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研究成果の概要（和文）：ハイマンノース型糖鎖から哺乳類細胞の複合型糖鎖に近い糖鎖合成能力を付与するため、カ
イコの糖鎖合成経路の改変を試みた。RNAサイレンシングによって３種類のN―アセチルグルコサミニダーゼ活性を約60
％発現抑制に成功した。糖鎖解析の結果、パウチマンノース型の糖鎖は全体の70 %から80 %の割合を占め、アセチルグ
ルタミニダーゼ抑制効果は検出されなかった。

研究成果の概要（英文）：In order to provide an ability to synthesize sugar chains close to the complex typ
e of mammalian cells from high mannose type of silkworm, we tried to modify the sugar chain synthetic path
way of silkworm. The activity of targeting N-acetylglucosaminidase in both Bm 5 cell and silkworm was decr
eased to 60% compared to control by adopting RNA silencing technology. As a test molecule IgG was expresse
d, and analyzed sugar chains. The paucimannose sugar chain of IgG accounted for 70% to 80% of the total, w
hich suggests that silencing effect of N-acetylglucosaminidase was not enough to modify sugar chain synthe
tic pathway of silkworm. These results indicate that N-acetylglucosaminiltransferase may need to modify ma
nnose type to complex type in silkworm.  
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１．研究開始当初の背景 

カイコ（蚕）は、哺乳動物細胞と類似した

一連の翻訳後修飾が期待でき、天然型分子の

立体構造や機能を保持したタンパク質の生

産が見込まれる大きな特徴を持つ。しかし、

昆虫細胞の糖タンパク質に付加されるＮ型

糖鎖の殆どは、昆虫特有の糖鎖合成経路によ

って合成されるためトリマンノシルコア（ハ

イマンノース）型構造を有している。しかし、

哺乳動物細胞由来の糖タンパク質が持つ糖

鎖は複合（コンプレックス）型で、糖鎖末端

にシアル酸が付加されている。 

そこで、申請者は各種糖タンパク質やヒト

抗体をカイコと昆虫細胞に発現させ、糖鎖パ

ターンの比較を行ったところ、カイコで発現

したヒトβ1,3N-アセチルグルコサミニルト

ランスフェラーゼ（hβ3GnT）の糖鎖は、昆

虫細胞で発現した糖鎖と比べ、複合型に近い

ことが明らかになった。即ち、カイコで発現

した hβ3GnT 糖鎖パターンは、昆虫細胞とは

異なりα1,3-Fuc の非修飾型で、またマンノ

ースコア残基からバイセクティング

N-acetylglucosamine （ N-GlcNAc ）糖鎖が

16.2％、その末端にガラクトース付加糖鎖が

21.3％検出された。これらの糖鎖構造がカイ

コで検出されたのは初めてであり、カイコは

昆虫細胞とは違い、哺乳動物細胞の複合型に

近い糖鎖合成能力を有することを示す特筆

すべき成果である。 

昆虫細胞の糖鎖合成系に関する研究は米

国ジョンズホプキンズ大学の Betenbaugh 教

授、ワイオミング大学の Jarvis 教授、日本

の免疫研究所を中心に行われているが、これ

らの研究はカイコではなく昆虫細胞に限り

バイセクティング N-GlcNAc 構造の複合型糖

鎖形成の発見までには至っていない。そこで、

カイコでの複合型糖鎖合成系が確立されれ

ば、カイコは、従来では達成し得ない医療用

タンパク質の画期的生産用宿主となる。特に

フコースの非修飾抗体の生産は、抗体依存性

細胞傷害活性（ADCC）の高い次世代抗体医薬

の創出が見込まれ、その波及効果は計り知れ

ない。 

 

