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遊離N型糖鎖（FNG）̶その存在と多様な生成，分解機構

鈴木 匡

アスパラギン結合（N）型糖鎖はタンパク質の最も重要な翻訳後修飾の一つであり，タンパ
ク質のフォールディングや細胞内／細胞外のタンパク質の局在，生理活性などに重要な役
割を果たす例が数多く知られている．最近N型糖鎖およびその前駆体（ドリコール結合型
糖鎖）から遊離される，構造上N型糖鎖と類似性を持つ遊離の糖鎖（遊離N型糖鎖，free N-
glycan：FNG）がさまざまな生物種で生成することが示されてきている．その生成機構は単
一でなく，生物種によっても大きく異なる．本稿では遊離N型糖鎖の生成，代謝機構につ
いて，主に出芽酵母と哺乳動物における研究について最新の知見を紹介したい．

1. はじめに

タンパク質のアスパラギン結合（N）型糖鎖はいまや真核
細胞にとどまらず，すべての生物界（細菌，古細菌を含
め）にみられる最も普遍的な翻訳後修飾の一つである 1）．
N型糖鎖はタンパク質の可溶性，熱安定性といった物理化
学的性質に大きな影響を与えるほか，タンパク質の局在性
や生理活性など，生理学的性質を制御する例も数多く知ら
れている 2, 3）．真核生物におけるN型糖鎖の生合成機構は，
出芽酵母や哺乳動物細胞についてはその分子機構のほとん
どが明らかにされている 4, 5）．一方その分解機構について
は，実はこの“ポストゲノム”と称される現代においても未
解明の問題が数多く残されているのが実状である．たとえ
ば哺乳動物においては，リソソームにおける代謝機構はリ
ソソーム蓄積病との関連で古くからよく解析されており，
その詳細も明らかにされている 6‒9）．一方で，リソソーム
以外におけるN型糖鎖あるいは関連分子の代謝機構につい
ては，最近までその存在すらあまり知られていなかったと
いっても過言ではない．
筆者は学部学生として井上康男先生の研究室（東京大学

理学部生物化学科）に在籍中，細胞質画分にN型糖鎖を根

元から切断する脱離酵素であるペプチド：N-グリカナーゼ
（PNGase）活性を発見した 10）．この研究の歴史的経緯につ
いては他稿に譲る 11‒13）．
細胞質PNGaseが変性糖タンパク質に作用することに
よって，細胞質に遊離N型糖鎖（free N-glycan：FNG）が
生成する（図1）．一方FNGはPNGaseに依存しない生成経
路も複数存在する．本稿では主に出芽酵母と哺乳動物にお
けるFNGの生成，代謝機構について最新の知見を紹介し
たい 5, 14）．それ以外の生物種におけるFNG研究の現状につ
いては下記の総説を参考にされたい 5, 15‒18）．

2. FNG̶その構造上の特徴

FNGは，N型糖鎖を持つ糖タンパク質あるいはその生合
成のドナー基質であるドリコール二リン酸上の糖鎖から
遊離され，脂質やタンパク質と結合せず構造上N型糖鎖と
共通する特徴を持つ糖鎖の総称である．真核細胞のFNG
は還元末端の構造上，以下の三つに大別される．（1） Gn2
型FNG：還元末端にN型糖鎖と同様N,N´-ジアセチルキト
ビオース（GlcNAcβ1-4GlcNAc）構造を保持したFNGであ
る（図1A）．Gn2型FNGは糖タンパク質からPNGaseの作
用によって生じるか，もしくはN型糖鎖のドナー基質であ
るドリコール結合型糖鎖（dolichol-linked oligosaccharide：
DLO），あるいはリン酸化FNGの加水分解によって生じ
る．（2） Gn1型FNG：還元末端がN,N´-ジアセチルキトビ
オースでなく，GlcNAc 1残基となっている糖鎖である
（図1B）．このFNGは糖タンパク質，あるいはDLOから直
接エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ（ENGase）が
作用するか，あるいはGn2型FNGからENGase，あるいは
リソソームにおけるキトビアーゼの活性によって生じる．
ENGaseとキトビアーゼは同じグリコシド結合を切断する
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が，後者は還元末端がGlcNAcの糖鎖にのみ反応する 19）．
したがって，キトビアーゼは還元末端から作用するエキ
ソグリコシダーゼ，とみなすことができる．（3）リン酸化
FNG：Gn2型FNGの還元末端にリン酸基が結合したFNG
である（図1C）．リン酸化FNGはDol-PP-OS（ドリコール
二リン酸オリゴ糖）に作用するピロホスファターゼの活性

によって生じると考えられている．
哺乳動物細胞ではこの三つの構造上の特徴を持つFNG

が生成するのに対し，出芽酵母では今のところGn2型
FNGのみ観察されている．出芽酵母，および哺乳動物に
おいて現在までに明らかにされているFNGの生成，分解
機構の詳細についてはそれぞれ図2，図3に示した．以下

