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研究成果の概要（和文）：先天性筋ジストロフィーの原因遺伝子産物の１つであるLARGEは２つの糖転移ドメイ
ンを有し、キシロースとグルクロン酸のリピート配列を形成する酵素である。本研究では、こうした2つの糖転
移ドメインを有する糖転移酵素を対象にして、酵素がいかにして効率よく、一連の糖鎖伸長反応を行っているか
という動的な作動メカニズムの解明を目指した。その結果、2つの糖転移ドメインを有する酵素は、各ドメイン
の配向を柔軟に変化させることにより、ドメイン間で基質糖鎖を受け渡し、糖鎖のリピート構造の伸長を効率的
に行っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：LARGE (Like-acetylglucosaminyltransferase) is the causative gene product for
 congenital muscular dystrophy which possesses two catalytic domains with homology to members of 
glycosyltransferases to form a repeat sequence of xylose and glucuronic acid residues. In this 
study, we have performed a molecular dynamics study to characterize the mechanism that the enzymes 
composed of these two catalytic domains catalyze the elongation reactions of sugar chains.  As a 
result, the enzymes exhibited dynamic motions involving domain-domain association and dissociation 
during the reaction, indicating that orientation between the two domains would contribute to the 
elongation efficiency to exchange the substrate sugar chain.

研究分野：糖鎖生化学
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１． 研究開始当初の背景 
ジストログリカノパチーは、脳と目に重篤な病変
を伴う先天性筋ジストロフィーの一種である。こ
れらの疾患患者には α-ジストログリカン
（αDG）上の糖鎖の発現異常が認められる。
αDG上の糖鎖は、ラミニンなどの細胞外マトリッ
クスタンパク質との相互作用を通じて細胞の基
底膜と細胞膜を繋ぎとめている。このラミニンへ
の結合性を示す糖鎖は、独特な構造を有してい
ると考えられているが、研究当初はその全体構
造は明きかとなっていなかった。近年の DNA シ
ークエンス技術の進展により、多くの糖転移酵素
や糖転移酵素様遺伝子が、ジストログリカノパチ
ーの原因遺伝子として同定を通じて、ラミニン結
合性糖鎖の構造情報が蓄積され、2016 年には
その全体構造が明らかにされている（Cell Rep. 
2016, 14:2209-2223）。たとえば、ラミニン結合性
糖鎖の非還元末端はリン酸化3糖構造を形成し
ており、ラミニンへの結合性を示すキシロース
（Xyl）とグルクロ酸（GlcA）のリピート配列が結合
していることが報告されてきている（Science 2012, 
335 :93-6 and Science 2013, 341: 896-899）。こ
のラミニンの結合領域であるXyl-GlcAリピート配
列を合成する糖転移酵素 LARGE は、ジストログ
リカノパチーの原因遺伝子産物の 1つである。 
LARGE は、キシロース転移活性とグルクロン酸
転移活性の2つの糖転移活性部位を有し、単一
のタンパク質で糖鎖伸長を行う二重機能を持つ
ユニークな酵素である。一般的には、糖転移酵
素は 2 型の膜貫通型タンパク質であり、一つの
糖転移活性部位を有する。哺乳細胞において
は、コンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸、ケラタン
硫酸にみられるリピート構造は、いずれも単一の
糖転移活性能を有する糖転酵素がリピート配列
の生合成に 2種類以上関与している。 
糖転移酵素が、2 つの触媒ドメインをいかにし
て獲得してきたかについては進化的にも大変興
味深いが、こうしたユニークな酵素による糖鎖伸
長の詳細なメカニズムは明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
筋ジストロフィーの原因遺伝子産物である
LARGEは、Xyl転移、GlcA転移の2つの活性を
有する特異な酵素である。本研究では、LARGE
の高次構造解析を行うことで、2つの活性部位を
有するタンパク質がいかにして、一連の糖鎖伸
長反応を行っているかという動的な作動メカニズ
ムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
本申請研究ではLARGEによるユニークな糖鎖
伸長反応のメカニズムを構造生物学的なアプロ
ーチから迫るものである。そのための第一歩とし
て、動物細胞やカイコ発現系を利用し、LARGE
の大量発現系を構築する。こうしたリコンビナント
LARGEを対象にして、非変性質量分析、X線小
角散乱（SAXS）、高速原子間力顕微鏡（AFM）を
利用して、糖鎖伸長の機構の分子基盤を解明
する。 
また、研究当初は大腸菌の莢膜の構成成分で

