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研究成果の概要（和文）：Glycoprotein 2（GP2）は腸管の炎症に応じて分泌され、腸内細菌の線毛タンパク質
FimHへ結合することで菌の腸上皮細胞への定着を阻害する。その結合は、GP2が持つハイマンノース型糖鎖を介
したものであると推定されるが、その実態は不明であった。ヒトおよびマウスのGP2を、哺乳類細胞を用いて発
現・精製し、FimHとの結合をバイオレイヤー干渉法により解析した。ヒトGP2とFimHとの結合において、ハイマ
ンノース型糖鎖付加ドメインに加えて、新規糖鎖付加領域が存在することが示唆された。一方、マウスGP2は哺
乳類細胞を用いた発現では目的の糖鎖が付加せず、結合も見られなかった。

研究成果の概要（英文）：Glycoprotein 2 (GP2) is a secreted protein in response to intestinal 
inflammation and prevents bacterial colonization of intestinal epithelial cells. GP2 binds to the 
bacterial fimbria protein FimH. FimH-GP2 interaction is presumed to be mediated by the high mannose 
N-glycans of GP2, although the actual binding mode is unknown. Human and mouse GP2 were expressed 
and purified using mammalian cells, and their binding to FimH was measured by biolayer 
interferometry. Human GP2 contains a novel glycan-attached site where FimH binds in addition to a 
known high mannose N-glycan binding domain. In contrast, the mouse GP2 expressed in mammalian cells 
did not have high mannose N-glycans, and there was no binding to FimH.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FimHと特異的に結合する糖は感染防御に対する治療法の一つとなりうる。本研究によって確立されたGP2とFimH
との定量的な結合解析は、FimHと糖鎖の結合のみに焦点を当てたこれまでの糖の探索方法に比べ、より生体での
反応を模倣した、高機能な糖および糖含有食品を見出すことが可能となる。これは、農学から医学にわたる広範
な分野への波及効果が期待できる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
腸管管腔は体の外側に位置し、私達が摂取した食べ物や外来のウイルス、病原菌に曝露されて
いる。さらに、私達は約 100 兆個にもなる常在腸内細菌と共生している。多種多様な外来異物と
接する腸管は、粘膜バリアによって腸管組織とそれらを隔絶している。小腸の粘膜バリアは、上
皮細胞層、ムチン層および分泌された抗菌ペプチドで形成されるのに対し、大腸のそれは小腸よ
り厚い 2層のムチン層で形成される。栄養不良などでムチン層が薄くなると、腸内細菌が腸上皮
細胞表面へ移行し、日和見感染や免疫反応による腸管炎症が誘発される。しかし、腸管には炎症
を抑制的に制御する仕組みがあり、その一つが Glycoprotein 2（GP2）の分泌である。 
分泌された GP2 は、腸内細菌の線毛タンパク質 Type 1 fimbrin D-mannose specific adhesin
（FimH）と結合し、腸内細菌の定着を阻害する。GP2 と FimH との結合は、GP2 が持つハイマンノ
ース型糖鎖と FimH のレクチンドメインとの間で起こると推定されている。これは、GP2 と細菌
との結合実験の結果および GP2 の構造ホモログタンパク質で、尿路感染症において細菌の定着
を抑制する Uromodulin（UMOD）に関する研究成果にもとづいている。 
本研究の代表者を含むグループは、ヒト GP2 のハイマンノース型糖鎖が付加されるデコイドメ
イン（D10C ドメイン）の結晶構造を明らかにし、D10C ドメインと FimH との結合を示した
［Stisiapanava et al., (2022). PMID 35273390］。UMOD の D10Cドメインと比較すると、ハイ
マンノース型糖鎖が付加すると考えられる残基付近に構造的差異が見られ、また、培養細胞を用
いた組換えタンパク質調製においても付加する糖鎖の種類に違いが見られた。このことから、
UMOD と GP2 は糖鎖を介して FimH と結合するという点は共通であるものの、その結合様式は必ず
しも同一ではないことが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
腸管の炎症は、腸内細菌叢の多様性を低下させる。多様性の低下（dysbiosis）は、炎症を悪化
させうるため速やかに是正しなければならない。FimH に着目した研究の多くは、糖との結合に
関するものであり［Krammer et al., (2023). PMID 36944399など］、生体側のタンパク質（GP2
や UMOD）との直接相互作用を見たものは少ない。 
本研究は、腸管の炎症抑制機構における細胞−細菌間の特異的相互認識機構に着目し、GP2 の持
つ糖鎖構造と FimH に対する結合能を定量的に解析し、タンパク質および糖鎖レベルでの構造−
親和性相関を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 培養細胞を用いた組換えタンパク質の発現および糖鎖構造の確認 
 
ヒトの GP2 cDNAは膵臓 cDNAプールから PCRで増幅し、SLiCE 法により哺乳類細胞発現用ベク
ターpLJ6へ挿入した。マウス Gp2 cDNAは全長を含むプラスミドから増幅し、pLJ6へ挿入した。 
それぞれの発現コンストラクトは、branched PEIを用いてヒト HEK293T 細胞あるいはハムスタ
ーCHO 細胞に一過的に導入した。培養上清への目的タンパク質の分泌は、His タグに対する抗体
を用いた免疫ブロット解析により評価した。分泌が確認された組換えタンパク質は、Ni-NTA ビ
ーズを用いたアフィニティークロマトグラフィーにより精製し、PNGase F と Endo H を用いた糖
鎖除去実験に供した。 
FimH のレクチンドメイン（FimHL）cDNAは、Genscript に合成を依頼し、pET21b へ挿入した。
構築したコンストラクトを大腸菌 BL21 へトランスフォーメーションし、組換えタンパク質を発
現させた。ペリプラズム画分から目的タンパク質を抽出後、Ni-NTA ビーズを用いたアフィニテ
ィークロマトグラフィーにより精製した。His タグを除去するために、HRV3Cプロテアーゼによ
りタグ配列を切断後、再度 Ni-NTA ビーズと反応させた。 
 