図2 出芽酵母の小胞体，および細胞質におけるFNGの生成，
分解機構 31, 32, 94, 96, 97）

（a）N型糖鎖の前駆体であるDLOは，まず細胞質側でドリコー
ルリン酸（Dol-P）を出発物質としてMan5GlcNAc2まで合成
される．（b）その後DLOは小胞体ルーメン側にフリップす
る．（c）ルーメン内でさらに糖鎖の伸長が行われ，最終的に
Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dolの14糖構造が作られる．（d）14糖構造
はオリゴ糖転移酵素（OST）の活性によってタンパク質のコン
センサス配列（Asn-Xaa-Ser/Thr, Xaa≠Pro）のAsn残基に転移
されるが，（e）その一部はOSTの加水分解反応によってGn2型
FNGを生成する．（f）ルーメン内のFNG, および糖タンパク質上
の糖鎖は小胞体グリコシダーゼの作用によってMan7‒9GlcNAc2

にプロセスされる（詳細な構造 31）は省略）．（g）変性糖タン
パク質は細胞質側に逆輸送され，（h）細胞質PNGaseの作用に
よってGn2型FNGが生成する．（i）ルーメン側のFNGは細胞
質側に（おそらく小胞体膜のオリゴ糖輸送体によって）放出
される．（j）細胞質に放出されたFNGはAms1の作用によって
Man1GlcNAc2にまで分解される．

図3 哺乳動物細胞の小胞体，および細胞質におけるFNGの生
成，分解機構 33, 44, 45, 53‒56, 84, 91）

（a）出芽酵母と同様のメカニズムで小胞体ルーメン側で合成さ
れたGlc3Man9GlcNAc2の一部がOSTの加水分解活性の作用を受
け，Gn2型FNGが生成し，（b）小胞体グリコシダーゼの作用を
受けてMan8‒9GlcNAc2を生成した後，（c）小胞体膜上のオリゴ糖
輸送体によって細胞質に輸送される．（d）Gn2型FNGはPNGase
の作用によっても生じる．（e）Gn2型FNGは細胞質ENGaseの作
用によってGn1型FNGに変換され，（f）Man2C1の作用によって
Man5GlcNAcにプロセスされる．この糖鎖のマンノース部分の
アイソマー構造はDLO上の生合成の中間体と同じである．（g）
哺乳動物細胞ではDLO-PP´aseの作用によりリン酸化FNGも生
成する（詳細な構造 55）は省略）．DLO-PP´aseの局在は不明だ
が，ほぼすべてのリン酸化FNGは細胞質に検出される．（h）リ
ン酸化FNGはホスファターゼの作用を受けてGn2型FNGにな
るか，（i）ENGaseの作用を受けてGn1型FNGを生成する．（j）最
終的にGn1型FNGはリソソーム膜上のオリゴ糖輸送体によっ
てリソソーム内に取り込まれ，（k）リソソーム内腔のグリコシ
ダーゼにより単糖にまで分解される．

図1 FNGのさまざまな生成反応の例
（A）Gn2型FNGの生成．（上）PNGaseによる糖タンパク質からの生成，（下）オリゴ糖転移酵素（OST）によるDLO
からの生成．番号は文中で用いる残基番号を表す．（B）Gn1型FNGの生成．（上）ENGaseによる糖タンパク質から
の生成，（下）Gn2型FNGに対するENGaseもしくはキトビアーゼの作用による生成．（C）リン酸化FNGの生成．ド
リコール結合型糖鎖：ピロホスファターゼ（DLO-PP´ase）の作用による生成．
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の章では個々の反応について概説する．

3. 小胞体におけるGn2型FNGの生成

真核細胞の分泌経路を通るタンパク質のほとんどは，小
胞体においてN型糖鎖の修飾を受ける．N型糖鎖の付加
反応はオリゴ糖転移酵素（oligosaccharyltransferase：OST）
と呼ばれる酵素複合体によって担われ，そのドナー基質
は出芽酵母，および哺乳動物ではドリコール二リン酸上
に合成された14糖（Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol）からなる
（図2）3, 4, 20）．その14糖はOSTの活性によってタンパク質
上のN型糖鎖付加部位（Asn-Xaa-Ser/Thr, Xaa≠Pro）のAsn
残基に転移される 4, 20）．OSTの活性サブユニットはStt3と
いうタンパク質で，哺乳動物ではSTT3AとBという2種
類のサブユニットが存在する 21）．Stt3は真核細胞だけで
なく細菌（PglB）や古細菌（AglB）にもオルソログが観
察されている 22, 23）．興味深いことに，真核細胞の中でも
Trypanosoma bruceiやLeishmania majorなどの原生動物で
は，ゲノム上にOSTの他のサブユニットは見いだされず，
代わりに複数のSTT3パラログを持つ 24‒26）．
これまで哺乳動物細胞の膜（小胞体）画分からGn2型

