
石川県立大学・生物資源環境学部・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３３０３

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

均一な糖鎖を持つバイオ医薬品の微生物酵素を用いた革新的生産技術

Innovative technique for production of biomedicines with uniform sugar chains by
 use of microbial enzymes

７０１０９０４９研究者番号：

山本　憲二（Yamamoto, Kenji）

研究期間：

１６Ｋ０７６９８

年 月 日現在  元   ６ １５

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：バイオ医薬品である糖タンパク質のヒト由来インターフェロン-γおよびインターロ
イキン-3について、合成DNAを用いてPichia酵母による組換え糖タンパク質の発現に成功した。得られた組換え
糖タンパク質の糖鎖にEndo-Hを作用して高マンノース型糖鎖を切断遊離し、これを受容体としてヒト型糖鎖のシ
アロ複合型糖鎖を糸状菌のエンドグリコシダーゼ（Endo-M）の変異酵素の糖転移活性を活用して付加し、糖鎖の
リモデリングを行ってヒトに適応したバイオ医薬品の創製を試みたが、目的の生成物は少量しか得られなかっ
た。そこで、糖転移反応の効率化を図るためにEndo-Mの分子サイズの縮小化を試みたが、成功しなかった。

研究成果の概要（英文）：As the results of this work, we succeeded in the gene cloning and expression
 of glycoproteins such as human Interferon-gamma and Interloikin-3 which are known as the 
biomedicine, by use of Pichia yeast as a host. The recombinant glycoproteins obtained were treated 
with Endo-H to release their high-mannose type sugar chains. Thereafter the addition of human 
compatible sialo-complex type sugar chains of glycopeptides derived from hen egg yolk to these sugar
 chain-depleted proteins was carried out using the transglycosylation activity of the mutant enzyme 
of mold endoglycosidase (Endo-M) and the exchange (remodeling) of sugar chain was performed. It was 
intended to create human compatible biomedicines. However we could obtain only a little amount of 
the purposed products. Then in order to effectively act to the substrate, the minimization of the 
size of Endo-M was attempted, but it did not succeed.

研究分野： 応用微生物学、糖鎖科学

キーワード： バイオ医薬品　糖鎖　エンドグリコシダーゼ　糖転移反応　リモデリング　インターフェロン-γ　イン
ターロイキン-３　Pichia pastoris

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオ医薬品の多くは動物細胞を用いて調製されているが、多量生産が困難であり、糖タンパク質であるために
タンパク質は同一であっても薬効に影響を与える糖鎖の構造が不均一である故に同じ医薬品でも糖鎖構造の違い
によって薬効に差が生じる。本研究の成果によって、多量生産できる微生物の酵母を用いてヒト由来サイトカイ
ンなどのバイオ医薬品の多量調製が可能であることが明らかになった事実は今後のバイオ医薬品の製造に有用な
意義を持つ。さらに本研究では充分な成果を得ることができなかったが、本研究が微生物の酵素を用いたリモデ
リング法によって均一な糖鎖をもつバイオ医薬品を多量調製する技術開発に示唆を与えた学術的意義は大きい。



