マウスに様々な化学的、生物学的解析を

行った結果、既知の分子機構では説明できな

い表現型が次々と見出され、種々の糖転移酵

素の標的タンパク質を同定することは、生体

内における糖鎖の機能を理解する上で重要な

鍵となると考えられた。 
	
 そこで、これらの分子機構をより詳細に理

解するために、グライコプロテオーム解析技

術（LC/MS 法を基盤とした N-結合型糖タン

パク質の網羅的同定法：IGOT-LC/MS 法）を

マウスに適用して、注目する糖鎖の生理的な

キャリアタンパク質（野生型）の網羅的な同

定を行うことを計画した。 
	
 また本課題では、標的糖転移酵素の欠失に

伴う糖鎖変化を推定、あるいは確認するため、

これまでに我々が作製した糖転移酵素の遺伝

子ノックアウトマウス群・細胞株を用いて、

野生型 (wild-type: WT)と同様に糖鎖キャリ

ア分子（糖ペプチド）を IGOT-LC/MS ショ

ットガン法で同定し、比較グライコプロテオ

ーム解析すると同時に、糖鎖構造解析を実施

し、その変化を確認することにした。 
	
 そのモデル系として、まずは、後述の 2 つ

の糖転移酵素β4GalT1 と Fut9、ならびにそ

れらが生合成する糖鎖構造について解析を行

うこととした。 
（1）β1,4-ガラクトース転移酵素 1（β4GalT1）
は 、 生 体 内 の 基 本 的 糖 鎖 構 造 で あ る

Galβ1-4GlcNAc 構造の生合成を行っている。

同酵素は過去、最も解析が進んだ糖転移酵素

の一つではあるが、生体内には同じ糖転移活

性を有する複数のβ4GalT アイソザイム（ファ

ミリー酵素）が存在しており、β4GalT1 が生

体内でどのように使い分けられているのかは

不明であった。 
(2) Lewis x （ ル イ ス  x ） 糖 鎖 構 造

（ Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ-R ）は Stage 
Specific Embryonic Antigen-1（SSEA-1）の

一部を構成する要素として知られている糖鎖

構造で、例えば神経幹細胞マーカーとして使

用されている。糖転移酵素であるα1,3-フコー

ス転移酵素 9（Fucosyltransferase 9, Fut9）
は糖脂質あるいは糖タンパク質上の受容体糖

鎖に対してα1,3 結合でフコースを転移する。

Fut9 遺伝子はマウス個体では胃、腎臓、神経、

白血球に発現していることから、これらの組

織において特別な機能を持つと考えられる。

しかしながら、Lewis x の生物学的機能はま

だ不明である。また、その他の細胞・タンパ

ク質における生物学的な機能の詳細もあまり

よく分かっていない。 
 
２．研究の目的 
	
 特定の糖鎖モチーフ（構造）の機能解明の

ためには、それをキャリーするコアタンパク

質の同定が必須である。そのための第１歩と

して、グライコプロテオミクスの手法・技術

によって、糖転移酵素β4GalT1 或いは Fut9、
その他の標的となる糖タンパク質（糖鎖キャ

リア糖タンパク質）分子の同定を行い、その

標的分子群の特徴から糖鎖機能を解明するた

めの基礎情報を収集することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
	
 糖転移酵素遺伝子 KO マウスを用いて、グ

ライコプロテオーム解析技術により、糖鎖キ

ャリア分子を網羅的・ハイスループットに同

定するための系の構築（レクチンの選定とレ

クチンによる捕集系の構築）のモデルとして、

まずは最も糖転移酵素として生化学的に解析

が進められてきていたβ4GalT1 について実証

実験を進めた。 
	
 そこでまずは、WT 及び B4galt1 KO マウ

スの臓器（肝臓）よりタンパク質を抽出し、

そのトリプシン消化物より、レクチンカラム

（ここではガラクトース特異的レクチンであ

る RCA120）を使用し、糖ペプチドを濃縮・

精製した。これらを試料として、グライコプ

ロ テ オ ミ ク ス の 技 術 で あ る 、 IGOT 
(Isotope-coded Glycosylation site-specific 
Tagging) 法  (Kaji et al. 2003. Nat 
Biotechnol.)によって糖ペプチドを安定同位

