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糖鎖立体構造解析技術の開発要素

山口 芳樹

真の生命像を俯瞰的に捉えるためには，未解明問題が多く残っている糖鎖の研究を積極的
に推進することが急務である．糖鎖の生理的機能を解明するためには，生化学的手法（酵
素による糖鎖の切断），分子生物学的手法（糖転移酵素のノックアウト）などさまざまな手
法が考えられるが，中でも糖鎖の化学構造を決定し，その立体構造・運動性や相互作用様
式を調べるアプローチは，糖鎖の機能を視覚的に理解することを促し，説得力がある．い
わゆる構造生物学的な考えであるが，糖鎖を対象とする場合は，他の生体高分子と異なる
特異な性質を十分理解する必要がある．本稿では糖鎖の立体構造・運動性・相互作用につ
いて概説し，糖鎖の立体構造や相互作用について筆者が普段よく質問されることを中心に
Q&A形式でまとめ，最後に立体構造解析技術の現状と展望を述べたい．

1. はじめにー糖鎖の特徴は何かー

生体分子としての糖鎖を核酸やタンパク質など他の生体
高分子と比較すると，共通点も存在するが，相違点がき
わだっている．核酸もタンパク質も糖鎖も，構成ユニッ
ト（ビルディングブロック）がつながって高分子ができ上
がっているという点では共通であるが，その構成ユニット
とその結合様式を比較すると糖鎖の特徴を理解すること
ができる（図1）．核酸の場合は，ヌクレオチドがホスホ
ジエステル結合で，タンパク質の場合はアミノ酸がペプチ
ド結合（アミド結合）でつながっており，結合様式は一義
的である．一方で，糖鎖の場合は，構成ユニット（主に単
糖）間の水酸基（ヒドロキシ基）どうしが脱水縮合してグ
リコシド結合を形成しており，その結合様式は立体化学・
結合部位の点から実に多様である．まさにこの点が，糖鎖
の化学構造の多様性を生み出していることと密接に関係
し，糖鎖は多機能な情報分子としての潜在能力を秘めてい
る．別の観点からいえば，核酸やタンパク質はその結合様
式の特徴から直鎖構造しか形成することができないが，糖
鎖は構成ユニット中に水酸基を複数持つことから，分岐構

造（枝分かれ構造）を形成することが可能である．この分
岐構造については，糖鎖と糖鎖結合分子（レクチン，抗体
など）との相互作用を理解するときに，特に注意を払うべ
き点である．というのは，複数の分岐はしばしば同じ構造
ユニットを有しており，1本の糖鎖あたり複数のタンパク
質相互作用部位を有するからである．
糖鎖は遊離の状態，もしくはタンパク質や脂質と結合し
た状態（複合糖質）として生体内で存在している．タンパ
ク質と糖鎖の結合様式も複数存在すること，また脂質自身
も脂質の鎖長の違いなどで構造多様性を有することから，
複合糖質としてはいっそう多様性を増すことになる．核酸
の場合でもリボースやデオキシリボースといった糖がその
構成ユニットとして入り込んでおり，核酸も糖質と無縁で
はない．細胞質や核内にもリン酸化と同じように糖修飾が
見いだされ，多くは競合する関係にある．このように糖あ
るいは糖鎖は生体内に広く分布しており，さまざまな形で
見いだされる．したがって糖鎖・糖質を対象とする糖鎖
生物学は，さまざまな研究分野に浸透するべきものであろ
う．

2. 糖鎖の立体構造の表現方法

糖鎖に限らず，生体分子の世界を見たいと思う．分子の
世界を手に取るように見ることができれば，その分子の働
きを容易に理解することができるであろう．しかし，原子
レベルの分解能で分子を見るには，特殊な方法を用いる必
要がある．その方法については後述するとして，ここでは
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糖鎖の立体構造の表現方法について述べたい．
糖鎖の立体構造を明らかにするということは，糖鎖を構

