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研究成果の概要（和文）：　特異的糖鎖遊離酵素エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ(エンド)の立体構造
を、X線結晶構造解析によって解明した。エンドHSは、異なるドメイン(D)I～Vから構成される新規マルチドメイ
ン構造をとり、D-I中の4アミノ酸残基が触媒部位を構成していた。
　また、P. melaninogenica由来エンドPMのアイソザイム、エンドPMαは、D-I～Vで構成され、D-Iは(α/β)8バ
レル、D-II～Vはβバレルであった。 D-I～IIIが活性領域を形成し、D-IVとVはそれぞれ糖鎖認識と菌体外膜移
行に関わると考えられた。低角X線散乱解析から、本酵素の溶液構造は結晶構造と異なると考えらえた。

研究成果の概要（英文）： Crystal structure of recombinant endo-β-N-acetylglucosaminidase(Endo) HS 
resolved with 1.95Åresolution was revealed to be a novel multi-domain structure composed of 5 
domains(D). The structure composed of D-I～III was similar to those of GHF85 enzymes, D-IV and V 
were characteristic of Endo HS. Four amino acid residues, N216, E218, Y252 and Y282 in D-I were 
revealed to compose catalytic site.  
 Crystal structure of recombinant Endo PMα, one of 3 isozymes of Endo PM from the isolate, 
Prevotella melaninogenica resolved with 2.1Å was composed of D-I～V from N-terminal. D-I was (α
/β)8 barrel of catalytic D, D-II～V were βbarrels of different from each other. The structure 
composed of D-I～III was similar to those of GHF85 enzymes, D-IV and V were likely to be responsible
 for oligosaccharide recognition and sorting Endo PM to outer membrane, respectively. Small angle 
X-ray scattering analysis indicated that the structure in solution was different from the crystal 
structure. 

研究分野： 酵素化学

キーワード： 生体認識配糖体　エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ　立体構造　ドメイン　マルチドメイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　新規特異的糖鎖遊離酵素エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ(エンド)HSの立体構造が世界に先駆けて解
明され、未知のドメインから構成される新規マルチドメイン構造が明らかとなった。既知糖鎖遊離酵素とは異な
り、4アミノ酸残基が触媒部位を構成し、新規触媒機構を提唱する発見であった。
　また、新分離菌P. melaninogenica 由来エンドPMのアイソザイム、エンドPMαの立体構造を初めて解明され
た。エンドPMαも未知ドメインで構成される新規マルチドメイン酵素で、各ドメインの構造上の特徴と機能が明
らかとなった。また、本酵素の立体構造は、溶液中と結晶中では異なることが明らかとなった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 糖タンパク質に結合しているアスパラギン結合（N）型糖鎖は多様な構造を示し、ハイマン
ノース型、ハイブリッド型、コンプレックス型に大別される。ヒトなどの高等動物に特徴的な
コンプレックス型糖鎖は、血液型や血中糖タンパク質の特定臓器移行などの生体認識能を示す
。このような糖鎖を導入すると、特異的生体認識機能を有す配糖体分子を創製できる。また、
抗体医薬品などのバイオ医薬品は、N-型糖鎖の構造によって薬効が著しく変化する。このため
、糖鎖構造の均一・最適化はバイオ医薬品の開発における共通した重要課題である。 
 
(2) エンド-β- N-アセチルグルコサミニダーゼ(エンド)は、N-型糖鎖をエンド的に加水分解
・遊離する。本申請者らが発見したエンド HS は、糖タンパク質から特異的に 2～4本鎖分岐コ
ンプレックス型糖鎖を遊離し、遊離糖鎖を様々な水酸基結合化合物に転移する。このため、本
酵素を用いて、コンプレックス型糖鎖の転移導入よる様々な生体認識配糖体の合成が可能とな
る。また、バイオ医薬品糖鎖の均一・最適化のための糖鎖組換えが可能となる。 
 
