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１． 研究のねらい 

糖鎖はタンパク質が適正な完成品となって出荷されるための品質管理の標識として機能す

ることが明らかになりつつある。小胞体糖タンパク質フォールディング装置は、2 つの糖鎖プロ

セシング酵素、すなわちグルコシル化を触媒する UGGT （UDP-グルコース糖タンパク質グル

コース転移酵素）と脱グルコシル化を触媒するグルコシダーゼ II、糖鎖結合能を有するレクチ

ンであるカルネキシン・カルレティキュリンが協同的に働くことによって機能している。本研究は、

本さきがけ研究者がこれまで確立してきた技術基盤と学術的成果を背景として、様々な構造

生物学的手法（X 線結晶構造解析、超高磁場 NMR 分光法、X 線小角散乱、高速原子間力顕

微鏡解析）を縦横に活用した相関構造解析を遂行することにより、小胞体品質管理機構の構

造基盤を統合的に理解することを目指した。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 小胞体で誕生した糖タンパク質は、アスパラギン結合型糖鎖上の非還元末端のグルコース

残基を目印とした品質管理システムを通じて正しい立体構造を獲得している。本研究では、こ

のシステムを作動させる 2 つの糖鎖プロセシング酵素、すなわちグルコシル化を触媒する

UGGT と脱グルコシル化を触媒するグルコシダーゼ II を対象として、構造生物学的アプローチ

を縦横に活用した相関構造解析を行い、本品質管理システムの作動機構を探査した。 

グルコシーゼ II においては、触媒-制御サブニット間の相互作用様式に加えて、2 つの異な

るグルコシル化糖鎖との複合体の立体構造を明らかにした[研究成果 1，2]。これにより、本酵

素の活性部位が瓢箪型の深いポケットからなることが判り、2 段階の脱グルコシル化反応は

連続しては起こらないことが示された。このことは、糖タンパク質がモノグルコシル化した糖鎖

を認識するシャペロンと相互作用するための猶予時間を与えているものと考察される。 

一方 UGGT では、本酵素が大きなフォールディングセンサー領域と小さな触媒ドメインが柔

軟なリンカーを介して繋がれた構造をとっていることが明らかになった。また、UGGT のセンサ

ー領域はチオレドキシン様ドメインがタンデムに 3 つ繋がったマルチドメイン構造を形成してい

ることを見出した[研究成果 3]。UGGT は幅広い疎水性パッチを有する可動性のセンサー領域

を介して、疎水性残基を露出した変性糖タンパク質基質を認識しているものと考えられる。 

 さらに、これらの酵素の基質と生成物にあたるモノグルコシル化した糖鎖の動的な立体構造

を NMR 分光法と分子動力学シミュレーションにより明らかにした[研究成果 4，5]。これにより、

小胞体レクチンであるカルレティキュリンは糖鎖の構造変化を伴う誘導適合によって分子認

識を行っていることが示された。 

 



 

（２）詳細 

研究テーマ「小胞体グルコシダーゼ II の作動メカニズムの解明」 

 小胞体品質管理システムは、タンパク質に結合した N 型糖鎖の末端に付加されるわずか 1

残基のグルコース残基の有無を目印として、タンパク質の品質を見分けている。すなわち、フ

ォールディングが完成したタンパク質にはグルコース残基が付加されず、輸送系へと導かれ

る。一方、フォールディングが未完成なものにはグルコース残基が付加され、レクチン・シャペ

ロン複合体の標的となる。このカルネキシンサイクルと呼ばれる品質管理システムにおいて、

グルコース残基の切除と付加はそれぞれグルコシダーゼ II と糖転移酵素 UGGT によって担わ

れている。グルコシダーゼ II は、ジグルコシル化状態からグルコース残基を切除する”切断 1”