１．研究開始当初の背景 

ヒトインスリンやヒト成長ホルモンなど1980年代から本格的な開発が行われ、第一世代バイ

オ医薬品と呼ばれている医薬品の多くが特許切れを迎えるために、これら先発品と同等の薬効

と安全性を保持したバイオ後続品の開発が注目されている。大部分のバイオ医薬品は糖タンパ

ク質であるために、その開発において糖鎖部分に対する注目は大きく、開発戦略の大きな柱が

糖鎖部分の改変にある。糖タンパク質の糖鎖は生物活性の発現や調節のみならず、生体内動

態、免疫学的性質、安定性、溶解性などに影響を及ぼすことが知られているが、その構造は多

様であり、ミクロな不均一性が糖タンパク質の性質の多様性を生じさせる。とりわけ、バイオ

医薬品の糖鎖についてはその薬効や安定性の面で極めて重要である。しかし、近年上市されて

いるバイオ医薬品はチャイニーズハムスターなどの動物細胞を利用して調製されている糖タン

パク質で、動物細胞による発現系ではヒトに適合しない、ヒトに対して強い抗原性を有する糖

鎖の出現のリスクも大きく、バイオ医薬品の生産系としては未だ問題を含んでいる。バイオ後

続品に求められる最も重要な点は一定の規格内の品質が保証されることであり、同じ遺伝子配

列を用いて製造したバイオ医薬品であったとしても糖鎖構造の均一性が重要なカギになる。そ

こで、バイオテクノロジーの技術を用いた翻訳後修飾の糖鎖の付加や改変の技術の確立が非常

に重要な課題となる。 

２．研究の目的 

バイオ医薬品である糖タンパク質のヒト由来サイトカインを組換え酵母で発現させ、得られ

た酵母型の糖鎖を有する糖タンパク質を糸状菌のエンドグリコシダーゼ（Endo-M）の糖転移活

性を用いてヒト型糖鎖へリモデリングすることにより、ヒトに適応したバイオ医薬品を多量生

成する方法を開発することを目的とする。 

３．研究の方法 

バイオ医薬品であるヒト由来のサイトカイン（IFN-γ、IL-3）のアミノ酸配列から酵母発現

用に塩基配列を最適化した遺伝子の合成を外注し、この合成DNAをpUC57に挿入したプラス

ミドを大腸菌DH5に形質転換し、得られた組換え大腸菌をLB培地で培養した後、PCRによっ

て遺伝子を増幅した。次に、目的タンパク質を菌体外に発現させるために-FactorをN-末端側

に、His-tagをC-末端側に付加するように設計した酵母用ベクターpPICZAをSacI処理した

後、この遺伝子をInfusion法で導入し、次いでメタノール資化性酵母Pichia pastoris KM71株

へエレクトロポレーション法により形質転換した。この形質転換株をグリセロール含有培地で

30℃にてOD600が1.0になるまで培養後、メタノール含有培地に移し替えて目的タンパク質の発

現を誘導した。発現した組換え糖タンパク質にStreptomyces plicatus由来のEndo-Hを作用し

て高マンノース型糖鎖を切断遊離し、N-アセチルグルコサミン一残基のみが結合したタンパク

質を得て、MALDI-TOF-MS分析により確認した。これを受容体とし、ヒト型糖鎖であるシア

ロ複合型糖鎖を有する鶏卵黄由来のシアロ糖ペプチドを糖鎖供与体としてEndo-M-N175Q変異

酵素の糖転移活性によりシアロ糖鎖の転移付加を試み、シアロ糖鎖に特異的なSNAレクチン

（ニワトコ樹皮由来）を用いたLectin blottingで目的生成物を調べた。 



Endo-Mのサイズの縮小化には完全長のEndo-MからC末端を部分的に削除した組換えEndo-Mを作

成した。すなわち、削除された部分をコードするコドンから逆向きに2つのプライマーを設計

し、またHisタグをコードする領域から順方向にプライマーを設計して、これらのプライマーを

用いて全長Endo-Mを含むpET23dベクターを鋳型としてPCRを行い、得られた断片をそれぞれセル

フライゲーションして、deletion mutantのコンストラクトを作成した。 

４．研究成果 

(1) 酵母 Ogatae minuta で発現したヒト IgGの糖鎖のリモデリング 

 先ず、産業技術総合研究所の千葉靖典博士より提供を受けた酵母 Ogatae minuta で発現した

バイオ医薬品であるヒト免疫グロブリン G（IgG）の組換え糖タンパク質の糖鎖のリモデリング

を試みた。すなわち、メタノール資化性酵母 Ogatae minuta の α-1,6 マンノース転移酵素遺伝

子が破壊され、かつプロテアーゼが欠損された変異株を宿主として発現した組換えヒト IgG の

糖鎖について、酵母が有する特有の高マンノース型糖鎖からヒトの糖タンパク質に多く存在す

る複合型糖鎖への挿げ替えを試みた。ヒト IgGは軽鎖と重鎖から構成されており、重鎖の Fc 領

域に 2本の N-結合型糖鎖が存在している。先ず、組換えヒト IgGに Endo-Hを作用させて結合し

ている高マンノース型糖鎖を一残基の N-アセチルグルコサミン残基を残して遊離除去した後、

シアロ複合型二本鎖糖鎖のオキサゾリン型化合物を供与体として、グライコシンターゼ様の変

異酵素 Endo-M-N175Q によって糖転移反応を行った。SDS 電気泳動により分析後、ヒト IgG に対

する抗体を用いて Western blotting をしたところ、シアロ複合型糖鎖を有する IgG の生成を見

