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研究成果の概要（和文）：スペーサー長の異なる2種類のNileredを合成した。スペーサー末端のカルボン酸を活性エス
テルに変換したのち、還元末端アミノ化糖鎖との縮合を行った。その結果、高収率で環境応答性分子をアグリコンに有
する糖鎖を合成することに成功した。human CRTのcDNAからのPCRを行い、制限酵素を用いてpColdIプラスミドベクター
へインサートをおこなった。大腸菌へ形質転換後、タンパク質発現精製を行った。SDS-PAGEより、目的位置に単一バン
ドが確認されたことからhCRTの発現を確認した。今後、得られた蛍光基コンジュゲート糖鎖とhCRTを用いて相互作用実
験を行っていく。

研究成果の概要（英文）：NileRed derivatives combined with spacer were synthesized. These derivatives were 
connected to amidated glycan, resulting that glycan which has environmental responsible ability. 
Recombinant human CRT was produced by E. coli. A cDNA encoding human CRT was cloned into pCold I 
expression plasmid , which was designed to produce N-terminally (His)6-tagged proteins.

研究分野：タンパク質工学
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖修飾を受けるタンパク質は、小

胞体内における糖タンパク質品質管理機構
によりフォールディングの補助、検査を受け
る。糖タンパク質品質管理機構は、数種類の
糖転移酵素、糖切断酵素、さらに分子シャペ
ロンであるカルネキシン(CNX)、カルレティ
キュリン(CRT)から構成される。これらの酵
素のほとんどはレクチン活性を有しており、
適した糖鎖構造の基質と反応する。フォール
ディング状態が完全に成熟していない糖タ
ンパク質には、“フォールディングセンサー”
と呼ばれる糖転移酵素が働き、グルコースを
糖鎖に１つ付加する。グルコースを付加され
た未成熟の糖タンパク質は、分子シャペロン
CNX/CRT の良基質となりフォールディング
補助を受ける。ここで正常にフォールディン
グしたものは小胞体から輸送され次のステ
ップへ進むことができる。しかし、フォール
ディングに失敗したものはグルコースを取
り外され、分解経路もしくは再び CNX/CRT
サイクルへ投げ込まれる。このようなサイク
ルを経由することで、未成熟な糖タンパク質
が細胞内へ行きわたり蓄積しフォールディ
ング疾患に至ることを未然に防いでいる。 

 
２．研究の目的 

我々はこれまでに糖転移酵素によ
る未成熟糖タンパク質へのグルコース転移
に関する検討を実施した。一般に、未成熟糖
タンパク質を調製する際、糖鎖の翻訳後修飾
のない大腸菌を用いることはできないため、
動物細胞もしくは個体からの抽出精製によ
り調製する必要がある。しかし、同じタンパ
ク質でも局在する場所によって糖鎖構造が
異なるため、糖鎖構造の揃ったタンパク質を
調製することは難しく手間がかかる。そこで
申請者は、化学合成手法により単一糖鎖構造
を持ち疎水性の蛍光基とリンカーを介して
結合した糖鎖プローブ(図１)を合成した。こ
れを糖転移酵素の基質として反応を行い、主
に以下の 2点の知見を得た。 

図１ 蛍光基付加型糖鎖プローブ 
 
①糖転移酵素とプローブの相互作用および
転移反応における物理定数は、実際の糖タン
パク質を基質としたときと同等であり、糖鎖
プローブがアンフォールド状態の糖タンパ
ク質を模倣できている。 
②合成プローブは CDスペクトルによる二次
構造測定に影響しないことから、糖転移酵素
の構造解析を詳細に行うことが可能になり、

その結果、糖転移酵素は反応時にダイナミッ
クな 2次構造変化を示すことを初めて明らか
にした。 

したがって、我々の開発した合成糖
鎖プローブは糖タンパク質品質管理機構を
より詳細に検討するための強力なツールと
して機能することが期待できる。 
 本研究では、レクチン様分子シャペ
ロンの活性を可視化し、解離定数の測定や、
より詳細な生物物理定数の導出を可能にす
る新規糖鎖プローブの開発を行う。これまで
に申請者が用いた糖鎖プローブは、図 2に示
すように糖転移酵素などによりプローブの
構造に変化が加えられることで活性を評価
してきた。しかし、分子シャペロンは、タン
パク質構造の巻き戻りをアシストする性質
であるため、糖鎖構造に直接影響を与えず、
相互作用した糖鎖プローブには物理的変化
が与えられない。形成した分子シャペロン－
基質複合体を未反応の基質と分離すること
で形成割合を測定する方法も考えられる。し
かし、通常、分子シャペロンの解離定数はμ
Mオーダーと弱い力であるため、未反応基質
との分離中における複合体の解離に伴う誤
差が無視できない。したがって、より正確に
評価するには、シャペロンと複合化した際に、
変化を生じるようにプローブに工夫を施す
ことが必要となる。そこで、分子シャペロン
の基質認識の駆動力である疎水性相互作用
を利用し、疎水性雰囲気下で蛍光波長が変化
する蛍光基をコンジュゲートした糖鎖プロ
ーブを新たに合成する。この新規糖鎖プロー
ブを用いて、シャペロンの活性を、未反応基
質の分離操作を行うことなく、その場で観察
が可能となる活性評価手法の確立を目指す。 

図２ 糖鎖プローブを用いた活性評価 
 
本研究の主な特色、独創的な点を以下に列挙
する。 
1)単一構造の糖鎖 化学合成により調製した
糖鎖プローブを用いることで、生体物からの
抽出タンパク質と異なり、単一糖鎖構造の基
質を用いた正確な活性評価を行うことがで
きる。また、非天然の糖鎖構造を用いること
も可能であり、レクチン活性を詳細に検討す