とモノグルコシル化状態からグルコースを取り除く”切断 2”をともに触媒する活性を有している

（図 1）。カルネキシンサイクルの離脱を促すのは切断 2 であるが、この反応過程は切断 1 と

比較して遅いことが知られている。しかしながら、この点を含めてグルコシダーゼ II による糖鎖

プロセシング機構の構造的理解はほとんど得られていなかった。 

 立体構造解析の結果、触媒 αサブユニットの活性部位は 2 つのサブサイトを含む瓢箪型の

ポケットから構成されていることを見出した（図 1）。活性部位ポケットが深いために、切断 1 の

次に切断 2 に移行するためには糖鎖がいったん離れる必要があり反応が連続で起こらないこ

とが示された。このように切断 2 が遅れを伴う過程であることは、モノグルコシル化されたグラ

イコフォームを持つシャペロンとの相互作用

を通じて糖タンパク質が折りたたまれる猶予

時間を与えているものと考察される[研究成

果 1]。また、本酵素は触媒αサブユニットと制

御 βサブユニットから構成されるヘテロダイマ

ーとして機能している。本研究では、αサブユ

ニットと βサブユニット G2B ドメインからなる複

合体の立体構造解析に成功し、α-βサブユニ

ット間の相互作用様式を明らかにした[研究

成果 2]。その結果、G2B ドメインのカルシウム

分子の結合は、その立体構造形成や α-βサブ

ユニット間の相互作用に寄与していることを見

出した。 

 

研究テーマ「フォールディングセンサー酵素 UGGT の作動メカニズムの解明」 

 小胞体品質管理システムにおいて UGGT は、フォールディングが未完成なタンパク質に対し

てのみグルコース残基を転移することで、フォールディングセンサーとしての機能を果たして

いる。しかしながら、この品質管理機構の中核を担う鍵酵素の分子認識および作動機構には

未だ不明な点が多く存在しており、その理解はほとんど進んでいなかった。そこで本研究で

は、構造生物学的手法を縦横に活用した相関構造解析を行い、本酵素の作動メカニズムを

理解することを目指した。 

 UGGT の全体構造を明らかにすることを目的として、X 線小角散乱および高速原子間力顕

図１ グルコシダーゼ II による糖鎖プロセ

ッシング（上）とその構造基盤を与える基

質複合体の結晶構造（下）。 



 

微鏡解析を行った。その結果、本酵素は大きな N-lobe（フォールディングセンサー領域）と小

さな C-lobe（触媒ドメイン）が柔軟なリンカーによって繋がれた構造をとっていることを見出し

た。また高速原子間力顕微鏡解析の結果、フォールディングセンサー領域は 4 つのドメインか

ら構成されるリング状の構造をとっていることが示唆された。次に、原子分解能で立体構造を

明らかにするために、本酵素の X 線結晶構造解析を試みた。バイオインフォマティクス解析を

行い、フォールディングセンサー領域のドメイン構造の同定を試みた。その結果、フォールディ

ングセンサー領域は小胞体品質管理機構に関わるタンパク質・酵素群においてよく見出され

るドメインであるチオレドキシン様ドメインが 3 つタンデムに繋がった構造を有していることを見

出した[研究成果 3]。そこで、このドメイン構造の情報

をもとに、様々な組み合わせのドメイン欠損体の結

晶化を行い、3 番目のチオレドキシン様ドメインと触

媒ドメインの 3 次元構造を解明することに成功した。

触媒ドメインの立体構造は 1.5 Å の高分解能で決定

し、活性に必要な Ca2+およびドナー基質である UDP

グルコースとの結合様式を詳細に明らかにした。さら

に興味深いことに、このチオレドキシン様ドメインは C

末端にフレキシブルなヘリックスを有し、疎水性パッ

チを露出した open 型と遮蔽した close 型のコンフォメ

ーションをとり得ることが明らかとなった[研究成果 3]

（図２）。以上の結果より、UGGT がこのヘリックスを

介して基質糖タンパク質をセンシングするメカニズム

が推測された。 

 

