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研究成果の概要（和文）：糖鎖遊離酵素遺伝子の高発現系の構築とその精製に成功し、高純度の

糖鎖遊離酵素の供給基盤を構築した。組換え糖鎖遊離酵素は、各種糖タンパク質からＮ結合型

糖鎖を遊離し、糖鎖分析への有用性が示唆された。また、遊離糖鎖を転移し、生体認識配糖体

合成が可能となった。変異導入糖鎖遊離酵素を作成し、酵素分子の機能領域を調べた。

さらに、Ｘ線立体構造解析のために組換え糖鎖遊離酵素の結晶化に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：Expression system and purification method of recombinant N-linked 

oligosaccharide-releasing enzyme was established. The recombinant enzyme released oligosaccharides 

from various glycoproteins. Furthermore, it transferred the released oligosaccharides to form potential 

bio-recognition glycosides. Analysis of mutant recombinant enzyme showed the functional area on the 

enzyme. Furthermore, Crystallization of the recombinant enzyme succeeded for X-ray structural 

analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

糖タンパク質に結合しているＮ結合型糖
鎖は、血液型や血中糖タンパク質の肝臓への
取り込みなどの生体認識機構に関与してい
る。このような糖鎖を他の機能性分子に導入
し、生体認識機能をもつ機能性配糖体分子を
創製することが期待できる。エンド-β-N-ア
セチルグルコサミニダーゼは、Ｎ結合型糖鎖
を、糖鎖を遊離するとともに糖鎖受容体に糖
鎖を転移する。本申請者らが発見した糖鎖遊

離酵素は、糖タンパク質から高分岐型糖鎖を
特異的に遊離し、糖鎖を他の化合物に転移す
る。本酵素を利用して、糖タンパク質から天
然の高分岐型糖鎖を導入し、糖鎖のもつ生体
認識機能を備えた機能性配糖体を創製する
ことができる。このためには、高品質な酵素
標品を容易に利用できることが必須である。
このために、本研究代表者らは本酵素遺伝子
をクローニングしてきた。 
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２．研究の目的 

(1)組換え糖鎖遊離酵素の大量発現系の構築

と高純度酵素の精製法の確立 

(2)組換え糖鎖遊離酵素による、糖タンパク

質からの糖鎖の遊離と転移導入の検証と機

能性分子への糖鎖の導入、機能解析 

(3)組換え糖鎖遊離酵素の機能領域の解析 

(4)糖鎖遊離酵素遺伝子改変による特異性改

変 

(5)特異性改変組換え糖鎖遊離酵素を用いた

糖タンパク質糖鎖の遊離、転移の検証 

(6)組換え糖鎖遊離酵素の結晶化と立体構造

の解明 

 

３．研究の方法  

(1）組換え糖鎖遊離酵素遺伝子の大腸菌での
大量発現系の構築 
糖鎖遊離酵素の遺伝子をT7プロモーター

系プラスミドあるいは非T7プロモーター系
プラスミドに挿入し、大腸菌の形質転換体
を作成し、可溶性の活性保持型組換糖鎖遊
離酵素の発現系を構築した。このとき、ア
フィニティー精製のためのタグや可溶化促
進タグ遺伝子の付加も検討した。また、培
養温度、培養時間、誘導時菌体濃度、誘導
剤濃度、培地組成などの条件を詳細に検討
し、発現した糖鎖遊離酵素のほとんどが大
腸菌の可溶性画分への移行するような培養
条件を確立した。  

 

(2)糖鎖遊離酵素の効率的精製法の確立 
Hisタグ用Niカラムなどを用いて発現タ

ンパクを分離した。高回収率で精製組換え
糖鎖遊離酵素標品を調製することを目指し
た。 
 
(3)組換え糖鎖遊離酵素による、糖タンパク
質からの糖鎖の遊離と転移導入の検証 
組換え糖鎖遊離酵素を用いて、様々な構

造の糖鎖を持つ各種糖タンパク質からの糖
鎖遊離作用を電気泳動によって調べた。ま
た、ヒト血清や赤血球などの生体試料中の
糖タンパク質からの糖鎖遊離作用を同様に
解析した。さらに、組換え糖鎖遊離酵素を
用い、各種ヒト由来糖タンパク質の糖鎖を、
水酸基を持つ化合物へ転移導入し、薄層ク
ロマトグラフィーや質量分析によって確認
した。また、仔牛由来糖タンパク質の糖鎖
を転移導入した配糖体の選択的取込みを検
証した。 
 
(4)糖鎖遊離酵素の機能領域の解析 

塩基置換プライマー、インサートプライ

マーなどを用いてインバース PCR を行い、部
位特異的変異、挿入あるいは欠失を発現ベク
ター中の糖鎖遊離酵素遺伝子に導入した。ま
た、error-prone PCR によってランダム変異
を導入した。そして、大腸菌で発現させ、様々
な糖タンパク質からの糖鎖遊離活性を測定
し、活性に関与するアミノ酸残基や糖鎖認識
領域を調べた。 
 
