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研究成果の概要（和文）： 

 土壌より単離したカビ Mucor hiemalis が生産する特異的な糖鎖分解酵素（エンド-β-N-
アセチルグルコサミニダーゼ）はタンパク質より加水分解した糖鎖を化合物に付加する活
性（糖転移活性）を持っている。この反応を効率良く行う変異酵素を取得して、機能性を
持つ糖鎖複合体の合成に用いた。すなわち、反応中間体（オキサゾリン糖鎖誘導体）を合
成し、それを基質として用いた変異酵素による効率的な合成方法を開発するとともに、イ
ンフルエンザウィルス感染阻害剤などの医薬品の調製に応用した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The endo--N-acetylglucosaminidase from Mucor hiemalis isolated from soil sample 
is unique in that it can transfer en bloc the oligosaccharide of glycoproteins onto 
different acceptors, and thereby it enzymatically generates diverse glycoconjugates. 
We performed mutational studies to obtain the mutant of the enzyme which had 
significantly diminished hydrolysis activity but had a high transglycosylation activity. 
We have found that some mutant could efficiently exhibit transglycosylation activity 
using synthetic sugar oxazoline. Therefore, we used the mutant enzyme to synthesize 
an efficient binding inhibitor for influenza virus, which is composed of 
sialyloligosaccharides on chitosan. This compound showed sufficient inhibitory activity 
against influenza virus infection. 
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１．研究開始当初の背景 

ウイルスや病原性細菌が細胞に接着して
感染する際や細菌が産生する細胞毒素が細

胞に侵入する際に目印として最初に認識さ
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れるのが宿主細胞の膜表面に存在する糖鎖

である。それ故に、認識される糖鎖やそのミ

ミック分子を含む糖鎖化合物は、感染症など

の制御に有用であると考えられ、糖鎖医薬品

として注目されている。 

最近、遺伝子やタンパク質を任意に付加し

たり改変したりする技術が急激な進歩を遂

げ、遺伝子工学やタンパク質工学の分野の発

展は医薬品の開発や病気の治療などに大き

な貢献をもたらしている。一方、遺伝子が翻

訳された後の修飾過程として重要な糖鎖の

付加については任意な構造の糖鎖を付加し

たり改変したりする有効な技術や手段は未

だ充分ではない。糖鎖は核酸やタンパク質と

並んで生命における「第三の鎖」と呼ばれ、

糖鎖工学といわれる研究分野は遺伝子工学

やタンパク質工学と並び称されるほど重要

な分野と位置づけられているにもかかわら

ず、その技術や手段は遺伝子工学やタンパク

質工学の域にはまだ達していないのが現状

である。 

私たちはこれまでに土壌より単離同定し

た糸状菌 Mucor hiemalis が生産するエンド

型のグリコシダーゼであるエンド-β-Ｎ-ア

セチルグルコサミニダーゼ（エンド-Ｍ）が

強い糖転移活性を有し、糖鎖を適当な化合物

（水酸基を有する化合物）に転移付加できる

ことを見出している。本酵素の糖転移活性を

利用した糖鎖の付加技術は遺伝子工学やタ

ンパク質工学だけでは実現できない機能の

付加技術として糖鎖工学をブレークスルー

する革新的技法と評価され、世界中で注目さ

れている。本方法は、細胞内で多数の糖転移

酵素（グリコシルトランスフェラーゼ）が糖

ヌクレオチドを糖供与体として、小胞体とゴ

ルジ体において数十にも及ぶ段階を経て行

う糖鎖の付加反応を一つの酵素によりワン

ポットで行うという画期的な方法である。そ

の特異な糖転移活性を活用してヒトインフ

ルエンザウィルスの感染阻害剤や生理活性

糖ペプチドの化学-酵素合成など、さまざま

な機能性糖鎖複合体を合成した。しかし、本

酵素は本来、加水分解酵素であるため、糖転

移反応によってひとたび生成した生成物も

直ちに分解されてしまうという問題がある。

エンド-Ｍの糖転移活性を利用する方法は、

現在、糖鎖を付加する唯一の方法であり、糖

鎖医薬品などを創製するためには必須の技

法である。その実用化のためにはエンド-Ｍ

の酵素の改良と酵素反応の改良が不可欠で

ある。 

 

