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略語一覧 
Man ... マンノース 
Glc ... グルコース 
Gal ... ガラクトース 
Gul ... グロース 
Fuc ... フコース 
GalUA ... ガラクツロン酸 
GlcUA ... グルクロン酸 
GlcN ... グルコサミン 
GlcNAc ... N-アセチルグルコサミン 
GalNAc ... N-アセチルガラクトサミン 
NeuAc ... N-アセチルノイラミン酸 
Rha ... ラムノース 
Glc ... グルコース 
Xyl ... キシロース 
Api ... アピオース 
Ara ... アラビノース 
Dha ... 3-デオキシ-D-リキソ-2-ヘプツロサル酸 
Kdo ... 3-デオキシ-D-マンノ-2-オクツロソン酸  
Ace ... アセル酸 
 
NTP ... ヌクレオシド三リン酸 
NDP ... ヌクレオシド二リン酸 
ATP ... アデノシン三リン酸 
ADP ... アデノシン二リン酸 
AMP ... アデノシン一リン酸 
GTP ... グアノシン三リン酸 
GDP ... グアノシン二リン酸 
GMP ... グアノシン一リン酸 
NAD+ ... ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（酸化型） 
NADH ... ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（還元型） 
 
HPLC ... 高速液体クロマトグラフィー 
MALDI ... マトリックス支援レーザー脱離イオン化法 
ESI ... エレクトロスプレーイオン化法 
TOF-MS ... 飛行時間型質量分析法  
MP-CE ... マルチプレックスキャピラリー電気泳動 
 
Tris ... 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール 
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EDTA ... エチレンジアミン四酢酸 
SDS ... ラウリル硫酸ナトリウム 
TEMED ... テトラメチルエチレンジアミン 
NAA ... ナフタレン酢酸 
PMSF ... フッ化メチルフェニルスルホニル 
PA ... 2-アミノピリジン 
IMAC ... 固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィー  
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第1章	 緒言 

	 オリゴ糖や糖鎖などの糖化合物や、それらがタンパク質や脂質と結合した複合糖質は、そ

の多糖類の構造や、付加している糖残基が生理活性や物性に影響を与えることが知られてい

る[1, 2]。糖化合物や複合糖質を構成する糖残基は、小胞体や Golgi体内腔に局在する糖転移

酵素により生合成される。基質として利用されるヌクレオシド-二リン酸-糖（NDP 糖）は、

新生経路や再利用経路により細胞質において生合成され、小胞体やGolgi体内腔へ輸送され、

糖転移酵素に利用される[3]。ペクチンやキシログルカンといった天然多糖類は、食品や製

剤の分野で、増粘剤、安定剤、ゲル化剤、糊料として利用されており、近年、その物性の改

変[4-6]や植物細胞内における生合成経路の探索[7]が行われている。 

	 植物は、自然界での存在量が少ない単糖（希少糖）を構成要素とする多糖類を有する。植

物は、希少糖を含む糖ヌクレオチドを多数生合成しているが、それらは多くが市販されてお

らず、入手が非常に困難である。植物細胞壁生合成経路の探索や、希少糖を含有する機能性

糖質の作出などには、希少糖を含む糖ヌクレオチドが必要であり、その合成手法の構築は、

新規糖転移酵素の発見や、新規機能性糖質の作出への貢献が期待される。 
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1.1 糖ヌクレオチド 

