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(0) 研究分野 s 

分科会：生物 
キーワード：糖タンパク質、アスパラギン結合型糖鎖、代謝（分解） 

ペプチド：N-グリカナーゼ、NGLY1  

 

(1) 研究背景と研究目標 
 ペプチド:N-グリカナーゼ（PNGase）は糖タンパク質あるいは糖ペプチドからアスパラギン結合

型（N型）糖鎖を遊離する酵素です。真核細胞の細胞質に広く存在するPNGase（ヒト遺伝子名：

NGLY1）は、現在小胞体（Endoplasmic reticulum; ER）において新たに合成された異常糖タンパク

質の品質管理機構の一つである小胞体関連分解（ER-associated degradation; ERAD）に関わる分子

であることが広く認知されるに至っています。一方で、哺乳動物や出芽酵母においてN型糖鎖の生

合成経路は現在そのほとんどが解明されたと言ってもいいのに対し、NGLY1やその他の活性によ

って生じる、N型糖鎖と共通の構造を持つ遊離糖鎖（遊離N型糖鎖 :FNG）の代謝機構はほとんど

不明のままです。この非リソソーム型の糖鎖の代謝はおそらく真核生物において最も基本的な、

教科書にも記述されるべき生物学的素過程であるにも関わらず、未同定な酵素、トランスポータ

ーが数多く存在することが明らかです。我々はこのまだ未解明な代謝機構の解明を進めるととも

に、その代謝機構の生理機能について様々な角度から研究を進めています。 
 

(2) 2022年度成果と今後の研究計画 
 NGLY1は1993年に鈴木がその活性を同定し、2000年に遺伝子を同定した分子である。その生理機

能や生物学的重要性は長らく不明なままであったが、NGLY1遺伝子の欠損によって生じるヒト遺

伝疾患であるNGLY1欠損症が2012年に発見されて以来、患者団体の精力的な活動のおかげもあ

り、NGLY1研究が世界的に急速な広がりを見せている。本年度は日本生化学会からの依頼によ

り、東京都医学総合研究所の吉田雪子主席研究員と共同でNGLY1およびNGLY1欠損症のための特

集号をJ Biochem誌に編集し[1]、その特集号においてマウスやラットのモデル動物を用いた研究の

進展、およびNGLY1研究において重要な活性測定法、およびNGLY1欠損症のバイオマーカーにつ

いて、これまでの知見をまとめた総説を寄稿した[2, 3]。 
NGLY1欠損症研究において患者由来細胞に残存するNGLY1活性を正確に見積もることは非常に

重要であるが、現在よく用いられる活性測定法は蛍光などでラベルした糖ペプチド基質を用いて

HPLCによってプロダクトを同定する方法である。この方法は非専門家にとって敷居が高く、臨床

の研究室でも汎用性のある活性測定法の開発は急務の課題であった。そこで群馬大学の高橋剛准

教授らが中心となり、自己触媒的にタンパク質のスプライシングを起こすインテイン、と呼ばれ

るシステムを用いて酵素活性を同定する方法を開発した。この方法においては、NGLY1によって

糖鎖が脱離されるとペプチドのスプライシングが起こるように設計されており、その結果生じる

NanoLucルシフェラーゼの活性を測定することで間接的にNGLY1の活性を定量化できる。この方

法により精製酵素については0.2 nMの酵素活性（出芽酵母由来PNGase）を正確に検出することが

できた。またこの方法によりHela細胞にNGLY1を過剰発現させた場合、その粗抽出液からNGLY1
酵素活性を検出することも可能であった。更に基質の糖ペプチドに細胞透過性のノナアルギニン

（Arg9）ペプチドを融合することによって、細胞内のNGLY1活性の検出を試みたところ、NGLY1
過剰発現株によって活性の検出が可能であった（図）。この新規プローブはHPLCを介さずに

PNGase活性を検出する新しい方法として有用であると期待される[4]。 
 



 

図 インテインシステムを介した細胞質 PNGase のアッセイ法の概略 [4] 

インテインは、タンパク質のスプライシング反応を触媒するタンパク質で、インテインの中には２つ

のドメインに分かれた分割インテインがあり、それぞれが会合することでエクステイン同士を繋ぎ合

わせることができる（上図の場合は NanoLuc ルシフェラーゼがエクステインであり、２つの断片に分

割されている）。この反応は PTS（protein transsplicing）と呼ばれており、本アッセイでは、N 末端イ

ンテインに GlcNAc2 残基が導入されることで、C 末端インテインとの相互作用を阻害し、PTS の反応

が著しく抑制されるデザインとなっている。一方 N 末端インテインに PNGase が作用すると、PTS 反応

が促進され、結果生成されるルシフェラーゼによる強い発光が検出されるため、ルシフェラーゼ活性

によって間接的に NGLY1 活性を測定することになる。細胞を用いたアッセイでは、N 末端インテイン

にノナアルギニン（Arg9）を融合させることで、この N 末端インテインの細胞内への膜透過を促進し、

細胞内での PTS 反応を引き起こしている。 
 

N型糖鎖は小胞体でタンパク質に付加されたのち、その構造は小胞体-ゴルジ体で様々な プロセ

シングを受け、そのプロセシングがタンパク質の細胞内・細胞外における輸送、局在や生理機能

に重要な役割を果たすことが知られている。ゴルジ体は細胞分裂の際に断片化され、その間タン

パク質の分泌経路は阻害されることが知られている。この状態において、細胞のグリコシル化が

どのように制御されているのかは全く不明であった。ミシガン大学のYanzhang Wang教授らとの共

同研究によって、ゴルジ体に到達した糖タンパク質が最初に遭遇する糖鎖プロセス酵素、α1,2-マ
ンノシダーゼ（Man1A1）が有糸分裂期において、CDK1によってSer12がリン酸化され、その結果

Man1A1活性を減弱させることを明らかにした。この結果、糖鎖のプロセシング経路に変化をもた

らし、また、同時にMan1A1ののちに作用する糖転移酵素、MGAT1との相互作用を低下させた。

これらの結果は、糖鎖付加反応が細胞周期に呼応して厳密に制御されていることを初めて明らか

にした[5]。 
 
今後は引き続き遊離N型糖鎖およびその前駆体（ドリコール結合糖鎖）、および出芽酵母におけ

る遊離O型糖鎖生成機構の分子機構を行うとともに、様々な生物種の新規糖鎖生合成、分解機構を

明らかにし、比較糖鎖生物学の見地から糖鎖の重要性に迫る。また、NGLY1のマウスにおける機

能を詳細に解析し、NGLY1欠損症の病態発現メカニズムの解明を目指すとともに、T-CiRAプログ

ラムにおける治療法開発の解明に貢献する。 
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