２．研究の目的 

上記のような背景から、糖鎖医薬品などの

機能性糖鎖複合体を効率的かつ多量に合成

するためには、糖転移活性が上昇し、加水分

解活性が抑制されたエンド-Ｍの変異酵素を

取得することが必要である。そこで、本研究

では部位特異的変異酵素を得るとともに、酵

素反応中間体を基質とした効率的な酵素反

応法を開発し、それをインフルエンザウィル

スの捕捉型感染阻害剤や生理活性糖ペプチ

ドなどの機能性糖鎖複合体の多量調製法に

応用するとともに、その方法の確立を研究目

的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）部位特異的変異酵素の取得 

 糖転移活性が著しく上昇し、加水分解活性

が著しく抑制された酵素を取得するために

エンド-Ｍの活性中心（D177：177番目のアス

パラギン酸残基）付近のアミノ酸残基を部位

特異的変異させた酵素を検索し、目的の変異

酵素を取得した。 

①部位特異的変異酵素 Y217F の調製：私たち

は既に、エンド-Ｍの 217 番目のチロシン残

基をフェニールアラニンに置換した変異酵



 

 

素（Y217F）がもとの酵素と比較して糖転移

活性が著しく上昇し、加水分解活性が著しく

抑制された酵素であることを見出している。

本変異酵素は次のようにして調製した。

pET23b プラスミドベクターに繋いだエンド-

Ｍの遺伝子を鋳型にして部位特異的変異さ

せた遺伝子を PCRによって増幅させ、それを

導入した大腸菌 BL21(DE3)を培養して変異酵

素 Y217F を発現させた後、His-Tag カラムに

よって精製し調製した。 

②部位特異的変異酵素 N175A の調製：エンド

-Ｍはオキサゾリン糖鎖化合物を反応中間体

として、substrate assisted catalysis 機構

により反応が進行することが知られている。

そこで、求核残基の代わりとなるオキサゾリ

ン中間体を基質とすることによって糖転移

反応を進行させ、糖転移生成物の加水分解を

抑制するように反応する変異酵素の取得を

企てた。その結果、加水分解活性が低下して

いるにもかかわらず、反応中間体のオキサゾ

リン糖鎖化合物を基質とする糖転移活性は

保持している変異酵素 N175A（175 番目のア

スパラギン残基をアラニンに置換した酵素）

を取得した。その調製は変異酵素 Y217Fの調

製と同様の方法によって行った。 

③部位特異的変異酵素N175Qの調製：変異酵素

N175A に つ い て 、 さ ら に saturation 

mutagenesisによって、より高い糖転移活性を

有する変異酵素N175Q（175番目のアスパラギ

ン残基をグルタミンに置換した酵素）を見出

した。グライコシンターゼ様の機能を持つ本

変異酵素の調製はN175Aと同様な方法によっ

て行った。 

（２） 反応中間体のオキサゾリン糖鎖化合物

の合成 

上記のように、エンド-Ｍはオキサゾリン

糖鎖化合物を反応中間体として、substrate 

assisted catalysis機構により酵素反応が進

行する。そこで、オキサゾリン糖鎖化合物を

基質としてエンド-Ｍの糖転移反応を行うこ

とによって糖転移生成物を効率的に生成し

た。オキサゾリン糖鎖化合物の多量合成は次

のような方法によって行った。ニワトリ卵黄

から得られるシアロ複合型糖鎖を原料とし

て、エンド-Ｍを作用して得られた N-アセチ

ルグルコサミン一残基のみを有する糖鎖に

トリエチルアミンと 2-クロロ 1,3-ジメチル