	 糖転移酵素は、糖供与体から、糖類もしくはそれ以外のアクセプター基質上に糖残基を付

加する酵素の総称である[8, 9]。糖転移酵素は糖供与体として、エネルギー準位の高い糖類、

つまり糖ヌクレオチドを必要とする[10]。糖ヌクレオチドは、アデノシン、グアノシン、シ

チジン、ウリジン、チミジンなどのヌクレオシドと単糖が 1つ、または 2つのホスホジエス

テル結合で結合した、単糖の活性型である。生体内において、糖ヌクレオチドは、細胞質に

おいて、主に新生経路、再利用経路の 2 つの経路で生合成される。新生経路は、UDP-Glc、

GDP-D-Man などを初発基質とした変換反応により、多様な糖ヌクレオチドが新たに生合成

される経路である[11-13]。一方、代表的な再利用経路は、各種ピロホスホリラーゼにより、

多糖類の分解などで生じた、細胞内の糖 1リン酸とヌクレオチドから、糖ヌクレオチドが生

成される経路である[14, 15]。これらを含め、現在、以下の Table 1.1-1に示す 7つの主要な

糖ヌクレオチド生合成経路が知られている。 

Table 1.1-1糖ヌクレオチドの主要な生合成経路  

（Mohnen et al., Bar-Peled and O’Neil [15, 16]） 

Pathway Reaction 

Photosynthesis 
Glc + ATP → 

→ UDP-Glc + pyrophosphate (PPi) 
   → ADP + Glc-6-P → 
         	 	 → Glc-1-P + UTP 

Salvage Sugar + ATP → 
→ NDP-Sugar + PPi    → ADP + Sugar-1-P + NTP 

CMP-Sugar synthesis Sugar + CTP → CMP-Sugar 

Interconversion NDP-Sugar A → NDP-Sugar B ← 
Transformation NDP-Sugar C + Sugar D-1-P → Sugar C-1-P + NDP-Sugar D 
Mobilization Sucrose + UDP → UDP-Glc 
Recycling Glycan + Pi → Sugar-1-P + NTP → NDP-Sugar + PPi 
 

生合成された糖ヌクレオチドは、トランスポーターにより小胞体やゴルジ体内腔に輸送され、

糖転移酵素基質として利用される[3]。 
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1.2 植物細胞壁生合成に関与する糖ヌクレオチドとその生合成経路 

	 現在、少なくとも 30 種類の糖ヌクレオチドが植物細胞より検出されている[16-18]。陸上

植物では、前述した糖ヌクレオチド生合成経路に加え、光合成や植物細胞壁の分解といった

代謝や異化による経路からも糖ヌクレオチドが供給される。Table 1.2-1にこれらの糖ヌクレ

オチド代謝経路を示す[15]。 

 

Table 1.2-1 陸上植物の NDP-糖供給に関わる代謝経路（Bar-Peled and O’Neil [15]） 

Name Metabolic and catabolic pathway of NDP-sugar 

Carbon derived from photosynthesis CO2 → Fructose-6-phosphate → NDP-sugar 

Sucrose as a carbon source Carbon mobilization (Sucrose) → NDP-sugar 

Storage carbohydrate as a carbon 
source Storage polysaccharide (starch etc.) → NDP-sugar 

Recycling and salvage of sugar 
residues Glycan → sugar → NDP-sugar 

Cell wall restructuring and recycling Polysaccharide → sugar → NDP-sugar 

Sugar derived from plant-microbe 
interactions Glycan → sugar → NDP-sugar 

 

	 上記経路、前述の糖ヌクレオチド生合成経路で供給される糖ヌクレオチドは、タンパク質

糖鎖、植物細胞壁などの多糖類の合成において、ドナー基質として糖転移酵素に利用される。

特に、植物細胞は数多くの種類の希少糖残基を構成成分として含む、多様で複雑な多糖類を

有している。そのため、Fig. 1.2に示すように、各種希少糖を含む糖ヌクレオチドを含め、

多様な糖ヌクレオチド生合成経路を有している（Fig. 1.2）。 
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Fig. 1.2植物生体内における糖ヌクレオチドの主要生合成経路  
植物は多数の希少糖を含む糖ヌクレオチドを生合成し、細胞壁生合成などに利用している。実線は

解明されている生合成経路を、破線は未解明の生合成経路を示す。（Bar-Peled et al.を一部改変[15]） 
 

1.3 GDP-L-Fuc生合成経路 

	 GDP-L-Fuc は、生体内の細胞質において、新生経路と再利用経路から生合成される。

GDP-L-Fuc の主要な新生経路は、進化的に保存されており、バクテリア[19]、植物[20]、哺

乳類[21]、無脊椎動物[22, 23]でその存在が報告されている。また、バクテリア[24]、植物[25]、

哺乳類細胞[26]では、新生経路を構成する酵素をコードする遺伝子がクローニングされてい

る 。 こ の 新 生 経 路 は 、 GDP-D-Man-4,6- デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ GMD ） と
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GDP-4-keto-6-deoxy-D-Man-3,5-epimerase-4-reductase（Tsta3） の 2 つの酵素によって 3 つの

