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合成3糖 類が明かす小胞体マンノシダーゼ群のエン ド結合識別能

栗 原 大 輝*1,戸 谷 希 一 郎*2

Synthetic trisaccharides reveal discriminating ability of endo-glycosidic linkages by mannosidases 

                        in the endoplasmic reticulum 

                     Taiki  KURIBARA*  1, Kiichiro  TOTANI  * 2 

   ABSTRACT : Glycans on the proteins in the endoplasmic reticulum (ER) act as signals of glycoprotein 

    folding, secretion and degradation. Especially, secretion or degradation signals are produced by the action 

   of ER mannosidases towards each branch of a tri-antennary (A-, B- and C-branch)  Man9GlcNAc2 (M9) 

   glycan. Thus, the resulting product after trimming reaction of M9 serves as different signals for 

    determination of glycoprotein fate. Each branch of all terminal glycosidic linkages of M9 are a-1,2 type, 

   while the adjacent inner glycosidic linkages are different. In this study, we examined whether ER 

    mannosidases showed branch specificity by discriminating between different inner glycosides. For 

   evaluation of the hypothesis, we synthesized four trisaccharides with different glycosidic linkages and 

    applied to mannose trimming assays in the ER fraction derived from mouse liver. Through these assays, we 

    report first experimental demonstration that  a-1,2-mannosidases in the endoplasmic reticulum (ER) can 

   discriminate inner glycosidic linkages of synthetic trisaccharides substrates. 
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で あ っ た。 これ を解 明 す べ く、我 々 はM9型 糖 鎖 の微 細

な 差 異 に注 目 した 。M9型 糖 鎖 の 末 端 は全 て 同 じ α一1,2
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マ ン ノシ ド結 合 で あ るが 、 さ らに 内 側 の 糖 鎖 の 結 合 様 式

は そ れ ぞ れA鎖 が α一1,2マ ン ノ シ ド結 合 、B鎖 が α一1,3

マ ン ノ シ ド結 合 、C鎖 が α一1,6マ ン ノ シ ド結 合 で あ る

(Figure2)○

我 々 は 小 胞 体 の エ キ ソ型 マ ン ノシ ダ ー ゼ 群 が 末 端 マ ン ノ

ー ス の一 つ 内 側 の結 合(A
,Bお よびC鎖 の そ れ ぞ れ α一

1,2、α一1,3、お よび α一1,6結 合)す な わ ち 、エ ン ド結 合 を

識別 し分 岐 鎖 切 断 に 対 す る特 異 性 を示 す の で は な い か と

仮 説 を立 て た 。 これ を実 証 す べ く、 は じめ にA鎖 、B鎖 、

C鎖 に 相 当 す る3糖(A3、B3お よびC3)に 力llえ、 非 天

然 型 の結 合 様 式(D3)を 持 つ 一 連 の3糖 類 を合 成 した

(Figure2)。 合 成 の 詳 細 は 割 愛 す るが 、 分 岐 鎖3糖 類 の グ

リコシ ル 化 を 種 々 検 討 す る 中で 、 我 々 は 反 応 溶 媒 を トル

エ ン とジ ク ロ ロメ タ ンの 混 合 系 にす る と、 グ リコ シル 化

生 成 物 を 高 立 体 選 択 的 か つ 高 収 率 で 得 られ る こ と を見 川

した 。 これ らの 詳 細 は 我 々 の 論 文 を 参 照 され た い4)。 本

稿 で は 特 に 、 合 成3糖 類 を用 い た 小 胞 体 マ ン ノ シダ ー ゼ

の 特 異性 解 析 と競 合解 析4)に 焦 点 を 当て 、そ の 概 要 を述

べ た い 。
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Figure2.Designoftrisaccharidesubstratesforglycan
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glycosidicIinkagesofeachbranchinM9.This
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2.実 験方法

本 研 究 で 使 用 し たsenescence-acceleratedmouseprone6

(SAMP6)肝 臓 は 三 協 ラ ボ サ ー ビ ス(株)か ら購 入 し た 。

HPLC分 析 は 東 ソ ー(株)か ら購 人 したTSK-GELAmide-

80カ ラ ム(5μm,4.6mmID.×25cm)を 用 い 、[本 分 光

(株)製JASCOLC-2000シ ス テ ム に て 行 っ た 。

2.1個 別 の 合 成3糖 類 を 用 い た 特 異 性 解 析

灌 流 処 理 し たSAMP6肝 臓 か ら抽 川 し た 小 胞 体 両 分5)

