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研究成果の概要（和文）：分化成長中の植物組織には，遊離N-グリカン（Free N-glycan, FNG）がμM濃度で存
在する。これらFNGには，小胞体関連分解においてミスフォールド糖タンパク質から生じるFNGと，機能不全糖タ
ンパク質の分解過程で生じるFNGの２種類がある。本申請課題では，FNG生成に関与する酵素群の遺伝子発現制御
を通して，① FNGの植物の分化・成長に関わる生理機能を実証するとともに，② その機能の植物成長（或いは
果実熟成）制御への応用を目的とした基盤技術開発を推進した。

研究成果の概要（英文）：In developing or growing plants, we have found that the free N-glycans 
(FNGs) occur at a few micro molar concentrations and we have made a working hypothesis that these 
FNGs may carry important functions involved in plant physiology. The FNGs are classified into two 
categories; one produced from misfolded glycoproteins in ERAD system, and the other one produced 
from the turnover of function-lost proteins. In this project, through the constructions of mutant 
lines of A.thaliana or tomato, we have found the putative biological functions of FNGs involved in 
plant development or growth, and we have developed the basic research to apply the putative 
functions to regulate the plant growth or the fruit-development.

研究分野： 応用生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題は，植物に遍在する遊離型糖鎖の植物分化・成長に関わる生理機能の証明と利用に焦点を当てている点が
学術的な特色であり，仮説が実証されれば，21世紀の食料生産を支える新たなアグリテクノロジーの確立につな
がる意義がある。本研究成果において，分化成長中の植物に遍在する遊離型糖鎖（遊離N-グリカン，FNGs）の生
成に関わる３種酵素（cPNGase，aPNGase，ENGase）の発現制御株（発現抑制，過剰発現）を構築することで，
PNGase/ENGase 非依存的な生成機構が存在することを明らかにするとともに，aPNGase過剰発現（T2株）によ
り，FNGs増加と果実熟成促進傾向を確認した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 分化成長中の植物組織には，本来であればタンパク質に共有結合しタンパク質フォールディン

グ等に重要な寄与をなす糖鎖が，遊離型 N-グリカン(Free N-Glycan, FNG)としてマイクロモル濃度
で存在する。これら FNG の大部分は，ミスフォールドした新生糖タンパク質がプロテアソームで分
解されるに先だって，細胞質ペプチド:N-グリカナーゼ（cPNGase）及びエンドグリコシダーゼ 
(ENGase)の作用により生成したもの
である。また，老化により機能を失っ

た糖タンパク質からも，それらの代謝

分解過程で植物特異的な酸性

PNGase (aPNGase) により FNG が生
成する。これら FNG の生成機構につ
いては，タンパク質品質管理機構の

視点から明らかになりつつあるが，そ

れらの生理機能に着目した研究は少

ない。申請者らは，FNG の生理機能
解明とそれらの機能を分化・成長制

御技術開発に応用すること目的とし

た基盤研究を進めてきており，申請

時までに以下の知見を得ている。 
 
(1) 植物組織中に存在する遊離 N-グリカン(FNG)の構造特性：植物組織中には FNG が遍在し，
還元末端側に GlcNAc１残基のみを有する GN1型と還元末端側に GlcNAc２残基を有する GN2
型に大別される。  GN1 型 FNG のほとんど全てはハイマンノース型構造であり，細胞質で 
cPNGase と ENGase の協奏作用で生じる。一方， GN2 型 FNG の多くは植物に特徴的な複合型
構造を有し，液胞あるいは細胞外空間での機能喪失タンパク質の分解過程で aPNGaseにより生成
する。 
(2) 細胞質 FNG 生成に関わる ENGase，cPNGase，aPNGase の遺伝子同定，発現系構築，細胞
内分布解析，遺伝子発現調節植物の構築： 植物細胞内に存在する GN1 型 FNG は，小胞体中
でミスフォールドした糖タンパク質が細胞質に排出された後，cPNGase と ENGase の協奏的な連続
作用で生じると考えられていた。 
 
２．研究の目的 
分化成長中の植物組織には，遊離 N-グリカン（Free N-glycan, FNG）が μM 濃度で存在する。こ
れら FNG には，小胞体関連分解においてミスフォールド糖タンパク質から生じる FNG と，機能不
全糖タンパク質の分解過程で生じる FNG の２種類がある。これら FNG の生理機能に注目した研
究は少ないが，申請者らは， (1) FNGの構造特性解析，(2) FNG生成と分解に関わる糖鎖代謝酵
素群の遺伝子同定，細胞内分布解析及び発現制御実験を通して，植物生育に関わる FNG の生
理機能を明らかにしつつある。そこで本申請課題では，FNG 生成に関与する酵素群の遺伝子発
現制御を通して， ① FNGの植物の分化・成長に関わる生理機能を実証するとともに，② その機
能の植物成長（或いは果実熟成）制御への応用を目的とした基盤技術開発を推進する。 
 