２．研究の目的 

既に得られた成果に基づき、カイコのパウ

チマンノース型の生合成経路を欠損させ、バ

イセクティング N-GlcNAc 構造の糖鎖合成系

を強化し、また複合型糖鎖生合成経路を導入

する。これによって末端にガラクトースが付

加されたヒト型糖鎖類似のフコース非修飾

バイセクティング N-GlcNAc 構造を持つ複合

型糖鎖（図１参照）の創出を目標とした。 

次世代医療用糖タンパク質の生産を目指

し、カイコからヒト型糖鎖の創出を達成すべ

く、下記の３つの挑戦的糖鎖のヒト型化戦略

で研究を推進した。 

挑戦１）パウチマンノース型糖鎖の合成経

路遺伝子の欠損（図１の★１） 

挑戦２）バイセクティング N-GlcNAc 構造

の糖鎖合成系の強化（図１の★２） 

挑戦３）カイコでの複合型糖鎖合成経路の

導入（図１の★３） 

これによって、カイコから初めて複合型

（ヒト型）糖鎖合成が達成できる。 

 

図１．カイコ糖鎖のヒト化。点線内経路は予
測である。図中の矢印付近の文字及び★印は、
それぞれ糖鎖生合成系の酵素及び本研究の
挑 戦 順 番 を 示 す 。 GlcNAc, 
N-acetylglucosamine; GlcNAcase, 
N-acetylglucosaminidase; β 2GnT I, β
1,2N-acetylglucosaminyltransferase I; β
4GnT III, β
1,4N-acetylglucosaminyltransferase III; 
β 6GnT II, β
1,6N-acetylglucosaminyltransferase II; 
β4GalT, β1,4-galactosyltransferase;α
-Man II, α-mannosidase II; α-Man III, 
α -mannosidase III; α -6FucT, α
-1,6-fucosyltransfersase 

 

３．研究の方法 
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（１）RNA interference（RNAi）用プロモー

