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研究成果の概要（和文）：新規に確立した方法で合成した糖タンパク質をもちいて、水素重水素交換質量分析実
験をおこない、糖鎖周辺の重水素化の交換速度が他のタンパク質表面と特異に違うことを見出した。また、化学
合成し、かつフォールディングした糖タンパク質を生細胞のゴルジ体内に挿入することに成功した。糖タンパク
質の糖鎖周辺のタンパク質表面を疎水性から親水性に変化させ、細胞培養するとN型糖鎖の分枝数の変化がおこ
ることが明らかになった。遺伝子機能欠損によるゴルジ体の変化の構造の詳細を解析した。このゴルジ体の構造
の変化によって細胞表面の糖鎖の構造が変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：A New chemical peptide-peptide coupling method was established and we used 
it for the synthesis of glycoproteins. Hydrogen-Deuterium exchange mass spectroscopy revealed that 
protein surface around N-glycans showed different deuterium pattern than that of other 
non-glycosylated protein surfaces. We demonstrated the insertion of folded native glycoprotein into 
the Golgi apparatus of the live cells. We found that biosynthesis of the antennary form of N-glycan 
seems to recognize a hydrophobic and hydrophilic pattern of protein surface by the use of mutation 
protocol of cytokine.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 糖タンパク質　複合型糖鎖　糖タンパク質生合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA、タンパク質についで、糖鎖は生体の第３の鎖として、その機能解明の研究が展開されてきた。
しかし、糖鎖は、天文学的な数の異性体を生じるため、その機能解明は困難を極めている。本研究では、タンパ
ク質上の糖鎖が、周りの水と相互作用をすることで、タンパク質の機能を高めているという現象を見出すことが
できた。その結果、糖鎖と水の相互作用に着目することでこれまで理解できていなかった糖鎖をもつタンパク質
の機能、および糖鎖がタンパク質へ与える影響を研究できる基盤ができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

