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研究成果の概要（和文）：タンパク質への糖鎖修飾は真核生物に共通して見られる翻訳後修飾の一つであり，
様々な生体内プロセスに深く関わっていることが知られている。我々は細胞質における糖鎖の分解・代謝の生物
学的意義を解明するために，出芽酵母を用いて研究を行っている。その過程で，炭素源マンノースへと変化させ
た細胞培養条件では，新規O -マンノシダーゼ(EOM)の活性が細胞内で上昇すること，その結果，タンパク質上の
O-結合型糖鎖が切り出され，大量の遊離O型糖鎖(fOGs)が生成されることを偶然にも見出した。そこで，出芽酵
母が有する新規EOM遺伝子の同定を行ない，同定したEOMを解析ツールとして応用することを目的に研究を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Glycosylation for the nascent proteins are one of the most common co- and 
post- translational modifications. This modification is well known to play a critical role in the 
various biological processes . It is known that free-formed N-glycans, designated as free N-glycans 
(fNgs), which are liberated from glycans on the glycoproteins, are accumulated in the cytosol. 
However biological meaning of the accumulation of fNgs is unclear.  Unexpectedly, we found that 
under specific culture condition, yeast cells generate novel free glycans derived from O-linked 
sugar chains on the glycoproteins, suggesting yeast cells possess a novel endo O-mannosidase (EOM). 
Our goal of this study, therefore, is not only identification of the gene coding EOM  and gain 
deeper insight into biological and physiological meaning of the generation of the free glycans 
derived from O-glycans(fOGs) but also providing this enzyme as a tool for structural/functional 
analysis of O-glycan on glycoproteins.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 糖鎖　代謝　遊離糖鎖　出芽酵母

  ３版
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１． 研究開始当初の背景 
 
 
細胞内で合成されたタンパク質への糖鎖付
加は，真核生物に共通する翻訳後修飾の一つ
であり，その結合様式の違いにより，アスパ
ラギン残基に結合する N-結合型糖鎖，セリン
またはトレオニン残基に結合する O-結合型
糖鎖に分類することが出来る（図 1）。これら
の糖鎖修飾は，タンパク質自体の安定化を促
すだけでなく，細胞の発生・分化，細胞間相
互作用，組織形成などの様々な生体内のプロ
セスにおいて重要な役割を果たしている 
[Varki, (1993) Glycobiology]（図 1）。近年，
糖鎖の生合成欠損が様々な疾患を引き起こ
すことや，細胞のがん化によって細胞表面に

発現するタンパク質上の糖鎖構造が劇的に
変化し，がん細胞の転移が促進されるという
報告もあり，糖鎖修飾の重要性はますます注
目されている。真核生物の細胞質では，正し
く折り畳まれなかった異常タンパク質上の
N-結合型糖鎖が，ペプチド:N-グリカナーゼ
(PNGase)依存的に切り離されることが知ら
れている。その結果生成された遊離 N型糖鎖
は， マンノシダーゼなどの細胞質に存在す
る加水分解酵素によって，さらに代謝される
（図２）。しかしながら，この遊離 N 型糖鎖
代謝の生物学的意義については不明な点が
多い。このような背景のもと，申請者らは
2008年より HPLCを用いて出芽酵母で生成
される遊離 N 型糖鎖の詳細な構造を解析す
る技術を確立し，生成される全て(約 20種類)
の遊離 N 型糖鎖の構造を同定した
[Hirayama et al., (2010) JBC；Hirayama et 
al., (2011) Glycobiology]。この手法を用いて，
遊離 N 型糖鎖代謝の生物学的意義を探るこ
とを目的に，様々な炭素源環境下における遊