出した。また、シアル酸に特異的な SNAレクチン（ニワトコ樹皮由来）によるブロッティングに

よっても確認した。この結果は、酵母により発現された組換えバイオ医薬品をヒトに適応したバ

イオ医薬品に変換できる可能性を示したものである。 

(2) ヒト由来インターフェロン-γの酵母による発現と糖鎖のリモデリング 

次に、バイオ医薬品であるヒト由来のサイトカインを酵母で発現させ、得られた組換え糖タ

ンパク質について、ヒト型糖

鎖へのリモデリングを試み

た。ヒト由来インターフェロ

ン-γ（IFN-γ）のアミノ酸配

列から酵母発現用に塩基配列

を最適化して外注した合成DNA

をpUC57に挿入したプラスミド

を大腸菌DH5αに形質転換し、

培養後に抽出したDNAを鋳型と

してPCRによりIFN-γ遺伝子を

増幅した。次に、目的タンパ

ク質を菌体外に発現させるためにα-FactorをN-末端側に、His-tagをC-末端側に付加するよう

に設計した酵母用ベクターpPICZαAに、この遺伝子をInfusion法で導入し（図１）、SacI処理
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図１．酵母Pichia pastoris を宿主としたヒトIFN-γの遺伝子発現



した後、Pichia pastoris KM71株へエレクトロポレーシ

ョン法により形質転換した。形質転換株をメタノール含

有培地で培養して、IFN-γの発現誘導に成功した（図

２）。 

そこで、発現した組換えIFN-γにEndo-Hを作用して高マ

ンノース型糖鎖を切断遊離し、一残基のN-アセチルグル

コサミンを含んだIFN-γを得て、MALDI-TOF-MS分析によ

り確認した。これを受容体とし、シアロ複合型糖鎖を有

する糖ペプチドを供与体としてEndo-M-N175Q変異酵素の

糖転移活性によりシアロ糖鎖の転移付加を試みてシアロ

糖鎖に特異的なSNAレクチンを用いたLectin blottingで糖鎖のリモデリングを調べた。しか

し、N-アセチルグルコサミン残基を有するIFN-γに対するEndo-MのN175Q変異酵素の糖転移付加

反応はほとんど進行せず、目的のヒト型糖鎖を有するIFN-γを得ることはできなかった。 

(3) ヒト由来インターロイキン-3の酵母による発現と糖鎖のリモデリング 

そこで、ターゲットとするバイオ医薬品を変更し、サイトカインのモデル糖タンパク質とし

て骨髄幹細胞を刺激するインターロイキン-3（IL-3）について、

酵母由来のIL-3のヒト型糖鎖へのリモデリングを試みた。先ず、

ヒトIFN-γと同様にIL-3のアミノ酸配列から酵母発現用に塩基配

列を最適化して外注した合成DNAをpUC57に挿入したプラスミドを

大腸菌DH5αに形質転換し、培養後に抽出したDNAを鋳型として

PCRによりIL-3遺伝子を増幅し、上記の酵母用ベクターpPICZαA

に、この遺伝子をInfusion法で導入し、SacI処理した後、Pichia 

pastoris KM71株へエレクトロポレーション法により形質転換し

た。得られた形質転換株をメタノール含有培地で培養して、IL-3

の発現誘導に成功した（図３）。発現した組換えIL-3に

Endo-Hを作用して高マンノース型糖鎖を切断遊離し、一残

基のN-アセチルグルコサミンを含有したIL-3を得て、MALDI-TOF-MS分析により確認した。これ

を受容体とし、ヒト型糖鎖であるシアロ複合型糖鎖を有する糖ペプチドを供与体としてEndo-M-

N175Q変異酵素の糖転移活性によりシアロ糖鎖の転移付加を試みてシアロ糖鎖に特異的なSNAレ

クチンを用いたLectin blottingで糖鎖のリモデリングを調べたが、目的のヒト型糖鎖を有する

IL-3を得ることはできなかった。この結果はEndo-Mの分子サイズが大きいために目的の糖タ

ンパク質の糖鎖の作用部位に接することができないためと考えた。 

(4) Endo-Mの分子サイズの縮小化 

Endo-M の分子サイズを縮小するために C 末端より削除した組換え Endo-M を作成して受容

体基質である一残基の N-アセチルグルコサミンを有する糖タンパク質に作用し易くすることを

企てた。すなわち、Endo-M の C 末端側の塩基配列の 1734 番目までを削除した変異酵素と 1638
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番目まで削除した変異酵素を作成した。すなわち、外注した合成 DNA プライマーを pET23d に

挿入したプラスミドを大腸菌 DH5に形質転換して培養した後、PCR によって Endo-M の

deletion mutant の遺伝子を増幅した。次に、この遺伝子を導入し発現した Endo-M 変異酵素に

ついて、BugBuster を用いて精製した。精製した変異酵素について、高マンノース型糖鎖を有

する RNaseB を基質として酵素活性を調べたところ、元の Endo-M については活性が見られた

が、いずれの変異酵素も活性を示さなかった。 
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