(3) 本申請者らは、エンド HSを用いて糖タンパク質の糖鎖をサリシンなどの生理活性物質に
導入した。また、有機溶媒が転移導入効率を向上することを明らかにした。しかし、転移導入
効率は 100%に達しない。グリコシド結合の切断に関わる触媒アミノ酸を置換し、水分子以外の
水酸基結合化合物でグリコシド結合を切るような糖鎖転移合成酵素に改変できれば、100％の糖
鎖導入転移が可能となる。ところが、本酵素の立体構造は未解明で、水分子や水酸基結合化合
物の認識あるいは糖鎖認識に関わるアミノ酸残基は不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究ではエンド HSの立体構造を明らかにし、その構造情報を基盤としで同酵素の触媒
部位と糖鎖認識部位の構造上の特徴を解明する。 
 
(2) 触媒部位のアミノ酸置換によって、糖鎖加水分解型から糖鎖転移合成型酵素へと機能変換
し、生体認識配糖体の生産への利用を目指す。 
 
(3) 抗体医薬品などのバイオ医薬品の糖鎖構造の均一・最適化への利用を目指し、糖鎖認識部
位の改変を通じて、様々な構造のアスパラギン結合型糖鎖を備えた生体認識配糖体合成用酵素
を創出する。 
 
３．研究の方法 
(1) エンド HS の精製 

エンド HS 遺伝子を挿入したベクターpET50ｂ(+)で大腸菌 BL21(DE3) 形質転換した。発現し
た組換えエンド HS を、硫安分画、疎水、イオン交換、ゲルろ過の各種カラムクロマトグラフ
ィーによって精製した。同大腸菌をセレノメチオニン(Se-Met)含有培地で培養し、発現したメ
チオニンを Se-Met に置換したエンド HS（Se-Metエンド HS）を、硫安分画、疎水、イオン交換
、ゲルろ過の各カラムクロマトグラフィーで精製した。 
 
(2) エンド HS の結晶化 

精製エンド HS と Se-Met エンド HS を用い、結晶化スクリーニングキットを利用したハンギ
ングドロップ蒸気拡散法で 20℃における結晶化条件を検討した。得られた条件をもとに、最適
結晶化条件を特定し、結晶を調製した。 
 
(3) X 線結晶構造解析によるエンド HS の立体構造解析 

得られたエンド HS の結晶を用いて、つくば高エネルギー加速器研究機構において X 線結晶
回析を測定した。測定は、Rigaku FR-X で行った。測定条件は、検出器 R-AXIS VII、波長
1.5418(CuKα) オングストローム、カメラ長 120 mm、露光時間 60 sec/image、振動角 0.50
°で合計 360枚のイメージデータを収集した。データ処理は、HKL2000 で行った。Se-Metエン
ド HS の X 線結晶構造解析はヨーロッパ放射光施設(SLS)で行った。測定は、SLS X065A で行っ
た。測定条件は、検出器 Pilatus NX、波長 0.98オングストローム、カメラ長 170 mm、振動角
0.50°で合計 720枚のイメージデータを収集した。データ処理は XDS で行った。また、単波長
異常散乱法（SAD 法）によって位相を決定した。 
 
(4)  エンド HS の触媒アミノ酸残基の機能検証 

エンド HSに保存されている、GHファミリー85（GHF85）に属するエンド-β-N-アセチルグル
コサミニダーゼの 3 つの触媒アミノ酸残基、N216 、E218、Y252 の置換体を作成し、これらの
活性を検証した。また、エンド HS に特有の Y282 の機能を同様に検証した。エンド HS 遺伝子



を挿入したベクターpET50ｂ(+)をテンペレートとして、塩基置換プライマーを用いたインバー
ス PCB によって部位特異的変異エンド HS 遺伝を挿入した pET50ｂ(+)を作成した。これを用い
て大腸菌 ECOS BL21(DE3)を形質転換し、アミノ酸置換エンド HS を発現した。ヒトトランスフ
ェッリンを基質としてアミノ酸置換エンド HS の糖鎖遊離活性を測定した。 
 
