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1章 緒言 
 

糖は生体内において重要な役割を果たしている。一般的な例としては、単糖であるグル

コースを代表とする生物活動のエネルギー源としての役割としての糖である。デンプンや

グリコーゲンといった貯蔵多糖は、グルコースなど主に単一の糖から構成されるホモ重合

体である。一方、複合糖質として知られる糖タンパク質や糖脂質に含まれる糖は、後述す

るように情報分子としての役割を有しており、数種類の糖から構成される複雑なヘテロ重

合体の形で存在する。これら糖タンパク質や糖脂質に結合している糖部分は「糖鎖」と呼

ばれる。糖鎖の一般的な構成成分はヘキソースであり、通常はピラノース型立体配置と呼

ばれる六員環構造をとっている。これらの糖鎖を構成する代表的な糖とその構造を表 1-1

に示す。 

 既存の糖鎖は主に 3 つのグループに大別される。すなわち、脂質に結合する糖脂質糖鎖、

タンパク質（アスパラギン酸残基）中の窒素原子を解して結合する N-型糖鎖、タンパク質

（セリンまたはスレオニン）中の酸素原子を解して結合する O-型糖鎖である。複合糖質中

に存在するこれら糖鎖の機能は多岐に渡る。こうした意味において糖鎖は、酵素やホルモ

ン等の多様な機能を有する分子群と似ているかもしれない。糖鎖の代表的な機能としては、

①構造成分の供給、②タンパク質の物性改変、③タンパク質の輸送管理、④細胞接着の仲

介および調節、および⑤情報伝達の仲介および調節が挙げられる。 

シアル酸（Sia）は糖鎖の重要な構成分子であり、主に糖タンパク質や糖脂質を含む複合 

糖質糖鎖の末端部位に結合している（Angata and Varki 2002；Vimr et al. 2004；Schauer 

2004）。シアル酸とは、9 炭糖を骨格とするa-ケト酸の総称であり、これまでに構造的に異

なる50種類以上の分子種が存在していることが知られている（Angata and Varki 2002）。

糖鎖を構成する他の糖のほとんど全てが 5 炭糖および 6 炭糖であるのに対して、シアル酸

は炭素数が 9 であることが大きな特徴である。代表的なシアル酸として、N-アセチルノイ

ラミン酸（Neu5Ac）、N-グリコリルノイラミン酸（Neu5Gc）、デアミノノイラミン酸（KDN）
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が挙げられる（図 1）。複合糖質に見出されるこれらシアル酸は、主に Siaa2-3Gal、

Siaa2-6Gal、および Siaa2-6GalNAc などの結合様式で存在し、シアル酸どうしが結合し

た Siaa2-8Sia および Siaa2-9Sia などの結合様式も見られる。これまでにシアル酸の構造

と機能との関係を明らかにするために様々な研究が行われ、複合糖質中においてシアル酸

を含む糖鎖が、炎症反応や免疫応答、細胞間の認識、ガン化、そしてウイルス感染といっ

た、多くの生物学的現象において重要な役割を果たしている（Varki 1993；Gagneux and 

Varki 1999）。 

 ウイルス感染はシアル酸を含む複合糖質が関与する生物学的現象の中でよく理解されて

いる現象の一つで、特にインフルエンザウイルスの感染とシアル酸との関係について詳細

に研究されている。A 型および B 型ウイルスは、宿主細胞に存在する Neu5Ac を、ウイル

スのヘマグルチニン（HA）が認識することにより、Neu5Ac を有する糖タンパク質および

糖脂質を介して宿主細胞の細胞表層の受容体に結合する（Rogers and Paulson 1983）。し

かし、インフルエンザウイルスは、受容体中のシアル酸だけでなく、それと結合した次の

よ う な 糖 鎖 構 造 を も 認 識 す る 。 例 え ば 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は

Neu5Aca2-3Galb1-3/4GlcNAc 構造を認識し、ヒトインフルエンザウイルスは

Neu5Aca2-6Galb1-3/4GlcNAc 構造を認識する（Rogers and Paulson 1983；Connor et al. 

1994）。この様にインフルエンザウイルスの宿主細胞の特異性は、隣接するガラクトース

残基へのシアル酸の結合様式のみならず、シアル酸残基の数および核となる糖鎖構造の数

に依存する。インフルエンザウイルスが宿主細胞に感染するためにはウイルスの HA と宿

主細胞表層のシアル酸との間の多価相互作用（multivalent interaction）が必要で、これ

ら相互作用は多数のシアル酸を利用したクラスター効果により増幅されることが示されて

いる（Sigal et al. 1996）。このことからインフルエンザウイルスの感染阻害を目的として、

HA を標的としたシアル酸を含む糖鎖を有する様々な合成糖鎖ポリマーが調製されており、

これら糖鎖ポリマーはインフルエンザウイルスの宿主細胞受容体への結合を阻害すること
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が示されている（Gamin et al. 1991；Spaltenstein and Whitesides 1991；Sigal et al. 

1996；Tsuchida et al. 1998；Wu et al. 2000；Hidari et al. 2008；Umemura et al. 2008）。

こうした事例ではシアル酸を有するオリゴ糖を大量かつ効率的に調製・供給することは重

要な課題の一つとなっている。 

 生体内におけるシアル酸の重要性を示す、もう一つの例として、動物の体内における糖

タンパク質の半減期への影響が挙げられる。シアル酸含有糖鎖で修飾された糖タンパク質

からシアル酸を除去すると、生体内での半減期が本来の糖タンパク質と比較して短くなる

こと、また逆に、シアル酸含有糖鎖にシアル酸含有糖鎖を付加的に導入した場合に、本来

の糖タンパク質と比べて半減期が長くなることが示されている。具体的には、赤血球の産

生を促進するタンパク質である、エリスロポエチン（EPO）では、N-結合型糖鎖が 3 箇所

に存在するが、遺伝子改変によりポリペプチド鎖の糖鎖修飾部位を増加させた改変 EPO

では、血中での持続時間が増加することにより、生理活性が持続することが示されている

（Elliott et al. 2003）。 

 このように、シアル酸を有する複合糖質は生物、特に高等動物において重要な役割を担

っている。動物における糖鎖へのシアル酸付加は、特異的なシアル酸転移酵素によって行

われており（Angata and Varki 2002）、シアル酸転移酵素はシアル酸を有する糖タンパク

質、糖脂質、および糖鎖の生合成における鍵酵素であると言える。 

シアル酸転移酵素遺伝子はこれまでに、動物組織や細菌、ウイルスを含む様々な起源よ

り単離されている（Taniguchi et al. 2002；Yamamoto et al. 2006）。これらシアル酸転移

酵素は全て、共通の供与体基質としてシチジン‐5’‐モノホスフェート‐N‐アセチルノ

イラミン酸（CMP-Neu5Ac）を用いることが知られている。また、植物界からも、ポリペ

プチド鎖の一次構造における類似性から、シアル酸転移酵素をコードしていると推定され

る遺伝子がアラビドプシスおよびイネから単離されている（Takashima et al. 2006、Daskalova 

et al. 2009）。しかし、植物体内においてシアル酸転移酵素活性が直接的に示された報告は



 6 

ない。 

細菌を起源とするシアル酸転移酵素は、動物由来のシアル酸転移酵素と比較して幅広い

受容体基質特異性を有することが報告されている（Izumi and Wong 2001；Yamamoto et 

al. 2006）。 海洋性細菌由来の酵素については、大腸菌で発現・精製した組換え酵素を用

いた研究から、Photobacterium damselae JT0160 株由来のa2,6-シアル酸転移酵素は糖受

容体基質としてラクトース（Galb1-4Glc）や N-アセチルラクトサミン（Galb1-4GlcNAc）

の両方を良い基質とすること（Yamamoto et a 1996）、また 3'-シアリルラクトース

（Neu5Aca2-3Galb1-4Glc、3’-SL）や 2’-フコシルラクトース（Fuca1-2Galb1-4Glc）、N-

アセチルガラクトサミンへも Neu5Ac を転移させることが示されている（Kajihara et al. 

1996）。一方 Photobacterium. phosphoreum JT-ISH-467 株由来および Photobacterium 

sp. JT-ISH-224 株由来のa2,3-シアル酸転移酵素は、いずれも糖受容体基質のアノマー選

択性が極めて低く、メチル-a-ガラクトピラノシドおよびメチル-b-ガラクトピラノシドに

ほぼ同程度シアル酸を転移することできる（Tsukamoto et al. 2007、2008）。 

これら海洋性細菌由来の酵素に関しては大量生産方法についても幾つか報告されている

（Takakura et al. 2007；Yamamoto et al. 2007）。また最近では、内在性の該当遺伝子を

破壊した大腸菌に、細菌由来のシアル酸転移酵素を含む、Neu5Ac の生合成に関与する数

種の遺伝子を導入することにより、シアリルラクトースを醗酵法により大量製造する方法

も報告されている（Drouillard et al. 2010）。このように、細菌由来の酵素は様々な種類の

シアル酸含有糖鎖を合成するための有用なツールになりうると考えられている。 

日本たばこ産業株式会社の糖鎖ビジネスユニットの山本らはこれまでに多数の海洋性細

菌を対象としてシアル酸転移酵素活性を有する細菌のスクリーニングを行い、シアル酸転

移酵素活性を有する細菌を 20以上単離してきた(Yamamoto et al. 2006)。これら細菌は rDNA

の配列解析から、フォトバクテリウム属あるいは近縁のビブリオ属に分類されることを示

した(Yamamoto et al. 2006)。また山本らは予備的にこれら細菌の粗抽出液を用いて、各々の
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細菌由来のシアル酸転移酵素活性について大まかな基質特異性スペクトラムを調べ、シア

ル酸転移酵素の反応様式および受容体基質特異性の違いから、これら細菌を表 1-2 に示す

５つのグループに分類した（山本私信）。 

 

Photobacterium damselae JT0160 株由来のa2,6-シアル酸転移酵素（グループ１）、

Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来のa2,3-あるいはa2,6-シアル酸転移酵素（グループ２）

や Photobacterium leiognathi. JT-ISH-467 株由来のa2,3-シアル酸転移酵素（グループ３）は

幅広い受容体基質特異性を持ち、これらの細菌は、受容体基質特異性が低いシアル酸転移

酵素活性を有するグループとして分類された。これら細菌とは異なり、受容体基質特異性

が最も高いグループ５に分類されたシアル酸転移酵素活性を有する細菌が JT-SHIZ-119 株

であった 

 

こうした背景を受け、本研究ではシアル酸転移酵素の受容体基質特異性の検討を基軸の

一つとし、P. damselae JT0160 株に代表される受容体基質特異性の低い酵素と、受容体基質

特異性の高い酵素との違いを明らかにすることを広義の目的とし、タンパク質の立体構造

の検討を将来的な視野に入れ、受容体基質特異性の高い酵素例として JT-SHIZ-119 株由来

のシアル酸転移酵素（グループ 5）を、また基質特異性の低い酵素例として Photobacterium 

sp. JT-ISH-224 株由来のa2,3-シアル酸転移酵素（グループ 2）を取り上げ、研究を進めるこ

ととした。 

本博士論文では 2 章として JT-SHIZ-119 株の同定、同株由来シアル酸転移酵素遺伝子の

クローニング、組換え酵素タンパク質の諸性質についての解析結果について述べた。3 章

では Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来に由来する酵素のa2,3-シアル酸転移について、既

知 cDNA より調製した組換え酵素を利用し、酵素タンパク質の諸性質を調べるとともに、

基質特異性の低さから導かれる新規シアル酸含有糖鎖の合成の可能性についても言及した。
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4 章では海洋性細菌由来のシアル酸転移酵素の将来的な利用を視野に入れ、植物内在性オ

リゴ糖のシアリル化および植物細胞内でのタンパク質の糖鎖修飾への適用を目指し植物に

おける誘導プロモーターの探索と単離について述べた。 

以下、順次報告していく。 

表 1-1 糖鎖を構成する主な糖残基 
糖 略号 ピラノース構造

グルコース Glc

ガラクトース Gal

マンノース Man

フコース Fuc

N -アセチル

ノイラミン酸
Neu5Ac

N -アセチル

グルコサミン
GlcNAc

N-アセチル

ガラクトサミン
GalNAc

N-アセチル

マンノサミン
ManNAc

6

5 4 3

2O7

8
9

HO OH
HO

AcHN
HO

CO2H
1

OH
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表 1-2 シアル酸転移酵素の反応様式と受容体基質特異性の違いによる細菌の分類 

1 2 3 4 5

○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○

× × ○ ○ ○

× × × × ×

○ ○ ○ ○ ×

○ ○ ○ ○ ○

○ ○ ○ ○ ○

○ × × × ×

× ○ ○ × ×

受容体糖鎖構造
海洋性細菌グループ

図 1 代表的なシアル酸の構造 

N-アセチルノイラミン酸 N-グリコリルノイラミン酸 デアミノノイラミン酸 
（Neu5Ac） （Neu5Gc） （KDN） 



 10 

2章 Photobacterium leiognathi JT-SHIZ-119 株由来a2,6-シアル酸転移酵

素の組換え酵素タンパク質の活性特性 

 

 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株に由来する受容体基質特異性の広い酵素と、他の細菌に

由来する受容体基質特異性の狭い酵素との違いを、タンパク質の立体構造から明らかにす

ることを将来的な目的として、本章では基質特異性の高い酵素活性を有する JT-SHIZ-119

株からシアル酸転移酵素遺伝子のクローニングを行い、組換え酵素タンパク質の諸性質に

ついて解析を行った。その結果、JT-SHIZ-119 株は Photobacterium leiognathi に分類される

ことが明らかとなり、この細菌が有するシアル酸転移酵素はb-ガラクトシドa2,6-シアル酸

転移酵素であり、かつa2-6 結合したシアル酸に特異的に作用するシアリダーゼ活性をも有

することが明らかとなった。本章ではこれら結果について報告する。 

 

2.1 材料と方法 

 

2.1.1 微生物のスクリーニング 

 マリンアガー2216（Becton-Dickinson）あるいは 2%塩化ナトリウムを含むニュートリエ

ントアガー（Becton-Dickinson）プレートを培地に用い、海水、海砂、海草、および魚の表

皮を含む様々な分離源より微生物を培養した。分離源からディスポーサブルループを用い

てプレーティングを行い、室温で 2 日～1 週間静置して細菌を増殖させた（一次培養）。一

次培養で増殖した細菌がコロニーを形成していれば後述の液体培養を行った。一次培養で

コロニーを形成しない場合、あるいは外観上複数の細菌が混ざり合ってコロニーを形成し

ていた場合には、一次培養と同じ組成のプレート培地を用いて 25℃で二次培養を行い、増

殖させた細菌が単一のコロニーを形成するまで培養を続けた。このようにして分離したプ

レートより一つのコロニーを取り出して 6ml のマリンブロス 2216（Becton-Dickinson）に

接種し、15ml チューブ中 15℃、25℃、あるいは 35℃で 18 時間、180rpm で振とう培養を
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行った。 

 

2.1.2 シアル酸転移酵素の活性測定 

 培養液 2～4ml を５分間遠心分離（15000rpm、４℃）に供し、菌体を回収後、0.2%トラ

イトン X-100 を含む 20mM カコジル酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）200ml に懸濁し、氷中で

超音波破砕により溶菌させて粗酵素液を調製し、直ちにシアル酸転移酵素活性の測定を行

った。得られた粗酵素液、120mM ラクトース、436Bq のシチジン-5'-モノホスフェート

（CMP）-[4,5,6,7,8,9-14C]-N-アセチルノイラミン酸（Neu5Ac）を含む 2.3mM のシチジン-5'-

モノホスフェート-N-アセチルノイラミン酸（Amersham Bioscience）、100mM ビス－トリス

緩衝液（pH7.0）および 0.5M 塩化ナトリウムから成る 30ml の反応液を調製後、山本らの方

法（Yamamoto et al. 1996）に従って酵素反応および測定を行った。1 分間に 1mmol の Neu5Ac

をラクトースに転移する活性を 1 ユニットとした。 

 

2.1.3 シアリダーゼ活性測定 

 シアリダーゼ活性は、チオバルビツール法による定量分析および HPLC 法による定性分

析の 2 種類の方法で測定を行った。チオバルビツール法では、酵素サンプル、1.3mM の 6'-

シアリルラクトース、100mM のカコジル酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）、および 0.5M の塩

化ナトリウムから成る 150ml の酵素反応液を調製し、35℃で 1～3 時間反応を行った。反応

終了後、反応液を水で 500ml に希釈し、基質から遊離したシアル酸を、チオバルビツール

酸を用いた Aminoff の方法（Aminoff 1961）により定量した。この方法は、後述するシア

リダーゼ活性の pH および温度プロファイルを決定する場合にも用いた。なお、1 分間に

6'-シアリルラクトースから 1mmol のシアル酸を遊離する活性を 1 ユニットとした。 

 HPLC 法では、シアル酸を含む幾つかのピリジルアミノ化糖鎖を基質に用いた。酵素サ

ンプル、1.7mM のピリジルアミノ化糖鎖、100mM のカコジル酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）、
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0.5M の塩化ナトリウムから成る 15ml の酵素反応液を調製し、35℃で 18.5 時間反応を行っ

た。反応終了後、山本らの方法（Yamamoto et al. 1996）に従って HPLC による分析を行っ

た。 

 

2.1.4 遺伝子クローニングと DNA 配列の決定 

 遺伝子クローニングの多くは、Sambrook ら（1989）の方法に基づいて行った。

Genomic-tip500/G（Qiagen）を用いて、微生物の細胞塊よりゲノム DNA を調製後、サザン

ハイブリダイゼーションおよびコロニーハイブリダイゼーションを enhanced 

chemiluminescence direct labeling and detection system（GE ヘルスケアサイエンス）を用いて

添付のマニュアルに従って行った。DNA 配列の決定は、ABI PRISM fluorometric autocycle 

sequencer（モデル 310 Genetic Analyzer；Applied Biosystems）を用いてジデオキシ法により

行い、両ストランド鎖の配列を決定した。DNA 配列およびアミノ酸配列は、Genetyx バー

ジョン 9.0（ゼネティクス）により解析を行い、DDBJ および GenBank に対して BLAST 検

索を行った。 

 

2.1.5 ハイブリダイゼーションプローブの調製 

 Carbohydrat-Active enZyme （CAZy）データベース（http://www.cazy.org/）上で、グリコ

シルトランスフェラーゼファミリー80（GT80）に分類されている（Coutinho et al. 2003）シ

アル酸転移酵素間で高度に保存されているアミノ酸配列情報を基に、表 2-1 に示す 2 種類

の PCRプライマーを設計・作成した。微生物ゲノムDNAを鋳型に用いてPCR反応を行い、

ハイブリダイゼーションに用いる DNA プローブを合成した。PCR 反応は、300ng の鋳型

DNA、各々10pmol のプライマー、2.5mM の dNTP、2.5U の ExTaq DNA ポリメラーゼ（タ

カラバイオ）、5ml の 10ｘExTaq バッファーから成る 50ml の反応液を調製し、96℃・3 分間

のホットスタートを行い、96℃・1 分、55℃・1 分、および 72℃・6 分を 1 サイクルとして
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30 サイクル実施後、更に 72℃で 6 分間の伸長反応を行った。PCR 反応産物は、pCR4TOPO

ベクター（Invitrogen）に添付のプロトコールに従ってクローニングを行い、ハイブリダイ

ゼーション用のプローブとして使用した。 

 

2.1.6 シアル酸転移酵素遺伝子を含む DNA 断片のクローニング 

 ゲノム DNA を制限酵素で分解後、0.7%アガロースゲルを用いた電気泳動により分画し

た。シアル酸転移酵素遺伝子を含む DNA 断片は、フェノール抽出、フェノール－クロロ

ホルム抽出、およびクロロホルム抽出によりアガロースゲルより回収し、エタノール沈殿

で精製を行った。精製した DNA 断片を pUC18 ベクターにサブクローニングし、大腸菌 TB1

株に形質転換後、シアル酸転移酵素をコードする DNA 断片を得るために、コロニーハイ

ブリダイゼーションを行った。 

 

2.1.7 シアル酸転移酵素を発現する発現プラスミドの構築 

 シアル酸転移酵素遺伝子を増幅するために、表 5-1 に示す 3 種類のプライマー、LSTF1、

LSTF2、および LSTR1 プライマーを設計・作成した。LSTF1 および LSTF2 には制限酵素

BspHI および PciI 認識配列を各々に、LSTR1 には制限酵素 BspHI および BamHI 認識部位

を含ませた。LSTF1 および LSTR1 のプライマー組み合わせで完全長 ORF 領域を含む遺伝

子を、LSTF2 および LSTR1 プライマー組み合わせで ORF の N 末端 2 から 15 番目のアミ

ノ酸領域を欠失させた遺伝子を、PCR により増幅した。PCR 反応は、500ng の鋳型ゲノム

DNA、各々50pmol のプライマー、2.5mM の dNTP、2.5 ユニットの Pyrobest DNA ポリメラ

ーゼ、および 5ml の 10ｘPyrobest バッファーII から成る 50ml の反応液を調製し、96℃・3

分間のホットスタートを行い、96℃・1 分、55℃・1 分、および 72℃・2 分を 1 サイクルと

して 10 サイクル実施後、72℃で 6 分間の伸長反応を行った。PCR 産物は pCR4Blunt TOPO

ベクター（Invitrogen）へ、添付の手順書に従ってサブクローニングを行った。サブクロー
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ニングした完全長遺伝子の PCR 産物は制限酵素 BspHI および BamHI で二重消化を、N 末

端欠失遺伝子の PCR 産物は制限酵素 PciI および BamHI で二重消化を行い、得られた各々

の DNA 断片を発現ベクターpTrc99A の NcoI-BamHI 部位に挿入して、発現プラスミド

pLST-FL（完全長 ORF の遺伝子カセットを含む）および pLST-DN（ORF の N 末端 2 から

15 番目のアミノ酸領域の欠失遺伝子カセットを含む）を得た。そして、これら各々の発現

プラスミドを、大腸菌 TB1 株に導入した。 

 

