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研究成果の概要（和文）： 

デンプン分解酵素α-アミラーゼ、トリプシノーゲンならびに膵リパーゼに見出した糖鎖結合部
位とその生物機能について解明した。 
1． ウシトリプシノーゲンと Me -GalNAc との共結晶化とＸ線結晶解析により 2 か所の糖結合

部位を決定した。 
2． ヒト膵リパーゼの大腸菌での発現、精製、リフォールディング方法を検討し、大量精製法

を確立した（特許出願済）。ブタ膵リパーゼとレコンビナントヒト膵リパーゼの糖鎖認識に
は類似性があることが示された。 

3． ブタ膵α-アミラーゼ(PPA)と腸管刷子縁の糖鎖リガンドとの結合によりデンプン消化が
2.5 倍に活性化する一方、膵液分泌時の PPA 高濃度下では糖吸収が阻害される事を見出し
た。PPAの糖タンパク質糖鎖結合性は、急激な高血糖を抑制し恒常性に寄与する。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We found novel carbohydrate-binding activities of pancreatic enzymes; -amylase, 

trypsinogen/trypsin, and lipase, etc. The carbohydrate-binding sites of bovine 

trypsinogen and trypsin were identified by cocrystallization with Me -GalNAc, and X-ray 

crystallography. Expression, purification, and refolding methods of recombinant human 

pancreatic lipase were established for the first time using Escherichia coli. The 

interaction between -amylase and N-glycans in the BBM activated starch degradation to 

produce much more Glc on one hand, while suppressing a sharp increase in Glc absorption 

on the other. Therefore, the carbohydrate recognition of α-amylase was shown to play 

a key role in regulating Glc assimilation to maintain blood homeostasis in the intestine. 
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１．研究開始当初の背景 

