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研究成果の概要： 

本研究ではエンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼが持つ糖タンパク質の糖鎖をすげ替える

能力を変異導入により高めることを目的とし、エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ

-M(Endo-M)の N173A 変異酵素と酵素反応中間体であるオキサゾリン合成基質を組み合わせるこ

とにより、効率的な糖鎖転移方法の開発に成功した。また、エンド-β-N-アセチルグルコサミ

ニダーゼ-A(Endo-A)の N171G 変異酵素を用いることで、糖タンパク質への糖鎖転移活性を 10

倍高めることに成功した。本変異酵素を利用することにより、糖ペプチド及び糖タンパク質へ

の糖鎖の導入効率を高めることができた。 
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はタンパク質に位置とアノマーを変えるこ

となくβ1-4 結合で糖転移できるという特別

の能力を持つ酵素である。しかし、収率が

10％程度でしかないのが欠点であり、転移物

が加水分解されてしまうため酵素反応を適

切な時期に止める必要がある。このような反

応条件設定の難しさのために利用が制限さ

れるため、効率的な糖転移方法の確立が求め

られていた。そこで、変異酵素の利用および

基質を改変して、効率的な糖転移方法の確立

を目指した。 

 

 

 

２．研究の目的 

変異を導入したエンド-β-N-アセチルグル

コサミニダーゼ-A(Endo-A)およびエンド-β

-N-アセチルグルコサミニダーゼ-M(Endo-M)

を用いて、高い糖転移効率でペプチドやタン

パク質に高マンノース型糖鎖および複合型

糖鎖を付加させる手法の開発を目的とした。 

 

 

 

３．研究の方法 

Endo-A N171G 変異体および Endo-M N175Q 変

異体を部位特異的変異導入法で構築し、オキ

サゾリン酵素反応中間体基質および、天然基

質を用いて、その糖転移活性に及ぼす影響を

評価した。 

 

 

 

４．研究成果 

(1) endo-β-N-acetylglucosaminidase 

(Endo-A)の E173A 変異体を用いることで

chemical rescue が可能であることを見いだ

した（図１）。 

 

図１，アジ化ナトリウムでの活性回復 

 

また、生成物の同定を行ったところ、

Man5GlcNAc-β-N3 であることを確認した(図

２)。 

 

図２, Man5GlcNAc-β-N3の同定 

 

こ れ に よ り 、 GH85 に 属 す る

endo-β-N-acetylglucosaminidase の酸-塩

基触媒残基が E173 であることを初めて明ら

かにすることが出来た（雑誌論文２）。本成

果は、endo-β-N-acetylglucosaminidase の

反応機構を明らかにする上で極めて重要で

あり、本酵素反応がオキサゾリン中間体を経

て進行することが支持された。 

 

(2) Endo-M のオキサゾリン形成に関わる

N175A 変異体を用いて、オキサゾリン中間体

を基質として glycosynthase様の酵素反応を



 

 

行なうことで neoglycoconjugateの効率的な

合成法の開発に成功した（雑誌論文１）。 

 

(3)(2)において記載した成果は、これまで糖

タンパク質の糖鎖の自由なすげ替えを行な

う上で障害となっていた糖転移物の分解を

抑えることができる画期的な方法である。た

だし、オキサゾリン基質の合成が糖転移物の

効率的な合成を行う上での障害となってい

る。このため、オキサゾリン基質を使わずに

糖転移効率を向上させることを目的に変異

導入を進めた結果、Endo-A の N171G 変異酵素

を用いることで、糖ペプチドに対する転移効

率を大幅に高めることに成功した(図３)。 

 

図３, 糖ペプチドに対する転移効率 

 

さらに、糖タンパク質への糖鎖転移活性を 10

倍高めることに成功した(図４)。 

 

図 4, 糖タンパク質に対する転移効率 

 

本変異体を利用することにより、糖タンパク

質の糖鎖を自由にデザインすることが可能

になった(図５、学会発表１)。 

 

図５, 糖タンパク質糖鎖のデザイン 

 

本変異体をさらに改良することにより、効率

的で安価な糖タンパク質糖鎖の構築法の開

発につながることが期待される。 
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