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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病、認知症、骨粗鬆症を糖タンパク質品質管理に係る

糖鎖プロセシング変化で理解すべく、合成糖鎖基質と疾患モデル動物由来の小胞体画分を反応さ

せ、再構成した糖鎖プロファイルの比較を行った。その結果、構造異性体によってシグナル機能

が異なるM8型糖鎖の生成比率が疾患によって大きく変化することを見出した。これらの糖鎖は

それぞれ糖タンパク質の分泌および廃棄を司るシグナルであり、疾患によってタンパク質品質管

理機構が有意に影響を受けることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Synthetic glycan substrates were treated with endoplasmic 
reticulum fractions extracted from model animals of Alzheimer’s disease, dementia and 
osteoporosis. The resulting reconstructed glycan profiles were compared each other to 
understand these diseases by glycan processing change concerning with glycoprotein 
quality control. The results show that each glycan profile gives specific glycan rates for M8 
glycan derivatives that have a different signal function for the each structural isomer. 
Since the each isomer means a signal of glycoprotein secretion and degradation, 
glycoprotein quality control were found to correlate with the candidate diseases. 
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研究分野：複合新領域 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は合成糖鎖基質を用いた糖タンパク
質品質管理機構の解析過程で、タンパク質折
り畳みセンサー酵素 UGGT に認識される初
の合成基質の開発に成功した [Angew. Chem. 
Int. Ed. 44, 7950-7954 (2005)]。従来 UGGT は
折り畳み不全糖タンパク質のみを基質認識
すると考えられており、小胞体糖鎖プロセシ

ング解析の妨げになっていた。本ツールの開
発はこの障害を取り除くものであり、これを
契機に糖鎖プロセシングと細胞機能をマク
ロに結び付けることに興味を抱いた。ところ
で異常タンパク質の蓄積による小胞体スト
レスがアルツハイマーやパーキンソン病の
原因となることが報告され、ストレス応答物
質の発現に注目した疾患研究が精力的に行
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われている。しかしながら小胞体ストレスの
上流で恒常的に稼働している糖タンパク質
品質管理とストレス関連疾患を結び付けた
研究は報告されていない。そこで我々は健常
およびアルツハイマーモデルマウスの脳か
ら小胞体画分を抽出し、これらと独自の合成
糖鎖基質を反応させ、糖タンパク質品質管理
に係る糖鎖プロセシングを比較したところ、
両者に明確な違いがあるという予備的なデ
ータを得た。 
 このような背景のもと、糖鎖プロセシング
状況によってアルツハイマー病をはじめと
した老化関連疾患を評価できる確信を深め、
糖鎖プロファイル変化を本疾患の理解や診
断に応用する本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、アルツハイマー病に代表
される老化関連疾患をタンパク質品質管理
にまつわる糖鎖構造多様性パターン「糖鎖プ
ロファイル」の変化で理解することにある。
そこで独自のデザインの蛍光糖鎖基質（図
１）と健常およびアルツハイマーモデル動物
由来の小胞体画分を反応させ、細胞内糖鎖プ
ロセシングを再現したのち、反応液の分析に
よって得られる「再構成糖鎖プロファイル」
の比較を行う。既に脳組織において糖鎖プロ
ファイルの変化を確認しているので、この知
見をもとに本研究では対象組織やアルツハ
イマー重篤度の違いが糖鎖プロファイルに
与える影響を詳細に検討する。これらの結果
をアルツハイマー病の診断および新たな治
療法の創発に応用する。 

図１ 本研究で用いた合成糖鎖基質の一例 
 
３．研究の方法 
 新生糖タンパク質の糖鎖構造をもつ人工
糖鎖基質を、健常およびアルツハイマー病、
認知症、骨粗鬆症モデルマウスに由来する小
胞体画分と反応させ、小胞体内の糖鎖プロセ
シング過程を試験管内で再現する。反応生成
物の HPLC（高速液体クロマトグラフィー）
分析によって得られる人工糖鎖由来のクロ
マトグラムを、その細胞固有の小胞体ストレ
ス状態を反映した糖鎖プロファイルと捉え、
これらを指標として健常状態と老化関連疾
患を比較することによって、疾患の評価、理

