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研究成果の概要（和文）：　細胞内の秩序維持に関わる糖タンパク質品質管理機構において、糖鎖は、タンパク
質の品質を表示するタグとして機能し、その細胞内運命の決定に寄与している。こうした分子メカニズムを解明
することができれば、糖鎖が担う生命情報を解読するための重要な礎となることは間違いない。本研究では、小
胞体内において立体構造形成が未完成な糖タンパク質の目印として働く糖鎖を研究対象とし、酵母遺伝子破壊、
化学合成、試験管内酵素反応を駆使して本糖鎖の安定同位体標識法を確立した。さらに、常磁性NMR解析法によ
る精密実験と分子シミュレーションを組み合わせた動的構造解析を通して、分子シャペロンによる糖鎖認識の仕
組みを解き明かした。

研究成果の概要（英文）：  Oligosaccharides play pivotal roles in a variety of biological events in 
intracellular environments primarily through their interactions with a series of carbohydrate 
recognition proteins. In this study, the dynamic conformational ensemble of the high-mannose-type 
dodecasaccharide that displays the terminal glucose residue as a determinant recognized by molecular
 chaperones was determined. For this purpose, we attempted to apply the method based on 
paramagnetism-assisted NMR spectroscopy in conjunction with molecular dynamics simulation. A key to 
exploiting this method is the preparation of sufficient quantities of the lanthanide-tagged 
oligosaccharide with uniform and selective stable isotope-labelling. This was enabled by using a 
chemoenzymatic technique that we also developed. Consequently, our exploration of the conformational
 space of this dodecasaccharide revealed an induced-fit mechanism by which the chaperone 
accommodates the glucosyl antenna of their targets.

研究分野： 生体機能関連化学
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１．	研究開始当初の背景 
	 細胞の中で新たに生合成された糖タンパ
ク質が小胞体において立体構造を形成する
際や、固有の立体構造獲得後にゴルジ体へと
移る際には様々な種類の糖認識タンパク質
（レクチン）が関与することが知られている。
また、細胞の中で不要となったタンパク質が
分解処理されるプロセスにも、糖鎖とレクチ
ンとの相互作用が重要な役割を果たしてい
る。これらの機構において、糖鎖は、種々の
酵素の働きによって少しずつ化学構造を変
えるプロセシング過程と共役しながら、糖タ
ンパク質の品質を表示するタグとして機能
し、その細胞内運命の決定に寄与している。 
	 ところが、こうした生物学的重要性にもか
かわらず、糖鎖の物理化学的な研究は、タン
パク質や核酸に比べて著しく立ち遅れてき
た。とりわけ難しい問題は、糖鎖が、タンパ
ク質にはみられない複雑な枝分かれ構造で
あることに加え、高い柔軟性をもち、水中で
は絶えず揺らいでいることである。柔軟な生
命鎖である糖鎖が、タンパク質の細胞内運命
決定という高度な秩序維持をいかにして実
現しているのか、その詳細な分子メカニズム
を解明することができれば、糖鎖が担う生命
情報を解読するための重要な礎となること
は間違いない。しかし、糖鎖分子の正しい
立体構造に関する研究は、伝統的な構造生
物学手法の適用の難しさから、基盤となる
計測手法さえ確立されていない未開拓の研
究領域と言える。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、分泌経路においてタンパク質
の品質を提示する役割を担う高マンノース
型糖鎖の動的な 3次元立体構造を明らかにす
ることを目指す。これを通じて、タンパク質
品質管理システムに関わる酵素やレクチン
と糖鎖との相互作用機構を解明し、糖タンパ
ク質の細胞内運命を決定する暗号がいかに
コードされ、また読み解かれるのか、その構
造基盤に迫る。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、非還元末端グルコース残基を
含む 12 糖からなる高マンノース型糖鎖 G1M9
について、酵母変異株を用いた高マンノース
型糖鎖の大量調製法と化学-酵素合成法を組
み合わせ、均一または選択的に安定同位体標
識を施した糖鎖の調製法を確立した。調製し
た糖鎖の立体構造について、常磁性タグを応
用した核磁気共鳴分光（NMR）法と分子動力
学（MD）シミュレーションを基軸とする精密
解析に基づいて原子レベルの分解能で明ら
かにした。さらに、こうして得られた構造基
盤に基づき、糖鎖と、タンパク質品質管理機
構に関わるレクチンとの相互作用機構を調
査した。	
	
	

４．研究成果	
	 小胞体内で糖タンパク質のフォールディ
ング状態が不全なタンパク質の存在を感知
してグルコース残基を付加する酵素である
UDP-グルコース糖タンパク質グルコース転
移酵素（UGGT）を活用して、安定同位体標識
を施した G1M9 糖鎖を作出する方法論を開発
した。	
	 高マンノース型糖鎖を均一に発現する変
異酵母を同位体標識グルコースを炭素源と
して含む培地で培養することによって、糖タ
ンパク質を均一に標識した。得られた糖タン
パク質を基質とし、別途化学合成した
UDP-[13C6]グルコースを用いて UGGT による糖
転移反応を行い、G1M9 糖鎖を調製することに
成功した（図 1）。	
	

	
図 1.	酵母遺伝子破壊、化学合成、試験管内
酵素反応を組み合わせた安定同位体標識
G1M9 糖鎖の作出。T.	Zhu	et	al.	Chem.	Lett.	
2015 より。	
	
	
	 調製した安定同位体標識糖鎖を利用し、MD
シミュレーションと常磁性タグを応用した
NMR 計測とを組み合わせた動的構造解析によ
って、そのコンフォメーション空間を明らか
にすることに成功した（図 2）。さらに、実験
データによって裏付けられた分子シミュレ
ーションにより、多様な構造を形成する糖鎖
が分子シャペロンとの相互作用を通じて新
たな立体構造を形成する、誘導適合に基づく
分子認識の仕組みを理解することができた。
これにより、糖タンパク質の立体構造形成、
輸送、分解に関与する一連の高マンノース型
糖鎖について、水中で揺動する立体構造情報
を定量的に得るに至った。	
	 また、糖タンパク質を分解へと促す酵素グ
ルコシダーゼⅡに関して分子運命決定に関
わる構造基盤を求めることができた。さらに、
神経幹細胞ではたらく糖鎖を人工分子骨格
に結合したハイブリッド分子をデザインし、
機能性糖鎖クラスターを創出した。得られた
糖鎖クラスターを用いて精密 NMR 計測を実施
することにより、細胞間コミュニケーション
に関わる糖鎖−糖鎖相互作用の構造基盤を明
らかにすることができた。	
	
	
	
	
	



	
図 2.	上)常磁性プローブを導入した G1M9 糖
鎖。下)	実験データを用いて裏付けられた分
子シミュレーションにより得られた二面角
分布。赤丸はレクチンとの複合体の結晶構造
中のコンフォメーションを示す。T.	Suzuki	
et	al.	ChemBioChem	2017 より。	
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