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要旨： 自然界には多種多様な構造を有する糖質が数多く存在し，生物はこれら多様な糖質を機能

性分子など様々な用途として利用している． ヒトでは機能性分子としての糖質の代表的なものと

して， タンパク質の翻訳後修飾の一つである糖鎖付加があり ，本修飾はタンパク質の品質管理を

はじめとした多くの生命現象に重要な役割を果たしている．本稿ではヒト細胞における凡結合

型糖鎖プロセシング酵素のセルベース蛍光イメージング戦略，ならびに本戦略を用いた新規N-

結合型糖鎖プロセシング酵素活性の探索について紹介する．具体的には，以下二つの内容であ

る. 1)既知N結合型糖鎖プロセシング酵素の活性部位構造について insilica解析を行い，これ

ら酵素の特徴的な活性部位構造を明らかとした 2)in silica解析結果に基づいて新規N嘩吉合型

糖鎖プロセシング酵素のための蛍光基質を開発し，これら蛍光基質を用いて新規ゴルジ体 B— ア
ロシダーゼ活性，ゴルジ体Pーガラク トシダーゼ活性を発見したまた，開発した蛍光基質を用
いることでリソソーム P-Nーアセチルグルコサミニダーゼ活性， a.-L-フコシダーゼ活性を生細胞内
で高感度に蛍光イメージングすることが可能となった．

キーワード： N-結合型糖鎖，糖質加水分解酵素，蛍光基質，蛍光イメージング＊＊＊

1. はじめに

自然界には結合様式や構成糖の種類が異なる様々な糖質

が数多く存在し，生物はこれら多様な糖質をエネルギー源

や機能性分子など様々な用途として利用している我々

は，機能性分子としての糖質に注目し研究を進めている

機能性分子としての糖質の代表的なものとして， タンパク

質の糖鎖付加が存在するタンパク質の糖鎖付加は真核生

物において普遍的かつ高頻度に起こる翻訳後修飾の一つで

あり ，本修飾はタンパク質の品質管理や細胞間清報伝達な

どタンパク質の多様な機能発現および多くの生命現象に重

要な役割を果たしている呵糖鎖付加は主にNー結合型

0詰合型， C-結合型， GPIアンカー型の 4種類の修飾に分

類されるがその中でも N舟吉合型糖鎖修飾は生物間で利

用されている糖や糖鎖構造が若干違うものの，糖鎖の付

加・トリ ミング ・再付加と生物間共通の過程で行われ，

様々な糖質加水分解酵素および糖転移酵素が修飾に関与し

ている J-7)_

籠者ら は，ヒト細胞における M結合型糖鎖修飾に関与

する糖質加水分解酵素（以下， N-結合型糖鎖プロセシング

酵素）の蛍光イメージングとこれら酵素に対する阻害剤の

探索にこれまで取り組んできた本稿ではヒ ト細胞におけ

るN結合型糖鎖プロセシング酵素のセルベース蛍光イ

メージング戦略，ならびに本戦略を用いた新規N希吉合型

糖鎖プロセシング酵素活性の探索について述べる．

2. Nー結合型糖鎖プロセシング酵素のための
蛍光基質の開発

2.1 In silicoによる 凡結合型糖鎖プロセシング酵素の活

性部位構造解析

ヒト細胞における Nー結合型糖鎖修飾では， まず小胞体

＊本原稿は，日本応用糖質科学会東日本支部シンポジウム平成 30年度東日本支部若手奨励賞受賞講演で一部発表さ

れた

＊＊連絡先 (Tel.045-566-1764, E-mail: k.miura@applc.keio.ac.jp) 

***Key words: N-glycan, glycosidase, fluorogenic substrate, fluorescence imaging 

略記： DIC, differential interference contrast; Glc, glucose; Man, mannose. 
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で 14糖からなる糖鎖がタンパク質に付加後，タンパク質

