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研究成果の概要（和文）：分裂酵母の糖タンパク質糖鎖には、ピルビン酸化されたガラクトースが存在する。分
裂酵母のピルビン酸付加に重要なピルビン酸転移酵素について諸性質の解析を行った。本酵素はβ結合のガラク
トースに特異的で、ラクトース(Gal-Glc)のガラクトースにはピルビン酸を付加できるが、Gal-GlcNAcには付加
できないことがわかった。そこでPvg1タンパク質のX線構造解析を行った所、還元末端のグルコースの2位の位置
に168番目のヒスチジンが極めて隣接していることが予想された。解析の結果、Pvg1H168A変異体はPvg1野生型が
転移できなかったGal-GlcNAcへピルビン酸を転移できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Pyruvylation onto the terminus of oligosaccharide, widely seen from 
prokaryote to eukaryote, confers negative charges on the cell surface and seems to be functionally 
similar to sialylation, which is found at the end of human-type complex oligosaccharide. However, 
detailed molecular mechanisms underlying pyruvylation have not been clarified well. We first 
determined the crystal structure of fission yeast pyruvyltransferase Pvg1p. By combining molecular 
modeling with mutational analysis of active site residues, we obtained a Pvg1p mutant (Pvg1pH168C) 
that efficiently transferred pyruvyl moiety onto a human-type complex glycopeptide. The resultant 
pyruvylated human-type complex glycopeptide recognized similar lectins on lectin arrays as the α2,
6-sialyl glycopeptides. This newly-generated pyruvylation of human-type complex oligosaccharides 
would provide a novel method for glyco-bioengineering.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 分裂酵母　糖タンパク質　シアル酸　ピルビン酸　糖鎖工学
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１．研究開始当初の背景 
 分裂酵母 Schizosaccharomyces pombeは
ヒト由来の遺伝子が出芽酵母よりも発現し

やすいために、高等動物の細胞周期研究や転

写翻訳機構研究などに広く用いられてきた。

分裂酵母の細胞壁構成成分としてガラクト

ピラノースが存在することは古くから知ら

れていたが、機能については全く不明であっ

た。また出芽酵母の酸性糖鎖はマンノースリ

ン酸由来であるが、分裂酵母にはリン酸化マ

ンノースは存在せず、ガラクトースにピルビ

ン酸が付加することが報告された。そこで申

請者はまず、分裂酵母のガラクトース鎖がど

のような機能を果たしているかを明らかに

するため、ガラクトース欠損変異株の取得を

試みた。その結果、gms1 変異株というガラク

トースを完全に欠失した変異株の取得に成

功した(BBRC, 232, 121-125, 1997)。分裂酵

母 gms1 遺伝子はゴルジ体にガラクトース転

移酵素の基質である UDP-ガラクトースを供

給する新奇糖ヌクレオチド輸送体をコード

しており、本遺伝子の欠損により細胞形態の

異常や細胞表層糖鎖の厚みが減少すること

を見いだした。分裂酵母のガラクトース欠損

gms1 株は細胞形態異常や胞子形成欠損など、

様々な表現型を示したが生育には必須では

ないことがわかった(Yeast, 18, 903-914, 

2001)。我々はさらに細胞が構成的に凝集す

る変異株(gsf1)を取得し、その凝集はガラク

トースで阻害されることから、分裂酵母の非

性的凝集はガラクトースを介して行われて

いることを明らかにした(J. Bacteriol. 181, 

1356-1359, 1999)。このように分裂酵母は細

胞間のコミュニケーションにガラクトース

を利用していることがわかり、分裂酵母が他

の酵母の糖鎖成分には存在しないガラクト

ースを持つ優位性を明らかにすることがで

きた。 

 分裂酵母のガラクトース転移酵素に関し

ては、横尾らが gma12 や gmh3 遺伝子の機能

解析を行なっていたが (Yoko-o et al. Eur. 

J. Biochem. 257, 630-637, 1998)、分裂酵

母ゲノム中には他にも複数のガラクトース

転移酵素遺伝子が存在しており、さらにα

1,3 ガラクトース転移酵素遺伝子については、

全く明らかにされていなかった。そこで、申

請者らは、分裂酵母ゲノムから糖転移酵素遺

伝子を網羅的に検索して、３つのα1,3-ガラ

クトース転移酵素遺伝子を新たに同定する

ことができた(Ohashi et al. J. Biol. Chem. 

