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研究成果の概要（和文）：分化成長中の植物組織には，糖タンパク質から酵素的に遊離した糖鎖

（N-グリカン）がマイクロ濃度存在する。その遊離糖鎖の機能を明らかにする研究の一端とし

て，糖タンパク質から糖鎖を切り出す 2 種類の酵素（ENGase, PNGase）遺伝子について，そ

れぞれの発現を抑制したトランスジェニック植物を作出した。酵素活性の消失に伴い遊離型糖

鎖の構造特性に顕著な違いが観察され，変異導入植物は発芽後の成長には生育阻害は見られな

かったものの，ある環境条件下においては，果実熟成過程に特徴的な差異が見られた。  
 
研究成果の概要（英文）： 
In developing plant tissues, free N-glycan that are enzymatically liberated from glycoproteins occur 
ubiquitously at micromolar level. As a part of study to elucidate the physiological function(s) of 
these free N-glycans involved in plant development, we constructed knock-out or knock-down 
plants, in which the expressions of ENGase or PNGase genes were suppressed.  The structural 
features of free N-glycans expressed in those transgenic plants were clearly distinguishable from 
those expressed in wild type plants. Although significant difference in phenotype between the 
transgenic plants and wild type was not observed, a specific difference in the fruit-ripening process 
was observed.   
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合することで，それら糖タンパク質のフォ

ールディング機構や in vivo生理機能の発現

に重要な寄与をなしている。一方，申請者

らは，分化成長中の植物組織中に，これら

の N-グリカンが遊離型糖鎖としてマイク

ロモル濃度存在することを見出し，それら

遊離型糖鎖の構造特性と分布解析，そして

糖鎖代謝酵素の遺伝子同定と発現系構築を

行って来た。しかしながら，これら遊離型

糖鎖の生理機能に注目した研究は少ない状

況であった。 
 
２．研究の目的 

本申請では，糖鎖代謝に関与する酵素の遺

伝子発現制御（トランスジェニック植物の

構築）を通して，① 遊離N-グリカンの植物

成長あるいは果実熟成の制御機構に関わる

生理機能を実証するとともに，②その生理

機能を植物成長制御技術の開発へ応用する

ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① 分化成長中の植物組織中に遍在する遊

離 N-グリカンの生産に関わる酵素（細胞質

ENGase ，細胞質PNGase，酸性PNGase）に

ついて， 精製酵素のアミノ酸配列データ及

びゲノム情報を基にトマト果実中で発現さ

れるENGase 及び PNGase の遺伝子同定と

酵母による発現系の構築を試みた。 

② 次いで，遊離糖鎖の分解を司る

α-Man’ase についても，トマト果実から精

製した酵素のアミノ酸配列を基にして，遺

伝子同定と酵母による発現系構築を試みた。 

③ 同定した酵素遺伝子配列も基に，アラビ

ドプシスを用いて，ENGase / PNGase 遺伝

子のダブルノックアウト変異株の作出を試

みた。また，トマトについては，RNAi 法

を用いて，ENGase, 酸性PNGase について

のシングルノックダウン植物の構築を試み

た。変異株構築の確認については，植物体

に発現されている遊離型糖鎖を蛍光標識後，

糖鎖マッピング法，酵素消化法，ESI-MS 分

析等により解析した。酵素活性については，

蛍光標識糖鎖を基質として用い，生成物を

HPLCにより分析することにより測定した。 
 
４．研究成果 
①果実熟成に関わる ENGase 機能を明らかに

する目的で，トマト果実熟成に伴う ENGase

遺伝子の発現変動を解析した。その結果，遊

離糖鎖は果実成熟に伴い顕著な量的・質的変

動を示すものの，mRNA 合成及び ENGase 活

性ともに顕著な上昇は認められなかった。こ

のことは，トマト果実熟成の後期において 

ENGase 基質量が上昇することで，遊離糖鎖

の生成量が増加することを示すものであり，

遊離糖鎖が果実熟成に関与する生物機能を

有することを想定させた。 

②アラビドプシスとトマトについては，

ENGase と 中性 PNGase遺伝子発現をそれぞ

れ抑制したトランスジェニック植物を作出

した。この内，ENGase 遺伝子発現を完全抑

制した植物体の作出は世界に先駆ける成果

となった。また，ENGase 遺伝子発現を RNAi 

法でノックダウンすることで，遊離糖鎖生成

量を抑制した果実（トマト）の作出も世界に

先駆けた成果である。ENGase 活性の消失に

伴い遊離型糖鎖の構造特性に顕著な違いが

観察された。一方，変異導入植物の発芽後の

成長には生育遅延や成熟異常等は見られな

かったものの，ある環境条件下においては，

果実熟成過程に特徴的な差異が観察された。

この事実は，果実熟成をはじめとする植物分

化機構において，遊離 N-グリカンがシグナ

ル分子としての機能を有する可能性示唆す

るものである。 

③ 一方，ENGase については，その糖転移活

性を糖鎖工学に応用する視点からも，分子モ



 

 

デリング法による立体構造解析を行った。そ

のデータを基に，部位特異的変異導入法によ

る触媒残基(Glu, Asn)と基質結合残基(Trp)の

同定に成功した。更に，２倍の加水分解活性

能を有する変異体，複合型糖鎖に作用する基

質特異性変異体の作出にも成功した。 

④ 植物細胞質中の遊離糖鎖の分解に関わ

るα-Man’ase についても，トマト果実から

酵素精製を行った後，そのアミノ酸配列情

報を基に遺伝子同定に成功し，酵母を用い

た遺伝子発現系の構築に成功した。植物酸

性α-Man’ase として遺伝子が同定された

最初の報告となった。 

  

 以上の成果を踏まえ，今後の展望としては，

ENGase / PNGase /α-Man’ase 遺伝子のト

リプルノックアウトあるいはノックダウン

変異体の作成を進め，遊離糖鎖生成を完全

に抑制することで，遊離糖鎖のシグナル分

子あるいはタンパク質フォールディングに

関わる機能を実証するとともに，糖鎖機能

の植物育種への応用を目指す。また，遊離

糖鎖がシグナル分子として機能するならば，

レセプタータンパク質の存在が考えられる

ため，そのレセプタータンパク質の探索を

今後の課題とする。 
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