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研究成果の概要（和文）：本研究は、ピルビン酸含有糖鎖の生物界における分布とその構造の特徴 、さらに本
酸性糖鎖の生理的役割について明らかにすることを目的としている。申請者は、分裂酵母糖鎖へのピルビン酸を
転移する酵素Pvg1の立体構造および酵素化学的特性を明らかにしてきた。そこで分裂酵母Pvg1と相同性の高い遺
伝子をデータベースから検索したところ、分裂酵母4種だけでなく、糸状菌や海洋生物などに広く存在すること
がわかった。ホモログ遺伝子の活性について、分裂酵母を用いて解析を行ったところ、分裂酵母４種全てに活性
は認められたが、他のホモログ遺伝子では基質特異性やピルビン酸の付加様式が異なっていることが強く示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Negatively-charged glycans, which are formed by the addition of negatively 
charged groups at the non-reducing terminus of the extracellular glycans, are known to play critical
 roles in cell-cell communication through negative charges and structural specificities. In the 
fission yeast S. pombe, pyruvylated β1,3-linked Gal (PvGal) caps are found to be attached at the 
terminal α1,2-linked Gal residues. A BLAST search of gene databases in Schizosaccharomyces 
identified genes homologous to pvg1 encoding pyruvyltransferase of S. pombe. These genes, when 
expressed in an S. pombe pvg1delta strains, led to the pyruvylation of non-reducing terminal β
-linked Gal, indicating the biosynthetic pathway of PvGal-containing oligosaccharides is highly 
conserved in fission yeasts.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の細胞表層は糖鎖で覆われており、その糖鎖構造が細胞間の認識や細胞形態の維持に重要である。分裂酵母
の細胞表層糖鎖には、酸性糖鎖としてピルビン酸化ガラクトース(PvGal)が存在する。PvGalは原核生物では普遍
的に存在するが真核生物ではほとんど解析が行われていない。分裂酵母は最も研究が行わている
Schizosaccharomyces pombe以外に３種知られている。分裂酵母４種の糖鎖構造を比較した結果、特徴的な構造
の違いはあるがPvGal含有糖鎖の構造は保存されていることがわかった。さらに糸状菌などの遺伝子比較から
PvGal含有糖鎖は予想以上に広く真核生物に存在する可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
分裂酵母 Schizosaccharomyces pombeは、他の酵母と同様に主に多糖からなる細胞壁に覆われて
いる。分裂酵母の細胞壁構成成分としてガラクトピラノースが存在することは古くから知られ
ていたが、機能については全く不明であった。そこで我々は、分裂酵母のガラクトース鎖がどの
ような機能を果たしているかを明らかにするため、ガラクトース欠損変異株の取得を試みた。そ
の結果、gms1変異株というガラクトースを完全に欠失した変異株の取得に成功した(BBRC, 232, 
121-125, 1997)。分裂酵母 gms1遺伝子はゴルジ体にガラクトース転移酵素の基質である UDP-ガ
ラクトースを供給する新奇糖ヌクレオチド輸送体をコードしており、本遺伝子の欠損により細
胞形態の異常や細胞表層糖鎖の厚みが減少することを見いだした。分裂酵母のガラクトース欠
損 gms1株は細胞形態異常や胞子形成欠損など、様々な表現型を示したが生育には必須ではない
ことがわかった(Yeast, 18, 903-914, 2001)。さらに我々は、細胞が構成的に凝集する変異株(gsf1)を
取得し、その凝集はガラクトースで阻害されることから、分裂酵母の非性的凝集はガラクトース
を介して行われていることを明らかにした(J. Bacteriol. 181, 1356-1359, 1999)。このように分裂酵
母は細胞間のコミュニケーションにガラクトースを利用していることがわかり、分裂酵母が他
の酵母の糖鎖成分には存在しないガラクトースを持つ優位性を明らかにすることができた。分
裂酵母ゲノム中には他にも複数のガラクトース転移酵素遺伝子が存在しており、さらに申請者
らは、分裂酵母ゲノムから糖転移酵素遺伝子を網羅的に検索して、３つの α1,3-ガラクトース転
移酵素遺伝子を新たに同定することができた(Ohashi et al. J. Biol. Chem. 287, 38866-38875, 2012)。
以上のように我々は、分裂酵母のガラクトース鎖の生合成機構と役割については明らかにする
ことができた。 
 出芽酵母の細胞表層糖鎖には、マンノースがリン酸化されたマンノース 6-リン酸が存在して、
細胞表層に負電荷を与えている。一方、分裂酵母 S. pombe の細胞表層糖鎖には、ガラクトース
にピルビン酸が付加したピルビン酸化ガラクトース(PvGal)が存在する。しかし S. pombeにおけ
る糖鎖へのピルビン酸化の役割などは不明であった。そこで S. pombe の推定ピルビン酸転移酵
素である pvg1遺伝子を大腸菌で発現・精製して、酵素反応を行ったところ、単独のタンパク質
でピルビン酸転移活性を示すことを初めて明らかにした(Yoritsune et al. FEBS Lett. 587, 917-921, 
2013)。さらに出芽酵母の凝集素 FLO1 と相同性の高い遺伝子が分裂酵母ゲノム中に見いだせな
かったことから、分裂酵母の細胞間認識に重要である、細胞表層に局在するガラクトース認識レ
クチン様遺伝子の同定も全く行われていなかった。そこで我々は、凝集株で特異的に発現してい
る遺伝子についてマイクロアレイ解析により検索を行い、gsf2遺伝子産物が分裂酵母の非性的凝
集素であることを明らかにした(Matsuzawa et al. Mol. Microbiol. 82, 1531-1544, 2011)。以上のよう
に、S. pombeにおけるピルビン酸化付加機構と PvGalの生理的役割の一部を明らかにすることが
できた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまで全く明らかにされていない、ピルビン酸含有糖鎖の生物界における分布とそ
の構造の特徴、さらに本酸性糖鎖の生理的役割について明らかにすることを目的としている。
我々は、分裂酵母糖タンパク質糖鎖へのピルビン酸を転移する酵素 Pvg1の立体構造と酵素化学
的特性を明らかにしてきた(Higuchi et al. Sci. Rep. 6:26349, 2016)。本研究を通して、分裂酵母はピ
ルビン酸含有糖鎖を細胞間認識などに利用していることがわかってきた。そこで糖鎖へのピル
ビン酸付加の鍵酵素であるピルビン酸転移酵素の配列比較解析と、細胞表層多糖および糖鎖の
構造解析や結合タンパク質の同定などを組み合わせることで、バクテリアから高等生物までの
ピルビン酸含有糖鎖の生物界における分布を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
本申請研究では、分裂酵母野生株に ARC039株(h- ura4-C190T leu1-32)および ARC001株 (h- leu1-
32)を用いた。分裂酵母の培養には栄養培地として YES 培地、最小培地として MM 培地を用い
た。分裂酵母の形質添加は簡易形質転換法(Morita and Takegawa, Yeast, 21, 613-617, 2004) で行っ
た。分裂酵母遺伝子の破壊は ura4 カセットマーカーを用いて相同組換えにより行った。 
 