離Ｎ型糖鎖の代謝を解析した。その結果，予
想外にも，マンノースを炭素源として出芽酵
母の培養を行うと，遊離 N型糖鎖ではない未
知の遊離糖鎖が多量に生成されるという興
味深い実験結果を得た。これらの遊離糖鎖は，
今までに報告の無いＯ-結合型糖鎖由来の遊
離糖鎖 (遊離O型糖鎖(fOGs))であることが，
次の 2 つの実験結果から示唆された。[結果
１]未知の遊離糖鎖は，α-1,2およびα-1,3結
合のマンノースみによって構成され，タンパ
ク質を修飾する O-結合型糖鎖と結合様式が
一致すること。 [結果２ ]タンパク質上の
Ser/Thr へマンノースを最初に転移する糖転
移酵素(Pmt1, Pmt2)を破壊した細胞株では，
このＯ-結合型糖鎖由来と考えられる fOGsの
生成量は著しく減少する。つまり，これらの
遊離糖鎖は細胞内で無秩序に重合して生成
されたのではなく，一度タンパク質を修飾し
た糖鎖が切り出されて生成されたものであ
ることが強く示唆された。これらのことから，
出芽酵母の O-結合型糖鎖はマンノース培養
時に，今まで知られていない酵素, エンド O-
マンノシダーゼ(EOM)によってタンパク質
上から切り出されている可能性が強く示唆
された(図 3)。マンノース添加時に EOMの発

現量は転写レベルで制御されているのかを
更に検討するため，種々の転写因子欠損株に
おける fOGsの生成量を解析した。その結果，
Cyc8 と呼ばれる転写抑制因子 の 欠損株
(cyc8∆)は，マンノース培養条件下(YPMan 
培地)で，野生と比べて，過剰な fOGsを生成
することを見出した(図 5B, WT vs cyc8∆) 。
この EOM活性化による糖タンパク質からの
過剰な糖鎖脱離の結果，細胞壁ストレスが起
こり，最終的に生育阻害という表現型を示す
ことが判明した。(図 4 および図 5A, cyc8Δ
の spot写真)。現段階において，EOMの転写



調節メカニズムについての詳細は不明であ
るが，EOMの活性は転写抑制因子 Cyc8によ
り厳密に制御されていることが示唆される。
これらのことを踏まえ，EOM をコードする
遺伝子を取得するために，cyc8Δ株の生育を
指標としたスクリーニングを考案・実施した
(図 4)（詳細は研究計画・方法欄），その結果，
2種類の劣勢変異株の取得に成功した(図５)。
この 2種類の変異株の変異点については，次
世代シーケンシングによる全ゲノム配列の
解読により現在，同定に至っている。本研究
提案では，現在取得している 2種類の変異株
の解析を基づいた EOM遺伝子の同定を行な
う。さらに，脱糖鎖ツールとしての EOMの
高機能化に取り組み，EOMを O-型糖鎖を外
すための有用なツールへと改良し，世の中へ
普及させることを最終目標とする。 

 
２．研究の目的 
上記研究背景をもとに，本研究提案では新規
EOM 依存的な fOGs 生成の生物学的意義を
明らかにすることを最終目標とする。具体的
には以下の事柄を明らかにする。 
 
⑴新規エンド O-マンノシダーゼ(EOM)の同
定 
 ①現在取得している 2種類の変異株の変異
遺伝子解析から，EOM遺伝子を同定する(図
4) 
  ② (バックアッププラン) cyc8∆株とその
他全ての遺伝子変異株を掛け合わせ，cyc8∆
株の表現型をレスキューする遺伝子変異株
を探索する 
  ③ 非必須遺伝子破壊株コレクションを用
いた fOGs生成に関連する遺伝子群の生化学
的同定 
 
⑵細胞内における EOMの機能を解析 
⑶脱糖鎖ツールとしての EOMの開発 
①� EOM の立体構造および，反応機構の
解明 

 ② EOMの高機能化 
 
３．研究の方法 
⑴新規エンド O-マンノシダーゼ(EOM)の同定 
①現在取得しているEOM活性を欠損した変異
体の解析 
cyc8Δ株はマンノースを炭素源とした培地
(YPMan)では，過剰な fOGs の生成に起因する
生育阻害を示すことが現在までに明らかと
なっている(図 5A)。この表現型を指標に，EOM