(5)組換え糖鎖遊離酵素の結晶化とＸ線結
晶解析 
ハンギングドロップでの蒸気拡散法によ

って組換え糖鎖遊離酵素の結晶化条件を検
討した。得られた結晶のＸ線構造解析を行
った。 

 

(6) 組換え糖鎖遊離酵素の免疫化学的解析 
精製した組換え糖鎖遊離酵素を抗原とし

て家兎を免疫し、抗血清を調製した。得ら
れた抗血清を用いて、イムノブロッティン
グによる解析を行った。 

 

４．研究成果 
(1)糖鎖遊離酵素遺伝子の大腸菌での発現
系の構築 
同酵素遺伝子をプラスミドに挿入し、大

腸菌の形質転換体を作成した。また、アフ
ィニティー精製や可溶化促進タグ遺伝子を
付加し、その発現系も構築した。さらに、
同遺伝子のうち、活性に必要な領域の発現
系も構築した。また、アフィニティー精製
のためのタグや可溶化促進タグ遺伝子を付
加した発現系も構築することができた。そ
して、特定の誘導条件下で可溶性の状態で
発現した。 
 
(2)発現酵素の精製法の確立 
アフィニティータグの付加した発現酵素

の大腸菌からの最適な分離精製法を検討し
た。その結果、アフィニティーカラムには
吸着しなかった。このため、同タグを付加
しない酵素を発現させ精製法を検討し、二
段階のカラムクロマトグラフィーによって
高回収率で精製酵素票品を得ることに成功
した。高純度の酵素を用いた糖鎖の遊離や
糖鎖転移による生体認識配糖体の合成に利
用する基盤が出来上がった。また、同酵素
のＸ線結晶解析用の結晶を調製するための
精製酵素標品を得ることができるようにな
った。 
 

(3)組換え糖鎖遊離による糖タンパク質か
らの糖鎖遊離と遊離糖鎖の転移による生体
認識配糖体の合成検証 
組換え糖鎖遊離酵素の大量の発現と精製

を行った。その結果、精製の過程で発現酵素
の安定性が低下することを見出した。そこで、



 

 

誘導条件を再検討し、精製の過程を通じて安
定な酵素を発現することができ、これを分離
精製した。精製した発現酵素は各種糖タンパ
ク質から高分岐型糖鎖を容易に遊離した。糖
タンパク質プロテオミクス研究への有用性
が示唆された。また、体液や細胞などの生体
試料中の糖タンパク質からも糖鎖を遊離し、
生体試料の糖鎖分析への利用が示唆された。
さらに、遊離した高分岐糖鎖を水酸基結合化
合物に転移した。このため、本酵素を用いて、
糖鎖の生体認識機能をもつ配糖体を合成す
ることができることが明らかとなった。 

 

(4)糖鎖遊離酵素遺伝子への変異導入と
変異酵素の機能解析 

PCR 反応条件を変え、糖鎖遊離酵素遺
伝子にランダム変異を導入した。 変異
導入酵素の糖タンパク質からの糖鎖遊離
作用を調べた。その結果、糖タンパク質
から高分岐型糖鎖を遊離する活性の低下
した変異導入酵素が得られた。また、結
合する糖鎖の多い糖鎖タンパク質からよ
り早く糖鎖を遊離する変異酵素が得られ
た。また、インバース PCR によって様々
な欠失を導入した酵素の発現系を構築し
た。欠失変異酵素の糖タンパク質からの
糖鎖遊離作用を調べた。その結果、糖鎖
遊離酵素の特定の領域が、糖鎖との相互
作用に関与していることが示唆された。 
 

(5)組換え糖鎖遊離酵素の結晶化とＸ線結
晶構造解析 
精製発現酵素を用いて様々な結晶化条件

を検討し、いくつかの条件において形状の異
なる酵素の結晶を得た。さらに結晶化条件を
検討し、複数の単結晶を得た。これらの結晶
のＸ線結晶解析を行ったところ、立体構造を
決定するために適した結晶であることが明
らかとなった。得られた結晶を用いてさらに
Ｘ線結晶構造解析を行うことによって立体
構造が解明されるものと考えられた。 

 

(6)組換え糖鎖遊離酵素の免疫化学的性質の
解析 
糖鎖遊離酵素に対する特異抗体が得られ

た。本抗体を用いて、組換え発現糖鎖遊離酵
素と類似した酵素の存在を見出した。また、
本抗体を用いた糖鎖遊離酵素の検出法を構
築した。生体試料中の類似酵素の検出を行い、
マススクリ―ニングに利用できることが明
らかとなった。 
 
以上の結果から、糖鎖遊離酵素の供給基盤

が確立され、本酵素を用いることによって糖
タンパク質から直接天然型の糖鎖を様々な
化合物に導入し、糖鎖の持つ生体認識機能を
備えた様々な機能性化合物を合成すること

が可能となった。今後、ドラッグデリバリー
システムなどの特異的局在化などへの応用
が期待される。また、糖鎖遊離酵素を用いた
糖鎖診断法の実現に向けて一歩前進した。ま
た、同酵素の立体構造解明のための基礎がで
きた。 
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