
第 5章 総括

最近の糖鎖生物学 ･糖鎖工学の進歩に揮い､粧蛋白質や捌 旨/LllLi等の複合糖質

糖鎖の役割が明らかになりつつある｡具体的には､細 胞問 相 互 作用や細胞認識

に関与している糖蛋白質や､細胞の分化 ･増殖 ･接着などに閲与している糖脂

質等の､多種 ･多様な機能を有する複合糖質糖鎖が細胞表面に存在して､細胞

の生命活動を支えていることが分子レベルで理解されつつある｡これらの複合

糖質糖鎖を構成する糖質の中で､シアル酸が極めて重要な機能を担っているこ

とが明らかにされている.従ってシアル酸を含むオリゴ糖 ･牧合糖質糖鎖を合

成し､その生物活性 ･生理活性を探ることは非常に有意義なことと考えられる｡

本研究は､多くの機能を有するシアル酸含有糖鎖を効率的かつ大量に生産し､

その産業上の利用を実現することを目的とした､細菌由来のシアル酸転移離京

に関するものである｡シアル酸転移活性を有する細菌の探索を行い､その結果､

シアル酸転移酵素を生産する新規海洋性細 菌の単離に成功した｡また､この細

菌が生産するシアル酸転移酵素を電気泳動的に単一なバンドにまで精製し､そ

の酵素化学的諸性質を明らかにしたo次に､シアル酸転移酵素の大量生産系を

構築することに成功し､簡便なシアル酸含有オリゴ糖 ･複合糖質糖鎖を合成す

る可能性を示した｡さらに､このシアル酸転移酵素をコー ドする遺伝子を単離

し､この酵素蛋白質の分子レベルでの解析を行い､本酵素を可溶性酵素として

生産することに成功した｡
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本研究で得 らjlた成果は､今後の糖鎖工学 ･糖鎖生物学の分野に広 く貢献す

るものと考えられる｡以下､本研究で得られた知見を各章毎に述べる0

第 1章

110菌株の海洋性細菌及び 172菌株の好塩性/細菌を探索漁としてシアル酸転

移活性を有する細菌をスクリーニングした結果､シアル酸転移活性を示 した淘

洋性細菌を単離することに成功 したoこの菌株は､その形態観察､生理的性状

試験､薗体内 DNAの GC含量の測定結果からph('fobacte,･[･un,a,II,,Se/(/と同定され､

この菌株をp･dCImSell/JTO160株と命名 した[134]｡

第 2章

P･d〟′77LYe/(/JTO16()珠の生産するシアル酸転移酵素 (sTasc()160)は､歯体から

の抽出の際に界面活性剤を必要 としたことから動物由来のシアル酸転移酵素 と

同様に膜結合型酵素と考えられたo菌体から酵素を摘出後､イオン交換カラム､

ハイ ドロキシアパタイ トカラム､ゲルろ過カラム､アフイニテ ィ､-カラムを用

いたカラムクロマ トグラフィ-を行い､粗酵素液から収率 IL)0/,,で電気泳動的に

単一なシアル酸転移酵素を得ることに成功 したO現在までに､細菌より精製 さ

れたシアル酸転移酵素に関する報告はこれまでに無く､p.dC,m､i･L,/,/JTO160株のシ

アル酸転移酵素は､原核生物よ り最初に精製 されたシアル酸転移酵素である

[134〕o STase()16()は分子量約 61,(肌)Da(SDS-PAGE法)からなるシングルポ

リペプチ ドであり､その酵素反応に至連な pH､塩度はそれぞれ､5.｡J(十(で あ
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ったoメチル-p-D-N-アセチルラク トサミニ ドを糖受容体基質として酵素反応を

