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研究成果の概要（和文）： 
報告者の研究室で同定、クローニングしたスフィンゴ脂質代謝に関わる新規酵素（セラミダー
ゼ、スフィンゴ脂質セラミド N-デアシラーゼ、Hex1 、NgaP、EGCrP1, EGALC）の構造と
機能を調べた。セラミダーゼとスフィンゴ脂質セラミド N-デアシラーゼは、金属酵素であり亜
鉛が触媒中心であることが分かった。Hex1、NgaP はどちらも糖脂質に作用するエキソ型グリ
コシダーゼであるが、Hex1 は GlcNAc/GalNAc 残基に作用するヘキソサミニダーゼであるの
に対して、NgaP は GalNAc 残基に特異的なβ-N-アセチルガラクトサミニダーゼであった。
NgaP は、基質の GalNAc の C2 アセタミド基のカルボニル酸素が触媒求核基として機能する
substrate-assisted catalysis 機構で糖脂質を分解することを示した。真菌類のグルコシルセラ
ミド合成酵素として EGCrP1 を同定した。EGCrP1 が真菌類のグルコシルセラミドの品質管
理に携わっていることを証明した。また、これらの酵素を用いた、糖脂質の微量同定法、標識
法を開発した。さらに、マウスとゼブラフィッシュにおける GM4 合成の責任酵素を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we explored the structures and functions of novel sphingolipid-metabolizing 
enzymes (ceramidase, sphingolipid ceramide N-deacylase, Hex1, NgaP, EGCrP1, EGALC), 
which had been identified and cloned in our laboratory. Interestingly, both ceramidase and 
sphingolipid ceramide N-deacylase are a zinc-dependent amidohydrolase.  The cleavage of 
N-acyl linkage of ceramide by ceramidase follows a similar mechanism as observed for the 
zinc-dependent carboxypeptidases. Hex1 and NgaP were found to cleave the terminal 
β-N-acetylgalactosaminyl linkage of asialo GM1 and Gb4Cer. Hex1 hydrolyzed 
pNP- β-GalNAc as well as pNP- β-GlcNAc, however, NgaP hydrolyzed only pNP- β-GalNAc.  
NgaP adopts substrate-assisted catalysis.  We identified EGCrP1 as a glucocerebrosidase 
in fungi and demonstrated that EGCrP1 eliminates immature GlcCer to control the quality 
of GlcCer in fungi. We also developed the methods for sensitive and quantitative analysis of 
glycosphingolipids using the specific reactions of EGALC and sphingolipid ceramide 
N-deacylase.  Furthermore, we identified the enzyme responsible for synthesizing GM4 
ganglioside in mice and zebrafish. 
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ糖脂質（以下糖脂質）は、主と
して形質膜表層で脂質ラフトと呼ばれるマ
イクロドメインを形成し、様々な細胞機能を
制御している。また、糖脂質やスフィンゴミ
エリンの代謝産物（セラミド、スフィンゴシ
ン、スフィンゴシン−１−リン酸）は、種々の
シグナル伝達系のメディエーターとして機
能している。このような観点から、糖脂質・
スフィンゴ脂質及びそれらの代謝酵素は医
薬、機能性食品、化粧品、機能性素材の開発
ターゲットとしても注目を集めている。報告
者らは、糖脂質やセラミドの代謝に関与する
多くの酵素を同定し、それらの遺伝子をクロ
ーニングして来た（JBC 274, 36616-36622, 
1999; JBC 275, 11229-11234, 2000; JBC 
275, 31297-31304, 2000; JBC 277, 
17300-17307, 2002; JBC 279, 33379-33389, 
2004; JBC 282, 11386-11396, 2007; JBC 
282, 30889-30900, 2007）。しかし、それらの
結晶構造や原子レベルでの酵素反応様式は
ほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、報告者らが発見したスフィンゴ

糖脂質代謝酵素のX線結晶構造、触媒機能、

生理機能を解明するとともに、それらの触媒

機能と特異性を利用した、糖脂質の新しい定

量法、解析法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 当該酵素遺伝子は大腸菌あるいは放線菌
の発現系で発現させた。精製リコンビナント
酵素、酵素と基質あるいは産物との複合体に
ついて、それぞれ X線構造解析を行った。反
応様式を明らかにするために、アミノ酸の点
変異体を作製し、酵素活性を測定した。糖脂
質の同定は、TLC, TOF-MS/MS, FAB-MS, NMR
を用いて行った。 
 
