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N型糖鎖分岐形成酵素の
活性・特異性の制御と疾患関連性



糖鎖構造と機能

IgG

ADCC(抗体依存性細胞傷害)
活性 ~100倍 (ポテリジェント)

糖鎖改変

糖鎖は様々な生命現象・疾患に関与
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背景：タンパク質の糖鎖修飾

糖鎖の違いはタン
パク質機能を制御

糖鎖と生命現象
・全ての細胞を覆う

50%以上のタンパク質は糖鎖を持つ・

エリスロポエチン
(EPO)

血中安定性に違い
糖鎖の違い

造血



(Essentials of Glycobiology 4th ed.)

哺乳類の糖鎖

広範な種で
保存

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK579927/


動物のN型糖鎖の生合成ステップ

小胞体 (ER)

ゴルジ体

糖鎖合成酵素
(糖転移酵素)

最初は
同じ形

(種やタンパク
によらない）

均一 多様化



ゴルジ体の糖転移酵素の一般構造
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GDP-
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酵素反応(糖転移)については多くの知見があるが、
局在の仕組みはまだあまりよくわかっていない

(Tomida et al., J. Biol. Chem., 2020, 298, 102676)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925817494385?via%3Dihub


細胞膜

ゴルジ体

多様な糖鎖構造
タンパク質

生物機能・疾患(がん・アルツハイマー病など）

糖

糖転移酵素(約180種)

？

タンパク質毎に作
られる糖鎖構造が
少しずつ異なる

GlcNAc
Mannose
Fucose
Galactose
Sialic acid

糖鎖の大きな謎

酵素は出そろった

どう働いているか
わからない

糖転移酵素によるタンパク質特異的な糖鎖修飾の原理
明らかにしたいこと

知りたいこと



FUT8

GnT-V

GnT-III

研究標的: N型糖鎖の枝分かれ構造
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Bisecting GlcNAc

b1,6GlcNAc

Core fucose

b1,4GlcNAc

酵素名

どうやってタンパク質特異的に作られるのか?
疾患につながるメカニズムは？
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Bisecting GlcNAcとアルツハイマー病

糖タンパク質糖タンパク質
N

N型糖鎖

N

GnT-III
KO mice

Bisecting GlcNAc

(Akasaka-Manya et al. 
Glycobiology 2010, 20, 99-106)

GnT-III mRNA

Alzheimer’s Disease (AD)
patients

発現増加
Control eAD AD

https://academic.oup.com/glycob/article/20/1/99/2355614?login=true
https://academic.oup.com/glycob/article/20/1/99/2355614?login=true


Bisecting GlcNAcとアルツハイマー病

APPAb

BACE1 GnT-III

Golgi
生合成糖鎖

BACE1

BACE1

Early endosome

BACE1

Lysosome
糖鎖依存的な
局在制御

(Kizuka et al., 
EMBO Mol. Med.,
2015, 7, 175-189)

蓄積 ADモデルマウス GnT-III KO ADモデル

Ab
Ab 減少

Alzheimer’s
disease (AD)

Ab

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201404438
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201404438
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.201404438


Bisecting GlcNAcは糖鎖生合成の鍵構造

(Nakano et al., Mol. Cell. Proteomics, 2019, 18, 2044-2057)

Bisecting GlcNAc

GnT-III

a1,3arm

a1,6arm

Bisecting GlcNAc

MD (Molecular dynamics) simulation

a1,3arm

a1,6arm

糖鎖の伸長酵素

https://www.mcponline.org/article/S1535-9476(20)31530-9/fulltext


Bisecting GlcNAcは糖鎖生合成の鍵構造

(Nakano et al., Mol. Cell. Proteomics, 2019, 18, 2044-2057)

Bisecting GlcNAc
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糖鎖の伸長酵素

https://www.mcponline.org/article/S1535-9476(20)31530-9/fulltext


Bisecting GlcNAcは糖鎖末端修飾を抑制
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(Nakano et al., Mol. Cell. Proteomics, 2019, 18, 2044-2057)

https://www.mcponline.org/article/S1535-9476(20)31530-9/fulltext
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Bisecting 
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タンパク選択的
な糖鎖発現
GnT-III

疑問点：GnT-IIIによる修飾のタンパク特異性と機能

mRNA、タンパク
(分泌、分解)

ゴルジ槽の中
の精密局在

ポリペプチドの
認識 (or排除)

1. 量 (発現)

2. 場所 (局在)

3. 反応 (認識)

GnT-IIIの

ゴルジ体

タンパク固有の糖鎖パターン

基質GnT-III

認識

生物機能・疾患の理解
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GnT-IVa (MGAT4A)と2型糖尿病

