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研究成果の概要（和文）：出芽酵母には、小胞体内腔でオリゴ糖転移酵素がドリコールオリゴ糖を分解して遊離糖鎖を
生成する経路が存在する。小胞体内腔で生成した遊離糖鎖は何らかの機構によって細胞質に輸送され、細胞質/液胞マ
ンノシダーゼの作用によって代謝されることがわかっていたが、遊離糖鎖の代謝に関する分子メカニズムは不明な点が
多い。本研究では遊離糖鎖の代謝に関与する遺伝子を同定するため、出芽酵母の非必須遺伝子破壊株コレクションを用
い、遊離糖鎖の代謝異常を示す遺伝子を探索したところ、HRD1欠損株で遊離糖鎖の量が２倍に増加することが明らかと
なった。この結果はHRD1が遊離糖鎖の代謝に関与することを強く示唆している。

研究成果の概要（英文）：In buddin yeast, oligosaccharyltransferase generates free oligosaccharides (fOSs) 
by degrading dolichol-linked oligosaccharides in the lumen of the endoplasmic reticulum. Although it has 
been known that fOSs are transported into the cytosol and catabolized by the cytosol/vacuolar 
mannosidase, the molecular mechanism underlying the fOS catabolism remains largely elusive. Here we used 
non-essential gene knockout collection of budding yeast to screen genes involved in fOS catabolism and 
found that the knockout of HRD1 results in the two-fold increase in the amounts of fOSs. This result 
strongly indicate that HRD1 is involved in the catabolism of fOSs.
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１．研究開始当初の背景 
	 アスパラギン（N）結合型糖鎖修飾は、小
胞体内腔で合成されて細胞外へ分泌される
タンパク質の最も主要な翻訳後修飾の１つ
で、タンパク質の立体構造の形成、分解およ
び細胞内輸送など、様々な細胞機能を制御す
る。これまでに私は、N型糖鎖修飾を触媒す
る酵素であるオリゴ糖転移酵素（OST）（原
田ら、 (2009) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA）およびドリコールオリゴ糖の代謝（原
田ら、(2013a) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA ; 原田ら、(2013b) J. Biol. Chem.）
に関する研究を行ってきている。最近、私は、
出芽酵母を用いた研究から、OST が N 型糖
鎖の前駆体であるドリコールオリゴ糖を加
水分解し、小胞体内腔で遊離型の糖鎖（遊離
糖鎖）を生成することを見いだした（原田ら、
(2013b) J. Biol. Chem.）。この研究の過
程において、私は、小胞体内腔で生成した遊
離糖鎖が細胞内で代謝されることを発見し
た。興味深いことに、小胞体内腔で生成した
遊離糖鎖は細胞質へと輸送され、Ams1（α-
マンノシダーゼ）と呼ばれる糖加水分解酵素
によって分解されることが分かった。しかし、
遊離糖鎖がどのように小胞体内腔から細胞
質へ輸送されるのか、その分子機構は全く分
かっていない。1995 年にフランスのグルー
プによって、哺乳動物細胞の小胞体膜に遊離
糖鎖を輸送する機構が存在することが報告
されている[1]が、この輸送経路に関わる分子
も未同定のままである。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、小胞体内腔で生成する遊離糖
鎖の代謝に関わる因子を同定し、その分子機
構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 小胞体内腔で生成した遊離糖鎖の代謝に
関わる分子機構を解明するためには、遊離糖
鎖の小胞体−細胞質間輸送に関わる因子の同
定が必須である。本提案では、出芽酵母の遺
伝学および生化学的手法を駆使し、遊離糖鎖
の輸送に関わる因子を同定する。	 
（１）	 出 芽 酵母遺伝子データベース

（SGD）から小胞体に関連する遺伝
子の抽出：小胞体に関連した遺伝子
を SGD から抽出した。具体的には、
Saccharomyces	 cerevisiae	 genome	 
database
（http://www.yeastgenome.org）か
らシグナルペプチドまたは膜貫通領
域を持つと予想される遺伝子をバイ
オインフォマティクスの手法により
抽出した。	 

（２）	 小胞体関連遺伝子の欠損変異株の
作製：PCR を利用した簡便な遺伝子
破壊法を用いて、小胞体関連遺伝子
の欠損変異株を作製した。具体的に
は、我々の研究室で保有する出芽酵

母の非必須遺伝子破壊株のコレクシ
ョン（Open	 Biosystems から購入）か
ら（１）で抽出した遺伝子の破壊株
をピックアップした。これらの変異
株に対し、OST とは別の、遊離糖鎖を
生成する酵素（Png1）を Code する遺
伝子 PNG1をノックアウトし、二重破
壊株を作製した（詳細な方法は
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubm
ed/9717241 の論文を参照）。	 

（３）	 遊離糖鎖および表現型の解析：高
速液体クロマトグラフィーを用いて、
遊離糖鎖の量と構造に影響を及ぼす
遺伝子欠損変異株を同定し、その表
現型を解析した。（２）で作製した二
重破壊株を培養後、菌体を 70%エタノ
ールで抽出し、その上清から遊離糖
鎖を、グラファイトカーボンカラム
を用いて精製した。精製した遊離糖
鎖を 2-アミノピリジンで蛍光標識後
（ 詳 細 な 方 法 は
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubm
ed/20150426 の論文を参照）、サイズ
分画 HPLC で遊離糖鎖を分離、定量し
た。	 
	 

４．研究成果	 
（１）出芽酵母遺伝子データベース（SGD）
から小胞体に関連する遺伝子の抽出	 
	 SGD に登録されている遺伝子情報から、「小
胞体」というキーワードを用いて、約 330 個
の機能未知の非必須遺伝子をピックアップ
した。	 
	 
（２）小胞体関連遺伝子の欠損変異株の作
製	 
	 我々の研究室が保有する出芽酵母の非必
須遺伝子破壊コレクションを用い、上でピッ
クアップした候補遺伝子のうち、約 300 株に
ついて、OST 非依存的な遊離糖鎖の生成酵素
（PNG1）との二重破壊株を作成した。	 
	 
（３）遊離糖鎖および表現型の解析：	 
	 上で作成した二重破壊株から遊離糖鎖を
精製後、蛍光標識し、順相 HPLCで定量した。
ま ず 親 株 で あ る png1 破 壊 株 で は 、
Man1GlcNAc2のスタンダードと溶出位置が
一致するピークが検出された。二重破壊株の
遊離糖鎖の解析の結果、すべての破壊株にお
いて Man1GlcNAc2 が主要な遊離糖鎖とし
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て検出された。興味深いことに、HRD1 と
PNG1 の 二 重 破 壊 株 に お い て 、
Man1GlcNAc2の量が２倍に増加した（図１）。
このことは、HRD1が小胞体内腔で精製した
遊離糖鎖の代謝に関与することを強く示唆
している。 
	 Hrd1 は小胞体関連分解の鍵となるタンパ
ク質で、小胞体内腔で生成した異常な糖タン
パク質を細胞質に輸送するレトロトランス
ロコンの候補分子である。糖タンパク質が小
胞体膜を隔てて輸送される際、糖鎖は巨大で
あるため、レトロトランスロコンのポアは非
常に大きいと考えられる。今回、Hrd1 が遊
離糖鎖の代謝に関わることが明らかとなっ
たことから、今後、Hrd1 が媒介する糖タン
パク質の輸送のメカニズムの解明の一助に
なるかもしれない。 
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