FNGが生成する現象は広く知られていた 27‒29）．これらの
FNGは膜の内腔で生じることが示されており 28, 29），その
遊離反応はOSTによって行われることが示唆されてきた
が 29, 30），最近まで実験的な証拠は得られていなかった．
我々は小胞体内のFNGの生成機構を調べるため，ま

ず出芽酵母を用いて実験を行った 31）．出芽酵母の細胞質
PNGase （PNG1）を欠損した酵母はFNGの95％以上が消
失するが，ごく微量FNGが生じる 32）．このFNGの量を
OST関連の変異株で測定したところ，そのFNG生成量と
OST活性（タンパク質への糖転移活性）には正の相関が
観察された 31）．さらに，OST酵素複合体を精製し，ドナー
基質であるGlc3Man9GlcNAc2-PP-Dolと反応させたところ，
Glc3Man9GlcNAc2が生成し，OSTの加水分解活性が生化学
的に初めて示された 31）．この加水分解反応は糖転移反応
のアクセプター基質（Nα-アセチル-Asn-Tyr-Thr）の存在下
では抑制されることから，OSTの糖転移反応と加水分解反
応は共通の基質（DLO）に競合的に作用することが示唆さ
れた 31）．
我々は哺乳動物においても小胞体におけるFNG生成反
応の解析を行っている．驚いたことに，細胞質における糖
タンパク質の脱糖鎖酵素であるPNGase, ENGaseをコード
する遺伝子（Ngly1, Engase）の二重破壊株においても細胞
内のFNGの総量はほとんど変化がなかった 33）．このこと
は，FNGの95％以上が細胞質PNGaseの活性によって作ら
れる，という出芽酵母とは対照的であり，FNGの生成機
構は生物種によって大きく異なることがわかる（ちなみに
出芽酵母にはENGaseは存在しない 34））．細胞膜透過処理
をした細胞を用いて，このFNGは小胞体内腔で生じるこ
とが示された 33）．出芽酵母と同様，このFNG生成活性は

OSTのアクセプター基質の存在下で抑制されることから，
哺乳動物細胞においてもOSTがDol-PP-OSの加水分解反応
を担っている可能性が強く示唆された 33）．

Stt3オルソログの加水分解反応は細菌であるCampylo-
bacter jejuniでも観察されており，OST酵素に広くみられ
る反応のようである．C. jejuniにおいて，OSTのFNG生成
活性は浸透圧の調整に重要な役割を果たしていると考えら
れている 35）．興味深いことに，出芽酵母においてOSTの
加水分解活性はOST活性の約1/100程度の効率であるのに
対し，哺乳動物細胞のOSTの加水分解活性はOST活性の
約1/3程度と見積もられる 31, 36）．このことから哺乳動物細
胞においてOSTの加水分解活性が格段に増強されている
ことがわかる．この生物学的意義は不明だが，これらの活
性は細胞内のマンノース6-リン酸（M6P）によって制御さ
れていることが示唆されている 30, 37, 38）．細胞内のM6P量
は小胞体ストレスや単純ヘルペスウイルスの感染によっ
ても上昇する 37）．GaoとLehrmanは，このM6Pに依存した
Dol-PP-OSの加水分解活性はウイルス感染に対する防御反
応として進化的に獲得されてきたのではないか，という仮
説を提唱している 38）．
ごく最近，細胞質のDNaseの一種であるTREX1タンパ

ク質がOSTと結合することによってOSTの加水分解反応
を抑制している，という興味深い結果が示されている 39）．
これらはDNase活性には依存しないTREX1の生理活性で
あり，OSTと結合できないTREX1の変異体が自己免疫疾
患発症の原因となることから，このTREX1によるOSTの
活性制御の重要性が示唆されている 39）．

4. 小胞体から細胞質へのGn2型FNGの輸送

小胞体におけるGn2型FNGの機能の詳細はいまだ不明
である．小胞体においてN型糖鎖はタンパク質のフォール
ディング状態をモニターする“タグ”としてさまざまな役
割を果たしていることが知られている 40‒43）．したがって，
FNGが小胞体に過剰に蓄積すると，その糖鎖依存的な品
質管理機構を阻害することが容易に想像される．実際小胞
体の内腔でOSTの加水分解によって生成したFNGは，出
芽酵母においても哺乳動物細胞においても通常細胞質に
放出される 31, 44‒47）．哺乳動物細胞においては，ATP依存的
にFNGが細胞質に輸送されることから，特異的な輸送体
の存在が強く示唆されている 44‒47）．一方で，同様の輸送体
が出芽酵母に存在するかどうかは不明である．輸送され
る際の主要な糖鎖構造は哺乳動物ではMan8-9GlcNAc2であ
り 45, 46），一方出芽酵母ではMan7-9GlcNAc2である 31）．哺乳
動物においては，α-グルコースを持つ糖鎖は輸送体のいい
基質にならないようである 45, 47）．これらは細胞質に輸送さ
れる代わりに分泌経路でゴルジ体に運ばれ，エンド-α-マ
ンノシダーゼの活性を受け 48, 49），その後非還元末端にシア
ル酸を持つような複合型の糖鎖構造にまでプロセスされた
後，細胞外に分泌されるようである 50）．最近血清中にシ
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アル酸を持つFNGが存在することが知られているが（後
述），同様のメカニズムによって細胞外に分泌されている
可能性が考えられる．

