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研究成果の概要（和文）：ウシトリプシノーゲン(BPTG)やウシトリプシン(BPT)が糖鎖に対する特異的な結合性を有し
、特定の単糖によってBPTGの活性化が抑制されることを発見した。糖との複合体のX線結晶構造解析により合計3か所の
糖結合候補部位を見出した。GalN構造を含む糖、次いでManにより活性化抑制が認められ、GalN, GalNAcはBPTGに結合
して抑制効果を示すことがわかった。pH 5.5では、野生型に比べ、W216AとY28A変異体のα-Man,α-L-Fucに対する結合
性が低下し、pH 7.5においてはW216A変異体でα-GalNAc,α-Manに対する結合性が野生型よりも低下した。

研究成果の概要（英文）：Activation of bovine pancreatic trypsinogen (BPTG) by trypsin (BPT) was found to 
be inhibited by D-GalN/GalNAc at pH 5.5, the pH of secretory granules in the pancreas. Binding studies 
with biotinylated sugar-polymers indicated that BPTG and BPT bind to a-GalNAc, a-Man, and a-Gal better at 
pH 5.5 than at pH 7.5. Ultraviolet-difference spectra indicated that BPTG binding to a-GalNAc differs
substantially from BPTG binding to other sugars. The N-a-benzoyl-D,L-arginine-p-nitroanilide 
hydrochloride-hydrolyzing activity of BPT was only slightly affected by these sugars. The results 
indicate that the binding of GalNAc-containing glycoconjugates protects BPTG from autoactivation, and 
this may be a self-defense mechanism against intrapancreatic activation.

研究分野： 生物化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒトの食物消化と栄養摂取は、膵臓から
の不活性プロ酵素の分泌、十二指腸内での N
末プロセシングによる活性化、そして活性酵
素による基質分解と生成物の腸吸収が連続
して起こることによって維持される。申請者
らは植物レクチンの反栄養効果を調べる過
程で主要な膵臓酵素、-アミラーゼ、リパー
ゼが D-マンノース、ラクトースを含む糖鎖に
結合することを見出し、-アミラーゼでは小
腸刷子縁の糖タンパク質との結合により、デ
ンプン消化を増強する一方、糖吸収を抑制し
て血糖値恒常性に寄与することを解明した。
また、プロ酵素ウシトリプシノーゲン(bovine 
pancreatic trypsinogen, BPTG) ならびに活性
酵素ウシトリプシン(bovine pancreatic trypsin, 
BPT)が D-ガラクトサミン（GalN)とその誘導
体に最も高い結合性を示し、これらの残基を
含む糖鎖を持つ糖タンパク質に Ka > 109 M-1

の高親和性を示して結合することを報告し
た。さらに、GalN を含む糖類により BPTG
の活性化が抑制されることを発見した。 

 
(2) 膵プロテアーゼはプロ酵素として合成
され、ゴルジ体で分泌顆粒に包含されて膵液
中へ開口分泌される。膵腺房細胞における正
常な酵素分泌には硫酸化を伴う糖鎖合成が
必須であるが、糖鎖と分泌の関係はまだ解明
されていない。また、正常には腸で活性化さ
れるトリプシンが、膵臓内で活性化され細胞
自体を消化すると膵炎を発症し、重症化する
と死に至る。私達は BPTG または BPT と特異
糖を共結晶化し、Ｘ線結晶解析により合計３
か所の Me-GalNAc 結合部位を同定した。そ
の中には、変異すると自己活性化が促進し膵
炎発症原因となることが報告されている
Arg117 も含まれていた。生体内の膵炎防止機
構としては内在性 BPT 阻害剤のアプロチニ
ンが知られているが、膵外分泌顆粒から取っ
た耐熱性成分がBPTGの活性化遅延を示した
ことから、顆粒膜糖鎖との相互作用は自己活
性化に対するBPTG側の防止機構である可能
性が強く示唆された。 
 
 
２．研究の目的 

これまでの成果を基に本研究では、主要な
糖認識部位を明らかにし、糖によるトリプシ
ン活性化抑制の分子機構を解明することを
第一の目的とした。 
本研究の第二の目的は、糖結合性の分泌機

構における役割について研究することであ
る。本研究ではトリプシノーゲンと糖鎖との
結合によって達成される、トリプシン活性化
抑制の分子機構、および膵酵素分泌過程にお
ける糖鎖認識の役割を次の1)，2)，3)の実験