成する各原子の座標（x, y, z）を明らかにするということ
と同義である．座標を明らかにすることができれば，適当
なソフトウェアを用いることにより，糖鎖を立体構造表示
することができ，分子の世界をのぞき込むことが可能にな
る．一方で，糖鎖の立体構造を比較したり，運動性を評価
したりする際に，糖鎖の立体構造を表現するパラメータを
定義すると便利である．そのパラメータが，単糖間のグリ
コシド結合周りの二面角である．都合がよいことに，糖鎖
を構成する単糖はほとんどの場合環状構造となっており，
その環状構造は通常エネルギー的に安定ないす形構造を占
めている．そのため，糖鎖の全体的な立体構造を捉える場
合は，環状構造部分は固定して考えてよく，自由度のある
グリコシド結合周りの二面角のみを調べればよいことにな
る．これはタンパク質主鎖のコンホメーションを考えると
きに，主鎖二面角を表示したラマチャンドラン・プロット
を用いることと似ている．
糖鎖のグリコシド結合周りの二面角は，二面角を構成

する連続した四つの原子の座標から規定される（図2）．
たとえば六員環の単糖（i）と単糖（i−1）が1‒4結合でつ
ながっている場合，以下の二つの二面角φ（ファイ）と
ψ（プサイ）を用いることが IUPAC-IUB合同委員会により
推奨されている 1）． 

 O5( ) C1( ) O4( 1) C4( 1)φ i i i i= - - - - -  
 C1( ) O4( 1) C4( 1) C3( 1)ψ i i i i= - - - - - -  

さてNMR法により得られるパラメータ，特に 3Jカップ
リング定数を用いて糖鎖のグリコシド結合周りの二面角を
明らかにすることができる．3Jカップリング定数は以下の

Karplusの式によって二面角の情報に変換できるからであ
る． 

 
3 cos2 cos

, ,
J A θ B θ C

A B C
= + + 　
（ただし は経験則から得られる定数）

 

NMR法では主に水素原子を観測対象とするため，3Jカッ
プリング定数と二面角を関連づける場合，以下のような水
素原子を含めた二面角の定義が用いられることもある． 

図1 生体高分子（核酸，タンパク質，糖鎖）の構成ユニットと結合様式の模式図
糖鎖は核酸やタンパク質と異なり，分岐構造の形成が可能である．

図2 糖鎖のグリコシド結合周りの二面角の定義
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 H1( ) C1( ) O4( 1) C4( 1)φ i i i i= - - - - -  
 C1( ) O4( 1) C4( 1) H4( 1)ψ i i i i= - - - - - -  

X線結晶構造解析から得られた糖鎖の像は水素原子の情
報が含まれていないことが多いので，その場合は前者の水
素原子を使わない定義を用いることになる．論文間で二面
角の定義が異なることもあり，データを比較して議論する
際には二面角の定義を確認する必要がある．
多くの場合，グリコシド結合周りの二つの二面角φとψで

糖鎖のコンホメーションを描写することが可能であるが，
一部の結合（1-6結合など）についてはφとψに加えて，
ω（オメガ）など追加の二面角が必要になる（図2下）． 

 
O6( 1) C6( 1) C5( 1) O5( 1)ω i i i i=

（水素原子を含めない定義）
- - - - - - -  

 
O6( 1) C6( 1) C5( 1) H5( 1)ω i i i i=

（水素原子を含めた定義）
- - - - - - -  

六員環の環状糖のリング部分は先に述べたようにいす形
がエネルギー的に安定であり，多くの場合，環状構造はい
す形を占めていると考えてよい．しかし，酵素反応の中間
体（遷移状態）としてのリガンド糖鎖，あるいは硫酸化を
過度に受けた糖残基などはいす形から逸脱することがある
ので注意を促したい 2）．また核酸を構成するリボース，デ
オキシリボースなど五員環は，六員環よりも環状構造は柔
らかい．通常，糖の環状構造（パッカリング）はCremer
とPopleによって提案された三つのパラメータによって表
現される 3）．六員環の場合，いす形（C）2個に加えて舟形
（B）6個，ねじれ舟形（S）6個，封筒形（E）12個，半いす形
（H）12個の合計38個に分類される．
パッカリングの重要性を示す一例として，抗インフルエ