2.1.8 大腸菌中での組換えタンパク質の発現 

 発現プラスミドを有する大腸菌のシングルコロニーを、100mg/ml のアンピシリンを含む

Luria-Bertani 培地（LB ブロス、Becton-Dickinson）に植菌し、A600 の値が 0.5 に達するまで、

30℃で振とう培養を行った。その後、1mM の IPTG を培養液に添加し、更に 30℃で 4 時間

培養を行った。培養液 2ml を 2ml のμチューブに移して 15000rpm、4℃で 5 分間の遠心分

離を行い、遠心上清を除去して菌体を回収後、0.3%トライトン X-100 を含む 20mM ビス‐

トリス緩衝液（pH6.0）中に懸濁させて氷中で超音波破砕を行い、その上澄み上清を粗酵素

抽出液として実験に供試した。 

 

2.1.9 組換えシアル酸転移酵素タンパク質の精製 

 pLST-DN を有する大腸菌 TB1 を、100mg/ml のアンピシリンを含む 6ml の LB ブロス中、

30℃で 8 時間振とう培養を行った。その後、1mM の IPTG および 100mg/ml のアンピシリ

ンを含む 300ml の LB ブロスを種培養液で接種し、同条件で更に 15 時間培養を行った。菌

体は 10.8 リットルの培養液から、遠心分離により回収を行った。集めた菌体は、0.3%のト

ライトン X-100 を含む 1110ml の 20mM ビス‐トリス緩衝液（pH6.0、緩衝液 A）に懸濁後、

氷中で超音波破砕を行い溶菌させた。100,000ｘg、60 分間の遠心分離により菌体残渣を取

り除き、上澄み上清を 0.45mm のセルロースアセテート膜に通してろ過した。ろ液は、緩
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衝液 A で平衡化させた HiLoad 26/10 Q Sepharose HP カラム（2.6cmｘ10cm、GE ヘルスケ

アサイエンス）を用いたクロマトグラフィー（ÄKTA、GE ヘルスケアサイエンス）で分画

を行った。酵素タンパク質は、緩衝液 A 中の塩化ナトリウム濃度 0 から 1M の直線濃度勾

配で溶出させた。シアル酸転移酵素活性を含む画分をまとめた後、緩衝液Aで希釈を行い、

緩衝液 A で平衡化させた Mono Q 10/100 GL カラム（1cmｘ10cm、GE ヘルスケアサイエン

ス）にロードした。酵素タンパク質は、緩衝液 A 中の塩化ナトリウム濃度 0 から 1M の直

線濃度勾配で溶出させた。活性画分を集めた後、0.3%トライトン X-100 を含む 20mM のリ

ン酸カリウム緩衝液（pH6.0、緩衝液 B）で希釈を行い、緩衝液 B で平衡化させたハイド

ロキシアパタイトカラム（Bio-Scale CHT20-I、1.5cmｘ11.3cm、Bio-Rad）に供した。酵素

タンパク質は、リン酸カリウム濃度 20 から 500mM の直線濃度勾配で溶出させた。なお、

クロマトグラフィーによる精製工程の全ては、4℃で実施した。 

 

2.1.10 酵素反応生成物の決定 

 シアル酸転移酵素反応により得られた反応生成物を同定するために、ラクトースを糖受

容体基質に用いた酵素反応を行い、反応産物を 1H-NMR 分析に供した。20mg のラクトー

ス、50mg の CMP-Neu5Ac、1 ユニットの精製した N 末端欠失酵素、および 100mM のビス

‐トリス緩衝液（pH6.0）から成る 500ml の反応液を調製し、35℃で 19 時間反応を行った。

反応終了後、合成産物は AG 1-X2（リン酸フォーム、200－400 メッシュ、Bio-Rad）を用

いた陰イオン交換クロマトグラフィーおよび Sephadex G-15 カラム（2.8cmｘ74cm、GE ヘ

ルスケアサイエンス）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーの組み合わせにより精製を行

った。1H-NMR のスペクトルは、重水中 298K で、Bruker AM500 spectrometer（Bruker）を

用いて測定した。 
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2.1.11 タンパク質の定量とポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE） 

 タンパク質濃度は、Coomassie Protein Assay Reagent（Pierce Chemical）を用いて、ウシ血

清アルブミンを標準とする改変 Lowry 法（Lowry et al. 1951）により測定した。SDS-PAGE

は、プレキャストポリアクリルアミドゲル（アトー）および molecular mass standards

（Bio-Rad）を用いて行い、ゲルは Coomassie brilliant blue R-250 を用いて染色を行った。 

 

2.1.12 pH および温度プロファイル 

 至適 pH を決定するにあたり、シアル酸転移酵素活性およびシアリダーゼ活性共に、上

述の通り 35℃で 5 分間の測定を行った。ただし、100mM のビス‐トリス緩衝液（pH7.0）

の代わりに、100mM の酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.0－5.0）、100mM のカコジル酸ナトリ

ウム緩衝液（pH5.0－6.0）、100mM のビス‐トリス緩衝液（pH6.0－7.0）、100mM のリン酸

緩衝液（pH7.0－8.0）、100mM の TAPS （N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropanesulfonic 

acid）緩衝液（pH8.0－9.0）、100mM の CHES （N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid）

緩衝液（pH9.0－10.0）、および 100mM の 3-(cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid （CAPS）

緩衝液（pH10.0－11.0）を用いた。至適温度については、両酵素活性共に、5、10、15、20、

25、30、35、40、および 45℃で測定を行い、シアル酸転移酵素活性については反応時間 5

分間、シアリダーゼ活性については反応時間 15 時間とした。 

 

2.1.13 シアル酸転移酵素の糖受容体基質特異性 

 糖受容体基質としてメチル-a-D-ガラクトピラノシド（Sigma）、メチル-b-D-ガラクトピ

ラノシド（Sigma）、メチル-a-D-グルコピラノシド（Sigma）、メチル-b-D-グルコピラノシ

ド（Sigma）、メチル-a-D-マンノピラノシド（Fluka）、メチル-b-D-マンノピラノシド（Fluka）、

N-アセチルガラクトサミン（Sigma）、N-アセチルグルコサミン（Sigma）、ラクトース（和

光純薬）、Gal-b-1,3-GalNAc（Larodan、スウェーデン）、および N-アセチルラクトサミン（生
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化学工業）を用いて試験を行った。精製酵素、120mM の受容体基質、436Bq の

CMP-[4,5,6,7,8,9-14C]-Neu5Ac を含む 2.3mM の CMP-Neu5AC、100mM のカコジル酸ナトリ

ウム緩衝液（pH6.0）、0.5M の塩化ナトリウム、および 0.03%のトライトン X-100 から成る

30ml の反応液を調製し、上述のシアル酸転移酵素アッセイと同条件で反応を行った。 

 

2.2 結果 

 

2.2.1 Photobacterium leiognathi JT-SHIZ-119 株からのβ‐ガラクトシドα2,6-シア

ル酸転移酵素遺伝子のクローニングと組換え酵素タンパク質の諸性質 

 

2.2.1.1 JT-SHIZ-119 株の同定 

 シアル酸転移酵素活性を有する JT-SHIZ-119 はイカの体表から分離された菌株である

（山本ら未発表）。この細菌の 16S rRNA 遺伝子の部分 DNA 配列を解析した結果、本細

菌は Photobacterium 属に分類され、Photobacterium leiognathi の塩基配列と 99.5%の相同

性を示した。この結果から、JT-SHIZ-119 株を P. leiognathi として同定した。 

 

2.2.1.2 シアル酸転移酵素遺伝子ホモログの存在の確認 

 これまでに、Photobacterium damselae JT0160 株（Yamamoto et al. 1998）、Photobacterium 

phosphoreum JT-ISH-467 株（Tsukamoto et al. 2007）、Photobacterium leiognathi JT-SHIZ-145

株（Yamamoto et al. 2007）、Photobacterium 属 JT-ISH-224 株（Tsukamoto et al. 2008）、およ

び Vibrio 属 JT-FAJ-16 株（Takakura et al. 2007）から、シアル酸転移酵素遺伝子のクロー

ニングが行われ、それらの遺伝子配列が明らかにされている。そこで、これらの塩基配

列情報を基に、JT-SHIZ-119 株のゲノム中にこれまでに単離されている遺伝子のホモログ

が存在するかを調べるため、GT80 ファミリーで高度に保存されている配列 600bp 由来の
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DNA 断片を用いたサザンブロット分析を行った。その結果、制限酵素 SphI を用いて切

断した 3.4kb 長の JT-SHIZ-119 の DNA 断片とハイブリダイズし（図 2-1）、シアル酸転移

酵素遺伝子のホモログが JT-SHIZ-119 ゲノム中に存在することが示された。 

 

2.2.1.3 シアル酸転移酵素遺伝子ホモログのクローニングと発現 

 2.1.2 で得られた 3.4kb 長の SphI 断片を汎用クローニングベクターである pUC18 にサ

ブクローニングして DNA 配列を決定したところ、1436bp から成るオープンリーディン

グフレーム（ORF）が含まれており、511 アミノ酸残基から成るタンパク質（アクセッ

ション番号：AB500947）をコードしていた（図 2-2）。 

 ORF領域の DNA 配列は、P. damselae JT0160 株由来のa2,6-シアル酸転移酵素遺伝子（ア

クセッション番号：AB012285）と 68%、P. leiognathi JT-SHIZ-145 株由来のa2,6-シアル酸

転移酵素遺伝子（アクセッション番号：AB306315）と 96%、そして Photobacterium sp. 

JT-ISH-224 株由来のa2,6-シアル酸転移酵素遺伝子（アクセッション番号：AB293985）と

64%の相同性を有していた。推定アミノ酸配列では、P. damselae JT0160 株由来の2,6-

シアル酸転移酵素と 66%、P. leiognathi JT-SHIZ-145 株由来のa2,6-シアル酸転移酵素と

95%、そして Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来のa2,6-シアル酸転移酵素と 55%の相同

性であった。Genetyx を用いた配列解析からは、これら以外のシアル酸転移酵素とは顕著

な相同性を示さなかった。幾つかの細菌由来のa2,6-シアル酸転移酵素間のマルチプルア

ライメント結果を図 2-2に示す。アミノ酸配列の比較に用いたシアル酸転移酵素中には、

CMP 結合部位を構成する繰り返しモチーフが保存されており、YDDGF モチーフや

FKGHP モチーフ、SS モチーフが含まれているが、これらモチーフもまた、JT-SHIZ-119

株由来の遺伝子において推定されるアミノ酸配列中に保存されていた。 

 完全長 ORF の遺伝子カセットを有する発現プラスミド pLST-FL および ORF の 2 番目

のリジンから 15 番目のアラニンまでを欠失させた遺伝子カセットを有する発現プラス
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ミド pLST-DN を構築し、大腸菌で発現させたところ、IPTG 処理を行った両大腸菌から

調製した粗酵素抽出液は、いずれもシアル酸転移酵素活性を示した。そのシアル酸転移

酵素活性は、pLST-DN を有する方が pLST-FL を有する方よりも高く、培養液 1 リットル

あたり 1477U の活性を示した。 

 

2.2.1.4 組換えシアル酸転移酵素の精製 

 単位培養液あたりの酵素活性が高いpLST-DNプラスミドを有する大腸菌を用いて酵素

タンパク質を発現させ、3段階のカラムクロマトグラフィーにより精製を行ったところ、

粗酵素液からの収率 53.2%で、15.2 倍に精製することができた（表 2-2）。この精製酵素

rLST-DN の比活性は 82.9U/mg であり、SDS-PAGE 上で約 55kDa の分子量を示す単一バン

ドとして検出することができた（図 2-3）。 

 

2.2.1.5 酵素反応産物の 1H-NMR 分析 

 ラクトースを受容体基質として、rLST-DN を用いて反応を行い、陰イオン交換クロマ

トグラフィーおよびゲルろ過クロマトグラフィーにより、反応産物を精製した。この精

製方法により、合成反応に使用したラクトース 20mg から 33.7mg の精製産物が得られ、

収率は 95.8%であった。精製した反応産物の 1H-NMR 測定を行い、得られたスペクトル

（図 2-4）を解析したところ、その化学シフト値は、d5.20 (d、0.4 H、J=3.5 Hz、Glc a H-1)、

d4.67 (d、0.6 H、J=8.0 Hz、Glc b H-1)、d4.42 (d、1 H、J=7.8 Hz、Gal H-1)、d3.32 (dd；0.6 

H; J=8.4 Hz、8.4 Hz；Glc b H-2)、d2.71 (dd；1 H；J=4.5 Hz、12.35 Hz；Neu5Ac H-3 eq)、

d2.01 (s、3 H、Ac)、およびd1.73 (dd；1 H；J=12.3 Hz、12.3 Hz；Neu5Ac H-3 ax)であった。

これら化学シフト値は、既報の 6’-シアリルラクトースの化学シフト値とよく一致してい

た（Yamamoto et al. 1998）。 
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2.2.1.6 a2,6-シアル酸転移酵素活性の特徴 

 rLST-DN は pH5.0 および 35℃で最大活性を示した（図 2-5）。また、その活性は、300

から 800mM の塩化ナトリウム存在下で、約 40%上昇した（図 2-6）。糖受容体基質特異

性の解析によると、メチル-a-D-ガラクトピラノシド、メチル-b-D-ガラクトピラノシド、

メチル-a-D-グルコピラノシド、メチル-b-D-グルコピラノシド、メチル-a-D-マンノピラ

ノシド、メチル-b-D-マンノピラノシド、N-アセチルガラクトサミン、および N-アセチル

グルコサミンの中ではメチル-b-D-ガラクトピラノシドが最も良い基質となり、b-アノマ

ーの方がより良い基質であった。さらに、ラクトースや N-アセチルラクトサミンといっ

た二糖の方が、メチル-b-D-ガラクトピラノシドと比較して、より良い受容体基質であっ

た（表 2-3）。rLST-DN の見かけ上の Km 値は、CMP-Neu5Ac については 0.3mM、ラクト

ースおよび N-アセチルラクトサミンについては、各々17.2mM および 15.4mM であった。 

 

2.2.2 組換え酵素タンパク質のシアリダーゼ活性と特異性 

 

 rLST-DN はまた、シアリダーゼ活性を示し、pH6.0 で 35℃の場合に最大活性を示した（図

2-7）。そして、この条件化におけるシアリダーゼの比活性は、103mU/mg であった。シア

リダーゼ活性の特異性を確かめるために、表 2-4 に示すピリジルアミノ化糖鎖を用いた

HPLC 分析を行ったところ、Neu5Aca2-6Gal 結合を有するシアロシドを用いた場合にのみ、

この酵素のシアリダーゼ活性が観察された（図 2-8）。 

 

2.3 考察 

 

 Photobacterium leiognathi と同定した海洋性細菌 JT-SHIZ-119 株から、新規なシアル酸

転移酵素を発見した。クローニングしたシアル酸転移酵素遺伝子の配列より推定したア
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ミノ酸配列の N 末端側 14 アミノ酸残基から成る疎水性領域は、シグナルペプチドであ

ると推察された。また、大腸菌で発現・精製した組換えシアル酸転移酵素 rLST-DN が、

a2,6-シアル酸転移酵素活性およびa2,6-結合特異的なシアリダーゼ活性を示すことを見

出した。この知見は、a2,6-シアル酸転移酵素が 2 種類の酵素活性を示す最初の報告であ

る。なお、最近カリフォルニア大学デービスのグループが Photobacterium damselae 由来

の組換えa2,6-シアル酸転移酵素（D15Pd2,6ST）が、a2,6-結合特異的なシアリダーゼ活性

およびa2,6-結合特異的なトランスシアリダーゼ活性を示すこと報告した（Cheng et al. 

2009）。一方、山本らが単離した P. damselae JT0160 株由来の組換えa2,6-シアル酸転移酵

素 pda-rec N2C1 ではシアリダーゼ活性は検出されていない（山本私信）。なお、2.3.2 の

項で詳述するように、現在、これらのシアル酸転移酵素は各々の活性の特性から、

Carbohydrate-Active enZyme database （CAZy、http://www.cazy.org/）（Campbell 1997、

Coutinho 2003）のグリコシルトランスフェラーゼファミリー80（GT80）中では異なるサ

ブグループに分類される。GT80 に分類されるシアル酸転移酵素のうち、幾つかについて

はそれらの結晶構造が明らかにされており、海洋性細菌由来のシアル酸転移酵素ではそ

れらの活性中心近傍に存在する Asp 残基が塩基触媒として、また His 残基が酸触媒とし

て機能する可能性があることが報告されている（Kakuta 2007、Yamamoto 2008、Iwatani 

2009）。更に Photobacterium sp. JT-ISH-224 由来のa2,3-シアル酸転移酵素の場合、この Asp

残基を部位特異的変異導入により他のアミノ酸に置換した変異酵素では酵素活性が減少

する（山本私信）。GT80 に分類されるシアル酸転移酵素間の活性中心近傍のアミノ酸配

列は高度に保存されているが完全には一致してないことおよび上述の知見から、各酵素

間で活性特性が異なることについては活性中心におけるアミノ酸組成の違いが原因の一

つと考えられる。 

 

2.3.1 シアル酸転移酵素の糖供与体および受容体基質認識機構 
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 精製酵素の速度論解析から、rLST-DN の CMP-Neu5Ac に対する見かけ上の Km値（0.3 

mM）は、pda-recN2C1 の Km 値（0.32 mM、Yamamoto et al. 1996）とほぼ同じであった。

さらに、rLST-DN の糖受容体基質に対する特異性もまた、pda-recN2C1 の特異性と類似し

ていた。すなわち、単糖ではメチル-b-D-ガラクトピラノシドを、二糖ではラクトースお

よび N-アセチルラクトサミンを最良の受容体基質とした。ところで動物由来のa2,6-シア

ル酸転移酵素では、例えばラット肝臓由来の酵素は、ラクトースに対する見かけの Km

値は129 mMでありN-アセチルラクトサミンに対する見かけのKm値は1.62 mMであり、

ラクトースよりもN-アセチルラクトサミンの方が良い基質であることが報告されている

（Weinstein et al. 1982）。このことから、rLST-DN の非還元末端の認識が、動物由来の酵

素ほど厳密ではないことを示している。また、これらの結果は、rLST-DN は N-アセチル

グルコサミン残基に存在する 2-アセトアミド基を認識していないことを示している（図

2-9）。従って、rLST-DN は動物由来の酵素と比較して、より多様なシアル酸含有糖鎖を

合成するために有用であると考えられる。 

 

2.3.2 Carbohydrat-Active enZyme（CAZｙ）データベースでの分類 

 CAZｙデータベース（http://www.cazy.org/）には、タンパク質の配列類似性に基づいて

糖質関連酵素が分類されており、細菌由来のa2,3-およびa2,6-シアル酸転移酵素はグリコ

シルトランスフェラーゼ・ファミリー80（GT80）に分類されている。CAZy データベー

ス中の GT80 には、2010 年 8 月の時点で 12 のシアル酸転移酵素が含まれている。これら

12 のシアル酸転移酵素の中で、8 つのシアル酸転移酵素は、その酵素活性に基づき、更

に 3 つのサブグループに分類することができる。サブグループ 1 は、Pasteurella. multocida 

P-1059 株からクローニングされた多機能性a2,3-シアル酸転移酵素（Yu et al. 2005）であ

る。この酵素は、a2,3-シアル酸転移酵素、a2,6-シアル酸転移酵素、シアリダーゼ、およ

びトランス‐シアリダーゼの４つの活性を示す。サブグループ 2 は、P. phosphoreum 
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JT-ISH-467 株、Photobacterium sp. JT-ISH-224 株、そして Vibrio sp. JT-FAJ-16 株からクロ

ーニングされたa2,3-シアル酸転移酵素から成る。これら酵素は、a2,3-シアル酸転移酵素

活性ならびに非常に弱いシアリダーゼ活性を示す。サブグループ 3 は、P. leiognathi 

JT-SHIZ-145 株および Photobacterium sp. JT-ISH-224 株よりクローニングされたa2,6-シア

ル酸転移酵素から成り、これらの酵素はa2,6-シアル酸転移酵素活性のみを示す。本研究

によりクローニングされた P. leiognathi JT-SHIZ-1195 株由来の rLST-DN は、糖供与体お

よび受容体基質に対する特異性等の酵素学的性質においてサブグループ 3 に属する P. 

leiognathi JT-SHIZ-145 株および Photobacterium sp. JT-ISH-224 株よりクローニングされた

a2,6-シアル酸転移酵素の諸性質に関して類似する点が多いものの、シアル酸転移酵素活

性および非還元末端においてa2,6-結合しているシアル酸に特異的なシアリダーゼの両

活性を示すことから、サブグループ 3 とは異なることが示された。考察の冒頭で述べた

ように、最近アメリカのグループにより P. damselae の別株由来のa2,6-シアル酸転移酵素

に関する報告があり、その N 末端欠損組換え酵素（D15Pd2,6ST）が、シアル酸転移酵素、

シアリダーゼ、およびトランス‐シアリダーゼの 3 つの活性を示す結果を報告している

（Cheng et al. 2009）。従って、P. leiognathi JT-SHIZ-119 株および P. damselae 由来のシアル

酸転移酵素は、多機能性a2,6-シアル酸転移酵素として、GT80 の新規な 4 番目のサブグ

ループとして分類することができると考えている。 

 

