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研究成果の概要（和文）：タンパク質の糖修飾はリン酸化などと並び重要な共有結合性の化学修飾である。一般
的にはアスパラギン残基やセリン・スレオニン残基の側鎖への糖付加が知られているが、近年、システイン残基
側鎖チオール基へのS-結合型糖付加が報告された。本研究では、化学的・生物学的安定性の高いS-結合型糖修飾
のメカニズムを詳細に解明することを目的として、細菌由来のペプチド性抗生物質生合成酵素であるS-結合型糖
転移酵素に着目し、その構造解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Protein glycosylation is one of the most common post-translational 
modifications. N-linked and O-linked glycosylation are the most abundant types, in which sugar is 
attached to the side chain of asparagine and serine/threonine residues, respectively. In addition, 
S-linked glycosylation on cysteine residues has been recently known. In this study, a bacterial 
S-linked glycosyltransferase involved in biosynthesis of a peptide antibiotic was focused on for the
 purpose of understanding the reaction mechanism of S-glycosylation by the glycosyltransferase, and 
the crystal structure of the enzyme was successfully determined.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、S-結合型糖転移酵素の立体構造が明らかとなり、他の糖転移酵素とは異なる構造的特徴も見出さ
れた。S-結合型糖は、構造的に類似したO-結合型糖よりも加水分解されにくいという特徴があるため、本研究成
果により得られた知見をもとに、ペプチド性抗生物質へのS-結合型糖付加による新規抗生物質の開発や、チオー
ル含有化合物への糖付加による物性変化といった研究に資するS-結合型糖転移酵素の酵素改変へと繋がることが
期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の翻訳後修飾の一種である糖修飾（グリコシル化）は、リン酸化やアセチル化など
とともに重要な共有結合性の化学修飾である。タンパク質への糖付加により、適切なフォールデ
ィングを促進したり、タンパク質自身の安定性を上昇させたり、活性を調節したりすることが可
能となる。タンパク質中への糖修飾として、アスパラギン残基側鎖への N-結合型、セリンやス
レオニン残基側鎖への O-結合型が一般的であるが、細菌由来のペプチド性抗生物質（バクテリ
オシン）等においては、システイン残基側鎖への S-結合型グリコシル化も知られている。 
バクテリオシンにおける S-結合型糖修飾は、特定の糖転移酵素のはたらきによるものであり、

Bacillus subtilis 168由来の Sublancin 168では SunSタンパク質、Lactobacillus plantarum 
KW30由来の Glycrocin Fでは GccAタンパク質によって担われている。Bacillus thuringiensis 
serovar andalousiensis BGSC 4AW1由来の Thurandacin（図 1）においては、Cys28および
Ser19へのグリコシル化が報告されており、その S-結合型および O-結合型糖修飾を担うのは、
糖転移酵素 ThuS タンパク質である。これらバクテリオシン生合成系の S-結合型糖転移酵素は
いずれも glycosyltransferase family 2（GT2）に属すると考えられている。また、同ファミリー
の糖転移酵素と同様に、UDP--D-glucose などの糖ヌクレオチドから基質ペプチドへの糖転移
反応を触媒するが、一般的な糖転移酵素とのアミノ酸配列の相同性は高くない。これまでに S-
結合型糖転移酵素の三次元構造は報告されておらず、反応に関わるアミノ酸残基の情報を含め、
酵素の反応機構の詳細についても明らかになっていない。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、バクテリオシン生合成に関与し、S-結合型糖転移反応を触媒する新奇糖転移酵素
ThuSを対象として、糖転移酵素の基質結合や基質選択性に関わる構造基盤を解析し、化学的・
生物学的安定性の高い S-結合型糖修飾の反応機構の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 GST-タンパク質を融合させた状態および His-タグを付加させた状態での ThuSタンパク質を
大腸菌で大量発現させるための条件を検討し、手法を確立した。得られた大腸菌は超音波破砕し、
アフィニティークロマトグラフィーおよびゲル濾過クロマトグラフィーによって、高純度で
ThuSタンパク質を精製することに成功した。この精製標品を用いて、結晶化条件のスクリーニ
ングと円偏光二色性スペクトル測定、予備的な X 線小角散乱測定を行った。また、得られた結
晶については、放射光施設 Photon Factoryにおける X線回折実験に供した。この他、調製した
ThuSタンパク質の糖転移活性を確認するためのアッセイ系も構築した。 
 