 脊椎動物で摂取された食物は消化酵素

によって分解され、小腸から吸収される。α

-アミラーゼはα-1,4 結合で連なるグルコー

ス配列をランダムに切断するエンド型のデ

ンプン分解酵素で、動植物や微生物などの多

くの生物がエネルギーを得る過程で必要な

役割を果たす。われわれはマメ科植物レクチ

ンの機能に関する研究との関わりで興味を

持ち、以前からレクチンは反栄養素のひとつ

と捉えられてきたことと、特にインゲン豆レ

クチンがα-アミラーゼ阻害剤との配列相同

性を持つことから生体防御分子に分類され、

実際に昆虫生育阻害作用を示すという報告

に関心を持ち、ブタ膵臓α-アミラーゼ（PPA）

と種々の植物レクチン、およびレクチン以外

の糖タンパク質との相互作用を調べた。その

結果、1830年に発見されて以来、170年以上

もの間、幅広く数多くの研究が為されてきた

PPAに未知の側面が残っており、予想外にも

PPA自身が糖鎖認識能力を持ち、N-型糖鎖を

持つ糖タンパク質に結合することが見つか

った。試験管内ではレクチンとの結合によっ

て PPAの酵素活性は阻害されず、むしろ活性

化された。こうしてわれわれは、膵 アミ

ラーゼが Manと N-アセチルラクトサミン

配列に高親和性を示し、これらの糖を構成単

位として含む N-型糖タンパク質と結合して

活性化されることを発見した 

ついでわれわれは膵トリプシンに ア

ミラーゼとはやや異なる糖結合特異性を見

出した 2。さらに、膵リパーゼ、ヌクレアー

ゼ類も N-型糖鎖結合活性をもつことを明ら

かにしている。糖タンパク質の糖鎖に対する

特異的結合性は、ヒトを含めた哺乳類膵臓酵

素群に共通な性質であるのに対して、ヒト唾

液および枯草菌α-アミラーゼ、微生物リパ

ーゼは該当する糖結合活性を持たず、進化過

程で膵臓酵素のみが獲得した性質と考えら

れた。申請者らがこれまでに得た知見を、I

腸管内消化・吸収と II膵臓外分泌との関わ

りに分けて次に整理する。 
 

I 腸管内消化と吸収における糖鎖調節 -

アミラーゼとリパーゼは、十二指腸内腔表面

の刷子縁膜（BBM）に N-型糖鎖の局在と一致

して検出され、特異糖である Manを含む緩衝

液処理によって刷子縁から完全解離した(図

1)。したがって BBM への膵酵素の結合は Man

を含む糖特異的相互作用によることが示さ

れた。単離した BBM をリポソームに再構成し

て加えると、 -アミラーゼのデンプン分解

活性を増強することが示された。すなわち腸

管内レセプターとの結合は、酵素活性のアロ

ステリックな増強と BBMに発現する膜型酵素

や輸送体との会合により、食物消化と吸収速

度を連携調節する機能が推定された。 
 

II 膵臓酵素外分泌への関与  

膵トリプシンは Galまたは GalNAc を含む糖

タンパク質に Ka=109 M－1の高い親和性で結合

する 2が、われわれは、不活性前駆体のトリ

プシノーゲンも高い糖結合性を有し、GalNを

図1



含む糖鎖により活性化が抑制されることを

見出した。膵プロテアーゼはチモーゲンとし

て合成され、ゴルジ体で分泌顆粒に封入され

て、膵液中へ分泌される。通常は腸内で活性

化されるトリプシンが早期に膵臓中で活性

化すると、活性化されたプロテアーゼが膵臓

細胞を破壊して急性膵炎を起こす。膵炎抑止

機構の一つとして分泌顆粒膜は高いプロテ

アーゼ抵抗性を有する。われわれの発見は、

分泌顆粒膜の糖鎖がトリプシノーゲンの活

性化を抑制し、膵炎発症の防止に働く事を示

唆している。 

膵臓酵素はいずれも、分泌顆粒内の酸性 pH 

5.5と膵液または腸液の pH 8-7では糖結合特

異性が著しく変化した。この性質から、膵酵

素が pH 6-7 のトランスゴルジにおいて分泌

顆粒に封入される際、顆粒膜の糖鎖に対する

結合によって選別され、開口分泌の際は pH

上昇により顆粒から膵液中へ放出される可

能性が示唆される。膵酵素分泌に顆粒膜の硫

酸化 O-型糖鎖の発現が必須 3という報告から

も、顆粒分泌過程にチモーゲンの糖鎖認識が

関わる可能性が強く示唆される。 

（引用文献） 
1 Matsushita, H et al, J Biol Chem 277, 
4680-5 (2002)  
2 Takekawa, H et al, J Biol Chem 281, 
8528-36 (2006) 
3 Boulatnikov et al, J Biol Chem. 279, 
40918-26 (2004). 
 

２．研究の目的 

 １腸管内消化と吸収における糖鎖調節 

各酵素に対する BBM中の糖タンパク質レセプ

ターを同定する。単離した BBMを用いて膜型

酵素や輸送体を含むリポソームを再構成し、

膵酵素との結合により基質から最終生成物

にいたる連携消化の触媒速度、ならびに膜輸

送体を介する輸送速度への影響を解明する。

また個々のレセプターの機能への影響も解

析し、酵素－レセプターの糖特異的相互作用

によって達成される腸管内機能を解明する。 

 ２膵臓酵素分泌過程における糖鎖レセプ

ターの同定 各膵臓酵素またはチモーゲン

が相互作用する分泌顆粒膜糖タンパク質レ

セプターを同定し、その糖鎖構造を解析する。 

 ３酵素分子上の糖結合部位の同定 各酵

素と特異糖を共結晶化し、Ｘ線結晶解析によ

り糖結合部位と結合様式を解明する。特異糖

の有無によるトリプシノーゲン立体構造変

化から、活性化抑制の分子機構を推定する。

結晶解析が困難な場合はヒドロキシラジカ

ルフットプリント法 4 により糖結合によって

溶媒から遮蔽されるアミノ酸を同定し酵素

分子上の糖結合部位を推定する。 

 

