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研究成果の概要（和文）：糖ペプチドとレクチン間の相互作用に関し、ムチン型糖ペプチドとO-mannose型糖ペ
プチドをモデルとしてマイクロアレイによる相互作用解析およびNMRによるコンホメーション解析を実施した。
ムチン型糖ペプチドにおいてはコンホメーションの決定に糖ーペプチド間の水素結合および疎水性相互作用が強
く関与し、糖鎖とペプチドの結合部位付近において糖鎖とペプチド双方の配座が著しく制限を受け、特定の配座
に収束すること、レクチンはその配座変化に伴い結合特性が変化することが見出された。一方、O-mannose型糖
ペプチドでは糖鎖の配座制限は生じないが、特定糖残基の付加に伴いペプチド配座制限が生じることが確認され
た。

研究成果の概要（英文）：Regarding the interaction between glycopeptides and lectins, mucin-type 
glycopeptides and O-mannose-type glycopeptides were used as models for interaction analysis by 
microarray and conformational analysis by NMR. In mucin-type glycopeptides, hydrogen bonds and 
hydrophobic interactions between glycans and peptides are strongly involved in conformations of both
 sugar chains and peptides. Both of the glycan and peptide moiety is markedly restricted near the 
binding sites of the glycan on the peptides. It was found that the binding property of lectin 
changes with the conformational change. On the other hand, it was confirmed that the O-mannose type 
glycopeptide does not cause conformational restriction of glycan, but that the conformational 
restriction of peptides occurs with the addition of a specific sugar residue. Corresponding to this 
peptide conformational change, the NMR signal and lectin binding pattern also altered. 

研究分野： 生物有機化学

キーワード： レクチン　糖ペプチド　相互作用　配座　マイクロアレイ　NMR　O-マンノース　ムチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖鎖によるタンパク質の翻訳後修飾は生物学的に不可欠であるが、純粋な特定構造の調整が困難であるため、糖
ペプチドレベルでの構造活性相関研究が遅れている。本研究では糖鎖認識に関わるレクチンと糖鎖の相互作用に
焦点を当て、糖ペプチドレベルでの認識能の変化に関する研究を世界で初めて系統的に実施した。この成果は単
なるたんぱく質の認識現象の理解の促進にとどまらず、疾患や生命システムの理解に貢献することが期待され
る。また、感染症においても糖鎖-レクチン（ヘマグルチニン）間の相互作用は宿主識別の主要機能であること
から感染症の宿主変化の理解においても理解の促進に貢献すると思われる。

※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 
レクチン-糖鎖間の相互作用は感染、分化、免疫等の幅広い生命現象に関わる主要な生命情報伝
達系の一つである。しかし、リガンド糖鎖単独でのレクチン類に対する解離定数(Kd)は mM～mM
オーダーであり実際の体内におけるレクチン発現濃度とかけ離れているため、これを増強しう
る糖提示場の研究が実施されてきた。その代表的な例として、認識対象糖鎖の集積に伴い相互作
用強度が指数的に増大する“クラスター効果”が見出されている。すなわち、多くのレクチンは
高密度集積状態で発現しており、その集積した糖認識部位を同時に使用することが可能な糖提
示場に対して高い親和性（特異性）を示すというものである。一方、哺乳類ではガレクチン等、
糖認識部位の集積度が低くクラスター効果を積極的に利用できないと予想される遊離型レクチ
ン類も高度に保存されており、クラスター効果以外の親和性制御因子もそのシグナル伝達に関
与していると予想される。[Gabius H.-J. et al., Trends Biochem. Sci. 2015, 7, 360.] 
一方、我々は独自開発した糖ペプチド高速合成法を基盤とし、腫瘍マーカーとして癌や間質性肺
炎の診断に利用されている抗 MUC1 抗体（DF-3、KL-6等）のエピトープ構造の精密解析を実施し
た。MUC1 は組織上皮および内皮に普遍的に提示されている糖ペプチド類であり、癌化などに伴
い糖鎖構造が変化し、臨床現場等で使用されている抗 MUC1 抗体に対する相互作用が変化する。
この癌化に伴い増加する糖鎖構造が T 抗原や、Tn 抗原などの癌抗原として知られているが、こ
れらの構造は健常人でも観察される構造である。我々のこれまでの合成 MUC1 糖ペプチドライブ
ラリと抗 MUC1 抗体間のマイクロアレイを用いた相互作用パターン解析研究および NMRを用いた
配座解析研究により、これらの抗 MUC1 抗体はいずれもペプチド構造認識し、その結合強度の変
化は糖鎖修飾に伴う糖鎖-ペプチド間相互作用に伴うペプチド鎖およびその側鎖の配座変化の結
果であることを解明してきた。（図１a-c）[Med. Chem. Commun. 2016、BBA 2014、Biochemistry 
2013 etc.] 

