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研究成果の概要（和文）：N-およびO-結合型糖鎖改変出芽酵母(YFY21株)の著しい増殖能の低下を回復させた株(YHY22
株)の網羅的遺伝子発現解析の結果から、YFY22では解糖系で機能する遺伝子が過剰に発現していることがわかった。ま
た、O-結合型糖鎖抑制株の増殖回復株では細胞膜センサータンパク質の分解が抑制されていた。また、細胞壁タンパク
質および分泌糖タンパク質のO-結合型糖鎖量は増加していた。
以上の結果から、糖代謝を上げてより効率的にエネルギーの生産を行うこと、O-結合型糖鎖量を増やすことによって生
存に関わるタンパク質を分解から守ることなどが増殖能力を高めるために必用であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Saccharomyces cerevisiae strain YFY21 engineered of both of N- and O-glycan, exhib
its a sever growth defect. YFY22, which was isolated from YFY21, had normal growth. The gene expression pr
ofiles of YFY21 and YFY22 were analyzed using DNA microarrays. Expression of genes that encodes enzymes in
 the glycolysis was up-regulated in YFY22. 
Additionally mutated pmt2pmt4 disruptant strain exhibits the growth defect lacking phenotype of pmt2pmt4 d
isruptant .  In the mutated pmt2pmt4 disruptant , Wsc1 was not processed and O-mannosylation of mannoprote
in on cell wall increased. These results showed that up-regulation of glucose metabolism and protection ag
ainst protein-degradation by addition of O-mannosylation are essential role for restored growth.  
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖は多用な構造を形成しうる事に加え、

多くのタンパク修飾に関与することから、現
段階では糖鎖の機能を総合的に理解するこ
とは難しい状況にある。また、糖転移酵素
KO マウスなどの解析からその重要性が明ら
かになっているが、糖鎖不全による標的タン
パク質の機能低下が原因である場合が多く、
糖鎖自身の機能に迫る研究は少ない。出芽酵
母の酵母型糖鎖（外糖鎖）除去株 TIY20(och1 
mnn1 mnn4 破壊株:マンノース 8個の N-結
合型糖鎖を持つ（M8）)(Takamatsu S. et al. 
Glycoconjygate J.,1998)は、高温度感受性(ts
性)および著しい細胞増殖遅延、薬剤感受性を
示す。我々は、新規育種技術である不均衡変
異導入法を駆使して TIY20 ゲノム中に変異
を導入したところ、外糖鎖を持たないにも関
わらず、上記表現型を回復した YAB 株(M8)
を取得することに成功した（Abe H. et al., 
Glycobiology 2009）(特許公開 2008-220172、
米国特許番号 7803605 号) 。YAB 株の取得
によって、外糖鎖は酵母の上記表現型の回復
には必須でないことが初めて明らかになっ
た。さらに、YAB 株の遺伝子発現解析から、
糖新生経路の活性化が TIY20 株の表現型の
一部を抑圧できることも明らかにできた
（Abe H.et al, b.b.b., 2009）。近年、O-マン
ノース型糖鎖が N-結合型糖鎖の付加位置を
制御することが明らかとなってきており
(Ecker M. et al, EMBO reports, 2003)、糖鎖
の機能を明らかにするには、N-だけでなく、
O-結合型糖鎖も含めて総合的に解析する必
要がある。我々は、マンノース 5個までにト
リミングした N-結合型糖鎖 (M5)を持つ
YFY20 に 、 PMT1 遺 伝 子 (protein-O- 
mannnosyltransferase) を破壊すること
で O-マンノース型糖鎖付加の抑制も加え
た YFY21、不均衡変異導入法の適用により
増殖能および ts性を回復させた YFY22を
すでに取得している。この YFY 株の増殖
回復のメカニズムを解析することで、N-あ
るいは O-結合型糖鎖の細胞増殖に関わる
機能を見いだしたい 
 
