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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
株（抑制と過剰発現）の構築を行うとともに，FNGsをリガンドとするレクチン様受容体キナーゼ及びFNGsに親和
性を有する細胞質/核内レクチンの同定を行うことで， (1) FNGの植物の分化・成長に関わる生理機能を実証
し，(2) FNG 機能を植物成長制御へ応用する基盤技術開発を目的とした。

研究成果の概要（英文）：Free N-glycans (FNGs) are present in plant tissues during differentiation 
and growth at micro M concentrations. There are two types of FNGs: FNGs generated from misfolded 
glycoproteins during endoplasmic reticulum-associated degradation and FNGs generated during 
degradation of functionally dysfunctional glycoproteins. In this project, we aimed to (1) 
demonstrate the physiological functions of FNGs in plant differentiation and growth, and (2) develop
 technologies to apply FNG functions to plant growth control. We also attempted to identify 
lectin-like receptor kinases and cytoplasmic/nuclear lectins with an affinity for FNGs.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 遊離N-グリカン　糖鎖機能　植物糖タンパク質　ENGase　酸性PNGase　中性 PNGase
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物細胞内あるいは細胞外空間に存在が確認されている遊離N-グリカン(FNGs) の生物学的意義，あるいは生理
機能に注目して研究展開を行っている例は殆どない。申請者は これまでに，分化成長中の植物にμモル濃度で
FNGs が存在することを見いだし，それらFNGsの構造特性解析や FNGs 生成酵素の機能特性，遺伝子発現解析等
を通して，植物の分化成長に関わるFNGs の生理機能を想定・提唱し，それらの機能解明を目指した研究を展開
してきた。FNGs の機能解明を目指す研究そのものに学術的独自性と創造性があり，それらの潜在機能を植物生
長の制御技術開発に応用展開することは社会的意義にも繋がると考える。

※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、研究者個人に帰属します。



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，機能を失った分泌型糖タンパク質か

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，それら遊離 N-グリカン (FNGs) の生物

学的意義，生理機能を有するか否かに学術

的な問いを投げかけた生化学的・分子生物

学的研究はこれまでほとんどなかった。 

そこで申請者は，「遊離 N-グリカン (FNGs) 

のレゾン デートルは何か？」「FNGs は生

理生化学的な機能を担っているのか？」を

核心とする学術的問いとして掲げ， FNG

の生理機能解明とそれらの機能を分化・成

長制御技術へと応用展開するための基盤

研究を進めた。 

 

２．研究の目的 

申請者らは，令和２年度迄に (1) FNG の構造特性及び組織分布解析，(2) FNG 生成・分解に関

わる糖鎖代謝酵素群の精製，基質特性解析，遺伝子同定

と細胞内分布解析，(3) 遺伝子発現制御株の構築を通し

て，植物生育に関わる FNG の生理機能やシャペロン様

機能を明らかにしつつある。一例として，糖鎖遊離酵素

である PNGase 遺伝の過剰発現トマトにおいて果実成

熟の促進現象を観察している。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株（抑制

と過剰発現）の構築を継続するとともに，FNGs をリガ

ンドとするレクチン様受容体キナーゼ及び FNGs に親

和性を有する細胞質/核内レクチンの同定を行うこと

で， 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 FNG 機能を植物成

長（或いは果実熟成）制御へ応用するための基盤技術開発を行うことを目的とした。更に，植物

の分化成長に深く関わる小胞体中におけるタンパク質フォールディング機構あるいはタンパク

質凝集抑制の観点から， FNGs のアミロイド凝集阻害活性あるいはタンパク質フォールディン

グ促進活性を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)  ENGase /cPNGase/aPNGase 遺伝子発現抑制植物の作出：① 令和元年度迄に，２種 ENGase

遺伝子及び cPNGase 遺伝子発現を三重抑制した植物 (A. thaliana)の構築を完了しており，
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図 1  遊離N-グリカン (FNG) の生成機構と脱グリコシル化酵素	
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酵素活性解析，FNGs 構造特性と生成量解析を終えている。そこで，これらの変異株から

FNGs 生成に関わる全ての酵素（ENGase / cPNGase/aPNGase）の遺伝子発現抑制株の作製を

通して，FNGs の生理機能の解析を試みた。② 一方，トマトについては，CRIPPR-Cas9 法

を用いて ENGase, cPNGase, aPNGase 遺伝子発現抑制株の構築を試みた。③ 糖鎖遊離酵素

遺伝子の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）等についての解析を行うことで，FNGs 生理機能の検証を進めた。 

 

(2) aPNGase 過剰発現トマトにおいて発現変動を起こした遺伝子群の同定：aPNGase 過剰発

現トマト (T1世代)において数日程度の成熟促進が観察されたことから，FNGs 生理機能の

一端を捉えることに成功しつつある。そこで，果実熟成に関わる遺伝子群の発現変動を解

析することで，FNGs 機能及び糖鎖遊離酵素群の生理的意義の解明を試みた。 

 

 

 

 

 

 