5. ドリコール結合型糖鎖‒ピロホスファターゼによる
リン酸化FNGの遊離

DLOからのFNGは，OSTによる加水分解の他，ドリ
コール結合型糖鎖：ピロホスファターゼ（DLO-PP´ase）
によっても生じる 27, 51‒55）．DLO-PP´aseの活性はヒト肝
臓 54），マウス肝臓 56）の他，出芽酵母にも検出されてい
る 57）．一方で，リン酸化FNGの存在は出芽酵母ではまだ
実験的に示されていない．

DLO-PP´aseをコードする遺伝子はまだ同定されておら
ず，その生理機能の詳細は不明である．Pericら，および
VluegelsらはDLO-PP´aseの反応産物であるリン酸化FNG
がさまざまな1型先天性糖鎖形成不全症患者由来の細胞で
蓄積していることを見いだしている 53, 54）．一方我々は最
近，グルコース飢餓培地で哺乳動物細胞を培養する際，ド
リコール糖鎖の生合成の中間体は一過的に生成するもの
の，ほとんど検出されなくなることを明らかにした 55）．詳
細な解析の結果，そのDLOの消失はDLO-PP´aseの活性に
よるものであることが判明した 55）．グルコース飢餓はN型
糖鎖の付加反応を低下させる 58‒63）．これらの結果を考え合
わせると，グルコース飢餓状態の細胞ではDLO-PP´aseの
働きによってDLOの生合成中間体を蓄積させないことで，
不完全な糖鎖がタンパク質に転移することを防いでいる可
能性が考えられる．すなわち，DLO-PP´aseの反応はDLO
の品質管理機構として機能している可能性が示された 55）．
興味深いことに，グルコース飢餓時に遊離してくる主要

なリン酸化FNGはMan2GlcNAc2-Pである．Man2GlcNAc2-
DolはALG2 （asparagine-linked glycosylation2）によって合

成されるが，本酵素は二つ目と三つ目のManを転移する
二重の機能を持ったα-マンノース転移酵素である（図4）．
このことから，ALG2の二つ目の反応がDLO合成の律速と
なって，GDP-Manの枯渇状態ではMan2GlcNAc2-Pが蓄積
しやすい状態が作り出されているのかもしれない．今後
ALG2の酵素学的解析が待たれるところである．

DLOはMan5GlcNAc2までが細胞質側で，その後はルー
メン側で合成される（図2）．一方，通常検出されるリン
酸化FNG（Man0-7GlcNAc2-P）はほぼ細胞質で検出され
る 53‒55）．細胞質側を向いているDLO （Man0-5GlcNAc2-PP-
Dol）とルーメン側を向いているDLO （Man6/7GlcNAc2-PP-
Dol）は別々のDLO-PP´aseの作用を受けるのか，または
DLOのフリッピングによって共通のDLO-PP´aseの作用を
受けるのかは，今後明らかにされるべき問題である．い
ずれにしても完全長のリン酸化DLO （Glc3Man9GlcNAc2-P）
はさまざまなグリコシダーゼ阻害剤存在下でも観察されな
いので 53, 55），DLO-PP´aseの作用を受けない仕組みが存在
すると考えられる．

6. 細胞質におけるFNGの生成：二つの脱N型糖鎖，
PNGaseとENGase

FNGはDLOからだけでなく，糖タンパク質の分解から
も生じる．小胞体ではタンパク質のホメオスタシスや品質
管理が行われており，機能的なフォールディングをとれな
いタンパク質は異常タンパク質として小胞体の内腔から
細胞質に放出され，その後プロテアソームの活性で分解さ
れる．この分解機構は小胞体関連分解（endoplasmic reticu-

図4 GDP-Manの濃度によるDLOの生合成調節仮説 55）

（左）通常のグルコース濃度では十分な（GDP-Manをはじめと
する）ドナー基質が供給されるため，ALG2の反応を含めた
DLOの生合成は滞りなく進行する．（右）一方グルコース飢餓状
態ではGDP-Manの濃度も低下する．Man2GlcNAc2-Pが蓄積す
るリン酸化糖鎖の主要なフォームであることを考えると，二重
の反応を担うALG2の2段階目の反応がGDP-Manの濃度の“セ
ンサー”として機能し，十分なGDP-Manが供給されないときは
ALG2の2段階目の反応が抑制されることが予想される．その
際，DLO-PP´aseが蓄積した中間体（主にMan2GlcNAc2構造を
持つDLO）からリン酸化FNGを遊離し，中間体の蓄積を抑え
ることで不完全な構造の糖鎖がタンパク質に転移されることを
防いでいる，と考えられる．