研究テーマ「モノグルコシル化高マンノース型糖鎖の動的構造解析」 

 グルコシダーゼIIとUGGTの基質と生成物にあたるモノグルコシル化した糖鎖の動的な立体

構造を NMR 分光法と分子動力学シミュレーションにより明らかにすることを試みた。本研究者

が所属するグループでは、新たな立体構造情報として常磁性効果に着目し、ランタニドイオン

の導入によって観測される擬コンタクトシフト（PCS）を利用した糖鎖の NMR 立体構造解析

法を開発してきた。これまでに、Man9GlcNAc2（M9）などの糖鎖の動的構造解析を行ってきた。

そこで、本研究では更に 1 残基大きいモ

ノグルコシル化糖鎖（GM9）に拡張した。

GM9 の部位選択的な安定同位体標識

体は、UGGT を用いた酵素法と化学合成

法を組み合せることで調製した[研究成

果 4]。NMR 解析の結果、レクチンである

カルレティキュリンは糖鎖の構造変化を

伴う誘導適合によって分子認識を行っ

ていることが示された（図３）[研究成果

5]。 

図３ レクチンであるカルレティキュリンの誘導適

合を介した糖鎖認識機構 

図２ UGGT による基質糖タン

パク質認識の概略図。 



 

３． 今後の展開 

グルコースによるタグは、小胞体で誕生する新生ポリペプチド鎖の中でも特にフォールディ

ングが困難なタンパク質上に選択的に提示されていることが予想される。しかしながら、この

品質管理システムのターゲットとなる基質タンパク質の実体についてはほとんど明らかにさ

れていない。従って、本研究で明らかにした構造的知見を踏まえて、この問題に取り組むこと

が重要な課題だと考えている。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では、小胞体品質管理システムの中核を担う、2 つの糖鎖プロセシング酵素（UGGT

およびグルコシダーゼII）に焦点をおき、構造生物学的手法を縦横に活用した相関構造解析を

遂行することにより、これら酵素の作動メカニズムの解明を目指した。脱グルコシル化に関わ

るグルコシダーゼIIでは、その糖鎖複合体の立体構造解析に成功し、2報の論文発表を行うこ

とが出来た。一方 UGGT では、その全体構造を X 線小角散乱および高速原子間力顕微鏡解

析により明らかにした。また、部分構造ではあるが、チオレドキシン様ドメインと触媒ドメインの

立体構造を決定することに成功し、これまでに 1 報の論文発表を行った。現在、UGGT のフォ

ールディングセンサードメインのクライオ電子顕微鏡解析と結晶化が順調に進んでおり、本さ

きがけ研究期間内に、論文投稿を予定している。さらに、グルコシダーゼ II と UGGT の基質と

生成物にあたるモノグルコシル化した糖鎖の動的な立体構造を NMR 分光法と分子動力学シミ

ュレーションにより明らかにし、2 報の論文発表を行った。 

以上の通り、当初の研究計画を概ね進めることができたことから、研究目的を十分に達成

出来たものと自己評価している。各年度において、本研究を進める上で肝となるデータが得ら

れたことから、研究の進め方（研究実施体制及び研究費執行状況）は、問題無かったものと考

えている。また本研究成果は、一部のデータを除き、これまでに論文発表を行うことが出来て

いるので、本研究成果の科学技術への波及効果は期待できるものと考えている。社会・経済

への波及効果については、本研究成果のみではまだ不十分であり、３の「今後の展開」で記載

した内容の更なる研究の遂行が必要だと考えている。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

    グルコシル化を触媒する全長 UGGT（UDP-グルコース糖タンパク質グルコース転移酵素）

の X 線小角散乱、高速 AFM による動的構造情報を取得した。また、UGGT の Trx3 ドメインと

触媒ドメインの結晶構造解析に成功した。さらに、脱グルコシル化を触媒するグルコシダーゼ

Ⅱの触媒サブユニットの結晶構造解析に成功し、グルコシル化糖鎖のプロセシングに関する

重要な知見を得た。制御サブユニットの構造解析にも成功した。以上のように目標とした事

項の多くはほぼ達成できた。 

グルコシダーゼⅡの構造を解き、反応機序を明らかにしたこと、そして UGGT の構造に



 

ついても概ね解明し、反応機序に新規の理解を与えたことは、ともに糖鎖科学への構造生

物学からの重要な貢献であると評価できる。 
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