酵素反応が触媒され、GDP-D-Manが GDP-L-Fucに変換される経路である。 

	 一方、再利用経路における GDP-L-Fuc の生合成には、L-フコキナーゼ/GDP-L-Fuc ピロホ

スホリラーゼ（FKP）という二機能性の酵素が担っている（Fig. 1.3）。UDP糖の再利用経路

は、単糖-1-リン酸の生成、UDP-糖の合成を担う異なる 2つの酵素により、UDP-糖が生合成

される[27-29]。一方、GDP-L-Fuc の再利用経路は、まず、細胞内に存在する L-Fuc と ATP

を基質とし、FKP の有するフコキナーゼ活性により、L-Fuc-1-P に変換されることで開始さ

れる。次に、FKP の有する GDP-L-Fuc ピロホスホリラーゼ活性により、フコキナーゼ活性

により生成された L-Fuc-1-PとGTPからGDP-L-Fucとピロリン酸（PPi）が生成される[30, 31]。

フコキナーゼ活性や GDP-L-Fuc ピロホスホリラーゼ活性は、多くの真核生物、バクテリア

で検出されており、Bacteroides fragilisや、A. thalianaで FKPをコードする遺伝子が同定さ

れている[32, 33]。 

 

Fig. 1.3 FKPの酵素活性  
FKPはフコキナーゼ活性、ピロホスホリラーゼ活性を有する 2機能性の酵素であり、 

L-Fuc + ATP + GTP → GDP-L-Fuc ＋ ADP ＋ PPiという反応を触媒する 
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1.4 植物における GDP-L-Gal生合成 

	 植物細胞は、他の真核生物とは異なる、GDP-L-Gal を介した L-アスコルビン酸合成経路

(D-Man/L-Gal経路)を有している[34-36] (Fig. 1.4-1)。D-Man/L-Gal経路において、GDP-L-Gal

は GDP-D-Man-3’,5’-エピメラーゼ (GME) により GDP-D-Man より生合成される。GME は、

A. thaliana及び Oryza sativa においてその酵素活性が検出され、GDP-L-Gal及び GDP-L-Gul

の生成が報告されている[37, 38]。Wolucka et al. 及び Major et al. により、GMEにより触媒

される詳細な反応経路が明らかにされた[39, 40]。 GMEは、短鎖型脱水素酵素/還元酵素フ

ァミリー（SDR family; short-chain dehydratase/reductase family）に属する酵素[41]であり、

GDP-D-Manの C3’位、C5’位のエピメリ化により GDP-L-Gal及び GDP-L-Gulを生成する酵素

である。Chlorella pyrenoidosaより抽出した部分精製酵素を用いた GMEの酵素解析により、

GMEによる GDP-D-Manのエピメリ化反応は可逆反応であることが示された[42, 43]。加え

て、3H 標識水を用いた解析により、GME によるエピメリ化において、GME 反応後の

GDP-D-Man、GDP-L-Galから 3Hに由来するシグナルが検出されたことから、エピメリ化反

応で生じるプロトンが溶媒との間で移動していると考えられる[44]。しかし、エピメリ化に

必要な GDP-D-Man のプロトン化は酵素を用いた反応では化学的に起こり得ない。NAD (P)

＋が補因子として働くことで、酵素による水素の移動が起こると仮定すれば、化学エネルギ

ー的に合理的なプロトン移動が起こると予測された[45]。しかし、A. thalaian GMEの結晶構

造解析を基に、NAD+の結合部位が予測されたところ、NAD+と GMEは非常に強固な結合を

形成し、水素の移動に関与できないと考えられた。実際、NAD (P)+の添加により A.thaliana 

GME の 酵 素 活 性 は 10-14% し か 上 昇 せ ず 、 GME の エ ピ メ リ 化 反 応 は 、

GDP-D-Man/GDP-L-Gal/GDP-L-Gul = 80:15:5で平衡に達する[40]。そこで、糖ヌクレオチドと

GMEの結合部位のアミノ酸残基を改変することで、その反応機構の解明が試みられた[40]。
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その結果、エピメリ化反応はすべて、GME の一つの活性中心で行われることがわかった。

