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研究成果の概要（和文）：本研究では、疾患に関わる糖鎖に着目し、疾患時に起きる糖鎖の発現変化メカニズム
を明らかにすることを目的として、これらの糖鎖を合成する糖転移酵素の活性制御や基質選択性に着目した研究
を行った。その成果として、がんに関わる酵素GnT-Vの新たな分泌制御メカニズムや、本酵素が細胞外小胞(sEV)
に存在して受け手細胞へ伝達されること、また糖タンパク質への作用に非触媒ドメインが必要なことなどを明ら
かにした。さらに、糖尿病に関わる酵素GnT-IVについて、C末端にレクチンドメインが存在し、それが酵素活性
に必須であること、また２つのアイソザイムaとbの間で標的タンパク質選択性が異なることなどを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, to understand the mechanisms by which glycan structures are 
changed upon disease development, we focus on glycosyltransferases in terms of their activity 
regulation and substrate specificity. As a result, regarding a cancer-related enzyme GnT-V, we found
 that its secretion is regulated, that it is loaded into small extracellular vesicles (sEVs) and 
transferred to recipient cells more glycan remodeling and that its non-catalytic domain is essential
 for activity toward glycoproteins. Moreover, regarding a diabetes-related enzyme GnT-IV, we found 
that it has a novel C-terminal lectin domain and that two GnT-IV isozymes a and b show different 
protein selectivity.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： 糖鎖　糖転移酵素　bisecting GlcNAc　がん　アルツハイマー病　GnT-III (MGAT3)　GnT-V (MGAT5)　G
nT-IVa (MGAT4A)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、疾患に関わるN型糖鎖合成酵素について、これまで不明であった基質タンパク質選択性や細胞内活
性の新たな制御メカニズムを複数明らかにした。糖鎖は様々な疾患に深く関わることが知られているが、その発
現メカニズムの複雑さから、糖鎖を標的とした創薬はまだ十分に行われていない。本研究は、これまで不可能で
あったタンパク質特異的な糖鎖修飾や、そのための新たな化合物開発へ有用な知見を与えるものであり、将来的
な糖鎖標的創薬に大きく貢献するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の 50%以上は糖鎖を持っている。その豊富な含量と多様な構造バラエティは、糖鎖

が様々な生物現象と疾患に関わることを意味している。しかし、2003 年のゲノム解読から 16 年
が経過した現在でも、糖鎖の理解は十分には進んでいない。理解の不足はすなわち、糖鎖の機能
制御や糖鎖異常に起因する疾患の治癒がまだ困難であることを意味する。一方、臨床で実際に使
われているがんマーカーの多くが(CA19-9, AFP-L3, STN など)糖鎖の変化を捉えたものであり、
またタミフルに代表される糖鎖標的薬がウイルス感染に奏効することや、IgG の糖鎖改変で抗体
医薬の効果が 100 倍高まるなど(ポテリジェント技術)、理解が進みつつある一部の糖鎖について
は臨床応用されている。すなわち、残された大多数の糖鎖についての理解と制御が進めば、今後
の医療に飛躍的な進展がもたらされる可能性が極めて高い。 
 申請者はこれまで一貫して、タンパク質の糖鎖修飾を担う糖転移酵素に着目し、糖鎖の生合成
メカニズムと糖鎖の機能・疾患との関わりについての研究を行なってきた。特に最近では、
bisecting GlcNAc、1,6 分岐と呼ばれる糖鎖の分岐構造についての研究を行っている。そして糖
鎖欠損マウスの解析などから、これらの糖鎖が特定の糖タンパク質の上に発現し、それらのタン
パク質の局在や半減期を制御することでがん・アルツハイマー病(AD, Alzheimer’s Disease)と深く
関わることを明らかにしてきた(Kizuka et al., EMBO Mol. Med., 2015; Nat. Commun., 2018)。しか
し、これらの糖鎖の分岐構造が特定のタンパク質にのみ発現するメカニズムや、これらのタンパ
ク質の局在や安定性が糖鎖によりどのように制御されるのかについては全く不明である。さら
に、AD やがんの治療薬候補と考えられる、これらの糖鎖合成の阻害剤もいまだ開発されていな
い。そこで本研究ではこれらの課題に取り組み、がん・AD の発症、悪性化の過程で起こる糖鎖
変化の詳細なメカニズムの解明とその化学的制御に取り組む。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がん・アルツハイマー病(AD)に関わる糖鎖修飾に着目し、疾患時に起きる糖鎖の

