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研究成果の概要（和文）：グリコサミノグリカンは、2種類の糖が交互に結合した直鎖状の糖鎖であり、ヒトにおいて
は、様々な重要な役割を果たしている。細菌由来で安定で高反応性のグリコサミノグリカン合成酵素がいつくか報告さ
れている。これらの酵素は、２種類の糖が正確に交互に連続的糖転移反応をすることで、糖鎖を効率よく合成すること
ができる。しかし、これらの反応メカニズムは、未だ不明なことが多い。これらの酵素の中でも、特に有用性が高いヒ
アルロ酸糖鎖合成酵素について、X線結晶構造解析により、立体構造を決定し、酵素反応メカニズムを明らかにした。
本成果は、広くグリコサミノグリカン糖鎖の合成機構の解明に大きく貢献するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Microbial polysaccharides are structurally identical or very similar to mammalian 
GAGs. To know about biosynthesis mechanism of glycosaminoglycan,we have determined the X-ray crystal 
structure of the enzyme. We bacterially expressed, purified and crystallized. The X-ray crystal structure 
of the enzyme has now been determined. We reported the structural features of the bi-functional enzyme 
and have discussed their implications in understanding the catalytic mechanism.

研究分野：構造生物学

キーワード： 結晶構造解析　糖鎖生合成
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ミノグリカン糖鎖の生合成機構の一般的な
効率化メカニズムを明らかにする。 
 
Ｘ線結晶構造解析によって決定 
 ヒアルロン酸合成酵素について、大腸菌に
よる大量発現系の構築、大量精製法の確立、
および結晶化まですでに成功している。ただ
し、実験室系のＸ線回折装置で得られた分解
能は、約４Å程度であり、質の高い結晶を作
製していく必要があった。 
 そこで、ヒアルロン酸合成酵素の結晶化条
件の最適化を行った。Ｘ線回折実験は、研究
室のＸ線回折実験装置と SPring-8 のシンク
ロトロン放射光施設を併用して、効率的な実
験を行った。位相情報は、３０％程度の１次
構造の類似性を持つコンドロイチン合成酵
素の立体構造を用いて行った。構造計算等は、
現在研究室にあるワークステーションを用
いて行った。 
 
 
４．研究成果 
 グリコサミノグリカンは、2 種類の糖が交
互に結合した直鎖状の糖鎖であり、ヒトにお
いては、様々な重要な役割を果たしている。
細菌由来であり、安定で高反応性のグリコサ
ミノグリカン合成酵素がいつくか報告され
ている。これらの酵素は、２種類の糖が正確
に交互に連続的糖転移反応をすることで、糖
鎖を効率よく合成することができる。しかし、
これらの反応メカニズムは、未だ不明なこと
が多い。これらの酵素の中でも、特に有用性
が高いヒアルロ酸糖鎖合成酵素について、X
線結晶構造解析により、立体構造を決定し、
酵素反応メカニズムを明らかにした。 
 ヒアルロン酸合成酵素は、2 つの活性部位
を持ち、それぞれに GlcNAc 転移活性と 
GlcUA 転移活性がある。各活性部位で、異な
る UDP-sugar を用い、糖をひとつずつ交互
に転移することでヒアルロン酸を合成する。
このような二機能性糖転移酵素の反応機構
や基質認識機構は、分子レベルでの解明がほ
とんど進んでいない。大腸菌を用いて、GST 
融合タンパク質として PmHAS を発現させ、
精製後 GST を取り除いて結晶化サンプルと
した。UDP と Mn2+を加えて結晶化を行い、得
られた結晶で X 線回折実験を行ったところ、
分解能 3.5Åの回折データが得られた。 
  
 分子置換法により位相を決定し、構造精密
化を行った。構造精密化は、結晶が双晶（twin）
であることを考慮して行った。構造精密化の
結果、ヒアルロン酸合成酵素-UDP 複合体の
立体構造を分解能 3.5Åで決定することに成
功した。ヒアルロン酸合成酵素は 2 つの球
状ドメイン、GlcNAc 転移ドメインと GlcUA 
転移ドメインが連なった構造をとっており、
それぞれの活性部位に UDP と Mn2+が結合
していた。また、GlcNAc 転移ドメイン同士
が相互作用することにより 2 量体を形成し

ていた。2 量体を形成していることを考慮し
ても、2 箇所の活性部位は互いに約 50Å以
上も離れていた。現在、糖鎖伸長は、この離
れた活性部位を鎖状の基質の末端が移動し
ながら行われていると考察される。 
 本成果は、広くグリコサミノグリカン糖鎖
の合成機構の解明に大きく貢献するものと
考えられる。 
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