図5 NGLY1欠損症の病態に関する“N-GlcNAc仮説”74）

（上）正常な状態では，細胞質に逆輸送された変性糖タンパク質
はPNGaseの作用を優先的に受け，糖鎖脱離を受けたタンパク
質はプロテアソームの分解を受ける一方，遊離したGn2型FNG
は細胞質のENGase/Man2C1のプロセシングを受ける．（下）
NGLY1欠損症のようにPNGaseの活性が低下すると，変性糖タ
ンパク質の一部が直接ENGaseの作用を受け，その反応産物と
してN-GlcNAcタンパク質が生じる．Ngly1の欠損細胞で観察
されるERADの遅延がNgly1 Engaseの二重欠損細胞では正常に
回復することから，ENGaseの作用によるN-GlcNAcタンパク
質の過剰な生成がNGLY1欠損症の病態発現に何らかの影響を
及ぼす可能性がある．具体的には毒性を持つ凝集体の形成の
他，細胞質・核における重要なタンパク質修飾であるSer/Thr
のGlcNAc修飾（O-GlcNAc修飾）の機能を何らかの形で阻害し
ている可能性も考えられる．
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lum-associated degradation：ERAD）と呼ばれ，出芽酵母か
ら哺乳動物細胞に至るまで高度に保存されている 64, 65）．細
胞質PNGaseはERADの過程で細胞質に放出された糖タン
パク質のN型糖鎖を脱離する酵素である．本酵素の機能の
詳細については別稿に譲る 8, 11‒13, 66‒69）．
細胞質PNGase/Ngly1のERADにおける重要性は最近ま

でほとんど不明なままであった．なぜなら，出芽酵母にお
いてpng1欠損株はほとんど表現型を示さず，また哺乳動
物細胞においてもこれまで調べられた範囲で，発現を抑制
したり酵素活性を阻害したりしても，モデルERAD基質の
分解の効率にはほとんど影響がなかったからである 70‒73）．
一方，最近我々は植物由来の毒素タンパク質，リシンA鎖
の無毒化変異体（RTAΔm）を哺乳動物細胞に発現させた
ところ，Ngly1-ノックアウト（KO）マウス由来の胚繊維
芽細胞でその分解が著しく遅延することを見いだした 74）．
興味深いことに，Ngly1-KO細胞においてもRTAΔmのN型
糖鎖は脱離されており，その反応は細胞質のもう一つのN
型糖鎖脱離酵素，ENGaseによって行われることが判明し
た 74）．ENGaseはこれまでGn2型FNGの代謝に関わると考
えられてきており，この結果は予想外のものであった．

ENGaseによる糖鎖脱離はタンパク質にGlcNAc 1残基を
残す（図5）．RTAΔmにおいてはENGaseの反応産物であ
るN-GlcNAcタンパク質が細胞内凝集体として蓄積し，結
果分解が遅れることが明らかとなった 74）．一方ENGaseと
Ngly1の両方を欠損した細胞では，驚いたことにRTAΔm
の分解は野生型由来の細胞とほぼ同等であった．この結果
は細胞質ENGaseが特にNgly1が機能不全の状況で糖タン
パク質に直接作用し，N-GlcNAcタンパク質を過剰に生成
することがNGLY1欠損症の病態発現に関わる可能性を示
唆している．ENGaseの糖タンパク質への反応性は基質に
よって異なる 74）．

N-GlcNAcタンパク質はこれまで哺乳動物細胞でもたび
たび観察されている 75‒78）．また植物では実際にN-GlcNAc
タンパク質が細胞質ENGaseの作用によって生成するこ
とが示されている 79）．したがってN-GlcNAcの生成自体
は正常細胞にも起こるであると考えられる．一方で，N-
GlcNAcが過剰に細胞質内に生成することで，一部のN-
GlcNAcタンパク質が細胞に何らかの悪影響をもたらす可
能性は十分に考えられる．たとえば上述のように毒性を持
つ凝集体を作る可能性の他，O-GlcNAcと構造上類似する
ことから，O-GlcNAcのシグナル経路に異常をもたらす可
能性も提唱されている（図5）74）．細胞質や核におけるタン
パク質のO-GlcNAc修飾はリン酸化と同様タンパク質の機
能や局在性を調節しうる重要な機能を持つ翻訳後修飾であ
る 80, 81）．

ENGaseは真核細胞に広く存在しているが，出芽酵母や
分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）にはその遺伝子オ
ルソログは存在しない 34）．またO-GlcNAc修飾も出芽酵母
には存在しない．最近ヒトのPNGase遺伝子（NGLY1）の
変異による遺伝病が発見された 69）．その症状は全身的な