のフォールデイング状況に基づいて a—グルコシダーゼ I/Il

および小胞体 ¢マンノシダーゼによる糖鎖の トリ ミング

が行われる 2-4). その後正常に糖鎖が トリ ミングされたタ

ンパク質はゴルジ体へと輸送され，ゴルジ体 a—マンノシ

ダーゼ I/IIにより更なる糖鎖のトリミング，各種糖転移酵

素による糖鎖の再付加を受けたのちタンパク質は機能発現

の場へと輸送される 3-4). そこで，築者らはこれら Nー結合

型糖鎖プロセシング酵素の中でも，タンパク質の立体構造

が解明されている 心グルコシダーゼII(PDB ID: 5IEE)8>お

よび小胞体 a-マンノシダーゼ (PDBID: lX 9D)'>のタンパ

ク質立体構造を用いて，これら酵素とそれぞれの天然基質

とのタンパク質ーリガンドド ッキングシミュ レー ションを

行い，活性部位構造の解析を行ったその結果， a-グルコ

シダーゼIIの活性部位は触媒残基と推定される Asp564, 

Asp 640唸中心として両側に一つずつの基質結合ポケット

（基質の非還元認識側を Subsite-I, 還元認識側を Subsite

+ I)を持つ exo型の糖質加水分解酵素であることが示さ

れた（図 1(A)). また，小胞体 a-マンノシダーゼでも，触

媒残基と推定される Glu330, Glu599'>を中心として両側に

一つずつの基質結合ポケッ ト(Subsite-1およびSubsite+ 

1)を持つ exo型の糖質加水分解酵素であることが示され

た（固 1(A)). これらの結果より， N-結合型糖鎖プロセシ

ング酵素は Subsite-1およびSubsite+ 1を持つ exo型の

糖質加水分解酵素であることが示唆されだ゜＼
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2.2酵素の立体構造を考慮した蛍光基質の分子設計

In silica解析より得られた構造解析結果をもとに， N-結

合型糖鎖プロセシング酵素に適した蛍光基質の分子設計を

行った一般的に市販されている糖質加水分解酵素のため

の蛍光基質は糖残基に直接蛍光色素を結合させたものであ

る しかしながら，これら基質は蛍光色素の分子サイズが

極めて大きく Subsite+ 1に適さないと予想されるため， N

結合型糖鎖プロセシング酵素の基質にはなりにくいと考

えられる （図2(A)). そこで箪者らは糖残基とほぽ同じ

分子サイズであるフェニ）レ基を リンカーとして用いること

で Subsite+ 1に許容される分子サイズとなり，これら設

計した分子はN結合型糖鎖プロセシング酵素の基質とな

るのではないかと考えた （図 2(B))I0-12). なお，設計した

これら蛍光基質は 1ふ脱離反応であるキノンメチド開裂反

応を利用している仕組みとしては，蛍光基質が酵素によ

る加水分解を受けることで自発的な電子の移動が生じ，最

終的に開裂反応が引き起こされることで4ーヒドロキシベ

ンジルアルコールと蛍光色素を生じる （医 3).

次に我々の分子設計が適切であるか確認するため，N-結

合型糖鎖プロセシング酵素の活性部位構造解析で用いた小

胞体 ¢マンノシダーゼを例として，精密分子設計に基づ

＜蛍光基質と小胞体 a-マンノシダーゼを insilicaでドッ

キングさせたその結果一般的な基質では予想通り蛍光

色素の分子サイズが大きく活性部位に適応できていないの

に対して，上記分子設計に基づく蛍光基質は，天然オリゴ

糖基質と同様に糖残基が Subsite-1, リンカーと して導入

A
 

B
 Non-reducing end Reducing end 

I I I I 
Subsite -1 Subsite +1 

図1. N結合型糖鎖プロセシング酵素の insilica解析

これまでに立体構造が報告されている凡結合型糖鎖プロセシング酵素とそれぞれの天然基質について，
Molegro Virtual Docker Ver. 6.0およ びCLCDrug Discovery Workbench ver. 3 . 0.2 を用いてタンパク質— リガ ン
ドドッキングシミュレーションを行った (A)a-グルコシダーゼII(PDB ID: SIEE) vs. 天然基質 (Glc-a1,3-
Man). (B)小胞体¢マンノシダーゼ (PDBID: IX9D) vs天然オリゴ糖基質 (Man-a1,2-Man-a 1,2-Man). 
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したフェニル基が Subsite+ 1に配置され，蛍光色素が活