 

図１ 糖鎖の有無、糖鎖構造の違いは同一ペプチド主鎖の配座に影響を及ぼす(a-c) 
     同一糖鎖結合部位のペプチド配列は糖鎖の配座・自由度に影響を及ぼす(c-e) 
 
一方、このペプチド配座と抗 MUC1 抗体間の相互作用研究と配座の関係の研究の過程で、糖ペプ
チド上の糖鎖はペプチドの配座に影響を与えるが、同時にペプチド配列依存的に糖鎖の配座お
よびその自由度が大きく変化することが示された。（図 1c-e） 
レクチン類は carbohydrate recognition domain (CRD)と呼ばれる糖（鎖）結合部位を有し、

糖鎖構造変化を指標とした相互作用パターン変化が生じる。そのため、生命科学研究においてタ
ンパク質、細胞、組織上の糖鎖構造変化をレクチンとの相互作用により解析することが定法とな
っている。また、冒頭に述べた通りレクチン類はその相互作用情報を用いて、発生・分化・免疫・
感染等様々な場面でシグナル分子として働いている。我々が抗体―糖ペプチド間の相互作用研
究の過程で蓄積したこの糖ペプチド内の糖鎖―ペプチド間の相互作用に伴う糖鎖自身の配座変
化はレクチンのに対する糖鎖の結合にもエントロピーとエンタルピー双方で大きく影響を及ぼ
すことが予想されるが、構造の明快な糖ペプチド合成の難易度が高いことから、このペプチド配
列が糖配座に及ぼす影響に着目した研究は限られており、レクチンとの相互作用への影響に着
目した系統的研究は本研究開始時は存在しなかった。そこで本研究では我々がこれまでに構築
した糖ペプチドライブラリを主に用い、糖ペプチド-レクチン間の相互作用解析パターン解析と
その糖鎖配座との関係の探索を行った。 
 
２．研究の目的 
 糖ペプチド‐レクチン間相互作用におけるペプチド配列の影響の解明 
 
３．研究の方法 

糖ペプチドライブラリを提示したマイクロアレイを用いた糖ペプチド―レクチン相互作用の
一斉解析を実施する。 

同一糖鎖かつ異なるペプチド配列を有する糖ペプチド間で相互作用強度が大きく異なるもの
を抽出し、NMR による完全帰属および NOESY解析を実施する。NMR による距離情報に基づき、糖
鎖配座および自由度の比較を行う。 

NMRおよびマイクロアレイの結果を総合的に解析し、必要に応じて糖ペプチドライブラリの再
設計・再構築を行う。 
上述の３つの工程を繰り返し、糖鎖―レクチン相互作用に対するペプチド配列の寄与とその