をコードする遺伝子およびEOM活性に関わる
遺伝子のスクリーニングを行った(図４)。具
体的には，cyc8Δ株を突然変異誘起剤 EMS で
処理し突然変異を促し，これらの変異細胞群
の中で，生育可能となった株を取得した。そ
の結果，YPMan 上で生育可能になった 16 クロ
ーンの変異体を得ることに成功した。これら
の株は xsc 変異株(Extragenic suppressor 
of cell wall defect of cyc8Δ mutant)と
名付け，更にこの 16 クローンについて，細
胞壁合成阻害剤 Calucofluore white に対す
る感受性の抑圧および，fOSs 生成の減少の有
無について検討した。その結果，EOM の生成
に欠損が生じている２種類の劣勢変異株
(xsc6, xsc23)を取得することに成功した(図
５)。これらの株の持つ変異点を同定するた
めに，次世代シーケンサー(Ilummina Hiseq 
2500)による全ゲノム配列解析を行ったとこ
ろ，それぞれの変異株において，それぞれ別
の機能未知なORF内にフレームシフトおよび
stop コドンの挿入変異が同定された。この遺
伝子産物が実際にEOMをコードしているのか
を in vivo および in vitro で解析・検討す
る。具体的には，現在得ている xsc6 および
xsc23 変異の原因遺伝子の過剰発現および破
壊を行い，それに伴う fOGs の増減が見られ
るかを確認する。期待する結果が得られた場
合は，粗精製したそれぞれの候補遺伝子産物
を酵素源として，我々が有する人工基質（N
末端が BODIPY で蛍光ラベルされたペプチド
上のSer残基がO-マンノースで修飾されたも
の）を用いた EOM の活性測定を行い，活性の
有無を検討する。 
 
② (バックアッププラン1) cyc8∆株とその他
全ての遺伝子変異株を掛け合わせ，cyc8∆株
の表現型をレスキューする遺伝子変異株を
探索する。上記 xsc mutant の変異点の同定
を行った結果，その変異が仮に EOM の活性と
関係ない場合は，cyc8∆株とその他全ての遺
伝子(6000 遺伝子)の掛け合わせを行い，CYC8
遺伝子とそれ以外の遺伝子の二重破壊株を
作成する(cyc8∆ xxx∆)。具体的には，トロン
ト大学の Charlie Boon 教授の研究室で，出
芽酵母の全遺伝子の遺伝子相互作用
(genetic interaction)を解析するために開
発された Synthetic Genetic Array (SGA)解
析 法  [Baryshnikova A et al., (2010) 
Methods Enzymol. (PMID: 20946810) ]を利
用することで，cyc8∆株とそれ以外の全ての
遺伝子の２重変異株(cyc8∆ xxx∆)を簡便かつ
迅速に作成する。作成した二重破壊株の中で，
cyc8∆株のマンノース感受性をレスキューす
る株を漏れなく同定することで，EOM をコー
ドする遺伝子を同定できるだけではなく，マ
ンノース培養時に活性化するEOMの分子調節
機構が明らかになる可能性が高い。 
 ③ (バックアッププラン 2) 非必須遺伝子
破壊株コレクションを用いた fOGs 生成に関
連する遺伝子群の生化学的同定 



上記スクリーニング方法がうまく働かなか
ったさいのさらなるバックアッププランと
して，破壊株シリーズを使った fOGs 生成に
関わる遺伝子の探索を生化学的に行う計画
である。具体的には破壊株を一株づつ培養し，
各破壊株から遊離糖鎖を抽出，精製する。そ
の後還元末端に対してピリジルアミノ化を
行ない，HPLC にて有利 O-型糖鎖の定量的解
析を行うことで，fOGs を生成することのでき
なくなった遺伝子破壊株を同定し，fOGs の生
成に関わる遺伝子を絞り込むというアプロ
ーチをとる予定である。 
 