解、診断を試みる。具体的には下記の３項目
について検討を行った。 
(1) 人工糖鎖基質の合成 
 我々はこれまでに、小胞体内の全ての糖鎖
プロセシング酵素に認識され得るアグリコ
ン構造をもつ人工糖鎖基質の開発に成功し
ている [Angew. Chem. Int. Ed. 44, 7950-7954 
(2005)]。本研究計画では、微量生体サンプル
を用いた糖鎖プロセシング解析を想定して
いるため、検出感度の向上を計り、アグリコ
ン部に蛍光タグが導入された第二世代の人
工糖鎖基質の合成を行う。この課題に対して
図１に示した蛍光標識糖鎖基質の少量合成
を完了し、有効に機能することを見出してい
たため、これを充分量供給する体制を整える
ことから研究を開始した。 
(2) 糖鎖プロファイルの試験管内再構成 
 合成した人工糖鎖基質を健常およびアル
ツハイマーモデルマウスの脳や肝臓から遠
心分画して得る小胞体画分と反応させ、試験
管内で人工基質に対する一連の糖鎖プロセ
シング反応を進行させる。一定時間反応後、
生成した糖鎖混合物を HPLC で分析し、多様
な糖鎖の存在比率を示すクロマトグラム、す
なわち「再構成糖鎖プロファイル」の獲得を
行い、その特徴を比較する。 
(3) 再構成糖鎖プロファイルの検証 
 得られた糖鎖プロファイルを糖鎖プロセ
シング酵素の個別の活性や、それらのタンパ
ク質発現レベルで検証する。具体的には小胞
体画分や組織に対して、阻害剤や基質を工夫
することで個別の糖鎖プロセシング酵素活
性を検証するとともに、糖鎖プロファイル再
構成に係るタンパク質や酵素群の発現量を
Western blotting法で調べる。これらを相当す
る各再構成糖鎖プロファイルと比較し、老化
関連疾患が糖鎖プロセシングに残す痕跡を、
階層横断的に評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 人工糖鎖基質の合成 
 図１に示す基質を充分量確保すべく、化学
合成に取り組み、生化学アッセイに充分な数
十 mg スケールでの合成を達成した。またこ
れと並行して、糖鎖を大量に供給するために
糖鎖合成ルートの見直しを図り、一連の糖鎖
を２つのユニバーサルな単糖ユニットから
合成する新ルートでの合成についても検討
を行った。現段階では、ユニバーサルな各単
糖ユニットの kg スケールでの供給体制の実
現と、これらを用いた６糖部分構造の合成を
達成している。今後、継続的な検討を行う事
で、将来的に本研究を広範に展開する上で必
要となる、糖鎖基質の大量供給に備える足掛
かりを構築することができたものと考えて
いる。 
(2) 糖鎖プロファイルの試験管内再構成 

OH

OO
OO

O
O

O
O

O
O

O

OH

HO

HO
NHAc

OH
NHAc

OH

OH

HO

O

O
OH

O

O
O

O

HO

O

HO

HO
HO

HO
HO

HO

HO
HO

HO
HO

HO

HO
HO

HO

HO

OHO
HO

O
HO

O
OH

HO
HO

HO

H
N

O

N
H

O
H
N

COOtBu
O

N

B NF
F

合成蛍光糖鎖基質



 糖鎖プロファイルを試験管内で再構成す
るにあたり、まず糖鎖プロセシング酵素源と
なる高純度の小胞体画分の抽出を検討した。
組織の破砕法ならびに界面活性剤を工夫す
ることで、ゴルジ体や細胞質の混入が無い、
純度の高い小胞体画分の抽出法を確立した。
この方法で正常老化 (SAMR1) および骨粗
鬆症 (SAMP6)、アルツハイマー (SAMP8)、
認知症 (SAMP10) モデルマウスの肝臓より
得た小胞体画分に、それぞれ合成糖鎖基質を
添加し、糖タンパク質品質管理に係る糖鎖プ
ロセシングを再現したところ、疾患に特徴的
な糖鎖プロファイルを得ることができた（図
２）。全体の糖鎖プロセシング進行度に関し
て各疾患由来の糖鎖プロファイル間に若干
の差が認められたが、Man8GlcNAc2 (M8)
型糖鎖に存在する構造異性体の生成比に注
目すると、各プロファイルの特徴が明確にな
った。すなわち骨粗鬆症モデルとアルツハイ
マーモデルにおいて、コントロールである正
常老化モデルや認知症モデルと比較して
M8Aおよび M8Cの生成比が増加しているこ
とが明らかとなった。ここで M8B 型糖鎖は
糖タンパク質の分泌に関わるシグナルであ
るのに対し、M8A 型および M8C 型糖鎖は糖
タンパク質の分解を司るシグナルとして機
能することが知られている。糖タンパク質の
運命を決定づける M8 構造における分岐点に
おいて疾患に由来してタンパク質生合成シ
グナルに変化が現れるのは興味深い結果で
ある。このことはこれらの疾患に対してタン
パク質生合成からの治療を目指す場合に有
益な知見となるものと思われる。 

図２ 疾患特異的な再構成糖鎖プロファイ
ル. Ctrl: 対象、OST: 骨粗鬆症、AD: アルツ
ハイマー、DEM: 認知症. 

 
(3) 再構成糖鎖プロファイルの検証 
 図２で得られた再構成糖鎖プロファイル
を与えた細胞状態を理解すべく、糖鎖プロセ
シングを司る酵素群の個別の活性について
検討した。その結果、糖鎖プロファイルに顕

著な変化のあった疾患モデルにおいては、糖
鎖プロセシング酵素活性に有意の変化が認
められた。例えば骨粗鬆症モデルにおいては
グルコース切断を司る glucosidase II やグ
ルコース転移を司る UGGT の活性が低下し、
マンノース切断を司る mannosidaseI および
EDEM1/3 の活性が向上することが分かった。
またこれらの現象は各酵素のタンパク質発
現解析によってもよく説明された。 
 以上の(1)-(3)項目の検討により、老化関
連疾患をタンパク質生合成の上流で恒常的
に稼働している糖タンパク質品質管理の稼
働状況タグである糖鎖プロファイルによっ
て評価する方法を確立することができた。各
糖鎖プロファイルは、疾患特異的であり、本
法が表現力豊かな疾患評価法となり得る可
能性を示唆している。 
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