機構を解明する。 
 



４．研究成果 
（１）ムチン型糖ペプチド-ガレクチン間の相互作用 MAP の作成 
まず、既に作成済みのムチン型糖ペプチドライブラリを用いて、初期評価用マイクロアレイを作
成した。まず、定法に従いペプチドが有するアミノ基への蛍光ラベル化を行い、amol～zmol 領
域の糖ペプチドが検出できることを確認した。続いて、ムチン型糖ペプチド類とガレクチン類と
の相互作用解析を行い、様々な糖鎖パターンを有するムチン型糖ペプチドライブラリとガレク
チン間の相互作用マップを作成した。これまで、ガレクチン類はムチンおよびムチン様糖ペプチ
ドと強く相互作用することが報告されており、癌化に伴う様々な調節シグナルとしての機能が
報告されている。近年、ムチン型糖鎖を提示したポリマーやデンドリマー型分子を用いた相互作
用研究が盛んに行われてきたが、少なくとも MUC1 のタンデムリート 1 単位（20 アミノ酸残基）
上の糖ペプチドにおいては複数糖鎖提示による単純な糖鎖クラスター効果よりも糖鎖結合位置
やその糖鎖構造がその相互作用強度に大きく影響することが判明した。また、多くのガレクチン
類では相互作用が弱く、DNA マイクロアレイの解析に使用する共焦点レーザースキャナで要する
表面洗浄過程でその相互作用情報が失われる程度の弱い相互作用が多いことが判明した。これ
らの弱い相互作用解析にはこれまでの糖鎖―レクチン間相互作用解析において報告されていた
通り、アレイ表面乾燥過程を必要としない全反射型スキャナ原理によるマイクロアレイ解析が
有効であった。 
（２）次に、O-マンノース型糖鎖を提示したマイクロアレイに対する相互作用解析を実施した。
O-マンノース型糖鎖は先天性疾患である筋ジストロフィー研究の過程で発見され、これまでに
10 種以上の糖転移酵素がこの疾患に関連しており、O-マンノース型糖鎖合成異常を原因とする
疾患群はジストログリカノパチーと呼ばれている。この O-マンノース型糖鎖の構造変化に関し
て植物レクチンを用いた構造予測の報告例があるが、構造が明確な糖ペプチドや糖タンパク質
を用いた相互作用解析例は代表者が知る限り存在しない。そこで、ジストログリカン上の O-マ
ンノース型糖鎖において最も存在比が多いコア M1型 2糖骨格[GlcNAc(β1-2)Man]に標的を絞り、
3糖[Gal(β1-4)GlcNAc(β1-2)Man]および 4糖[Sia(α2-3)Gal(β1-4)GlcNAc(β1-2)Man]まで伸長し
た 3 種の糖鎖を配置した糖ペプチドライブラリ（図２）に対し、様々な植物レクチンを作用させ
た結果、従来報告されたレクチンと基質特異性が異なる相互作用パターンが観察された。（図３）
調査したレクチン類は Sia(α2-3)Gal 構造探索に使用される Maackia amurensis agglutinin 
(MAM)、 Gal・GlcNAc末端構造探索に使用される Datura stramonium agglutinin（DSA）、Gal(β1-
3)GalNAc 構造探索に使用される Arachis hypogaea agglutinin（PNA）および Agaricus bisporus 
agglutinin（ABA）、Sia(α2-6)Gal 構造探索に使用される Sambucus sieboldiana agglutinin（SSA）、
オリゴ GlcNAc・GlcNAc・シアル酸を認識する wheat germ agglutinin（WGA）、Gal・GalNAc末端
構造探索に使用される Erythrina cristagalli agglutinin（ECA）、α-Man 構造を認識する
Concanavalia ensiformis agglutinin （ConA）、をそれぞれ使用し相互作用パターンを調査し
た。 
 

 

図２ コア M1 型糖ペプチドライブラリ    図３ マイクロアレイ相互作用パターン 
 
 



Gal(β1-3)GalNAc 構造特異性で知られる ABA がコア M1 型 2 糖構造を特異的かつ強く認識したが
同様の糖鎖特異性を示すことが知られている PNAはコア M1 型 2 糖構造およびこれにガラクトー
スを伸長した 3 糖構造も認識した。また、SSA および ECA がこの Gal(β1-4)GlcNAc(β1-2)Man 型
３糖を特異的に認識した。この 2 種のレクチンのうち ECA は既知の通りガラクトース末端構造
を識別したが、Sia(α2-6)Gal 構造特異的レクチンとして常用される SSA もこのガラクトース末
端を ECA と同様の強度で識別した。大変興味深いことに糖ペプチド 16～21 は Sia(α2-3)Gal 末
端構造を有する４糖[Sia(α2-3)Gal(β1-4)GlcNAc(β1-2)Man]骨格を提示しているにも拘らずこ
の構造に特異性を有する MAM は相互作用を示さず、WGAが選択的にこの構造を特異的に認識する
ことが明らかとなった。また、いずれの構造に対しても ConA が相互作用を示した。 

相互作用強度パターンは相互作用を示したレクチンの中で、PNA 以外は糖鎖提示本数の増加に
伴い相互作用強度が増強した。一方、PNA はコア M1 型に糖提示糖ペプチドに対して糖鎖結合位
置特異性を示し、特に今回調査した配列において中央の糖鎖結合部位に対する特異性が確認さ
れた。また、複数の糖鎖構造を認識した PNA と ConA を比較すると、2 糖と 3 糖双方を認識した
PNA は糖鎖間で明確な結合強度の変化は観察されなかったが、ConA は糖鎖が 2 糖から 4 糖へと
伸長するに伴いその結合強度が明確に減少した。 
（３）本研究ではペプチド配列を固定しており、糖鎖修飾に伴う構造変化を調査するため、まず、
ペプチド鎖のアミドプロトンのケミカルシフトに対する影響を調査した。その結果、コア M1 型
2糖形成に伴い隣接アミドプロトンの顕著な高磁場シフト（-0.25～-0.30 ppm）が観察されたが、
ペプチドに対するマンノース修飾、2 糖から 3 糖、3糖から 4糖への伸長ではこのケミカルシフ
トの変化は観察されなかった。（図４） 

