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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖転移酵素群の高い基質特異性・反応特異性に着目し、その逆反応に基づいた
糖鎖の特異的分解反応を解析、至適化し色々な用途に応用するための基礎的な検討を行うことが目的である。主として
、α1,6フコース転移酵素をモデルとして、どのように反応の平衡をシフトさせ効率よく逆反応を進行させればよいか
を検討した。

研究成果の概要（英文）：It is generally known that the reactions catalyzed by glycosyltransferases are hig
hly specific.  The enzymes strictly discriminate their own substrates and properly act on the certain posi
tion of the substrate, thereby allowing assemble of specific structure of oligosaccharide.  This study was
 conducted to investigate the reverse reactions in which glycosytransferases remove monosaccharide from su
gar chains.  The removal should be sufficiently specific comparably to the forward reaction, transfer of s
ugar.  Using alpha1,6fucosyltransferase as a model, we examined effects of various factors on the equilibr
ium of the reversible reaction of the glycosyltrasferase. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体高分子を研究するにはその構造、とく
に一次構造を知る必要があり、タンパク質や
DNA の構造解析方法はすでに高効率化・高
感度化され色々な自動化の手法も普及して
いる。タンパク質や DNA では単量体の結合
は全て同じであり、一次構造を知るのに 20
種類のアミノ酸あるいは 4種類の塩基の並び
方のみを明らかにすればよい。また、タンパ
ク質や DNA は鋳型依存的に生合成されるの
で、鋳型の構造を明らかにしても一義的に一
次構造を決定出来ることになる。一方、多糖
とくに糖タンパク質糖鎖やプロテオグリカ
ンなどの糖鎖の構造を知るのはそれほど簡
単ではない。構造決定を困難にする最も大き
な原因は、単量体どうしの結合に多数の様式
があるためである。すなわち、結合にあずか
ることの出来る水酸基が１位、２位、３位、
４位、６位の最大５個あり、さらに通常結合
に関与する１位の水酸基にはαとβのアノ
マー異性体が存在する。そのため、ペプチド
や DNA とは異なり、単量体成分の順序を決
定するだけではなく、α1,4 であるとかβ1,6
といった結合様式まで決定しなければなら
ない。もしこういった問題を解決する簡単な
方法が確立されれば、その意義は大きいので
はないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 タンパク質や DNA は鋳型依存的に生合成
されるのに対して、糖鎖は one linkage-one 
enzyme といわれるように一つ一つの単糖
をそれぞれに特異的な糖転移酵素が結合さ
せて合成されることがユニークな特徴であ
る。そこでは、酵素が作用する基質、すなわ
ち、どういう糖（鎖）に、どのような単糖を、
どの水酸基に、どのような結合で転移するか
が大変厳密に決まっている。それによって特
異的な糖鎖構造が組み上げらているのであ
る。このような厳密な特異性は、可逆反応の
逆反応についても同様に発揮されるため、糖
転移酵素の逆反応である糖の除去反応を上
手く利用すれば、どのような糖がどうのよう
に結合していたかを簡便に明らかに出来る
はずである。 
 申請者らは、これまであまり試みられてい
なかった糖転移酵素の逆反応を速度論的に
解析し、糖転移反応の可逆性を明らかにし、
エ ネ ル ギ ー 的 な 考 察 を 行 っ て き た
（Glycobiology 19, 368, 2009）。それまでの
知見に基づいて、これを糖鎖の特異的な分解
にどのような形で応用し新規構造解析法の
確立につなげればよいかを検討しようと考
えた。このような検討をさらに発展させられ
れば、試験管内で糖鎖を生合成を逆行させる
ように逐次分解することにより比較的大き
な構造も解けるとことが期待出来るのであ

る。そのためには、糖転移酵素の平衡反応を
いかにして定量的な分解反応にするかが鍵
であり、本研究では反応の平衡をどのように
してシフトさせ、高効率・定量的に糖鎖を分
解すればよいかを中心に検討を行った 
 