 
３．研究の方法 

(1) ENGase / cPNGase/aPNGase 遺伝子三重発現制御植物の作出：ENGase 及び cPNGase 遺

伝子発現を二重抑制した植物 (A. thaliana)の構築を既に進めており，29 度中には変異植

物体のキャラクタリゼーションを完了する。この二重変異株の構築により細胞質中にお

ける FNGs 生成を完全抑制することが可能となる。しかしながら，植物には aPNGase 
が存在するため，上記二重変異株中でも遊離糖鎖が生成する可能性がある。そこで，

ENGase/cPNGase/aPNGase 遺伝子三重発現制御植物を作成し，FNGs 生成を完全抑制する

ことで遊離糖鎖の生理機能に関わる知見を得る。A. thaliana の 2 種 aPNGase 遺伝子につ

いては，両遺伝子の発現を完全抑制した植物体の構築を平成 28 年度中に完成予定であ

正常フォールド
タンパク質

細胞質 PNGase 
(cPNGase)

ENGase

ミスフォールド
タンパク質

糖鎖プロセ
シング

ゴルジ装置

液胞

Protein / Peptide
GlcNAc
Mannose
Fucose
Xylose
Galactose

小胞体(ER)

遊離 N-グリカン
(FNG)

細
胞
壁

細胞質

遊離 N-グリカン
(FNG)

(,)#�
��

プロテアソーム
分解

(,)#�
��

遊離 N-グリカン
(FNG)

	�� aPNGase

���aPNGase

� �������$*", ������ 
�����$*%'+��

OST

Dol-PP

�����

!*&���
�

mRNA

Kimua, Y., et al.  
(1) J. Biochem., 148, 681-692 (2010).
(2) Frontier in Plant Science, doi: 10.3389/fpls.2014.00429 (2014).
(3) Glycoconj. J. (2019)



り，29 年度には ENGase/cPNGase/aPNGase 遺伝子三重発現制御植物の構築に着手できる

状況である。それぞれの遺伝子発現抑制株について，発芽率，成長速度，種子形成能，

ストレス環境に対する耐性（塩，乾燥，温度）を調べることで，遊離糖鎖の生理機能に

ついての検証を行う。 
(2) aPNGase の細胞内局在解析：GN2 型 FNGs の生理機能を理解する上でも，aPNGase の

細胞内局在を明らかにすることは必要である。aPNGase 遺伝子には二種クラスターが見

られ，局在部位が異なる可能性が考えられる。aPNGase-Le と Solyc06g051010 は液胞に

発現していることを明らかにしているので，残り５つの aPNGase 候補遺伝子産物につ

いて，発現タンパク質の酵素活性確認と局在解析を継続して行う。GFP 遺伝子を融合さ

せた aPNGase 遺伝子をタバコ培養細胞に一過性発現させ，蛍光顕微鏡解析システムで

局在場所を同定する。 
(3) FNG 特異的レセプターキナーゼ(RK) の遺伝子同定，異種発現系構築，糖鎖結合特異性

解析： A. thaliana 及びトマトゲノム情報を基に，in silico 解析からレクチンドメインを有

する機能未知の RK 遺伝子を数種同定している。FNGs がリガンドとなり得るレクチン

様 RK 遺伝子の検索を継続する。RK 同定の為に，申請者の研究室でライブラリー化して

いる多様な FNGs を利用した人工糖鎖ポリマーを合成する。 
 
４．研究成果 

(1) トマト a PNGase Le 遺伝子の過剰発現株（T4世
代）について，T2世代，T3世代で観察されていた

果実熟成促進が観察されなくなった結果を受け

て，過剰発現させた aPNGase Le が継代育種により

転写後サプレッションを受けていることを，酵素

活性の低下，遊離糖鎖量の減少等から証明した。

この結果は，aPNGase 活性あるいは遊離糖鎖が果

実成熟促進に関与するという我々の仮説の傍証と

なった。この研究を通して新たな aPNGase 活性測

定法を確立した。 
 

(2) aPNGase 遺伝子の発現を完全抑制した Arabidopsis thaliana の構築を証明し，aPNGase 
活性の消失にも関わらず植物複合型遊離糖鎖が生成することを見出し，遊離糖鎖の生