性部位の外側に位置 していた （図4)'"l_このことから，

我々の分子設計は exo型の糖質加水分解酵素である凡結

合型糖鎖プロセシング酵素の基質として適切であることが

示唆されたまた，籠者らはこれまでにキノンメチド開裂

反応を利用した蛍光基質は細胞内で実際にキノンメチド開

裂反応を伴い蛍光基質として機能する こと，および本反応

は蛍光色素の種類に依存しないことを報告 しており ]2-]5i,

上記分子設計に基づく蛍光基質は細胞内で問題なく機能す

ると考えられる

2.3新規凡結合型糖鎖プロセシング酵素の仮定

新規N結 合型糖鎖プロセシング酵素を探索するにあた

り，箪者らは標的酵素活性として以下の 4種類の糖質加水

分解酵素活性を設定した 一つ目は， ~-アロビラノシドの

グ リコ シ ド結合を加水分解する酵素活性 （以下 ， ~- ア ロ シ

ダーゼ活性）である．アロースはがん細胞増殖抑制作用呵

細胞内活性酸素の抑制作用17)など様々な生物活性を有する

希少糖である加えて，これらア ロースを構成糖とする配

糖体にも抗酸化作用り がん細胞増殖抑制作用19)が知られ

ており，アロースの代謝に関連する酵素活性はこれまでに

ヒト細胞内での報告はないものの， ヒト細胞において何か

しらのアロース関連酵素活性が存在する可能性が考えられ

る 二つ 目 は， ~-ガラクトシダーゼ活性， 三つ目は ~-N— ア

セチルグル コ サ ミ ニダーゼ活性， 四 つ目は a-L— フコシ

ダーゼ活性である.N-結合型糖鎖プロセシング酵素として

のこれら酵素活性の報告はないものの， ヒ ト 細胞では ~­

ガラクトース， ~-N-アセチルグルコサ ミ ン， a-L- フコース

は凡結合型糖鎖の構成糖であり臼），N-結合型糖鎖修飾に

関連するこれら酵素活性が存在する可能性が考えられる

そこで新規N結合製糖鎖プロセシング酵素としての上

記 4種類の糖質加水分解酵素活性を探索するため，N-結合

型糖鎖プロセシング酵素の特徴を考慮した蛍光基質をそれ

ぞれ設計し，有機化学的手法を用いて合成した （図5). ま

た，合成した蛍光基質についてばH-NMR, 13C-NMR, 質

量分析によ って目的の構造であることを確認した

3. 精密分子設計蛍光基質を用いた新規Nー結
合型糖鎖プロセシング酵素の探索

3.1ヒト細胞内における Pーアロシダーゼ活性

これまでの研究から， 0-アロシダーゼ活性はヒ ト細胞内
での報告はないそこで，0-アロシダーゼのための蛍光基

質 J-4を3種類のヒ ト培養細胞にそれぞれ投与し，染色部
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図3.キノンメチド開裂を利用した蛍光基質の概要

設計した蛍光基質はグリコシド結合が加水分解されると分子内で電子の移動が生じ，最終的には単糖，4-ヒドロキシベンジ）レア
ルコール，および蛍光色素が生成される
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図4.各種基質とaーマンノシダーゼとのドッキングモデル

天然オリゴ糖基質 (Man-al ,2-Man-a l ,2-Man), 市販蛍光基質 および設計した蛍光基質について，MolegroVirtual Docker Yer. 
6.0を用いて小胞体 aーマンノ シダーゼ (PDBJD: IX9D)とのドッキングモデルをそれぞれ構築した



◆ 192● 応用糖質科学第9巻第3号 (2019)