⑵細胞内における EOM の機能を解析 
EOM をコードする遺伝子の同定後は，その遺
伝子破壊株の表現系解析を行う。以下に，現
在考えられる仮説を挙げ，この仮説に基づい
た研究計画を示す。 
 
—EOM が細胞表面のセンサータンパク質の糖
鎖を外すことで感度を微調整している可能
性についての検討— 
Pmt 転移酵素群（O-結合型糖鎖を新たに合成
されたタンパク質の Ser/Thr に転移する酵
素）の破壊株の解析から，O-結合型糖鎖が欠
損すると細胞表面のセンサータンパク質
Wsc1 と Mid2 の糖鎖修飾量が減少し，その下
流の PKC 経路によるシグナルの伝達が減弱，
高温感受性を示すことが知られている
[Lommel M et al., (2004) Mol. Cell. Biol., 
24(1):46-57.]。また，このシグナル減弱と
高温感受性は，細胞表面のWsc1, または Mid2
を過剰発現させることで回復する。一方，過
剰なfOGsを生成するcyc8∆株のマンノース感
受性も Wsc1, Mid2 の過剰発現によって抑圧
されることから(未発表データ)，EOM は細胞
表面のセンサータンパク質の糖鎖量を変化
させ，タンパク質自体の機能を微調整してい
る可能性が示唆された(図 6)。そこで，この
仮説を確かめるために，PKC 経路および①
-(b)の解析を通じて得られたEOM基質のなか
で，細胞表面に存在するセンサー/レセプタ
ーがあれば，その下流に存在するシグナルが，
EOM 過剰発現で変化するか検討する。具体的
には，対象となるシグナル系の最下流に位置
する遺伝子の発現レベルをルシフェラーゼ
によるレポーターアッセイで解析する。その

結果，EOM の発現変化によるレセプタータン
パク質上の糖鎖修飾変化に依存したシグナ
ルの増減が観察出来れば，更に解析を進める。 
 
⑶脱糖鎖ツールとしての EOM の開発 
① EOM の立体構造および，反応機構の解明 
EOMを種々のO-マンノシル型糖鎖をタンパク
質から外すためのツールとしての開発を行
ためには，EOM の構造と触媒機構を明らかに
することが，必須である。まず最初に，大腸
菌を発現系として EOM を発現・精製する系を
立ち上げる。もし大腸菌で発現しない場合は，
出芽酵母を発現系として用いて，発現・精製
を行う予定である。その後，結晶化，立体構
造解析は当研究グループの構造解析チーム
と共同で行っていく予定である。 
② EOM の高機能化 
基質と EOM の共結晶化データから，EOM の反
応機構を予測し活性中心や脱糖鎖反応に必
要な残基を推定する。これらの情報を元にア
ミノ酸置換を行い，活性が上昇する変異体を
探索する。 また，O-マンノシル化糖鎖修飾
は真核生物に広く保存されているものの，そ
の末端(非還元末端)の構造には多様性があ
る，そこで，本酵素が様々な構造に対して幅
広い基質特異性を持つか検討する。 幅広い
基質特異性を有さない場合は，上記手法，つ
まり，構造情報に基づいた反応機構メカニズ
ムを元にアミノ酸置換を行い，基質特異性の
幅を広げる試みを行う。EOM の高機能化に成
功すれば，出芽酵母を発現系として有用タン
パク質を産生した際にみられ，ヒトの体内で
は抗原になり得る O-マンノース型糖鎖を脱
離することができるので，出芽酵母を用いた
有用タンパク質の分泌生産/品質管理に貢献
できる可能性が高い。 
４．研究成果 
 