 

図４ O-マンノース型糖鎖の伸長に伴うアミドプロトンのケミカルシフト変化 
 

これまで、我々が調査した糖ペプチドではいずれもロングレンジの糖-アミノ酸相互作用を示
す NOE シグナルが観察されており、この糖-アミノ酸間の相互作用が糖鎖とペプチド双方の配座
を束縛することを報告している。この、O-マンノース型糖鎖にもこのようなロングレンジ相互作
用と相互束縛による配座制限が生じていると予想し、NOEによるロングレンジ相互作用の調査を
行った結果。糖鎖-ペプチド間の NOE シグナルは糖鎖が結合しているスレオニン残基の側鎖のみ
に観察され、ペプチドのアミド骨格や隣接アミノ酸などへの近接情報は観察されなかった。（図
５） 
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図５ 糖鎖結合部位における NOE シグナル 



 
続いて NOE シグナルによる束縛情報に基づく配座情報をシミュレーションした結果、ペプチ

ドに対する糖鎖配座の収束は観察さなかったことに対し、糖鎖結合位置周辺のペプチド配座が
ターン様構造で安定化することが判明した。この安定化効果は RMSA 計算においても顕著であり、
この安定化効果はアミドプロトンのケミカルシフトと同様にコア M1 型に糖形成に伴い生じるこ
とが確認された。（図６） 

これまでの合成糖ペプチドを用いた研究ではいずれも糖-ペプチド間のロングレンジ相互作用
とそれに伴う相互束縛が観察されたが、O-マンノース型糖鎖においてはロングレンジ相互作用
が観察されず、ペプチド配座のみの収束が観察された。最初の O-マンノース修飾およびコア M3
と呼ばれる GlcNAc(β1-4)Man 型 2 糖構造の修飾においては合成糖ペプチドを用いた NMR 解析に
よりアミドプロトンの顕著なケミカルシフト変化が生じないことが報告されおり、配座解析研
究例は本研究が世界初である。このコア M1 型糖鎖において特異的に配座収束が観察された理由
として、Mannose 残基にスレオニン残基と GlcNAc 残基が 1,2-cis 結合していることが原因であ
ると予想される。これにより立体障害が生じ、ペプチド鎖が自由回転を継続する糖鎖との衝突か
ら逃れるようにターン様構造で安定化したと予想される。この配座形成パターンはこれまで調
査した合成糖ペプチドに見られなかったユニークなものである。 
このコア M1 型糖鎖を合成する酵素 POMGｎT1 はジストノグリカノパチーに関与する糖転移酵

素類であることが報告されているが、これまで発見されたジストノグリカノパチー関連糖転移
酵素はいずれも最初の O-マンノースまたはコア M3 型糖鎖形成に関連する酵素軍であり、この
POMGｎT1 のみがその生合成経路と疾患との相関が取れていないことが知られている。また、コ
ア M3 型糖鎖はさらにその先に結合する糖鎖に関与する糖転移酵素群も疾患に関与することが知
られているが、コア M1 型糖鎖の伸長に関わる糖転移酵素はコア M2 と呼ばれるコア M1 型糖鎖を
分岐する酵素を含めていずれもジストノグリカノパチーに関与している例は報告されていない。
本研究で判明した配座抑制効果およびレクチン―糖鎖間の特徴的な認識パターンがこのコア M1
型糖鎖糖鎖の特徴的な疾患関与現象と相関している可能性を示唆するものであり、さらなる相
互作用研究が期待される。 

 

図６ The best 30 low-energy structure and RMSD vales (Å) of 9Pro-Thr-Leu11 region 
 
（４）さらに、マイクロアレイ用微量糖ペプチドの品質管理の一環として合成糖ペプチドのシア
ル酸を切断することなく効率的にイオン化可能なマトリックス支援レーザー脱離イオン化法解
析用のマトリックス系の開発に成功した。特に、シアリル化糖鎖解析の定石とされつつあるシア
ル酸のカルボン酸の修飾を必要としない高感度、高分解能解析を実現し、微量かつ多検体の品質
管理を必要とする化合物マイクロアレイ研究を信頼できるレベルで遂行する上で必須の基盤構
築に成功した。 
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