(5) エンド PMαの精製と結晶化 
Prevotella melaninogenica 由来エンド PM の 3 つのアイソザイムのうちエンド PMαの遺伝

子を挿入したベクターpET23a(+)で大腸菌 BL21(DE3)を形質転換した。発現した組換えエンド PM
αを、硫安分画、イオン交換およびゲルろ過カラムクロマトグラフィーで精製した。 

精製酵素を用い、結晶化スクリーニングキットを利用したハンギングドロップ蒸気拡散法で
20℃での結晶化条件を検討した。得られた条件から最適結晶化条件を特定し、結晶を調製した。 
 
(6)  X線結晶構造解析によるエンド PMαの立体構造解析 
エンドPMαの結晶を用いて、つくば高エネルギー加速器研究機構PF-BL17AにおいてX線結晶回

析を測定した。測定条件は、検出器ELGER X16M、波長0.98オングストローム、カメラ長288 ㎜、
振動角0.5°でイメージデータを収集した。データ処理はXDSを使用した。 
 
(7)  低角 X 線散乱解析によるエンド PMαの溶液中における立体構造解析 

つくば高エネルギー加速器研究機構において、ゲルろ過クロマトグラフィーカラムを用いた低
角X線散乱法（SEC-SAXS法）による測定を行った。測定条件は、Light source, PF BL-10C; Detector, 
PILATUS3 2M; Wavelength, 1.0オングストローム; Exposure time, 20 sec/image; Camera length 
(Vacuum chamber）, 2 m; Buffer solution,10 mM Na, K-PB pH 6.5であった。 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① エンド HSの精製 

SDS-PAGE で単一なエンド HS 標品を約 300mg 調製した。約 10mg/ml の溶液とし、結晶化に供
した。また、SDS-PAGEで単一な Se-Met エンド HS を約 100 mgを調製した。約 10mg/ml の溶液
とし、結晶化に供した。 
 
② エンド HSの結晶化 

3 種類の条件において結晶が生成した。これらの条件をもとに、沈澱剤組成・濃度、添加剤
および酵素濃度条件を検討し、最適結晶化条件を特定した。その結果、図 1-1 に示したように
板状単結晶を得た。本結晶は安定で、X 結晶回析に適していた。Se-Met エンド HS は複数の条
件下で結晶が生成した。これらの条件をもとに沈澱剤組成・濃度、添加剤および酵素濃度条件
を検討し、最適結晶化条件を特定した。その結果、図 1-2に示したように板状単結晶を得た。
本結晶は安定で、X 結晶回析に適していた。 
 
 
 
 
 
 
③ エンド HSの X 線結晶構造解析 

エンドHSの結晶を用いてX線結晶回析を測定し、空間群 
がP 2、格子定数がa =75.3 Å、b =72.2 Å、c =216.1Å、β=98.0°と決定して、分解能3.0 Å
でフルデータを収集した。 
また、Se-MetエンドHSの結晶を用いてX線結晶回析を測 

定し、空間群がP 212121、格子定数がa =71.7Å、 
b =135Å、c =237 Åと決定し、分解能1.95Åでフルデー 
タを収集した。また、単波長異常散乱法(SAD法)によっ 
て位相を決定した。 
これらのデータをもとに、図2に示したような立体構造を 

解明した。エンドHSは、N-末端側からI～Vの5つのドメイン 
(D)で構成されるマルチドメイン酵素であった。D-Iは 
(α/β)8バレル構造で、D-I～Vは、異なるβバレル構造で 
あった。D-I～IIIで構成される構造は、GHF85に属するエン 
ド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼと類似し、D-IVとV 
はエンドHSに特有であった。 
 

