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研究成果の概要（和文）：　抗体は抗原認識を契機としてエフェクター機能を発動し、免疫システムにおいて異
物の排除を司る糖タンパク質である。抗体に結合した糖鎖はエフェクター機能と密接に結びついており、その構
造多様性は優に100通りを越える。抗体の糖鎖はタンパク質部分と渾然一体となった分子内ネットワークを形成
しており、糖鎖構造の僅かな変化が分子内ネットワークに影響を与えることで予期せぬ遠位の部位に構造変化を
引き起こし、エフェクター機能を変調するものと考えられる。本研究では、実験と理論の統合により、体分子内
に張り巡らされた糖鎖とタンパク質が織りなす“アロステリックネットワーク”を探査し、その動態と機能の関
連を浮き彫りにした。

研究成果の概要（英文）： Antibodies are glycoproteins that trigger effector functions upon antigen 
recognition and are responsible for the elimination of foreign substances in the immune system. 
Glycans attached to antibodies are closely linked to their effector functions, and there can be more
 than 100 different glycoforms. The glycans of antibodies form intramolecular networks that are 
integrated with the protein portion, and it is supposed that subtle changes in the glycan structure 
can affect the intramolecular network, causing structural changes at unexpected distal sites and 
modulating the effector functions. This study explored the "allosteric network" of glycans and 
proteins in the antibody molecule through the integration of experimental and theoretical 
approaches, highlighting the relationship between the dynamics and functions of the network.

研究分野：タンパク質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖鎖を含めた抗体の構造解析はいくつかの取り組みが報告されているが、それらは断片的な現象論的記述にと
どまっており、分子の動的3次元構造の観点に立って、糖鎖構造のバリエーションと機能を結びつける系統的な
研究は国内外を通じて行われていない。
　本研究により、これまで各論的な経験に基づいて行われているバイオ医薬の糖鎖バリエーションの品質管理に
科学的根拠がもたらされるとともに、次世代抗体医薬の創成に向けての体系的な設計指針を与えることが可能と
なるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
抗体は外来抗原の認識を契

機として種々のエフェクター機
能を発動し、異物の排除を司る
糖タンパク質である。抗体の Fc
領域を構成する相同な 2つの重
鎖にはそれぞれにN型糖鎖が結
合しており、糖鎖はエフェクタ
ー機能と密接に結びついている
（Fig.1）。免疫グロブリン G
（IgG）の N 型糖鎖には中性糖
鎖だけでも 16 種類のバリエー
ションがある。そのため、IgG分
子中での一対の糖鎖の組み合わ
せは実に 136通りにも及ぶ。糖
鎖がシアリル化される場合も考慮すれば、可能な組み合わせの総数はさらに莫大なものとなる。
一方、慢性関節リウマチなどの疾患においては、こうした糖鎖の多様性が消失し、特定のグライ
コフォームが異常に増大する。そのため、免疫システムの恒常性は抗体糖鎖の多様性と深く関わ
っているものと考えられてきた。 
抗体が医薬品として実用化される今日においては、糖鎖が抗体の機能・安定性・体内寿命・

免疫原性の決定因子であることから、抗体の糖鎖のバリエーションを正しく評価し、糖鎖を含め
た構造の同一性を担保することが求められるようになってきている。しかしながら、そもそも抗
体の糖鎖構造のバリエーションが存在することの生物学的意義はこれまで明らかとなっていな
い。本研究は分子の３次元構造ダイナミクスの観点からこの古くて新しい問題に挑むものであ
る。 
 
２．研究の目的 
抗体の分子構造については数多くの X線結晶構造データが積み上げられており、これによっ

て一対の糖鎖が Fcの分子内部に埋め込まれていることが明らかとなっている。しかしながら、
本質的に柔軟な構造体である抗体分子を結晶中に置かれた静的構造に基づいて評価するには限
界があり、グライコフォームに依存した立体構造を解明するのにこうしたアプローチは馴染ま
ない。一方、核磁気共鳴（NMR）を用いた研究により、グライコフォームの差異が糖鎖から遠位
のアミノ酸残基にも影響が及ぶことが報告されている。しかしながら、糖鎖と遠位のアミノ酸残
基がどのように遠達的に影響を及ぼし合うのか、という情報が欠落している。しかも、これまで
の NMR研究の対象は、一対の糖鎖が均一かつ対称な構造をもった抗体分子に限られている。ア
ロステリックな効果を考える上で、抗体が本質的に柔軟な構造体であるという視点が極めて重
要となる。抗体分子中では糖鎖とタンパク質が緊密に連携した分子内ネットワークが形成され
ており、こうしたネットワークを介して、糖鎖構造の僅かな変化が分子構造ダイナミクスに影響
を与えることで予期せぬ部位に構造変化を引き起こし、エフェクター機能を変調するものと考
えられる。 
本研究は実験と理論の協奏を通じて抗体分子内に張り巡らされた糖鎖とタンパク質が織りなす 
“アロステリックネットワーク”を探査し、その動態と機能の関連を明らかにすることを目指すも
のである。 
 