発育不全，運動障害，四肢の筋力低下，肝機能障害，無涙
症など実に多岐にわたり，PNGaseの機能の重要性を如実
に物語っている．対照的に出芽酵母ではPNG1の欠損株は
顕著な表現型を示さない 82）．哺乳動物においてENGaseの
存在，およびO-GlcNAcシグナル経路の存在の有無が出芽
酵母とヒトにおけるPNGase欠損の表現型の差として現れ
ている可能性は十分に考えられる．いずれにしても将来
ENGaseの特異的な阻害剤が開発できれば，N-GlcNAcタン
パク質の生成を抑え，NGLY1欠損症に対する治療薬の有
力な候補となることが期待される．

7. 細胞質におけるFNGのプロセシング

由来がDLOであれ，糖タンパク質であれ，哺乳動物細
胞において細胞質に放出されたGn2型FNGはENGaseに
よってGn1型FNGに変換される 33, 83, 84）．その後細胞質α-
マンノシダーゼであるMan2C1によって特定のα-Man残
基（図1の残基番号8, 9, 11, 12）が切断される（図2）．
Man2C1はFNGの代謝に関わることが示されている 85‒88）．
細胞質α-マンノシダーゼはGn2型FNGに比べてGn1型
FNGをよい基質とする 89, 90）．実際Engaseを欠損したマ
ウス細胞で蓄積する主な糖鎖はMan8‒9GlcNAc2であり，
Man2C1が効率よく作用するためにはENGaseの作用が必
要であることが明らかとなった 33）．

ENGaseとMan2C1によって代謝された細胞質の糖鎖
（主にMan5GlcNAc, 図3）はリソソーム膜上に存在する
特異的な糖鎖輸送体によってリソソームに取り込まれ
る 91, 92）．リソソームに取り込まれたFNGは単糖まで分解
される．リソソーム膜上のオリゴ糖輸送体の詳細は不明で
ある．一方，細胞質中のFNGはオートファジーの誘導に
よっても減少することから，オートファジーはリソソーム
の輸送体非依存的なFNG代謝に関わりうる 93）．
ごく最近，我々は哺乳動物細胞においてリン酸化FNG

の代謝にはENGaseが関与していることを明らかにし
た 56）．Man4GlcNAc2-Pより大きいリン酸化FNGはEngase
欠損細胞において蓄積が観察される．このことから，
Man0‒3GlcNAc2-PはENGaseの基質特異性によりいい基質
とならず，α1‒2結合のMan（図1の残基番号5）が in vivo
における効率よいリン酸化FNGへの反応に必須であるこ
とが示された 56）．Man0‒3GlcNAc2-Pの代謝機構の詳細は
現在のところ不明である．また，リン酸化FNGに働くホ
スファターゼの存在も示唆されている 54）．このホスファ
ターゼについての詳細はまったく不明であり，少なくとも
我々はこの酵素が存在する積極的な実験的証拠は持ち合わ
せていない．
前述のように出芽酵母ではENGaseは存在せず，FNG

はもっぱらAms1という細胞質‒液胞α-マンノシダーゼに
よって分解される 31, 32, 94‒97）．Ams1による糖鎖分解は，定
常期や細胞壁ストレス（細胞壁の合成が阻害される状態）
において亢進し 31, 32, 95‒97），その最終産物はMan1GlcNAc2で
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ある 31, 32, 94, 96, 97）．Ams1は細胞質で合成され，小胞輸送を
介さずCvt経路（cytosol-to-vacuole経路）を用いて液胞に
運ばれるが，atg19変異株を用いてほとんどのAms1を細胞
質に局在させるとFNGの代謝は亢進される 31, 32）．すなわ
ちAms1は液胞よりも細胞質に存在する方がむしろFNG代
謝の効率が上がる，ということになる．したがって，こと
N型糖鎖の代謝に限っては，Ams1が液胞にターゲットさ
れる必要性は不明であり，細胞質が主な糖鎖代謝の場所と
して機能しているようである．

8. 哺乳動物のリソソームにおけるFNGの生成

これまでリソソームに依存しないFNGの代謝機構につ
いて述べてきたが，哺乳動物においては古くからリソソー
ムが糖鎖代謝の場であることが知られている 6‒8）．リソ
ソームではさまざまなグリコシダーゼが存在し，糖タンパ
ク質の分解においては非常に秩序だった分解が行われるこ
とが知られている（図6）．すなわち，（1）プロテアーゼに
よるタンパク質の分解，（2）α-フコシダーゼ（FucA1）によ
る作用に続き，（3） Aga（アスパルチルグルコサミニダー
ゼ）の作用によって，Asnと糖鎖の間が切断される．Aga
はPNGaseと同じくAsnとGlcNAcの間のアミド結合を切断
するが，PNGaseがペプチド部分にある程度の長さがある
ことがその反応に必須であるのに対し 98‒100），AgaはAsnの
NH2基，およびCOOH基がフリーになっていないと働か
ず，対照的な特異性を持っている 101）．Agaの作用を受け
て生じるFNGは，リソソームにおいてさまざまなグリコ
シダーゼの反応によって代謝される（図6）．これらのリ
ソソーム酵素に欠損があるといわゆるリソソーム蓄積病を
引き起こすことは広く知られている．リソソーム蓄積病に
おいては，細胞内，および尿中に大量のFNGが観察され
る 102‒112）．なお，キトビアーゼやMan2B2という酵素は哺
乳動物の種によって発現が確認できないものもあり，実際

