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研究成果の概要（和文）：本研究は、複合型糖鎖生合成に重要なＮ-アセチルグルコサミン転移酵素IIの構造と
機能の相関を解明することを目的とし、ヒトおよびカイコ由来酵素を研究対象とした。それぞれを大腸菌または
カイコを宿主とした発現系を構築し、カイコで発現させた場合に優位に高い活性を有する組換え酵素を取得する
ことができた。カイコ由来酵素はヒトと同等の基質特異性および活性を有していた。いずれの酵素も自身にＮ結
合型糖鎖が付加した糖タンパク質であり、ヒトよりカイコ由来酵素の方が糖鎖が多く付加していたが、糖鎖を切
断しても酵素活性が変化しないことから、糖鎖は酵素活性や構造安定性に重要でないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on the structure-function relationship of 
N-acetylglucosaminyltransferase (GnTII) which is essential for complex-type N-glycan biosynthesis. 
We obtained recombinant GnTII enzymes from human and Bombyx mori using Escherichia coli and silkworm
 as hosts, and the enzymes expressed in silkworm showed higher activity than those in E. coli. The 
substrate specificity and enzymatic activity of B. mori GnTII were almost identical to those of 
human GnTII. Although B. mori GnTII was more highly N-glycosylated than human GnTII, enzymatic 
cleavage of N-glycans did not affect their activity and thermostability, indicating that N-glycans 
which were attached to the enzymes are not important for their activity and stability.

研究分野： 酵素学

キーワード： 糖鎖　糖転移酵素　糖タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質への糖鎖付加は最も普遍的な

翻訳後修飾の一つであり、特にヒトなどの真
核生物が有するタンパク質のおよそ半数以
上は糖鎖が付加した糖タンパク質であると
言われている。糖鎖は生体内においてあらゆ
る生理機能や疾患、細菌やウイルスの感染に
関与しているため、創薬・医療の観点からも
重要な研究対象である。Ｎ結合型糖鎖はほぼ
すべての真核生物に共通して見られる翻訳
後修飾であり、タンパク質中の特定のアスパ
ラギン残基に付加する糖鎖である。糖鎖付加
は小胞体内において行われ、オリゴ糖転移酵
素により前駆体 14 糖（Glc3Man9GlcNAc2）がア
スパラギン残基に付加されたのち、グルコー
ス（Glc）残基とマンノース（Man）残基が種々
の加水分解酵素によりトリミングされる（図
１）。その後、ヒトなどの哺乳動物において
はゴルジ体に局在する各種糖転移酵素
（GnTII、GalT、SiaT など）によりＮ-アセチ
ルグルコサミン（GlcNAc）、ガラクトース、
シアル酸等が付加され複合型糖鎖構造とな
る。一方、昆虫では GlcNAc 転移酵素Ⅰによ
り付加されたGlcNAc残基がＮ-アセチルグル
コサミニダーゼ（FDL）により加水分解され、
パウチマンノース型となることが知られて
いる。 

昆虫であるカイコは、高いタンパク質生産
能力、糖鎖修飾やリン酸化などのヒトに近い
翻訳後修飾、飼育のしやすさ、安全性などか
ら、医療用タンパク質の生産系として近年注
目されているが、既述のようにＮ結合型糖鎖
の構造がヒトとは異なっていることが問題
となっている。一方で、カイコのゲノムには
複合型糖鎖生合成に必要な GlcNAc 転移酵素
Ⅱ（GnTII）やガラクトース転移酵素（GalT）
のオルソログ遺伝子が見出されているが、そ
の機能は明らかではない。特に GnTII は複合
型糖鎖が構築される際の足場となる GlcNAc
を付加する重要な鍵酵素であり、ヒトを含む
多くの高等動物で保存されているにもかか

わらず、大量発現系が確立しておらず、立体
構造が解明されていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、複合型糖鎖生合成に必須であ

る GnTII に着目し、本酵素の構造機能相関を
解明することを目的とした。 
ヒト由来 GnTII（hGnTII）を含む既知の

GnTII は昆虫細胞を用いた発現系が報告され
ているが、ミリグラムオーダーでの大量発現
系は確立されていない。また、複合型糖鎖を
産生しないカイコ由来 GnTII オルソログ
（BmGnTII）は性質や機能が明らかでない。
そこで、両酵素の大量発現系を構築するとと
もに、基質特異性の解析や X 線結晶構造解析
による構造解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) 発現系の構築 
ヒト培養細胞およびカイコ虫体から抽出

