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研究成果の概要（和文）：　植物糖タンパク質のN型糖鎖の分解について、これまでにハイマンノース型糖鎖の分解経
路を明らかにしていた。本研究では、α1,3-フコシダーゼの遺伝子を同定し、この基質特異性から植物コンプレックス
型糖鎖の分解経路を初めて解明した。また当遺伝子のノックアウト植物は、糖鎖構造に大きな変化をもたらし、一つの
酵素の欠損がN型糖鎖の分解に大きな影響を及ぼすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The degradation pathway of high-mannose type N-glycans in plant cells has been cla
rified. In this study, we identified a gene encoding (alpha)1,3-fucosidase acting on Fuc(alpha)1-3GlcNAc l
inkage in plant complex type N-glycans. Its substrate specificity analysis revealed the degradation pathwa
y of plant complex type N-glycans. The (alpha)1,3-fucosidase-deficient mutant changed the composition of N
-glycans in plant cells, showing that (alpha)1,3-fucosidase is an essential glycosidase in plant N-glycan 
degradation.
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１．研究開始当初の背景 
 
 糖タンパク質糖鎖の N型糖鎖は、タンパク
質の物性だけでなく、機能にも影響を及ぼし
ている。例えば、N型糖鎖にはタンパク質の
品質管理に役割を果たしているものがある。
しかし、N型糖鎖の機能の全貌は依然として
見えていない。この解析のためには N型糖鎖
の生合成・分解の経路解明と、それに関わる
遺伝子群の変異体解析が有効である。 
 N型糖鎖の生合成経路は、ほぼ解明されて
いる。一方、N型糖鎖の分解経路は、動物で
解明されたが、植物においては一部が解明さ
れているのみである。N型糖鎖の分解は、植
物細胞では最終的に液胞で行われる。植物の
N型糖鎖分解には、7種類の酵素の関与が想
定されているが、このうち遺伝子が同定され、
基質特異性が解析されているのは、報告者が
同定したエンド--マンノシダーゼのみであ
る（Ishimizu et al. 2004）。 
 植物 N型糖鎖は、ハイマンノース型糖鎖と
植物コンプレックス型糖鎖に大別される（図
1）。エンド--マンノシダーゼを同定・解析し
たことにより、植物特有のハイマンノース型
糖鎖の分解経路を明らかにしていた
（Ishimizu and Hase, 2006）。しかし、植物コン
プレックス型糖鎖の分解経路は、明らかにな
っていなかった。特に、1,3-フコシダーゼに
ついて、遺伝子が未同定であり、基質特異性
が未解明であった。 
 

 
 植物 N型糖鎖の分解酵素の遺伝子が同定
されると、それぞれの酵素遺伝子がノックア
ウトされた糖鎖分解が破綻した植物体を解
析することが可能になり、N型糖鎖あるいは
その分解の生理的役割を解明できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 植物 N型糖鎖の分解経路の全貌を明らか
にし、その分解経路破綻植物体の解析を行い、
植物 N型糖鎖およびその分解の生理的意義
を探ることを目的とする。 
 具体的には、まだ未解明の植物コンプレッ
クス型糖鎖の分解経路に焦点を当てる。植物
コンプレックス型糖鎖の分解に関与する
1,3-フコシダーゼの遺伝子を同定し、その基
質特異性解析を行う。植物コンプレックス型
糖鎖の分解に関わる他の酵素であるエンド