ターの選定 

 本研究では前述のようにバクミド発現系

にて N－アセチルグルコサミニダーゼの発現

抑制を行った。手段としては、RNAi 技術を用

いて N－アセチルグルコサミニダーゼの発現

抑制を試みる。RNAi は、タンパク質発現の選

択的かつ一時的なノックダウンを行う技術

として、生物学的な研究に関して重要なツー

ルとして認識されている。 

本研究では、double-stranded RNA（shRNA）

による RNAi を行った。ShRNA は 18～29 塩基

の dsRNA 領域と 3～9塩基の loop 領域を含ん

でいるヘアピン状に折りたたまれた一本鎖

RNA である。昆虫細胞の遺伝子発現には感染

後期に発現をする強力なポリヘドリンプロ

モーターが用いられるが、感染初期に転写さ

れたN－アセチルグルコサミニダーゼのmRNA

をターゲットとした RNAi によって発現抑制

することができない。故に本研究では、ポリ

ヘドリンプロモーターの代わりに3種類のプ

ロモーター［immediate-early 2 promoter

（IE2 プロモーター）、アクチンプロモータ

ー、U6-2 small nuclear RNA promoter（U6-2 

プロモーター）］で shRNA の発現抑制を試み

た。 

 3 種類のプロモーター領域は PCR 法によっ

て増幅しインフュージョン反応を用いて

pFastBacTM1 に挿入した。 

 次に、dsRNA の塩基配列をプロモーターの

下流に挿入し、構築したプラスミドは DH5α

に形質転換し、Bac-to-Bac® Baculovirus 

Expression System によって組換え BmNPV

バクミドを構築した。Bm5 細胞 1 well あたり

1.6×105の細胞数に組換えウイルスを MOI=1

で感染させ、1 日、2 日、3 日間培養し、N-

アセチルグルコサミニダーゼ活性の経時変

化を測定した。カイコの場合、1.0×107 

pfu/ml のウイルス液を調製し、その溶液 50 

µlをカイコに注射した。注射を施したカイコ

は 27℃、湿度 65 ％のインキュベーター内で

飼育し、シルクメイト S2（日本農産、横浜、

日本）で飼育した。体液と脂肪体をサンプル

として回収し、N-アセチルグルコサミニダー

ゼ活性を測定した。 

 Bm5 細胞培養液やカイコの体液と脂肪体を

回 収 し て カ イ コ 由 来

β-N-acetylglucosaminidase (BmFDL) 、

N-acetylglucosaminidase2 (BmNAG2）活性測

定を行った。ネガティブコントロールとして

EGFP を用いた。 

（２）IgG の発現と糖鎖解析 

 BmNPV bacmid Cp-Chi-/29IJ6 IgG を U6-2 

Promoter/NAG 或いは U6-2 Promoter/FDL と混

合してカイコに注射し共発現を行った。カイ

コから体液を回収後 12000g×30 分（4℃）で

遠心分離を行った後、0.45 µm フィルターに

てろ過し、Protein A カラムによる精製を行

った。タンパク質を吸着後溶出バッファー

（0.1 M クエン酸ナトリウム、pH3.0）で溶

出し、分画回収した。精製後、SDS-PAGE や

Wesern Blot を行いで分子量や精製度を確認

した。hIgG の定量は ELISA で、糖鎖構造解析

は HPLC（逆相 ODS カラム、順相 Amide カラム）

により段階的に分離し、MALDI-TOF-MS による

質量測定を行い糖鎖構造を同定した。 

 

４．研究成果 

（１）RNA interference（RNAi）用プロモー

ターの選定 

 Bm5 細胞をウイルスに感染させてから 3 日

目の N-アセチルグルコサミニダーゼ活性を

測定した（図２）。U6-2 プロモーターを用い

たサンプルで最大 61%であった。 

図２．Bm5 細胞の N-アセチルグルコサミニダ

ーゼ相対活性（培養 3 日後）。それぞれの比

活性とネガティブコントロールである EGFP

を 1.0 とした相対活性の値を示す。 



 

 カイコでは IE-2 プロモーターを用いたサ

ンプルで最大 42%の GlcNAcase 活性の低下を

確認した。 

 カイコの場合、組換えウイルス感染後、2

日目の脂肪体、3 日目の体液を回収して FDL

及び NAG2 を測定したところ、Actin Promoter、

IE2 Promoter での N-アセチルグルコサミニ

ダーゼ活性の低下を確認した（図３）。特に

Actin Promoter では、60 %程にまで N-アセ

チルグルコサミニダーゼ活性が低下した。 

 

図３．カイコ脂肪体と体液の N-アセチルグル

コサミニダーゼ活性 

 

 Bm5 細胞では U6-2 プロモーターが、カイコ

ではIE2プロモーターが有効であることが明

らかとなった。総合的に評価して U6-2 

Promoter での N-アセチルグルコサミニダー

ゼ活性の低下が顕著であると判断できる。 

 

（２）IgG の発現と糖鎖解析 

 SDS-PAGE とウエスタンブロットの結果、

そ れ ぞ れ Actin promoter/hIgG 、 IE2 

promoter/hIgG、U6-2 promoter/hIgG につい

て、hIgG の重鎖 52kDa のタンパク質が確認さ

れた（図４）。また、細胞内 FDL の mRNA 定量

を行ったところ、Actin /FDL、IE2/FDL 及び

U6-2/FDL それそれ 29％、21％及び 42％の

mRNA 量が低下した。 

糖鎖解析の結果、主にハイマンノース型の

糖鎖とパウチマンノース型が多くみられた。

特にパウチマンノース型の糖鎖は全体の70 %

から 80 %の割合を占めている（表１）。また

昆虫型糖鎖の特異な特徴としてフコースの

付加が挙げられるがその傾向もみられた。レ

クチンブロットにおいては非還元末端に

GlcNAc が付加した糖鎖が存在することが示

唆されていたが、糖鎖構造解析においては検

出されなかった。 

 

図４．カイコで発現した IgG の SDS-PAGE 及

び Western Blot 

 

表１ IgG に修飾された糖鎖の組成 

 

カイコのような固体における RNAi 技術はま

だ完全ではなく、さらなる遺伝子の改変が必

要であることが明らかになった。 

 本結果を踏まえて、NAG 付加の確率を高め

SDSPAGE  Western blot  

Ac n promoter  
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る目的でヒト由来糖転移酵素である

β-1,2-N-acetylglucosaminytransferase II

（ hβ2GnTII ）  ま た は

β-1,4-galactosyltransferase I

（hβ4GalTI）遺伝子をカイコで過剰発現さ

せ IgG 発現を行った結果、hβ2GnTII を発現

した場合、N型糖鎖の還元末端 N-アセチルグ

ルコサミンの付加が認識られたので、今後糖

鎖解析を予定している。 
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