R2 R1 

Rデ°□。。〔ェニ『゜N,, 

R2 R1 

R~~OQ。。。
'CCf 

R2 R1 

RデOQ。

lf 
oo:M。
゜
ヽ

戸 OR

ROOR 

12: R= OAc 

15:R=OH 

1: R1 = R3 = R5 = R6 = OAc, R2 = R4 = H 

5: R1 = R2 = R4 = R6 = OAc, R3 = R5 = H 

9: R1 = R3 = R4 = OAc, R2 = R5 = H, R6 = NHAc 

2: R1 = R3 = R5 = R6 = OAc, R2 = R4 = H 

6: R1 = R2 = R4 = R6 = OAc, R3 = R5 = H 

10: R1 = R3 = R4 = OAc, R2 = R5 = H, R6 = NHAc 

3: R1 = R3 = R5 = R6 = OAc, R2 = R4 = H 

4: R1 = R3 = R5 = R6 = OH, R2 = R4 = H 

7: R1 = R2 = R4 = R6 = OAc, R3 = R5 = H 

8: R1 = R2 = R4 = R6 = OH, R3 = R5 = H 

11: R1 = R3 = R4 = OAc, R2 = R5 = H, R6 = NHAc 

CF3 

lf 
。二。
゜
ヽ

戸 OR

ROOR 

13:R=OAc 

16:R=OH 

゜
R
 ]
R
 

olfo ゜゚
14: R= OAc 

17: R=OH 

図5.新規N結合型糖鎖プロセシング酵素探索のための蛍光基質の設計および合成

新規N結合型糖鎖プロセシング酵素として仮定した 4種類の糖質加水分解酵素活性を探索するための蛍光基質を設計
し，有機化学的手法により設計した蛍光基質を合成した．蛍光基質 1-4はPーアロシダーゼのための蛍光基質，蛍光基質
5-8 は Pーガラクトシダーゼのための蛍光基質蛍光基質 9-11 は ~-Nーアセチルグルコサミニダーゼのための蛍光基質，
蛍光基質 12-17 は a-L—フコシダーゼのための蛍光基質を示しているまた，蛍光基質 1, 5, 9, 12, 15は赤色蛍光色素で
ある Resorufin,蛍光基質2,6, 10, 13, 16は青色蛍光色素である 4-(Trifluoromethyl)umbelliferone, 蛍光基質3,4, 7, 8, 11, 
14, 17は緑色蛍光色素である 2-Methyl-TokyoGreenを含む蛍光基質であり，それぞれの蛍光基質について，細胞膜透過性
の向上を目指して水酸基をアセチル化した蛍光基質も設計・合成した．

位の同定を行ったその結果，すべての細胞種においてゴ

）レジ体が染色されていた（図 6(A, B)). また，ゴルジ体

が染色されているか，ゴルジ体分散作用を持つ Brefel-

din A'')を用いた生化学的手法によっても確認した結果，染

色部位が分散されたことから染色部位がゴルジ体であるこ

とを確認した（圏 6(C)). 以上の結果から，開発した P—ア

ロシダーゼのための蛍光基質によりこれまでに報告のない

新規ゴルジ体Pーアロシダーゼ活性を発見した"'.

3.2ヒト細胞内における Pーガラクトシダーゼ活性
これまでの研究から， P-ガラクトシダーゼは細胞内にお
いてリソソームに局在し，糖鎖の分解を担っていることが

報告されている叫そこで， P-ガラクトシダーゼのための
蛍光基質5-8をヒト培養細胞に投与し，染色部位の同定を

行った結果，ゴルジ体が染色されていた（図6(D, E)). 

また， p~アロシダーゼ活性と同様にゴルジ体が染色されて
いるか， BrefeldinAを用いても確認した．その結果，染

色部位が分散されたことから染色部位がゴルジ体であるこ

とを確認した（図 6(F)). 以上の結果から，開発した Pーガ

ラクトシダーゼのための蛍光基質によりこれまでに報告の

ない新規ゴルジ体Pーガラクトシダーゼ活性を発見した22)_

3.3 ヒト細胞内における ~-Nーアセチルグルコサミニダー

ゼ活性

これまでの研究から， ~-N-アセチルグルコサミニダーゼ

はサイトゾルおよびリソソームに局在し，いずれも糖鎖の

分解を担っていることが報告されている23-24). そこで，仕

Nーアセチルグ）レコサミニダーゼのための蛍光基質 9-11を

ヒト培養細胞に投与し，染色部位の同定を行った．その結

果， リソソームが染色されており，開発した蛍光基質によ

り新規N結合型糖鎖プロセシング酵素としての ~-Nーアセ

チルグルコサミニダーゼ活性は見出せなかったものの，開

発した蛍光基質はリソソーム ~-Nーアセチルグルコサミニ
ダーゼの基質となることが明らかとなった．

3.4ヒト細胞内における a-L-フコシダーゼ活性

これまでの研究から， a-L-フコシダーゼはリソソームに

局在し，~-ガラクトシダーゼおよび ~-Nーアセチルグルコサ

ミニダーゼと同様に糖鎖の分解を担っていることが報告さ

れている2S)0 そこで， これまでと同様に a-Lーフコシダーゼ

のための蛍光基質 12-17をヒト培養細胞に投与し，染色部

位の同定を行った．その結果， リソソームが染色されてお

り， ~-N-アセチルグルコサミニダ.:....ゼと同様に N結合型
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A
 SK-N-SH HT1080 Hela 