2.3.3 シアリダーゼ活性の特異性 

 シアル酸を有するピリジルアミノ化糖鎖を基質に用いた HPLC 分析から、rLST-DN が

示すシアリダーゼ活性は、Neu5Aca2-3Gal 結合および Neu5Aca2-8Neu5Ac 結合を有する

基質には作用せず、Neu5Aca2-6Gal 結合を有する基質を用いた場合にのみ作用した。こ

れらの結果は、このシアリダーゼ活性は Neu5Aca2-6Gal 結合に対して特異的であること

を示唆しており、複合糖質糖鎖中のa2,6-結合しているシアル酸の機能を解明する上で、
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例えば、シアル酸を有する複合糖質糖鎖からa2,6-結合しているシアル酸のみの除去およ

びそれに続いてa2,3－シアル酸転移酵素を作用させてa2,3-結合しているシアル酸に置換

する場面において有用なツールになると考えている。 

 

2.3.4 シアル酸含有糖鎖合成への適用 

rLST-DN は、シアル酸転移酵素およびシアリダーゼの両活性を示すが、各々の比活性

は 82.9U/mg および 103mU/mg であった。シアル酸転移酵素活性と比較してシアリダーゼ

活性は約１ｘ10-6 程度である。このことから、本酵素のシアリダーゼ活性は、本酵素を

シアル酸含有糖鎖合成に用いても影響は非常に少ないと考えられる。小スケールの予備

実験で実際に本精製酵素を用いてラクトースから6'-シアリルラクトースを合成した場合、

6’-シアリルラクトースを 90%以上の高収率で単離できることを確認している（未発表デ

ータ）。 
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表 2-1 PCR および塩基配列の決定で使用した DNA プライマー 

 * W；A あるいは T、Y；C あるいは T 
 
表 2-2 N 末端を欠失させた組み換えa2,6-シアル酸転移酵素の精製表 

段階 
容量 
(ml) 

総タンパク質量 
(mg) 

総活性 
(U ) 

比活性 
(U/mg) 

収率 
(%) 

精製度 
(fold) 

Crude extract 370 850.0 4646.4 5.5 100.0 1.0 
Q-sepharose 30 84.3 3001.6 35.6 64.6 6.5 
Mono-Q 13 63.8 2308.3 36.2 49.7 6.6 
Hydroxyapatite 16 29.8 2471.3 82.9 53.2 15.2 
 
表 2-3 単糖および二糖へのシアル酸転移 

受容体基質 
Neu5Ac 転移 
(nmol/min) 

相対活性 
（%） 

Methyl-α-D-galactopyranoside 0.04 1 
Methyl-β-D-galactopyranoside 1.10 38 
Methyl-α-D-glucopyranoside <0.01 - 
Methyl-β-D-glucopyranoside <0.01 - 
Methyl-α-D-mannopyranoside <0.01 - 
Methyl-β-D-mannopyranoside 0.04 1 
N-Acetylgalactosamine 0.29 10 
N-Acetyglucosamine <0.01 - 
Lactose (Gal-β-1,4-Glc) 2.88 100 
N-Acetyllactosamine (Gal-β-1,4-GlcNAc ) 2.96 103 
Gal-β1,3-GalNAc 1.68 58 
 

Name Sequence
pp688F 5’-TAYGATGATGGTTCW-3’
pp1311R 5’-YGTCATCATCAANACYTCAAATGA-3’
sp412F 5’-GAGTATTCACAGAATGAGCG-3’
sp521F 5’-CACAAGAACTTGTAGATGCA-3’
sp325F 5’-GTTGTTGCCCCAACACTAGA-3’
sp640F 5’-CTAGGTAGAGAGCATGATCT-3’
sp671F 5’-GTCATCCAAGAGGAGGAATT-3’
LSTF1 5’-GCGCGTCATGAAAAGAATATTTTGTTTAGTCTCTGC-3’
LSTR1 5’-ATTAAGGATCCCTAATATTGAGCAATACAC-3’
LSTF2 5’-GGGACATGTGTAATGATAATCAGAATACAG-3’

Name Sequence
pp688F 5’-TAYGATGATGGTTCW-3’
pp1311R 5’-YGTCATCATCAANACYTCAAATGA-3’
sp412F 5’-GAGTATTCACAGAATGAGCG-3’
sp521F 5’-CACAAGAACTTGTAGATGCA-3’
sp325F 5’-GTTGTTGCCCCAACACTAGA-3’
sp640F 5’-CTAGGTAGAGAGCATGATCT-3’
sp671F 5’-GTCATCCAAGAGGAGGAATT-3’
LSTF1 5’-GCGCGTCATGAAAAGAATATTTTGTTTAGTCTCTGC-3’
LSTR1 5’-ATTAAGGATCCCTAATATTGAGCAATACAC-3’
LSTF2 5’-GGGACATGTGTAATGATAATCAGAATACAG-3’

* 
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表 2-4 シアリダーゼ活性測定に用いたピリジルアミノ化糖鎖 

 

PA9

PA8

PA6

PA5

PA4

PA2

PA7

PA3

PA1

Abbreviation 
name

StructureLinkage 
type

Galb1-4Glc-PA

Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3
Galb1-4Glc-PA

Galb1-3GalNAcb1-4

Neu5Aca2-3Galb1-4Glc-PA

Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Neu5Aca2-3
Galb1-4Glc-PA

Galb1-3GalNAcb1-4

a2,3

a2,8

a2,6

Galb1-3GalNAcb1-4Galb1-4Glc-PA PA9

PA8

PA6

PA5

PA4

PA2

PA7

PA3

PA1

Abbreviation 
name

StructureLinkage 
type

Galb1-4Glc-PA

Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3
Galb1-4Glc-PA

Galb1-3GalNAcb1-4

Neu5Aca2-3Galb1-4Glc-PA

Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-6
Neu5Aca2-6Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3

Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-PA

Neu5Aca2-3
Galb1-4Glc-PA

Galb1-3GalNAcb1-4

a2,3

a2,8

a2,6

Galb1-3GalNAcb1-4Galb1-4Glc-PA
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図 2-1 サザンブロット分析によるP. leiognathi JT-SHIZ-119ゲノム中のシアル酸転移酵

素遺伝子ホモログの確認 
pp688F および pp1311R をプライマーとして、P. leiognathi JT-SHIZ-119 株より調製し

たゲノムDNAを鋳型にしてPCR増幅させた断片をプローブに用いたゲノミックサザンハ

イブリダイゼーション。ゲノム DNA を制限酵素で処理後、0.7%アガロースゲルで分画し、

ニトロセルロース膜へ転写を行った。標識プローブの調製およびハイブリダイゼーション

の条件は、enhanced chemiluminescence direct labeling and detection system（GE ヘル

スケアサイエンス）に添付のマニュアルに従って実施した。E、EcoRI；H、HindIII；B、

BglII；K、KpnI；N、NdeI；Ps、PstI；Pv、PvuI；S、SphI；PC、ポジティブコントロ

ール。 

E H B K N Ps Pv S PC 
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図 2-2 P. leiognathi JT-SHIZ-119 株由来のシアル酸転移酵素のアミノ酸配列および

GT80 に属する細菌由来のa2,6-シアル酸転移酵素活性を示すシアル酸転移酵素のアミノ

酸配列間のマルチプルアライメント 
P. damselae 由来a2,6-シアル酸転移酵素（PD-2,6ST、Protein ID BAA25316）、

Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来a2,6-シアル酸転移酵素（ISH224-2,6ST、Protein 
ID BAF02026 ）、 P. leiognathi JT-SHIZ-145 株 由 来 a2,6- シ ア ル 酸 転 移 酵 素

（SHIZ145-2,6ST、Protein ID BAF91416）、Pasteurella multocida 由来シアル酸転移酵

素（PM-2,3(6)ST、Protein ID AAY89061）、および P. leiognathi JT-SHIZ-119 株由来a2,6-
シアル酸転移酵素（SHIZ119-2,6ST、Protein ID BAI49484）のアミノ酸配列を Genetyx
ソフトウエアを用いてアライメントした。各シアル酸転移酵素間で保存されているアミノ

酸配列を黒枠で囲んだ。赤下線は YDDGS モチーフ、FKGHP モチーフ、および SS モチ

ーフを示す。 
 

SHIZ119-2,6ST 1 MKRIFCLVSAILLSACN-DNQNTVDVVVSTVNDNVIENNTYQVKPIDTP-TTFDSYSWIQTCGTP-ILKDDEKYSLSFDFVAPELDQDEK 87
SHIZ145-2,6ST 1 MKRIFCLVSAILLSACN-DNQNTVDVVVSTVNDNVIENNTYQVKPIDTP-TTFDSYSWIQTCGTP-ILKDDEKYSLSFDFVAPELDQDEK 87
PD-2,6ST 1 MKKILTVLSIFILSACN-SDNTSLKETVSSNSADVVETETYQLTPIDAP-SSFLSHSWEQTCGTP-ILNESDKQAISFDFVAPELKQDEK 87
ISH224-2,6ST 1 -MKNFLLLTLILLTACNNSEENTQSIIKNDINKTIIDEEYVNLEPINQSNISFTKHSWVQTCGTQQLLTEQNKESISLSVVAPRLDDDEK 89
PM-2,3(6)ST 1 MKNRRLNFKLFFLIIFS----------------------------------LFSTLSWSK------------------------------ 26

SHIZ119-2,6ST 88 FCFEFTGDVD-GKRYVTQTNLTVVAPTLEVYVDHASLPSLQQLMKIIQQKNEYSQNERFISWGRIGLTEDNAEKLNAHIYPLAGNNTSQE 176
SHIZ145-2,6ST 88 FCFEFTGDVD-GKRYVTQTNLTVVAPTLEVYVDHASLPSLQQLMKIIQQKNEYSQNERFISWGRIRLTEDNAEKLNAHIYPLAGNNTSQE 176
PD-2,6ST 88 YCFTFKGITG-DHRYITNTTLTVVAPTLEVYIDHASLPSLQQLIHIIQAKDEYPSNQRFVSWKRVTVDADNANKLNIHTYPLKGNNTSPE 176
ISH224-2,6ST 90 YCFDFNGVSNKGEKYITKVTLNVVAPSLEVYVDHASLPTLQQLMDIIKSEEENPTAQRYIAWGRIVPTDEQMKELNITSFALINNHTPAD 179
PM-2,3(6)ST 27 --------------------------TITLYLDPASLPALNQLMDFTQ-NNEDKTHPRIFGLSRFKIPDNIITQYQNIHFVELKDNRPTE 89

SHIZ119-2,6ST 177 LVDAVIDYADSKNRLNLELNTNTAHSFPNLAPILR-IISSKSNILISNINLYDDGSAEYVNLYNWKDTEDKSVKLSDSFLVLKDYFNG-I 264
SHIZ145-2,6ST 177 LVDAVIDYADSKNRLNLELNTNTGHSFRNIAPILR-ATSSKNNILISNINLYDDGSAEYVSLYNWKDTDNKSQKLSDSFLVLKDYLNG-I 264
PD-2,6ST 177 MVAAIDEYAQSKNRLNIEFYTNTAHVFNNLPPIIQ-PLYNNEKVKISHISLYDDGSSEYVSLYQWKDTPNKIETLEGEVSLLANYLAG-T 264
ISH224-2,6ST 180 LVQEIVKQAQTKHRLNVKLSSNTAHSFDNLVPILK-ELNSFNNVTVTNIDLYDDGSAEYVNLYNWRDTLNKTDNLKIGKDYLEDVING-I 267
PM-2,3(6)ST 90 ALFTILDQYPGNIELNIHLN--IAHSVQLIRPILAYRFKHLDRVSIQQLNLYDDGSMEYVDLEKEENKDISAEIKQAEKQLSHYLLTGKI 177

SHIZ119-2,6ST 265 SSEKP-SGIYGRYNWHQLYNTSYYFLRKDYLTVEPQLHDLREYLGGSLKQMSWDGFSQLSKGDKELFLNIVGFDQEKLQQEYQQSELPNF 353
SHIZ145-2,6ST 265 SSEKP-NGIYSIYNWHQLYHSSYYFLRKDYLTVETKLHDLREYLGGSLKQMSWDTFSQLSKGDKELFLNIVGFDQEKLQQEYQQSELPNF 353
PD-2,6ST 265 SPDAP-KGMGNRYNWHKLYDTDYYFLREDYLDVEANLHDLRDYLGSSAKQMPWDEFAKLSDSQQTLFLDIVGFDKEQLQQQYSQSPLPNF 353
ISH224-2,6ST 268 NEDTSNTGTSSVYNWQKLYPANYHFLRKDYLTLEPSLHELRDYIGDSLKQMQWDGFKKFNSKQQELFLSIVNFDKQKLQNEYNSSNLPNF 357
PM-2,3(6)ST 178 KFDNP---TIARYVWQSAFPVKYHFLSTDYFEKAEFLQPLKEYLAENYQKMDWTAYQQLTPEQQAFYLTLVGFNDEVKQSLEVQQ--AKF 262

SHIZ119-2,6ST 354 VFTGTTTWAGG-ETKEYYAQQQVNVVNNAINETSPYYLGREHDLFFKGHPRGGIINDIILGSFNNMIDIPAKVSFEVLMMTGMLPDTVGG 442
SHIZ145-2,6ST 354 VFTGTTTWAGG-ETKEYYAQQQVNVVNNAINETSPYYLGREHDLFFKGHPRGGIINDIILGSFNNMIDIPAKVSFEVLMMTGMLPDTVGG 442
PD-2,6ST 354 IFTGTTTWAGG-ETKEYYAQQQVNVINNAINETSPYYLGKDYDLFFKGHPAGGVINDIILGSFPDMINIPAKISFEVLMMTDMLPDTVAG 442
ISH224-2,6ST 358 VFTGTTVWAGN-HEREYYAKQQINVINNAINESSPHYLGNSYDLFFKGHPGGGIINTLIMQNYPSMVDIPSKISFEVLMMTDMLPDAVAG 446
PM-2,3(6)ST 263 IFTGTTTWEGNTDVREYYAQQQLNLLNHFTQAEGDLFIGDHYKIYFKGHPRGGEINDYILNNAKNITNIPANISFEVLMMTGLLPDKVGG 352

SHIZ119-2,6ST 443 IASSLYFSIPAEKVSFIVFTSSDTITDREDALKSPLVQVMMTLGIVKEKDVLFWSDLPDCSSGVCIAQY--------------------- 511
SHIZ145-2,6ST 443 IASSLYFSIPAEKVSFIVFTSSDTITDREDALKSPLVQVMMTLGIVKEKDVLFWC----------------------------------- 497
PD-2,6ST 443 IASSLYFTIPADKVNFIVFTSSDTITDREEALKSPLVQVMLTLGIVKEKDVLFWADHKVNSMEVAIDEACTRIIAKRQPTASDLRLVIAI 532
ISH224-2,6ST 447 IASSLYFTIPAEKIKFIVFTSTETITDRETALRSPLVQVMIKLGIVKEENVLFWADLPNCETGVCIAV---------------------- 514
PM-2,3(6)ST 353 VASSLYFSLPKEKISHIIFTSNKQVKSKEDALNNPYVKVMRRLGIIDESQVIFWDSLKQL------------------------------ 412

SHIZ119-2,6ST 511 ------------------------------------------------------------------------------------------ 511
SHIZ145-2,6ST 497 ------------------------------------------------------------------------------------------ 497
PD-2,6ST 533 IKTITDLERIGDVAESIAKVALESFSNKQYNLLVSLESLGQHTVRMLHEVLDAFARMDVKAAIEVYQEDDRIDQEYESIVRQLMAHMMED 622
ISH224-2,6ST 514 ------------------------------------------------------------------------------------------ 514
PM-2,3(6)ST 412 ------------------------------------------------------------------------------------------ 412

SHIZ119-2,6ST 511 ----------------------------------------------------- 511
SHIZ145-2,6ST 497 ----------------------------------------------------- 497
PD-2,6ST 623 PSSIPNVMKVMWAARSIERVGDRCQNICEYIIYFVKGKDVRHTKPDDFGTMLD 675
ISH224-2,6ST 514 ----------------------------------------------------- 514
PM-2,3(6)ST 412 ----------------------------------------------------- 412

SHIZ119-2,6ST 1 MKRIFCLVSAILLSACN-DNQNTVDVVVSTVNDNVIENNTYQVKPIDTP-TTFDSYSWIQTCGTP-ILKDDEKYSLSFDFVAPELDQDEK 87
SHIZ145-2,6ST 1 MKRIFCLVSAILLSACN-DNQNTVDVVVSTVNDNVIENNTYQVKPIDTP-TTFDSYSWIQTCGTP-ILKDDEKYSLSFDFVAPELDQDEK 87
PD-2,6ST 1 MKKILTVLSIFILSACN-SDNTSLKETVSSNSADVVETETYQLTPIDAP-SSFLSHSWEQTCGTP-ILNESDKQAISFDFVAPELKQDEK 87
ISH224-2,6ST 1 -MKNFLLLTLILLTACNNSEENTQSIIKNDINKTIIDEEYVNLEPINQSNISFTKHSWVQTCGTQQLLTEQNKESISLSVVAPRLDDDEK 89
PM-2,3(6)ST 1 MKNRRLNFKLFFLIIFS----------------------------------LFSTLSWSK------------------------------ 26

SHIZ119-2,6ST 88 FCFEFTGDVD-GKRYVTQTNLTVVAPTLEVYVDHASLPSLQQLMKIIQQKNEYSQNERFISWGRIGLTEDNAEKLNAHIYPLAGNNTSQE 176
SHIZ145-2,6ST 88 FCFEFTGDVD-GKRYVTQTNLTVVAPTLEVYVDHASLPSLQQLMKIIQQKNEYSQNERFISWGRIRLTEDNAEKLNAHIYPLAGNNTSQE 176
PD-2,6ST 88 YCFTFKGITG-DHRYITNTTLTVVAPTLEVYIDHASLPSLQQLIHIIQAKDEYPSNQRFVSWKRVTVDADNANKLNIHTYPLKGNNTSPE 176
ISH224-2,6ST 90 YCFDFNGVSNKGEKYITKVTLNVVAPSLEVYVDHASLPTLQQLMDIIKSEEENPTAQRYIAWGRIVPTDEQMKELNITSFALINNHTPAD 179
PM-2,3(6)ST 27 --------------------------TITLYLDPASLPALNQLMDFTQ-NNEDKTHPRIFGLSRFKIPDNIITQYQNIHFVELKDNRPTE 89

SHIZ119-2,6ST 177 LVDAVIDYADSKNRLNLELNTNTAHSFPNLAPILR-IISSKSNILISNINLYDDGSAEYVNLYNWKDTEDKSVKLSDSFLVLKDYFNG-I 264
SHIZ145-2,6ST 177 LVDAVIDYADSKNRLNLELNTNTGHSFRNIAPILR-ATSSKNNILISNINLYDDGSAEYVSLYNWKDTDNKSQKLSDSFLVLKDYLNG-I 264
PD-2,6ST 177 MVAAIDEYAQSKNRLNIEFYTNTAHVFNNLPPIIQ-PLYNNEKVKISHISLYDDGSSEYVSLYQWKDTPNKIETLEGEVSLLANYLAG-T 264
ISH224-2,6ST 180 LVQEIVKQAQTKHRLNVKLSSNTAHSFDNLVPILK-ELNSFNNVTVTNIDLYDDGSAEYVNLYNWRDTLNKTDNLKIGKDYLEDVING-I 267
PM-2,3(6)ST 90 ALFTILDQYPGNIELNIHLN--IAHSVQLIRPILAYRFKHLDRVSIQQLNLYDDGSMEYVDLEKEENKDISAEIKQAEKQLSHYLLTGKI 177

SHIZ119-2,6ST 265 SSEKP-SGIYGRYNWHQLYNTSYYFLRKDYLTVEPQLHDLREYLGGSLKQMSWDGFSQLSKGDKELFLNIVGFDQEKLQQEYQQSELPNF 353
SHIZ145-2,6ST 265 SSEKP-NGIYSIYNWHQLYHSSYYFLRKDYLTVETKLHDLREYLGGSLKQMSWDTFSQLSKGDKELFLNIVGFDQEKLQQEYQQSELPNF 353
PD-2,6ST 265 SPDAP-KGMGNRYNWHKLYDTDYYFLREDYLDVEANLHDLRDYLGSSAKQMPWDEFAKLSDSQQTLFLDIVGFDKEQLQQQYSQSPLPNF 353
ISH224-2,6ST 268 NEDTSNTGTSSVYNWQKLYPANYHFLRKDYLTLEPSLHELRDYIGDSLKQMQWDGFKKFNSKQQELFLSIVNFDKQKLQNEYNSSNLPNF 357
PM-2,3(6)ST 178 KFDNP---TIARYVWQSAFPVKYHFLSTDYFEKAEFLQPLKEYLAENYQKMDWTAYQQLTPEQQAFYLTLVGFNDEVKQSLEVQQ--AKF 262

SHIZ119-2,6ST 354 VFTGTTTWAGG-ETKEYYAQQQVNVVNNAINETSPYYLGREHDLFFKGHPRGGIINDIILGSFNNMIDIPAKVSFEVLMMTGMLPDTVGG 442
SHIZ145-2,6ST 354 VFTGTTTWAGG-ETKEYYAQQQVNVVNNAINETSPYYLGREHDLFFKGHPRGGIINDIILGSFNNMIDIPAKVSFEVLMMTGMLPDTVGG 442
PD-2,6ST 354 IFTGTTTWAGG-ETKEYYAQQQVNVINNAINETSPYYLGKDYDLFFKGHPAGGVINDIILGSFPDMINIPAKISFEVLMMTDMLPDTVAG 442
ISH224-2,6ST 358 VFTGTTVWAGN-HEREYYAKQQINVINNAINESSPHYLGNSYDLFFKGHPGGGIINTLIMQNYPSMVDIPSKISFEVLMMTDMLPDAVAG 446
PM-2,3(6)ST 263 IFTGTTTWEGNTDVREYYAQQQLNLLNHFTQAEGDLFIGDHYKIYFKGHPRGGEINDYILNNAKNITNIPANISFEVLMMTGLLPDKVGG 352