ンザウイルス薬をあげることができる．リレンザやタミフ
ルはシアル酸の誘導体であるが，その環状構造内に炭素‒ 
炭素間の二重結合が導入されている．これは二重結合の
導入によりいす形を崩し，ウイルス由来のノイラミニダー
セ（シアリダーゼ）の基質の遷移状態を模倣している．も
う一つの例として細菌のラムノース転移酵素をあげたい．
ラムノースを付加する糖転移酵素EarPは，細菌の伸長因
子EF-Pの特定のArg残基（Arg32）をラムノース化する 4）．
EarPの結晶構造解析からラムノースはいす形で結合して
いたが 5），想定されるSN2反応（立体化学の反転を伴う反
応）を進行させるためには，いす形では反応が進まず，ね
じれ舟形のようないす形とは異なる形になることが予想さ
れた．実際に分子動力学計算を行うと，いす形ではないラ
ムノースの形が安定な形として見いだされた．これらのこ
とから，酵素反応は非いす形を経て反応が進むことが考え
られた 5）．他に，ERマンノシダーゼにおいてもその結晶
構造からリガンド糖鎖の非いす形のコンホメーションが議
論されている 6）．
最近になり，環状構造を持たない直鎖状のユニット（リ

ビトール）が哺乳動物の糖鎖に存在することも見いださ

れた 7, 8）．このリビトール内および連結部分のコンホメー
ションを表現する場合には通常より多くの二面角が必要に
なる．新しいメンバーであるリビトールの安定なコンホ
メーションを実験および計算の両面から調べることは今後
の課題である 9, 10）．

3. 糖鎖の立体構造と相互作用について

さて糖鎖の立体構造と相互作用については，タンパク質
や核酸の場合と比較して圧倒的に情報量が少ないことか
ら，統計的に調べることが困難な状況である．たとえば
PDBを用いて糖鎖の像が得られている糖タンパク質の立
体構造を調べた場合，その数は2015年6月の時点で重複を
除くと100を超えていない 11）．限られた例数で我々の糖鎖
の立体構造・相互作用についての理解は十分ではないが，
それでも糖鎖を対象とした先駆的な研究報告も多数存在す
る．そこで本節では，筆者がこれまで糖鎖の立体構造や相
互作用に関して受けた質問を中心に疑問点をあげて，過去
の論文を参照しつつQ&A形式で回答してみたい．

1） X線結晶構造で糖鎖の像が見えないのはなぜか？
糖タンパク質を結晶化しているにもかかわらず，糖鎖の
像が得られていない場合がある．これは大きく分けて二つ
の場合が考えられる．一つは，結晶化の効率を上げるため
に，何らかの方法で糖タンパク質の糖鎖をあらかじめ取り
除いている場合である．糖鎖をグリコシダーゼで除く，あ
るいは糖鎖付加がそもそもできない大腸菌で糖タンパク質
を発現している場合などがある．もう一つは，糖鎖が結合
しているにもかかわらず電子密度像として得られていな
い場合である．これは主に糖鎖のグリコシド結合周りの二
面角の自由度に由来すると考えられる．タンパク質の結
晶構造解析において，N末端やC末端，あるいはループ部
分など比較的運動性の高いと思われる領域の電子密度像が
得られない事象と似ている．このような場合，糖鎖の全体
像はわからないが，糖鎖が部分的に像を与えることもしば
しばみられる．Asnに結合しているN-アセチルグルコサミ
ン1～2残基はよく観測されるものの，それ以降の電子密
度像が得られていないケースである．これはAsnに結合し
ている糖鎖の根本付近は比較的堅く，自由度が比較的乏し
いことに対応していると考えられる．糖鎖を切断している
からその像が見えないのか，それとも糖鎖は存在するけれ
ど，その自由度が高いために像が得られていないのかは，
立体構造のデータだけからは判断できない場合が多く，元
の論文をひもとく必要がある．
一方で，例外的にほとんど完全に糖鎖の電子密度像が得
られることがある．代表的な例として，抗体のFc領域に
結合している糖鎖があげられる 12）．1対の二本鎖複合型糖
鎖が結合しているが，一部の糖残基を除き，全体像を観察
することができる．これは糖鎖がFc分子の比較的内部に
埋もれており，糖鎖とポリペプチド鎖が広範囲で分子内相
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互作用しており，糖鎖の運動性が比較的抑制されているこ
とと関係している 13, 14）．

