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研究成果の概要（和文）：糖鎖の生体分子としての特徴の一つは分岐構造を有していることであり、分岐構造の
生物学的意味を明らかにすることは重要な課題である。特に各糖鎖分枝は多くの場合“共通”の糖鎖構造を有す
るにもかかわらず、レクチンの分枝特異的な認識など、糖鎖分枝の“非対称性”の存在が報告されている。本研
究ではその非対称性に着目し、核磁気共鳴（NMR）法や気相移動度測定法などの実験化学的手法および分子動力
学法などの計算化学の手法を用いて多分岐糖鎖の立体構造・ダイナミクス・相互作用を解析し、共通の糖鎖分枝
に個性がもたらされる構造要因の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：The presence of branched structures is a characteristic of glycans, rarely 
found in other biomolecules such as proteins or nucleic acids. To understand the biological 
significance of arm-specific carbohydrate recognition by lectins, it is a prerequisite to evaluate 
interactions with the asymmetric branched glycans. In this study, we focused on the asymmetry of 
each glycan branch and analyzed in detail the structure, dynamics and interaction based on 
experimental (NMR, ion mobility spectrometry) and theoretical (molecular dynamics simulation) 
approaches. We revealed the structural basis of branch asymmetry and its role in lectin recognition.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 糖鎖　レクチン　ダイナミクス　NMR　分枝構造　相互作用　Ｘ線結晶構造解析　分子動力学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質に結合している糖鎖は、タンパク
質の品質管理、細胞接着、タンパク質の安定
化など様々な機能を持つことが知られてい
る。N 結合型糖鎖（N 型糖鎖）はオリゴ糖転
移酵素の働きにより、翻訳された新生タンパ
ク質の Asn-X-Ser/Thr 配列の Asn 残基に付
加する(X は Pro 以外)。Asn に付加した糖鎖
の多くはその後、小胞体-ゴルジ体を通過する
際に、一群の糖鎖プロセッシング酵素の働き
を受け、高マンノース型糖鎖から複合型糖鎖
へと成熟を成し遂げる。複合型糖鎖は通常２
～５本の分枝からなり、その分枝間ではほぼ
共通の糖鎖構造をもつ。 
典型的な２本鎖の複合型糖鎖は、Manα

1-3 分枝と Manα1-6 分枝の２つの枝から構
成されているが、各分枝は糖転移酵素や糖分
解酵素、レクチンなどの反応性・結合性がし
ばしば異なることが明らかとされている。こ
の枝特異的な事象は、糖鎖分枝内の相互作用
による２つの糖鎖分枝の立体構造や運動性
の違いによると考えられるが、糖鎖の非対称
性を立体構造や運動性から原子レベルで説
明した報告は国内外をみてもほとんど存在
しないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では糖鎖分枝の非対称性に着目し、核
磁気共鳴（NMR）法や気相移動度測定法な
どの実験化学的手法およびレプリカ交換分
子動力学法などの計算化学の手法を用いて
多分岐 N 型糖鎖の立体構造・ダイナミクスを
明らかにすることを目的とした。共通の糖鎖
分枝それぞれに個性がもたらされる構造要
因を解明するとともに、糖鎖に作用する酵
素・レクチンの分枝特異的な性質を立体構造
の観点から解読することを試みた。さらに得
られた知見を基に、迅速な糖鎖異性体の識別
など分析化学分野への応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
バイセクト GlcNAc をもつ分岐糖鎖およびそ
の対照糖鎖をモデルとして化学合成し、その
糖鎖に由来するNMRシグナルの完全帰属を行
った。得られた帰属を基に一連の NMR 解析を
行い、立体構造やダイナミクスに関する情報
を原子レベルで得た。同時に分子動力学計算
により、糖鎖の立体構造アンサンブルを求め、
先にNMR解析から得られた構造パラメータと
比較解析を行った。また異性体を含む一連の
N 結合型糖鎖を準備し、気相移動度の測定か
ら糖鎖の衝突断面積を算出した。実測による
断面積と分子動力学計算やNMR解析の結果か
ら得られる断面積との比較を行い、計算パラ
メータの改善を行った。さらに分岐糖鎖に特
異的に結合するレクチンと糖鎖との相互作
用を X線結晶構造解析および NMR解析により
明らかにし、糖鎖の立体構造から糖鎖の枝特
異性・非対称性について考察した。 
 

４．研究成果 
（１）バイセクト GlcNAc 分岐構造をもつ糖
鎖の化学合成と立体構造解析 
本研究ではいくつか知られている分岐のパ
ターンのうち、バイセクト型 GlcNAc の付加
による糖鎖の分岐に着目してモデル糖鎖４
種類を化学的に数 10 mg のオーダーで合成し
た（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 合成した分岐糖鎖の構造 
糖鎖 1と 3はバイセクト型 GlcNAc をもつ。2
と 4は対照糖鎖。 
 
また動的立体構造解析を行うために, モデ
ル糖鎖４種類の各種２次元 NMR 測定を行い、
1H/13C の NMR シグナルを完全に帰属した。 
さ ら に モ デ ル 糖 鎖 ４ 種 類を 用 い て 、
GnT-III(N-アセチルグルコサミン転移酵素)
との相互作用解析を行った。その結果、
GnT-IIIの基質認識はManβ1-4GlcNAc部分が
重要であることが判明した。本研究で明らか
になったGnT-IIIの構造要求性は特異的な阻
害剤開発に対して基礎を与える。 
 