SHIZ119-2,6ST 443 IASSLYFSIPAEKVSFIVFTSSDTITDREDALKSPLVQVMMTLGIVKEKDVLFWSDLPDCSSGVCIAQY--------------------- 511
SHIZ145-2,6ST 443 IASSLYFSIPAEKVSFIVFTSSDTITDREDALKSPLVQVMMTLGIVKEKDVLFWC----------------------------------- 497
PD-2,6ST 443 IASSLYFTIPADKVNFIVFTSSDTITDREEALKSPLVQVMLTLGIVKEKDVLFWADHKVNSMEVAIDEACTRIIAKRQPTASDLRLVIAI 532
ISH224-2,6ST 447 IASSLYFTIPAEKIKFIVFTSTETITDRETALRSPLVQVMIKLGIVKEENVLFWADLPNCETGVCIAV---------------------- 514
PM-2,3(6)ST 353 VASSLYFSLPKEKISHIIFTSNKQVKSKEDALNNPYVKVMRRLGIIDESQVIFWDSLKQL------------------------------ 412

SHIZ119-2,6ST 511 ------------------------------------------------------------------------------------------ 511
SHIZ145-2,6ST 497 ------------------------------------------------------------------------------------------ 497
PD-2,6ST 533 IKTITDLERIGDVAESIAKVALESFSNKQYNLLVSLESLGQHTVRMLHEVLDAFARMDVKAAIEVYQEDDRIDQEYESIVRQLMAHMMED 622
ISH224-2,6ST 514 ------------------------------------------------------------------------------------------ 514
PM-2,3(6)ST 412 ------------------------------------------------------------------------------------------ 412

SHIZ119-2,6ST 511 ----------------------------------------------------- 511
SHIZ145-2,6ST 497 ----------------------------------------------------- 497
PD-2,6ST 623 PSSIPNVMKVMWAARSIERVGDRCQNICEYIIYFVKGKDVRHTKPDDFGTMLD 675
ISH224-2,6ST 514 ----------------------------------------------------- 514
PM-2,3(6)ST 412 ----------------------------------------------------- 412
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図 2-3 P. leiognathi JT-SHIZ-119 株由来の精製組み換えシアル酸転移酵素の SDS-PAGE
分析 
 3 段階のクロマトグラフィーにより精製した酵素タンパク質について 12.5%アクリルア

ミドゲルを用いた SDS-PAGE に供試後、Coomassie brilliant blue 染色を行った。A；分子

量マーカー、B；精製した酵素タンパク質 
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図 2-4 ラクトースを糖受容体基質として組み換え酵素を用いて得られた反応産物の

1H-NMR スペクトル 
 反応産物を精製後、D2O に溶解して Bruker AM500 spectrometer を用いて 298K で測定

を行った。 
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図 2-5 P. leiognathi JT-SHIZ-119 株由来の組み換えシアル酸転移酵素の活性に及ぼす pH
および温度の影響 
 酵素活性は、最大活性に対する相対値で示す。酵素反応条件は、材料と方法の項で記載

の通りに行った。各点は 3 反復の平均値を表し、標準誤差をエラーバーで示した。（A）35℃
でのシアル酸転移酵素活性に及ぼす pH の影響。◇、100mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.0
～5.0）；■、100mM カコジル酸ナトリウム緩衝液（pH5.0～6.0）；▲、100mM ビス‐ト

リス緩衝液（pH6.0～7.0）；□、100mM リン酸緩衝液（pH7.0～8.0）；●、100mM  
TAPS（N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropanesulfonic acid）緩衝液（pH8.0～
9.0）；○、100mM CHES（N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid）緩衝液（pH9.0～
10.0）；◆、100mM CAPS（3-(cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid）緩衝液（pH10.0
～11.0）。（B）pH6.0 でのシアル酸転移酵素活性に及ぼす温度の影響。 
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図 2-6 P. leiognathi JT-SHIZ-119 株由来の組み換えシアル酸転移酵素の活性に及ぼす

NaCl 濃度の影響 
 精製酵素 0.77mU、120mM ラクトース、436Bq の CMP-Neu5Ac を含む 2.3mM の

CMP-Neu5Ac、100mM カコジル酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）および塩化ナトリウムを 0、
50、100、300、500、800、あるいは 1000mM 含む反応液 30ml を調製し、35℃で 5 分間

反応を行った。酵素活性は、塩化ナトリウムを含まない場合の活性を 100%とした、相対活

性で表した。各プロットは反応 2 反復の平均で、誤差をエラーバーで示した。
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図 2-7 P. leiognathi JT-SHIZ-119 株由来の組み換えシアル酸転移酵素のシアリダーゼ活

性に及ぼす pH および温度の影響 
 酵素活性は、最大活性に対する相対値で示した。酵素反応条件は、材料と方法の項で記

載の通りに行った。各点は 3 反復の平均値を表し、エラーバーは標準誤差を表す。（A）35℃
でのシアリダーゼ活性に及ぼす pH の影響。◇、100mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.0～
5.0）；■、100mM カコジル酸ナトリウム緩衝液（pH5.0～6.0）；▲、100mM ビス‐トリ

ス緩衝液（pH6.0～7.0）；□、100mM リン酸緩衝液（pH7.0～8.0）；●、100mM TAPS
（N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropanesulfonic acid）緩衝液（pH8.0～9.0）；
○、100mM CHES（N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid）緩衝液（pH9.0～10.0）。
（B）pH6.0 でのシアリダーゼ活性に及ぼす温度の影響。 
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図 2-8 ピリジルアミノ化糖鎖を用いたシアリダーゼ反応産物の HPLC 分析 
 反応液を 0.15%の n-ブタノールを含む 100mM 酢酸－トリエチルアミン緩衝液（pH5.2）
で平衡化させた PALPAK タイプ R カラム（0.46ｘ25cm）を用いた HPLC で分析を行った。

カラム温度：40℃、流速：1ml／分、溶出液：n-ブタノールを含む 100mM 酢酸－トリエチ

ルアミン緩衝液（pH5.2）。溶出条件：0～35 分で n-ブタノールを 0.15%から 0.5%に上げる

直線勾配溶出。ピリジルアミノ化糖鎖の検出：蛍光検出（励起波長 320nm、蛍光波長 400nm）。

（A）PA1／PA2 混合物、および PA1 糖鎖（Neu5Aca2-3Gal 結合を有する）を含むシアリ

ダーゼ反応液。（B）PA3／PA4／PA5／PA6 混合物、および PA3（Neu5Aca2-6Gal 結合を

有する）を含むシアリダーゼ反応液。（C）PA7／PA8／PA9 混合物、および PA7
（Neu5Aca2-8Neu5Ac 結合を有する）を含むシアリダーゼ反応液。 
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図 2-9 ラクトースおよび N-アセチルラクトサミンの構造 
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3 章 Photobacterium属 JT-ISH-224株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素

を用いたシアル酸含有糖鎖の合成と酵素の受容体基質特異性 

 

Photobacterium phosphoreum JT-ISH-467 株に由来する組換えa2,3-シアル酸転移酵素

（Tsukamoto et al. 2007）、および Photobacterium sp. JT-ISH-224 株に由来する組換え

a2,3-シアル酸転移酵素 rD23pspST3（Tsukamoto et al. 2008）を利用して幾つかの糖受容

体基質へのシアル酸転移反応を解析したところ、rD23pspST3 を用いてラクトースより 3’

‐シアリルラクトース（Neu5Aca2-3Galb1-4Glc）の合成過程において、目的とする 3'‐シ

アリルラクトース以外に、合成副産物が存在することを見出した。また、この副産物の構

造解析の結果から rD23pspST3 はガラクトースの C2-C4 の立体配置を受容体基質として認

識していることが予想されたことから、マンノースおよびマンノビオースを糖受容体基質

に用いて酵素反応を行ったところ、いずれを用いた場合にも Neu5Ac が転移した産物を得

られることを見出した。各種イノシトールを糖受容体基質とした場合にも、幾つかのイノ

シトールについて合成産物を得ることを見出した。これらの結果は主論文２、３、および

４として公表されている。本章ではこれら産物の構造解析の結果と、そこから推察される

rD23pspST3 の受容体基質特異性に関して考察を行ったので述べる。 
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3.1 材料と方法 
 

3.1.1 試薬 

シチジン-5'-モノホスフェート-N-アセチルノイラミン酸（CMP-Neu5Ac）はジャパン・

フード＆リカー・アライアンス（京都）より、陰イオン交換樹脂 AG 1-X2 はバイオラッド・

ラボラトリーズ（カリフォルニア、米国）より、Sephadex G-15 は GE・ヘルスケア・バイ

オサイエンス（東京）より、薄層クロマトグラフィー（TLC）プレートはメルク（ダルム

シュタット、ドイツ）より購入した。6‐マンノビオース（Mana1-6Man）は新潟薬科大学・

応用生命科学科の鰺坂勝美教授から供与していただいたものを使用した（Ajisaka et al. 

1995）。myo-inositol は和光純薬より、allo-inositol、1D-chiro-inositol、1L-chiro-inositol、

epi-inositol、muco-inositol、および scyllo-inositol は東京化成工業より購入した。他の全

ての試薬は市販の分析グレード品を使用した。 

 

3.1.2 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素の調製 

 本研究で使用した組換えa2,3-シアル酸転移酵素D23pspST3（完全長 ORF より N 末端の

アミノ酸 2 から 24 番目のアミノ酸残基を欠失させた酵素）は、塚本らが報告した方法

（Tsukamoto et al. 2008）に従って調製した。酵素活性は、CMP-Neu5Ac から 1 分間に 1 

mmol の Neu5Ac をラクトースに転移する活性を 1 ユニットとした。 

 

3.1.3 シアル酸含有糖鎖の酵素合成 

 ラクトース 100 mg（280 mmol）、CMP-Neu5Ac 250 mg（353 mmol）、5.05U の

Photobacterium sp. JT-ISH-224由来精製組換えa2,3-シアル酸転移酵素、および 100 mM B

ビスートリス緩衝液（pH 6.0）から成る 0.5 ml の反応液を調製し、30℃で 2 時間反応を行

った。 
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 マンノース 10mg（55.6 mmol）および 40 mg の CMP-Neu5Ac（60.8 mmol）、あるい

は18.8 mgの6-マンノビオース（54.9 mmol）および76.8 mgのCMP-Neu5Ac（116.6 mmol）

を 2U の酵素とともに、100 mM ビス－トリス緩衝液（pH 6.0）から成る 0.5 ml の反応液

中、30℃で 2 時間反応を行った。 

 myo-inositol を受容体基質に用いた合成反応では、10 mg（55.6 mmol）の受容体基質、

43 mg（62.5 mmol） の CMP-Neu5Ac、1U の Photobacterium sp. JT-ISH-224 由来精製

a2,3-シアル酸転移酵素（D23pspST3）、および 100 mM ビス－トリス緩衝液（pH6.0）か

ら成る 0.5 ml の反応液を調製し、30℃で 2 時間反応を行った。他のイノシトールを受容体

基質に用いた合成反応では、20 mg（73.2 mmol）の受容体基質、90 mg（130.8 mmol）の

D23pspST3、および 100 mM ビス－トリス緩衝液（pH 6.0）から成る 0.5 ml の反応液を

調製し、30℃で 2 時間反応を行った。 

 

3.1.4 シアル酸含有糖鎖の精製 

 酵素合成産物は、Sabesan and Paulson の方法（Sabesan and Paulson 1986）に準じ、

以下の方法により精製を行った。反応後、反応液を脱イオン水で 10 ml に希釈し、AG 1-X2

陰イオン交換樹脂を充填したエコノカラム（1.0 cm x 10 cm、バイオラッド・ラボラトリー

ズ）に添加した。カラムを脱イオン水 10 ml で 3 回洗浄し、5、10、50、100、500、およ

び 1000 mM のリン酸緩衝液（pH 6.8）10 ml を用いて、各濃度で少なくとも 2 回送液を行

い、合成産物を溶出させた。各溶出画分の一部を、後述する TLC で分析し、シアル酸含有

糖鎖を含む画分をエバポレーターで乾固させた。乾固させた各々の残渣を、2.5 ml の脱イ

オン水で再溶解させ、Sephadex G-15 カラム（1.6 cmｘ70 cm）にロードした。目的の合成

産物は脱イオン水を用いて溶出させ、TLC 分析でシアル酸含有糖鎖を含む画分を集めた後、

ロータリーエバポレーターで濃縮を行った。その後、凍結乾燥させた乾燥物を、最終的な

精製物とした。 
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3.1.5 シアル酸含有糖鎖の分析 

 酵素反応により得られたシアル酸含有糖鎖は、TLC あるいは TSKgel Amide-80 カラム

（4.6mmｘ25cm、東ソー）を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC、島津製作所）

により分析を行った。 

 TLC 分析では、酵素反応液の極少量（＜1.0ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）

にスポットし、2‐プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）溶媒を用いて展開させた。溶

媒の先端がプレートの最上部付近まで移動した時点で展開を終了し、プレートを乾燥させ

た後、5%硫酸を含むエタノール中に浸漬し、プレートを加熱して有機化合物を呈色させた。

HPLC 分析は、遠藤らの方法（Endo et al. 2009）に従って行った。精製した合成産物は、

重水中で Bruker DMX-500 あるいは Bruker Avance DPX250（Bruker）を用いた NMR

分析に供試した。全てのスペクトルは、Bruker の標準プログラムにより測定を行った。ま

た一部の産物については、塚本らの方法（Tsukamoto et al. 2008）に従って Electrospray 

Ionization Mass Spectroscopy（ESI-MASS）も行った。 

 

3.1.6 イノシトールに対する基質特異性 

 myo-inositol 、 1D-chiro-inositol 、 1L-chiro-inositol 、 epi-inositol 、 muco-inositol 、

scyllo-inositol、およびラクトースを糖受容体基質として試験を行った。5 mU の精製酵素、

42mM の受容体基質、418Bq の CMP-[6-14C]-Neu5Ac を含む 2.3mM の CMP-Neu5Ac、

100mM のビス－トリス緩衝液（pH6.0）、0.5M の塩化ナトリウム、および 0.05%のトライ

トン X-100 から成る 30ml の反応液を調整し、山本らの方法（Yamamoto et al. 1996）に従

って酵素反応および測定を行った。反応時間は、ラクトースについては1分間、epi-inositol、

1D-chiro-inositol、および myo-inositol は 5 分間、1L-chiro-inositol、muco-inositol および

scyllo-inositol は 10 分間で行った。 
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3.2 結果 

 

3.2.1 3'-シアリルラクトースの酵素合成時に見出された反応副産物の単離 

 rD23pspST3 を用いて、ラクトースから 3’‐シアリルラクトースの合成を行い、その精製

を行っている過程で、酵素反応液中に主産物である 3’－シアリルラクトース以外に副産物

が存在することを見出した。陰イオン交換クロマトグラフィー溶出画分の TLC 分析を行っ

た際、副産物と考えられるシグナルが 100 mM リン酸緩衝液溶出画分に検出された（図 3-1）。

Photobacterium damselae JT160 株由来の組換えa2,6-シアル酸転移酵素を用いて、3’-シア

リルラクトースから 3’,6’-ジシアリルラクトースを合成した際に、反応液を陰イオン交換ク

ロマトグラフィーに供し、リン酸緩衝液による溶出画分を TLC で分析を行うと、反応の過

程で CMP-Neu5Ac の加水分解により生じた Neu5Ac は 50 mM リン酸緩衝液溶出画分に、

未反応の CMP-Neu5Ac は 500 mM リン酸緩衝液溶出画分に、そして産物である 3’,6’-ジシ

アリルラクトースは 100 mM リン酸緩衝液溶出画分に溶出されたことから、この副産物は

ラクトースに Neu5Ac が２分子転移した、ジシアリル糖鎖であると推察した。そこで 3'-シ

アリルラクトースおよび副産物をサイズ排除カラムクロマトグラフィーにより精製を行い、

140.3mg の 3'-シアリルラクトースおよび 9.3 mg の副産物を単離した。合成反応に用いた

糖供与体基質（353 mmol）を基準とした収率は、3’-シアリルラクトースが 62.1%、副産物

は 5.6 %であった。各々の精製物を TSKgel Amide-80 カラムを用いた HPLC で分析したと

ころ、その保持時間は 3’-シアリルラクトースが 21.8分、副産物は 29.5分であった（図 3-2）。 

 

3.2.2 合成副産物の構造解析 

 3.2.1 において精製した副産物の構造を明らかにするため、ESI-MASS 分析および NMR

分析を行った。質量分析の結果、この副産物は 923.5 に(M-H)－のイオンピークを示すスペ
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クトルを示した（図 3-3）。２つの Neu5Ac を有するラクトースから推定される分子量は

924.3 となるため、質量分析結果からもこの副産物が２つの Neu5Ac を有することを強く示

唆していた。この副産物の 1H-NMR 分析を行ったところ、還元末端 Glc 残基のb-アノマー

シグナルは観測されず、a-アノマーを示すd 5.19 ppm のシグナルのみが検出された。3’,6’-

ジシアリルラクトースでは Glc 残基のbH-1 シグナルはd 4.74 ppm に、aH-1 シグナルは

d 5.29 ppm に観測されることが示されている（Kajihara et al. 1996）。これらの結果から、

この副産物はa型のみから成ると判断した。また Glc の H-2 化学シフト値は 3’-シアリルラ

クトースの化学シフト値と比較して 0.3 ppm 低磁場にシフトしていた（図 3-4I）。次に

1H-13C 間の相関スペクトルの測定を、HSQC、HMBC、HOHAHA、および COSY 法によ

り行った。これらスペクトルを各々図 3-4II-V に示す。これらスペクトルから得た 1H およ

び 13C 化学シフト値を表 3-1 に示す。ラクトース中のシアリル化された部位は、この副産物

と 3',6'‐ジシアリルラクトースとの間でみられる 13C の化学シフト値の差異から同定した

（Kajihara et al. 1996）。副産物の Glc の C-2 は低磁場にシフトしており、HMBC スペク

トルより Neu5Ac の C-2 および Glc の H-2 との間に相関を、また Neu5Ac の C-2 および

Gal の H-3 との間に相関を観測した（図 3-4III）。これらの結果より、Neu5Ac はラクトー

スの Gal の 3 位の水酸基（O-3’）および Glc の 2 位の水酸基（O-2）に結合していることが

明らかとなった。そこで、この副産物を 2,3’-ジシアリルラクトースと命名した。構造を図

3-5 に示す。 

 

3.2.3 マンノースおよび 6‐マンノビオースからの合成産物の単離 

 マンノースあるいは 6-マンノビオースを受容体基質に用いた合成反応液を、陰イオン交

換クロマトグラフィーに供し、TLC 分析を行ったところ、いずれの場合にも 10 mM のリ

ン酸緩衝液溶出画分において反応産物が検出された（図 3-6）。この結果は、これら産物が

いずれもモノシアロシドであることを示していた。これら各々の産物をサイズ排除クロマ
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トグラフィーにより更に精製した結果、マンノースからの産物（化合物１）を 4.6 mg、6

‐マンノビオースからの産物（化合物２）を 9.1 mg 得た。収率は化合物１が 18 %、化合

物２は 26 %であった。 

 

3.2.4 マンノースおよび 6-マンノビオースに由来する合成産物の構造解析 

 上記で単離した化合物１および化合物２の構造を明らかにするため、NMR 分析を行った。

得られたスペクトルを図 3-7I～III に示す。化合物１および化合物２の 1H-NMR スペクト

ルにおいて、Neu5Ac 残基の H-3 エクアトリアルのシグナルが各々d 2.89 ppm およびd 2.88 

ppmに、Neu5Ac残基のH-4シグナルが各々d 3.82 ppmおよびd 3.82 ppmに観測された（図

3-7I）。また HMBC スペクトルにおいては両化合物共に、Neu5Ac の C-2 と還元末端マン

ノースのH-1との間に相関が観測された（図3-7II）。更に、13CデカップリングなしのHMQC

スペクトルにおいて、H-1 と C-1 との間の単結合カップリング定数は、化合物１について

は 159.7 Hz、化合物２については 160.1 Hz であった（図 3-7III）。以上の結果より、化合

物１は Neu5Ac がマンノースのb-アノマー位にa型で結合し、化合物２は Neu5Ac が 6‐マ

ンノビオースのb‐アノマー位にa型で結合していることが示された。これら新規な化合物 1

および化合物 2 の構造を図 3-8 に示す。化合物１の 1H および 13C 化学シフト値、そして代

表的な結合定数を表 3-2 に、化合物２の 1H および 13C 化学シフト値、そして代表的な結合

定数を表 3-3 に示す。 

 

3.2.5 各種イノシトールに由来する合成産物の確認 

 allo-inositol 、 1D-chiro-inositol 、 1L-chiro-inositol 、 epi-inositol 、 myo-inositol 、

muco-inositol、および scyllo-inositol を受容体基質に用いて合成反応を行った結果、

allo-inositol、1D-chiro-inositol、epi-inositol、myo-inositol、および muco-inositol より反

応産物を確認することができた。これらイノシトールはいずれも、ガラクトース残基の
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3-OH と 4-OH に似たシス－ジオール構造を有する（図 3-9）。しかし、1L-chiro-inositol

および scyllo-inositol からは反応産物を確認することはできなかった。これら両イノシトー

ルはガラクトース残基の 3-OH と 4-OH に似たシス－ジオール構造を持たない（図 3-9）。

3.1.4 の項で述べた方法により各々の反応産物を精製し、得られた産物、Neu5Ac、および

CMP-シアル酸について TSKgel Amide-80 カラムを用いた HPLC 分析の結果を図 3-10 に

示す。1D-chiro-inositol、epi-inositol、muco-inositol、および myo-inositol からは単一の

合成産物を得ることができ、各産物の保持時間は、各々18.0 分、22.1 分、15.0 分、および

21.2 分であった。allo-inositol からの精製産物は、14.8 分、16.7 分、および 17.3 分の保持

時間を示す少なくとも 3 成分を含む混合物であった。いずれの産物も陰イオン交換クロマ

トグラフィー精製過程において 5～10mM リン酸カリウム緩衝液溶出画分に検出されたこ

とから、Neu5Ac が 1 分子転移したと考えた。 

 

