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微生物を活用した N型糖鎖代謝酵素の機能解明とその応用

京都大学大学院生命科学研究科 梅　川　碧　里

は じ め に
糖質は，細胞が ATP を生産する源となるとともに，タンパ

ク質や膜上において，多糖が連結した「糖鎖」として存在し，
細胞の構造維持や生体分子の機能に重要な役割を持つ．筆者は，

「糖鎖の代謝分解」に関わる種々の酵素の機能について，微生
物を活用して，分子・細胞レベルで明らかにするとともに，有
用物質生産に向けた応用展開を目指している．本研究では，タ
ンパク質のアスパラギン残基に結合する N-結合型（N型）糖鎖
の代謝分解に関わる微生物酵素の機能と活性に着目して行っ
た．
1.　微生物由来のエンドグリコシダーゼを用いた新規糖タン
パク質調整法の開発
バイオ医薬品として用いられるタンパク質の多くは，糖鎖の

付加した糖タンパク質であり，糖鎖の有無や微細な構造の違い
によりその機能や生理活性は大きく異なる．とりわけ，N型糖
鎖末端にシアル酸が付加したヒト型のシアロ複合型糖鎖は，多
くのサイトカインの生理活性に重要である．抗貧血薬として用
いられるエリスロポエチンは，3本の N型糖鎖を持つ糖タンパ
ク質であるが，末端のシアル酸が欠如すると血中半減期が減少
し，生理活性を殆ど示さない．そのため，特定の糖鎖を有する
均一な糖タンパク質を効率的に調製する手法が必要となる．筆
者らは，微生物由来の N型糖鎖代謝酵素が有する特異的な糖
転移付加機能を飛躍的に向上させ，ヒト型糖鎖を有する糖タン
パク質を簡便かつ高収率で生産する手法を開発した．

本研究で着目する，糸状菌由来のエンドグリコシダーゼ（En-
do-M）の特徴は，シアロ複合型糖鎖を含む N型糖鎖に幅広く
作用してオリゴ糖を切り出し，加水分解するだけでなく，1残
基の GlcNAc が付加したポリペプチドに N型糖鎖のオリゴ糖
を転移付加する糖転移活性を有することである．しかし， En-
do-M は，本来の糖加水分解活性が強く，糖転移生成物は直ち
に加水分解されごく微量しか得られないことが，タンパク質に
糖鎖付加するツールとして活用するための問題であった．

筆者らは，先ず，Endo-M を遺伝子操作の容易な大腸菌で生
産させる系を構築し，Endo-M の部位特異的変異体を効率的に
作製することを可能にした．当時，ホモログ間で結晶構造は報
告されていなかったため，アミノ酸配列の相同性などから，活
性中心付近に位置することが予測された多種類のアミノ酸残基
の部位特異的変異体を網羅的に作製し，酵素学的解析を行っ
た．その結果，糖転移活性の初速度が野生型Endo-M の 2倍程
度まで上昇した変異体酵素Y217F を選抜し，目的の糖転移生
成物の最大収量を大幅に向上させることに成功した 1）．しか
し，やはり糖転移生成物は時間とともに加水分解され，長時間
反応させると消失した．そこで筆者は，「糖転移生成物を加水
分解しない変異体」を作製することを試みることとした．

多くの糖加水分解酵素は，酸/塩基触媒残基と求核触媒残基

の 2 つの触媒残基を有する．一方，Endo-M を含む一部の糖加
水分解酵素は，酸/塩基触媒残基のみを有し，基質の GlcNAc
の 2-アセトアミド基が求核基として機能することによって，環
状のオキサゾリン中間体構造が形成される．同メカニズムによ
り機能するキチナーゼや β-ヘキソサミニダーゼにおいては，活
性中心の Asp がオキサゾリン反応中間体形成に重要な鍵残基と
して機能することが立体構造解析から示されている．筆者は，
Endo-M のホモログ間では Asp の代わりに非酸性残基の Asn
が保存されていることに着目し，そのアラニン置換体（Endo-
M-N175A）を作製した．そして，Endo-M-N175A は，通常の
N型糖鎖に対する触媒活性を殆ど有さないが，オキサゾリン反
応中間体構造を有する糖オキサゾリンを化学合成して，供与体
基質として反応させることにより，糖転移生成物を生成するこ
とを見出した 1）．N型糖鎖に対する触媒活性を失った Endo-M-
N175A は，生成した糖転移生成物を加水分解することなく蓄
積できることが判明した．バクテリアのホモログである Endo-
A において，対応する変異体を作製した結果，同様の結果が
確認された 2）．これらの結果は，Endo-M のホモログ間では，
イレギュラーな Asn がオキサゾリン中間体形成の鍵残基とし
て機能することを示唆している．