イミダゾリニウムクロリドを添加した後、ゲ

ルろ過して、オキサゾリン糖鎖化合物を簡便

に多量に化学合成した。また、高マンノース

型糖鎖を持つオキサゾリン糖鎖化合物は大

豆粉末からカラムクロマトグラフィーによ

って単離した高マンノース型糖鎖をアセチ

ル化した後、ジクロロエタン、TMS-Br、BF3Et2O、

コリジンを順次添加して合成し、脱アセチル

化して調製した。 

（３）エンド-Ｍの変異酵素を用いたヒトイ

ンフルエンザウィルス感染阻害剤の合成 

①変異酵素 Y217Fの糖転移活性による糖鎖複

合体の合成：ニワトリ卵黄からフェノール抽

出とカラムクロマトグラフィーによって得

た糖ペプチドを、α-2,6 結合したシアル酸を

非還元末端に持つ糖鎖の供与体とし、p-ニト

ロフェニール-N-アセチルグルコサミニドを

受容体として、変異酵素 Y217F を作用させて

糖転移反応を行った。本反応により、p-ニト

ロフェニール基をリガンドとして結合した

シアロ糖鎖複合体を糖転移反応生成物とし

て得た。 

②還元アミノ化反応によるシアロ糖鎖のキ

トサンへの多価結合：上記によって得られた

シアロ糖鎖複合体をキトサンに還元アミノ

化反応によって多価結合して、インフルエン

ザウイルスの捕捉型感染阻害剤としてのシ

アロ糖鎖ポリマーを得た。 

③ヒトインフルエンザＡ型ウィルスを用い



 

 

た感染阻害試験：ヒトインフルエンザＡ型ウ

ィルスのニューカレドニア株やパナマ株な

どを用いて、イヌ脾臓細胞（MDCK細胞）に対

する本阻害剤の阻害活性を調べた。すなわち、

細胞へ感染したウィルスを単クローン抗体

を用いた ELISA 法によって蛍光ラベルし、蛍

光顕微鏡によりその数を調べた。 

（４）トリインフルエンザウイルス感染阻害

剤の合成 

①α-2,3 結合シアル酸含有糖鎖を持つ感染

阻害剤の調製：上記のヒトインフルエンザウ

ィルス阻害剤に細菌由来シアリダーゼを作

用し、糖鎖の非還元末端にあるα-2,6シアル

酸を除去した。次いで、海洋細菌由来のα

-2,3 シアリルトランスフェラーゼをシアル

酸供与体である CMP-シアル酸の存在下で作

用して再びシアル酸をα-2,3 結合様式で付

加し、シアロ糖鎖ポリマーを得た。 

②トリインフルエンザウィルスを用いた感

染阻害試験：トリインフルエンザウィルス

PR8株などを用いて、MDCK細胞への感染に対

する本阻害剤の阻害活性を調べた。 

（５）生理活性糖ペプチドの効率的な化学-

酵素合成 

多くの生理活性ペプチドは水に難溶であ

ることや、血中半減期が短いなど医薬品とし

て臨床上好ましくない性質を有している。し

かし、オリゴ糖の付加によってこれらの性質

が緩和することが期待される。そこで、抗 HIV

活性を有する HIV 表層糖タンパク質 gp41 の

部分ペプチド（34 アミノ酸残基からなる）の

N-末端より 10 残基目のアスパラギン残基に

N-アセチルグルコサミンを付加したペプチ

ド（GlcNAc－C34）を固相法により合成し、

高マンノース型糖鎖のオキサゾリン誘導体

を用いて、N175A 変異酵素による糖転移反応

を行い、生理活性糖ペプチドを酵素合成した。

さらにグルカゴン、サブスタンスＰ、PAMP12

などの生理活性ペプチドについても、上記

と同様のペプチド合成方法により、 GlcNAc

を付加したペプチドを合成し、シアロ複合

型糖鎖を有するオキサゾリン誘導体と

N175Q 変異酵素を用いて、効率的な生理活

性糖ペプチドの化学-酵素合成を行った。 

 