４．研究成果 
（１） 分裂酵母のピルビン酸化ガラクトース含有糖鎖を分解する酵素の同定と構造解析 
分裂酵母 Schizosaccharomyces pombeの N-結合型糖鎖には、酸性糖鎖として非還元末端のガラク
トースにピルビン酸が付加されたピルビン酸化ガラクトース(PvGal)が存在する。分裂酵母にお
いて PvGal の生合成に関与する遺伝子については報告されているが、分裂酵母の PvGal 代謝機
構や、PvGal 含有糖鎖を分解する酵素に関する報告はこれまで全くない。そこで本研究では、土
壌細菌の中から分裂酵母の PvGal 含有糖鎖を分解する酵素の探索を行い、その諸性質について
解析を行った。酵素検索用の基質として、pNP-β-Galから分裂酵母のピルビン酸転移酵素 Pvg1p
によりpNP-β-PvGalを合成した。各地から採取した土壌サンプルの培養液を粗酵素液としてpNP-
β-PvGal と反応させたところ、最終的にグラム陽性 1細菌の菌体破砕液に pNP-β-PvGalから pNP
を遊離する酵素活性を確認した。16S rRNA 配列解析の結果、本菌は Bacillus cereus と近縁であ
ることがわかった。この菌体破砕液を用いて諸性質を調べたところ、本菌の粗酵素液は pNP-β-
PvGal分解活性を示すが、微弱な pNP-β-Gal分解活性も有していた。次に、酵素反応液を薄層ク