３．研究の方法 

①主要な膵臓酵素に対する BBMと分泌顆粒に

おける糖鎖レセプターの単離（小川）と

nanoLC-MSnによる解析・同定 

各酵素を Sepharose担体に糖結合活性を保

持した状態で固定化する。ブタ十二指腸より

BBMおよび膵腺房細胞ホモジネートからチモ

ーゲン顆粒（膜画分と内容物に分画）をそれ

ぞれ調製し、糖鎖レセプターを酵素固定化吸

着体を用いるアフィニティークロマトグラ

フィー（AFC)で糖溶出によりレセプターを単

離する。各画分から電気泳動でタンパク質を

相互分離した後、グリコプロテオミクスの方

法により糖鎖含有レセプターを同定する。さ

らに抗体を用いる免疫沈降法により主要レ

セプターを精製し、各レセプターが持つ糖鎖

構造を高感度解析する。 

②酵素-糖鎖レセプター相互作用による腸管

消化と吸収への影響 (小川)  

ブタ十二指腸と小腸から刷子縁膜を単離

し、腸管刷子縁膜から生体膜リポソームを再

構成し、各酵素についてリポソーム上の膜型



酵素との連携消化を高分子基質を用いて測

定する。また、膜輸送体による生成物輸送活

性を［14C］で標識した Glc等を基質として測

定する。 

③各酵素分子上の糖結合部位の同定  

PC シミュレーションによる予測 糖を結

合していない状態の各膵臓酵素の立体構造

は既に大部分が解析され、PDB等の公開デー

タベースに登録されている。その立体構造デ

ータを活用して、既知のレクチンの糖鎖結合

部位に類似した立体構造をもち、糖鎖結合部

位を形成する部位と残基を、構造予測ソフト

MOE を用いて予測する。 

実験による検証 各酵素を既報の条件によ

り結晶化し特異糖をソーキング、または共結

晶化して、Ｘ線結晶解析により糖結合部位と

結合様式を検証する。特異糖の有無によるト

リプシノーゲン立体構造変化から、活性化抑

制の分子機構を推定する。 

 

４．研究成果 

 申請者らが発見した膵臓消化酵素の糖タ

ンパク質糖鎖に対する特異的結合部位、なら

びに糖鎖認識が生体内で果たす役割につい

て、次の結果を得た。 

１．ヒトトリプシノーゲンならびにブタ膵リ

パーゼについて、糖を結合していない状態の

PDB立体構造データと構造予測ソフト MOE を 

用いて糖鎖結合部位と残基を予測した。 

２．ブタトリプシノーゲン、トリプシンにつ

いて条件検討の結果、特異糖との共結晶化に

よりメチルα-N-アセチルガラクトサミニド 

との複合体結晶を得た。Ｘ線結晶解析により

糖の電子密度と糖結合部位との結合様式を

決定することに成功した。各酵素について、

分子上に 2か所の糖結合部位が存在したため、

いずれの部位も機能部位であるかどうかを

変異体解析により検証することを計画した。 

３．ヒト膵リパーゼについてはまだ大腸菌発

現系の報告が無いため、大腸菌での野生型ヒ

ト膵リパーゼの標識体発現、精製、リフォー 

ルディング方法を検討し、活性酵素の大量精

製の方策をほぼ確立することができた（特許

出願中）。また糖-ビオチニルポリマープロー

ブを用いて行った ELISA により、ブタとヒト

の酵素での糖認識活性の類似性が示された。 

４．腸管刷子縁膜（BBM)からブタ膵α-アミ

ラーゼ(PPA)に対する糖鎖レセプターを単離、

同定したところ、デンプン消化において連携 

す る 膜 型 酵 素 、 糖 輸 送 体

（ sucrase-isomaltase,SGLT1) および糖尿

病鍵酵素である DPP4 が同定された。さらに

BBMベシクル（BBMV)を再構成し、ベシクル上

の酵素と膜輸送体との連携への影響を基質

を用いて測定したところ、PPAと BBMVとの相

互作用によりデンプン消化 

が 2.5倍に活性化することと、膵液分泌後に

匹敵する PPAの高濃度下では 14C-Glcの吸収

が阻害される事を見出した。PPA の糖タンパ

ク質糖鎖結合性は、血糖値の急激な上昇を抑

制し血糖恒常性維持に寄与する生物学的意

義を有すると考察した(J. Biol. Chem 287, 

2012に公表） 
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