(3) 遊離糖鎖 FNGs がリガンドとなり得るレク

チン様レセプターキナーゼ (RK)及び細胞質/核内レクチン（推定転写因子）の精製，機能

解析，遺伝子同定：in silico 分析により，FNG に結合特異性を持つ RK の存在が示唆され

たため，これらの RK 様タンパク質や細胞質/核内レクチンの精製，特異性解析，遺伝子同

定を試みた。RK やレクチン検索には，申請者らが開発した新規糖鎖ポリマーあるいは N-

グリカンをカップリングさせたゲル担体を使用した。 

(4) FNGs のシャペロン様機能とタンパク質凝集阻害活性 

FNGs が小胞体中に存在することを証明したことから，これら FNGs のタンパク質フォー

ルディングあるいは凝集阻害活性を想定した。そこで，これまでライブラリー化している

FNGs のタンパク質凝集阻害活性（フォールディング促進活性）について，αシヌクレイ

ンをモデルタンパク質として用い解析した。 

 

４．研究成果 

(1)  ENGase /cPNGase/aPNGase 遺伝子発現抑制植物の作出 

令和元年度迄に作製した２種 ENGase 遺伝子及び cPNGase 遺伝子発現を三重抑制した植物 

(A. thaliana)の構築を完了していたので，それを元にして ENGase /cPNGase/aPNGase 遺伝子

発現抑制植物の作出を試みたが，昨年度までに完了することはできなかった。しかしながら，

２種 PNGase (cPNGase/aPNGase) 遺伝子の欠損株及び ENGase/cPNGase 遺伝子の欠損株の構

築に成功し，変異株中の FNGs 構造特性と生成量解析をおこなった。その結果，

ENGase/cPNGase 遺伝子の欠損株では cPNGase 欠損（活性消失）にも関わらず GN2 型ハイ

マンノース型 FNGs が生成しており，表現型には顕著な差は見られなかった。 
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更に，２種 PNGase欠損株変異株では PNGase活性を消失していたにも関わらず複合型構造

を有する FNGs が生成していることを見いだし，FNGs 生成には PNGase 非依存的な機構が

関与することを明らかにした。本研究を遂行するに当たっては，PNGase 活性の新たな検出

法を確立した。更に，PNGase 非依存的な FNGs 生成機構を証明する為に，実生胚軸から小

胞体（ミクロゾーム）を超遠心分離法により調製後，小胞体中に GN1 型，GN2 型２種の FNGs

が存在することを証明した。一方，トマトについては，CRIPPR-Cas9 法を用いて ENGase, 

cPNGase, aPNGase 遺伝子発現抑制株の構築を試みた結果，ENGase 欠損株の作製に成功し

た。酵素活性及び GN1 型遊離糖鎖は完全消失したものの，令和５年度までには変異株には

顕著な表現系変化は観察されていない。ENGase 欠損株を用いた cPNGase 欠損株の構築が

進行中である。 
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(2) aPNGase 過剰発現トマトにおいて発現変動を起こした遺伝子群の同定 

aPNGase 過剰発現トマトにおける果実熟成関連遺伝子群の発現変動を解析したが，これま

でに顕著な発現変動を起こす遺伝子は検出されなかった。一方，aPNGase 過剰発現トマトに

ついては，継代進行に伴って（T1世代→T2世代→T3世代），aPNGase の発現が低下する（転

写減衰）現象が確認されたため，転写減衰を抑制する手法が必要であることが判明した。 

 

(3) 遊離糖鎖 FNGs がリガンドとなり得るレクチン様レセプターキナーゼ (RK)及び細胞質/核

内レクチン（推定転写因子）の精製，機能

解析，遺伝子同定 
FNGs をリガンドとするレクチン様レセ

プターキナーゼあるいは細胞質/核内レク

チンの探索を目的として，新規人工糖鎖ポ

リマー及び N-グリカンを多価結合させた

樹脂を利用してアフィニティークロマトに

よる糖鎖結合タンパク質の調製を試みた。

その結果，緑熟トマト果実から現在までに

同定されていない N-グリカン結合タンパク質が得られた。令和６年度に向けてタンパク質

の同定を進めている。 

 

(4) FNGs のシャペロン様機能とタンパク質凝集阻害活性 

FNGs が小胞体中に存在することを証明したことから，これら FNGs のタンパク質フォール

ディングあるいは凝集阻害活性を想定した。そこで，これまでライブラリー化している FNGs

のタンパク質凝集阻害活性（フォールディング促進活性）について，アミロイド線維形成

能を有するモデルタンパク質（αシヌクレイン，アミロイドーシス誘発タンパク質 Wil）

をモデルタンパク質として用い解析した。その結果，NMR 解析によるハイマンノース型 

FNGs のシャペロン様活性及び蛍光試薬法によるアミロイド線維形成阻害活性を解析した

ところ，FNGs のシャペロン様活性の一部を捉えることができた。特に，細胞質あるいは小

胞体に存在するハイマンノース型 FNGs が強いシャペロン様活性を示すことは，真核生物に

おけるタンパク質フォールディング機構にFNGsが重要な役割を担っている可能性を示すも

のと思われる。 
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