287, 38866-38875, 2012)。 

 また分裂酵母のガラクトースには、酸性基

としてピルビン酸が付加されることは

Trimble らに報告されていたが、ピルビン酸

転移酵素の諸諸性質についても全く明らか

にされていなかった。そこで分裂酵母 Pvg1

タンパク質を大腸菌で発現・精製して、酵素

反応を行ったところ、単独のタンパク質でピ

ルビン酸転移活性を示すことを初めて明ら

かにした(Yoritsune et al. FEBS Lett. 587, 

917-921, 2013)。 

 さらに出芽酵母の凝集素 FLO1 と相同性の

高い遺伝子が分裂酵母ゲノム中に見いだせ

なかったことから、分裂酵母の細胞間認識に

重要である、細胞表層に局在するガラクトー

ス認識レクチン様遺伝子の同定も全く行わ

れていなかった。そこで申請者らは、凝集株

で特異的に発現している遺伝子についてマ

イクロアレイ解析により検索を行い、gsf2 遺

伝子産物が分裂酵母の非性的凝集素である

ことを明らかにした(Matsuzawa et al. Mol. 

Microbiol. 82, 1531-1544, 2011)。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、ガラクトピラノースを細胞壁

や糖タンパク質の構成成分として持つ最も

下等な真核微生物である分裂酵母のガラク

トース含有糖鎖の機能、特にガラクトースに

付加しているピルビン酸の生合成及び機能

を明らかにすることである。申請者はこれま

でに分裂酵母のガラクトースが完全に欠損

する変異株の取得に初めて成功し、ガラクト

ースが細胞の性的及び非性的凝集課程など

の細胞間認識機構に必須であることを明ら

かにした。分裂酵母は糖鎖中の唯一の酸性残

基としてピルビン酸が付加されるが、これま

でピルビン酸化ガラクトースの機能につい

ては全く不明であった。申請者のこれまでの

結果から、分裂酵母のピルビン酸化ガラクト

ースは高等動物のシアル酸—ガラクトースと

類似した機能を持っていることが示唆され

た。そこでシアル酸のプロトタイプとしての

ピルビン酸化ガラクトースの機能を解明す

ることを目指した。さらにピルビン酸化糖鎖

の糖鎖工学への応用についても検討を行っ

た。 
 
 



３．研究の方法 
 本申請研究では、分裂酵母野生株に ARC039

株(h- ura4-C190T leu1-32)および ARC001 株 

(h- leu1-32)を用いた。分裂酵母の培養には

栄養培地として YES 培地、最小培地として MM

培地を用いた。分裂酵母の形質添加は簡易形

質転換法(Morita and Takegawa, Yeast, 21, 

613-617, 2004)で行った。分裂酵母遺伝子の

破壊は ura4 カセットマーカーを用いて相同

組換えにより行った。 

 

４．研究成果 

(1)分裂酵母のピルビン酸転移酵素Pvg1の酵

素化学的特性の解析 

 分裂酵母において糖鎖からピルビン酸が

消失した変異株が取得され、その変異を相補

する遺伝子(pvg1+)が報告された。Pvg1p は原

核生物のピルビン酸転移酵素と予想される

タンパク質と弱い相同性があり、本研究では

Pvg1p をピルビン酸転移酵素と予測し活性測

定及び諸性質の解析を行った。 

 まず大腸菌で発現・精製した Pvg1p とドナ

ー基質としてホスホエノールピルビン酸、ア

クセプター基質としてパラニトロフェニル

-β-ガラクトピラノシド(pNP-β-Gal)を用

い HPLC で検出したところ新たなピークが検

出された。このピークは NMR を用いて解析す

ると 4,6-pyruvylated pNP-β-Gal であった、

このことからPvg1pがピルビン酸転移酵素で

あることが判明した。また Pvg1p の基質特異

性について調べたところ、Pvg1p は α 結合

Gal や Man、グルコースなどには活性を示さ

ず β 結合 Gal を特異的に認識することが分

かった。 

 次に分裂酵母 Pvg1p の局在を Pvg1p の N-

末端側にGFPを融合させて顕微鏡で観察した

ところ、ドット状の局在が観察されゴルジ体

局在である事が示唆された。更に pvg1Δ は

β-1,3-グルカン合成酵素阻害剤である

Micafungin に 対 し 感 受 性 を 示 し 、

β-1,3-glucanaseであるzymolyaseに対し耐

性を示すという表現型が得られた。 

 