GMEによる GDP-D-Manのエピメリ化はまず、酵素内部のシステイン残基が介する酸化反応

により、Fig. 1.4-2中に四角で示した GDP-β-L-4-keto-Gulが生成されると考えられた。また、

生成された GDP-β-L-4-keto-Gulが還元されると、GDP-L-Gulが生成され、5’位のエピメリ化

が完了する。3’位のエピメリ化はまず、GDP-β-L-4-keto-Gul に対し、ring flip もしくは、ヘ

キソース内部で電子移動が起こることで、GDP-β-L-4-keto-Gal が生成される。最終的に、

GDP-β-L-4-keto-Galが還元され、GDP-L-Galが生成されると予測された（Fig. 1.4-2）。 

 

 

Fig. 1.4-1 植物における L-アスコルビン酸生合成経路  
各反応ステップを触媒する酵素は以下の通り。破線は生合成機構が未知なステップを示す。 

四角で囲んだ部分は、GMEが関与するステップを示す。（Wheeler et al. [36]を一部改変） 
 1, hexokinase; 2, phosphoglucose isomerase; 3, phosphomannose isomerase; 4, phosphomannose mutase; 5, 
GDP-D-Man pyrophosphorylase; 6, GME; 7, putative GDP-L-Gal pyrophosphorylase; 8, L-Gal-1-phosphate 
phosphatase; 9, L-Gal dehydrogenase; 10, L-Gal-1,4-lactone dehydrogenase; 11, L-Gul-1,4-lactone 
dehydrogenase. Abbreviations: L-Gal-1,4-Lac, L-galactono-1,4-lactone; L-Gul-1,4-Lac, L-gulono-1,4-lactone; 
cyt cox, cytochrome c oxdase; cytcred, cytochrome c reductase.  
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Fig. 1.4-2	 GMEによるエピメリ化反応モデル  
GDP-D-Manはまず、GME内部のシステイン残基による酸化反応により、C4’位がケト化される。そ
の後、アスパラギン酸残基の NH3

+位を介したプロトン移動により、 ring flip が誘導され、
GDP-β-L-4-keto-Gulが生成される。この GDP-β-L-4-keto-Gulを出発物質とし、還元反応、ring flip、プ
ロトン移動により、C3’位及び C5’位のエピメリ化が起こる（Major et al. [40]より引用）。 
 

1.5 化学的手法による GDP-L-Gal合成 

	 GDP-L-Gal は化学的手法において、糖残基の保護、脱保護反応を経て合成される。

GDP-L-Galの化学的手法による合成は、Binch et al.により初めて報告された。Binch et al.は、

155 mgのGDP-L-Gal 2リチウム塩を L-galactono-1,4-lactoneより、収率 11% で合成した[46]。

さらに、Baisch et al.により合成ステップの改善が行われ、オレンジ果皮より取得したアセチ

ルエステラーゼを化学合成の最終ステップで用いることで、L-Galを出発物質とし、180 mg

の GDP-L-Galが収率 57% で合成された。さらに高効率な GDP-L-Gal合成は、Düffels et al.

により報告された[47]。Düffels et al.の手法は、L-Gal-1-Pと GTPのカップリング反応を改善

することで、6つの反応ステップにより、180 mgの GDP-L-Galを収率 57% で入手可能なも

のである。これらの化学的手法による GDP-L-Galの合成は、多段階の反応ステップを経て、

高い収率で GDP-L-Galを入手可能である。 
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1.6 タンパク質の N-結合型糖鎖修飾 