Glucose transporter-2 in pancreas

Type2 diabetes (糖尿病)

→ enhanced endocytosis
大坪先生
(熊本大)

GnT-IVa KOマウスは高血糖GnT-IVaは膵臓、
腸で発現が高い

Insulin分泌
血糖調節

(Ohtsubo et al., Cell, 2005, 123, 1307-1321)
(Ohtsubo et al., Nat. Med., 2011, 17, 1067-1075)

糖転移酵素の触媒ドメインと
しては大きい

不明な点

GnT-IVaの構造・特異性

→立体構造解析
長江先生と共同

(大阪大)
複数のドメインからなる？

(Nagae et al., Commun. Biol., 2022, 5, 695)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867405011712?via%3Dihub
https://www.nature.com/articles/nm.2414
https://www.nature.com/articles/s42003-022-03661-w


GnT-IVaはレクチンドメインを持つ
Phyre2サーバ(タンパク質のfold予測)の相同性検索

C末端側は細菌タンパクNagHのレクチンドメインと類似

N末端側は糖転移酵素GnT-IIと類似
NagHの構造中で
GnT-IVaにも保存さ
れている残基(赤)

糖鎖と結合するレク
チンドメインの可能
性大

ウェルシュ菌
glycosidaseの糖
鎖結合ドメイン

GlcNAcと結合

(Kelley et al., Nat. Protocols, 2015, 10, 845-858)

http://www.nature.com/nprot/journal/v10/n6/full/nprot.2015.053.html


Lectin domainの結晶構造
GnT-IVa lectin domain

NagH

→ NagHと類似

結晶化に成功

Frontal affinity chromatography

157種の糖鎖との結合を定量解析

舘野先生と共同
(産総研)

基質 産物
修飾

○×
× ×

× ×GnT-IVa

○

レクチンドメインは反応直後の産物を認識
(Nagae et al., Commun. Biol., 2022, 5, 695)

https://www.nature.com/articles/s42003-022-03661-w


NagHの糖鎖結合部位

GlcNAc

Man

レクチンドメインは酵素活性に必須

(Nagae et al., Commun. Biol., 2022, 5, 695)

0 0.5 1
酵素活性

減少
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レクチンドメインは酵素活性に必要

a Km for 
donor (mM)

Km for 
acceptor (µM)

WT 3.24 2444

D445A 3.95 1251

あまり変化なし 変異体の親和性が高い
(Vmaxは半分程度)
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https://www.nature.com/articles/s42003-022-03661-w


2つのモデル

*

*

*

*

触媒
ドメイン

GnT-IVa

レクチン
ドメイン

基質 産物

引き抜く？

糖タンパク質
産物糖鎖反応
捕まえる？

一つの糖タンパク質に対して
複数箇所に作用しやすくなる

酵素反応自体の高速化に寄与

GnT-IVa



GnT-IVa, -IVb : なぜ2つあるのか？

GnT-IVb

GnT-IVa Y Y 526382 
N C 

cytoplasmic   膜貫通

Y Y 548398 
N C 

レクチンドメイン触媒領域

同一性
62%

(Yoshida et al., Glycoconj. J., 1998, 15, 
1115-1123)

Ubiquitous

膵臓GnT-IVa
(MGAT4A)

GnT-IVb
(MGAT4B)

組織分布
同一細胞内で
2つが機能

異なる役割を
持つのか？

タンパク質選択性は？
(糖鎖に対する基質特
異性はほぼ同じ)DSA

(GnT-IV産物)
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45.9%

36.3%

5.69%

HEK293

(Osada et al., J. Biol. Chem., 2022, 298, 102400)

https://link.springer.com/article/10.1023/A:1006951519522
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822008432?via%3Dihub


糖タンパク質に対する酵素活性
UDP-Glo assay

基質

GnT-IV

基質UDP UDP−

定量

6種の糖タンパク質に
対する活性を測定
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aとbのタンパク質選択性は異なる

(Osada et al., J. Biol. Chem., 2022, 298, 102400)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822008432?via%3Dihub


UDP-Gloアッセイ

Tr
an

sfe
rri

n

GnG
n

Fib
rin

og
en

α1
AGP

Hap
tog

lob
in IgG

α1
an

titr
yp

sin

1.5

1.0

0.5
0.0U

D
P 

(µ
M

)

GnT-IVb WT
GnT-IVb F413H
GnT-IVb I456Q

*

** ** ** **

レクチンドメインが特異性決定に関与
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GnT-IVaと同じアミノ酸に置換
したbを精製