2） 糖鎖の立体構造を決めるのはなぜ難しいのか？
糖鎖の立体構造を知ることは，その機能をよく理解する

ための大事なステップである．たとえば，糖タンパク質糖
鎖の立体構造を知るためには，糖タンパク質のままで結晶
構造解析を行えばよいことになる．しかしながら，結晶が
得られたとしても，先に述べた理由により糖鎖の電子密度
像を得られない場合が多い．その場合は，糖鎖の立体構造
に関する情報を積極的に得るためには他の手法に依存する
ことになる．ありうる方法の中で溶液NMR法は，水溶液
中における生体分子の立体構造・運動性・相互作用に関
する情報を原子レベルで提供する方法である．これまで糖
鎖・糖タンパク質のNMR解析がなされてきたが，立体構
造を決定した報告は多くなく，その背景には糖鎖のNMR
解析の難しさがある．これにはいくつか理由がある．第一
に糖鎖の立体構造を規定するために利用できるNMRパラ
メータの少なさである．立体構造を制限するための十分な
情報が得られないため，立体構造を一義的に規定するに至
らない場合が多い．距離情報を提供する水素原子数が少な
いこととも関係する．第二に本質的な問題として，糖鎖は
一つの形をとっているのではなく，多くの場合複数のコン
ホマー間をすばやく遷移していることがあげられる．立体
構造を規定する情報が少ない上に，1形でないとすると，
その立体構造の描写は著しく困難になる．複数の安定構造
からなる糖鎖の立体構造の描写を行うためには，（準）安
定コンホマーを一つ一つ明らかにするととともに，その占
有数（エネルギー差）や遷移速度を明らかにする必要があ
る．筆者らは，複数のレクチンを使って一つの共通の糖鎖
と結合させ，各糖鎖-レクチン複合体の結晶構造解析を行
うことにより，糖鎖の一つ一つのコンホマーを明らかにす
ることを試みた．その方法により，これまで一過的にしか
捉えることのできなかった糖鎖の折れ曲がり構造が実験的
に可視化された 15）．

3） 計算によって得られる糖鎖の立体構造はどの程度正し
いのか？

糖鎖の立体構造を実験的に決定することが難しいため，
分子動力学計算などの計算化学的な手法による糖鎖の立体
構造の解明は重要な位置を占めている．分子動力学計算に
よって明らかにされた糖鎖の動的振る舞いをながめている
と，静的なスナップショットをながめていただけでは出て
こないような新しいインスピレーションも湧いてくる．た
だ，実験を行う立場から気になる点は，計算によって得ら
れた立体構造やダイナミクスは，どの程度本来の水溶液中
の状態を反映しているのか，言葉を変えると計算結果はど
の程度信頼できるか，である．この問いに答えるのは容易
ではない．その理由として，実験的に得られた糖鎖の立
体構造やダイナミクスの情報がそもそも多くないことがあ

げられる．それでも，これまでの先駆的な研究において計
算データとNMRデータの比較がなされており，報告によ
ると（準）安定構造と各構造の占有数は計算化学によってお
およそ再現することができるという 16, 17）．しかし，現状で
も，どの力場を用いるか，水分子をどう扱うか，計算時間
は十分か，実験結果と計算結果が対応しているかなど常に
注意を払う必要がある．筆者の経験から，（N-アセチル基
のない）グルコサミンやリビトールリン酸，硫酸化を受け
た糖鎖などに対して力場のパラメータが設定されているか
どうかを計算時に確認する必要がある 2）．

4） 糖鎖はタンパク質と相互作用するときにコンホメー
ションが変化するか？
糖鎖は柔軟な構造をしているため，複数の安定な構造
をすばやく遷移しているが，タンパク質と相互作用する際
に，その中のどのコンホマーが結合時に選択されるかは，
糖鎖構造生物学の関心事の一つである．複数のコンホマー
の存在と各コンホマーの占有率は通常，分子動力学計算な
どの手法により明らかにされるが，興味深いことにその占
有数比はPDB中のリガンド糖鎖の各立体構造の出現頻度
とよく一致する．すなわち，1分子を対象とした計算によ
り得られたエネルギー的に安定なコンホメーションは，タ
ンパク質と糖鎖の複合体の結晶構造中で統計的に頻度高
くみられるコンホメーションと一致する 18）．したがって，
「糖鎖はタンパク質と相互作用するときにコンホメーショ
ンが変化するか？」の質問に対する答えとしては，「糖鎖
のコンホメーションは変化しない」が最も妥当な答えにな
る．もちろん，糖鎖のタンパク質結合部分は運動性の低下
を伴うので，そのイメージを持ちながらの答えであり，例
外も存在する．筆者らのグループが最近行った糖鎖とタン
パク質の相互作用の例では，タンパク質の結合に伴い，遊
離の糖鎖では観測されなかったコンホメーションでタンパ
ク質と結合することが計算化学により示された 19）．