(2) 組換え GP2 と FimH との結合解析 
 
組換え GP2 タンパク質と FimHLタンパク質との結合は、Octet を用いたバイオレイヤー干渉法
（BLI）により測定した。リガンドは Ni-NTAあるいは抗 His タグ抗体を含むバイオセンサーに組
換え GP2 タンパク質を固相化したものを、アナライトは FimHLタンパク質を段階的に希釈したも
のを用いた。アナライトとの結合を 5分間、解離を 5分間と設定し、BLI シグナルの変化を測定
した。 
 
 
 



４．研究成果 
 
(1) 組み換えタンパク質の発現・糖鎖構造 
 
ヒト膵臓から GP2 cDNAをクローニングしたところ、２種類のア
イソフォームを得た。これら（isoform 1 および 2）は、D10Cド
メインに相当する Exonが含まれるかどうかの違いであった。D10C
ドメインを含む isoform 1 をヒト GP2 FL、含まない isoform 2 を
FL-Sと呼び、本研究に用いた。CHO 細胞を用いて発現、精製した
組換えタンパク質が持つ糖鎖を、酵素処理によるタンパク質バン
ドのシフトで解析した。PNGase F および Endo H処理を行ったと
ころ、いずれの酵素でも目的タンパク質のシフトが観察され、
FimH が認識するハイマンノース型糖鎖（Endo H 感受性）が付加
されていることを確認した（図 1A）。興味深いことに、D10Cドメ
インを持たない FL-Sタンパク質でも Endo H によるシフトが見ら
れ、D10Cドメイン以外にもハイマンノース型糖鎖が存在すること
が示唆された。 
マウス GP2 は全長の発現量が少なかったため、D10Cドメインを
組換えタンパク質として発現、精製した。D10Cドメインにある 2
ヶ所の N-結合型糖鎖付加サイトを置換した変異体（N58Q および
N72Q）も用意し、糖鎖解析を行った。マウス GP2 D10C組換えタン
パク質は、PNGase F処理によるシフトが見られたが、Endo H処
理ではほとんど変化しなかった（図 1B）。 
本研究では、マウス GP2 にハイマンノース型糖鎖がほとん
ど付加しなかった理由は判明しなかったが、全長と D10Cド
メインのみを発現させた場合で細胞内でのフォールディン
グ速度が異なったことが影響すると推定された。今後は、マ
ウス GP2 も全長タンパク質をよく発現する系を構築し、改
めて糖鎖構造の比較解析を行う予定である。 
 
(2) BLIによる GP2-FimH相互作用解析 

 

組換えヒト GP2 タンパク質（FL

およびFL-S）とFimHLとの結合は、

Octet を用いて測定した。ヒト

GP2 FLタンパク質とFimHLとの結

合は、FimHLの濃度が 0.5 から 4 

µM の間において検出可能である

ことを示した（図 2A）。この実験

条件での最大濃度である 4 µM の

FimHLをアナライトとして、FLお

よび FL-S に対する結合を測定し

た。その結果、D10Cドメインを含

まない FL-S では結合が見られな

いという予想に反して、FLおよび

FL-SのいずれもFimHLと結合する

ことが示された（図 2B）。BLI シ

グナルから FimHLの結合量を求め

ると、FL-Sに対する FimHLの結合

量は FL に対するものの半分であ

った。FL-Sにおいて Endo H処理によるバンドシフトが見られたことを考慮すると、ヒトGP2は、

D10Cドメイン以外に FimH に対する未知のデコイ領域を持つことが示唆された（図 2C）。 

GP2 と FimH の結合比はこれまで報告されていないが、GP2 の構造ホモログである UMOD の FimH

との結合比は 2 つの可能性が示唆されている。Cryo-TEM あるいは Cryo-EM を用いた UMOD-FimH

繊維構造の結果から、1分子の UMOD に対して 2分子［Weiss et al., (2020). PMID 32616672］

あるいは 1分子［Stisiapanava et al., (2022). PMID 35273390］の FimH が結合すると報告さ

れている。本研究における GP2 の新規デコイ領域の発見は、FimH が 2 分子結合するという結果

を支持するものであった。今後は、新規デコイ領域の同定をすすめ、結合比を算出することで、

細菌防御機構における UMOD との共通性を明らかにする予定である。 

図 1 組換え GP2 タンパク質の発現 
マウス GP2 D10C ドメイン（A）、ヒ
トGP2 FL および FL-S（B）の組換え
タンパク質を哺乳類細胞で発現し、糖
鎖構造を解析した。 
 

図 2 GP2 と FimH の相互作用解析 
(A) バイオレイヤー干渉法による、様々な濃度の FimHLタンパク質と
ヒトGP2 FL タンパク質との結合解析。 
(B) ヒト GP2 FL および FL-S タンパク質と 4 µM FimHLタンパク質と
の結合解析。 
(C) ヒト GP2 タンパク質の模式図と予想される FimH結合領域。 
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