により解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)酵素分子上の糖認識部位の特定  Ｘ線
結晶解析により同定された計３か所の部位
で、それぞれ鍵となるアミノ酸を cDNA 塩基
置換により変異させた糖結合部位欠失トリ
プシノーゲン変異体を無細胞タンパク質発
現系で調製し、主となる糖認識部位を同定す
る。糖に対する結合特異性と親和性、活性化
抑制効果を野生型酵素と変異体で比較し、分
子上で機能を持つ部位を特定する。 

(2)分泌顆粒における活性化抑制効果の検証
と分子機構解明  野生型酵素と、１で特定
した糖認識部位欠失変異体に検出可能なタ
グを付けて哺乳類細胞で別々に発現させ、細
胞内でのチモーゲン顆粒の安定性を、顕微鏡
観察、細胞生存率の計測、ならびに単離した
チモーゲン顆粒のプロテアーゼ刺激に対す
る感受性から解析する。また、チモーゲン顆
粒膜と内容物に存在する糖タンパク質リガ
ンドを精製し、活性化抑制を担う糖鎖構造を
解析する。 

(3)膵臓の酵素外分泌機構への糖鎖の関与        
ブタ膵臓から酵素外分泌顆粒を単離し、その
プロテアーゼによる分解性が、種々の糖類に
より遅延・阻止等の影響を受けるかを測定し、
糖の共存がプロ酵素の安定性に寄与するか
どうかを解明する。 
 
 
４．研究成果 
ウシ膵トリプシノーゲン(BPTG)のトリプシ
ン(BPT)による活性化反応において
Meα-GalNAcはBPTG側に結合することによ
り活性化を抑制することが判明した。そこで
次の実験により、活性化抑制の分子機構とそ
の生物学的機能について研究した。 
 
(1)BPTGと糖複合体の結晶解析で示唆された
3つの部位を、ヒトトリプシノーゲン（HPTG
）上でアミノ酸置換した変異型 recHPTGの発
現ベクターを作製した。大腸菌発現系では内
在性プロテアーゼで活性化して溶菌してしま
うため、無細胞発現系により各タンパク質を
調製し、これら各変異体酵素について、チモ
ーゲン顆粒内のpH 5.5と十二指腸内のpH 7.5
の条件下で、糖-ビオチニルポリマー(BP)プロ
ーブとの結合性をELISA法により解析した。
野生型に比して、pH 5.5においてα-GalNAc-BP
に対する結合性がR122A変異体で低下し、
α-Man-BP、α-L-Fuc-BPに対する結合性が
W216AとY28A変異体で低下したが、pH 7.5で
はW216A変異体のα-GalNAc-BPとα-Man-BPに



対する結合性が野生型と他の2つの変異体よ
りも低下し、糖の種類およびpHに依存して、
各候補部位が分子の糖結合活性に関与するこ
とが示された。チモーゲン顆粒内では3つの各
部位が、十二指腸内ではW216が主に寄与する
と考えられた。 
 
(2)細胞内チモーゲン顆粒へのプロ酵素選別送
達と分泌過程での糖結合性の関与を調べるた
め、HEK293細胞に野生型、変異体recHPTG発
現ベクターを導入し発現させ、酵素分泌への
影響を調べた。その結果、構成性分泌により
どれも培地へ同等に分泌され、調節性顆粒分
泌による影響を調べるには、膵臓由来細胞等
を使用する必要性が示唆された。分泌顆粒か
らBPTGに対する糖タンパク質リガンドを精
製したところ、顆粒内容物、顆粒膜画分から
最多量成分のα-アミラーゼのみ同定された。
細胞実験系および顆粒膜画分の大量調製法を
変えることで、新展開を計ることとした。 
 
(3)単離したブタ膵外分泌顆粒がトリプシンに
より分解する過程を濁度で追跡する方法を検
討した結果、510 nmにおいてGalN, GlcN, また
はGalNAc共存による分解遅延効果が示され
た。特異糖が外分泌顆粒のトリプシン分解抵
抗性を高めることが示された。動的光散乱法
による顆粒径測定でも糖による遅延傾向は観
測されたが高ノイズの問題があった。 
 
以上、分子上糖結合部位の同定に成功し、
糖による分泌顆粒のトリプシン分解抵抗性
の増強効果を証明することができた。 
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