それらの酵素に関してはこれまでのところ遺伝病は発見さ
れていない 113‒116）．リソソーム由来のさまざまなリソソー
ム酵素欠損動物で蓄積するFNGについては，ヒトやげっ
歯類では主にGn1型FNGがみられるのに対し，他の哺乳
動物（ネコ，ヒツジ，ヤギ，ウシ，ブタ）ではGn2型FNG
の蓄積が主に観察される 105, 117‒122）．一方で，これらの動物
も組織によってはGn1型FNGも主要なフォームとして生
成するようであり，その生成機構は不明である 123, 124）．少
なくともウシではキトビアーゼのオルソログは存在するも
のの，その発現量が非常に低いことがGn2型FNGを主に
蓄積していることの原因と考えられている 114）．

9. 哺乳動物の細胞質にみられる，シアル酸を持つFNG
（シアリルFNG）

最近高マンノース型の糖鎖の他に，シアル酸を持つよう
な複合型FNGの存在が哺乳動物で観察されている．たと
えば細胞内のシアリルFNGはマウス肝臓 125），がん細胞由
来培養細胞 126），オートファジー欠損細胞 93），およびさま
ざまながん組織で観察されている 127‒129）．これらのほとん
どはGn1型の糖鎖であり，リソソーム蓄積病であるシアリ
ドーシス（シアリダーゼ欠損症），あるいはガラクトシア
リドーシス（保護タンパク質／カプテシンA欠損症）で観
察されるFNGと類似の構造をとっている 102‒104, 108）．蓄積
した糖鎖は主に細胞質に蓄積しているようである 93, 125, 126）．
このことから，リソソームから何らかの理由で細胞内に蓄
積したシアリルFNGが細胞質に漏出している可能性が考
えられる．組織におけるシアリルFNGの存在はがん組織
に特異的に観察されたことから，細胞内のシアリルFNG
の蓄積は細胞がん化のマーカーになる可能性が提唱されて
いる 128, 129）．
我々はオートファジー欠損細胞において，リソソーム
上のシアル酸輸送体であるシアリンの発現を抑制すると，
オートファジーの欠損を誘導した際に細胞質のシアリル
FNGの蓄積が遅れることを見いだした 93）．さらにごく最
近，オートファジーの欠損の誘導に伴い，シアリンのタン
パク質のレベルが上昇していることが示された 130）．シア
リンの発現上昇がシアリルFNGの増加とどのような関連
があるのかは，今後明らかにされるべき問題である．
いずれにしてもこれらの結果を考え合わせると，哺乳動
物におけるFNGは図3に示すような高マンノース型糖鎖に
とどまらず，シアル酸を持つような複合型のFNGも存在
することは明らかである．一方このシアリルFNGを含め
た細胞内の複合型FNGの代謝機構はあまりよくわかって
いない．オートファジーの誘導によってシアリルFNGの
量は減少することから，オートファジーは少なくとも細胞
質シアリルFNGの代謝に関わりうる 93）．
我々は先に細胞質シアリダーゼ（NEU2）を発現する

ことで，シアリルFNGの分解が促進することを明らかに
した 126）．またごく最近，細胞質に存在するグリコシダー

図6 哺乳動物細胞のリソソームにおける糖タンパク質代謝と
FNGの生成 6, 7, 9）

エンドサイトーシスによってリソソームに運ばれた糖タンパ
ク質は，まずプロテアーゼの作用によってAsn 1残基まで分解
を受け，Asn-糖鎖を生成する．その後，複合型Asn-糖鎖はまず
FucA1の作用を受けた後，Agaの作用を受けてGn2型FNGが生
成する（高マンノース型糖鎖の場合はAgaがAsn-糖鎖に直接作
用する）．その後リソソーム内のGn2型FNGは種々のグリコシ
ダーゼの作用を受けて単糖にまで分解されるが，その過程でヒ
ト，げっ歯類などではキトビアーゼの作用を受けてGn1型FNG
を生成する．
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ゼであるGBA3をNEU2と共発現することによって，細
胞内シアリルFNGの代謝が劇的に促進することがわかっ
た 131）．GBA3は細胞質で働く基質特異性の広いβ-グリコ
シダーゼであるが，複合型FNGのβ-ガラクトシダーゼと
して働く証拠は得られなかった．一方でGBA3はNEU2と
物理的に相互作用し，NEU2を安定化させる 131）．したがっ
て，GBA3は少なくともNEU2を安定化することでシアリ
ルFNGの代謝に関与することが示された．