３．研究の方法 
本研究は、IgGの Fc領域に結合している一対の N型糖鎖に着目して、その構造バリエーショ

ンと分子構造ダイナミクス、ひいては機能との連関を予測する新規なアプローチ法を開発する
ものである。Fc の糖鎖構造の組み合わせは 100 種類を越えるが、本研究では、そのうちのメジ
ャーな 4 種類の糖鎖からなる対称な構造の Fc を対象に、分子動力学（MD）計算により動的構
造アンサンブルの情報を得た。これに対して、NMR 法と量子ビーム溶液散乱による実験検証を
行い、計算プロトコルの妥当性を検証した。確立したプロトコルを用いて非対称な糖鎖構造を含
む Fcに解析対象を拡張し、それらの動的 3次元構造の情報を得ることにも取り組んだ。得られ
た構造アンサンブルを用い、情報科学的手法を応用することで、アロステリックネットワークを
あぶり出すことを試みた。そのための理論的アプローチ法の開発も進めた。以下にその成果を述
べる。 
 
４．研究成果 
本課題では、IgGの Fc領域に結合している一対の N型糖鎖に着目して、その構造バリエーシ

ョンと分子構造ダイナミクス、ひいては機能との連関を予測するための新規なアプローチ法の
開発に取り組んだ。 

申請者のグループで決定した結晶構造を基に、グライコフォームを改変した一連の Fc を in 
silicoでモデリングしてMD 計算の初期構造として、水分子を露わに含んだ全原子計算をマイク
ロ秒スケール実施し、各グライコフォームについての動的構造アンサンブルを取得した。MDシ

Fig.1 抗体のグライコフォームのバリエーション 
 IgG の Fc に存在する一対の糖鎖の構造は多様性に富んでおり、

エフェクター分子との相互作用を変調するものと想定される。 
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ミュレーションの結果の妥当性を量子ビーム溶液散乱や NMR 法などの実験的手法により検証
した。NMR分光法を用いて実験的に検証するため、NMR 計測を行うのに十分な量の安定同位体
標識試料を調製するための条件を確立した。すなわち、糖鎖構造が均一かつ対称な Fcを細胞工
学手法と in vitro 酵素反応法によって調製するプロトコルを整えた。これにより、安定的に均一
糖鎖構造を持つ Fcを大量調製することが可能となった。この方法を用いて均一な糖鎖構造を有
するマウス Fc を作成し、良質な NMR スペクトルを得ることができた。得られた NMR スペク
トルの解析を行い、タンパク質主鎖と糖鎖に由来するすべての NMR ピークを帰属することに成
功した。NMRスペクトルの解析の結果、Fcの非還元末端のガラクトース残基を除去することで、
Fc 分子内の糖鎖-タンパク質間の相互作用ネットワークが変動し、それに伴って Fc の四次構造
も変化することが明らかとなった（Fig.2）。このような Fcの四次構造変化は、IgGとエフェクタ
ー分子との相互作用に影響を与えるものと考えられる。また、ヒト IgGの Fcのメジャーな 4種
類の対称なグライコフォームを対象に、タンパク質主鎖と糖鎖に由来するすべての NMR ピーク
を帰属することに成功し、得られた一連の Fc グライコフォームの NMR スペクトルデータに基
づき、糖鎖構造の変動に伴う Fcの構造変化を定量化することができた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
一方、MD 計算で得られた構造アンサンブルの中に隠された情報を読み解くための理論的ア

プローチ法の開発を進めた。糖鎖をモデル分子として、構造アンサンブルを包括的に取り扱うア
プローチ法を確立した（Fig.3）。この方法を応用して、NMR データと MD シミュレーションの
結果を統合し、Fcの分子構造中の糖鎖-タンパク質の相互作用ネットワークを明らかにする基盤
を構築した。これにより、Fc のグライコフォームの改変の影響を分子内でアミノ酸残基に伝播
するハブとなる糖残基の存在を突き止めることに成功した。その結果、Fc の糖鎖とアミノ酸残
基の間に存在するアロステリックネットワークを浮き彫りとすることができた。 
さらに、抗体とエフェクター分子との親和性を定量解析し、糖鎖の構造バリエーションが機

能に及ぼす影響を明らかにした。水素-重水素交換質量分析法により、Fab中に存在する Fcγ 受容
体の相互作用部位が抗原認識に伴ってアロステリックに変化し、IgGの受容体親和性が向上する
ことも明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2 Fc 領域の糖鎖-タンパク質間ネットワーク 
 右：Fc 糖鎖の還元末端ガラクトース除去に伴う糖鎖の NMR 信号変化をマッピングし

た。また、Fc の糖鎖とタンパク質相互作用ネットワークを図示した。左：Fc 糖鎖の還元

末端ガラクトース除去に伴うタンパク質の NMR 信号変化をマッピングした。 
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Fig.3 糖鎖の動的構造を解析する手法の開発 
糖鎖の構造アンサンブルについて、包括的な特性評価を行うために、カーネ

ル法とコンフォメーション自由エネルギーランドスケープを関連付けた。 
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