２．研究の目的 
我々は、糖転移酵素欠損酵母が示す増殖能力
の低下を新規育種技術を適用することによ
って回復させた変異株を独自に取得してい
る。このことは糖鎖異常を補填するための機
能が細胞に存在することを示している。本研
究は、取得株の詳細な解析を通じて、糖鎖お
よび糖転移酵素がもつ細胞増殖に関する機
能について明らかにすることを目的とする。
得られた成果は、酵母から高等動物まで普遍
的に存在する糖鎖自身が関わる広範囲な生
体内機能の解明に迫れるだけでなく、近年需
要の高まる糖タンパク生産のための宿主お
よび高活性化バイオ医薬の開発にも応用で
きる。 
 

３．研究の方法 
(1)YFY22 株（N-および	
 O-結合型糖鎖欠損
酵母の ts 性および増殖能を回復させた酵母
株）の網羅的遺伝子発現解析 
高マンノース型 N-糖鎖の外糖鎖を除去し、

マンノース 5 個までにトリミングした N-結
合型糖鎖を持つ YFY20 株に、O-マンノース
型糖鎖付加の抑制も同時に行う目的で、
PMT1 遺 伝 子 (protein-O- 
mannnosyltransferase) の 破 壊 を 加 え た
YFY21株を取得した。しかしながら、YFY21
株は増殖能の低下および ts 性を引き起こす。
そこで、新規育種技術である不均衡変異導入
法を適用し、増殖能等を回復させた YFY22
株を取得することに成功している。この
YFY22 株がどのようなメカニズムによって
これらの表現型を回復することができるの
かを調べることを目的に、YFY21株とその増
殖回復株である YFY22 株との間で DNA マ
イクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析
を行い、YFY22株にて発現量が増加する遺伝
子、および発現能が低下する遺伝子の探索を
行った。DNA マイクロアレイにより発現量
が増減する遺伝子についてリアルタイム
PCRを行い YFY22株において発現量が増減
する遺伝子の特定をおこなった。これらの遺
伝子を強制発現用マルチコピーベクターで
あるYEp352GAP2にクローニングしYFY21
株へ導入し、増殖能および ts性が回復するか
どうかについて解析を行った。 
 
(2) protein-O- mannnosyltransferaseをコ
ードする pmt2pmt4 二重遺伝子破壊株と
その増殖回復株の解析 

O-結合型糖鎖の機能を調べる目的で著し
い増殖能の低下を示す、PMT2および PMT4
の 2重遺伝子破壊株を構築し、不均衡変異導
入法の適用によってその増殖回復株の取得
を試みた。本変異法の適用によって、
pmt2Δpmt4Δ株の増殖能が回復した株を取
得することができた。本 pmt2Δpmt4Δ株が示
す増殖能の低下は、細胞膜センサータンパク
質Wsc1、Mid2の不安定性が原因であること
が分かっている。本研究にて取得した増殖回
復株にてこれらタンパク質の分解が抑制さ
れているかどうかの解析を行った。
WSC1-HA融合遺伝子をシングルコピープラ
スミドにクローニングし、本プラスミドを野
生型株、pmt2Δpmt4Δ株、増殖回復株に形質
転換した。これらの形質転換体の膜画分を回
収し、ウエスタンブロッティングにより
Wsc1-HAのシグナルを検出した。 
さらに pmt2Δpmt4Δ株およびその増殖回

復株においてキチナーゼおよび、細胞壁マン
ノタンパク質の O-結合型糖鎖量を調べた。キ
チナーゼは培地中に分泌されるので、培地中
のキチナーゼをキチンに吸着させることに
より回収し、SDS-PAGE により分離した。
CBB 染色によりキチナーゼのバンドの検出
を行った。マンノタンパク質由来 O-結合型糖



鎖は、それぞれの株からの細胞壁タンパク質
のβ-イルミネーションに調整した。これらの
糖鎖は PA-化の後に HPLCにて解析された。 
 
(3) 分裂酵母 och1破壊株の形態解析 
分裂酵母のα1,6-マンノース転移酵素を

コードする och1 遺伝子の破壊株の形態は通
常の円筒形から球形に変化する。このことか
ら、och1破壊株では極性の喪失が考えられる。
そこで、och1破壊株またはその増殖回復株の
アクチン染色を行うことによって、糖鎖変異
株におけるアクチンの極性について調べた。 
 