行い､反応生成物の構造を解析した結果､反応生成物が α2,6-シアリルメチルー

β-D-Nア セチルラク トサミニ ドであることを明らかにし､STasc｡160を β-ガラ

ク トシドα2,6-シアル酸転移酵素と同定した｡また､sTaseOi6()の粧受容体基質

特占封生の検討を行い､以下の知見を得た｡

(1)糖受容体基質として用いた単糖の中ではメチルーβ-D-ガラク トビラノシドに

最も多くのシアル酸を転移した｡また､メチル-D-ガラク トビラノシドを糖受容

体基質とした場合､アノマー選択性が見られ､β-7ノマ一に対して αアノマー一

に転移した約 3倍量のシアル酸を転移することを明らかにした｡ラク トース､

N-アセチルラク トサミニ ド等の二糖に対するKm.値はいずれもIOmM前後であ

り､メチルーFLD-ガラク トビラノシドのKm値 (174111M)よりも一桁低いことか

ら､sTaseO160は単糖よりも二糖に対して親和性が高いことを明らかにした｡さ

らに､STa5eO160は非還元末端にGalβ1-4GIcもしくはG叫うト4GIcNAc構造を石

する糖鎖にはシアル酸を転移するが､Galβト3GIcNAc､Galβ1-3GalNAc構造等 の

構造を有する糖鎖にはシアル酸を転移しないことを明らかにした｡この結果か

ら､本酵素は糖鎖の非還元末端に存在するガラク トース残基ばかりではなくガ

ラク トースが結合している還元末端側の糖を､さらにはその結合様式も認識 し

てシアル酸の転移を行っていると推定された｡

(2)STとISC(･)16()のラク トース､N-アセチルラク トサミニ ド､2,-フコシルラク ト

ース､3'-シアリルラクトースに対する Km 値は､動物由来の β-ガラク トシ ド
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α2,6-シアル酸転移酵素の場合とは大きく姓なり､いずれの場合にも 10nM 前後

でほぼ同じ値であった｡この結果から本酵素は (1)〟-アセチルラク トサミニ ド

の 2-アセ トアミド基を認識 していないこと､ (2)糖鎖の非還元末端に存在する

ガラク トース残基の2位､3位に置換がある場合でも糖受容体基質としうること

が明らかになった｡これらの結果は､本酵素の糖受容体基質特i,%_Jr生が動物由来

の酵素と比校 して幅 広いことを示してお り､ST｡sc()16°を用いることにより､こ

れまで知られている α2,6-シアル酸転移酵素では合成 し得なかったシアル酸含

有糖鎖も合成できる可能性を示した〔134,135〕｡

(3)糖蛋白質を糖受容体基質とした場合の酵素反応の解析結果から､ST｡scO16()

が糖蛋白質中に存在する〃-リンク型及びO-リンク型糖蛋白質糖鎖のいずれの粧

鎖にもシアル酸を転移することを明らかにし､sTaseO16°を用いる糖蛋白質糖鎖

の修飾の可能性を示すことができた｡

第 3章

STaseO16Oを効率的に生産するために､P.dC//)7SL//'lJT()16()株の培養条件の検討

を行い､培養液 1htel･当たり550Uのシアル酸転移酵素を生産させることに成功

した日36]O現在まで､このような高いレベルで cL2,6-シアル酸転移酵素の生産可

能な生産系は報告されていない｡また､今匝用接 した培養条件はフラスコ培養､

ジャーフアメンター培養 いずれの場合にも適用 耶 巨であった｡ フラスコ培養で

の高い酵素生産性をジャーフアメンター培養で再現できたことは､本酵素の発
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離,･'':l三産が容易にスケールアップ可能であることを示しているO従って今回構築