④ エンド HSの触媒アミノ酸残基の機能検証 
エンドHSの1アミノ酸置換体N216A、E218QおよびE218Aの各活性は、野生型酵素の1/1000以下で、

Y252Fは1/7、Y282Fでは1/50となった。2アミノ酸置換体N216A/Y252Fの活性は野生型酵素の

       
図 1-1. エンド HSの結晶   図 1-2. Se-Metエンド HS の結晶 
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図 2. エン HSの立体構造 
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1/10000以下であった。2アミノ酸置換体N216A/E218QとE218Q/Y252Fおよびと3アミノ酸置換
N216A/E218Q/Y252Fの活性は検出不可であった。他のGHF85酵素とは異なり、エンドHSの触媒部位
は、E218を中心にN216、E218、Y252、Y282の4アミノ酸残基で構成され、新規な触媒機構が存在
するものと考えられた。 
 
⑤ エンド PMαの精製と結晶化 

SDS-PAGE で単一なエンド PMα標品を約 200mg 調製した。 
約 10mg/ml の溶液とし、結晶化に供した。 

結晶化条件を検討し、重層薄板結晶が生成する条件を見出した。 
さらに条件を最適化し、図3に示したような板状単結晶を得た。 
本結晶は安定で、X結晶回析に適していた。 
 
⑥エンド PMαの X線結晶構造解析 
 エンドPMαの結晶を用いてX線結晶回析測定を行い、空間群がP212121、格子定数がa=72.6Å、
b=128Å、c=238Åと決定し、分解能2.1Åでフルデータを収集した。この回折データを用いて図
4-1に示したエンドPMαの立体構造を解明した。エンドPMαは、5つのドメイで構成されるマルチ
ドメイン酵素であった。N末端側からD-I～Vとした。D-1は(α/β)8バレル構造で、GHF85酵素触
媒部位構成アミノ酸、N、EおよびYが存在し、触媒ドメインと考えられた。D-II～Vは異なるβバ
レル構造であった。D-I～IIIで構成される構造はGHF85酵素と類似していた。D-IVとVは他のGHF85
酵素には存在しなかった。D-IVはエンドPMαに特有で、特異的糖鎖認識ドメインと考えられた。
D-Vは外膜移行モチーフで構成され、本酵素の菌体外膜移行ドメインと考えられた。図4-2に示し
たように、N-型糖鎖のうち2本鎖分岐コンプレックス型糖鎖が触媒反応に適した位置に結合した
エンドPMαのドッキングモデルを構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑦ 低角 X線散乱解析によるエンド PMαの溶液中での立体構造 
 SEC-SAXAS法で得られた散乱曲線の解析から、エンドPMαのRgは 33.5 +/- 1.1 Å、RMAX値は
129Åとなった。ダミー分子で構築した立体構造は極めて非対称性の高い構造であった。得られ
た実験散乱曲線と結晶構造から計算される理論曲線との違いを示すχ2 値は1.28で、両者は著し
く異なっていた。このため、エンドPMαの溶液中の立体構造は結晶状態とは異なると考えられた。 
 

(2) 得られた研究成果の国内外における位置づけとインパクト 

① これまでに立体構造が解明された糖鎖遊離酵素エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ

は 10 種に満たず、いずれも N-型糖鎖のうちコンプレックス型糖鎖を糖タンパク質から遊離し

ない。これらは分子量約 3～8万で、1 または 3つのドメインから構成されている。一方、我々

が発見したエンド HS とエンド PMαの分子量約 110 万で、糖タンパク質からコンプレックス型

糖鎖を特異的に遊離する。本研究によって、両酵素は、異なる 5つのドメインから構成される

新規なマルチドメイン構造をとることを世界に先駆けて提示することができた。 

 

② 既知 GHF85酵素の触媒部位は 3つのアミノ酸残基から構成され、これらによる触媒機構が

提唱されている。一方、本研究によって、エンド HSの触媒部位は 4 つのアミノ酸残基から構成

されていることが明らかとなった。これは、新たな触媒機構を提唱する重要な発見であった。 

 

③ 本研究によって、P. melaninogenica の産生する糖鎖遊離酵素エンド PMαは、活性に関わ

るドメインと酵素の菌体膜移行に関わるドメインをから構成されていることが国内外を問わず

初めて明らかなった。これは、菌体膜結合型酵素であるエンド PMαが、P. melaninogenica の
菌体膜移行システムを利用して菌体膜に局在化していることを示唆する重要な発見であった。 