 以上の結果より、単一の化合物として精製することができたと考えられる

1D-chiro-inositol、epi-inositol、myo-inositol、および muco-inositol 由来の合成産物につ

いて構造解析を行った。 

 

3.2.6 1D-chiro-イノシトールに由来する合成産物の構造解析 

 反応液から合成産物を、陰イオン交換クロマトグラフィーおよびサイズ排除カラムクロ

マトグラフィーにより精製を行い、36.3 mg（収率 69 %）の化合物３を得た。陰イオン交

換クロマトグラフィー精製過程における溶出画分の TLC 分析結果を図 3-11 に示す。 

 次に精製した化合物３の構造を明らかにするため、NMR 分析および質量分析を行った。

得られたスペクトルを図 3-12I～IV に示す。1H-NMR スペクトルでは Neu5Ac の H-3 エク

アトリアルおよび H-4の各シグナルが、各々d 2.73 ppm およびd 3.69 ppm に観測された（図

3-12I）。このことは化合物 3にはNeu5Acがa-結合していることを示していた（Shauer Eds. 
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1982）。13C-NMR スペクトルでは、1D-chiro-inositol に由来する C-2 のシグナルが低磁場

にシフトしていた（d 70.32 ppm からd 73.76 ppm、図 3-12II）。更に HMBC スペクトルで

は、Neu5Ac の C-2 および 1D-chiro-inositol の H-2 との間に相関が見られた（図 3-12III）。

また質量分析からは、ネガティブ（[M-H]‐）イオンピークが470.05に観測された（図3-12IV）。

これらの結果から、1D-chiro-inositol に由来する化合物３は 1D-chiro-inositol の 2 位の水

酸基に Neu5Ac が結合していることが明らかとなり、1D-2-O-(a-sialosyl)-chiro-inositol と

決定した。構造を図 3-13 に、1H および 13C 化学シフト値、そして代表的な結合定数を表

3-4 に示す。 

 

3.2.7 epi-イノシトールに由来する合成産物の構造解析 

反応液から合成産物を、陰イオン交換クロマトグラフィーおよびサイズ排除カラムクロ

マトグラフィーにより精製を行い、30.4 mg（収率 58 %）の化合物４を得た。陰イオン交

換クロマトグラフィー精製過程における溶出画分の TLC 分析結果を図 3-14 に示す。 

  次に精製した化合物４の構造を明らかにするため、NMR 分析および質量分析を行った。

得られたスペクトルを図 3-15I～IV に示す。1H-NMR スペクトルでは Neu5Ac の H-3 エク

アトリアルおよび H-4の各シグナルが、各々d 2.80 ppm およびd 3.67 ppm に観測された（図

3-15I）。また、epi-inositol の H-1 と H-5、および H-2 と H-4 に由来する化学シフト値が、

各々非対称な成分に分かれて観測された。13C-NMR スペクトルでは、epi-inositol に由来す

る C-3 のシグナルが低磁場にシフトしていた（d 66.69 ppm からd 70.20 ppm、図 3-15II）。

更に HMBC スペクトルでは、Neu5Ac の C-2 および epi-inositol の H-3 との間に相関が見

られた（図 3-15III）。質量分析からは、ネガティブ（[M-H]‐）イオンピークが 470.20 に観

測された（図 3-15IV）。これらの結果から、epi-inositol 由来の化合物４については

epi-inositol の 3 位の水酸基に Neu5Ac が結合していることが明らかとなり、

1L-3-O-(a-sialosyl)-epi-inositol と決定した。構造を図 3-16 に、1H および 13C 化学シフト
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値、そして代表的な結合定数を表 3-5 に示す。 

 

3.2.8 muco-inositol に由来する合成産物の構造解析 

 反応液から合成産物を、陰イオン交換クロマトグラフィーおよびサイズ排除カラムクロ

マトグラフィーにより精製を行い、4.0 mg（収率 7.6 ％）の化合物５を得た。陰イオン交

換クロマトグラフィー精製過程における溶出画分の TLC 分析結果を図 3-17 に示す。 

  次に精製した化合物５の構造を明らかにするため、NMR 分析および質量分析を行った。

得られたスペクトルを図 3-18I～IV に示す。1H-NMR スペクトルでは Neu5Ac の H-3 エク

アトリアルおよび H-4の各シグナルが、各々d 2.86 ppm およびd 3.79 ppm に観測された（図

3-18I）。また、muco-inositol 残基の H-1、H-2、H-4、および H-5 に由来する化学シフト値

は、各々非対称な成分に分かれて観測された（muco-inositol の H-1、H-2、H-4、および

H-5 の化学シフト値はd 3.87 ppm）。13C-NMR スペクトルでは、muco-inositol 残基に由来

するC-1あるいはC-5のシグナルが低磁場にシフトしていた（d 70.07 ppmからd 75.40 ppm、

図 3-18II）。更に HMBC スペクトルでは、Neu5Ac の C-2 および muco-inositol の H-1 あ

るいは H-5 との間に相関を観測した（図 3-18III）。質量分析からは、ネガティブ（[M-H]‐）

イオンピークが 470.15 に観測された（図 3-18IV）。これらの結果から、muco-inositol 由来

の化合物５についてはmuco-inositolの 1位あるいは 5位の水酸基にNeu5Acが結合してい

ることが明らかとなった。1H および 13C 化学シフト値、そして代表的な結合定数を表 3-6

に示す。 

 

3.2.9 myo-inositol に由来する合成産物の構造解析 

 反応液から合成産物を、陰イオン交換クロマトグラフィーおよびサイズ排除カラムクロ

マトグラフィーにより精製を行い、9.5 mg（収率 36  ％）の化合物６を得た。陰イオン交

換クロマトグラフィー精製過程における溶出画分の TLC 分析結果を図 3-19 に示す。 
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  次に精製した化合物６の構造を明らかにするため、NMR 分析および質量分析を行った。

得られたスペクトルを図 3-20I～IV に示す。1H-NMR スペクトルでは Neu5Ac の H-3 エク

アトリアルおよび H-4の各シグナルが、各々d 2.86 ppm およびd 3.84 ppm に観測された（図

3-20I）。また、myo-inositol 残基の H-1 および H-3 に由来する化学シフト値は、各々非対

称な成分に分かれて観測された（myo-inositol の H-1 および H-3 の化学シフト値はd 3.52 

ppm）。13C-NMR スペクトルでは、myo-inositol 残基に由来する C-1 あるいは C-3 のシグ

ナルが低磁場にシフトしていた（d 72.35 ppm からd 74.00 ppm、図 3-20II）。更に HMBC

スペクトルでは、Neu5Ac の C-2 および myo-inositol の H-1 あるいは H-3 との間に相関が

見られた（図 3-20III）。質量分析からは、ネガティブ（[M-H]‐）イオンピークが 470.10

に観測された（図 3-20IV）。これらの結果から、myo-inositol 由来の化合物６については

myo-inositol の 1 位もしくは 3 位の水酸基に、Neu5Ac が結合していることが明らかとなっ

た。1H および 13C 化学シフト値、そして代表的な結合定数を表 3-7 に示す。 

 

3.2.10 各種イノシトールに対する特異性 

 rD23pspST3の各種イノシトールに対する基質特異性を明らかにするため、myo-inositol 、

1D-chiro-inositol、1L-chiro-inositol、epi-inositol、muco-inositol、および scyllo-inositol

を用いてラクトースを基準とした酵素の相対活性について解析を行った。その結果、高い

単離収率を示した 1D-chiro-inositol および epi-inositol に対する相対活性が最も高く、最も

低い単離収率であった muco-inositol に対する相対活性は最も低かった。合成産物が確認で

きなかった 1L-chiro-inositol および scyllo-inositol に対して活性は検出されなかった。これ

らの結果を表 3-8 に示す。 
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3.3 考察 

 

3.3.1 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素

rD23pspST3 の受容体基質特異性（１） 

rD23pspST3 を用いて 3’-シアリルラクトースの合成を行い、その精製過程において副産

物の存在を見出した。構造解析により、この副産物は 2,3'-ジシアリルラクトースであるこ

とを明らかにした。この結果は、シアル酸転移酵素の regio-mistaken 反応に関する最初の

報告である。regio-mistaken 反応とは、本来の基質と立体配置が類似する基質に対して酵

素が誤認識した結果生じる反応である。糖転移酵素の regio-mistaken 反応に関しては、既

にガラクトース転移酵素について西田らにより報告されている（Nishida et al. 1993）。そ

の中で西田らは、ウシ乳より調製したガラクトース転移酵素は通常、ウリジン二リン酸ガ

ラクトース（UDP-Gal）より Gal を Glc および N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）に転

移するが、この酵素はまた、UDP-Gal よりbGal を N-アセチルカノサミン（Glc3NAc）の

アノマー位に転移することを報告している（Nishida et al. 1993）。この場合、Glc3NAc の

b-アノマーの C-1 から C-4 の立体配置は、GlcNAc の C-4 から C-1 の立体配置と同一であ

る。従って、ガラクトース転移酵素は Glc3NAc を受容体基質として認識し、GlcNAc の C-4

位に対応する Glc3NAc の C-1 位、即ちアノマー位にガラクトースを転移していると考えら

れる。 

本研究で用いた rD23pspST3 の場合も、受容体基質としてa-ラクトースを使用すると、

a-Glc の C-1 から C-3 の立体配置は Gal の C-4 から C-2 の立体配置と重ね合わすことがで

きる（図 3-21）。今回合成反応に使用したラクトースはa-型とb-型を含むため、水溶液中で

は両アノマーの平衡状態で存在しているが、1H-NMR スペクトルからは 2,3’-ジシアリルラ

クトースのb-アノマーを示すシグナルは観測されず、その構造はa-アノマーに固定されてい

た。このことは、本研究で使用した rD23pspST3 が、a-Glc の C-1 から C-3 部分を受容体
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基質として認識し、CMP-Neu5Ac から Neu5Ac をa-Glc の O-2 水酸基に転移していること

を強く示唆している。なお、b-Glc の場合は、C-1 から C-3 の水酸基の立体配置は Gal の

C-4 から C-2 の立体配置と重なり合わない（図 3-21）。2,3'-ジシアリルラクトースの構造が

a-型に固定されている理由は、現時点では不明であるが、酵素反応によりa-Glc の O-2 水酸

基に Neu5Ac が転移すると、Neu5Ac のカルボキシル基とa-Glc の O-1 水酸基との間で直ち

に水素結合が形成され、分子構造が安定化されるのではないかと考えている。 

 

3.3.2 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素

rD23pspST3 の受容体基質特異性（２） 

 rD23pspST3 がラクトースから 2,3'-ジシアリルラクトースを産生し、しかもその構造は

a-型のみから構成されることが示された（図 3-5）。この rD23pspST3 が有する特殊な受容

体基質特異性について、更にマンノースおよび 6-マンノビオースを受容体基質に用いてシ

アリル化反応を行ったところ、両受容体基質より産物（各々化合物１および化合物 2）を得

ることができ、Neu5Ac がマンノースおよび 6-マンノビオースのb-アノマー位に結合してい

る構造となっていることを示した（図 3-8）。化学合成によりグリコシル化反応を行う場合、

a-シアリル化およびb-マンノシル化は最も困難な反応であることが知られている

（Brito-Arias 2007）。今回これら 2 種類の困難な反応が rD23pspST3 を用いることによっ

て一段階で同時に行うことができ、今後の応用展開が強く期待される。 

 2,3'-ジシアリルラクトースの合成とその構造解析から、rD23pspST3 は、ラクトースの

a-アノマーの Glc、即ちa-Glc の C-1 から C-3 の立体配置を受容体部位と認識し、ガラク

トピラノースの 3 位の水酸基に対応するa-Glc の 2 位の水酸基に Neu5Ac を転移する活性

を有することを 3.3.1 で述べた。マンノピラノースのb-アノマーにおける C-2 から O-5 の

立体配置もまた、ガラクトピラノースの C-4 から C-2 の立体配置と重ね合わすことができ

る（図 3-22）。この場合、ガラクトピラノースの C-2 とマンノピラノースの O-5 との間の
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構造は異なっていることから、rD23pspST3 は、ガラクトピラノースの C-4 と C-3 の立体

配置構造を主に受容体基質として認識しているものと推察される。また、6-マンノビオー

スでは C-5 が Gal 残基のアノマー位に対応することから、非還元末端マンノースが、通常

の受容体基質であるラクトースあるいはLacNAcの還元末端 Glc あるいはGlcNAc と誤認

されている可能性もある。この点を明らかにするためには単糖マンノースおよび 6-マンノ

ビオースの反応動力学パラメータを明らかにして、ラクトースおよび LacNAc のそれらと

比較する必要があると考えている 

 

3.3.3 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組み換えa2,3-シアル酸転移酵素

rD23pspST3 を用いた各種シアリルイノシトールの合成と構造解析 

 2,3'-ジシアリルラクトース、シアリルマンノース、およびシアリル-6-マンノビオースの 

合成とその構造解析から、rD23pspST3 は、ガラクトピラノースの C-4 と C-3 の立体配置

構造を受容体基質として認識し、ガラクトピラノースの O-3 水酸基に相当する水酸基に

Neu5Ac を転移していると考えられた。そこで、糖アルコールのシクリトールに分類される

各種イノシトールを受容体基質に用いて酵素反応を行った結果、予想通りガラクトピラノ

ースの C-4 と C-3 の立体配置を有する、1D-chiro-inositol、epi-inositol、muco-inositol、

および myo-inositol から産物を合成することができた。 

 各 種 ス ペ ク ト ル 分 析 の 結 果 か ら 、 1D-chiro-inositol 由 来 の 化 合 物 ３ は

1D-2-O-(a-sialosyl)-chiro-inositol 、 epi-inositol 由 来 の 化 合 物 ４ は

1L-3-O-(a-sialosyl)-epi-inositol と決定した（図 3-13 および図 3-16）。 

一方、muco-inositol 由来の化合物５および myo-inositol 由来の化合物６に関しては構造

の対称性により、NMR 分析のみでは Neu5Ac が結合している正確な部位を特定することが

できなかった。しかし、3.3.1 および 3.3.2 で明らかにしてきたようにD23pspST3 酵素はガ

ラクトピラノースの 3 位および 4 位のシス－ジオール構造を強く認識している点を考える
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と、化合物５は muco-inositol の 1 位の水酸基に Neu5Ac が結合した sialyl-muco-inositol、

化合物６は myo-inositol の 3 位の水酸基に Neu5Ac が結合した sialyl-myo-inositol である

可能性が高いものと予想された（図 3-23）。 

 

3.3.4 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素

rD23pspST3 の受容体基質特異性（３） 

 3.2.5 から 3.2.9 において rD23pspST3 は、4 種類のイノシトール、1D-chiro-inositol、

epi-inositol、muco-inositol、および myo-inositol に Neu5Ac を転移する活性を有すること

を示し、本研究によりシアル酸転移酵素がシアリルイノシトールを合成できることを初め

て明らかにした。これら基質は、本酵素の典型的な受容体基質であるガラクトース残基と

一部類似の構造を有している（図 3-9）。シアル酸が転移した位置は全てガラクトースの C-3

から C-4 に対応するシスージオール構造のエクアトリアル水酸基であった。epi-inositol を

基質に用いた反応では、このイノシトールは２つのシスージオール構造（3,4-ジオールおよ

び 1,2-ジオール）を有することから、2 種類の産物が合成されることが予想されたが、シア

ル酸残基は 3 位の水酸基にしか転移せず、1 位の水酸基には転移しなかった。epi-inositol

の 3 位および 4 位の水酸基をガラクトースの 3 位および 4 位の水酸基と重ね合わせた場合

には、ガラクトースの環酸素はエクアトリアルの CH-OH に置き換えられる。一方、

epi-inositol の 1 位および 2 位の水酸基をガラクトースの 3 位および 4 位の水酸基と重ね合

わせた場合は、環酸素はアキシャルの CH-OH に置き換えられる。また、ガラクトースの

環酸素の位置がアキシャルな CH-OH を有する muco-inositol に由来する反応産物の収率

（7.6%）は、他の 3 種のイノシトールに由来する反応産物の収率（36-69%）よりも著しく

低い。更に、これら 4 種のイノシトールに対する本酵素のシアル酸転移活性の解析より、

本酵素は epi-inositol および 1D-chiro-inositol を良い基質とし、muco-inositol は基質にな

りにくかった（表 3-8）。これらの結果は、rD23pspST3 は、ガラクトースの環酸素位置で
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の配向性に関してアキシャルよりもエクアトリアルをより良い基質として認識しているこ

とを示している。受容体基質として用いた各イノシトールから得られた合成産物の単離収

率と各イノシトールに対する酵素の相対活性の結果を総合的に勘案すると、ガラクトピラ

ノースの 5 位に対応する水酸基の配向性はエクアトリアルよりもアキシャルであるイノシ

トールを、ガラクトピラノースの 2 位に対応する水酸基の配向性はエクアトリアルよりも

アキシャルであるイノシトールをより良い基質としていると考えられる。水酸基がこれら

の配向性を有するイノシトールは allo-inositol である。3.2.5 で rD23psp23ST は

allo-inositol にも Neu5Ac を 1 分子転移させることができ、反応産物は少なくとも 3 成分を

含む混合物であることを述べた。allo-inositol から複数の産物が得られるのは allo-inositol

がガラクトピラノースの 3,4-シスージオール構造を複数もつことに起因すると考えられる。

将来的に各産物の分離・精製を行って単離収率を求めるとともに、シアル酸が転移する各々

の水酸基が保護基で保護された化合物を用いることで酵素の受容体基質認識機構について

のより詳細な知見を得ることが出来ると考えている。 

これまでに、海洋性細菌由来のシアル酸転移酵素は、広い受容体基質特異性を有してい

ることが示されてきた（Izumi and Wong 2001；Yamamoto et al. 2006）。今回はその受容

体基質特異性を詳細に解析することにより、Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の

rD23pspST3 はガラクトース残基に類似した構造を有していれば、様々な糖を基質としてシ

アロシドを合成できることを示した。 
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表 3-1 ラクトースを受容体基質に用いて得られた合成副産物の化学シフト値および代表

的な結合定数  

1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.75 ppm（298 K）および 1,4-ジオ

キサン＝69.1 ppm（298 K）に対する相対値で表した。 
 
 
 
表 3-2 化合物１の化学シフト値 aおよび代表的な結合定数  

a 1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.81 ppm（303 K）および 1,4-ジ
オキサン＝67.4 ppm（303 K）に対する相対値で表した。 
b 250 MHz の HMQC スペクトルより測定した。 

1H J (Hz)   13C 1H J (Hz)    13C J (Hz)

1 173.10 1 5.18 d, 3J 1,2 1.0 95.04 1J C1,H1 159.7
2 100.73 2 3.99b 71.08

  3ax 1.89 dd, 3J 3ax,4 12.1 39.77 3 3.76b 72.63
  3eq 2.89 dd, 3J 3eq,4 4.6

 3J gem 12.5
4 3.82b 68.11 4 3.69 dd, 3J 3,4  9.4 66.28
5 3.98b 51.57 5 3.48 ddd, 3J 4,5 9.2 76.66
6 3.80b 72.99 6a 4.00b 3J 5,6a 2.3 60.81

6b 3.85 dd, 3J 5,6b 5.6
3J gem 12.4

7 3.69 dd, 3J 6,7 1.7 68.11

8 3.96b 3J 7,8a 8.6 71.87

9a 3.98b 62.51
9b 3.76b

CH3 2.14 21.97
C=O 174.95

Neu5Ac Man

1H J 13C 1H J 13C 1H J 13C

1 176.3 4.49 d, 7.85 104.9 5.19 (a) d, 3.53 93.1
2 102.5 3.52 71.8 3.95 (a) dd, 9.82, 3.53 75.9
2 102.2

3ax 1.75 dd, 12.63 41.7 4.06 dd, 9.90, 3.06 77.9 3.79 (a) 72.1
3ax 42.1
3eq 2.67 dd, 12.63, 4.65 41.7
3eq 2.70 dd, 12.49, 4.54 42.1

4 3.62 71.0 3.90 69.9 3.69 (a) 80.1
4 70.8
5 3.79 54.1 3.65 77.6 3.89 (a) 72.4
6 3.56 75.3 3.72 63.5 3.82 (a) 62.4
6 75.2 3.65
7 3.53 70.6
7 70.5
8 3.85 74.2
8 3.82 74.2
9 3.58 65.0

Neu5Ac Gal Glc
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表 3-3 化合物２の化学シフト値 aおよび代表的な結合定数  

a 1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.81 ppm（303 K）および 1,4-ジ
オキサン＝67.4 ppm（303 K）に対する相対値で表した。 
b 250 MHz の HMQC スペクトルより測定した。 
 
 
 
表 3-4 化合物３の化学シフト値 aおよび代表的な結合定数  

a 1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.81 ppm（298 K）および 1,4-ジ
オキサン＝67.4 ppm（298 K）に対する相対値で表した。 
b 250 MHz の HMQC スペクトルより測定した。 

1H J  (Hz) 13C 1H J  (Hz) 13C J  (Hz) 1H J  (Hz) 13C J  (Hz)
1 173.11 1 5.21 d, 3J 1,2 1.0 94.98 1J C1,H1 160.1 5.02 d, 3J 1,2 1.7 99.50 1J C1,H1 171.5
2 100.71 2 4.00b 71.08 4.12 dd, 3J 2,3 3.4 69.84