成に関わる新たな機構が存在することを証明した。 
 
(3) cPNGase/ENGase 二重欠損株（Arabidopsis 

thaliana）の構築に世界に先駆けて成功した。

表現型に大きな違いが見られ，糖鎖遊離酵素

あるいは遊離糖鎖が，植物の分化・成長に重

要な機能を有する可能性を示した。更に，こ

れら２種の糖鎖遊離酵素の発現抑制した変異

株でも FNGs の生成が確認されたことから，

植物ではこれら２種糖鎖遊離酵素に依存しな

い機構で，FNGs を生成していることが明らか

になった。FNGs の生理機能を考える上からも

重要な新知見となった。 
 
(4) 植物複合型糖鎖の代謝分解に関わる トマト α-Fuc’ase の異種発現系構築に成功し，本

酵素が植物複合型糖鎖に特徴的な α1-3Fuc 残基をある特定の糖鎖構造から遊離させる

ことを明らかにした。この結果は，植物複合型糖鎖の代謝分解経路には数種グリコシ

ダーゼの一定の作用順序が存在することを示したものである。 
 

GN2-HMT-FNGs found in ENGase/cPNGase DKO mutant are produced through 
cPNGase-independent pathway
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yeasts〉

In the ER, OST catalyzes the en bloc transfer of the precursor 
oligosaccharide to growing polypeptide chains. During the transfer 
reaction, N-glycans are released from some of lipid-oligosaccharide 
precursors as GN2-HMT-FNGs by a hydrolysis reaction.
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[ 反応組成 ]
粗酵素液(240 μg protein) ~ 475 μL
基質卵黄糖ペプチド(1 mg/mL)                   50 μL
NeuNAc2Gal2GN2Man3GN1-PA (836.8 pmol/µL) 10 μL
50 mM酢酸アンモニウム (pH 4.0)                 ~ 40 μL

total    550 µL

マイクロトム果実Green Cont. 1.34 g
Oex. 1.32 g

粉砕 (液体窒素中)
抽出 (50 mM酢酸アンモニウム(pH 4.0))
10,000 g, 10 min 
透析 (50 mM酢酸アンモニウム(pH 4.0))

活性測定

粗酵素液(透析内液)

粗酵素液中のaPNGase活性測定

37℃, 1 h
100℃, 5  min
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(5) 過剰発現させた aPNGase Le が継代育種により転写

後サプレッションを受けていることが明らかになっ

たことから，遊離 N-グリカンの果実成熟促進活性が

支持された。そこで，遊離 N-グリカンの受容体の同

定を目的として，γ-ポリグルタミン酸に，FNGs を
多価共有結合させた数種類の人工糖鎖ポリマーの合

成に成功した。 
 
(6) aPNGase の細胞内局在解析については，液胞中での

存在を示唆する結果が得られたが，昨年度には導管液中に植物複合型 FNGs が存在す

ることを確認したことから，細胞外に aPNGase が分泌されていることが示唆された。

そこで，現在，トマトあるいは樹木（スギ）導管液中の aPNGase/ENGase 活性の存在

を解析している。 
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Takeda, N., et al. Int. J. Biol. Macromol. 147, 1294-1300 (2020)

Rahman, Md. Z., et al.  J. Biochem., 164, 53-63 (2018)