した total RNA から逆転写酵素を用いて cDNA
を合成した。cDNA を鋳型に各遺伝子特異的な
プライマーを用い、Ｎ末端側膜貫通領域を含
む領域を削除し、分泌シグナル配列、His タ
グおよび FLAG タグを付加した目的タンパク
質をコードする DNA を増幅し、pFastBac1 ベ
クター（Thermo Fisher Scientific）へ挿入
し た 。 構 築 し た プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌
BmDH10Bac CP −Chi −株 （ Park et al., 
Biotechnol. Appl. Biochem., 49, 135, 2008）
に導入し、菌体内でカイコ多角体ウイルス
（BmNPV）バクミドへ目的タンパク質の遺伝
子を導入した。組換えバクミドをカイコ 5齢
幼虫に注射し 6日間飼育を行ったのち、体液
および脂肪体を回収し、組換えタンパク質の
発現の有無を確認した。 
 

(2) 組換えタンパク質の精製 
回収したカイコ幼虫体液を Ni sepharose

カラムおよび抗 FLAG 抗体ビーズによるアフ
ィニティークロマトグラフィーに供し、目的
タンパク質の精製を行った。また、体液を予
めポリエチレングルコール沈澱し、純度の向
上を検討した。 
 

(3) 酵素活性の測定 
精製酵素および基質であるウリジン二リ

ン酸（UDP-）GlcNAc とピリジルアミノ化標識
した糖鎖を混合し、Mn2+等の 2 価陽イオン存
在下で酵素反応を行い、反応産物を高速液体
クロマトグラフィーで分離、定量を行った。 
 

(4) 結晶化条件スクリーニング 
精製酵素を濃縮し、シッティングドロップ

またはハンギングドロップ蒸気拡散法にて
結晶化条件の検討を行った。条件検討は市販
のスクリーニングキットなどを用いた。 
 

４．研究成果 
(1) 組換え酵素の発現と精製 



バキュロウイルスに感染したカイコ幼虫
から回収した体液および脂肪体を SDS-PAGE
およびウエスタンブロッティングに供した
ところ、組換え酵素の発現と体液への分泌が
確認された（図 2）。hGnTII はＮ末端側ある
いはＣ末端側に His タグおよび FLAG タグを
付加した酵素（それぞれ HF-hGnTII と
hGnTII-FH）を作製し、BmGnTII はＮ末端側に
タグを付加させたもの（HF-BmGnTII）のみを
作製した。 

また、組換え酵素に糖鎖切断酵素である
PNGase F を作用させたところ、見かけの分子
量が低下したことから、本酵素は糖タンパク
であることが明らかになった（図 3）。 

 
(2) 組換え酵素の性質 
両酵素は UDP-GlcNAc をドナー基質、

Man(α1-6)[GlcNAc(β1-2)Man(α1-3)]ManG
lcNAc2糖鎖をアクセプター基質として糖転移
反応を示した。いずれも Mn2+イオン存在下で
最も高い活性を示し、至適温度はともに 37℃
であり至適 pH は 6.5-7.0 であった。組換え
酵素に付加しているＮ結合型糖鎖が活性に
関与しているか調べたところ、糖鎖を切断し
ても活性はほぼ変化しなかった。 
 
(3) 立体構造の比較 
濃縮した精製酵素を、市販のスクリーニン

グキットを用いて結晶化に供したところ、Ｘ
線回折測定に用いることのできる単結晶は
得られなかった。ごく最近、米国の研究グル
ープによりヒトGnTIIの結晶構造が報告され

た（Kadirvelraj et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 115, 4637-4642, 2018）。この構
造を鋳型にBmGnTIIのホモロジーモデリング
を行ったところ、全体構造は Rossman-like
フォールドを呈しており、基質認識に重要な
アミノ酸残基は完全に保存されていること
が示唆された。また、ヒト GnTII は予想糖鎖
付加部位が 2ケ所存在するのに対し、カイコ
は 9ケ所存在する。しかしながら、モデリン
グによるといずれも活性部位と離れたとこ
ろに存在するため（図 4）、糖鎖を切断しても
活性には影響がなかったものと考えられた。 
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