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研究成果の概要（和文）：植物細胞に遍在する遊離N-グリカン（FNGs）は，糖タンパク質や糖ペプチドからペプ
チド：N-グリカナーゼ（PNGase）やエンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ（ENGase）により生成され植物の
分化・生長や果実熟成を促進するホルモン様活性を有すると推定されている。また近年，植物細胞には様々な機
能未知のレクチンが発現しており，それらのいくつかは環境ストレス（塩，乾燥，気温，微生物感染など）によ
り発現誘導することが報告されている。そこで本研究では，（1）糖鎖遊離酵素欠損A.thalianaのストレス（塩
や病原体）感受性の解析と（2）糖鎖ポリマーによるレクチンのスクリーニングを試みた。

研究成果の概要（英文）：Naturally occurring free N-glycans (FNGs) derived from 
glycoproteins/glycopeptides by the action of peptide: N-glycanase (PNGase) and endo-β
-N-acetylglucosaminidase (ENGase) have been postulated to act as signaling molecules stimulating 
plant growth or fruit ripening. To elucidate the physiological role of FNGs in plants, we have 
analyzed the sensitivity of the A.thaliana mutants, ENGase-DKO and acidic PNGase-DKO, to abiotic 
(NaCl treatment) and biotic (P. syringae infection) stresses. Since it is believed that 
nucleocytoplasmic lectins function in the plant stress response, synthesized glycopolymers were used
 to study the interaction between FNGs and lectins in plant cells.

研究分野：糖鎖生物学，生化学，免疫学
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１．研究開始当初の背景 
植物細胞に遍在する遊離 N-グリカン（FNGs）
は，糖タンパク質からペプチド：N-グリカナ
ーゼ（PNGase）やエンド-β-N-アセチルグル
コサミニダーゼ（ENGase）により生成され植
物の分化・生長や果実熟成を促進するホルモ
ン様活性を有すると推定されている（図 1，
参考論文①）。また近年，植物細胞には様々
な機能未知の糖鎖結合タンパク質（レクチ
ン）が発現しており，それらのいくつかは環
境ストレス（塩，乾燥，気温，微生物感染な
ど）により発現誘導することが報告されてい
る（図 2，参考論文②）。そこで本研究では，
「機能未知レクチンが遊離 N-グリカンと相
互作用し植物の分化・生長を制御する糖鎖シ
グナルとなる」と予想した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 植物細胞におけるアスパラギン結合型
糖鎖 (N-グリカン) の構造と脱グリコシル
化酵素 (ENGase，PNGase) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 核/細胞質レクチンを介した糖鎖シグ
ナリングの解明 
 
２．研究の目的 
(1) 糖鎖遊離酵素欠損 A.thaliana のストレ
ス応答解析 
植物遊離 N-グリカンが核/細胞質レクチンと
相互作用し，植物生理に関わるシグナル経路
を介してストレス抵抗性に関与すると予想
し，A. thaliana の N-グリカン遊離酵素であ
る酸性PNGase（aPNGase）欠損体およびENGase
欠損体を用いて，非生物ストレス（NaCl 処理）
と生物ストレス（Pseudomonas syringae感染）
による感受性の解析を試みた。 
 

(2) ダイズ実生胚軸に発現する核/細胞質レ
クチンのスクリーニング 
核/細胞質レクチンが遊離 N-グリカンと相互
作用して植物の分化生長に関与する遺伝子
の発現を制御していると作業仮説を立て，そ
の立証研究の一端として，糖鎖ポリマーを合
成し核/細胞質レクチンのスクリーニングへ
の応用を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 糖鎖遊離酵素欠損 A.thaliana のストレ
ス応答解析 
①NaCl 存在・非存在下（0，50，100 mM）1/2 
MS寒天培地に野生株，aPNGase欠損体，ENGase
欠損体を 50 粒ずつ播種した（n=3）。播種後 2
日目の発芽率を測定した。 
②播種後 28 日の野生株，aPNGase 欠損体，
ENGase 欠損体に予め培養しておいた
Pseudomonas syringaeの希釈液をスプレーし
た（0 dpi）。その翌日（1 dpi）から，葉の
サンプリングを 5 dpi まで毎日行った。一部
の葉は，スキャナーにより画像取り込みを行
い，葉の感染領域を APS Assess 2.0 により
解析した（n=3）。更に，一部の葉はゲノム DNA
の抽出を行い，Pseudomonas のゲノム DNA に
存在する Oprf region を増幅させる定量 PCR
を行い，葉に感染した Pseudomonas の存在量
を解析した。 
 