 
３．研究の方法 
 
 申請者らは従来の研究において、糖タンパ
ク質のアスパラギン結合型（N 型糖鎖）のコ
ア構造の形成に関与するβ1,4-N アセチルグ
ルコサミン転移酵素 III およびα1,6 フコー
ス転移酵素（FUT8）について逆反応を確認し、
どのような平衡なのかを解析している。その
結果、糖転移酵素の反応は一般にきわめて糖
鎖合成の方向へ傾いており、定量的に糖鎖を
分解するのは困難であることがわかってい
る。この問題を克服するため、糖転移酵素逆
反応によって生成する（順反応の糖供与体基
質である）糖ヌクレオチドを反応系から除去
し、平衡を分解（逆反応）へシフトさせる方
策について様々な点から検討した。すなわち、
イオン交換樹脂や透析膜、限界濾過膜による
除去、あるいは糖ヌクレオチドの分解系を共
役させ反応全体として実質的な糖鎖加水分
解反応に変化させるなどを検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
 糖鎖は糖転移酵素群の高い基質特異性に
よって生合成される。本研究は、糖転移酵素
による糖転移反応の逆反応に基づいた構造
特異的分解を検討すること、またこのような
逆反応を糖鎖構造の決定に利用することが
目的である。すなわち、試験管内で糖鎖生合
成を逆行させるという逐次分解法を検討し、
将来的には新たな構造解析のベースとなり
うるような糖鎖の高特異性逐次分解反応を
確立するのに寄与したいと考えた。 
 糖タンパク質のアスパラギン結合型（N 型
糖鎖）のコア構造の形成に関与するα1,6 フ
コース転移酵素（FUT8）について、逆反応を
有利に進めるため逆反応生成物である GDP-
フコースを分解する系についての検討を行
った。GDP-フコースの加水分解活性をもつと
報告されている大腸菌GDP-mannose mannosyl 
hydrolase (GDPMH)を pET28 ベクターを用い
てT7プロモーター制御化で大腸菌BL21(DE3)
に株を用いて発現させた。誘導後細胞を回収
し電気泳動によって組換えタンパク質を確
認したところ、全タンパク質の 20-30%の高レ
ベルで発現させられることがわかった。pLys
株でも同様の検討を行ったが発現量にほと
んど差はなかった。ニッケルキレートクロマ
トグラフィーにより組換えタンパク質を精
製してみると、300 mL の培養スケールからほ
ぼ均一なタンパク質を 50 mg 得ることが出来
た。 



 FUT8 によるフコシル化糖鎖からのフコー
ス除去反応では、蛍光標識フコシル化糖鎖を
基質として用い、糖ヌクレオチドの変わりに
GDP を糖の受容体として反応を行う。逆反応
の結果、脱フコシル化された糖鎖を蛍光分析
逆相 HPLC で検出、定量を行うとともに、同
時に精製するGDPフコースをイオン交換HPLC
で検出した。このような系を用いて実際に逆
反応は確認出来ている。このような反応系に
上記の精製 GDPMH を添加し、どうように反応
を行ったところ、GDPMH 非存在下に比べて、
フコースの除去率は確かに上がっているこ
とが確認出来た。しかし、反応時間や添加す
る酵素量などについていくつかの条件下で
検討を行ったが、逆反応は促進されるものの、
合成-分解の平衡を期待したほど分解側へシ
フトさせるに至っていない。GDPMH による生
成 GDP フコースの分解除去の段階が、実は可
逆であって、ある種の平衡に落ち着いている
可能性も考えられた。pH などの条件を変える
事によって平衡をシフトさせようと試みた
が、今のところよい条件を見出すにいたって
いない。 
 その一方で別の分解系を用いた検討も並
行して開始した。大腸菌 yffH、GDP-mannose
を GMPとマンノース１リン酸に分解する酵素
であるが、これを発現させ GDP-fucose 分解
する反応系を共役させた場合の効果を検討
しているところである。この酵素は先に検討
した GDPMH の系に比べて分子活性が約 200倍
であり、より効率よく平衡をシフトさせる、
あるいは逆反応と共役することによってフ
コース除去の効率を上げる可能性が考えら
れ、さらに検討を継続していきたいと考えて
いる。 
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