
糖蛋白質の立体構造形成および分子認識機構の構造生物学的解析

Structural Blology of Glycoproteins for the Elucidation

of Mechanisms of Folding and Molecular Recognition

(日 本薬学会推薦)

研究代表者 名古屋市立大学 加藤 晃一 Nagoya City University

Koichi Kato

協同研究者 名古屋市立大学 高橋 濃子 Nagoya City University

Norlko Takahashi

名古屋市立大学 栗本 英治 Nagoya City University

Eiji Kurimoto

研究目的

ゲノムプロジェク トの成果は生命科学の全ての分野に大きな変革をもたらしつつ

ある。しか しながら、グノムに直接コー ドされた情報の総体のみでは生命現象を理

解することは困難である。例えば、細胞間のコミュニケーションに携わる蛋白質は

ほとんど全てが糖鎖を結合 してお り、それらの機能を理解するためには糖鎖が担う

生命情報を高次構造の観点から解読することが必要である。糖蛋白質を対象とした

高次構造の解析手法は著 しく未開拓な状況にあるが、われわれは代表的な糖蛋白質

である免疫グロブリンを対象として、糖蛋白質の動的高次構造を解明するための核

磁気共鳴 (NplR)法の解析戦略を確立してきた。本研究は、免疫グロブリンをはじめ

つする免疫系糖蛋白質と細胞内において糖鎖を認識するレクチンを対象として、こ

れらが発現 している糖鎖の動的三次元構造を ulRを利用 して原子レベルで明らかに

することにより、 (1)糖蛋白質の立体構造形成における糖鎖の役割、 (2)糖蛋白質の

機能部位の構造構築における糖鎖の役割、(3)分子間の特異的認識における糖鎖の役

割、 (4)病態に伴う糖鎖構造の変動を解明することを目的とした。

研究経過

糖蛋白質糖鎖の研究を推進するにあたり、まず多次元 HPLCマ ップ法による糖鎖の



発現プロファイルの解析および 1卍R測定のための糖鎖の安定同位体標識の検討を行

った。Fcレ セプター、ロ ドプシン、CDlな どの糖蛋白質に対 して多次元マップ法を

適用 し糖鎖構造を迅速に決定することに成功 した。また、安定同位体標識を施 した

免疫グロブリン Gや CDlな どの試料を調製 し、NllR測定を行うことが可能であるこ

とを実証した。このような技術的基盤を整えた後、以下の各項目について検討を行

った。

(1)糖蛋白質の立体構造形成における糖鎖の役害J

小胞体は蛋自質の立体構造形成、糖鎖の修飾、サブユニット会合が行われる環境

を備えた細胞内における蛋白質の品質管理の場であることが明らかとな りつつある。

本研究で対象としたカルレティキュリンは、小胞体内腔に局在するカルシウム結合

蛋自質として同定された分子シャペロンであり、新生糖蛋自質が一過的に発現して

いるアスパラギン結合型糖鎖 GlclMan9Gl cNAc2を 特異的に認識 してポリペプチ ド鎖の

立体構造形成の補助に寄与 している。カルレティキュリンが認識する糖鎖の構造モ

チ ー フ に 関 す る 知 見 を 得 る た め に 、 各 種 オ リ ゴ 糖 鎖 (Gloα (1-3)Man,

Manα (1-2)Manα (1-2)Man,   Gl ccx(1-3)Manα (1-2)Manα (1-2)Man,     Man9Gl cNAc2,

GlolMan9GlcNAc2)を 用いてカルレティキュリンとの相互作用の WR解析を行つた。そ

の 結 果 、 カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン は 糖 鎖 の 非 還 元 末 端 の