5） 糖鎖とタンパク質（レクチン）との親和性はなぜ一般
に弱いのか？
通常単糖とタンパク質の一価（1対1）の相互作用は弱

く，解離定数にしておおよそmM程度である場合が多い．
なぜ相互作用が弱いのか．それは，結合自由エネルギーの
内訳にヒントが隠されている．解離定数Kd（結合定数K）
は結合自由エネルギーΔGと関係し，結合自由エネルギー
はエンタルピー項ΔHとエントロピー項TΔSに分けること
ができる． 

 Δ lnG RT K=-  
 Δ Δ ΔG H T S= -   

ここでRは気体定数，Tは絶対温度である．糖鎖とタン
パク質の相互作用の多くの場合，ΔHがΔGに大きく寄与
しており，TΔSは通常結合に不利に働いている．このΔH
とTΔSがほぼ相殺し，そのわずかな差がΔGとなってい
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る．せっかくΔHで相互作用に貢献してもΔSが大きく足
を引っ張っているのである．一例として，抗糖鎖抗体と糖
鎖（ポリシアル酸DP～100）との相互作用の場合，ΔH＝
−80.1 kcal/mol, TΔS＝−72.7 kcal/molであり，ΔHとTΔSが
ほぼ相殺してΔG＝−7.4 kcal/mol（Kd＝3.5 μM）となって
いる 20）．

ΔSの解釈は単純ではないが，水分子の再配置 21）や糖鎖
のコンホメーションの柔軟性の喪失 22）によるものと考え
られている．ΔSを人為的に小さくすることができれば，
高親和性の糖鎖リガンドも原理的に開発することが可能で
ある．自然界では，その弱い相互作用を克服するために多
価での相互作用が利用されているようである．IgG抗体が
二価で働いているように，糖鎖側およびタンパク質（レク
チン）側も多価になっている場合が多く，みかけの親和性
（avidity）は一価の相互作用の場合の親和性と比べて格段
に強くなる．一般にその見かけの親和性は，それぞれ一価
の結合定数の掛け算に匹敵する． 

 avidity
d d1 d2K K K= ×   

こうして多価の相互作用が実現されたときにはμM程度の
親和性となり，実効的には問題のない結合力となる．

6） 糖鎖はタンパク質の立体構造にどの程度影響を与える
か？

タンパク質の半数以上は糖鎖修飾を受けているという見
積もりがあり，その糖鎖の役割は何なのか，タンパク質の
立体構造に与える影響はどの程度なのか，糖鎖生物学の課
題の一つである．タンパク質に結合している糖鎖の機能を
大きく二つに分けると，糖鎖そのものがレクチンで認識さ
れてシグナルとして働く場合（分子間相互作用）と，糖鎖

がタンパク質の安定化に寄与している場合（分子内相互作
用）になる 23）．ここで問題としたいのは，糖鎖とタンパク
質の分子内相互作用がタンパク質の立体構造に及ぼす影響
である．糖タンパク質から糖鎖を取り除くと，そのタンパ
ク質は細胞外へ分泌されなくなる，溶解度が減少する，立
体構造形成がうまくいかなくなる，生理活性が喪失・低下
するなどの報告がある．このことから糖鎖はタンパク質の
立体構造や物理化学的性質に影響を与えているといえる．
具体的に糖鎖がタンパク質の立体構造にどのような影響を
及ぼすかは，タンパク質ごと，糖鎖修飾部位ごとで議論す
ることが必要になるが，Asnに糖鎖修飾を受けたタンパク
質とそうでないタンパク質を統計的に比較すると，糖鎖修
飾によりAsnの側鎖コンホメーションの自由度が制限され
る傾向にあるという 23‒25）．また糖鎖の欠損により，一般的
にタンパク質の運動性（揺らぎ）が増す傾向にあるようで
ある 26, 27）．ただ現状では報告例が多くなく，今後のさらな
る解析が必要になる．