 

               

図 4-1. エンド PMαの立体構造      図 4-2.エンド PMαと 2本鎖コンプレックス型 
糖鎖のドッキングモデル 
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図 3. エンド PMαの結晶 
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(3) 今後の展望 

① 糖鎖転移合成型酵素の作成とその生体認識配糖体合成効率の検証 

解明した立体構造情報をもとに、水分子の認識に関わるアミノ酸の置換によって、エンド HS 

とエンド PMαを糖鎖加水分解酵素から糖鎖転移合成型酵素に改変し、生体認識配糖体合成酵素

を創生する。これを用いて様々な生体認識能を有する配糖体を合成し、その機能を検証する。 

 

② 糖鎖認識機構の解明 

酵素・基質複合体の立体構造を明らかにし、エンド HS とエンド PMαの、N-型糖鎖のうちコ

ンプレックス型糖鎖特異的認識機構を解明する。特に、基質糖タンパク質との複合体の立体構

造の解明を通じて、エンド HS とエンド PMαの糖タンパク質からの糖鎖遊離機構を明らかにす

る。 

 

③ 糖鎖認識改変型酵素の創生と各種生物起源糖タンパク質糖鎖の転移導入 

エンド HSの立体構造から特定した糖鎖認識・結合部位を構成するアミノ酸残基を置換し、変

異酵素を作成する。変異エンド HSを用いて、植物、酵母あるいは糸状菌由来糖タンパク質から、

これら生物種特有の構造のアスパラギン結合型糖鎖を、各種薬剤に転移導入し、その配糖体の

生理活性と生体認識能を検証する。 

 

④ 糖鎖転移合成型酵素によるバイオ医薬品糖鎖のリモデリング 
バイオ医薬品の不均一なアスパラギン結合型糖鎖をエンド HSで除去する。次いで、糖鎖転移

合成型酵素に改変したエンド HS を用いて、ヒトα1-酸性糖タンパク質から均一な 4 本鎖分岐コ
ンプレックス型糖鎖を転移導入し、バイオ医薬品の生体内での機能向上と目指す。 

 

⑤ エンド PMαの菌体外膜移行ドメインの機能検証と P. melaninogenica における菌体外膜輸

送機構の解明 

菌体外膜移行ドメインを有するエンド PMαのドメイン V の機能を、産生する P. 
melaninogenica のゲノム編集によって明らかにする。また、同ドメインを利用して、同菌に存

在すると予想される菌体外膜移行システムの存在とその全容を明らかにする。 

 

(4) 当初予期していないことから得られた新たな知見 

① エンド HSの立体酵素は、GHF85 酵素と同様に 3つの触媒アミノ酸残基が触媒部位を構成し

ているものと予想された。しかし、本研究によって、エンド HSの触媒部位は 4つのアミノ酸残

基から構成されることが明らかとなった。 

 

② 一次構造上 GHF85 酵素に分類されるエンド HSは、従来の GHF85と同様の立体構造であるこ

とが予想された。しかし、本研究によって、エンド HS の立体構造は、従来の GHF85酵素とは異

る新規マルチドメイン構造であることが明らかとなった。 

 

③ 生体認識配糖体生産のために有用なエンド HS に加えて、我々が分離・同定した P. 
melaninogenica が産生する、コンプレックス型糖鎖特異的な糖鎖遊離酵素エンド PMαの立体構

造を明らかにすることができた。本酵素は、他の GHF85 酵素と同様の立体構造をとるものと予

想された。しかし、本酵素は、酵素活性にかかわるドメインに加えて糖鎖認識と酵素局在化に

関与するドメインから構成されていることが明らかとなった。 

 

④ 当初エンド PMαの結晶構造は、溶液中の立体構造と同様であると予想された。しかし、本

研究によって、本酵素の立体構造は溶液中と結晶中で著しく異なることが明らかとなった。 
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