	 小胞体（endoplasmic reticulum; ER）や Golgi体において、糖転移酵素によるグリコシル化

反応や、グリコシド結合の加水分解酵素によるトリミングといった多様なプロセシングによ

り、様々な糖鎖が生合成される。糖鎖はタンパク質の Ser/Thr に結合した O-結合型糖鎖と、

Asn-X-Ser/Thr（Xはプロリン以外のアミノ酸残基）に含まれるアスパラギン残基に結合した

N-結合型糖鎖の 2種類に大別される。N-結合型糖鎖修飾は、動物、酵母、植物、昆虫細胞で

その合成経路が明らかにされている[48-52]。N-結合型糖鎖の構造は、糖鎖を構成する糖残基

の種類や数により、ハイマンノース型、ハイブリッド型、コンプレックス型の 3種類に大別

される（Fig 1.6-1）。ハイマンノース型の糖鎖はすべての真核生物に共通して存在するが、

ハイブリッド型やコンプレックス型の糖鎖は生物種により異なり、各生物種に固有な構造に

収束する。真核生物では ER から Golgi 体へ輸送された Man8GlcNAc2に存在する α1,2-Man

残基間のグリコシド結合が α1,2-マンノシダーゼ I により加水分解され、Man5GlcNAc2が合

成される。その後、Golgi 体に局在する酵素群により、酵母を除く全ての真核生物で

GlcNAcMan3GlcNAc2が合成され、これを前駆体として Golgi体に局在する酵素群やグリコシ

ド結合の加水分解酵素により、各生物種に特徴的な N-結合型糖鎖が生合成される[53]（Fig. 

1.6-2）。哺乳類細胞型糖鎖は、糖鎖非還元末端側にシアル酸の付加した分岐型糖鎖を有して

おり、一部の糖鎖は L-Fuc残基を含有する。哺乳類細胞の有する糖鎖合成経路において、L-Fuc

残 基 は α1,6-Fuc 転 移 酵 素 （ FUT8 ） に よ り 、 asialo-agalacto-bi-antenna-Asn

（GlcNAc2-Man3-GlcNAc2-Asn, GN2M3-Asn、Fig. 1.6-3）糖鎖還元末端側のアスパラギンに結

合した GlcNAc残基に付加される[54]。植物は、α1,3-L-Fuc及び β1,2-Xylが付加した N-結合

型糖鎖を有しており、この植物型糖鎖の生合成経路は明らかにされている[55, 56]。A. 

thalianaにおける α1,3-L-Fuc転移酵素は、Vigna radiataより単離された α1,3-L-Fuc転移酵素
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[57]のアミノ酸配列情報を基に FucTA と FucTB に 2 つの酵素が予測された。それぞれの酵

素 活 性 が 調 査 さ れ た と こ ろ AtFucTA は 、 GDP-L-Fuc を 基 質 と し 、

GlcNAc2-Man3-Xyl-GlcNAc2-Asn（GN2M3X-Asn、Fig. 1.6.-3）もしくは、GN2M3-Asnの糖鎖

還元末端側のアスパラギンに結合した GlcNAc 残基への L-Fuc を有していた[58]。一方、

AtFucTAのアミノ酸配列と 77% の相同性を有する AtFucTBは、活性が非常に弱いことが報

告されている[59]。 

 

Fig. 1.6-1 ハイマンノース型、ハイブリッド型、コンプレックス型糖鎖の例  

 

Fig. 1.6-2 哺乳類、昆虫、植物、酵母に特徴的な糖鎖の例  
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Fig. 1.6-3 FUT8、FucTA、FucTB生合成に関与する糖鎖構造一覧  

 

1.7 陸上植物における細胞壁とその構成成分 

	 細胞壁は、細胞膜の表面を覆う細胞外被に分類されている。細胞外被は全ての細胞に存在

するが、その構造や機能は生物種や分化の段階で異なり、変化に富んでいる。植物や真正細

菌などの細胞外被は安定した構造と力学的強度を有することから細胞壁と呼ばれ、細胞骨格

の維持や外敵からの防護装置などとして機能している。なかでも、植物細胞の細胞壁は最も

強度の強い細胞壁の一つである[60]。陸上植物の細胞壁は、単純に細胞の形状維持や組織の

支持といった機能のみならず、細胞分化や細胞成長の制御、細胞接着、情報処理機能、生体
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防御・修復機構、水理機能、貯蔵機能といった多岐にわたる機能を有している[61-66]。この

ような植物細胞壁は、その構成成分・構造や機能により分類されている。一般に植物の細胞

壁は、細胞伸張初期に細胞表面に構築される 1次細胞壁と、細胞伸張後に 1次細胞壁の内壁

で構築される 2次細胞壁に分類される[62, 67]。1次細胞壁はセルロース微繊維を骨格とし、

セルロース微繊維をヘミセルロースの一種であるキシログルカンが架橋している。さらに、

セルロースとキシログルカンの間隙にペクチン分子やアラビノガラクタンタンパク質が充

填され、柔軟性のある構造を維持している。一方、2次細胞壁は重合度の高いセルロース微

繊維の骨格を、ヘミセルロースの一種であるキシランが架橋し、それらの間隙が、リグニン

などのフェノール化合物で充填されており、非常に強固な構造を構築している[62, 68]。 

 