4. 糖鎖の立体構造解析手法

糖鎖を含めた生体分子の立体構造解析を行う場合には，
構造生物学的な手法が必要になる．原子レベルの分解能を
提供する手法といえばX線結晶構造解析が王道であるが，
溶液NMR法，固体NMR法に加えて最近では電子顕微鏡
による解析が雑誌を賑わす存在になった．現在PDB中に
は約159,000個の立体構造情報が登録されており（2019年
12月15日現在），そのうちX線は141,000個と圧倒的に多
く，次にNMRの13,000個，次に電子顕微鏡の4,000個で
ある．電子顕微鏡により決定された立体構造数の伸びは著
しい（図3）．ここでは各手法の特徴と糖鎖に関連する最

図3 各年にPDBに登録された生体高分子の解析手法の内訳
各年に登録された立体構造全体をそれぞれ100％とし，各解析手法［X線結晶構造解析（X-ray），NMR，電子顕微
鏡（EM）］の割合を示した．棒グラフ中に示している数字は実際の立体構造数である．近年，電子顕微鏡によって
解析された立体構造の割合が増加している．
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近の進展をまとめたい．

1） クライオ電子顕微鏡
最近になり，生体高分子のクライオ電子顕微鏡（以下ク

ライオ電顕）による観察例は増加の一途をたどっている．
膜タンパク質やタンパク質線維，ウイルス，細胞など適用
範囲はさまざまである．試料の調製の改善が進んだこと
もあるが，コンピュータに制御されたデータの取得とデー
タ処理の進展によるところが大きい．古典的な電子顕微鏡
では，固定化や染色などが必要であり，そのステップで生
体試料にダメージを与えることもしばしばであったが，ク
ライオ電顕では薄い氷の中に閉じ込められた試料を可視化
するため，生理的条件下により近い条件で測定することが
可能である．ランダムに配向した分子の単粒子解析を行う
ことにより，3次元構造をおおよそ原子レベルの分解能で
構築することができる．対称性の高い球状のウイルスなど
は，電顕による構造解析に適した試料といえる．
糖タンパク質を対象とする場合，クライオ電顕は魅力的

である．結晶化の必要がなく，糖鎖の不均一性や柔軟性は
深刻な問題にはならない．仮に糖鎖が複数のコンホメー
ションからなっていたとしても，適切な分類により解決で
きるかもしれない．
糖鎖の像が得られている例をいくつか紹介する．ジカ

ウイルスのクライオ電顕像が3.8 Åの分解能で2016年に報
告されたが，大変興味深いことに，Asn154に結合してい
る糖鎖の像が部分的ではあるものの観測されている（図
4左）28）．その糖鎖は，宿主側のC型レクチン受容体DC-
SIGNとの結合を介しているということが想定されている．
実際デングウイルスの糖鎖とDC-SIGNの相互作用のよう
すが低分解能ながらクライオ電顕により調べられており，
糖鎖のオリエンテーションや立体構造の重要性を示してい
る 29）．同様に糖鎖の重要性が指摘されているウイルスが
HIVである．これまでいくつかの報告がなされているが，

Bjorkmanらの論文では詳細にエンベロープ糖タンパク質
の糖鎖の構造について述べており，結晶構造とクライオ電
顕から得られた糖鎖の像を比較している 30）．残念ながら
クライオ電顕像の結果からは，その分解能の低さから糖鎖
全体のコンホメーションを議論することは妨げられたが，
高分解能の結晶構造のデータを用いて，低分解能の電子密
度像への当てはめを行って議論することが可能であった．
またクライオ電顕像に限ったことではないが，結晶構造
解析も含めて低分解能の糖鎖密度像を用いた解析の場合，
糖鎖の立体化学の間違えや，環の不自然なゆがみなどを生
み出すことがしばしばある 31）．実際PDB中の糖鎖構造に
は多くのエラーが存在しており，そのデータを用いた統計
的な解析には注意を要する．コンホメーションや立体化学
のエラーの検出や修正を行う方法も報告されており 32‒34），
クライオ電顕により得られた低分解能の電子密度に正しく
糖鎖を当てはめて構造精密化がなされている．

2） X線結晶構造解析
構造生物学的手法の中で最も実績があるのがX線結晶構
造解析であり，高分解能の情報を提供する．これまで多く
の糖タンパク質や糖鎖-タンパク質複合体などが原子レベ
ルで解明されてきた．他の手法を用いる場合でも同様であ
るが，試料の調製が鍵となる．いかに良質な試料を調製で
きるかが結晶化・構造解析の成否を決めるといってもよ
い．
糖タンパク質の場合，多くの場合は糖鎖の像が得られな
いが，しばしば電子密度像が得られることがある．糖鎖と
タンパク質が分子内で広範に相互作用している場合は，先
に述べたようにほぼ完全な状態で糖鎖の電子密度像を得ら
れることがある．たとえば極端な例として，HIV-1のエン
ベロープ糖タンパク質は高マンノース型糖鎖や複合型糖鎖
が高密度で結合しているにもかかわらず，2種類のFabを
結合させることによって結晶構造が得られている 35）（図4