  3ax 1.91 dd, 3J 3ax,4 12.0 39.59 3 3.82b 72.78 3.99b 70.42
  3eq 2.88 dd, 3J 3eq,4 4.6

 3J gem 12.5
4 3.82b 68.15 4 3.81b 66.13 3.76b 66.74
5 3.97b 51.53 5 3.63b 74.55 3.79b 72.61
6 3.77b 72.94 6a 4.08b dd, 3J 5,6a 4.5 65.45 4.01b 60.86

6b 3.86b 3J gem 11.6 3.88b

7 3.69 dd, 3J 6,7 1.8 68.15

8 3.94b 3J 7,8 8.9 72.00

9a 3.98b 62.57
9b 3.75b

CH3 2.14 21.97
C=O 174.96

Neu5Ac Man Man'

1H J  (Hz) 1H J  (Hz) 13C
1 173.93 1 4.07 dd, 3J 1,2 3.5  3J1,6 3.5 70.58

2 4.22 bdd, 3J 2,3 9.1 73.76
2 100.07 3, 4 3.63b 71.05

3.62b 72.47
  3ax 1.83 dd, 3J 3ax,4 11.8 39.28 5 3.72 bdd, 3J 4,5 9.1 3J 5,6 3.5 70.08
  3eq 2.73 dd, 3J 3eq,4 4.6 6 3.99 71.30

 2J gem 12.3
4 3.69 ddd, 3J 4,5 10.0 68.39
5 3.85 dd, 3J 5,6 10.0 51.61
6 3.63 dd, 3J 6,7 1.6 72.74
7 3.60 dd, 3J 7,8 8.5 68.03
8 3.90 ddd, 3J 8,9a 2.5 71.62

3J 8,9b 6.1
9a 3.87b dd, 3J gem 9.9 62.45

9b 3.65b

CH3 2.03 21.95
C=O 174.92

13C

Neu5Ac chiro -inositol
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表 3-5 化合物４の化学シフト値 aおよび代表的な結合定数 

a 1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.81 ppm（298 K）および 1,4-ジ
オキサン＝67.4 ppm（298 K）に対する相対値で表した。 
 
 
 
表 3-6 化合物５の化学シフト値 aおよび代表的な結合定数  

a 1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.81 ppm（303 K）および 1,4-ジ
オキサン＝67.4 ppm（303 K）に対する相対値で表した。 
b 250 MHz の HMQC スペクトルより測定した。 

1H J  (Hz) 1H J  (Hz) 13C
1 173.42 1, 5 3.50 dd, 3J 1,2 3.1  3J 1,6 9.7 71.41

3.47 3J 4,5 3.1  3J 5,6 9.7 71.41
2 101.31 2, 4 4.20 ddd, 3J 2,3 3.0  4J 2,4 1.7 74.75

4.02                  3J 3,4 3.0 73.85
  3ax 1.81 dd, 3J 3ax,4 11.8 40.30 3 3.90 70.20
  3eq 2.80 dd, 3J 3eq,4 4.6 6 3.82 69.78

 2J gem 12.4
4 3.67 ddd, 3J 4,5 9.9 68.24
5 3.84 dd, 3J 5,6 10.4 51.63
6 3.65 dd, 3J 6,7 1.9 72.74
7 3.59 dd, 3J 7,8 9.1 67.97
8 3.78 ddd, 3J 8,9a 2.4 72.09

3J 8,9b 6.5
9a 3.87 dd, 2J gem 11.9 62.52

9b 3.62
CH3 2.03 21.95
C=O 174.95

epi -inositol
13C

Neu5Ac

1H J  (Hz) 1H J  (Hz) 13C
1 173.48 1, 5 4.34 dd, 3J 1,2 3.4  3J 1,6 6.9 75.40

3.97b m, 3J 4,5 3.4 3J 5,6 6.9 72.06
2 100.90 2, 4 4.02b m, 3J 2,3 5.9  3J 3,4 5.9 72.06

3.95b 71.25
  3ax 1.89 dd, 3J 3ax,4 12.3 39.65 3 4.10 70.08
  3eq 2.86 dd, 3J 3eq,4 4.0 6 4.21 68.89

 2J gem 12.3
4 3.79 ddd, 3J 4,5 9.9 68.33
5 3.95 dd, 3J 5,6 10.3 51.61
6 3.76 dd, 3J 6,7 1.8 72.82
7 3.69 dd, 3J 7,8 8.9 68.09

8 3.97b 71.76
9a 3.98b m, 3J 8,9a 2.5 62.54
9b 3.75b m, 3J 8,9b 6.8

2J gem 12.5
CH3 2.13 21.95
C=O 174.93

muco -inositol
13C

Neu5Ac
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表 3-7 化合物６の化学シフト値 aおよび代表的な結合定数  

a 1H および 13C の化学シフト値は、各々重水（HOD）＝4.81 ppm（303 K）および 1,4-ジ
オキサン＝67.4 ppm（303 K）に対する相対値で表した。 
b 250 MHz の HMQC スペクトルより測定した。 
 
 
 
表 3-8 各種イノシトールに対する rD23pspST3 の特異性 

* ラクトースを基質とした場合の転移活性を 100％とした場合の相対値を示す。 
# ガラクトースの 3,4-シス－ジオール構造を持たないイノシトール。 
1 合成反応条件（使用基質量・酵素量）はイノシトールの場合と異なるため、参考値。 
 

1H J 1H J 13C
1 173.77 1, 3 3.62 dd, 3J 1,2 2.7 3J 1,6 9.9 70.57
2 99.72 4.07 3J 2,3 2.7 3J 3.4 9.8 74.00

  3ax 1.91 dd, 3J 3ax,4 12.2 39.41 2 4.18 70.79
  3eq 2.86 dd, 3J 3eq,4 4.5 4, 6 3.76b m, 3J 4,5 9.2 3J 5.6 9.2 70.65

 2J gem 12.2 3.72b 71.99
4 3.84b 68.23 5 3.43 73.79
5 3.95 dd, 3J 4,5 9.8 3J 5,6 9.8 51.49  
6 3.70b 72.57
7 3.70b 67.91
8 4.00b 71.57

9a 3.98b 62.36
9b 3.75b

CH3 2.14 21.85
C=O 174.81

myo -inositol
13C

Neu5Ac

受容体基質
Neu5Ac転移活性

(nmol/min)
相対活性*

（％）

単離収率
（％）

myo -inositol 0.21 4.5 36
1L-chiro -inositol # - - -
1D-chiro -inositol 0.68 15 69
epi -inositol 0.85 18 58
muco -inositol 0.08 1.7 7.6
scyllo -inositol # - - -

ラクトース 4.65 100 60 - 80 1
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図 3-1 3'-シアリルラクトース合成反応液の陰イオン交換クロマトグラフィーでの溶出画

分の TLC 分析 
コントロール化合物および溶出画分（5ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）にス

ポットし、2-プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）を用いて展開させた。プレートを硫

酸－エタノールに浸漬後、ホットプレート上で加熱して有機化合物を呈色させた。副産物

を矢印で示した。L：ラクトース、D：CMP-Neu5Ac、N：Neu5Ac、SL：3'-シアリルラク

トース、FT：素通り画分、W：洗浄画分、5 mM～1 M：記載濃度のリン酸緩衝液（pH6.8）
による溶出画分。 
 

図 3-2 3'-シアリルラクトースおよび副産物の HPLC 分析 
精製した各々の産物を 150ml のアセトニトリル／15 mM リン酸カリウム緩衝液（pH5.2）
（75：25、v/v）に溶解し、TSKgel Amide-80 カラムを用いた HPLC で分析を行った。カ

ラム温度：40℃、流速：1ml／分、溶出液 A：アセトニトリル／15 mM リン酸カリウム緩

衝液（pH5.2）（50：50）、溶出液 B：アセトニトリル／15 mM リン酸カリウム緩衝液（pH5.2）
（75：25）、溶出条件は、0～15 分：溶出液 B によるイソクラティック溶出、15～45 分：

溶出液 B を 100%から 0%に下げる直線勾配溶出。1：3'-シアリルラクトース、2：副産物。 

L D N SL WFT 5mM 10mM 50mM 100mM 500mM 1M

1

2

保持時間（分） 

シ
グ
ナ
ル
強
度
（

m
AU

、
19

5 
nm

） 
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図 3-3 副産物の質量分析 
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図 3-4 副産物の NMR スペクトル 
I、1H-NMR スペクトル；II、HSQC スペクトル

I 

II 
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図 3-4 副産物の NMR スペクトル（続き） 
III、HMBC スペクトル、IV、HOHAHA スペクトル 

III 

IV 
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図 3-4 副産物の NMR スペクトル（続き） 
精製した副産物を重水に溶解し、Bruker DMX-500 を用いた NMR 分析に供試した。化学

シフト値は内性の重水（4.75 ppm、298 K）に対する相対値で示した。1H-13C 間の相関ス

ペクトルおよび 1H-1H 間の相関スペクトルは Bruker の標準プログラムを用いて測定した。 
V、COSY スペクトル 
 

図 3-5 2,3’-ジシアリルラクトースの構造 
Neu5Ac はラクトースの非還元末端ガラクトースの 3 位の水酸基および還元末端グルコー

スの 2 位の水酸基にa-結合しており、水溶液中ではa-アノマーのみの構造をとる。
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O
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OH OH
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図 3-6 6-マンノビオースを用いた合成反応液の陰イオン交換クロマトグラフィーでの溶

出画分の TLC 分析 
コントロール化合物および溶出画分（5ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）にス

ポットし、2-プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）を用いて展開させた。プレートを硫

酸－エタノールに浸漬後、ホットプレート上で加熱して有機物を呈色させた。反応産物を

矢印で示す。A：6-マンノビオース、D：CMP-Neu5Ac、N：Neu5Ac、R：反応液、FT：
素通り画分、W：洗浄画分、5 mM～1 M：記載濃度のリン酸緩衝液（pH6.8）による溶出

画分。 
 
 
 

 
図 3-7 化合物１および化合物２の NMR スペクトル 
I、1H-NMR スペクトル。A は化合物１を B は化合物２を示す。 
  

A D N R WFT 5mM 10mM 50mM 100mM 500mM 1M

A B

I 
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図 3-7 化合物１および化合物２の NMR スペクトル（続き） 
II、HMBC スペクトル；III、HMQC スペクトル。A は化合物１を B は化合物２を示す。 
 
 
 

図 3-8 化合物 1 および化合物 2 の構造 
1、マンノース由来合成産物；2、6-マンノビオース由来合成産物 
 

A B

III 

A B

II 
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図 3-9 合成反応に用いた各種イノシトールの構造 
allo-inositol、1D-chiro-inositol、epi-inositol、muco-inositol、および myo-inositol はガラ

クトースの 3,4-シスジオール構造を有する、1D-chiro-inositol および scyllo-inositol はシス

ージオール構造を持たない。 
 
 

図 3-10 各種イノシトールから得られた合成産物の HPLC 分析 
精製した各々の産物を 150ml のアセトニトリル／15 mM リン酸カリウム緩衝液（pH5.2）
（75：25、v/v）に溶解し、TSKgel Amide-80 カラムを用いた HPLC で分析を行った。カ

ラム温度：40℃、流速：1ml／分、溶出液 A：アセトニトリル／15 mM リン酸カリウム緩

衝液（pH5.2）（50：50）、溶出液 B：アセトニトリル／15 mM リン酸カリウム緩衝液（pH5.2）
（75：25）、溶出条件は、0～15 分：溶出液 B によるイソクラティック溶出、15～45 分：

溶出液 B を 100%から 0%に下げる直線勾配溶出。1：Neu5Ac（10.6 分）、2：CMP-Neu5Ac
（24.3 分）、3：myo-inositol 由来産物（21.2 分）、4：muco-inositol 由来産物（15.0 分）、

5：epi-inositol 由来産物（22.1 分）、6：1D-chiro-inositol 由来産物（18.0 分）、7：allo-inositol
由来産物（14.8 分、16.7 分、17.3 分）。 
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図 3-11 1D-chiro-inositol を用いた合成反応液の陰イオン交換クロマトグラフィーでの溶

出画分の TLC 分析 
コントロール化合物および溶出画分（5ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）にス

ポットし、2-プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）を用いて展開させた。プレートを硫

酸－エタノールに浸漬後、ホットプレート上で加熱して有機化合物を呈色させた。反応産

物を矢印で示した。N：Neu5Ac、R：反応液、FT：素通り画分、W：洗浄画分、5 mM～

100 mM：記載濃度のリン酸緩衝液（pH6.8）による溶出画分。 
 
 
 
 
 
 

図 3-12 化合物３の NMR 分析および MS 分析 
I、1H-NMR スペクトル；II、13C-NMR スペクトル 
 

N R WFT 5mM 10mM 50mM 100mM

I II 
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図 3-12 化合物３の NMR 分析および MS 分析（続き） 
III、HMBC スペクトル；IV、MS スペクトル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-13 化合物 3 の構造

III 

IV 
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図 3-14 epi-inositol を用いた合成反応液の陰イオン交換クロマトグラフィーでの溶出画

分の TLC 分析 
コントロール化合物および溶出画分（5ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）にス

ポットし、2-プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）を用いて展開させた。プレートを硫

酸－エタノールに浸漬後、ホットプレート上で加熱して有機化合物を呈色させた。反応産

物を矢印で示した。N：Neu5Ac、R：反応液、D：CMP-Neu5Ac、FT：素通り画分、W：

洗浄画分、5 mM～100 mM：記載濃度のリン酸緩衝液（pH6.8）による溶出画分。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3-15 化合物４の NMR 分析および MS 分析 
I、1H-NMR スペクトル；II、13C-NMR スペクトル 

N R WFT 5mM 10mM 50mM 100mM D

I II 
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図 3-15 化合物４の NMR 分析および MS 分析（続き） 
III、HMBC スペクトル；IV、MS スペクトル 
 
 
 

図 3-16 化合物 4 の構造 

III 

IV 
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 図 3-17 muco-inositol を用いた合成反応液の陰イオン交換クロマトグラフィーでの溶出

画分の TLC 分析 
コントロール化合物および溶出画分（5ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）にス

ポットし、2-プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）を用いて展開させた。プレートを硫

酸－エタノールに浸漬後、ホットプレート上で加熱して有機化合物を呈色させた。反応産

物を矢印で示した。N：Neu5Ac、R：反応液、D：CMP-Neu5Ac、FT：素通り画分、W：

洗浄画分、5 mM～100 mM：記載濃度のリン酸緩衝液（pH6.8）による溶出画分。 
 
 
 
 
 
 

N R WFT 5mM 10mM 50mM 100mM DD
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図 3-18 化合物５の NMR 分析および MS 分析 
I、1H-NMR スペクトル；II、13C-NMR スペクトル；III、HMBC スペクトル；IV、MS ス

ペクトル

I II 

III 

IV 
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図 3-19 myo-inositol を用いた合成反応液の陰イオン交換クロマトグラフィーでの溶出画

分の TLC 分析 
コントロール化合物および溶出画分（5ml）を HPTLC プレート（60 F254、メルク）にス

ポットし、2-プロパノール／酢酸／水（3：2：1、v/v）を用いて展開させた。プレートを硫

酸－エタノールに浸漬後、ホットプレート上で加熱して有機化合物を呈色させた。反応産

物を矢印で示した。N：Neu5Ac、R：反応液、D：CMP-Neu5Ac、FT：素通り画分、W：

洗浄画分、5 mM～100 mM：記載濃度のリン酸緩衝液（pH6.8）による溶出画分。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N R WFT 5mM 10mM 50mM 100mM
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図 3-20 化合物６の NMR 分析および MS 分析 
I、1H-NMR スペクトル；II、13C-NMR スペクトル；III、HMBC スペクトル；IV、MS ス

ペクトル 

I II 

III 

IV 
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図 3-21 D-ガラクトピラノースおよび D-グルコピラノースの構造比較 
グルコピラノースのa-アノマーのC-3からC-1までの立体配置はガラクトピラノースのC-2
から C-4 までの立体配置と重なり合うが、グルコピラノースのb-アノマーでは重なり合わな

い。 
 

図 3-22 D-ガラクトピラノースおよびb-D-マンノピラノースの構造比較 
b-マンノピラノースの環酸素からC-2までの立体配置はガラクトピラノースのC-2からC-4
までの立体配置と重なり合う。 
 
 
 
 
 

図 3-23 化合物５および化合物６の推定構造 
rD23pspST3 の受容体基質特異性を考慮すると、Neu5Ac は muco-inositol の 1 位の水酸基

に、myo-inositol の 3 位の水酸基に結合していると考えられる。 

D-ガラクトピラノース a-D-グルコピラノース b-D-グルコピラノース 
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図 3-24 rD23pspST3 の受容体基質間における構造類似性 

矢印は Neu5Ac が転移する部位を示す。各基質間で共通する構造を赤色で示した。青色

で示した構造は酵素反応に対して阻害的に作用すると考えられる。 
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4 章 細菌由来シアル酸転移酵素の発現を目指した、バレイショ塊茎からの誘

導性プロモーターの単離 

 

 植物におけるシアル酸（Neu5Ac）の存在に関しては、ソバ（buckwheat）中における Neu5Ac

の存在が質量分析法により（Bourbouze et al. 1982）、アラビドプシス、タバコ、およびアル

ファルファの培養細胞においてシアリル化された糖質複合体の存在がレクチン染色により

報告されている（Shah et al. 2003）。様々な植物において、シアル酸転移酵素をはじめとする、

シアル酸の生合成等に関与する酵素タンパク質をコードしていると考えられる遺伝子の存

在が示されており（Takashima et al. 2006、Daskalova et al. 2009）、イネゲノムにコードされて

いるシアル酸転移酵素様ポリペプチド鎖は、N-アセチルラクトサミンのガラクトース残基

にシアル酸を転移する活性を有していた（Takashima et al. 2006）。一方、アラビドプシスの

ゲノムにコードされる 3 種類ポリペプチド鎖では転移活性を有さないことが報告されてい

る（Daskalova et al. 2009）。また Shah らの結果に関しても、否定的な意見が報告されている

（Seveno et al. 2004）こと、Shah ら以外に植物において Neu5Ac の存在が示されていないこ

と、これまで植物で発現させたヒト由来糖タンパク質がシアル酸で修飾されていたという

報告がないことから、現段階においても、植物におけるシアル酸の有無に関しては結論を

得るに至っていない。 

  2 章での研究結果およびこれまでの報告から、海洋性細菌由来のシアル酸転移酵素は、

①活性を有する組換え酵素タンパク質として発現させるのが容易である、②多様な糖受容

体基質に対してシアル酸を転移させることができる等、動物由来のシアル酸転移酵素と比

較して特異な性質を有していることが示されている。この細菌由来のシアル酸転移酵素の

利用場面として、植物内在性オリゴ糖のシアル酸による修飾への適用、あるいは植物で生

産させた有用タンパク質、特に治療用タンパク質の糖鎖修飾への適用は、学術的ばかりで

なく産業的にも意義深いと考えられる。 

 幾つかの植物には非還元末端にガラクトースを有するオリゴ糖を含むものが存在する。
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例えばセリ科ではウンベリフェロース（Gala1-2Glca1-2bFru）が、マメ科の種子にはラフィ

ノース（Gala1-6Glca1-2bFru）が含まれる（Dey 1990）。これら 3 糖はいずれも、ショ糖を

糖受容体基質としたガラクトシドである。また、ラフィノースの生合成経路におけるガラ

クトース供与体としてのガラクチノール（Gala1-1-myo-inositol）も、ラフィノースを含む植

物において一般的に見られる（Dey 1990）。これらガラクトース含有オリゴ糖は、前章にお

いて使用した Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素の糖受容

体基質となりうる可能性が高いと考えている。 

植物でヒト由来タンパク質を発現させ、植物体内でシアル酸を含むヒト型糖鎖を付加す

るためには解決すべき課題が幾つかある。植物ではシアル酸転移酵素および Neu5Ac は見つ

かっていない。仮に存在していたとしてもその酵素活性は極めて低レベルであると考えら

れ、このことからシアル酸転移酵素タンパク質をコードする遺伝子および Neu5Ac の生合成

に関与する遺伝子（群）も同時に（もしくは予め）植物に導入する必要がある。Neu5Ac は

動物細胞においては、まず UDP- N-アセチルグルコサミン（UDP-GlcNAc） 2-エピメラーゼ

／N-アセチルマンノサミンキナーゼの作用により UDP-GlcNAc が N-アセチルマンノサミン

（ManNAc）に変換される。合成された ManNAc は、キナーゼの作用により直ちに N-アセ

チルマンノサミン-6-リン酸（ManNAc-6P）へとリン酸化される。次に N-アセチルノイラミ

ン酸-9-リン酸（Neu5Ac-9P）合成酵素の作用により、ManNAc-6P とホスホエノールピルビ

ン酸が縮合して Neu5Ac-9P が合成され、最後に Neu5Ac-9P に Neu5Ac-9P 脱リン酸化酵素が

作用して Neu5Ac が合成される（Overviewed by Du et al. 2009）。これら Neu5Ac の生合成に

関与する酵素をコードする遺伝子が植物ゲノム中に存在するという報告はない。 

植物が本来有さない糖質関連酵素を植物体で発現させると、その生命活動において重要

である代謝中間体の代謝において別の代謝経路を導入することになり、植物体の生育や生

殖等に大きな影響を与え、場合によっては植物体を死に至らしめることがある。そこで、

これら糖質関連酵素を発現させようとする場合、使用するプロモーターの選定は極めて重
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要であると考えられる。従って、植物体の特定の生育時期および組織において特異的に機

能するプロモーターを探索・単離することは、糖質関連酵素を植物体で発現させる上で重

要となる。 

こうした視点から本章では、外性の糖質関連酵素を植物体で発現させる際に有用なツー

ルになると考えられるプロモーターの単離を目的とし、低温による誘導遺伝子の発現に着

目した。材料には工業的な応用を考慮し、貯蔵物質を大量に蓄積するバレイショ塊茎に着

目した。以下にその詳細を述べる。 

 