ヒトの細胞外、細胞表面のタンパク質のほぼ全ては糖鎖がついた糖タンパク質である。

しかし、この糖鎖がなくなると糖タンパク質の安定性、活性など様々な機能が著しく低下す

る。 

一般に、糖鎖構造は多様で、どの構造の糖鎖がタンパク質の活性発現に必要か特定でき

ないとされている。特に糖タンパク質のアスパラギンに結合した複合型と呼ばれる糖鎖は、

その分枝構造が、２、３、４と多様で、分枝鎖が増えるほど、タンパク質の構造安定性や整

理活性が向上するといわれている。しかし、どのような構造がそれぞれのタンパク質の活性

を顕著に向上するのかなど理解されていない。 

糖鎖構造は多様で、暗号のように複雑といわれているが、各タンパク質の各糖鎖付加部

位に限定して見ると、タンパク質の性質に対応し、糖鎖はある一定の分枝構造で再現性よく

付加しているように見えるが、その現象を詳細に調べた報告例はない。 

糖タンパク質生合成は、小胞体から開始される。まず、ハイマンノース型糖鎖をもつポ

リペプチドが合成され、そしてシャペロンの助けをうけタンパク質部位が正しく折り畳ま

れる。そして、正しいタンパク質構造に折りたたまれた糖タンパク質は、ゴルジ装置へ運ば

れる。 

 ゴルジ装置は、小胞体から運ばれてきた糖タンパク質がもつ中性の糖鎖を大幅に改変し

酸性のシアリル糖鎖という成熟型糖鎖を合成するが、どのような機構、分子認識を経て糖鎖

構造の改変を制御しているか未だ不明である。しかし、アスパラギン結合型糖鎖（N 型糖

鎖）の分枝様式は、前述のように、タンパク質毎に決まっている傾向があることを、様々な

報告例から我々は見出している。エリスロポエチン(EPO)、インターフェロン−βは、その

アミノ酸数、３次構造もほぼ同じであるにも拘らず、EPO は４分枝、インターフェロン−β

は２分枝の N 型糖鎖構造を全糖鎖中 90％程度提示する。また、このゴルジ装置では、O−結

合型糖鎖が、酵素の基質特異性あるいは何らかの因子により特定のセリン、スレオニンの水

酸基に再現性よく付加される。これらの現象は、明らかになにかの因子がタンパク質の性質

によって糖鎖構造を作り分けていると考えられるが、未だなにも明らかにされていない。 

 従って、タンパク質毎に付加される糖鎖構造に違いが生じる理由を理解することができ

れば、糖鎖機能解明の大きな一歩になると考えられる。しかし、この生合成経路で働く糖鎖

構造を改変する酵素は、どのような構造の糖鎖が付加するとタンパク質の活性、機能が最大

限に発揮できるのか判断できないにも拘らず、ゴルジ装置ではタンパク質の性質に対応す

る糖鎖構造を制御し仕上げるメカニズムを持っている。すなわち、ゴルジ装置は、細胞内の

重要なオルガネラであるにも拘らず、その機能は未だ不明で、残された重要な研究対象と考

えられる。 

 これまでの研究では、糖鎖構造が不均一な天然の糖タンパク質を用いて糖鎖の機能が評

価されてきたが、我々は、単一構造の糖鎖をもつ糖タンパク質の精密化学合成を通して、糖

鎖機能についてその幾つかを分子レベルで確認することに成功した。特に、小胞体内での糖

タンパク質フォールディング過程や、サイトカインが血中で活性発現をするには遺伝子的

に糖鎖付加位置が決定されたアスパラギン結合型糖鎖の機能が必要不可欠であることを確

認した。これまでの我々の実験を通して得られた解釈は、細胞内では、タンパク質表面の親

水性と疎水性の度合いを感知しながら、糖タンパク質のミスフォールド状態、糖鎖構造の成

熟度（分枝度ならびに酸性度）が判断されているということであった。 



 

 

２．研究の目的 

糖タンパク質生合成において、ゴルジ装置内の糖鎖構造管理機構は、どのように糖鎖構造を

決定していくのか未だ不明である。本研究は、糖タンパク質の活性向上に必須な N 型糖鎖

の分枝鎖数がどのような因子で決定され、タンパク質活性が制御されているかを理解する

ことを目的にしている。そこで、化学合成した様々な糖鎖構造をもつ糖タンパク質プローブ

を、単離したゴルジ装置、ならびに、生細胞内のゴルジ装置に導入し、Asn-結合型糖鎖の伸

長がどのように制御されるか追跡し調べる。また、糖タンパク質表面のアミノ酸の疎水性、

酸性度を変化させたものを別途合成し用いることで、糖鎖伸長様式がどのように変化する

か調べる。そして、糖鎖合成酵素群以外にシャペロン様分子が糖鎖構造制御に関与していな

いかなど、世界的にも実施されていないゴルジ装置内の糖鎖構造管理機構の存在を、合成し

た高純度糖タンパク質を用いて調べる。 

 