(3mg/mL)、TritonX-100(0.6%)、CaCl2(10mM)、HEPES

(10mM,pH7.4)にA3、B3、C3ま た はD3(250μM)を

添 加 し た 反 応 液(20μL)を37。Cで1,2,4,6,8hイ ン キ

ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、CH3CN(45μL)、ddH20(42μL)

を 反 応 液(3pL)に 加 え 、酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。そ の サ

ン プ ル を 遠 心 後(20,000xg、40C、20分)、 回 収 し たL清

(50μL)をHPLC[TSK-GELAmide-80カ ラ ム5μm(4.6

mmI.D.×25cm);移 動 相:CH3CN/ddH20;リ ニ ア グ ラ ジ

ェ ン ト:10分 間 で98:2か ら90:10、 そ の 後10分 間 で90:10

か ら65:35へ 濃 度 勾 配 を 設 定;流 量:1.OmL/min;温 度:

40。C;検 出284nm]。

2.2合 成3糖 類 を 用 い た 競 合 解 析

SAMP6肝 臓 由 来 の 小 胞 体 画 分(3mg/mL)、TritonX-

100(0,6%)、CaCl2(10mM)、HEPES(10mM,pH7.4)に

[A3、B3、C3(各250μM)お よ び 内 部 標 準 物 質(50μM)]

あ る い は[A3、B3(各250pM)お よ び 内 部 標 準 物 質(50

μM)]あ る い は[A3、C3(各250pM)お よ び 内 部 標 準 物

質(50μM)]あ る い は[B3、C3(各250μM)お よ び 内 部

標 準 物 質(50pM)]を 添 加 し た 反 応 液(25μL)を370C

で1,2,4,6,8hイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、CH3CN(45

μL)、ddH20(42pL)を 反 応 液(3μL)に 力llえ、 酵 素 反 応

を 停 止 させ た 。 そ の サ ン プ ル を 遠 心 後(20,000×g、4。C、

20分)、 回 収 した 上 清(50μL)をHPLC[TSK-GELAmide-

80カ ラ ム5μm(46mml.D.×25cm);移 動 相:

CH3CN/ddH20;リ ニ ア グ ラ ジ ェ ン ト:10分 間 で98:2か ら

90:10、 そ の 後10分 間 で90:10か ら65:35へ 濃 度 勾 配 を 設

定;流 量:1.OmL/min;温 度:400C;検 出284nm]。

2.3天 然 お よ び 非 天 然3糖 類 を 用 い た 競 合 解 析

SAMP6肝 臓 由 来 の 小 胞 体 画 分(3mg/mL)、TritonX-

100(0.6%)、CaCl2(10mM)、HEPES(10mM,pH7.4)に

[A3お よ び1)3(各250μM)]あ る い は[B3お よ び1)3

(各250pM)]あ る い は[C3お よ びD3(各250pM)]を

添 加 し た 反 応 液(20μL)を37。Cで1,2,4,6,8hイ ン キ

ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、CH3CN(45μL)、ddH20(42μL)

を 反 応 液(3pL)に 加 え 、酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。そ の サ

ン プ ル を 遠 心 後(20,000×g、40C、20分)、 回 収 し たL清

(50pL)をHPLC[TSK-GELAmide-80カ ラ ム5μm(4.6

mmID.×25cm);移 動 相:CH3CN/ddH20;リ ニ ア グ ラ ジ

ェ ン ト:10分 間 で98:2か ら90:10、 そ の 後10分 間 で90:10

か ら65:35へ 濃 度 勾 配 を 設 定;流 量:1.OmL/min;温 度:

40。C;検 出284nm]。
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3.各 合成3糖 類を用いたマンノース切断特異性

解析

は じめ にA3、B3、C3お よびD3を 用 い て 、各 合 成3

糖類 の 切 断 特 異 性 を解 析 した 。 我 々 が 論 文 発 表 した 当時

は 、 ま だEDEM類 のinvitroで の 活 性 検 出 法 が確 立 さ

れ て い な か っ た 。そ の た め 、我 々 はsenescence-accelerated

mouseprone6(SAMP6)マ ウ スか ら抽 出 した 小胞 体 を全

て の 小 胞 体 タ ンパ ク質 を含 有 す る酵 素 源 と して 利 用 した 。

この 両 分 に は全 て のEDEM類 が 含 有 され て い る こ と を

す で に 報 告 して お り6)、 小 胞 体 マ ン ノ シダ ー ゼ 群 の 活 性

測 定 が[∫能 で あ る。

小 胞 体 画 分 と各 合 成3糖 類 を370Cで イ ン キ ュベ ー ト

し、切 断 産 生 物(A2、B2、C2お よ びD2)の 収 率 をHPLC

に よ り定 量 的 に解 析 した(Figure3a)。 そ の結 果 、A3、B3、

C3お よびD3の8時 間 後 の加 水 分 解 収 率 はそ れ ぞ れ
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Figure3.HydrolysisassayofA3,B3,C30rD3inthe