 
４．研究成果 
円偏光二色性スペクトル測定の結果、ThuSタンパク質は αヘリックスに富んだ構造を持つこ
とが明らかとなった。また、予備的な X 線小角散乱測定からは ThuS タンパク質が複数のドメ
インで構成されていることが示唆された。結晶化条件スクリーニングによって得られた単結晶
について放射光施設 Photon Factory で X 線回折実験を行った結果、最高で 2.7 Å分解能の回
折強度データを取得することができた。位相決定のため、重原子誘導体を調製して回折強度デー
タを収集し、異常分散効果を利用した重原子同型置換法により、初期位相を決定した。その後、
2.71 Å分解能で構造精密化した。構造解析の結果、モデルが構築できたのは ThuSタンパク質
の C 末ドメインに相当する領域のみであった。その理由として、結晶化の過程で ThuS タンパ
ク質が切断・分解された可能性が高いと考えた。しかし、この ThuS タンパク質の C 末ドメイ
ンの立体構造はこれまでに報告のない新規構造であった（図 2）。 

 
図 1．ペプチド性抗生物質 Thurandacinの構造 



その後、結晶化条件探索を進め、以前とは異なる条件で得られた結晶について、回折強度デー
タを収集した。先に決定した ThuSタンパク質の C末ドメインの立体構造および他の O-結合型
糖転移酵素の立体構造をモデル分子とした分子置換法により初期位相を決定し、1.92 Å 分解能
で構造精密化し、ThuSタンパク質全長の立体構造を決定した（図 3）。 

ThuS タンパク質は糖転移反応に重要な金属イオン結合部位を持つ N 末ドメインと、二量体
形成に重要な C 末ドメインから構成されていた。N 末ドメインは糖転移酵素に見られる GT-A 
foldをとっていた。また、N末端約 50残基は他の糖転移酵素には存在しないか、あるいはアミ
ノ酸配列が保存されていない領域であった。C末ドメインについて、他の糖転移酵素とアミノ酸
配列を比較すると、S-結合型糖転移酵素の間では保存性が比較的高いものの、O-結合型糖転移酵
素との有意な相同性は見出されなかった。C末ドメインの立体構造は、先に構造解析したドメイ
ン単独の構造と大きな変化はなく、複数の-ヘリックスで二量体境界面を形成していた。 
基質の一つである UDP--D-glucoseとの複合体構造解析から、ThuSタンパク質は、その N
末ドメインに触媒活性部位が存在することが予想された。しかしながら、精製タンパク質を用い
た in vitro 活性試験の結果、ThuS タンパク質の N 末ドメインだけでは基質ペプチドに対する
糖転移活性を持たないことも明らかとなった。すなわち、ThuSタンパク質の C末ドメインは単
に二量体形成を担っているだけでなく、酵素活性にも寄与することが示唆された。このことは、
S-結合型糖転移酵素の特徴であるかもしれない。 

本研究では、これまでに報告例のない、S-結合型糖転移酵素の立体構造を決定することに成功
した。既報の糖転移酵素とは異なる構造をとっていることが明らかとなったため、本研究成果か
ら S-結合型糖転移酵素の構造的特徴や S-結合型糖転移反応に関する知見が得られると考えられ
る。 

 
図 2．ThuSタンパク質の C末ドメインの結晶構造（二量体） 

 
図 3．ThuSタンパク質の結晶構造（二量体） 
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