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１, 研究のねらい 

 生体内での分子認識や情報伝達には糖鎖の関わる分子間相互作用が大きく関連していること

が最近の糖鎖生物学の進歩から明らかにされている。特に細胞表層に提示されている糖脂質

糖鎖や糖タンパク質糖鎖は細胞膜という界面を介して、わずか数ナノメートルの毒素などのタン

パク質分子からウイルス・細菌、そして数十マイクロメートルの細胞まで広範囲の大きさにわたる

相互作用に関わっている。役割としては、細胞表層のレセプターとリガンドとの相互作用を通して

ウイルスなどの感染やレセプターからのシグナル伝達などが分かってきた。本研究では、糖鎖ナ

ノ集積構造を精密に構築し、その界面での分子間相互作用メカニズムを解明することを目指し、

細胞膜における糖鎖の受容体との相互作用および細胞膜において発現している糖鎖の生成反

応について検討した。 

 

２, 研究成果 

 

1) ベロ毒素とGb3 糖鎖間相互作用の 1分子解析 
  

 糖鎖と糖結合性タンパク質の相互

作用は生体内の情報伝達において

重要な役割を担っており、その結合

親和性は糖鎖密度により多価的に

相互作用することで劇的に変化す

ると考えられる。しかし基板に糖鎖

を並べて相互作用の解析を行う場

合、糖鎖密度を精度良くコントロー

ルすることはこれまで困難であった。

腸管出血性大腸菌が産出するベロ

毒素とGb3糖鎖との結合について糖鎖密度を精密にコントロールし、ベロ毒素との相互作用を水

晶発振子マイクロバランスにて解析し、ベロ毒素の認識性に及ぼす糖鎖密度の効果、糖鎖クラ

スター化度の効果を明らかにした。図 1 に示したように原子間力顕微鏡を用いて探針に固定した

試料と基板に固定した試料を接触させた後に引き離したときに生じる破断力を測定し、分子間相

互作用についてさらに詳細に解析したところ、ベロ毒素を固定したマイカ基板に対し、4 分岐Gb3

糖鎖を固定した探針を用いてフォースカーブ測定を行うと、１分子レベルの相互作用に基づく破

断力のみが観察された。次いでLoading rateを変え同様に測定を行うと破断力の変化が観察さ

れた。これらをDFS解析することで、それぞれの結合におけるエネルギー障壁を求めた。1Gb3糖

鎖の場合には２つの直線上にあったが、4Gb3糖鎖の場合には曲線的に変化していることより、ベ

ロ毒素と糖鎖との相互作用はジッパーモデルもしくは並列モデルにあることが示唆される。また、

有効結合長を見積もったところ、ベロ毒素と 1Gb3糖鎖または 4Gb3糖鎖との相互作用では両者と

図 1分岐型Gb3糖鎖修飾チップを用いたベロ毒素固定化 

 基板のフォースカーブ測定 
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もほぼ一致し、結合メカニズムは同じだが結合力のみ大きくなっているということが明らかになっ

た。また、結合寿命は 4Gb3糖鎖の方が 1Gb3糖鎖よりもはるかに長いことも分かった。以上より多

点でGb3糖鎖に結合する特徴を持つベロ毒素のより詳細な相互作用メカニズムについての知見

を得ることができた。 

 

２）糖鎖関連酵素の１分子計測による反応解析
  

 細胞表層に発現する糖鎖伸長酵素の反

応ではアクセプター糖鎖の酵素への結合と

それに続く糖ヌクレオチドなどの活性化モノ

マーによる連続した糖転移により伸長する

ことが多い。そこで、プライマー糖鎖依存型

糖鎖伸長酵素のモデル化としてデキストラ

ンスクラーゼによる伸長反応（図２a）を 1 分

子レベルで追跡することを検討した。図２b

で示したように基板上にデキストラン伸長

酵素（DSase）を共有結合的にまばらに固

定化し、カンチレバーの先にデキストランプ

ライマーを共有結合で修飾した系で、所定

速度でフォースカーブ測定を行うことにより

反応を追跡した。まずモノマーであるショ糖

非存在下でのフォースカーブは、図 3aのよ

うにデキスランプライマーの非還元末端糖

とDSaseとの結合に基づく破断力が観察さ

れ、その大きさは 1 分子レベルの結合に匹

敵することが確認された。（図２ｂ左端）その

後、所定速度でカンチレバーの上げ下げを

しながらショ糖を添加して糖鎖と酵素が接

触した時点を反応開始として連続してフォ

ースカーブ測定を続けたところ図 3bのよう

に反応時間とともに破断力は長距離方向

へシフトする挙動が観察された。結合の破

断される距離を反応時間に対してプロットし

て伸長速度を求めると (図3c) 、1秒あたり

2.7 糖の伸長しており、この値はこの酵素の

kcat (3.1 s-1) にきわめて近いことから、フォ

ースカーブの破断力のシフトは 1 分子レベ

ルの糖鎖伸長反応の進行を追跡できたこ

とになる。この手法を細胞膜上の酵素に用

いるとおのおのの酵素特性を評価できるこ

とになる。 

図２デキストラン伸長酵素反応の 1 分子力学計測

図３デキストランプライマー修飾カンチレバーに

よる DSase 固定化基板のフォースカーブ 
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図 4 糖転移酵素から伸長する 
糖鎖の高速 AFM 観察 

