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【研究の背景・目的】 

タンパク質上には、アスパラギンのアミド側鎖、セ
リン・スレオニンの水酸基に糖鎖が結合した N 型なら
びに O 型糖鎖が存在する。しかし、糖鎖が、タンパク
質の生合成過程でなぜ特異的に付加し、そして、多様
な分枝構造でどのような機能を果たしているのか未
だ詳細には理解できていない。本研究では、大腸菌で
発現した長鎖ペプチドと糖鎖アミノ酸を水溶液中で
連結し、数工程で糖タンパク質を合成するという革新
的方法の確立を目指す。そして、糖鎖がタンパク質上
で砂糖シロップのような特異な水和殻を構築し、糖タ
ンパク質とそのレセプタータンパク質の相互作用を
促進するなどの機能をもつことの実証を検討する。ま
た、合成した糖タンパク質を細胞の内外に導入し、糖
鎖の機能を調べる。さらには、合成した糖タンパク質
と受容体の複合体の構造解析を目指す。 
 

【研究の方法】 
アスパラギンの α カルボン酸をチオアシッドに変

換した糖鎖アスラギンチオアシッドを合成し、その α
アミノ基及び α チオアシッドに大腸菌で発現したペ
プチドをそれぞれ連結させ、標的糖鎖ポリペプチド
を合成する新規法を検討する。この方法でより短工
程の糖タンパク質合成を検討する。まず、大腸菌で
発現したペプチドの C 末端をチオエステルへと活性
化後、糖鎖アスパラギンチオアシッドと連結させ、
糖鎖ペプチドチオアシッドを合成する。そして、こ
のチオアシッド部位と、β-メルカプトアミノ酸を N
末端にもつペプチドを連結することで、糖鎖ポリペ
プチドを合成する。そして、β-メルカプト基の脱硫
化、フォールディング操作で糖タンパク質を合成す
る。これに必要な様々な β-メルカプトアミノ酸の合
成もおこなう。また、糖鎖はアスパラギン結合型、
セリン結合型など検討する。 
糖鎖の水和殻が、タンパク質同士の相互作用を向

上しているという機能を実証するために、糖タンパ
ク質の糖鎖周辺の水の集積度を水素重水素交換質量
分析法で解析する。また、それら糖タンパク質の生
物活性や親和力の変化をビアコア等で調べ、糖鎖の
有無の影響と水和殻の関係を評価する。 
膜一回貫通型の糖タンパク質を生細胞上に合成す

る方法の開発をおこなう。膜貫通型糖タンパク質の
細胞内と膜貫通部分のペプチドを、インテイン（IntC）
というセルフスプライシングペプチドと融合させた
形で細胞表層に発現する。そして、別途、インテイ
ン(IntN)を末端にもつ糖タンパク質を合成後、細胞表 

 
層の IntC と糖タンパク質の IntN を連結させ、セルフ
スプライシングを経て、膜上での天然型膜貫通型糖
タンパク質の合成を目指す。 
様々な糖鎖をもつ合成糖タンパク質を細胞内のゴ

ルジ体に導入し、生合成経路に乗せて糖鎖伸長をさ
せた後、回収し、糖鎖構造を解析するシステムの開
発を目指す。本研究では、まず、毒性のないコレラ
トキシン B ユニットに糖鎖を結合させたものを合成
後、細胞に加え、エンドサイトーシスでゴルジ体に
輸送されるシステムをより効率的なものにする検討
から始める。 

フォールディングセンサー酵素(UGGT)とミスフ
ォールド型糖タンパク質の複合体の構造を CryoEM
で明らかにし、UGGT がミスフォールド体のどのよ
うな特徴を認識しているか解明する。 

 

【期待される成果と意義】 
糖鎖の構造と機能を、生物学的現象毎に特定できな

い理由は、タンパク質上の糖鎖を自在に変えて、生物
科学的実験をする方法がなかったこと、更には、特定
の糖鎖をもつタンパク質を細胞表層や、細胞内のオル
ガネラに挿入し、その糖タンパク質活性を追跡する方
法がなかったためである。その結果、糖鎖機能解明は
足踏み状態であった。本研究では、糖鎖構造を自在に
変えた様々な糖タンパク質を短時間で合成し、生細胞
上の膜糖タンパク質の合成などに応用すれば、多くの
問題が世界に先駆けて研究できると考えた。 
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