1.8 キシログルカンの構造、生合成経路 

	 キシログルカンは、Glc が β1,4 結合で連結した、β1,4-グルカンを主鎖とし、Glc 残基の

C6’位が、規則的に Xyl、さらに D-Gal、L-Fuc などで修飾された側鎖を多量に含有する、ヘ

ミセルロースに分類される多糖である[69]。キシログルカンは双子葉植物や裸子植物の 1次

細胞壁に 20-25% 含有されるものの、単子葉植物では 1-5% しか含有されていない。セルロ

ース微繊維と強く水素結合を形成し、その分解や繋ぎ替えにより、植物の伸長や成長に関与

していると考えられる[70]。キシログルカンの側鎖構造は、慣例的に Table 1.8-1に示した 1

文字により表記される[71]。また、キシログルカンは、Fig. 1.8に示すような規則的なサブユ

ニットから形成されており、これらのサブユニットの構成比は植物種によって大きく異なる

[70]。例えば、双子葉植物のキシログルカンは、XXFGや XXXG、XLLGといったサブユニ

ットが含まれるが、単子葉植物のキシログルカンは側鎖の短い XXXG が主な構成成分であ

る。また、ナス科植物は Araを含むサブユニットから構成される[71]。キシログルカンの生

合成には、主に、大別して 4種類の転移酵素によりゴルジ体の中で合成される[72]。キシロ
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グルカン β1,4-Glc転移酵素により、UDP-Glcを基質として、キシログルカン主鎖である β1,4-

グルカンが伸張され、同時にキシログルカン α1,6-Xyl 転移酵素により、UDP-Xyl を基質と

して、Xyl 残基が β1,4-グルカン上へ規則的に付加される。キシログルカン β1,4-Glc 転移酵

素は、Cocuron et al.による、Tropaeolum majusにおける糖転移酵素関連遺伝子の発現解析を

基に、種子形成時にキシログルカン Gal 転移酵素と共発現している酵素群より予測され、

CSLC遺伝子として単離された[73]。T. majus CSLC、及びホモログである A. thaliana CSLC4

を過剰発現させた酵母細胞では、低分子 β-グルカンの合成が確認された。さらに、キシログ

ルカン β1,6-Xyl転移酵素、XXT1を共発現させると、高分子で不溶性の β-グルカンの合成が

検出された[74, 75]。β1,4-グルカン主鎖の伸長には、Xyl残基も必要であることから、β1,4-Glc

転移酵素、α1,6-Xyl転移酵素が相互に機能することで、キシログルカンを伸張させていると

推測される。キシログルカン Xyl転移酵素は、糖質関連酵素（Carbohydrate-Active enZymes; 

CAZy）データベース上で、糖転移酵素ファミリー、GT34 ファミリーに分類されている。

A. thaliana は、XXT1（AtXT1）を含め、GT34 ファミリーに分類される 7 つの遺伝子を有し

ている。そのうち、XXT1（AtXT1）、XXT2（AtXT2）が、in vitro においてキシログルカン

Xyl 転移活性を示し、キシログルカン α1,6-Xyl 転移酵素と同定されている[74, 75]。また、

XXT5（AtGT5）遺伝子が欠損した A. thaliana 遺伝子破壊株の細胞壁の解析結果より、XXT5

もキシログルカン α1,6-Xyl転移酵素として機能していると予測されている[76]。 

	 キシログルカン主鎖及び、Xyl側鎖の伸張後、β1,2-D-Gal転移酵素により、Xyl残基に D-Gal

残基が転移される。キシログルカン β1,2-D-Gal転移酵素として、CAZy GT47ファミリーに

属する A. thaliana MUR3が同定されている[77]。組換えMUR3の in vitroでの酵素活性測定

において、MUR3はキシログルカン XXXG構造の非還元末端側から 3番目の Xに特異的に

D-Galを付加することが解明された。一方で、他の Xyl残基への D-Gal転移活性は検出され
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ず、他の酵素が関与している可能性が示唆された。シロイヌナズナには、GT47に属する 10