３．研究の方法 

利用する糖鎖は、鶏卵から単離したヒト二分枝糖鎖をシアリダーゼ、ガラクトシダーゼで処

理し、その両末端が N-アセチルグルコサミンとなったものを選んだ。そして、この糖鎖を

もつ糖タンパク質を精密に合成し、プローブにすることとした。具体的には、まず、糖鎖ア

スパラギンをペプチドと溶液中で連結し、糖鎖ペプチドチオエステル体を合成する。そして、

他のペプチドセグメントと native chemical ligation （NCL）で連結し、標的糖タンパク質

全長を合成する。最後に透析法をもちいてフォールディングをおこない糖タンパク質を合

成する。 

 次に、合成した糖タンパク質が生細胞内のゴルジ装置内に特異的に輸送され、そして回収

できるシステムを確立する。そして加えるタンパク質の糖鎖付加周辺に変異をいれ、タンパ

ク質表面の極性を変えた際、糖鎖構造が変化することが起こりうるのか調べることにした。

また、これら糖鎖構造制御因子の探索もおこなう。 

さらに、両末端が N-アセチルグルコサミンとなった二分枝複合型糖鎖をカラムに固定化

し、ゴルジ装置内のどのようなタンパク質が相互作用するか調べる。 

これまで、糖鎖生合成を理解する研究では、糖鎖構造が不均一な糖タンパク質を細胞内で

発現し、その糖鎖構造を解析しながら追跡する実験しかできなかった。その結果、どのタン

パク質分子の糖鎖がどのように変化していくか追跡することは不可能であった。本研究は、

単一構造の糖鎖をもつ高純度糖タンパク質を起点として用いて追跡するため、どのような

糖鎖伸長がタンパク質の性質に応じて起こるか追跡することが可能となり、ゴルジ装置内

での糖鎖構造管理機構の解明に貢献できると考えた。 
 

４．研究成果 

本研究では、糖タンパク質がもつ N 型糖鎖がなぜ多分枝構造を生じるかを調べることを目

的に化学合成した糖タンパク質を用いて調べた。これまでの成果で、N 型糖鎖が多分枝構造

を生じるのは、その糖鎖周辺のタンパク質表面が疎水性であることが原因ではないかと仮

説を立てた。そこで、糖鎖周辺のタンパク質面と水の相互作用を調べることから開始した。 

アミノ酸 73 残基からなる小型サイトカイン糖タンパク質 CCL1 を合成した。ここでは、

CCL1 は、29 位のアスパラギン残基の側鎖にアシアロ型という N 型二分枝複合型糖鎖をも



つものを化学合成した。そして、水素重水素交換質量分析実験をおこない、糖鎖周辺の重水

素化の交換速度が他のタンパク質表面と特異に違うことを見出した。また、同様な例として

様々な不凍糖タンパク質を合成し、核磁気共鳴法、水素重水素交換質量分析実験から、タン

パク質表面への水の相互作用が糖鎖の種類、不斉炭素の配向によって明らかに変化するこ

とを初めて見出した。これは、タンパク質上の糖鎖が水との界面で特異的な水和核を作る現

象と考えられ、また、これがタンパク質の安定性や活性の持続性に影響する理由ではないか

ということを初めて提唱することができた。現在、２つの論文にわけて成果を発表する予定

で準備している。 

次に、N 型糖鎖の分枝様式は、糖鎖周辺の親水性、疎水性に依存して生合成経路

で決められているのではという仮説を証明する実験を開始した。A, および B という２つの

タンパク質ユニットから構成されるコレラトキシンは、細胞表層の糖鎖に結合後、ゴルジ体

へ侵入し毒性を発揮する。そこで、N 型糖鎖の生合成過程における前駆体糖鎖（糖鎖末端が

N―アセチルグルコサミンである複合型二分枝糖鎖）をもつコレラトキシン B ユニットを

NCL を利用して化学合成した。そして、フォールディング操作後、細胞に加え、蛍光標識

によるイメージングをもちいて、その細胞内挙動を追跡した。その結果、化学合成し、かつ

フォールディングした糖タンパク質であってもゴルジ装置内に挿入することにはじめて成

功した。今後このプローブの糖鎖周辺に変異をいれ、疎水性、親水性を制御したものを合成

後、ゴルジ体へ輸送し、そして回収後糖鎖構造がどのように変化するか解析し、N 型糖鎖生

合成システムを明らかにする研究を展開する。化学修飾等が自在に実施できる化学合成し

た糖タンパク質が、生細胞の細胞膜、ゴルジ装置の膜を通過し、ゴルジ装置内に導入できる

ということを証明した最初の実験として現在論文を作成中である。 

また、本研究では、サイトカイン系糖タンパク質が特異的に四分枝複合型糖鎖を

生じる理由を調べるための実験をおこなった。前述のように、この四分枝は、糖鎖周辺の疎

水性面の面積に依存して生じるという仮説を立てた。そこで、その糖タンパク質表面の四分

枝糖鎖の周辺アミノ酸に変異をいれたものを動物細胞で発現すると同時にその糖鎖構造解

析をおこなった。その結果、タンパク質表面が疎水性から親水性表面に変化するにつれて分

枝数の変化がおこり、また、親水性度をあげると生合成経路の初期段階である小胞体で付加

される前駆体糖鎖をもつサイトカインが分泌されることが明らかになった。発現したサイ

トカインは、in vitro の活性評価で活性があることが確認できたので、タンパク質本体は正

しくフォールディングしていると判断できた。以上のことから、タンパク質表面の極性に依

存して糖鎖構造が変化するということが証明できた。この仮説はこれまでだれも提唱して

おらず、我々が最初に見出したと言え、現在論文を準備中である。 

このゴルジ装置内で、多分枝糖鎖を合成する因子を探索するためのアフィニティーカラ

ムを用いた実験では、両末端が N-アセチルグルコサミンとなった二分枝複合型糖鎖に特異

的に結合する小型タンパク質を見出した。この実験では、糖鎖アスパラギンのとなりに、ベ

ンゾイルフェニルアラニンを導入し、紫外線照射によりベンジルラジカルを発生させ、結合

しているタンパク質と糖鎖カラムを共有結合させた。そして、糖鎖―タンパク質複合体をカ

ラムから回収し、ゲル電気泳動で解析した。現在そのタンパク質の同定を行なっている。 

更に、本研究では、遺伝子機能欠損によるゴルジ体の変化の構造の詳細を解析し
た。その結果、このゴルジ体の構造の変化によって細胞表面の糖鎖の構造が変化すること
を見出した。現在、論文を作成中である。 



これら生化学的実験を実施するために必要な糖タンパク質プローブを合成するた
めの新規なペプチドカップリング法（Biochemistry, 2019, DOI: 10.1021/acs.bio- 

chem.8b01239.）や長いペプチドを大腸菌で発現し、それを化学的に修飾し糖タンパク質
合成に利用する新規法（Chem. Eur. J. 2019, DOI:10.1002/chem.201901778）を本研究で
見出し発表した。 

 

本研究では、糖タンパク質を精密に化学合成し、そしてこれをプローブとして用

いることで、糖タンパク質表面のアミノ酸と水との相互作用と N 型糖鎖の分枝様式の発現

に関する相関関係を調べる研究へと発展させるに十分な仮説とその実証実験に成功した。 
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