ERfraction.(a)TypicalHPLCprofilesofthe

mannosetrimmingreaction.(b)Hydrolysis

yieldsofA3,B3,C3,andD3.Eachdatapoint

representsthemeanvaluewiththestandard

deviation(n=9).Thisfigureismodifiedfromthe

figureinref4.

66%、69%、35%、35%で あ っ た(Figure3b)。 これ をま と

め る と、小 胞 体 マ ン ノシ ダ ー ゼ群 の各 合 成3糖 類 に対 す

る特 異 性 はA3≒B3>C3≒D3で あ っ た 。 ま た 、 この

実験 結 果 は 、仮 説 で 挙 げ た エ キ ソ型 小胞 体 マ ン ノ シダ ー

ゼ群 に お け るエ ン ド結 合 識 別 能 を示 唆 して い る。 しか し

な が ら、天 然 型M9型 糖 鎖 で は 全 て の 分 岐 鎖 が1分 子 中

に存 在 す る。 した が っ て 、我 々 は続 い てA3、B3お よび

C3を 同一 系 内 に 共 存 させ た競 合 実 験 に よ り小 胞 体 マ ン

ノシ ダ ー ゼ群 の詳 細 な 特 異性 を解 析 した。

4.合 成3糖 類を用いた競合解析

小 胞 体 画 分 中 に 同濃 度 のA3、B3お よびC3(250μM)

を共 存 させ 、 各3糖 類 の加 水 分解 収 率 を内 部標 準 物 質 に

よ り規 定化 して 、HPLCに て 定 量 解 析 した 。競 合解 析 で

は 、B3とC3の 加 水 分 解 収 率 が顕 著 な活 性 低 下 を示 し、

B3と 比 較 してC3の 加 水 分 解 収 率 が よ り低 下 して い た

(Figure4)。 これ らの 結 果 か ら、A3、B3お よびC3が 共

存 す る際 の糖 鎖 特 異性 は 、A3>B3>C3で あ る と判 明 し

た。
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Figure4.Hydrolysisyieldsafter6hfromcompetitive
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standarddeviation(nニ3).Thisfigureis

modifiedfromthefigureinref4.

興 味深 い こ と に、 これ ま で に我 々 が報 告 して い たM9型

糖 鎖 基 質 に対 す る特 異性5)・6)はFigure3bで 示 した 各3

糖 類 の切 断特 異性 に類 似 して い た。 これ らの 結 果 を鑑 み

る と、天 然 のM9型 糖 鎖 の 各 分 岐 鎖 は 互 い に相 互 作 用 し

な い こ とが示 唆 され る。 方 合 成3糖 類 の 場 合 、各 分 岐

鎖 が一 分 子 に集 約 され て い な い た め に 、A3、B3お よび

C3の 自由拡 散 に よ り各 分 岐 鎖 の加 水 分 解 にお い て 競 合

が 生 じ る。こ の結 果 と してB3お よびC3の 加 水 分解 収

率 が低 下 した もの と考 察 して い る。 この 段 階 ま で で 、 合

成3糖 類 に 対 す る小胞 体 マ ン ノ シダ ー ゼ 群 の 真 の 特 異性

は 、A3>B3>C3≒1)3で あ る と判 明 した 。 しか しな が

一31一



成 践 大 学 理 工 学 研 究 報 告 Vol.58No.2(2021。12)

ら、 各 分 岐 鎖 に お け る競 合 関係 は 不 明 で あ る。 そ こで 、

2種 類 の3糖 類(A3+B3、A3+C3あ る い はB3+C3)に

よ る競 合 実 験 を行 っ た 。

A3とB3の 競 合 実 験 で は 、B3の 加 水 分 解 収 率 の 低

下 が観 測 され(Figure5a)、A3とC3の 競 合 にお い て は

顕 著 なC3の 加 水 分 解 収 率 の 低 下 が 示 され た(Figure

5b)。 さ らに 、B3とC3の 競 合 に お い て は 、C3の 力ll水分

解 収 率 の 低 下 が 示 され た(Figure5c)。
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これらの全ての競合実験の結果を踏まえると、小胞体マ