(2)分裂酵母のホスホエノールピルビン酸ト

ランスポーターの機能解析 

 分裂酵母ピルビン酸転移酵母の研究結果

から、PvGal はゴルジ体において、ピルビン

酸転移酵素Pvg1pがホスホエノールピルビン

酸（PEP）を基質とし、Gal に転移することで

合成される事を明らかにした。PEP は細胞質

において解糖系により合成されると考えら

れるため、分裂酵母にはゴルジ体内腔に PEP

を輸送するPEPトランスポーターが存在する

ことが予想された。しかし、酵母における PEP

トランスポーターの存在は報告がなく、そこ

で本研究では分裂酵母のPEPトランスポータ

ーの同定を試みた。 

 まず、シロイヌナズナで同定されていた

PEPトランスポーターであるAtPPT1,2とアミ

ノ酸相同性の高い分裂酵母タンパク質の検

索を行った。すると、弱い相同性を持つ

Pet1,2,3p と名付けた 3 つのタンパク質が見

つかった。Pet1,2,3p は全て複数膜貫通型の

タンパク質であり、 triose phosphate 

transmembrane transporter であると予想さ

れている。そこでこれらの単独破壊株を作成

したところ、pet1 および pet2 遺伝子を破壊

すると糖鎖からPvGalが減少する表現型が確

認された。この Pet1p および Pet2p に GFP を

融合させ局在を観察したところ、ゴルジ体局

在マーカーであるGms1pと局在が一致したこ

とから両タンパク質ともにゴルジ体に局在

している事が分かった。更に pet1 破壊株に

おいて、分裂酵母のゴルジ体に局在するよう

に改変した AtPPT1,2 を発現すると糖鎖への

PvGal の付加が回復した。以上の結果から

Pet1p および Pet2p は分裂酵母におけるゴル

ジ体局在PEPトランスポーターであることが

強く示唆された。 

 

(3)ピルビン酸転移酵素Pvg1タンパク質の構

造解析 

Pvg1 のピルビン酸転移反応を分子レベル

で解明するため、Pvg1 の X線結晶構造解析を

行った。供与基質の PEP 及び受容基質として

pNP-Gal を用いた共結晶作製はできなかった

ものの、アポ体の Pvg1 の構造を 2.46 Å の

解像度で決定できた。そしてホスホエノール

ピルビン酸(PEP)及びラクトース(Lac)を基

質としたモデリングにより、Pvg1 の活性部位

の推定を行った。Pvg1 の予想される基質結合

部位は正電荷を帯びたくぼみとなっており、

負電荷を帯びた基質のPEPと結合することと

合致する結果であった。そして、Pvg1 の D106

がLacにおけるGalの6位と相互作用し，R217

と R337 が PEP と結合すると予想された。D106、

R217、R337 は Pvg1 ホモログにも保存されて



おり、活性に重要なアミノ酸残基と推定され

た。実際に D106A 変異体では pNP-Lac に対す

る Pv 転移活性が無いことを確認した． 

 

(4)分裂酵母Pvg1変異体を用いたピルビン酸

含有新奇ヒト複合型糖鎖の酵素合成 

 シアル酸を除いたヒト型複合糖鎖の末端

部は、Gal-α1,4-GlcNAc（LacNAc）構造をと

る。そこで、pNP-LacNAc を受容基質に Pvg1

のピルビン酸転移能を調べたが、その活性は

非常に低いことがわかった。LacNAc を Pvg1

の推定基質結合部位に当てはめると、NAc 基

と Pvg1 の H168 が立体障害となることが予想

された。そこで、立体障害を解消するために

H168A 変異体を作製したところ、pNP-LacNAc

へのピルビン酸転移活性を確認することが

できた。しかし、その活性は微弱であったた

め、H168 を他の全てのアミノ酸残基に置き換

えた変異体を作製し、pNP-LacNAc への Pv 転

移活性を解析した結果、H168C 変異体が最も

高い活性を示すことがわかった。実際に、2

本鎖ヒト型複合糖鎖を有する糖ペプチドで、

糖鎖末端のシアル酸を欠いたもの (アシア

ロ糖ペプチド，AGP) を受容基質にピルビン

酸転移活性を調べた。すると H168C 変異体を

用いることで AGPの両 2本鎖末端にピルビン

酸を付加したPvGPを合成することができた。 

 興味深いことに，PvGP では 2本鎖ヒト型複

合糖ペプチド (SGP)と同様のレクチン結合

パターン、つまりα2,6-シアル酸結合レクチ

ンには結合し、α2,3-シアル酸結合レクチン

には結合しないという結果が得られた。以上

から、2 本鎖ヒト型複合糖ペプチドに付加さ

れたピルビン酸は α2,6-シアル酸と同様の

性質を示すことが明らかとなった。 
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