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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 

 真核生物において、糖タンパク質の糖鎖部分は細胞間認識、タンパク質の安定性や分解・代謝な

ど広く重要な役割を果たしている。タンパク質の N-結合型糖鎖の根元部分に存在するキトビオース

間をエンド型に切断する酵素は、エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ(ENGase)と呼ばれ、本酵

素はこれまでに糖タンパク質の糖鎖部分の構造や糖鎖の機能を解析するために広く用いられている。

ENGase はアミノ酸配列の類似性から GH18 と GH85 という 2つの GH(Glycoside Hydrolase)ファミリ

ーに分類されている。また、ENGase は糖鎖をエンド型に遊離する加水分解活性と、水酸基を有す

る他の化合物へ糖鎖を転移する糖転移活性を有する。そこで、本酵素の糖転移活性を利用して、不

均一な糖鎖を有する天然の糖タンパク質の糖鎖構造を、均一な構造へと変換する研究が行われてい

る。本研究では、微生物ゲノムや土壌サンプルから推定 ENGase の検索を行い、担子菌およびバク

テリアから基質特異性の異なる ENGase を同定することに成功した。これらの酵素を用いることで

糖タンパク質から N-結合型糖鎖を効率的に脱糖鎖する条件と、均一な構造を有する糖タンパク質の

酵素合成法について検討を行った。 

まず、担子菌 Coprinopsis cinerea のゲノム塩基配列を検索した結果、GH85 に属する ENGase 

(Endo-CC)をコードする推定遺伝子が存在することがわかった。そこで大腸菌で本遺伝子の発現・精

製を行い、酵素活性を調べたところ、二本鎖複合型の N-結合型糖鎖をエンド型に遊離する ENGase

活性を持つことがわかった。そこで、モデル糖タンパク質として、ウシ膵臓のリボヌクレアーゼ

B(RNaseB)を用いて、Endo-CC の加水分解活性を抑制した種々の Endo-CC 変異体の糖転移活性を測

定した。その結果、Endo-CC(N180H)変異体が、最も RNaseB へ糖鎖を転移する活性が高いことがわ

かった。さらに糖鎖構造解析の結果、天然の RNaseB が有する不均一な構造の高マンノース型 N-結

合型糖鎖が、Endo-CC(N180H)変異体によりすべて均一な二本鎖複合型糖鎖へと変換していることを

確認した。以上の結果から、Endo-CC(N180H)変異体は、天然糖タンパク質の不均一な N-結合型糖

鎖を、構造が既知の均一糖鎖へと変換する有用な酵素であることを明らかにした。 

 現在市販されているバイオ医薬品糖タンパク質は、主に CHO 動物細胞を宿主として生産された

遺伝子組換え体であり、その N-結合型糖鎖には根元の N-アセチルグルコサミンにフコース残基が付

加されている。これまでフコース含有 N-結合型糖鎖に作用できる ENGase はほとんど報告がない。

そこで土壌サンプルよりフコース含有糖鎖にも作用できる ENGase の検索を行った。その結果、16S 

rRNA 遺伝子配列から Sphingobacterium 属と同定された土壌細菌(HMA12 株)の培養液に、目的の酵

素活性が検出された。本菌の染色体 DNA を調製して、次世代シーケンサーにより全ゲノム塩基配



列の決定を行った。ドラフトゲノム解析の結果、HMA12 株は 6.47 Mbp のゲノム配列中に約 5,770

の推定遺伝子がコードされていることがわかった。 

 さらに、得られた HMA12 株の全ゲノム配列の中から、推定 ENGase 遺伝子の検索を行った結果、

本菌のゲノムには５つの候補遺伝子が存在した。これらの候補遺伝子を大腸菌で発現・精製を行い、

酵素活性を測定したところ、ORF1188 と名付けた遺伝子産物が最も高い酵素活性を示した。そこで

本酵素の諸性質についてさらに解析を行った。本酵素は既知の ENGase が作用できる高マンノース

型糖鎖や二本鎖複合型糖鎖にはほとんど作用することができなかった。しかしながら、糖鎖の根元

にフコースを有する複合型糖鎖には高い分解活性を示す新規な基質特異性を有することがわかった。

データベース検索の結果、ORF1188 産物と相同性の高い遺伝子が Beauveria 属および Cordyceps 属

糸状菌ゲノムにも存在することをみいだした。そこで両遺伝子を同様に大腸菌で発現・精製して調

べたところ、両酵素とも ORF1188 と同様にフコース含有糖鎖に特異的に作用する酵素であった。ま

た、ORF1188、Beauveria と Cordyceps 由来の ENGase は、市販されているバイオ医薬品抗体である

リツキシマブのフコース含有 N-結合型糖鎖を遊離できることがわかった。 

以上、本研究はタンパク質へ２本鎖複合型糖鎖を転移可能な ENGase と、フコース含有糖鎖を糖

タンパク質から遊離可能な ENGase を新たに得ることで、市販されているバイオ医薬品抗体の糖鎖

部分を効率よく均一糖鎖へと変換できることを明らかにした。これらの研究内容は応用微生物学お

よび糖鎖工学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よって、本研究者は博士(農学)の学位を得

る資格を有するものと認める。 

 

 

 


