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研究成果の概要（和文）：我々は以前に小胞体内にエンドマンノシダーゼ活性を見出した。小胞体エンドマンノシダー
ゼは糖タンパク質フォールディング機構「カルネキシン／カルレティキュリンサイクル」からアンフォールド糖タンパ
ク質を離脱させる重要な役割を担うため、我々は本酵素の機能解析に資する阻害剤と基質を合成した。またER-EMの活
性本体を探索すべく、blue native PAGE と MS/MS 解析を組み合わせて検討した。さらに ER-EM の候補酵素のリコン
ビナント体を調製し、候補酵素が小胞体に局在することも明らかにした。加えてER-EMの機能に関連するカルレティキ
ュリンおよびUGGTの特異性解析も併せて行った。

研究成果の概要（英文）：We previously have found an endomannosidase (EM) activity in the endoplasmic 
reticulum (ER). Since ER-EM will play important roles for releasing unfolded glycoproteins from the 
folding system, calnexin/calreticulin cycle, herein we synthesized inhibitors and substrates contributing 
functional analysis of this enzyme. To explore the origin of ER-EM activity, we examined blue native PAGE 
with MS/MS analysis. Moreover, we generated a recombinant enzyme of ER-EM candidate, resulted in the 
ER-localization of the candidate enzyme was also elucidated. Additionally, specificity analyses of 
calreticulin and UGGT that are related to functions of ER-EM, were also carried out.

研究分野： 糖質化学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者はタンパク上の糖鎖が制御する糖
タンパク質品質管理 [Semin. Cell Dev. Biol. 21, 
500-511 (2010)] の解明を目指して合成糖鎖
基質を用いた分子レベル解析に取り組み、一
定の成果を挙げてきた [Angew. Chem. Int. Ed. 
2005, 44, 7950. J. Biol. Chem. 2006, 281, 31502. 
J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 2101. Biochemistry 
2009, 48, 2933. Glycobiology, 2013, 23, 121.]。
しかしながら本機構の中心として高次構造
の折り畳みとチェックを繰り返すカルネキ
シンサイクルから、不良糖タンパク質が離脱
する機構はいまだに不明である。この離脱の
駆動力の解明は、細胞機能の維持に重要な不
良糖タンパク質分解の理解に繋がる。最近、
我々はマウス肝臓から遠心分画した小胞体
画分中に、Glc1Man9GlcNAc2 型糖鎖をもつ不
良糖タンパク質のモデル合成基質に対して、
GlcMan 残基を一挙に切断するエンドマンノ
シダーゼ活性を発見した。エンドマンノシダ
ーゼはゴルジ体に存在すると報告されてい
る酵素 [Biochimie 2005, 87, 169.] であるが、
小胞体型のそれはゴルジ型と異なり、活性発
現には糖鎖部以外にある程度の疎水性をも
つアグリコンが必要なことも分かった。これ
は当該酵素が不良糖タンパク質のみに作用
することを示唆している。また本酵素活性は
カルネキシンサイクルに認識されない糖鎖
構造を生成するため、本サイクルからの離脱
の駆動力となりうる。こうした背景のもと、
本酵素の同定と機能解析を通して、不良糖タ
ンパク質がカルネキシンサイクルから離脱
する不明なメカニズムを明らかにできるも
のと確信し、本研究の立案に至った。 
 
２．研究の目的 
 我々は独自の合成糖鎖プローブを用いて、
小胞体内の糖タンパク質糖鎖に作用する新
規なエンドマンノシダーゼ様活性を発見し
た。本活性はこれまで不明であった糖タンパ
ク質折り畳み促進機構から不良糖タンパク
質が離脱する際の駆動力を矛盾無く説明す
るものである。 
 本研究の目的は、第一に当該活性に対する
阻害剤を合成すること、第二に小胞体エンド
マンノシダーゼの同定を行うこと、第三に当
該酵素の活性測定に資する小分子基質の合
成を行うことである。最終的には本酵素が係
る糖タンパク質品質管理の新しい作用機序
を提唱を目指す。 
 
３．研究の方法 
 先行実験において当該酵素の阻害剤とし
て機能する Glc-isofagomine 骨格を基に、酵
素の機能解析に資する多点認識型阻害剤の
合成を行った。また細胞状態の違いによるエ
ンドマンノシダーゼの活性を簡便に検出す
るため、別途、シンプルな構造の汎用性小分
子基質の合成も行った。一方、マウス肝臓か
ら抽出した小胞体画分を、タンパク質高次構

造を維持したまま電気泳動可能なBlue Native 
PAGE 法を用いてゲル内で分離し、各バンド
由来タンパク質の酵素活性を検証すること
により、標的酵素バンドの絞り込みを行った。
次いで標的バンド内のタンパク質を質量分
析計によって MS/MS 解析することにより、
小胞体エンドマンノシダーゼの同定を試み
た。また別途、活性本体候補の遺伝子をデー
タベースより選定し、この遺伝子を導入した
細胞を作成し、リコンビナント酵素の発現を
検討した。さらに標的酵素の細胞内局在を評
価した。 
 
