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研究成果の概要（和文）：血液凝固因子由来のパスポート配列が糖鎖修飾コードとして機能する仕組みの解明に
取り組んだ。パスポート配列を付与した糖タンパク質が分泌経路において特異的なルートを辿ることを見出すと
ともに、そのルート上においてパスポート配列を認識する新たなタンパク質を同定した。さらに本タンパク質
が、ガラクトース転移酵素と複合体を形成し、パスポート配列を携えたカーゴ糖タンパク質のガラクトシル化を
亢進することを示した。一方、糖転移酵素がトランスゴルジ中で異なる局在を示すデータも得ている。本研究
は、これまであたかも無秩序に進行するようにみなされていたタンパク質の糖鎖修飾を規定する分子機構の一端
を明らかにするものである。

研究成果の概要（英文）：This study attempted to elucidate the mechanism by which the passport 
sequences derived from blood coagulation factors function as a glycosylation code. It was found that
 glycoproteins having the passport sequence follow a specific route in the secretory pathway. 
Furthermore, this study identified a new protein that recognizes the passport sequence along the 
route. Furthermore, it was shown that this protein forms a complex with galactosyltransferases and 
enhances galactosylation of cargo glycoproteins carrying the passport sequence. On the other hand, 
data have also been obtained showing distinct localizations of glycosyltransferases in the 
trans-Golgi. This study reveals part of the molecular mechanisms governing protein glycosylation, 
which has been regarded as if it proceeds in an unpredictable manner.

研究分野：構造生物学

キーワード： 糖鎖　糖転移酵素　ゴルジ体　分泌経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、糖タンパク質の細胞内輸送ルートを制御することを通じて糖鎖修飾をコントロールする新たな
研究の方向性を示すものである。実際、本研究に端を発して、糖転移酵素のゴルジ体内での局在を体系的に調査
するプロジェクトが発動している。こうした研究を展開することで、これまでのゲノム研究では見出すことがで
きなかった糖鎖修飾のブループリントを解読することが現実のものとなり、それに基づいてタンパク質の糖鎖修
飾を自在に制御する道が拓けるものと期待される。このように本研究の成果は、基礎生命科学のみならずバイオ
医薬・細胞医薬の次世代化を推進することで薬学領域に大きな波及効果をもたらす基盤を構成するものである。

※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 
私たちのグループは、血液凝固第因子の細胞内輸送を担うカーゴ受容体（MCFD2/ERGIC-53 複合
体）の構造生物学研究を行う過程で、第８因子分子中に存在する 10 残基のアミノ酸配列が同受
容体により認識されることを通じて効率的な分泌に寄与していることを明らかにした。興味深
いことに、このアミノ酸配列をエリスロポエチン（EPO）の C 末端に連結させただけで、その分
泌効率を高めることが可能であり、しかもこうして分泌された EPO は通常とは異なるシアリル
化修飾（α2,3 シアリル化）を受けるようになることが明らかとなった。この配列はタンパク質
の細胞内輸送経路を指定する“パスポート”として機能している可能性があり、それにより特定
の糖タンパク質と特定のシアル酸転移酵素との会遇が制御されている可能性が想定される。 
 
 
２．研究の目的 
 
タンパク質の構造はゲノムの中に書き込まれているが、糖鎖修飾は遺伝子による直接支配を受
けていないと考えられており、それぞれのタンパク質がいかなる糖鎖を身に纏うかということ
についての法則性はこれまで明らかとなっていない。実際、タンパク質を修飾する糖鎖は著しい
不均一性を示し、加齢や病態によって糖鎖の修飾パターンは有意に変動することが知られてい
る。それにもかかわらず、タンパク質のアミノ酸配列の中に一定のロバストな糖鎖修飾をもたら
す暗号(糖鎖修飾コード)が刻まれている可能性を我々は見出してきた。本研究の成果は、これま
でのゲノム研究では見出すことができなかった糖鎖修飾の設計図を解読することに繋がり、そ
れに基づいてタンパク質の糖鎖修飾を制御する道を拓く可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
パスポート配列が糖タンパク質の細胞内輸送経路を決定しており、糖転移酵素もまた特定の細
胞内区画に局在するものと想定し、こうした現象の背後にある分子機構を探究する。具体的には、
蛍光バイオイメージングにより、パスポート配列の有無による糖タンパク質の挙動の違いや糖
転移酵素のゴルジ体内における局在の違いを探査する。さらには、近接依存性標識により、モデ
ル糖タンパク質が細胞内輸送経路で遭遇した分子を標識するとともに、糖転移酵素を取り巻く
細胞内区画の分子ネットワークを捕捉する。そして質量分析を利用したプロテオミクス解析に
より、パスポート配列に依存した糖タンパク質の分泌経路と糖鎖修飾の制御機構の分子基盤を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
これまでの研究により、血液凝固因子由来の 10 残基のアミノ酸配列を C 末端に連結させるこ
とで糖タンパク質の分泌効率を高めることが可能であり、こうして分泌された糖タンパク質は
通常とは異なるシアリル化修飾（α2,3 シアリル化）を受けるようになることを明らかとしてき
た。本研究では、こうした現象の背景にある分子メカニズムの探究に取り組んだ。 
免疫染色や蛍光タンパク質を利用した超解像蛍光顕微鏡観察を実施することで、α2,3 シアル
酸転移酵素とα2,6 シアル酸転移酵素の細胞内分布に違いがあることを見出した。一方、蛍光タ
ンパク質を融合して EPO の細胞内の局在を調べたところ、パスポート配列の付加に伴ってゴル
ジ体内の異なる領域に滞留するようになることを見出した。これにより、パスポート配列に依存
した細胞内輸送ルートの存在が示唆された。 
パスポート配列の付加に伴う糖タンパク質へのα2,3 シアリル化糖鎖の増加を、より詳細に調
べるため、モデル糖タンパク質のエリスロポエチンの N型糖鎖分析を行った。その結果、パスポ
ート配列の付加に伴って、α2,3 シアル酸含有糖鎖だけでなく、シアル酸のアクセプターとなる
ガラクトース残基を有する N型糖鎖の割合も増加していることが判明した。 
 分泌経路の特定の区画やルートに存在する分子を同定するために、近接依存性標識のプロト
コルを検討した。パスポート配列の負荷にともないガラクトース修飾が増加することから、ガラ
クトース転移酵素とパスポート配列を付加した EPO のいずれの近傍にも存在し得る分子を近接
依存性標識により探索した。そして、上記の条件を満たす分子として NUCB1 が浮かび上がった。
NUCB1 の発現を抑制すると、パスポート配列によってもたらされた EPO のガラクトシル化および
シアリル化の亢進が減弱することが明らかとなった。さらに、プルダウンアッセイにより、EPO
が NUCB1 とパスポート配列を介して相互作用すること、そして NUCB1 と B4GALT1 が複合体を形
成することが示唆された。 
これらの結果より、パスポート配列を携えた糖タンパク質は、MCFD2 に認識されることにより、
分泌経路において特異的なルートを辿るようになり、さらにその途上で NUCB1/ B4GALT1 複合体
と相互作用することでガラクトース修飾が促されているものと考えられる。 



以上述べた通り、本研究は、パスポート配列による細胞内輸送経路を見出すとともに、パスポ
ート配列を認識する新たなタンパク質を同定することに成功した。本研究の成果は、糖タンパク
質の細胞内輸送ルートを制御することを通じて糖鎖修飾をコントロールする新たな研究の方向
性を示すものである。 
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