DIC Flue「escent DIC Fluorescent DIC Fluorescent 

Substrate 4 

B
 

c
 

Substrate 1 ゴルジ体染色剤 Merged Brefeldin A ＋
 

Hela 
HT1080 

(Substrate 4) 

D
 SK-N-SH HT1080 

DIC Fluorescent DIC Fluorescent 

HeLa 

DIC Fluorescent 

Substrate 8 

E
 

F
 Substrate 5 ゴルジ体染色剤 Merged Brefeldin A ＋ 

Hela 
HT1080 
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図6.開発した蛍光基質を用いた蛍光イメージング

合成した蛍光基質について SK-N-SH(ヒト神経芽細胞腫）， HT1080(ヒト線維肉腫），HeLa(ヒ
ト子宮頸がん細胞）にそれぞれ投与し，染色部位の観察を行ったなお，本稿では一部の結果の
みを示す (A)3 種のヒト細胞における P—アロシダーゼ活性 (B)ゴルジ体特異的染色剤による P
—アロシダーゼ活性染色部位の同定 (C) Brefeldin A を用いた B—アロシダーゼ活性染色部位の同
定 (D) 3種のヒト細胞における Bーガラクトシダーゼ活性 (E) ゴルジ体特異的染色剤による ~­
ガラク トシダーゼ活性染色部位の同定.(F) Brefeldin Aを用いた Pーガラクトシダーゼ活性染色部
位の同定

糖鎖プロセシング酵素としての a-Lーフコシダーゼ活性は

見出せなかったものの，開発した蛍光基質は a-L— フコシ

ダーゼ活性を細胞内で蛍光イメージング可能な蛍光基質で

あることが明らかとなった

を同定したが，ゴルジ体 P—アロシダーゼ活性， ゴルジ体

Bーガラクトシダーゼ活性を有する酵素を決定するにはいた

らなかった

5. おわりに
4. 新規酵素活性を有する酵素の同定

本研究で見出したゴルジ体 仕アロシダーゼ活性，ゴル

ジ体0ーガラク トシダーゼ活性はこれまでにヒ ト細胞で報
告のない新規酵素活性である そこで，これら酵素活性を

有する酵素の同定を試みた一般的にヒト細胞由来N嘩吉

合型糖鎖プロセシング酵素は細胞外において不安定であ

り，活性を保持したまま単離することは困難である．そこ

で，様々なタンパク質が存在する細胞内でも標的タンパク

質を標識化することが可能な光親和性標識法により． これ

ら活性を有する酵素を細胞内で標識化し，標識に基づいて

単離・精製後，タンパク質アミノ酸配列解析を行うことで

酵素の同定を試みたその結果，いく つかの糖質関連酵素

本研究では，ヒト細胞における M結合型糖鎖プロセシ

ング酵素の活性部位構造解析およびその活性部位構造に基

づいた精密な蛍光基質の開発，開発した蛍光基質を用いた

新規N結合型糖鎖プロセシング酵素活性の探索を行った

その結果， N-結合型糖鎖プロセシング酵素の特徴的な活性

部位構造を明らかとし，これら活性部位構造を考慮した蛍

光基質を用いることで，これまでに報告のないゴルジ体

B—アロシダーゼ活性， ゴルジイ本Bーガラク トシダーゼ活性を

発見することに成功したまた， P-N-アセチルグルコサミ
ニダーゼ活性， a-L-フコシダーゼ活性については新規酵素

活性を見出せなかったものの開発した蛍光基質を用いる

ことでリソソーム P-Nーアセチルグルコサミニダーゼ活性，
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およびu-Lーフコシダーゼ活性を生細胞内で高感度に蛍光

イメージングすることが可能となった しかしながら，酵

素の同定では一部課題も残っており，今後はこれら新規酵

素活性を有する酵素を明らかとしていきたい．また，併せ

て本研究で蛍光イメージングすることができた酵素に対す

る特異的阻害剤を探索し，見出した阻害剤を用いてNー結合

型糖鎖修飾が担う生命現象の解明を行っていきたい．
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