した培養条件で､大型の培養槽を用いてP.damse/(,JTO160株を培養することによ

り､STaLd)16()の大量供給が可能であると考えられる｡さらに､最適化した培養

条件で待らメ1た菌体より6段階の精製工程で､収率 は%で電気泳動的に単一な

STascO160が得られる方法を確立したことにより､本菌を用いるC'V2,61シアル酸

転移酵素の生産の有効性を示すことができた[136]｡

〃ア セチルガラク トサミンを糖受容体基質とした酵素反応生成物の構造解析

から､STasc肌 6°が β-ガラクトシドα2,6-シアル酸転移酵素としてのみではなく､

N-アセチルガラクトサミニ ドcy･2,6-シアル酸転移酵素として機能することを明

らかにしたoこjlまでに知られている動物由来の3種類の N-アセチルガラクト

サミニドα2,6-シアル酸転移酵素は､いずれも糖蛋白質に0-リンク型で結合して

いる N-7セテルガラクトサミン残基に α2,6結合でシアル酸を転移する酵素で

あり､これらはいずれも糖受容体基質である糖蛋白質の蛋白質部分をも認識 し

ているために､これらの酵素は単独で存在する〃-アセチルガラクトサミン単体

を糖受容体基質とすることができない｡しかし､本酵素は 〃-アセチルガラクト

サミン単体にもシアル酸を転移することを明らかにした｡また､この結果は､

STasc｡160が従来の酵素に比べ､広い糖受容体基質特災性を有することを示すも

のである｡

151



第 4章

P･dl"77Se/,IJT()160株のゲノムDNAライブラリーからSTase(Jl6Oをコー ドする

遺伝子 (bLYf)をクローニングすることに成功した｢137]｡この b.yl遺伝子の上流

には､大腸菌の持つプロモーター領域と非常に類似した領域､またその下流に

はターミネーター領域と考えられる領域を有することを明らかにした0sTasc

O160の推定アミノ酸配列をKyLe-Dool血eの疎水度分布法を用いて解析した結果､

メチオニン残基から始まる最初の 15残基のアミノ酸部分は疎水性が高く､さら

に､メチオニン残基の下流に2個の+チャージを持つリジンが存在した｡また､

精製酵素のN末端アミノ酸配列が推定アミノ酸配列の17番目以降と完全に一致

したことから､メチオニンから始まる最初の 15残基のアミノ酸部分はシグナル

配列と推定されたoさらに転写一次産物がシグナル配列と考えられるアミノ酸

配列を有しており､このアミノ酸配列が精製酵素には存在しなかったことから､

STase016()はp･dl,mse/,lJT()16()株の薗体内で細胞質に存在するのではなく､ペリ

プラズム空間に分泌されていることが推定された｡

現在までクローニングされた動物由来のシアル酸転移酵素ファミリーの推定

一次アミノ酸配列 の解析結果から､これらの酵素間には高度に保存された領域

(シアリルモチーフ)が存在することが明らかにされているoしかし､今回ST｡sc

()160の推定アミノ酸配列中にはシアリルモチーフが存在しないことを明らかに

し､また､sTaseO160とこれまでにクローニングされている細菌由来のシアル酸

転移酵素 (EL"I/7("-I-C/柚 C()/iK-1の α2,8-シアル酸転移酵素､N血 ･油 川7･em･/7･!,,I･[/･dIl.t･
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及び Ne/'ssL"･iClg("70)･/-/weaeのC'2,3-シアル酸転移酵素)との問にも高い相同性が認

められなかったことから､p.dclmse/('JTO16O株はシアル酸転移活性を､これまで

に知られているシアル酸転移酵素とは全く異なる過程で独得したものと推定さ

れた〇一万､動物由来のシアル酸転移酵素はその蛋白質分子の構造上において

も類似性が認められるoすなわち､それらは N末端の短い細胞質領域､脹結合

領域､ゴルジ内腔幹領域と酵素蛋白質の C末端部分からなるゴルジ内腔封舌性領

域からなるものと考えられている｡しかし､本酵素の蛋白質分子の構造は動物

由来の酵素とは大きく異なっていることを明らかにした｡即ち､STaseO160のC

末端側部分に存在する､大腸菌のリン酸輸送システム制御蛋白質 (phoU 蛋白

質)と非常に相同性が高い領域の二次構造解析から､この部分が α-ヘリックス

構造を形成する可能性の高いことが､さらに､この α-ヘリックス構造中 で疎水

性アミノ酸が一方向に配列されうることが推定され､この領域がJ酎 吉合領域で

ある可能性が考えられたoそこで､この部分の上流に停止コドンを挿入した発

現プラスミドを構築し､大腸菌を用いて組換え体 sTascO16Oを生産させた結果､

この組換え体 STascU160が可溶性酵素であったことから､ST｡sc()16°は (1)C

末端側部分に存在する α-ヘリックス構造を介して膜に結合している可能性が高

いこと､ (2)その活性領域は酵素蛋白質分子の上記 α-ヘリックス構造よりもN

末端側部分に存在することが推定され､本酵素はこれまでに知 られている鋸 広

移酵素とは構造的にも異なり､新規なものであることが明らかになった｡また､

今回構築した発現フーラスミドで形劉 転換した大柳il-を用いる､可溶性 α2,(,-シア
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ル酸転移酵素の供給の可能性を示すことができた[137｣｡

本研究により､これまでに知られている動物由来のシアル酸転移酵素と比校し

て､幅広い糖受容体基質特異性を有する細菌由来の α2,6-シアル酸転移酵素

(sTasc｡16(L))を大量に供給することが可能となり､動物由来のシアル酸転移酵

素では合成不可能であったシアリルオリゴ糖が生産可能となった｡現在､本研

究で得られた知見をもとに､サイテル社 (サンディエゴ､米国)において､STasc

O160の実用化に向けた試験 ･検討が行われている｡
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