発現変化がどのようにこれらの疾患を悪性化していくのか、そのメカニズムを明らかにする。特
に、AD を悪性化させる bisecting GlcNAc 分岐、がんを悪性化させる1,6 分岐、糖尿病に関わる
1,4 分岐の３つの糖鎖分岐構造、に着目する。申請者や他の研究グループは、糖鎖欠損マウスや
合成酵素の解析を通じて、これらの糖鎖が疾患悪性化の鍵となる特定の糖タンパク質上に発現
してその機能を変化させることを明らかにした(Kizuka et al., EMBO Mol. Med., 2015; Nat. Commun., 
2018)。一方、これらの糖鎖が特定の標的タンパク質に発現するメカニズムや、タンパク質の機
能変化の詳細についてはまだ不明である。本研究ではそれらを明らかにし、がん・AD における
糖鎖の分岐形成メカニズムとその意義を解明する。さらにこれらの糖鎖の合成阻害剤を開発し、
がん・AD に対する治療薬候補としての可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、bisecting GlcNAc、1,6 分岐、1,4 分岐の 3 つの糖鎖が標的タンパク質選択的に

発現する機構、bisecting GlcNAc がタンパク質のリソソーム移行を抑制する機構を解明し、これ
らの糖鎖を合成する GnT-III, GnT-V, GnT-IV の阻害剤をデザインする。具体的には、1) 特異的レ
クチンを用いた標的糖タンパク質の網羅的同定、2) bisecting GlcNAc のリソソーム移行を制御す
る分子の同定、3) 構造をもとにした GnT-V および GnT-IV のタンパク質選抜機構の解明、4) GnT-
III, GnT-V, GnT-IV の阻害剤の開発、の 4 つの項目で研究を推進する。 

 
４．研究成果 
(1) 特異的レクチンを用いた標的糖タンパク質の網羅的同定 

Bisecting GlcNAcと選択的に結合するE4-PHAレクチンビーズを用いて脳より複数の標的糖タ
ンパク質（シナプス関連タンパク質など）の同定に成功し、成果を学術論文として発表した
(Ohkawa et al., Int. J. Mol. Med., 2021)。本成果は、bisecting GlcNAcの神経細胞における生理機能
を知る上でも重要な知見である。 
さらに、腎臓においても、同様のレクチンビーズを用いた方法でGnT-IIIの基質タンパク質の

同定に成功した。またGnT-III KOマウスにおけるレニン-アンジオテンシン系の異常を確認して
おり、GnT-IIIが標的タンパク質の糖鎖修飾を通じて腎機能にも重要であることを示唆している。 
また、GnT-Vについては、L4-PHAレクチンビーズを用いて腎臓より2つの主要な標的糖タンパ

ク質の同定に成功した。こちらも、GnT-V KOマウスを用いて修飾の特異性などを確認している。
現在、これらの成果をまとめた論文を準備している。 
 
(2) 構造をもとにしたGnT-V, GnT-IVのタンパク質選抜機構の解明 
立体構造解析において、GnT-Vの中で機能未知のドメインを見出し、そのドメインが標的タン

パク質の選択性に重要であることを明らかにした。このドメイン(Nドメイン)を欠損する変異体
では、糖鎖に対する酵素活性は保持していたが、糖タンパク質に対する活性が激減していたこと



から、GnT-Vはこの非触媒ドメインを用いて基質タンパク質を選抜している可能性が見出された。
これらの成果を学術論文として発表した(Ohsuka et al., J. Biol. Chem., 2022)。 
さらに、類縁酵素であるGnT-IVについて、動物のN型糖鎖分岐酵素では初めて、C末端にレク

チンドメインを持つことを見出し、本ドメインの糖鎖結合性や触媒活性への関与を明らかにし
た(Nagae et al., Commun. Biol.. 2022)。また、GnT-IVaおよびGnT-IVbの2つのアイソザイムについ
て、糖タンパク質選択性が異なっており、異なる機能を持つ可能性がることを発見し、論文発表
した(Osada et al., J. BIol. Chem., 2022)。 
さらに、GnT-Vの細胞内活性が分泌により制御されていることを新たに発見した(Hirata et al., 

Commun. Biol., 2022)。本酵素のSPPL3プロテアーゼによる切断分泌は、細胞が持つN型糖鎖の成
熟度に依存しており、細胞糖鎖が未成熟化すると、分泌が抑制され、細胞内のGnT-Vの活性やそ
の産物糖鎖が増加することを明らかにした。また、GnT-Vが、がん細胞が分泌する細胞外小胞
(sEV)中に濃縮されていること、sEV中のGnT-Vが活性を保持した状態で受け手細胞に伝達され、
遺伝子発現を介さずに糖鎖を改変することを世界で初めて見出した(Hirata et al., iScience, 2022)。 
 
(3) GnT-III, GnT-V, GnT-IVの阻害剤の開発 
有機化学的アプローチにより、GnT-Vの活性阻害剤の候補と考えられるUDP-GlcNAcのアナロ

グ10種を合成した。それらの活性阻害剤候補物質10種類の解析結果について、学術論文に発表し
た(Vibhute et al., BBA Gen. Subj., 2022)。 
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