ンノシダーゼ群の分岐鎖特異性はA3>B3>C3で ある

と判明した。これらの一連のマンノース切断特異性解析

および競合解析の結果は、小胞体マンノシダーゼ群が合

成3糖 類に対 してエン ド結合識別能を発現 して分岐鎖特

異性を示す実験的証明となった。

可能 性 が あ る。 これ を踏 ま え る と、A3やB3の 加 水 分

解 に 関 与 す る小 胞 体 マ ン ノ シ ダ ー ゼ 群 はD3に よ っ て

活 性 が 回 復 され て お り、D3が 小胞 体 マ ン ノ シ ダ ー ゼ 群

の薬 理 学 的 シ ャペ ロ ンの リー ド化 合 物 に な る可 能性 が あ

る。 一 方 、C3と1)3の 競 合 結 果 か ら(Figure6c)、 両者

の加 水 分 解 収 率 に顕 著 な差 異 は観 測 され な か っ た。
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Thisfigureismodifiedfromthefigureinref4.

これ は 、C3と1)3が 異 な る小 胞 体 マ ン ノシ ダ ー ゼ 群 に

よっ て加 水 分 解 され て い る こ と を示 唆 して い る。 これ ま

で の結 果 か らはC3とD3の 加 水 分 解 収 率 はFigure3b

で ほ ぼ 同 等 で あ り、C3と1)3の 加 水 分 解 を 担 うの は 同

一の 責任 酵 素 だ と考 え られ た が
、Figurescの 結 果 を踏 ま

え る とそれ ぞれ の加 水 分解 に 関 与 す る責任 酵 素 が 異 な る

と示 され た。

5.非 天然型D3が 示す薬理学的シャペロンの可

能性

小 胞 体 マ ン ノシ ダ ー ゼ 群 の エ ン ド結 合 識 別 能 が 明 らか

とな っ た が 、 非 天 然 型 マ ン ノ シ ド結 合 を 有 す る1)3を

A3、B3あ るい はC3と 共 存 させ た 際 に興 味 深 い 活 性 を

示 した の で 、最 後 に ご報告 した い。A3+D3お よびB3+1)3

の 競 合 実 験(Figure6aand6b)で は 、1)3が 共 存 して い な

い 時 と比 べA3あ るい はB3の 高 い 加 水 分 解 収 率 が 示

され た 。この 活 性 上 昇 の 要 囚 と してD3が 薬 理 学 的 シ ャ

ペ ロ ン と して 小 胞 体 マ ン ノシ ダ ー ゼ 群 の 活 性 を回 復 させ

た 可 能性 が 考 え られ る。 薬 理 学 的 シ ャペ ロ ン とは 疾 患 に

よ り酵 素 が 一 部 折 りた た み 不 全 とな りそ の 酵 素 活 性 が 低

下 して い る際 に 、 当 該 酵 素 に 弱 く結 合 して シ ャペ ロ ン様

の機 能 を 果 た し、 酵 素 の 肉:折りた た み を促 進 す る化 合 物

の 総 称 で あ る。SAMP6は 疾 患 モ デ ル マ ウ ス で あ り、何 ら

か の 形 で 小 胞 体 マ ン ノ シダ ー ゼ 群 の 活 性 が 低 下 して い る

6.総 括

本稿では、合成3糖 類A3、B3、C3お よびD3を 用

いた切断特異性解析、競合解析について報告 した。種々

の糖鎖特異性解析を総合す ると、小胞体マンノシダーゼ

群は合成3糖 類に対 して、A3>B3>C3≒1)3の 切断特

異性を示す と判明した。 これは小胞体マンノシダーゼ群

がエンド結合識別能によって分岐鎖特異性 を発現してい

ることを初めて実験的に証明した例である。また、我々

は1)3に よる薬理学的シャペロン機能に対す る初期的

な知見を報告 した。 これ らの各分岐鎖切断における責任

酵素の同定は残 された課題であるが、合成3糖 類 に対す

る各EDEM類 のノックアウト細胞由来小胞体画分の反

応性比較およびinvitroで の精製EDEM類 との反応性

比較を通 して、今後その責任酵素の同定が達成されるも

のと期待 され る。
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