Glcα (1-3)Manα (1-2)Manα (1-2)Man部分を認識 してお り、還元末端の GlcNAc残 基は

結合に関与 しないことが明らかとなった。さらに非還元末端の Glc残基はα結合で連

結 していることが重要であ り、これがβ結合にて連結 した糖鎖ではカルレティキュリ

ンに対する親和性が有意に低下 していることが明らかとなった。

また、カルレティキュリン分子の動的性質に着目し、
15Nで

均一に標識 したカルレ

ティキュリンの lH-15Nシ フ ト相関 NllRス ペク トルの測定を行つた。スペク トル中に

観浪1さ れたピークの大部分は Pド メインに出来していることから、Pド メインは分

子の中で著しく高い運動性を有 していることが明らかとなった。さらにカルレティ

キュリンの基質認識様式を明らかにするため、モノグルコシル糖鎖を発現 している

免疫グロブリン Y(IgY)を モデル糖蛋自質としてカルレティキュリンとの相互作用

解析を行つた。その結果、lgYの結合に伴つて Pド メインに由来するシグナルの線

幅は広幅化するものの化学シフ ト変化は認められず先端部由来のシグナルはスペク

トル中に依然として観測されることが示された。従つて、標的糖蛋白質と結合 した



状態でも Pド メインの先端部は高い運動性を保持していることが明らかとなった。P

ドメインのアーム先端部はフォールディング補助蛋白質である ERp57を リクルー ト

する場であることが知られている。本研究で明らかにした Pド メインの運動性はカ

ルレティキュリン 。ERp57・ 基質の 3者複合体に運動の自由度を与えてお り、ERp57

が標的糖蛋白質に作用する際に有利に働いていることが示された。

(2)糖蛋自質の機能部位の構造構築における糖鎖の役割

代表的な糖蛋自質である免疫グロブリンG(lgG)は、Fc領域のアスパラギン 297に

糖鎖結合部位を保存 している。この部位に発現している糖鎖は IgGの エフエクター

機能 (Fcレ セプターとの結合を介 した細胞の活性化など)と密接に関係 しているこ

とが明らかとなっている。しかしながら糖鎖を構成 している個々の残基が IgGの機

能部位 (Fcレセプター結合部位など)の高次構造の構築において果たしている役割

については未解明である。そこで IgGの各糖残基の構造構築に対する寄与を明らか

にするため、均一に 16Nで
標識 した IgGの Fc部分を各種グリコシダーゼ (エ ンドグ

リコシダーゼおよびエキソグリコシダーゼ)で処理することにより、様々なグライ

コフォームを有する Fcを 大量に調製 して WR解析を行った。その結果、非還元末端

側の Gal残基、GlcNAc残基は CH2ド メインの限定された部位の構造を構築に寄与し

ているが、糖鎖中央部の Man残基、GlcMc残基は、CH2ド メインのみならず、ヒン

ジ領域下流に至るまでの部位の構造構築にも影響を及ぼしていることが判明した。

IgGの ヒンジ領域下流は、Fcレ セプター結合部位であることから、糖鎖を構成する

糖残基のうち、中央部の Man残基、GloNAc残 基は遠位の機能部位の構造に重要な役

割を果たしていることになる。特に、Fcレセプター結合部位に位置するIgGの Leu234

由来のシグナルは複数のコンフォメーシヨンを示しているが、Man残基、GlcNAc残

基を取 り除 くとこうした多形は消失することが明らかとなった。この事実は、糖鎖

がペプチ ド鎖部分の高次構造のみならずそのダイナミクスまでも規定 しているとい

うことを示 してお り極めて興味深い。さらに T細胞に糖脂質を提示する機能を有す

る糖蛋白質である CDlについても糖鎖構造解析および 剛R解析を行い、糖鎖部分が

蛋白質の立体構造の構築に寄与していることを示した。

(3)分子間の特異的認識における糖鎖の役害J



様々なグライコフォームを有する IgGを 用いて、IgG結合分子 (Fcレセプター、

リウマチ因子 Z34な ど)との相互作用解析を表面プラズモン共鳴法により解析 し、

速度論的パラメータを算出した。その結果、IgGの非還元末端側の Gal残基や GlcNAc

残基の除去は Fcレ セプターや Z34と の結合にほとんど影響を及ぼさないことが判明

した。さらに糖鎖中央部の Man残基 と GloNAc残基を取 り除 くと、Z34と の結合能は

維持 しているものの、Fcレセプターとの結合は低下することが明らかとなった。糖

鎖を完全に除去 した場合では Z34と Fcレセプターいずれとも結合能を有していなか

った。このように IgGの個々の糖残基は、相互作用する分子によって果たす役割が

異なっていることを明らかとした。

一方、ヒトFcレ セプターⅢ上にも糖鎖が発現 してお り、この糖鎖は補体レセプタ

ーとの結合に寄与 しているという報告がある。ヒトとマウスに由来する様々なタイ

プの Fcレセプターの糖鎖構造を解析 した結果、興味深いことにマウス Fcレセプタ

ーⅡには高マンノース型糖鎖は全 く検出されなかったが、ヒトFcレセプターⅢでは

全体の 15%も の害」合で高マンノース型糖鎖が検出された。この高マンノース型糖鎖

はヒト FcレセプターⅢと補体レセプターとの相互作用に寄与 していることが示唆

された。

(4)病態に伴う糖鎖構造の変動の意義

IgGに 結合 している糖鎖は、シアル酸、ガラク トース、ルアセチルグルコサミン、

フコースの有無などによる微視的不均一性を示す。これらの糖鎖の構成比率は健常

なヒト個体間ではほぼ一定であるが、慢性関節 リウマチ患者に由来する IgGではガ

ラク トース含量が減少することが報告されている。本研究では、ウェゲナー肉芽種

症、クリオグロブリン血症患者由来の IgG、 および空気接触により白濁沈殿グル化

を起こす IgG等 を対象として糖鎖の構造解析を行つた。その結果、いずれのケース

においても健常人と比較 してガラク トース含有量の減少が認められた。興味深いこ

とに、ウェゲナー肉芽種症患者が妊娠すると IgGのガラク トース含量の増加が見 ら

れることが明らかとな り、各疾患の病態と糖鎖構造は密接な関係を持つことが示唆

された。IgGの糖鎖のみならず他の糖蛋白質の糖鎖プロファイルを明らかにするこ

とが、様々な疾患の病態把握や病因解明に貢献するものと期待される。



考察

本研究を推進した結果、糖蛋白質を高次構造、ダイナミクス、相互作用を原子レ

ベルの分解能で解析するための系統的な戦略を構築することができた。この戦略に

基づいて糖鎖の生物学的機能を構造生物学の観点から理解することが可能となっ

た。例えば、新生糖蛋自質の立体構造形成に関わるカルレティキュリンは糖鎖の Glc

残基の結合様式を厳密に認識しており、柔軟なドメインを備え持つことにより、フ

ォールディング補助反応を円滑に進行させていることが示された。また、IgGや CDl

などの糖蛋白質においては、それらが発現している糖鎖中の特定の糖残基が機能部

位の構造構築ひいては分子認識機能に関わつていることを明らかにした。さらに糖

蛋白質が発現している糖鎖のプロファイルが、様々な疾患の病態を鋭敏に反映して

変化することを示した。このような知見は、糖蛋白質糖鎖の機能の理解に貢献する

のみならず、様々な疾患の診断・治療の一助になると期待される。
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