ロマトグラフィーで解析したところ、本菌の酵素は pNP-β-PvGalを pNPと PvGalとに分解する
新奇な酵素であることが強く示唆された。さらに、本菌
の全ゲノム配列の解読を試みた。全推定ORFの中から、
糖質加水分解酵素と推定される遺伝子について、大腸
菌で発現させて pNP-β-PvGal 分解酵素遺伝子を同定す
ることができた。 
本酵素は GH (Glycoside Hydrolase)2 ファミリーに属す
る酵素で、至適 pHは 7.5であった。また pNP-β-PvGal
以外に、pNP-β-D-Glcや pNP-β-D-Xylなども分解するこ
とがわかった。さらに本精製酵素は pNP-β-PvGal だけ
でなく、分裂酵母の生菌体からも PvGal を遊離するこ
とを明らかにした。次に本酵素の特異性をさらに解析
するため、X 線構造解析を試みた。その結果、2.45Åの
解像度で構造決定をすることができた。さらに基質で
ある pNP-β-PvGal との再結晶解析および点変異体の活
性測定解析の結果、PvGal 遊離活性に重要な複数のアミ
ノ酸残基を同定することができた(図 1)。本酵素と相同
性の高い遺伝子は、複数のバクテリアのゲノムに存在
することがわかったが、分裂酵母ゲノムには存在せず、
分裂酵母が PvGal 含有糖鎖をどのように代謝するのかに  図 1 Bacillus 属細菌由来 PvGal 遊離 
ついては、明らかにすることができなかった。     酵素の立体構造 

 
 
（２）フコース含有 N-結合型糖鎖を遊離する新規エンドグリコシダーゼの同定と構造解析 
糖鎖の中で N-結合型糖鎖はタンパク質の Asn（アスパラギン）残基に結合した糖鎖である。我々
は、分裂酵母のピルビン酸転移酵素である Pvg1タンパクに変異を与え、これまで合成されたこ
とのない、N−結合型糖鎖にピルビン酸が付加された糖鎖を合成することに成功した(Higuchi et al. 
Sci. Rep. 6:26349, 2016)。そこで、ピルビン酸含有 N−結合型糖鎖の応用として、バイオ医薬品に
この糖鎖を付加して、その生物活性などがシアル酸含有 N-結合型糖鎖とどのように異なってい
るか解析することにした。その糖鎖付加にエンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ(ENGase)に
よる糖鎖変換技術を利用することを考えた。ENGase はコア部分のキトビオース(GlcNAc-β1,4-
GlcNAc)の結合を切断して N-結合型糖鎖のエンド型に遊離する酵素である。ENGaseは糖鎖を切
り離すだけでなく、糖転移活性を付与した変異体と活性化した修飾糖鎖を用いることにより高
い収率で糖鎖を「すげかえる」ことができるため、抗体などの糖タンパク質の糖鎖を均一化する
ことができるため注目されている。バイオ医薬品は現在、CHO 細胞などの高等動物由来の細胞
で主に生産されている。しかし、哺乳動物においてはしばしばそのコア部分にフコースが結合し
ており、これまで報告されている ENGase では、フコース含有 N-結合型糖鎖を遊離することが
困難である。そこで我々はフコース含有 N-結合型糖鎖を遊離可能な新たな基質特異性を有する
ENGaseの検索を行った。その結果、土壌から分離された Sphingobacterium 属グラム陰性細菌が
ENGase酵素活性を有していることを見出した(Endo-SB)。基質特異性解析の結果、本酵素はこれ
まで報告されている ENGaseと比較して、特異的にフコース含有糖鎖の遊離活性が高いことがわ
かった。データベースを検索したところ、Endo-SBと相同性の高い酵素は冬虫夏草の１種である
サナギタケ(Cordyceps militaris)ゲノムにも存在することがわかった(Endo-CoM)。そこでさらに基
質特異性の解析を行うために、Endo-CoMの結晶構造解析を行った。アポ状態（分解能 1.75 Å）、
フコース(Fuc)結合状態（分
解能 1.80 Å）、Fuc-GlcNAc結
合状態（分解能 2.10 Å）、Fuc-
GlcNAc-Asn結合状態（分解
能 2.35 Å）の立体構造を決定
することに成功した（図 2）。
立体構造解析の結果、Endo-
CoM がコアフコースを特異
的に認識して切断する分子
機構の詳細が明らかになっ
た。ENGaseにより糖鎖が均
一化された抗体は機能向上
することが認められている
ため、本研究により明らかに 
なった ENGaseのコアフコー  図２ 冬虫夏草由来 Endo-CoMの全体の立体構造（左）と糖鎖 
ス認識機構は、バイオ医薬品     糖鎖ののフコース残基がどのように配置しているかを 
の品質管理に向けた、今後の     拡大した（右） 
タンパク質工学による機能向 
上の基盤になると期待される。 