⑴新規エンド O-マンノシダーゼ（EOM）の同
定 
①現在取得しているEOM活性を欠損した変異
体の解析 
上述のよう同定した候補変異株，xsc6 および
xsc23 について戻し交配を数回実施した後，
次世代シーケンサーによる変異点同定を行
なった。その結果，両変異株で複数の遺伝子
変異が同定された。従って変異が見つかった
全ての遺伝子について，その遺伝子破壊株を
用意し，fOGs の生成が欠損しているかを検討
した。その結果，全ての変異点が見つかった
遺伝子の破壊株で fOGs の生成低下は見られ
なかった。従って xsc6，xsc23 の変異は EOM
本体の変異ではなかったことが示唆される。 
 
② (バックアッププラン1) cyc8∆株とその他
全ての遺伝子変異株を掛け合わせ，cyc8∆株
の表現型をレスキューする遺伝子変異株を
探索する 
予想通り上述(a)のアプローチでは EOM をコ
ードしている遺伝子には到達できなかった



ので，cyc8∆の表現型(マンノース培地におけ
る生育阻害)を抑圧するような遺伝子群を
SGA によるスクリーニングによって同定する
ことを試みた。通常 SGA 法でスクリーニング
を行うには cyc8 変異株と cyc8 以外の全ての
非必須遺伝子破壊株の掛け合わせにより二
倍体を形成させ，その後減数分裂を促し胞子
形成を経て二重破壊株を取得するというプ
ロセスを取る。しかしながら，cyc8∆株は胞
子を形成しないという表現型を示すことが
判明したので，CYC8 遺伝子のシャットダウン
株を作成してSGA解析を行うことを目指した。 
 
シャットダウン株は doxycyclin によって遺
伝子発現が抑制される，TEToff-CYC8 株とエ
ストロゲン(β-estradiol)添加によって発
現が止まる(Z3EV)x2-CYC8 株を作成し，どち
らの系が必要な時に遺伝子の発現を確実に
止めることができるか検討した。その結果
(Z3EV)x2-CYC8 株は TEToff-CYC8 株に比べ，
β-estradiol を加えると迅速で確実な遺伝
子のコントロール(抑制)が可能であったこ
とから(Z3EV)x2-CYC8 を用いて SGA 解析を行
った。しかしながら，SGA のシステムではβ
-estradiol 添加/非添加で表現型の差が確認
できなかった。この系でスクリーニグを行う
にはSGAシステムのさらなる改良が必要なこ
とが判明し，現在取り組んでいる。 
 
③ (バックアッププラン 2) 非必須遺伝子
破壊株コレクションを用いた fOGs 生成に関
連する遺伝子群の生化学的同定 
上記(バックアッププラン 1)を用いた解析に
しばらく時間がかかりそうであったため，並
行して非必須遺伝子破壊株コレクションを
用いた fOGs 生成に関する遺伝子破壊株の同
定を試みた。具体的には，破壊株コレクショ
ンを用いて，それぞれの株が生成する fOGs
に減少が見られる株の同定を行う方法であ
る。現在のところ fOGs の生成に直接関係な
い O-結合糖鎖生合成に関わる糖転移酵素を
コードする遺伝子破壊株や，液胞の pH 及び
恒常性維持に関わる一部の遺伝子破壊株に
おいて fOGs の減少が見られるものの，fOGs
を全く生成しなくなるような遺伝子破壊株
は同定できていないのが現状である。以上の
結果からEOMをコードする遺伝子が複数あり
それぞれ相補的に働いている可能性と，EOM
をコードする遺伝子が必須遺伝子である可
能性を念頭において，さらに継続して解析を
進める予定である。 
 
以上のように未だEOMをコードする遺伝子の
同定には至っていないものの，新たなアプロ
ーチとして，CYC8 破壊株をマンノース含有培
地にて培養した際にのみ発現量が上昇する
ような遺伝子の RNAseq を用いた同定を行な
い，この情報も合わせて破壊株を用いた生化
学的解析を継続する予定である。 
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