４．研究成果 

（１）部位特異的変異酵素を用いたヒトイン

フルエンザウイルス捕捉型感染阻害剤の合

成と評価 

エンド-Ｍの変異酵素 Y217F を用いてヒト

インフルエンザウイルス感染阻害剤の効率

的な合成を行った。上記の調製方法によって

得られたシアロ糖鎖ポリマーについて、イヌ

脾臓細胞（MDCK細胞）へのウイルスの感染阻

害を調べたところ、ヒトインフルエンザＡ型

（図１）およびＢ型ウイルスについて、非常

に有効であることがわかった。次いで、最 

図１ インフルエンザＡ型ウィルス（ニュ

ーカレドニア株）に対する阻害剤の感染阻害

効果：シアロ複合型糖鎖を有するウシ血清フ

ェツインをコントロールとして比較した。 

 

適な阻害剤の作成を検討したところ、バック

ボーンのキトサンの重合度が 500でシアロ糖

鎖の付加率が 15％のシアロ糖鎖ポリマーが

最も効率的な感染阻害剤であることが明ら

かになった。これは分子モデリングによるヘ
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マグルチニンとの構造的相関性によっても

証明された。一方、トリインフルエンザウィ

ルスに対する阻害剤については顕著な感染

阻害効果は見られなかった。 

（２）部位特異的変異酵素とオキサゾリン糖

鎖誘導体を用いた糖転移反応 

エンド -Ｍの特異な substrate assisted 

catalysis 機構に基づいて、オキサゾリン構

造を有する糖鎖供与体を用いた糖転移反応

を検討した。すなわち、エンド-Ｍは酸性ア

ミノ酸からなる酸塩基触媒残基のみを有す

る一方、基質の N-アセチルグルコサミン残基

の 2-アセトアミド基が求核残基として機能

して、オキサゾリン反応中間体を形成し、酵

素反応が進行する。そこで、オキサゾリン反

応中間体を基質として糖転移反応を進行さ

せ、加水分解は抑制されるような酵素反応を

検討した。変異酵素 N175Aを用いてシアロ複

合型糖鎖のオキサゾリン誘導体を供与体、N-

アセチルグルコサミンを付加したエリスロ

ポエチンの部分ペプチドを受容体として糖

転移反応を行ったところ、糖転移生成物であ

る糖ペプチドが効率的に生成された。次いで、

N-175 残基について、さまざまなアミノ酸に

置換した部位特異的変異酵素を作成し、オキ

サゾリン糖鎖誘導体を用いた糖転移活性を

検討したところ、N175Q 変異酵素が最も高い

図２ N175Q 変異酵素を用いたエリスロポエ

チン部分糖ペプチドの酵素合成 

糖転移活性を示すことを見出した（図２）。 

（３）部位特異的変異酵素を用いた機能性糖

鎖複合体の合成 

加水分解活性が抑制されているにもかか

わらず、オキサゾリン糖鎖化合物を供与体基

質として糖転移反応が進行する変異酵素

N175Q について、血圧降下作用を有する生理

活性ペプチドのサブスタンス Pおよび PAMP12

の糖ペプチドを化学-酵素合成を行った。サ

ブスタンス Pの糖ペプチドの生成収率は 98%、

PAMP12の糖ペプチドの生成収率は 95%であっ

た。PAMP12 について、native のペプチドと

糖鎖を付加した糖ペプチドについてプロナ

ーゼを添加し、その酵素分解に対する安定性

を調べたところ、糖ペプチドはプロテアーゼ

に対する高い抵抗性を示した。さらに、高マ

ンノース型糖鎖を有するウシ膵臓リボヌク

レアーゼ Bの糖鎖をエンド-Hによって遊離し

た後、N175Q 変異酵素とシアロオキサゾリン

糖鎖化合物を用いた糖転移反応によってシ

アロ複合型糖鎖にリモデリングした。シアロ

糖鎖を有するリボヌクレアーゼ Bについては

ESI-TOF MS によって同定した。 
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