4.1 材料と方法 

 

4.1.1 植物材料 

 成熟したバレイショ塊茎は、圃場にて栽培した植物体（Solanum tuberosum L. 品種トヨシ

ロ）から収穫した。葉、茎、根、および未熟塊茎は、温室にて栽培した植物体のものを用

いた。収穫した成熟塊茎は、暗所にて３℃、６℃、９℃、１２℃、１５℃、および２０℃

にて保存した。バレイショの試験管培養は、LS 寒天培地（Linsmaier and Skoog、1965）を用

いて実施した。核酸調製用の植物体試料は、収穫後直ちに液体窒素下で微粉末になるまで

すりつぶし、抽出を行うまで－８０℃にて保存した。 

 

4.1.2 核酸抽出 

ゲノム DNA は小鞠が記載した方法（Komari 1989）により葉から抽出した。各器官からの

全 RNA の抽出は、以下の方法に従って行った。凍結させた微粉末試料を、100 ｍM トリ

ス－塩酸（pH9.0）、100 ｍM 塩化ナトリウム、1 % SDS、および 1.44 M 2－メルカプトエタ

ノールから成る 1.5 倍量（V/W）の抽出バッファー中でホモジナイズを行い、得られたホモ

ジネートを等量のフェノール：クロロホルム（1:1、v/v）混合液で 3 回抽出を行った。抽出

液に 1/20 容量の 5 M 塩化ナトリウムおよび 2.5 容量のエタノールを添加して核酸を沈殿さ
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せた後、得られた沈殿物を少量の蒸留水にて溶解した。そして 1/3 容量の 10 M 塩化リチウ

ムを添加して全 RNA を沈殿させた。ポリ（A）＋RNA は Dynabeads mRNA Purification Kit （日

本ダイナル）を用いて添付のプロトコールに従って調製を行った。 

 

4.1.3 cDNA ライブラリーの構築とスクリーニング 

 cDNA ライブラリーは、４℃で７ヶ月間貯蔵したバレイショ塊茎より単離したポリ（A）

＋RNA から cDNA Cloning System Lambda gt10 （アマシャム･ジャパン、現 GE ヘルスケア･

ジャパン株式会社）を用いて作製した。約 10,000 の組換えファージのプラークをナイロン

膜（Hybond N+、アマシャム・ジャパン（現 GE ヘルスケア･ジャパン株式会社））に転写さ

せた後、32P-dCTP および逆転写酵素を用いて標識した、2 種類の１本鎖 cDNA をプローブ

としてディファレンシャルスクリーニングを行った。各々の cDNA プローブは、低温貯蔵

（4℃、7 ヶ月間）した、あるいは発達中のバレイショ塊茎より単離したポリ（A）＋RNA よ

り調製した。ハイブリダイゼーションおよび洗浄は、Church and Gilbert （1984）に記載の

方法に従って実施した。 

 

4.1.4 ノーザンおよびサザンブロット分析 

 全 RNA（1 レーン当り 3mg）は、グリオキサール－ジメチルスルホキシドを用いた変性条

件下、1%アガロースゲルにて分画させた後、GeneScreen Plus 膜（NEN Product）に転写させ

た。DNA（1 レーン当り 5mg）は、制限酵素で消化した後、0.8%アガロースゲルにて分画を

行い、ナイロン膜（Hybond N+、アマシャム・ジャパン、現 GE ヘルスケア･ジャパン株式

会社）に転写させた。 

 核酸を転写させた膜は、前述の 32P で標識した cDNA プローブを用いてハイブリダイズさ

せた。ノーザン分析のプレハイブリダイゼーション、ハイブリダイゼーション、および洗

浄は、GeneScreen Plus 膜に添付のプロトコールに従って実施した。サザン分析は Church and 
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Gilbert（1984）の方法に従って実施した。オートラジオグラフィーは富士フィルム社のイメ

ージング・プレートを用いて行った。得られたオートラジオグラムの解析は BAS1000 シス

テム（富士フィルム）を用いて行った。 

 

4.1.5 DNA 配列解析 

 cDNA クローンの塩基配列は、Taq DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit（パー

キン・エルマー・バイオシステムズ）および DNA シーケンサー（モデル 373A、パーキン・

エルマー・バイオシステムズ）を用いたジデオキシ法により決定した。塩基配列データは

GENETYX プログラム（ゼネティックス）を用いて解析を行った。 

 
4.2 結果 

  

4.2.1 低温誘導性遺伝子の単離 

 4℃で 7 ヶ月間貯蔵したバレイショ塊茎より抽出・精製したポリ（A）＋RNA を用いて作

製したlgt10 cDNA ライブラリーより、約 10,000 の組換えファージをディファレンシャル

スクリーニングに供試したところ、低温貯蔵したバレイショ塊茎より調製したプローブに

強くハイブリダイズしたが、発達中の塊茎より調製したプローブとはハイブリダイズしな

い cDNA クローンを３つ（CIP353、CIP56、および CIP622）得た。これら３つの cDNA ク

ローンの末端塩基配列を解析したところ、CIP56 および CIP622 の塩基配列は、各々バレイ

ショのプロテアーゼインヒビター１および２をコードする遺伝子の塩基配列とほとんど

同じであった。しかし、CIP353 の塩基配列は未知のポリペプチド鎖をコードしていた。 

 

4.2.2 単離した cDNA に対応する転写産物の発現解析 

 CIP56、CIP622、および CIP353 に対応する転写産物の定常状態での発現をノーザン分析

により解析したところ、CIP56 および CIP622 の発現は、発達中および低温（３℃）貯蔵し
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た塊茎の両方で高く、発達中のバレイショの根、茎、および葉では低かった。一方、CIP353

の転写産物の発現は、貯蔵した塊茎で特異的に高かった（図 4-1）。 

 

4.2.3 CIP353 cDNA の塩基配列解析 

 ジデオキシ法による塩基配列の結果、単離した CIP353 cDNA クローンは 1132bp 長で、

推定分子量 29.4kDa を有する 264 のアミノ酸残基をコードするオープンリーディングフレ

ームを含んでいた。推定した CIP353 タンパク質のアミノ酸残基 97 番目と 153 番目の間の

領域は、単一の AP2 ドメイン（Jofuku et al. 1994）を持つ（図 4-2 および 4-3）、共通の DNA

結合モチーフ（AP2/ERF ドメイン、Riechmann and Meyerowitz 1998、Fujimoto et al. 2000）

と高い類似性を有していた。また、推定タンパク質は、アミノ酸残基 207 番目から 261 番

目に酸性ドメインを、アミノ酸残基 91 番目から 98 番目に塩基性ドメインを含んでいた。

更に、7 つの連続するセリン残基から成るクラスター（アミノ酸残基 37 番目から 43 番目）

が存在していた（図 4-2）。 

 

4.2.4 貯蔵したバレイショ塊茎中における CIP353 の発現 

 様々な温度で貯蔵した塊茎中での CIP353 の転写をノーザン分析により解析したところ、

その発現は３℃で貯蔵した塊茎の 2 週間後から増加し始め、3 ヶ月の長期に渡って維持さ

れていた（図 4-4）。この塊茎中での発現は３℃貯蔵の 5 ヵ月後で最大となり、6 ヶ月間貯

蔵した塊茎中においても高いレベルで転写産物が観察されていた。この CIP353 の高いレ

ベルでの転写は６℃で貯蔵した塊茎中でも認められたが、３℃で貯蔵した塊茎の転写と比

較すると、そのレベルは低かった（図 4-4）。６℃で貯蔵した塊茎中における CIP353 転写

物のレベルは貯蔵 2‐４週間後で最大となり、その後は減少した（図 4-4）。また、９℃以

上で貯蔵した塊茎中での CIP353 の転写は、貯蔵期間中のどの時点においても増加しなか

った（図 4-4）。３℃あるいは６℃で５ヶ月間貯蔵した塊茎を２０℃に移すと、１ヶ月以内
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に CIP353 転写物は減少し始めた。逆に、２０℃で５ヶ月間貯蔵した塊茎を３℃あるいは

６℃に移すと、CIP353 転写物は増加を始めた（図 4-5）。 

 次に、低温が塊茎以外の器官における CIP353 遺伝子の転写に影響を及ぼすか否かを評

価するために、試験管培養したバレイショ植物体を用いて低温処理実験を行った。葉、茎、

および根における CIP353 転写物のレベルは、３℃で４週のインキュベーションの間増加

し、茎において最も高いレベルで誘導された（図 4-6）。しかしながら、茎における増加の

程度は、３℃で 2 週間あるいは 4 週間貯蔵した塊茎の増加の程度と比較すると、著しく低

かった（図 4-6）。 

 

4.2.5 バレイショにおける CIP353 遺伝子のコピー数 

 CIP353 の完全長 cDNA をプローブに用いて、遺伝子のコピー数をサザンブロット分析に

より解析したところ、１から３つのバンドが検出された（図 4-7）。このことから CIP353

をコードする遺伝子はハプロイドあたり 1～2 コピーであると推察した。 

 

4.2.6 ゲノムクローンの単離と配列解析 

 CIP353 の完全長 cDNA をプローブに用いて、約 80 万のゲノムライブラリーのスクリー

ニングを行い、2 種類の遺伝子 cip353a および cip353b を単離した。これら遺伝子の制限酵

素地図を図 4-8 に示す。各遺伝子に含まれているコード領域の塩基配列を解析したところ、

cip353a では CIP353 の cDNA 配列と完全に一致したが、cip353b では CIP353 の cDNA とは

異なる配列を一部有していた（図 4-9）。コード領域の上流域の配列においても同様の傾向

を示した。これらの結果から cip353a は CIP353 をコードする遺伝子と同定した。cip353a

クローンの 5’上流域の配列の特徴として、TATA ボックスの上流に TAACRRA 配列が 3 ヶ

所存在していた（図 4-10）。この配列はイネや小麦、大麦のa-アミラーゼ遺伝子の 5’上流

域中に見られるジベレリン応答性に関与するシスエレメントのコア配列であることが報
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告されている（Huang et al. 1990、Skriver et al. 1991、Rogers and Rogers 1992）。 

 

4.3 考察 

 

4.3.1 バレイショ塊茎の低温誘導性遺伝子 

 低温貯蔵したバレイショ塊茎からディファレンシャルスクリーニングにより、３つの

cDNA クローンを単離した。このうち２つのクローン、CIP56 および CIP622 は、各々プロ

テアーゼインヒビター（PI）１および２をコードしていると考えられた。残りの１つ、CIP353

は新規なポリペプチド鎖をコードしていた。ノーザン分析により、CIP56（PI1）および

CIP622（PI2）遺伝子は、発達中のバレイショ植物体において、塊茎特異的に発現してい

ることを明らかにするとともに、これらの転写物は低温貯蔵した塊茎で最も高いレベルを

示した（図 4-1）。しかし、これらの遺伝子は低温条件にない発達中の塊茎でも発現量は高

く、低温貯蔵に使用した塊茎は完全に成熟したものであったため、この結果は、両遺伝子

転写産物は低温により蓄積したのではなく、単に塊茎の発達中に蓄積したことを反映して

いるだけかもしれない（Hendriks et al. 1991）。一方、CIP353 の転写物レベルは、４℃で貯

蔵した成熟塊茎中でのみ高く、発達中の塊茎および発達中のバレイショ植物体の他の器官

においては低かった。そこで、このような特異な性質を示した CIP353 遺伝子に関して、

更に詳細な解析を行った。 

 多くの低温誘導性遺伝子は、２℃から１０℃の間の低温により発現が誘導されることが

示されている（Guy 1990）。従って、CIP353 転写物のレベルが低温条件により上昇するか

否か、また、もし CIP353 遺伝子の転写物が低温誘導性であるならば、どの様な温度条件

がその転写物のレベルに影響を及ぼすかを評価する必要がある。 

ノーザンブロット分析により、CIP353 遺伝子は３℃あるいは６℃で貯蔵した塊茎におい

て発現が誘導されるが、９℃以上の温度では発現が誘導されないことを明らかにした（図
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4-4）。また、６℃で貯蔵した塊茎における転写の誘導は、貯蔵期間を通して３℃で貯蔵し

た塊茎における転写の誘導よりも弱いことを示した。これらの結果は CIP353 遺伝子が低

温誘導性であり、６℃という温度が塊茎中での CIP353 遺伝子の転写誘導の閾値であるこ

とを示している。更に、３℃あるいは６℃で貯蔵した成熟塊茎中での転写物の蓄積が、高

温（２０℃）に曝すことにより妨げられ、２０℃で貯蔵した塊茎中での転写レベルが３℃

あるいは６℃で低温処理を行うことにより上昇した（図 4-5）。従って、CIP353 遺伝子は温

度依存性の低温誘導性遺伝子であると考えられた。 

CIP353 遺伝子の転写レベルが、発達中の植物体の様々な器官と比較して、低温貯蔵した

塊茎中でより高いことについては既に述べたが、その低温誘導性に関しても同じ傾向を示

した（図 4-6）。従って、CIP353 遺伝子の転写は、低温貯蔵した塊茎で特異的であると言え

る。 

低温誘導性のタンパク質をコードする cDNA クローンは、これまでにバレイショ（van 

Berkel et al. 1994、Kirch et al. 1997）を含む様々な植物体より数多く単離されている

（Thomashow 1998）。van Berkel ら（1994）は、バレイショ塊茎中の低温誘導性タンパク質

を、二次元電気泳動のプロファイルに基づいて４つの異なるグループに分類した。一つ目

は塊茎を４℃で貯蔵した後に直ちに増加し、３日以内で発現が最大に達するグループ１の

タンパク質。二つ目は貯蔵して１週間以内では発現が増加しないグループ２のタンパク質。

三つ目は貯蔵して１～２週の間、蓄積を続けているグループ３のタンパク質。そして四つ

目は低温処理２週間以内に一過的に誘導されるグループ４のタンパク質である。この著者

らは前述のグループ１、３、および４のタンパク質に相当する遺伝子の単離に関して報告

していたが、CIP353 転写物の増加は低温貯蔵して２週間後より始まり、低温貯蔵下で３ヶ

月以上に渡り増加し続けていた（図 4-4）。van Berkel ら（1994）の分類に従うと、本研究

で単離した CIP353 の遺伝子発現パターンは、それまでにまだ cDNA クローニングされた

ものがなかったグループ２に含まれる。CIP353 のタンパク質発現パターンを調べるまでは
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確定的ではないが、グループ 2 に含まれる可能性があるタンパク質としては、筆者の知る

限りでは、最初の例である。 

 

4.3.2 単離した CIP353 cDNA 遺伝子の配列上の特徴 

図 4-3 に示したように、CIP353 の cDNA より推定されるアミノ酸配列の中央部分（アミ

ノ酸残基９７から１５３）は、DNA 結合モチーフである AP2/ERF ドメイン（Riechmann and 

Meyerowitz 1998、Fujimoto et al. 2000、van der Fits and Memelink 2001）と高い類似性を示し

た。AP2/ERF ドメインは植物の調節因子であり、アラビドプシスの AtERFs（Fujimoto et al. 

2000）やニチニチソウ（Catharanthus roseus）の ORCAs（van der Fits and Memelink 2001）、

およびタバコ（Nicotiana tabacum）の NtEREBPs（ethylene responsible element binding proteins、

Ohme-Takaki and Shinshi 1995）等が含まれる。塩基配列から推定される CIP353 タンパク質

は、AP2/ERF ドメインを有する様々なタンパク質がそうであるように、単一の AP2 ドメイ

ン（Jofuku et al. 1994）を有していた（図 4-2）。この配列上の特徴は、CIP353 タンパク質

が AP2/ERF サブファミリー（Riechmann and Meyerowitz 1998）のメンバーであることを示

している。一方、AP2 サブファミリーに属するタンパク質は２つの AP2 ドメインを有して

いる（van der Fits and Memelink 2001）。 

塩基配列から推定される CIP353 タンパク質は、以下の配列上の特徴を有していた（図

4-3）。 

① GCC ボックス（Fujimoto et al. 2000）内に核酸と相互作用するための必須アミノ酸残

基を含む。 

② 活性ドメインとして機能すると考えられる２つの酸性ドメイン（アミノ酸残基２４

から４６、および２０７から２６１）を含む。 

③ 核移行シグナル（Riechmann and Meyerowitz 1998）として機能すると考えられる塩

基性ドメイン（アミノ酸残基９１から９８）を含む。 
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④ セリン残基に富んだクラスター（アミノ酸残基３７から４３）が存在する。 

上記特徴の中で、セリン残基に富んだクラスターは、幾つかの AP2/ERF ファミリータン

パク質中に見出されており（Riechmann and Meyerowitz 1998）、転写の活性化に関与してい

る可能性を示唆している。従って、CIP353 タンパク質は AP2/ERF ドメインを有する調節因

子の一つであり、低温で長期間貯蔵したバレイショ塊茎中での遺伝子発現を制御している

ことが考えられる。 

 

4.3.3 CIP353 遺伝子の特徴 

 今回 cDNA クローニングした CIP353 は、サザンブロット分析により少なくとも 1～2 コ

ピー存在するが、実際に当該遺伝子を含むゲノムDNA断片も2種取得できた。今後はCIP353

と一致する上流 DNA について、発現用プロモーターとして利用する予定であるが、取得し

た領域だけで塊茎特異的な低温誘導性といった特徴を有するか否かは今後の検討課題であ

る。 

 

 今回、貯蔵器官として有名なバレイショ塊茎より、低温条件下で塊茎特異的に発現する

遺伝子およびそのプロモーター領域を含むと予想されるゲノムクローンを単離した。転写

産物の発現解析より、この遺伝子の発現が、塊茎において温度条件により ON/OFF される

こと、および低温下で長期に渡って誘導されることを明らかにした。将来的には 2 章およ

び 3 章で報告した海洋性細菌由来のシアル酸転移酵素遺伝子をバレイショ塊茎中で発現さ

せるため、本章で得られたゲノム DNA 断片を利用して発現系を構築していく予定である。 
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図 4-1 バレイショにおける CIP56、CIP622、および CIP353 転写物の蓄積 
 全 RNA（1 レーン当り 3mg）を変性条件下で電気泳動を行い、膜に転写後、32P で標識し

た各々の cDNA 断片をプローブに用いてハイブリダイズさせた。25S rDNA はコントロー

ル。RNA は葉（レーン 1）、茎（レーン 2）、根（レーン 3）、培養細胞（レーン 4）、発達中

の塊茎（レーン 5）、および 4℃で 7 ヶ月間貯蔵した塊茎（レーン 6）より調製した。 
 
 
CTTTCACTCAAAAAAAAAAAGGAAAAAATTAAGAGTAACAAAAGATGTGTGGAGGTGCCA    60 

                                            M  C  G  G  A  I     6 

 

TAATCTCCGATTATGAGCCCGCCGGAAACTTCTACCGGAAACTCTCTGCTCGTGACCTGT   120 

  I  S  D  Y  E  P  A  G  N  F  Y  R  K  L  S  A  R  D  L  W    26 

 

GGGCTGAGCTGGACCCTATCTCCGACTACTGGTCCTCTTCCTCCTCATCCTCAACTGTCG   180 

  A  E  L  D  P  I  S  D  Y  W  S  S  S  S  S  S  S  T  V  E    46 

 

AAAACCCTTATTCCGCTCAGTCGCCGGTGACTCACTCCGTCGATAAGCCTAAGAAATCAG   240 

  N  P  Y  S  A  Q  S  P  V  T  H  S  V  D  K  P  K  K  S  D    66 

 

ATTCCGGCAAATCTAATCAACTCAAAAAAGGTAATAAGACTGTGAAGGTTGAGAAGGAGA   300 

  S  G  K  S  N  Q  L  K  K  G  N  K  T  V  K  V  E  K  E  K    86 

 

AGAGTACTGGACCAAGGCAGAGAAAGAACAAGTACAGAGGAATAAGGCAGAGACCATGGG   360 

  S  T  G  P  R  Q  R  K  N  K  Y  R  G  I  R  Q  R  P  W  G   106 

 

1 2 3 4 5 6

CIP56

CIP622

CIP353

rDNA
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GAAAATGGGCTGCTGAGATTCGCGATCCTCAGAAGGGTGTCCGTGTTTGGCTTGGTACAT   420 

aaK  W  A  A  E  I  R  D  P  Q  K  G  V  R  V  W  L  G  T  F   126 

 

TCAACACAGCAGAGGATGCTGCCAGAGCCTATGATGAGGCTGCTAAGCGCATTCGTGGTA   480 

aaN  T  A  E  D  A  A  R  A  Y  D  E  A  A  K  R  I  R  G  N   146 

 

ACAAGGCCAAACTCAACTTCCCTGCCCCATCACCACCTGCTAAGCGACAGTGCACTAGCA   540 

aaK  A  K  L  N  F  P  A  P  S  P  P  A  K  R  Q  C  T  S  T   166 

 

CTGTCGCTGCTGATCCTCCACCAGCACTACTCCTTGAGAGTTCTAACATAATATCTTATA   600 

  V  A  A  D  P  P  P  A  L  L  L  E  S  S  N  I  I  S  Y  N   186 

 

ACAATTCTCCTTTAATGAACTTCGGATATGATGTTCAGAGCCAAACTCCCTACTACCCAA   660 

  N  S  P  L  M  N  F  G  Y  D  V  Q  S  Q  T  P  Y  Y  P  M   206 

 

TGGAAATGCCCGTTGCTAGTGATGATTATGAACTCAAGGAACAGATTTCCAACTTGGAAT   720 

  E  M  P  V  A  S  D  D  Y  E  L  K  E  Q  I  S  N  L  E  S   226 

 

