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研究成果の概要（和文）： 
 
 KfiA および KfiC について、大腸菌を用いたリコンビナント蛋白質の発現、精製に成功し、
これら二つの酵素を使って試験管内において、へパロサン糖鎖を生合成することに成功した。
さらに、KfiA と KfiC は複合体を形成して初めて糖鎖合成反応を進めることができる事実を明
らかにした。また、変異体とトランケート体を使った実験により、KfiA と KfiC が相互作用す
る部位を限定することにも成功した。これらの結果は、複合体を形成することで、２つの異な
る糖転移反応を高速かつ正確に交互に行う分子メカニズムの詳細を解明する上で、重要な知見
が得られたと考えられる 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Heparan sulfate is a ubiquitous glycosaminoglycan in the extracellular matrix of most 
animals. It interacts with various molecules and exhibits important biological 
functions. K5 antigen produced by Escherichia coli strain K5 is a linear polysaccharide 
N-acetylheparosan consisting of GlcUA beta1-4 and GlcNAc alpha1-4 repeating 
disaccharide, which forms the backbone of heparan sulfate. Here, we expressed and 
purified the recombinant KfiA and KfiC proteins and then characterized these 
enzymes. Whereas the recombinant KfiC alone exhibited no GlcUA transferase activity, 
it did exhibit GlcUA transferase and polymerization activities in the presence of KfiA. 
In contrast, KfiA had GlcNAc transferase activity itself, which was unaffected by the 
presence of KfiC. The GlcNAc and GlcUA transferase activities were analyzed with 
various truncated and point mutants of KfiA and KfiC. The point mutants replacing 
aspartic acid of a DXD motif and lysine and glutamic acid of an ionic amino acid cluster, 
and the truncated mutants deleting the C-terminal and N-terminal sites, revealed the 
essential regions for GlcNAc and GlcUA transferase activity of KfiC and KfiA, 
respectively. The interaction of KfiC with KfiA is necessary for the GlcUA transferase 
activity of KfiC but not for the enzyme activity of KfiA. Together, these results indicate 
that the complex of KfiA and KfiC has polymerase activity to synthesize 
N-acetylheparosan, providing a useful tool toward bioengineering of defined heparan 
sulfate chains. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 グリコサミノグリカンは、2 種類の糖が交
互に結合した高分子量糖鎖であり、正確に交
互に糖転移反応が行われることで生合成さ
れる。ある種の細菌の細胞表面には、ヒトの
持つグリコサミノグリカンと同じ構造を持
った糖鎖が存在し、それらを合成する酵素の
存在が報告されている。 
 大腸菌Ｋ５株は、その様な細菌の一つで、
ヘパロサン糖鎖をその細胞表面に持ってお
り、それを合成するのは、KifA、KfiC という
２つの蛋白質の複合体であると報告されて
いる。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 大腸菌Ｋ５株は、ヘパロサン糖鎖をその細
胞表面に持っており、それを合成するのは、
KifA、KfiC という２つの蛋白質の複合体であ
る。 
 本研究は、この２つの蛋白質成分が複合体
を形成することで、２つの異なる糖転移反応
を高速かつ正確に交互に行うと報告されて
いるヘパロサン糖鎖合成酵素複合体の詳細
な反応メカニズムを明らかにすることであ
る。この研究を通じて、細胞内で広く見られ
る連続的に起きる糖転移反応の蛋白質複合
体形成による効率化メカニズムを解明する
ことを目指している。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      KfiAの酵素反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

３．研究の方法 
 活性のある２種類の酵素 KfiA と KfiC をリ
コンビナント蛋白質を大量に発現、精製する
方法を確立し、その機能解析を行う。 
 KfiA はＮ末端に His-tag を融合させて、シ
ャペロンと同時に発現させることで、可溶性
で活性のある蛋白質を得ることを試みた。 
 KfiC は、Ｎ末端にトリガーファクターを融
合させた状態で、低温で発現させることで、
可溶性蛋白質として得ることを試みた。 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 KfiA および KfiC について、大腸菌を用い
たリコンビナント蛋白質の発現、精製に成功
した。 
 KfiA について、糖転移反応の金属イオン要
求性を調べたところ、マンガンイオンを加え
た場合に、高い活性が得られた。また、鉄イ
オン、マグネシウムイオン、カルシウムイオ
ンの種々の金属イオンを加えた場合にも、マ
ンガンイオンよりは低いが、明らかに糖転移
活性が観測された。 
 KfiA について、さらに酵素活性の最適ｐＨ
を測定したところ、中性付近において最大活
性が得られた。 
 KfiC については、単独では、上のあらゆる
条件において、糖転移活性は観測されなかっ
た。 
 KfiA は、驚いたことに、KfiA が存在して
いる時のみ、糖転移活性が観測された。 
 これら二つの酵素を使って試験管内にお
いて、へパロサン糖鎖を生合成することに成
功した。さらに、KfiA と KfiC は複合体を形
成して初めて糖鎖合成反応を進めることが
できる事実を明らかにした。また、変異体と
トランケート体を使った実験により、KfiA と
KfiC が相互作用する部位を限定することに
も成功した。これらの結果は、複合体を形成
することで、２つの異なる糖転移反応を高速
かつ正確に交互に行う分子メカニズムの詳
細を解明する上で、重要な知見が得られたと
考えられる 
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