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タンパク質の糖鎖付加は重要な翻訳後修飾であり、糖鎖はタンパク質の生理活性の制御

や安定性の向上に重要である。これまでの研究により、糖鎖は小胞体における糖タンパク

質品質管理機構に関与しており、種々のシャペロンと相互作用しながら糖タンパク質のフ

ォールディングに貢献することが明らかとなっている。しかし、小胞体（ER）からゴルジ

体に運ばれた後に、糖タンパク質の輸送や成熟過程に糖鎖がどのように影響しているのか

未だ明らかではない。我々は、合成した均一な構造の糖タンパク質を ER やゴルジ体へと導

入することで、タンパク質上の糖鎖の構造変化や機能を調べることができると考えた。 

本研究では、生細胞の特定のオルガネラへと糖タンパク質を導入するために、人工的に

複合型糖鎖を付加したコレラトキシン Bサブユニット（CTB）を合成した。コレラトキシン

（CT）は V.Cholerae から産生されるタンパク質毒素であり、毒性を有する Aサブユニット

と、細胞への侵入に重要な５量体構造の B サブユニットから構成されている。CT は細胞膜

表層のガングリオシド GM1 と相互作用することで、エンドサイトーシスによって細胞内へ

と侵入し、その後ゴルジ体や ER へと輸送される。この CT の活性を利用し、糖鎖を付加し

た CTB を合成することで ER やゴルジ体に選択的に輸送しようと考えた。糖鎖の導入位置に

ついては、X線結晶構造解析の結果を参考に、五量体形成や GM1 との結合を阻害しにくい N

末端側を選んだ。導入する糖鎖については、研究室で確立された方法によって鶏卵から調

製し、７糖からなる複合型糖鎖を導入した。120 アミノ酸残基ほどからなる全長を 5つのセ

グメントに分割し、それぞれを Boc 固相合成法によって調製した。そしてセグメント同士

を一般的な Native Chemical Ligation 反応によって連結することで全長糖ペプチドを得た。

さらに段階透析を用いた条件で CTB のフォールディングを検討したところ、単量体として

糖鎖化 CTB を得た。 

得られた糖鎖化 CTB を使って細胞への導入実験を検討した。合成した CTB の C末端には、

細胞内での挙動を追跡するための HiBiT タグ（発光タグ）と ER への輸送効率を高める ER

輸送シグナルを導入しておいた。細胞への取り込みを観察したところ、時間経過とともに

細胞膜上からゴルジ体や ER へと輸送されることを確認した。これにより、合成した糖タン

パク質を選択的に細胞のオルガネラへと導入することに初めて成功した。また糖鎖のない

CTB や ER 輸送シグナルのない CTBも用いてゴルジ体や ER へ輸送された割合を定量した。そ

の結果、糖鎖や輸送シグナルの有無で輸送効率が変わることが明らかとなった。本研究に

より、糖鎖化 CTB は単量体でも ER やゴルジ体へと輸送されることが明らかとなり、導入す

る糖鎖構造を変えることで生合成経路における糖鎖機能を今後さらに調べていくことがで

きる。 
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