CGTTCCTGGAATTGGAGCCAGCAGATTCATCTGATCAGTTTTCAGGGATCGTCGATCCTG   780 

  F  L  E  L  E  P  A  D  S  S  D  Q  F  S  G  I  V  D  P  D   246 

 

ATCCTCTTAATGTTTTTCTGATGGAGGATTTTGCTTCAACTCAGCATCAGTTCTATTGAT   840 

  P  L  N  V  F  L  M  E  D  F  A  S  T  Q  H  Q  F  Y  *      264 

 

CCTGAGTTGTTTGGTGAGTGATGAGTGACTAGTTTATTAGCTTTTGGCTGTAGTAGTAGT   900 

AATAGAGAAAAAAGTACATATGATATGATAATAATAAGTTGCGTGCCTTAGCCTGCAATT   960 

GTAATAGTATCAATGTTTGTTGTCTTGTGTTGTTTATGCTTTCTAAATCTTGGATTTACC  1020 

TTATAATGTTTGGTCATTTGGTGTATGTATTGTAACTATATATGGAGTACTTTATTACTA  1080 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA          1132 

 

図 4-2 CIP353 cDNA の塩基配列と推定アミノ酸配列 
 右側に記した数字は核酸（上）およびアミノ酸（下）の位置を示す。アスタリスク（*）
は終止コドンを示す。AP2/ERF ドメイン（図 4-3 を参照）を白抜き文字のボックスで示す。

二重下線（ ）はセリンクラスターである。下線（ ）は推定タンパク質の C 末端酸性領

域である。破線（ ）は核移行シグナルとして機能すると考えられる塩基性ドメインを示

す。 
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Consensus     .YRGVR..RPWGK.AAEIRDP.K.G.RVWLGTF.TAEEAA.AYD.AA...RG.KA.LNFP 

 

CIP353     96 KYRGIRQ-RPWGKWAAEIRDPQK-GVRVWLGTFNTAEDAARAYDEAAKRIRGNKAKLNFP 153 

RAP2.3    101 VYRGIRK-RPWGKWAAEIRDPRK-GVRVWLGTFNTAEEAAMAYDVAAKQIRGDKAKLNFP 135 

DREB1A     50 YYRGVRR-RNSGKWVCEVREPNK-KTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA 107 

DREB2A     78 SFRGVRQ-RIWGKWVAEIREPNR-GSRLWLGTFPTAQEAASAYDEAAKAMYGPLARLNFP 125 

EREBP1    104 HYRGVRR-RPWGKFAAEIRDPAKNGARVWLGTYETDEEAAIAYDKAAYRMRGSKAHLNFP 162 

Pti4      105 HYRGVRQ-RPWGKFAAEIRDPAKNGARVWLGTYETAEEAAIAYDKAAYRMRGSKAHLNFP 163 

 
図 4-3 CIP353 および他の AP2/ERF ドメインタンパク質のアミノ酸配列比較 
 アラビドプシス RAP2.3（Okamuro et al. 1997）；アラビドプシス DREB1A および

DREB2A（Liu et al. 1998）；タバコ EREBP1（Ohme-Takagi and Shinshi 1995）；およ

びトマト Pti4（Zhou et al. 1997）。保存されているアミノ酸を影抜きで示している。

AP2/ERF ドメインの保存配列（Riechmann and Meyerowitz 1998、Fujimoto et al. 2000）
をアライメントの上部に示す。コンセンサス配列中の下線で示したアミノ酸は、GCC ボッ

クス内の核酸と相互作用するアミノ酸残基を表す。整列を最大化させるためにギャップ（-）
を挿入している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-4 貯蔵したバレイショ塊茎中における CIP353 遺伝子の温度依存的な転写 
 図に示した期間および温度で貯蔵したバレイショ塊茎より調整した全RNA を各々3mg供

試し、32P で標識した CIP353 の cDNA をプローブに用いてノーザンブロット分析を行った

（上段）。分析に使用した膜を用いて、コントロールとして 25S rDNA の転写物のリプロー

ビングを行った（下段）。 

CIP353 
rDNA 

貯蔵期間（週） 

3 ̊̊C 6 ̊̊C 9 ̊̊C 12 ̊̊C 15 ̊̊C 20 ̊̊C

2 4 8 122 4 8 120 2 4 8 122 4 8 12 2 4 8 122 4 8 12 2 4 8 122 4 8 12 2 4 8 122 4 8 12 2 4 8 122 4 8 12
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図 4-5 CIP353 遺伝子の転写の「シフトバック」実験 
 バレイショ塊茎を上段に示す温度で 5 ヶ月間貯蔵した後、下段に示す温度に移して 1 ヶ

月間貯蔵した。このように貯蔵した塊茎から RNA を調整し、各レーン当り 3mg を供試して

32P で標識した CIP353 cDNA をプローブに用いてノーザンブロット分析を行った。分析に

使用した膜を用いて、コントロールとして 25S rDNA の転写物のリプロービングを行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-6 ３℃で培養したバレイショ植物体における CIP353 転写物の蓄積 
 バレイショの単一節切片を、3,000 ルクス照明 16 時間の日長条件下、２０℃で４週間無

菌培養した。植物体を同じ光条件下、３℃で更に２週間あるいは４週間培養した後、葉、

茎、および根から全 RNA を調整した。塊茎の RNA サンプルは、温室で生育させた植物体

から調整した。各レーン当り 3mg の全 RNA を供試し、32P で標識した CIP353 cDNA をプ

ローブに用いてノーザンブロット分析を行った。分析に使用した膜を用いて、コントロー

ルとして 25S rDNA の転写物のリプロービングを行った。 

3 ̊̊C

3 ̊̊C 6 ̊̊C

6 ̊̊C20 ̊̊C

20 ̊̊C

20 ̊̊C

20 ̊̊C

CIP353

rDNA

CIP353

rDNA

leaf rootstem tuber

2 40 2 40 2 40 2 40
低温処理後週数 
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図 4-7 CIP353 遺伝子のサザンブロット分析 
 バレイショ（品種トヨシロ）の葉よりゲノム DNA を調整し、5mg を BamHI（レーン 1）、
BglII（レーン 2）、EcoRI（レーン 3）、EcoRV（レーン 4）、HindIII（レーン 5）、あるい

は XbaI（レーン 6）で消化させた。電気泳動後、ナイロン膜に転写させ、32P で標識した

CIP353 cDNA をプローブに用いて検出を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-8 単離した 2 種類の遺伝子 cip353a および cip353b の制限酵素地図 
 CIP353 cDNA に対応すると考えられる領域（エクソン領域）をボックスで示した。 
E；Eco RI、K；Kpn I、Nc；Nco I、Sp；Spe I、X；Xba I 

1 2 3 4 5 6kbp

23
9.4

2.3

cip353a 

cip353b 
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図 4-9. CIP353 の cDNA と 2 種類のゲノムクローン間の塩基配列の比較 
2 つ以上の配列間で保存されている塩基を枠で囲った。下線（ ）は翻訳開始コドンおよび

終始コドンを示す。cip353a の配列は cDNA と完全に一致したが、cip353b の配列中には塩

基置換が存在した。 

CIP353 1 CTTTCACTCAAAAAAA--AAAAGGAAA--AAATTAAGAGTAACAAAAGATGTGTGGAGGTGCCATAATCTCCGATTATGA 76
cip353a 1 CTTTCACTCAAAAAAA--AAAAGGAAA--AAATTAAGAGTAACAAAAGATGTGTGGAGGTGCCATAATCTCCGATTATGA 76
cip353b 1 CTTTCACTCAAAAAAAGAAAAAGGAAATAAAAAAAAGAGTAAAAAAAGATGTGTGGAGGTGCCATAATCTCCGATTATGA 80

CIP353 77 GCCCGCCGGAAACTTCTACCGGAAACTCTCTGCTCGTGACCTGTGGGCTGAGCTGGACCCTATCTCCGACTACTGGTCCT 156
cip353a 77 GCCCGCCGGAAACTTCTACCGGAAACTCTCTGCTCGTGACCTGTGGGCTGAGCTGGACCCTATCTCCGACTACTGGTCCT 156
cip353b 81 GCCCGCCGGAAACTTCTACCGGAAACTCTCTGCTCGTGACCTGTGGGCTGAGCTTGACCCTATATCCGACTACTGGTCCT 160

CIP353 157 CTTCCTCCTCATCCTCAACTGTCGAAAACCCTTATTCCGCTCAGTCGCCGGTGACTCACTCCGTCGATAAGCCTAAGAAA 236
cip353a 157 CTTCCTCCTCATCCTCAACTGTCGAAAACCCTTATTCCGCTCAGTCGCCGGTGACTCACTCCGTCGATAAGCCTAAGAAA 236
cip353b 161 CTTCTTTCTCATCCTCAACCGTCGGAAAACCTGATTCCGCTCATTCGCGGGTGATTCACTCCGTCGATAAGCCTGAGAAA 240

CIP353 237 TCAGATTCCGGCAAATCTAATCAACTCAAAAAAGGTAATAAGACTGTGAAGGTTGAGAAGGAGAAGAGTACTGGACCAAG 316
cip353a 237 TCAGATTCCGGCAAATCTAATCAACTCAAAAAAGGTAATAAGACTGTGAAGGTTGAGAAGGAGAAGAGTACTGGACCAAG 316
cip353b 241 TCAGATTCCGGCAAATCTAATCAACTTAAAAAAGGTAATAAGACTGTGAAGGTTGAGAAGGAGAAGAGTAGTGGACCAAG 320

CIP353 317 GCAGAGAAAGAACAAGTACAGAGGAATAAGGCAGAGACCATGGGGAAAATGGGCTGCTGAGATTCGCGATCCTCAGAAGG 396
cip353a 317 GCAGAGAAAGAACAAGTACAGAGGAATAAGGCAGAGACCATGGGGAAAATGGGCTGCTGAGATTCGCGATCCTCAGAAGG 396
cip353b 321 GCTGAGAAAGAACAAGTACAGAGGAATAAGGCAGAGACCATGGGGAAAATGGGCTGCTGAGATTCGCGATCCTCAGAAGG 400

CIP353 397 GTGTCCGTGTTTGGCTTGGTACATTCAACACAGCAGAGGATGCTGCCAGAGCCTATGATGAGGCTGCTAAGCGCATTCGT 476
cip353a 397 GTGTCCGTGTTTGGCTTGGTACATTCAACACAGCAGAGGATGCTGCCAGAGCCTATGATGAGGCTGCTAAGCGCATTCGT 476
cip353b 401 GTGTCCGTGTTTGGCTTGGTACATTCAACACAGCAGAGGATGCTGCCAGAGCCTATGATGAAGCTGCTAAGCGCATTCGT 480

CIP353 477 GGTAACAAGGCCAAACTCAACTTCCCTGCCCCATCACCACCTGCTAAGCGACAGTGCACTAGCACTGTCGCTGCTGATCC 556
cip353a 477 GGTAACAAGGCCAAACTCAACTTCCCTGCCCCATCACCACCTGCTAAGCGACAGTGCACTAGCACTGTCGCTGCTGATCC 556
cip353b 481 GGTGACAAGGCAAAACTCAACTTCCCCGCCCCATCACCACCTGCTAAGCGACAGTGCACTAGCACTGTCGCTGCTGATCC 560

CIP353 557 TCCACCAGCACTACTCCTTGAGAGTTCTAACATAATATCTTATAACAATTCTCCTTTAATGAACTTCGGATATGATGTTC 636
cip353a 557 TCCACCAGCACTACTCCTTGAGAGTTCTAACATAATATCTTATAACAATTCTCCTTTAATGAACTTCGGATATGATGTTC 636
cip353b 561 TCCACCAGCACTACTCCTTGAGAGTTCTAACATAATATCTGATAACAACTCTCCTTTAATGAACTACGGATATGATGTTC 640

CIP353 637 AGAGCCAAACTCCCTACTACCCAATGGAAATGCCCGTTGCTAGTGATGATTATGAACTCAAGGAACAGATTTCCAACTTG 716
cip353a 637 AGAGCCAAACTCCCTACTACCCAATGGAAATGCCCGTTGCTAGTGATGATTATGAACTCAAGGAACAGATTTCCAACTTG 716
cip353b 641 AGAGCCAAACTCCCTACTACCCAATGGAAATGCCCGTTGCTAGTGATGATTATGAACTCAAGGAACAGATTTCCAACTTG 720

CIP353 717 GAATCGTTCCTGGAATTGGAGCCAGCAGATTCATCTGATCAGTTTTCAGGGATCGTCGATCCTGATCCTCTTAATGTTTT 796
cip353a 717 GAATCGTTCCTGGAATTGGAGCCAGCAGATTCATCTGATCAGTTTTCAGGGATCGTCGATCCTGATCCTCTTAATGTTTT 796
cip353b 721 GAATCGTTCCTGGAATTGGAGCCAGCAGATTCATCTGATCAGTTTTCAGGGATCGTCGATTCTGATCCTCTTAATGTTTT 800

CIP353 797 TCTGATGGAGGATTTTGCTTCAACTCAGCATCAGTTCTATTGATCCTGAGTTGTTTGGTGAGTGATGAGTGACTAGTTTA 876
cip353a 797 TCTGATGGAGGATTTTGCTTCAACTCAGCATCAGTTCTATTGATCCTGAGTTGTTTGGTGAGTGATGAGTGACTAGTTTA 876
cip353b 801 TCTGATGGAGGATTTTGCTACAACTCAGCATCAGGTCTATTGATCCTGAGTTGTTTGGTGAGTGATGAGTGACTAGTTTA 880

CIP353 877 TTAGCTTTTGGCTGTAGTAGTAGTA---ATAGAGAAAAAA-GTACATATGATATGATAATAATAAGTTGCGTGCCTTAGC 952
cip353a 877 TTAGCTTTTGGCTGTAGTAGTAGTA---ATAGAGAAAAAA-GTACATATGATATGATAATAATAAGTTGCGTGCCTTAGC 952
cip353b 881 TTAGCTTTTGGCTGTAGTAGTAGNAGTAATAGAGAAAAAAAGNACATATGATATGATAATAATAAGTTGCGTGCCTTAGC 960

CIP353 953 CTGCAATTGTAATAGTATCAATGTTTGTTGTCTTGTGTTGTTTATGCTTTCTAAATCTTGGATTTACCTTATAATGTTTG 1032
cip353a 953 CTGCAATTGTAATAGTATCAATGTTTGTTGTCTTGTGTTGTTTATGCTTTCTAAATCTTGGATTTACCTTATAATGTTTG 1032
cip353b 961 ATGCAATTGTAACAGTATCAATGTTTGTTGTCTTGTGTTGTTTATGCTTTCTAAATCTTGGATTTACCTTATAATGTTTG 1040

CIP353 1033 GTCATTTGGTGTATGTATTGTAACTATATATGGAGTACTTTATTACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1112
cip353a 1033 GTCATTTGGTGTATGTATTGTAACTATATATGGAGTACTTTATTACT--------------------------------- 1079
cip353b 1041 GTCATNTGGTGCATGTATTGTAACTATATATGGAGTACTTTATTACTA-------------------------------- 1088

CIP353 1113 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1132
cip353a 1079 -------------------- 1079
cip353b 1088 -------------------- 1088
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-360 TAGAAATAAAATAATAAATTTACTATATCAATTATTTTTTTAACAAATATATTAAGTCAA 

-300 AGATGAATAAGTAAATACTAAATAGTGACAGAGCGTATATGAATAAGTAAATAGTAAGAG 

-240 AGGGAGTATATAACTACATATTCGTAACGGAAGCACTAATTCCAATGTGCTTTTAACAGA 

-180 CAACAATTGTCGAAATTGCGTGAATTTTATGTAAAGGTACCATAAGTGAACAATTCAAGA 

-120 AGTTTTAGGTTGTATATGCTAGATGAATTATCTAAGAGGTACAAGATTAAAAGTAATGAA 

-60 TTACTAAGGGACTACACTGCAAATATCCTTTCCTATAAATTAACACTCACCCCAAGCACA 

1 ATTTTATCGTCTCTTTCAATTACTTTCACTCAAAAAAAAAAAGGAAAAAATTAAGAGTAA 

61 CAAAAGATGTGTGGAGGTGCCATAATCTCCGATTATGAGCCCGCCGGAAACTTCTACCGG 

図 4-10 cip353a の翻訳開始点近傍の塩基配列 

 翻訳開始点を白抜き文字で、プライマー伸張法により決定した転写開始点をふと文字で

示した。二重下線（  ）はa-アミラーゼ遺伝子の 5'上流域中で見られるジベレリン応答性

に関与するシスエレメントのコア配列である TAACRRA（R = A あるいは G）。 
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5 章 結論 
 

 Photobacterium leiognathi JT-SHIZ119 株が有するa2,6-シアル酸転移酵素をコードす

る遺伝子を単離した。単離した遺伝子から推定されるタンパク質の一次構造は、既に報告

されている P. leiognathi JT-SHIZ-145 株の a2,6-シアル酸転移酵素の一次構造と 95%一致

した。単離した遺伝子を大腸菌で活性を有する組換え酵素タンパク質として発現させ、精

製した酵素タンパク質について解析を行ったところ、本酵素はシアル酸転移酵素活性のみ

ならず、a2,6-結合したシアル酸に特異的に作用するシアリダーゼ活性をも有する、2 機能

性酵素であることを明らかにした。この知見は、a2,6-シアル酸転移酵素が 2 種類の活性を

示す最初の報告である。本酵素を用いることにより、複合糖質糖鎖へのシアル酸修飾が容

易化され、その機能研究が加速されることが期待される。 

 

 Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素D23psp23ST を

用いた研究からは、ラクトースに Neu5Ac を 2 分子転移させて 2,3'-ジシアリルラクトース

を合成することが可能であることを見出した。そしてこの化合物がa-アノマー型でのみ水溶

液中で存在することから、酵素がa-グルコピラノースの３位から１位の水酸基の立体配置を、

ガラクトピラノースの 2 位から 4 位の水酸基の立体配置として認識することにより、a-グ

ルコピラノースの 2 位の水酸基に Neu5Ac を転移しているという仮説をたてた。この仮説

を検証するために、マンノースや 6-マンノビオース、更には各種イノシトールを受容体基

質に用いて合成反応を行い、得られた産物の構造解析を行った結果、ガラクトピラノース

の 2 位から 4 位の水酸基の立体配置と重ね合わせることができる化合物から産物が得られ

ることを明らかにし、前述の仮説が正しいことを示した。産物を得ることができた受容体

基質の構造を比較すると、b-ガラクトピラノースの 3 位および 4 位の水酸基の立体配置およ

びアノマー位のエクアトリアル配置が共通していた。本研究により明らかとなった

Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素D23psp23ST が受
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容体基質として認識する構造を図 5-1 に示す。 

 

 イノシトールは、様々な植物や我々ヒトをはじめとする動物中で、普遍的に存在する化

合物である。そのリン酸化物は、真核細胞においてセカンドメッセンジャーとして重要な

機能を有していることが示されている（Berridge et al. 1984、Shen et al. 2003）。本研究

で合成することができたシアリルイノシトールならびに各種シアリル化糖鎖が、新しい生

物学的機能を示すことを期待する。 

 

 低温貯蔵したバレイショ塊茎より、低温誘導性遺伝子 CIP353 の cDNA を単離した。そ

して CIP353 転写物の発現解析から、本転写物は６℃以下の低温下で貯蔵したバレイショ塊

茎でほぼ特異的に発現していることを示した。この結果は、CIP353 遺伝子のプロモーター

が、低温貯蔵した塊茎で特異的に機能していることを示している。以上より、CIP353 遺伝

子のプロモーターの下流に糖転移酵素等をコードしている遺伝子を連結してバレイショに

導入することにより、糖転移酵素等のタンパク質を、生育中のバレイショ植物体では発現

させずに、収穫後に６℃以下の低温で貯蔵した塊茎中でのみ発現させることができる可能

性が期待された。また形質転換植物を増殖する場合には、塊茎を常温に戻して１ヶ月間放

置することにより導入タンパク質（酵素）の発現を抑制させることができるため、その後

種イモとして使用すれば、発芽等の植物の初期成育にも大きな影響を与えることなく栽培

することが可能であろう。 

 幾つかの植物には非還元末端にガラクトースを有するオリゴ糖を含むものが存在するこ

とが報告されている（Dey 1990）。これらガラクトース含有オリゴ糖は Photobacterium sp. 

JT-ISH-224 株由来の組換えa2,3-シアル酸転移酵素の糖受容体基質となる可能性が高い。バ

レイショにおいてこれらガラクトース含有オリゴ糖の存在を示す報告例はないが、代謝中

間体として単糖のガラクトースは細胞内に存在する。Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来
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の組換えa2,3-シアル酸転移酵素は、単糖のガラクトースにもシアル酸を転移することが示

されている（Tsukamoto et al. 2008）ことから、上述の形質転換バレイショを作成することに

より、バレイショ塊茎中においてシアリルガラクトースを合成できる道をつけたものと考

えている。 

 以上、本博士論文研究により、シアル酸含有糖鎖の機能解明にとって有用なツールにな

ることが期待できる、Photobacterium leiognathi JT-SHIZ119 株由来の 2 機能性a2,6-シア

ル酸転移酵素を発見した。また、Photobacterium sp. JT-ISH-224 株由来のa2,3-シアル酸転移

酵素が多様なシアル酸含有糖鎖を合成できるとともに、同酵素の受容体基質として作用す

る場合に必須と考えられる立体配置を明らかにした。また、これらシアル酸転移酵素を植

物細胞で発現させる場合に利用できるであろう誘導性プロモーターをバレイショより単離

し、その応用展開に道筋をつけた。 

 

 

１、ラクトース；２、3'-シアリルラクトース；３、6-マンノビオース；４、各種イノシト

ール 

図 5-1 本研究で明らかとなった rD23pspST3 の受容体基質の構造 
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