４．研究成果 

 セラミドに作用しスフィンゴシンと脂肪酸

を遊離する酵素セラミダーゼおよび糖脂質と

スフィンゴミエリンに作用して、それぞれの

リゾ体と脂肪酸を遊離するスフィンゴ脂質セ

ラミドN-デアシラーゼのX線結晶構造とその

触媒機構を解明することが出来た。両酵素は

、スフィンゴ脂質の酸アミド結合を加水分解

する酵素であるが、興味深いことに、両酵素

とも触媒部位に亜鉛を持つ金属酵素であった

。セラミダーゼの場合は、触媒部位の亜鉛に

よって水分子からプロトンが引き抜かれ、活

性化されたヒドロキシイオンがセラミドのカ

ルボニンル炭素を求核攻撃し、隣接する酸ア

ミド結合を開裂する触媒機構を提案した（

JBC, 284, 9566-9577, 2009）。セラミダーゼ

の場合は、C2-セラミドとの共結晶から触媒機

構が明らかにされることができたが、スフィ

ンゴ脂質セラミドN-デアシラーゼの詳細な反

応機構を解くためには、さらに基質との共結

晶の構造を明らかにする必要がある。 
 続いて、糖脂質に作用する２つのβ-N-アセチ

ルヘキソサミニダーゼ (Hex1 とNgaP) の研

究を進めた。Hex1はGH20に分類され、アシ

アロGM2やグロボシド（Gb4Cer）の非還元

末端β-N-アセチルガラクトサミン

 (β-GalNAc)に作用した。本酵素とβ-GalNAc 
の複合体のX-線結晶構造解析を行った結果、

本酵素は典型的な(β/α)8-barrel構造を示し、電

子密度mapからβ-GalNAc1分子が活性部位に

見出された。また、本酵素とアシアロGM2の
ドッキングモデルを作ったところ、アシアロ

GM2オリゴ糖は本酵素の基質結合溝に良く

フィットするがシアル酸残基を持つGM2オ
リゴ糖は収まらないことが示された。このモ

デルは本酵素の基質特異性を良く説明してい

る (JMB, 392, 87-99, 2009)。 
 一方、NgaP の一次構造は既知のタンパク
質 と は 全く 異 な り、 新 た に Glycoside 
Hydrolase Family123 が創出された。本酵素
は、アシアロ GM2 や Gb4Cer に作用した
が、Hex1 と異なり pNP-β-GlcNAc には殆ど
作用せず、酵素学的にはβ-ヘキソサミニダー
ゼではなく、β-N-アセチルガラクトサミニダ
ーゼであることが分かった。β-GalNAc に特
異的でβ-GlcNAc 残基に作用しない酵素は従
来からその存在が示唆されていたが、NgaP
のクローニングでその実体が初めて明らか
になった。NgaP の触媒機構を詳細に検討し
たところ、Glu-608 がプロトンドナーで、基
質の GalNAc の C2 アセタミド基のカルボニ
ル酸素が nucleophile として機能する，いわ
ゆる substrate-assisted catalysis 機構であ
ることが明らかになった（ JBC, 286, 
14065-14072, 2011）。 
 病原性の真菌類のグルコシルセラミドは
感染や細胞分裂に重要であることが知られ
ていた。このグルコシルセラミドの合成酵素
は、ヒトから真菌に至るまでその一次構造が



保存されているが、真菌類のグルコシルセラ
ミド分解酵素は未同定であった。本研究の対
象である、エンドグリコセラミダーゼ
(EGCase)は放線菌から報告者らによって初
めて見出された糖脂質分解酵素である。
EGCase は様々な糖脂質に作用し、糖鎖とセラ
ミドを遊離する。しかし、グルコシルセラミ
ドには作用しない。本研究で、EGCase の真菌
オルソログ（EGCrP）がグルコシルセラミド
分解酵素であることを見出した。また、クリ
プトコッカスにおいては、EGCrP の２つのパ
ラログ（EGCrP1, EGCrP2）が存在することも
明らかにした。さらに、クリプトコッカスの
EGCrP1 ノックアウト変異株を作製したとこ
ろ、合成途上のグルコシルセラミドが蓄積す
ることを見出した。つまり、本酵素は糖脂質
合成の品質管理（Quality control）を行っ
ていることが初めて明らかなった(JBC, 287, 
368-381, 2012)。細胞内の糖タンパク質の品
質管理機構に関しては、多くの研究が行われ
ているが、糖脂質の品質管理機構については、
今回の報告が初めてである。一方、EGCrP2 の
ノックアウト変異株においては、グルコシル
セラミド以外にも未知の糖脂質が蓄積し、細
胞分裂が異常になることが分かった。構造解
析の結果、この糖脂質はエルゴステロール
-β-グルコシドと同定された。今回見出され
た糖脂質分解酵素遺伝子は、クリプトコッカ
スのみならず、四大真菌症と呼ばれるムコー
ル症、アスペルギルス症、カンジダ症の原因
菌にも存在することが分かった。今回の発見
は、病原性真菌に共通する糖脂質代謝機構の
解明、それを標的にした抗真菌剤の開発につ
ながることが期待される。 
 ま た 、 従 来 か ら 不 明 で あ っ た 、
GM4(NeuAcα2,3Galβ1,1’Cer)合成の責任酵
素の同定にマウスとゼブラフィッシュで成
功した(JBC,284,30534-30546, 2009)。 

  一方、当該研究室で開発された様々な糖脂

質分解酵素を用いて、以下の様な応用研究を

行った。先ず、EGCase III (EGALC)が

R-Galβ1,6Galβ1,1’Cer構造に特異的で、かつ

糖鎖転移反応も効率よく触媒することを利用

して、６−ガラ系列糖脂質の蛍光標識法を開発

した。この方法によりRizopus oryzaeや
Taenia crassicepsに６−ガラ系列糖脂質が存

在することを見出した（Glycobiology, 19, 
797-807, 2009）。さらに、EGCaseを用いた新

しい糖脂質の細胞グリコミクス法を開発した

(JBC, 286, 41669-41679, 2011)。本法によっ

て、疾病や細胞分化の新しい糖鎖マーカーが

得られる可能性がある。EGCaseは、B細胞の極

微量糖脂質の同定にも力を発揮した（PNAS, 
107, 11900-11905, 2010）また、SCDaseの特

異性を利用したGlcCerとGalCerの同時微量定

量法を開発した（Glycobiology, 19, 767-775, 

2009）。         
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国内外の別：国内 
 
名称：新規タンパク質 
発明者：大森 涁、伊東 信 
権利者：三菱化学株式会社 
種類：特許 
番号：特許第 4385445 
取得年月日：平成 21 年 10 月 9 日 
国内外の別：国内 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.agr.kyushu-u.ac.jp/lab/kaish
ika/institute/2010insti.html 
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