(2) ダイズ実生胚軸に発現する核/細胞質レ
クチンのスクリーニング 
①マンノース結合タンパク質の同定 
Asn-糖鎖（Man5〜9GlcNAc2-Asn）はローヤル
ゼリー糖タンパク質（参考論文③）からペプ
シン消化，アクチナーゼ消化，ゲルろ過，逆
相クロマト，親水性クロマトを組み合わせる
ことにより調製・精製し，その構造はアミノ
酸組成分析と糖鎖構造解析（RP-，SF-HPLC，
MS 分析）により確認した。糖鎖ポリマーは
Asn-糖鎖のアミノ基をポリ-γ-L-グルタミ
ン酸（γ-PGA）のカルボキシル基に結合させ
合成した。発表論文①参照 
②ガラクトース結合タンパク質の同定 
卵黄の糖ペプチドから，アクチナーゼ消化，
ゲルろ過，逆相及び親水性クロマトにより
Asn-糖鎖（Gal2GN2Man3GN2-Asn）を調製した。
糖鎖ポリマーの合成は①と同様に行った。 
 
４．研究成果 
(1)糖鎖遊離酵素欠損A.thalianaのストレス
応答解析 
①塩ストレス感受性 
aPNGase欠損体およびENGase欠損体のいずれ
についても，野生株と同様に，100 mM の NaCl
処理により発芽率が低下し，塩ストレス感受
性に差は認められなかった。 
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n = 3 
図 3. 塩ストレスの発芽率への影響 

 
②Pseudomonas syringaeによる病原体感染へ
の影響 
Pseudomonas syringaeによる感染への影響を
感染領域（%）と Pseudomonas syringae のゲ
ノム量から解析したが，aPNGase 欠損体およ
び ENGase 欠損体のいずれについても，野生
株との間に大きな違いは認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. Pseudomonas syringae 感染による病変
解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. Pseudomonas syringae 感染量の解析 
 
 
 
※①②の実験に用いた糖鎖遊離酵素欠損
A.thaliana は完全に遊離糖鎖を欠損してい
ないことが遊離糖鎖の構造解析により明ら
かになった。遊離糖鎖を完全に消失した植物
体を構築し，追試験を行う必要性が考えられ
た。 
 
 

(2) ダイズ実生胚軸に発現する核/細胞質レ
クチンのスクリーニング 
①マンノース結合タンパク質の同定 
ハイマンノース型糖鎖を多価に結合させた
糖鎖ポリマーは，マンノース特異的レクチン
Morniga M（参考論文④）と結合することを
ゲルろ過により確認した。次いで，ダイズ胚
軸由来可溶性タンパク質と複合体を形成さ
せ，SDS-PAGE 分析から，複数のマンノース
結合タンパク質の存在が確認された。これら
のタンパク質は伸長中のダイズ胚軸におい
て，ハイマンノース型糖鎖と相互作用し，分
化・生長に関与している可能性が示唆された。
※N 末端アミノ酸配列解析やペプチドマッピ
ングによる同定が必要と考えられた。 
②ガラクトース結合タンパク質の同定 
非還元末端にガラクトース残基を有する複
合型糖鎖を多価に結合させた糖鎖ポリマー
は，ガラクトース特異的レクチン Morniga G
（参考論文④）と結合することをゲルろ過に
より確認した。しかしながら，ダイズ実生胚
軸由来可溶性タンパク質とほとんど複合体
を形成しなかった。この結果から，ダイズ実
生胚軸由来可溶性タンパク質には，ガラクト
ース結合タンパク質はほとんど発現してい
ないと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. まとめ 
 
(3)その他 
①銀杏種子から植物抗原性糖鎖の抗原性低
下に関与するα1,3/4 フコシダーゼの精製を
行った。銀杏種子由来α1,3/4 フコシダーゼ
は分子量約 120 kDa，至適 pH5.5 であること
から，既報のイネα-L-フコシダーゼ（分子
量 58 kDa，至適 pH6.0）とは異なる新しい分
子種であると考えられた。発表論文⑤ 
②トマトα1,3/4 フコシダーゼの 2 種遺伝子
（Solyc03g006980，Solyc11g006910）を同定
し，昆虫細胞 Sf9 で組換えタンパク質を発現
させた。いずれの遺伝子産物についても，ル
イス a 抗原中のα1-4Fuc 残基，LNFP-III 中
の α1-3Fuc 残基には活性を示したが，
Man1Xyl1Fuc1GlcNAc2 （MFX），Fuc1GlcNAc1（GNF）
の Fuc 残基には活性を示さなかった。その一
方で，Fuc1GlcNAc2（GN2F）中の Fuc 残基には
活性を示す事が明らかになった。細胞内局在
解析については，液胞と細胞外空間への局在
を予想し，タバコ BY2 細胞と N. benthamiana
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用いた実験を行ったが，本研究期間中に明ら
かにすることは出来なかった。発表論文②⑥ 
③α1,3/4 フコシダーゼ欠損 A.thaliana（発
表論文④），酸性 PNGase 欠損 A.thaliana に
おける遊離 N-グリカンの構造解析を行った。 
④新生糖タンパク質の小胞体品質管理系に
関与する遺伝子を欠損した A. thaliana の遊
離 N-グリカンの構造解析をウィーン大学の
Richard Strasser教授との共同研究として行
った。 
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