α-Fuc’ase Sl-2       MIKKKPITQFLKTIIILLLFQLSTSSHR---KPPPLPILPIPKSRQISWQIAEMALFLHF 57 
α-Fuc’ase Sl-1       --MTNPCYYTCLSCLIMTLFQLIIPSQETQITPPPLPILPLPNYAQLKWQQRELIMFLHF 58 
Blon_Fuc            --MNNPADAGIN----LNYLANVRPSSR-----------------QLAWQRMEMYAFLHF 37 
                       .:*          :  :    .* .                 *: **  *:  **** 
α-Fuc’ase Sl-2       GTNTFTDSEWGTGHVDPSIFNPKLLNATQWVTVAKDFGFKRVVLTAKHHDGFCLWPSKYT 117 
α-Fuc’ase Sl-1       GVNTFTDSEWGTGVENPSIFNPTNLDANQWVDTAVQAGVSLVILTAKHHDGFCLWPSKYT 118 
Blon_Fuc            GMNTMTDREWGLGHEDPALFNPRNVDVDQWMDALVAGGMAGVILTCKHHDGFCLWPSRLT 97 
                    * **:** *** *  :*::***  ::. **: .    *.  *:**.***********: * 
α-Fuc’ase Sl-2       DYSVKSSPWRNGVGDIVADLAEAARNGGLELGLYLSPWDRHEHCYGETLEYNEYYMGQMT 177 
α-Fuc’ase Sl-1       DHSVIKSPWKNGQGDVVREFVNAAKARGVDVGLYLSPWDRHDKSYGLNKEYNEHYLAQLQ 178 
Blon_Fuc            RHTVASSPWREGKGDLVREVSESARRHGLKFGVYLSPWDRTEESYGKGKAYDDFYVGQLT 157 
                         ::* .***::* **:* :. ::*:  *:..*:******* :..**    *::.*:.*:  
α-Fuc’ase Sl-2       ELLTRYGEIKYVFLDGAKGDGE--KDMEYFFDDWFSLIHQLQPGASIFSDVGPDTRWVGN 235 
α-Fuc’ase Sl-1       ELLNEYGDVKEIWFDGAKGSNT--PNMTYYFEDWFAIVNELQSAINIFSDAGPGVRWVGN 236 
Blon_Fuc            ELLTQYGPIFSVWLDGANGEGKNGKTQYYDWDRYYNVIRSLQPDA-VISVCGPDVRWAGN 216 
                    ***..** :  :::***:*..       * :: :: ::..**.   ::*  **..**.** 
α-Fuc’ase Sl-2       ENGVAGSTCWSLFNG-------SNVKIGGYSDARYSA----EGDAFGQD----------- 273 
α-Fuc’ase Sl-1       EQGFAGNTSWSTINR-------TLLSIGG-SDADYLN----RGDPKGTD----------- 273 
Blon_Fuc            EAGHVRDNEWSVVPRRLRSAELTMEKSQQEDDASFATTVSSQDDDLGSREAVAGYGDNVC 276 
                    * * . .. ** .         :  .    .** :      ..*  *              
α-Fuc’ase Sl-2       WVPAECDVSIRSGWFWHASEKPK--SAMTLLDLYYKSVGRNCPLLLNVPPNSSGLISDED 331 
α-Fuc’ase Sl-1       WVPPECDVSIRPGWFWHKSQEPK--SLSELLEIYYNSIGRNCVLLLNVPPNTQGLISNSD 331 
Blon_Fuc            WYPAEVDTSIRPGWFYHQSEDDKVMSADQLFDLWLSAVGGNSSLLLNIPPSPEGLLAEPD 336 
                    * *.* *.***.***:* *:. *  *   *:::: .::* *. ****:**...**::: * 
α-Fuc’ase Sl-2       IHVLKEFSELRNSIFSHNLAKSALLSASSIRGDSNDTQFSPKNVIEEG-LHTYWAP-DQG 389 
α-Fuc’ase Sl-1       VQRLKEFTSAINTIFSTNLAKDCSIEASSQRGGKN-GGFGPENVLDDDNLWTYWGPKDDD 390 
Blon_Fuc            VQSLKGLGRRVSEFREALASVRCEARTSS--------ASAAAAHLVDGNRDTFWRPDADD 388 
                    :: ** :    . : .   :  .   :**          ..   : :.   *:* *  :. 
α-Fuc’ase Sl-2       QQSDWTLY-LQFQQVITFNVLGLQEPIQMGQRIIEFHLDMLDENGKWQHVVNGTTVGYRR 448 
α-Fuc’ase Sl-1       KEHNWIEFKTKSDKPLRFNVVRIQEAIGLGQRVKSHQIYVDG-----KIIANGTTIGYKK 445 
Blon_Fuc            AAPAITLT---LPQPTTINAIVIEEAIEHGQRIEHLRVTGALPDGTERVLGQAGTVGYRR 445 
                                 :   :*.: ::*.*  ***:   ::         : : :. *:**:: 
α-Fuc’ase Sl-2       LLLFPT---VKSHLLRLVIDKSKVLPLISHLGIYMDSYTVPRHVSDDTHMKSKFINNLFF 505 
α-Fuc’ase Sl-1       LHRIEKGMVNNAKSVKIEIIESKGTPLISSIGLHFDPFWW-------------------- 485 
Blon_Fuc            ILRFDD---VEVSSVTLHVDGSRLAPMISRAAAVRI------------------------ 478 
                        :  :      :   : : :  *:  *:**  .                             
α-Fuc’ase Sl-2       RRTAYNQSQSASI 518 
α-Fuc’ase Sl-1       ------------- 
Blon_Fuc            ------------- 
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