増加
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(Osada et al., J. Biol. Chem., 2022, 298, 102400)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822008432?via%3Dihub


UDP-Gloアッセイ
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** ** ** **

GnT-IVbのレクチンドメイン変異体
F413HはIVaに近い基質選択性を示す

レクチンドメインが特異性決定に関与
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GnT-IVa,bはタンパク質選択性が
異なり、レクチンドメインが制御
(Osada et al., J. Biol. Chem., 2022, 298, 102400)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822008432?via%3Dihub


GlcNAc

Asn

FUT8

GnT-V

GnT-III

GnT-II

GnT-IVa,b

GnT-I

GnT-VI

GnT-IX 
(Vb)

Mannose
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N型糖鎖
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Topic 3 : GnT-V

GnT-Vの阻害剤はがん治療薬の有力な候補の一つ

(MGAT5)



GnT-V (MGAT5)の立体構造

(Nagae# and Kizuka#, Nat. Commun., 
2018, 9, 3380)

GnT-Vの立体構造

基質アナログ

長江先生
と共同

基質糖鎖を認識する
メカニズムを解明

GnT-V

Asn

認識？

基質タンパク質の認識

糖タンパク質
(E-cadherin)

糖鎖

Nドメイン

(Osuka et al., J. Biol. Chem.., 2022, 298, 101666)

触媒ポケット

(cancer)
安藤先生 田中先生

(岐阜大)

構造を基盤とした阻害剤デザイン

有機化学

(Vibhute, et al., BBA Gen. Subj., 2021, 1866, 
130118)

と共同

https://www.nature.com/articles/s41467-018-05931-w
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822001065?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416522000368?via%3Dihub


∆N は細胞内での糖鎖合成能力が低下
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(Osuka et al., J. Biol. Chem.., 2022, 298, 101666)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822001065?via%3Dihub


∆N は細胞内での糖鎖合成能力が低下
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GnT-V∆Nは糖鎖に対する
活性は完全に保持

Nドメインは、細胞内での効率的な糖鎖合成に必要
(Osuka et al., J. Biol. Chem.., 2022, 298, 101666)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822001065?via%3Dihub


糖タンパク質に対する活性測定 (UDP-Glo)
UDP-Glo assay

GnT-V
UDP UDP

+ +
ATP

+
Luciferase

化学発光

糖タンパク質 糖タンパク質

Nドメインは、糖タンパク質基質に対する活性に不可欠

低下
相
対
活
性

a1AGP

Transferrin
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糖タンパク質 糖ペプチド糖鎖

GnT-V 活性 (UDP-Glo)

Asn

(Osuka et al., J. Biol. Chem.., 2022, 298, 101666)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925822001065?via%3Dihub


GnT-Vのタンパク質量の制御

(Hirata, et al., iScience, 2022, 26, 105747)

GnT-V

分泌

SPPL3

Golgi

GnT-Vは切断・分泌される
(Hirata, et al., Commun. Biol., 2022, 5, 743)

GnT-V

出し手細胞

Golgi

細胞外小胞 (sEV) 
(exosomeなど)

分泌

受け手細胞

糖鎖改変

酵素の
受け渡し

GnT-VはsEVに存在している

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S258900422202020X?via%3Dihub
https://www.nature.com/articles/s42003-022-03697-y


N型糖鎖の成熟

GnT-III

GnT-IV
GnT-V

FUT8

N型糖鎖の成熟阻害でGnT-Vの量が増加
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N型糖鎖の成熟が阻害されると、GnT-Vの量が増加する
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(Hirata, et al., Commun. Biol., 2022, 5, 743)

https://www.nature.com/articles/s42003-022-03697-y


SPPL3によるGnT-Vの切断

GnT-V
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N型糖鎖の成熟阻害によりGnT-Vの分泌が低下
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GnT-Vの分泌制御機構
N型糖鎖が未成熟

ER

Golgi

通常状態

GnT-V

分岐形成

分泌

ER

GnT-V

SPPL3

GnT-V

SPPL3

GnT-V level

分泌
分岐

GnT-Vの活性(タンパク量)は、細胞のN型糖鎖の成熟度に依存
(Hirata, et al., Commun. Biol., 2022, 5, 743)

https://www.nature.com/articles/s42003-022-03697-y


細胞外小胞における糖転移活性
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GnT-Vの活性のみが、細胞外小胞に濃縮されていた
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標識
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酵素の遺伝子発現を介さない糖鎖発現機構の存在を示唆
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細胞膜

ゴルジ体

糖転移酵素

？

糖転移酵素のタンパク質特異的な糖鎖改変と医療応用
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イベント自体を理解

・立体構造
・基質特異性
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