４．研究成果	
 
(1)YFY22 株（N-および	
 O-結合型糖鎖欠損
酵母の ts 性および増殖能を回復させた酵母
株）の網羅的遺伝子発現解析 

DNA マイクロアレイ解析後のリアルタイ
ム PCR による再確認の結果を図 1 に示す。

図 1に示す通り YFY22株において ENO2、
PDC1、HXT3、HXT4 の発現が増加してい
た。解糖系で機能する遺伝子が過剰発現して
いることが明らかになった。このことから、
糖鎖改変による増殖能の低下を回復するた
めには、糖代謝を上げてより効率的にエネル
ギーの生産を行う必要があると考えられる。
糖鎖はエネルギー代謝に何らかの機能を示
すことが示唆された。 

ENO2、HXT3、HXT4 遺伝子をそれぞれ
YFY21 株に形質転換し、増殖能および ts 性
を調べた結果、これら単独遺伝子の強制発現
では増殖能および ts 性を回復させることが
できなかった。 

 
(2) protein-O- mannnosyltransferaseをコ
ードする pmt2pmt4 二重遺伝子破壊株と
その増殖回復株の解析 
pmt2Δpmt4Δ株およびその増殖回復株のキ
チナーゼとマンノタンパク質の O-結合型糖
鎖量を調べた。その結果、pmt2Δpmt4Δ二
重破壊株では野性型株に比べてキチナーゼ
の O-結合型糖鎖量が減少していることが分
かった(図 2)。一方、増殖回復株のキチナー
ゼに付加される O-結合型糖鎖は、野性型株由
来のものよりも減少しているが、pmt2Δ
pmt4Δ二重破壊株よりも少し増加している
ことが分かった。一方、マンノタンパク質の

O-結合型糖鎖は、pmt2Δpmt4Δ二重破壊株
では野性型株に比べ約 40%程度にまで減少
していたが、増殖回復株ではむしろ、野性型
株よりも増加していた。このことから、増殖
回復には O-結合型糖鎖を増やすシステム、す
なわち、他の PMT タンパク質が過剰に機能
していることが予想された。 
	
 
次に、Wsc1タンパク質の細胞膜上での発

現の結果を示す。図 4では各株の形質転換体

2 クローンずつの膜画分を各レーンにアプラ
イしている。野生型株では 110Kb 付近に
Wsc1-HAのバンドが検出されるが、 
pmt2Δpmt4Δ株では 100Kb より小さいサ
イズのバンドが複数確認できた。このことか
ら、pmt2Δpmt4Δ株では Wsc1-HA の糖鎖
が減少していること、また、25Kb 程度の小
さなバンドがたくさん観察されることから、
分解されていることが分かった。一方増殖回
復株では 100Kb 付近にメインのバンドが観
察されたことから、pmt2Δpmt4Δ株よりも
糖鎖が多く付加されていることが分かった。
さらに、小さなバンドも pmt2Δpmt4Δ株に
比べ少ないことから、分解の抑制がおこって

いることが分かった。これらの結果は、pmt2
Δpmt4Δ株に比べ、増殖回復株では細胞膜セ
ンサーであるWsc1のO-結合型糖鎖付加が増
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加し、分解が抑制されることにより細胞膜で
機能することが可能となり増殖能や ts 性の
回復につながるのではないかと示唆される。 
 
(3) 分裂酵母 och1 破壊株の形態解析	
 
分裂酵母の och1 破壊株またはその増殖回

復株(och1Dmut)のアクチン染色を行うこと
によって、糖鎖変異株におけるアクチンの極
性について調べた。	
 
野生型株ではアクチンパッチが両端もし

くは片方に局在しているが、och1D株ではア
クチンパッチが細胞全体に広がり、通常細胞
の中央に観察されるアクチンリングが中央
には観察されない。一方 och1Dmut株ではアク
チンパッチが両極に局在し、アクチンリング
が中央にできていた（図5)。このことから、
och1 破壊株では極性が喪失していることが
考えられる。 
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