ることができる。 
2)取り扱いやすい基質 生体からの抽出タン
パク質を用いる場合、分子シャペロンの基質
とするためにアンフォールディング処理を
施す必要性がある。しかし、糖鎖プローブの
場合、疎水性蛍光基がアンフォールディング
状態のタンパク質を模倣していることから、
そのような処理を必要としない。 
3)安価かつ簡便な活性評価 分子シャペロン
の研究において活性を直接評価する方法は、
主に分子間相互作用を測定するための測定、
例えばビアコアや、QCM、ITC などの高価
な装置を必要とした。また、変性酵素のリフ
ォールディングによる間接的評価は、解離定
数の導出など検体数が増えると極めて煩雑
であり時間も要する。本研究では、分子シャ
ペロンと複合化した糖鎖プローブの蛍光強
度変化を、汎用的な蛍光分光器で測定するこ
とにより、直接活性を測定することが可能に
なる。したがって、これまでにない安価かつ
測定の容易な活性評価を実現する。 
4)基質の繰り返し利用が可能 分子シャペロ
ンと複合化した糖鎖プローブは、解離するこ
とで元の状態の糖鎖プローブに戻る。そのた
め、測定終了後に透析処理などを施すことで、
糖鎖プローブと分子シャペロンを分離し、濃
縮操作の後、実験に再利用することができる。
したがって、糖鎖プローブは実験量に応じて
調製する必要がなく、最低限の合成量で実験
を行うことができる。 
 
３．研究の方法 

環境応答性蛍光基として疎水性蛍
光基 NileRed を用いて、ハイマンノース型糖
鎖へのコンジュゲートを行い、疎水性環境に
応答する新規糖鎖プローブを開発する。レク
チン活性の詳細を調べるために、糖鎖の
B,C-arm をトリミングした構造の糖鎖プロー
ブも合成する。NileRed のコンジュゲーショ
ンは、カルボキシル基を付加することにより、
リンカーペプチドと縮合することで実現す
る。レクチン様分子シャペロンとしてカルレ
ティキュリンを調製し、合成した糖鎖プロー
ブ共存下におけるNileRedの蛍光強度の増加
を測定する。糖鎖プローブ濃度一定条件下で、
分子シャペロンの濃度を変えて蛍光強度を
測定することで、分子シャペロンと基質の解
離定数を導出する。また、解離定数に及ぼす
糖鎖構造の影響も検討しレクチン活性の定
量的比較を行う。さらに、1 分子蛍光観察を
用いて詳細な相互作用解析への応用を試み
る。 

レクチン様分子シャペロンの良基
質となる糖鎖は、ハイマンノース型糖鎖(9 つ
のマンノースと 2つの Nアセチルガラクトサ
ミンから形成される)の A-arm 部位の非還元
末端側にグルコースが1つ付加された構造で
あることが知られている。しかし、含まれる
全 12 糖の中でどの糖が分子シャペロンのレ
クチン活性に大きく寄与するのかまだ不明

な点が多い。そこで、糖鎖構造の影響を調べ
るために様々な糖鎖構造のライブラリを構
築する。特に、B-, C-arm の影響はほとんど
わかっていないことから、それぞれの部位の
影響が明らかになるように糖鎖をデザイン
する。 

疎水性環境応答プローブとして、疎
水性応答蛍光基であるNileRedを用いること
とする。NileRed は疎水性でありアンフォー
ルド状態を模倣することが期待される。また、
蛍光特性として、水などの極性溶媒中ではほ
とんど蛍光を発しないが、非極性溶媒や疎水
性化合物との結合により600-640nmに強い蛍
光を示すことが知られている。酪酸だけでな
く酢酸およびプロピオン酸の導入によるカ
ルボキシル基を有する NileRed を合成し、リ
ンカー部位との縮合を行う。以上の糖鎖、リ
ンカー、蛍光団を縮合することで糖鎖プロー
ブを完成させる。 

調製した糖鎖プローブが分子シャ
ペロンの基質として働くことを確認するた
めに、蛍光分光器を用いて、分子シャペロン
存在下での糖鎖プローブの蛍光変化を測定
する。この時、糖鎖構造は良基質となるグル
コース1分子付加型ハイマンノースを用いる。
蛍光変化が少ない場合には、リンカー長の調
整ならびにNileRedの結合位置の調整を行い、
もっとも蛍光変化の大きいプローブ構造を
探索する。レクチン様分子シャペロンとして、
CRT を大腸菌から大量発現し用いることとす
る。 
４．研究成果 
1) カルボン酸を有する Nilered を合成し、
ウィリアムソン合成にしたがってカルボン
酸部位にスペーサーを結合した。この際、ス
ペーサー長の異なる2種類の化合物を合成し
た。 

 
2) スペーサー末端のカルボン酸を活性エス
テルに変換したのち、還元末端アミノ化糖鎖
との縮合を行った。その結果、高収率で環境
応答性分子をアグリコンに有する糖鎖を合
成することに成功した。 



 
3)human CRT の cDNA からの PCR を行い、制限
酵素を用いて pColdI プラスミドベクターへ
インサートをおこなった。大腸菌へ形質転換
後、タンパク質発現精製を行った。SDS-PAGE
より、目的位置に単一バンドが確認されたこ
とから hCRT の発現を確認した。 
 
4)今後、得られた蛍光基コンジュゲート糖鎖
とhCRTを用いて相互作用実験を行っていく。
具体的には、共存下における NileRed の蛍光
波長変化を測定し、結合定数の導出を試みる。 
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