４．研究成果 
(1) 小胞体エンドマンノシダーゼの多点認
識型阻害剤および小分子基質の合成 
 これまでに初期的知見を得た小胞体エンド
マンノシダーゼの基質特異性解析から、本酵
素は３分岐高マンノース糖鎖の A-アーム 糖
鎖 [(Glc1-2Glc1-3)Glc1-3Man1-2 
Man1-2Man] のうち Glc1-3Man 構造、
およびアグリコンに存在する疎水性パッチ
を多点認識する性質が明らかになった。そこ
で本研究ではこの基質特異性を基に、シンプ
ルな構造をもつ阻害剤および基質の合成を
試みた。阻害剤の設計は糖鎖認識部として
Glc1-3Man 構造を、アグリコン認識部とし
て Fmoc 基を選定し、その両者を適当な長さ
のエチレングリコールリンカーで連結して
多点認識させるというものである。小胞体エ
ンドマンノシダーゼに特有の多点認識能を
利用することで、標的酵素の阻害に対する選
択性を高める設計とした。また共存するグル
コシダーゼに対する耐性を付与すべく、末端
Glc残基の3-OH基にプロピル基を導入した。
さらに標的酵素自身による加水分解を避け
るべく、還元末端 Man 残基とアグリコンの
結合様式を-結合とした。実際、合成した化
合物の小胞体画分内における標的酵素に対
する阻害能を検証したところ、単純な
Glc1-3Man と比較して、本化合物の阻害能
は圧倒的に高いことが分かった。また、共存
するグルコシダーゼ II に対する耐性試験に
おいて、本化合物は分解を受けないことも明
らかとなった。以上により、細胞内で小胞体
エンドマンノシダーゼの活性のみを選択的
に阻害し、その生理的機能を明確にする要素
技術が確立された。 
 次いで標的酵素に選択的に認識される阻
害剤の構造を基に、小分子型基質の合成も併
せて試みた。具体的には小胞体エンドマンノ
シ ダ ー ゼ に よ る 切 断 箇 所 を 含 む
Glc1-3Man1-2Man構造と疎水性Fmoc基
の間をエチレングリコールで連結した化合
物を合成した。これを小胞体画分に添加した
ところ、標的酵素による加水分解が進行し、
本化合物が小胞体エンドマンノシダーゼの
基質になりうることが分かった。これにより、
標的酵素の性状解析を支える基質の供給法
を大幅に簡便化することができた。 



 
(2) 小胞体エンドマンノシダーゼの活性本
体の探索研究 
 標的酵素を含む小胞体画分から活性本体
を同定すべく、Blue Native PAGE による分画
を行った。次いで分画されたバンドを切り出
し、ゲル片内での標的酵素活性を検証して、
活性を有する分子量領域を絞り込んだ。さら
にそれらのゲル片から抽出したタンパク質
を SDS-PAGE 続く Western Blotting によって
分析することで、標的酵素が 50 kDa 付近の
分子量を有することを明らかにした。この標
的バンドの MS/MS 解析は、いまだ検討中で
あるが、標的酵素の同定に目処がつけられた
ものと考えている。 
 一方、相補的な取り組みとして遺伝子デー
タベースより、標的酵素をコードした遺伝子
と推測される機能未知のものをピックアッ
プし、別途、培養細胞に導入してリコンビナ
ント酵素の発現を検討した。その結果、当該
遺伝子を導入した細胞内では、小胞体エンド
マンノシダーゼの活性が有意に上昇するこ
とが分かった。また、発現した候補酵素が細
胞内で小胞体に局在することを明らかにし
た。以上により、小胞体エンドマンノシダー
ゼの活性本体の探索は概ね完了したもの評
価している。 
 
(3) カルレティキュリンのアグリコン特異
性解析 
 小 胞 体 エ ン ド マ ン ノ シ ダ ー ゼ と
Glc1Man9GlcNAc2(G1M9)型糖タンパク質を
競合するカルレティキュリンは、レクチン様
分子シャペロンとして小胞体内の糖タンパ
ク質品質管理に関与している。G1M9 糖タン
パク質のカルレティキュリンからグルコシ
ダーゼ II への受け渡し機構は、小胞体エンド
マンノシダーゼの機能を理解する上で、相補
的な事象として検証すべきものと考えた。そ
こで化学合成した G1M9 糖鎖のアグリコン
部に、タンパク質の様々な折りたたみ状態を
模倣した疎水性の異なる部位を導入した糖
鎖リガンド群を調製し、リコンビナントカル
レティキュリンとの相互作用解析を行った。
その結果、カルレティキュリンはリガンドの
アグリコン部の疎水性が低下すると、結合能
が低下することが分かった。これは糖タンパ
ク質のカルレティキュリンからグルコシダ
ーゼ II への受け渡しが、糖タンパク質のフォ
ールディングに伴う表面疎水性の低下と連
動することを示唆している。この仮説を検証
すべくG1M9糖鎖を有する糖タンパク質 IgY
をモデルとして、多様な変性処理によってタ
ンパク部分のフォールディング度合いを段
階的に変化させた糖タンパク質型リガンド
を調製した。これらのカルレティキュリンへ
の結合能を比較したところ、タンパク部分の
変性度合いが増すにつれてカルレティキュ
リンとの結合力が高くなることが分かった。
これらの結果は前述の受け渡し機構に関す

る仮説を支持するものである。 
 
(4) UGGT のペプチド特異性解析 
 UGGT は小胞体内で Man9GlcNAc2 型糖
タンパク質を認識し、そのフォールディング
状態をセンシングしてミスフォールディン
グ体のみに特異的にグルコースを転移する
フォールディングセンサー酵素である。
UGGT の生成物は小胞体エンドマンノシダ
ーゼの基質となるため、その特異性を正しく
理解することは、標的酵素への基質供給機構
の理解につながるものと考えた。そこで本研
究では UGGT のペプチド特異性を解析すべ
く、多様なペプチド配列をもつキトビオース
ペンタペプチド型阻害剤を合成した。一連の
化合物の UGGT に対する阻害能を比較した
ところ、本酵素は糖鎖付加部位の Asn 残基 C
末端に結合するSer残基を特異的に認識する
ことが分かった。これらの結果はタンパク質
が本質的に有するペプチド配列の違いによ
って、糖タンパク質品質管理の稼働状況が変
化することを示唆している。 
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