体標識した後、LC/MS ショットガン法によっ

てペプチド配列を同定した（図 1）。 

 
図 1：IGOT-LC/MS 法による糖タンパク質の

網羅的同定の流れ 
 
	
 一方、Fut9 マウスの解析においては、まず

野生型マウスの糖鎖構造をプロファイルし、

複合型糖鎖のほとんどにフコースが含まれて

いることが判明し、さらにこれらが Fut9 KO
マウスにおいても保持されていたことから、

複合型糖鎖キャリアを網羅的に同定するため、

マウスの腎臓組織よりフコース含有糖タンパ

ク質（AAL 結合糖ペプチド）を網羅的に同定



した。これらのペプチドの内、フコースを複

数含む糖鎖を持つ（すなわちルイスｘを含む

と予想される）糖ペプチドを識別、同定する

ために、部位特異的糖鎖分析を実施し、Lewis
型糖鎖キャリアタンパク質を網羅的に同定し

た（図 2）。さらに Fut9 KO マウスも同様の

解析を行い, Lewis x が消失している糖タン

パク質を選別して、Lewis x キャリア糖タン

パク質（Fut9 標的タンパク質）を確認した。 

 
図 2：IGOT-LC/MS 法および糖鎖付加部位特

異的糖鎖解析法による糖タンパク質の網羅的

同定の流れ 
 
 
４．研究成果 
	
 WT 及び B4galt1 KO マウス肝臓よりβ1,4-
ガラクトース末端をもつ糖ペプチドを

RCA120 カラムで捕集し、そのキャリアタン

パク質を同定した。

同定された全 1176
タンパク質のうち、

181 タンパク質が野

生型マウス試料から

のみ同定された（図

3）。 
 

図 3：同定した糖タンパク質数 
 
	
 この結果は、B4galt1 KO マウスにおいて、

これら 181 タンパク質には目的糖鎖構造

（Galβ1-4GlcNAc）が形成されないことを示

唆している。即ち、これらのタンパク質は

β4GalT1 標的タンパク質であることが推定さ

れた。次に、同定されたタンパク質のバイオ

インフォマティクス解析を実施した結果、

β4GalT1 標的タンパク質の分子性状に共通し

た特徴および傾向が見出された（図 4）。 

 
図 4：標的分子の性状解析 

	
 同様に、次に Fut9 マウスの解析を進めた。

まずはマウスの腎臓に存在しているグライコ

ームを質量分析法により解析したところ、WT
マウスでは Lewis 型フコシル化の広範な存在

が確認された（図 5）。ついで、Fut9 KO マウ

スの腎臓のグライコームプロファイルを分析

し、WT のそれと比較した結果、Lewis 型フ

コースの消失が見られたことから、腎臓では

Lewis x が限局的ではなく広範なタンパク質

上に分布することが分かった。 

 
図 5：腎臓 N-結合型糖鎖の糖鎖構造の解析 
 
	
 Lewis x 特異的なレクチンや抗体による捕

集方法は確立されていないため、まずは AAL
レクチンを親和性リガンドとしたアフィニテ

ィークロマトグラフィーで、フコシル化糖鎖

キャリアペプチドを捕集し、IGOT-LC/MS 法

で候補タンパク質、および糖鎖付加位置を同

定した。その結果、同定された糖ペプチドの

総数は 2,017 であり、これらのペプチドの情

報は、後述の付加部位特異的グライコーム分

析の基礎情報として利用した（表 1）。 

 
 
	
 次に、新規解析法を用いた Lewis x キャリ

アタンパク質の同定を行った。野生型(WT)マ
ウスにおける AAL 結合糖ペプチドには、

Lewis 型フコースをもたず、コアフコースの

みをもつ糖ペプチドも共存するため、糖鎖付

加部位ごとのグライコーム情報を取得する新

規解析法を用いて、Lewis x キャリアを選別、

同定した。その結果、WT では 74 個、Fut9 KO
では 107 個のクラスターのコアとその部位ご

との糖鎖バラエティーが同定された。WT で

は 74 クラスターのうち、57 個（49 サイト）

はフコースが 2 個以上存在するグライコーム

を含んでいた。それらのうち、23 個のタンパ

ク質が相当し、これらを Lewis x キャリアと



同定した。一方 Fut9 KO では、複数のフコー

スを含む糖鎖を持つ糖ペプチドクラスターは

2 個（1 サイト）、タンパク質数は 1 個であり、

Fut9 KO では Lewis x が消失したことが分か

った。以上をまとめると、WT では 24/32 糖

タンパク質が Lewis x 構造を含み、そのうち

21 個の Lewis x が Fut9 KO マウスでは消失

したことが分かった。以上より、同定された

タンパク質の数や糖鎖バラエティーも多く見

られ、Fut9 KO マウスを用いたことで、その

糖鎖変化を確認するとともに、腎臓の網羅的

な糖鎖プロファイルを得ることができた。こ

れは、生体内における Lewis x の糖鎖付加部

位特異的グライコームの網羅的な解析を行な

った初めての報告であると考えられる。 
	
 また、これらB4galt1、Fut9の他、LacdiNAc
糖鎖合成酵素(B4ganlnt3/4)を欠失したKOマ

ウスも準備済みであるので、LacdiNAc 糖鎖

キャリア分子を網羅的に同定するための技術

確立を目的に、培養細胞 HEK293T をモデル

として、WFA 結合糖タンパク質の同定を実施

し、その方法の妥当性を確認した。 
	
 以上のように、本研究課題において実施し

た、各糖転移酵素に特異的な標的タンパク質

をグライコプロテオームスケールで同定する

解析手法によって、このような標的タンパク

質の同定と、分子性状に共通した特徴および

傾向を明らかにすることが出来た。今後、得

られた結果を基に、特定のタンパク質に対し、

特異的な糖鎖構造が選択的に付加されるメカ

ニズムの解明が進むと期待される。 
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