10. 細胞外シアリルFNG

リソソーム蓄積病でみられるシアリルFNGは，一般的
には細胞内（リソソーム・細胞質）の物質が死細胞から
漏出することによるものと考えられている 9）．一方，リソ
ソーム由来糖鎖とまったく構造上異なる特徴を持つシアリ
ルFNGが最近血清中に発見された 132）．これまでみてきた
リソソーム由来シアリルFNGはそのほとんどがGn1型で
ある（図7A）．一方血清中のシアリルFNGはGn2型であ
り（図7B），細胞内のGn1型糖鎖とまったく違う生成経路
を持つことが容易に想像される．

11. おわりに̶̶コダワリのススメ

以上，FNGの生成，プロセシング機構に関わる最新の
知見を概観してきた．あらためて明らかにすべきことの
多さに圧倒される思いである．しかし謎はこれだけでは
ない．何しろ糖鎖修飾のなかで最もよく研究されているN
型糖鎖でさえこの状態である．他の糖鎖（O型糖鎖，GPI，
糖脂質等）で非リソソーム型の代謝機構が存在するのかど
うかの検討は，まったく手つかずといってよい．ましてや
その重要性に思いを馳せることなど，ほとんど暴挙に近い
かもしれない．しかし，“何もわかっていない”という状況
が私にとってこれほどに魅力的に映るのは，歪んだ性格ゆ
えであろうか．
昨今は研究のツールが整ってきており，新たなプロジェ

クトに手を出すことが，容易とまではいかなくとも敷居

がだいぶ低くなった，と感じる．ある遺伝子に興味を持っ
たら，これまでの研究の蓄積がなくとも発現系からKO細
胞・マウスまで比較的短期間で手に入れることが不可能で
はない時代である．これまで以上に研究の“切り口”が重要
になってくるとともに，いわゆる“流行りの研究”に研究費
も研究人口も集中しやすい状況が生み出されている，とい
えるのかもしれない．“大事な研究”に研究を集中すること
自体は決して悪いことではないと思うが，反面研究者の間
で研究テーマに対する“こだわり”が薄れている危惧を感じ
るのは私だけではないであろう．
ある会議でうかがった中川真一さん（理化学研究所）の
発言が，今でも耳に残っている．“その研究分野を作り上
げた人は、絶対ねつ造なんかしないんですよ。たいていね
つ造する人は後追いでその分野に参加した人たちです”̶
私はその発言を詳細に検証する術を持たないが，けだし至
言と感じた．確かにその分野を大事に育ててきた研究者
は，たとえデータの解釈に対する誤りはありえても，決し
て恣意的にデータを操作したり不誠実にでっち上げたりは
しないであろう．コダワリ，もっといえばそのテーマに対
する“愛”が健全な研究の遂行には必須ではなかろうか．
私は幸いなことに，細胞質PNGaseとその機能の研究を

これまで一貫して続けることができた．この研究テーマに
注ぐ愛情は人後に落ちない自負がある．とまれ，振り返っ
てもし“重要な”研究テーマだけが許される世の中であれ
ば，酵素の遺伝子を見つけることも，NGLY1欠損症とい
うヒトの遺伝疾患に出会うこともなかったであろう．なに
せN型糖鎖の代謝といえばいまでも“リソソーム”というの
が大方の常識であるし，出芽酵母のpng1欠損株はなんら
重篤な表現型を示さないのだ．

PNGase/Ngly1が関与する“糖タンパク質の非リソソーム
代謝”機構は，まだ遺伝子さえ解明されていない分子が山
積，という状態であり，正直なところその“重要性”につい
て云々することも難しい研究分野であることは率直に認め
るところである．しかしその不明な分子の中から，“第2，
第3のNGLY1”が見つからないとはどうしていえようか？　
昨今（応用研究に比べその重要性がわかりにくい）基礎研
究をとりまく環境は決してバラ色ではないものの，私自身
は今後も“研究者としての知的好奇心”にしっかり軸足を据
えて，現在向き合っている疑問に“コダワって”研究を続け
ていけることを願っている（願えば叶うわけではないが，
願わないことには叶わない．世の理である．）．

謝辞
本研究は故井上康男先生の研究室にて与えられたテーマ
が発端であり，今の私があるのは多くの先生方の暖かい励
ましのお陰です．心より感謝申し上げます．また多くの共
同研究者の先生のご協力と，糖鎖代謝学研究チームの研究
を日ごろから支えてくれている研究室メンバーの熱意に心
より感謝いたします．

図7 哺乳動物に見いだされる複合型FNG
（A）マウスオートファジー欠損細胞の細胞質にみられる主要な
シアリルFNGの構造 93）．（B）ヒト血清にみられる主要なシアリ
ルFNGの構造 132）．
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