本申請期間内には実施できなかったが、ピルビン酸含有 N-結合型糖鎖を付加したバイオ医薬品
糖タンパク質の生物活性の解析を現在進めている。 
 
（３）分裂酵母 4 種の細胞表層糖鎖の構造比較解析 
分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe の細胞表層糖鎖に存在するガラクトースは、S. pombe の細
胞間認識機構に重要な役割を果たしている。S. pombe糖鎖のガラクトース残基には、酸性基とし
てピルビン酸が付加しており、糖鎖末端のピルビン酸がガラクトースを介した非性的凝集を抑
制することで、細胞間の認識に重要な役割を果たすことを当研究室にて明らかにしている。 
ピルビン酸含有糖鎖は原核生物に普遍的に見られるが、真核生物においてはほとんど報告がな
く、海洋性海綿動物 (Microciona prolifera) の PvGal 残基が、同種細胞間の凝集過程に重要である
という報告がなされているのみである。そこで本申請研究では、真核生物界におけるピルビン酸
含有糖鎖の分布、および生合成機構の解明、さらに本酸性糖鎖の生理的意義の解明を目指した。 
分裂酵母 S. pombeにおいて、細胞表層にピルビン酸が付加されない変異株が Trimbleらにより取
得され、4 つの pvg 遺伝子が同定された(1)。その中で、Pvg1 はゴルジ体においてホスホエノー
ルピルビン酸を基質とするピルビン酸転移酵素であることを我々は明らかにした(Yoritsune et al. 
FEBS Lett. 587, 917-921, 2013)。また、Pvg2, 3, 5は Pv転移反応に必要な、β1.3結合でのガラクト
ース付加に関与することが構造解析から報告されているが、詳しい生合成機構については明ら
かになっていない。Pvg2と Pvg5に関しては、既知のタンパク質との高い相同性は見られなかっ
たものの、S. pombe 以外の３つの Schizosaccharomyces 属酵母ゲノムにもホモログ遺伝子が存在
することがわかった。そこで、これら 4つの遺伝子の発現を RT-PCRにより確認したところ、い
ずれの種においても構成的な発現が確認された。この結果から Schizosaccharomyces 属内で Pv 含
有糖鎖の生合成機構が保存されていることが予想されたため、N-結合型糖鎖を抽出し、構造解析
を行った。NMR 解析他の結果から、Schizosaccharomyces 属 4 種の細胞表層糖鎖には全てピルビ
ン酸が付加されていることが明らかになった。さらに、S. pombe 以外の Schizosaccharomyces 属
酵母が持つ Pvg1 ホモログを S. pombeΔpvg1で発現させた結果、ピルビン酸化レベルが回復した。
以上の結果から、S. pombe以外の Schizosaccharomyces 属酵母についても、Pvg1 ホモログは糖鎖
末端のガラクトース残基への付加反応に関与することがわかった。HPLCを用いたさらに詳細な
構造解析から、分裂酵母 4 種の糖鎖構造は全体的には類似した構造を有しているが、ピルビン酸
が付加するための還元末端付近は明確な相違点があることを明らかにできた(図３)。今後、これ
らの糖鎖構造の違いが、分裂酵母同士の細胞間認識機構に影響を与えるのか解析を行っていく
予定である。 

 
 
図３ 4 種類の分裂酵母の
O-結合型糖鎖（左）と N-結
合型糖鎖（右）の相違点の
まとめ 
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