--マンノシダーゼ、1,2-キシロシダーゼ（遺
伝子未同定）、液胞-マンノシダーゼ（遺伝
子未同定）は既に基質特異性が明らかにされ
ているため、1,3-フコシダーゼが同定・解析
されると、植物コンプレックス型糖鎖の分解
経路の全貌を解明できる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) シロイヌナズナ At2g28100遺伝子産物の
基質特異性解析 
 これまでに、シロイヌナズナ At2g28100遺
伝子が1,3/4-フコシダーゼとして同定され
ていた（Zeleny et al. 2006）。この酵素は植物
コンプレックス型糖鎖M3FX（図 1）に含ま
れる Fuc1-3GlcNAc結合には作用しなかっ
た。しかし、報告者はこの遺伝子産物が植物
コンプレックス型糖鎖に作用する1,3-フコ
シダーゼであると考えた。At2g28100遺伝子
を pPICZベクターに組み込み、メタノール
資化性酵母 Pichia pastorisにて発現させた。
この酵素が作用する糖鎖を探索するため、大
きさの異なる 6種類の植物コンプレックス型
糖鎖（いずれも Fuc1-3GlcNAc結合を含む）
も調製した。植物（エンドウ芽生え）から抽
出した糖タンパク質をヒドラジン分解して、
N型糖鎖を調製した。糖鎖の還元末端を 2-ア
ミノピリジンにより蛍光標識し、M3FXをサ
イズ分画 HPLCおよび逆相 HPLCにて分離・
精製した。-マンノシダーゼや-キシロシダ
ーゼなどを処理し、Fuc1-3GlcNAcを含む 6
種類の糖鎖を調製した。これらの糖鎖に
At2g28100遺伝子産物を作用させた。 
(2) 1,3-フコシダーゼノックアウト植物体（N
型糖鎖分解破綻植物体）の解析 
 At2g28100遺伝子のノックアウト植物体
（T-DNA挿入変異体）を米国ソーク研究所よ
り入手した。この植物体を育成し、表現形観
察と N型糖鎖構造解析を行った。N型糖鎖構
造解析は、植物抽出物からヒドラジン分解に
より調製した糖鎖を蛍光標識し、サイズ分画
HPLCおよび逆相 HPLCにて、分離・定量す
ることで行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 At2g28100遺伝子産物を P. pastorisで発現
させた。糖鎖修飾されたタンパク質として発
現した。エンド Hという酵素により糖鎖を取
り除き、目的産物の分子量と一致したタンパ
ク質が発現したことを確認した。このタンパ
ク質をFuc1-3GlcNAc結合を含む 6種類の植
物コンプレックス型糖鎖の分解産物に作用
させると、GlcNAc1-4(Fuc1-3)GlcNAcのみ
1,3-フコシダーゼ活性による分解を受けた。
このことから、At2g28100が植物コンプレッ
クス型糖鎖に作用する1,3-フコシダーゼ遺
伝子であることが判明した。またM3FXのよ



うな典型的な植物コンプレックス型糖鎖に
直接作用せず、液胞-マンノシダーゼ、1,2-
キシロシダーゼ、エンド--マンノシダーゼに
よって逐次分解された短くなった糖鎖に作
用する、特有の基質特異性があることが明ら
かになった。これらの酵素の基質特異性から、
初めて植物コンプレックス型糖鎖の分解経
路を提出することができた。これにより、ハ
イマンノース型糖鎖の分解を含めた植物 N
型糖鎖の分解経路の全貌を明らかにするこ
とができた（図 2）。 

  
 
 さらに、この酵素が関与する植物コンプレ
ックス型糖鎖の分解経路を明確にするため
に、1,3-フコシダーゼ遺伝子ノックアウト植
物（T-DNA挿入変異体）の解析を行った。変
異体は1,3-フコシダーゼ活性が検出されず、
この遺伝子が1,3-フコシダーゼをコードす
ることを裏付けた。変異体では、はっきりと
した表現型の変化は観察されず、1,3-フコシ
ダーゼによる N型糖鎖分解は、通常条件下で
は生育に関与しないことが明らかになった。
変異体の N型糖鎖は、1,3-フコシダーゼが基
質とするGlcNAc1-4(Fuc1-3)GlcNAcが分解
されずに残っていた。これは、1,3-フコシダ
ーゼがGlcNAc1-4(Fuc1-3)GlcNAcを基質と
するという生化学的解析の結果と一致し、植
物コンプレックス型糖鎖の分解経路を明確
にできた。また、変異体では、分解されずに
残っている糖鎖が他にもあり、1,3-フコシダ
ーゼのノックアウトにより糖タンパク質糖
鎖の分解全体が滞っていることを示した。こ
れは、糖タンパク質糖鎖の分解には複数の酵
素が連携していることを示唆している。 
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