筆者らは，Endo-M の Asn-175 を他の全てのアミノ酸に置換し
た変異体を作製し，グルタミン残基に置換した Endo-M-N175Q
が，糖オキサゾリンに対する糖転移活性が著しく高められた変
異体であることを見出した 3）．ヒト型のシアロ複合型糖鎖を，
野口らにより開発された簡便法4）を用いてオキサゾリン化し，
Endo-M-N175Q と反応させた結果，均一なヒト型糖鎖を有する
目的タンパク質が約80％の高収率で得られた 5）．また，本手法
を用いていくつかの生理活性ペプチドにシアロ複合型糖鎖を付
加した結果，生理活性を損なうことなく，プロテアーゼ抵抗性
を付与することができた 5）, 6）．

上記Endo-M-N175Q及び Y217F は，2011年に東京化成工業
より市販化され，タンパク質に N型糖鎖を付加するツールと
して利用されている．本研究で新たに開発した「エンド酵素の
アスパラギン変異体と糖オキサゾリンを用いて糖転移生成物を
蓄積させる」という手法は，いくつかのホモログ酵素にも適用
され，同様の変異体が創出されている．本研究において，エン
ドグリコシダーゼを活用してタンパク質に N型糖鎖を効率的
に付加する技術を確立することができたと考えている．
2.　酵母を用いた細胞内N型糖鎖代謝制御と栄養応答の機構
解明
生体内における細胞内代謝分解の機能はさまざまな環境変化

に応じて厳密に調節制御される．細胞内代謝の代表的な機構の
一つが，真核生物に保存された大規模分解経路「オートファジー」
である．オートファジーは，不要なタンパク質やオルガネラな
どのさまざまな細胞質成分を液胞（またはリソソーム）に膜輸
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送し分解するシステムである．オートファジーは，栄養飢餓時
に自己タンパク質を分解してアミノ酸を再利用する生理的意義
を持つと考えられているが，「オートファジーを介したリサイ
クル」に関する知見は乏しい．オートファジーの終着点である
液胞には，タンパク質のほか，種々の糖鎖も輸送され分解され
るが，実際にその栄養飢餓時における重要性を示した報告は殆
どない．本研究では，未解明な「オートファジーを介したリサ
イクル」の意義について，糖質代謝の視点から明らかにするこ
とを目的として，細胞外環境に応じて運命決定する真核モデル
生物である出芽酵母を用いて解析を行った．

先ず，オートファジーが強く誘導される栄養飢餓条件下で，
細胞内糖代謝分解が誘導されるのかを明らかにするため，酵母
の細胞内に豊富に存在する高マンノース型の N型糖鎖の代謝分
解を担う α-マンノシダーゼ（Ams1）の細胞内活性の変化に着目
した．それまで，Ams1 は恒常的に細胞質遊離糖鎖を代謝する
と考えられてきたが，筆者らは，Ams1 の細胞内活性は富栄養
条件下では非常に微弱であり，アミノ酸やグルコースなどの栄
養飢餓時に著しく上昇することを明らかにした 7）．Ams1 は栄
養応答に重要な TORC1 キナーゼおよび ProteinkinaseA により
下方制御され，飢餓に応じてストレス応答性転写因子Msn2/4
により転写誘導されることを明らかにした．加えて，オート
ファジーにより液胞に輸送されプロテアーゼ依存的プロセシン
グを受けることで翻訳後レベルでも活性化されることを明らか
にした．これらの結果から，Ams1 を介した細胞内マンノシド
糖鎖の代謝は，オートファジーと連動して栄養飢餓時に重要な
生理的意義を持つことが考えられる．

また筆者らは，Ams1 の細胞内活性が栄養シグナルに応じて
変動することを利用して，細胞外からの栄養伝達に関わる新規
の膜機能分子Ecm33 を同定している 8）．Ecm33 の欠損株では，
富栄養条件下においても細胞内が飢餓状態にシフトしており，
TORC1 が不活化することで，オートファジーが亢進した．
Ecm33 は，細胞表層において，細胞外グルコースの効率的な
取り込みに関与し，栄養増殖時における活発な ATP生産と細
胞増殖を促す生理機能を担うことが示唆された．

本研究によって，細胞外炭素源の飢餓に端を発し，最終的に
細胞内糖鎖の代謝分解に至るまでのシグナル伝達経路に関わる
新たな分子および分子機構の解明に貢献できたと考えている．
今後は，糖タンパク質糖鎖の「分解経路」の重要性と新たな意
義を明らかにしていきたい．また，同定した細胞外糖質の資化
代謝に関わる遺伝子を改変し，細胞外糖質から効率的にエタ
ノール生産できる酵母の創製にも応用展開したい．	
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