あるコンドロイチンを合成に関わる 2 つの転移活
性を有する Chondroitin Polymerase（K4CP）にも
着目して研究を展開する。 
 
４．研究成果 
本研究は、2 つの糖転移ドメインを有する糖転
移酵素（LARGE および K4CP）の糖鎖伸長機構
の解明を目指すものである。 
 
LARGE の構造解析を行うため、LARGE の大
量発現系の構築を試みた。カイコを利用した大
量発現を試みたが、大部分のタンパク質が不溶
性分画に発現してしまい、構造解析に十分量の
タンパク質を得ることができなかった。しかしなが
ら、哺乳細胞を用いた浮遊培養や高密度培養
を試みた結果、細胞 1L 培養あたり 5 ㎎タンパク
質を精製することに成功した。さらには、LARGE
のアクセプター基質を調製するために、
4-Methylumbelliferyl-β-D-xylopyranoside 対し
て、酵素反応を行い、重合度の異なる糖鎖（3 糖、
4 糖）を調製することにも成功した。 
以上のように、リコンビナントタンパク質と基質
の安定的な調製法を確立したことで、LARGE の
構造解析を行うためのタンパク質を行うことが可
能となった。 
 
哺乳細胞を用いた LARGE や大腸菌で発現さ
せた K４CP を対象にして、非変性質量分析、
SAXS を行なったところ、両タンパク質は溶液中
では 2 量体を形成していることが明らかとなった。
一方で、超遠心分析を利用した濃度依存性を
測定したところ、LARGE および K4CP は非変性
質量分析やSAXSを測定した0.2 mg/mL以上の
測定領域では2量体として存在しているが、0.05 
mg/mL 以下の濃度域では単量体として存在し
ていた。 
一方で、高速 AFM によって K4CP に由来する
2輝点が近接している像が観測され、2つの輝点
が揺動している様子を観察することに成功した。
さらに、基質を加えることで、時間の経過とともに
合成された糖鎖と考えられるシート状の構造体
が増えてくる様子が確認され、K4CP による糖鎖
合成の過程を捉えることができた。高速 AFM に
よって K4CP に由来する 2 輝点が近接している
像が観測された濃度は K４CP が単量体して存
在している濃度であり、輝点 1 つが 1 つのドメイ
ンあることが考えられる。同様に LARGE に関し
ても、AFM による観測により、2 つの輝点が揺動
している様子を捉えることができた。さらに基質
を加えることで、時間の経過とともに糖鎖が伸延
する様子が確認され、LARGEによる糖鎖合成の
過程を捉えることにも成功した。 
 
また、全反射蛍光顕微鏡による1分子FRET単
独の計測を行うことで、K４CP の糖鎖伸長過程
を捉えることを試みた。その結果、高濃度の
K4CP-Alexa647 をガラス基板へ吸着させ、糖基
質 CH4-Cy3 を結合させる条件で FRET が検出
することに成功した。さらに、K4CP-Alexa647 に
糖基質 CH4-Cy3 を加え、UDP-GalNAc と



UDP-GlcA を加えると、段階的に FRET 効率が
減 少 す る 分 子 が 見 ら れ た 。 こ れ は 、
K4CP-Alexa647へCH4-Cy3が結合しFRETを
起こし、糖鎖が伸長することで、K4CP-Alexa647
と CH4-Cy3 が離れ、FRET 効率が下がったもの
と考えられる。 
 
以上より、LARGEやK４CPといった2つの糖転
移ドメインを有する糖転移酵素は、各ドメインの
配向を柔軟に変化させることにより、ドメイン間で
基質糖鎖を受け渡し、糖鎖のリピート構造の伸
長を効率的に行っているものと考えられる。 
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