細胞表層上での糖鎖合成酵素について

は上述の例以外にも、様々な生理機能をも

ったコンドロイチンを合成する酵素機能に

関 す る 研 究 が 行 わ れ て お り 、 最 近 、

Escherichia coli K4 株由来のコンドロイチン

ポリメラーゼ（K4CP）がクローニングされ、

可溶性タンパク質として大量に発現、精製された。この酵素は、コンドロイチン糖鎖の非還元末

端に対してUDP-GalNAc糖モノマーおよびUDP-GlcA糖モノマーが交互に糖転移反応することに

よりコンドロイチン糖鎖を伸長し、細菌から哺乳動物に至るまで広く保存されている糖転移酵素

のUDP化糖結合ドメインが存在することなどが明らかにされた。（図４）また、結晶構造解析から

K4CPは一つの酵素で二つの反応を触媒するバイファンクショナルな酵素であることが分かった。

さらに各々の一方の糖転移活性部位を不活性化させた酵素変異体を用いると、単糖のみしか転

移しないことも分かった。これらの反応解析にあたっては主にRI-ラベル化されたUDP化糖モノマ

ーを用いることにより反応生成物を定量されてきた。そのため反応の経時変化を追跡することは

煩雑であり、反応の詳細なメカニズムを解明することは困難であった。そこで高感度フロー型

QCMによる反応解析について検討し、図４に一糖交互糖転移反応のモニタリング結果を示す。

非還元末端にGalNAcをもつコンドロイチンオリゴマーを固定した基板にモノマー基質である

UDP-GlcAを添加すると振動数が減少（重量が増加）し、その値は単糖が転移した値に相当する

ことより、反応を追跡できていると考えられる。飽和値に達し

たところで、次いでUDP-GalNAcを添加すると再び振動数が

減少しその値は単糖分に相当した。一糖ずつ交互に転移す

る挙動を観察することは少なくとも３回ずつは認められた。

反応初速度を求めMichaelis-Mentenプロットよりもとめた反

応パラメーターを求めるとおのおのkcat値とKm値は異なった

が、触媒効率を示すkcat /Kmの値はほぼ一致し、この酵素は

おのおのの糖転移についてほぼ同等に進行させることが分

図 4コンドロイチンポリメラーゼによる 

一糖交互糖転移反応のモニタリング 

図５糖転移酵素から伸長する 

糖鎖の高速 AFM 観察 
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かり、そのことが交互共重合体であるコンドロイチン多糖をスムーズに生成させる要因になって

いるものと考えられる。また、固定化膜上で酵素から糖鎖が伸長する様子を高速AFMにより１分

子レベルで観察することにも成功した。(図５) 細胞表層上での糖鎖が様々な生理活性を示すこ

とは上述したとおりであるが、その分子メカニズムや糖鎖の生成メカニズムにはまだまだ不明な

点が多い。細胞膜という界面で起こる現象を理解する際に、どの位置でどのようなときに起こっ

ているかを時空間レベルで探るためには一分子計測は有効な手段であると考えられる。 

特に細胞膜に埋め込まれた糖転移酵素の反応メカニ

ムを明らかにするために有効である。 

４, 自

るに至っていないが、そのための目処は十分実現可能なところまで来

て

お、上記以外の成果・展開に関しては、特許も含めて早くまとめていきたい。 

５, 研

となっていくものと考えられる。この様な局面にまで解析の方法論を拡げて行って欲し

。 

６

（１

1.T

 

３, 今後の展開 

 細胞表層上での糖鎖が様々な生理活性を示すことは上述したとおりであるが、その分子メカニ

ズムや糖鎖の生成メカニズムにはまだまだ不明な点が多い。細胞膜という界面で起こる現象を

理解する際に、どの位置でどのようなときに起こっているかを時空間レベルで探るためには一分

子計測は有効な手段であると考えられる。

ズ

 

己評価  

細胞膜中での糖鎖の関わる分子認識及び酵素反応に焦点を当てて、モデル系にて解析し

てメカニズムを明らかにすることができた。特に AFM による 1 分子計測を実施することにより、

細胞膜中での挙動を空間分解能は nm オーダー、時間分解能もサブ秒オーダーで詳細に明ら

かにすることができたことは成果である。最終目標である細胞膜そのものでの相互作用・反応

については定量評価す

いると考えている。 

な

 

究総括の見解 

糖鎖関連酵素の 1 分子反応解析をフォースカーブ測定から明らかとする方法論の確立は、

酵素反応の素過程を 1 分子レベルで解明する新しい方法論を提供している点で評価出来る。

一方、当初の目標である細胞膜表層での相互作用解析実現には、今後、さらなる工夫が必要

であろう。細胞膜における相互作用においては、糖鎖結合というシグナルが脂質分子の相分

離や集合状態変化と密接に連関しており、このプロセスの分子レベルでの解明が今後、重要

な課題

い
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