図4 ジカウイルスのクライオ電顕像（左）28）とHIV-1エンベロープ糖タンパク質のX線結晶構造（右）35）

いずれの図においてもN結合型糖鎖を緑で示している．ジカウイルスのAsn154に結合しているN結合型糖鎖の像
は部分的に観測されている（GlcNAcβ1-4GlcNAcβ1-Asn）．エンベロープ糖タンパク質（三量体）には2種類のFab
（合計六つ）が結合している．立体構造表示はNGL viewerにて行った 46）．
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右）．通常であれば糖鎖を均一にするなどの方策をとるの
が一般的であるが，これは糖鎖をnativeな状態で結晶化す
ることに成功しており大変意義深い．一方で，糖タンパク
質の結晶構造解析で注意しなければならないことは，結晶
中では分子がパッキングされているため，生理的には観測
されないような相互作用が強いられている可能性もあるこ
とである．糖分解酵素や糖転移酵素の結晶化を行ったとこ
ろ，自身のAsnに結合している糖鎖が隣接分子の基質結合
部位に収まって，基質を模倣している場合があった 36, 37）．
その相互作用により結晶化が促進されている面もあるが，
結晶中における糖鎖のコンホメーションや相互作用を議論
するときは，それが生理的条件下・水溶液中でも起こるか
どうかを常に意識しなければならない．

3） NMR
NMR法，特に溶液NMR法は，水溶液中における原子レ

ベルの情報を提供する唯一の方法である．溶液NMR法は
糖鎖の運動性を調べるのに特に適した方法である．運動
性はNMRパラメータのうちの緩和時間が適しており，緩
和時間を用いた糖鎖のダイナミクス研究も報告例が多数
存在する 13, 38, 39）．一方で，糖鎖の立体構造を調べるため
には，立体構造を規定するためのNMRパラメータとして
NOE（核オーバーハウザー効果）と 3Jカップリング定数が
あげられるが，糖鎖は水素の密度が少ないこともあり，こ
の二つだけでは不十分な場合が多い．そのため，追加で立
体構造を規定するようなパラメータが必要になり，RDC
（残余双極子カップリング）やPCS（擬コンタクトシフト）
などを利用した糖鎖のコンホメーション解析が進んでい
る 40）．特に多分岐糖鎖において，PCSなどを利用すること
により，各分枝に由来する信号を区別して議論できるよう
になったことは大きなブレークスルーである 41‒43）．筆者ら
も糖鎖のコンホメーションを解析するための新たなNMR

パラメータとして，糖残基間の 1H-13C異核NOEやグリコ
シド酸素をセレンに置換したセレン含有糖鎖における 77Se
カップリング定数の利用 44）などを検討している．セレン
に由来するNMR信号は化学シフトの範囲が広く，かつレ
クチンとの結合を鋭敏に反映するため（図5），生体溶液
中（血清中など）での相互作用の特異的検出など今後の応
用が期待される 45）．

5. 今後の課題と展望

糖鎖の立体構造からその機能を理解する「糖鎖構造生物
学」は，これからより普及していく必要がある．主役はタ
ンパク質であることは間違いないが，その機能調節をドラ
スティックに行っているのは脇役の糖鎖である．受容体の
機能を糖鎖に着目すると，新しい側面が見えてくることも
ある．そのためには，糖鎖を対象とした構造生物学的手法
の開発が必要であり，一つの方法だけではなく，計算化学
的手法も含めた複数の手法の組合わせが必要になる．今後
異分野のますますの連携が必要になる．また新しい技術開
発は新しい知見をもたらすのが常であり，構造生物学分野
のさらなる技術開発も必要である．糖鎖の立体構造・運動
性・相互作用をより理解することができれば，医薬品の開
発につながることも期待される．いままでにない視点から
のアプローチも可能になるため，筆者も医薬品の開発にお
いて「糖鎖構造生物学分野」から貢献することを意識して
いる．
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