（２）分岐構造をもつ糖鎖のレクチンによる
認識機構 
①マウス DCIR2 レクチン(mDCIR2) 
分岐構造を有する分枝特異的な認識を明ら
かにするため、マウス DCIR2 レクチン
(mDCIR2)の構造解析を行った。mDCIR2 は２本
鎖糖鎖の２本の枝のうち、Manα1-3 分枝を選
択的に認識すること、さらにその選択性は
bisecting GlcNAc残基によってもたらされて
いることを明らかにした。 
②PHA-E レクチン 
PHA-E レクチンも同様に bisecting GlcNAc 残
基をもつ糖鎖と優先的に結合するが、PHA-E 
は mDCIR2 と異なり bisecting GlcNAc を直接
認識せず、かつ両分枝を同様に認識すること
を明らかにした。bisecting GlcNAc の存在は
糖鎖の取り得るコンフォマー数を減少させ、
PHA-E との結合におけるエントロピー減少を
抑えることにより、親和性を向上させている
と考察した。 
③Calsepa レクチン 
分岐構造を有する糖鎖のタンパク質との相
互作用を調べるために、分岐型糖鎖を化学合
成および天然糖タンパク質からの切り出し
により調製して、Calsepa レクチンおよび
PHA-E レクチンとの相互作用様式を解析した。
その結果、いずれの場合においても２本の糖
鎖分岐の１本が糖鎖の根本側を向いたよう
な構造をしていることが明らかになった。 



④ヒト DCIR レクチン（hDCIR） 
ヒト DCIR レクチン（hDCIR）は免疫システム
で寄与していることが想定されているC型レ
クチン受容体であり、構造機能相関を明らか
にするためにＸ線結晶構造解析を行った。そ
の結果、hDCIR はＮ型糖鎖の２本鎖構造のう
ち GlcNAcβ1-2Man 部分を主なエピトープと
して認識していることを明らかにした。 
⑤CLEC-2 レクチン 
CLEC-2 は C 型レクチン受容体の１種であり、
O-結合型糖鎖を豊富にもつポドプラニンを
特異的に認識することが知られていたが、そ
のメカニズムは不明であった。結晶構造解析
の結果、CLEC-2 は分岐型 O-結合型糖鎖の一
つの枝のシアル酸残基と周辺のペプチドを
同時に認識することで特異性・親和性を獲得
していることが明らかになった。 
⑥ZG16p レクチン 
ジャッカリン様レクチンZG16pはマンノース
と結合することが知られていたが、結核菌の
成分であるフォスファチジルイノシトール
マンノシド（PIM1, PIM2）と結合することを
明らかにした。PIM2 は分岐構造を有しており、
両分枝ともZG16pとの結合に関与することが
示唆された。 
⑦Dectin-1 
Dectin-1 は直鎖型および分岐型のβグルカ
ンを認識するＣ型レクチン受容体であるが、
その構造活性相関の研究は Dectin-1 のレク
チンドメインの大量発現の困難さにより妨
げられてきた。そこで Dectin-1 レクチンド
メインの N 末端側に protein G の B1 ドメイ
ンを融合させたところ、溶解度が 14 倍に上
昇し、発現量も５倍に上昇した。GB1 の融合
した Dectin-1 は直鎖型および分岐型βグル
カンとの相互作用解析に有効であることが
判明した。 
 
（３）気相電気泳動法による分岐型糖鎖の解
析 
ピリジルアミノ化した分岐型糖鎖６０種類
を準備し、気相電気泳動法により衝突断面積
のデータを取得した。測定した分岐型糖鎖の
うち質量が同じで構造が異なる異性体のペ
アにおいて衝突断面積が異なるものが存在
することを見出した。また計算により衝突断
面積を算出する方法を検討し、衝突断面積に
影響を与える因子（バッファガスの種類、プ
ロトンの付加部位、衝突散乱のモデルの種
類）について精査した。 
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16. 2014 年 12 月 12 日、6th Asian Community 
of Glycoscience and Glycotechnology, 
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The indirect effect of bisecting 

GlcNAc on binding to PHA-E lectin: A 
possible role for conformer selection 
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糖鎖のタンパク質による認識－構造生
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糖鎖の立体構造・ダイナミクスと相互作
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イオンモビリティーとLC-MSの組み合わ
せによる迅速な糖鎖異性体の同定 
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Symposium, Kreuth, Germany （国際学
会）（招待講演） 
Masamichi Nagae, Keisuke Soga, Kana 
Morita-Matsumoto, Shinya Hanashima, 
Akemi Ikeda, Kazuo Yamamoto and 
Yoshiki Yamaguchi 
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Glycan dynamics and interaction: From 
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ホームページ等 
60 秒でわかる？糖鎖の多様性の意味を知る 
http://www.riken.jp/pr/videos/60sec/201
51005/ 
 
折れ曲がった形の糖鎖を可視化 
－糖鎖構造の揺らぎの理解へ一歩前進－ 
http://www.riken.jp/pr/press/2016/2016
0323_2/ 
 
腸管免疫システムにおけるレクチンの新た
な機能を発見－結核菌の糖鎖の認識様式を
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http://www.riken.jp/pr/press/2015/2015
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血小板上の受容体「CLEC-2」は糖鎖とペプチ
ド鎖の両方を認識－マムシ毒は糖鎖に依存
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http://www.riken.jp/pr/press/2014/20141
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