の遺伝子が存在することから、他の遺伝子がキシログルカン Xyl転移酵素をコードしている

と考えられる[77]。Xyl残基へ D-Galが転移された後、α1,2-L-Fuc転移酵素により D-Gal側鎖

に L-Fucが転移される。キシログルカン L-Fuc転移酵素は、Pisum sativumより単離され、ア

ミノ酸配列情報より P. sativum FUT1（PsFUT1）、A. thaliana FUT1（AtFUT1）が決定された

[78, 79]。AtFUT1は in vitroでの酵素活性が検出され、キシログルカン Fuc転移酵素である

ことが同定された。さらに、AtFUT1はキシログルカンの L-Fuc側鎖が欠失した mur2突然変

異体の原因遺伝子であることも解明された[80]。加えて、AtFUT1 はその結晶構造が明らか

にされており、酵素活性に関与するアミノ酸残基が明らかにされた[81, 82]。FUT1の in vitro

解析に用いられた基質と、解析内容を Table1.8-2に示す。キシログルカン L-Fuc転移酵素は

CAZy GT37 ファミリーに属し、シロイヌナズナには、10 個の GT37 をコードする遺伝子

（AtFUT1 – AtFUT10）が存在する[80]。しかし、AtFUT1以外の GT37ファミリー酵素には、

キシログルカンへの L-Fuc転移活性が検出されていない[79]。 

 

Table 1.8-1 キシログルカン側鎖の非還元末端をもとにした 1文字表記法  

（Albersheim et al. [71]を一部改変） 

1文字表記 非還元末端の糖残基 構造 
G D-Glc β-D-Glc 
X D-Xly α-D-Xyl-β1,6-D-Glc 
L D-Gal β-D-Gal-α1,2-D-Xyl-β1,6-D-Glc 
F L-Fuc α-L-Fuc-β1,2-D-Gal-α1,2-D-Xyl-β1,6-D-Glc 
J L-Gal α-L-Gal-β1,2-D-Gal-α1,2-D-Xyl-β1,6-D-Glc 
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Table 1.8-2 キシログルカンフコース転移酵素（FUT1）に関する研究  

Substrate Analysis Reference 

Tamarind xyloglucan Substrate specificity, Kinetic analysis [78, 79, 83] 

XLLGXLLG Substrate specificity  [79] 

XLLG Substrate specificity  [79, 82] 

XXLG Substrate specificity, Kinetic analysis, 3D structure analysis [78, 82] 

Lactose Substrate specificity [78] 

※ Substrate specificityは放射線標識した GDP-L-Fucが用いられた 

 

 

Fig. 1.8 キシログルカンを構成する代表的なサブユニット  
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1.9 ペクチンの構造 

	 ペクチンの構造は O’Neill et al.の研究グループにより精力的に解析され、その詳細な構造

が解明されている[84, 85]。ペクチンは主鎖や側鎖の違いにより、大きく分けてホモガラク

ツロナン（HG）、ラムノガラクツロナン-I（RG-I）、ラムノガラクツロナン-II（RG-II）の 3

つに分類される。ペクチンは多様な糖残基を含み、それぞれが異なるグリコシド結合を形成

している。ペクチンの生合成には少なくとも 67 種類の糖転移酵素、メチル化酵素、アセチ

ル化酵素が関与していると考えられ、ゴルジ体で生合成が行われると考えられているが、そ

の生合成の順序は解明に至っていない[86-88]。ペクチンの約 65% の D-GalUA が α1,4-結合

し、ポリガラクツロン酸を形成した HGである。HGは部分的に O-6位がメチル化もしくは、

O-2位と O-3位がアセチル化されており、さらに、隣接する HGは Ca2+を介して架橋されて

いる[62, 89, 90]。RG-Iは D-GalUAと Rhaが交互に結合した 2糖（α1,4-GalUA-α1,2-Rha）を

主鎖に持ち、Araや D-Galからなる側鎖が Rha残基の C4’位に結合した複合多糖であり、ペ

クチンの 20 – 35% を占める。また、Araや D-Gal以外にも、L-Fucや GlcUA、4-O-MeGlcUA

が側鎖として結合しており、GalUA残基 C2’位あるいは C3’位はその一部がアセチル化され

ている。RG-I側鎖はその構成糖や構造により、枝分かれアラビナン、直鎖ガラクタン、I型

アラビノガラクタン、II型アラビノガラクタンに分類される。RG-I側鎖はその長さが 1 – 30

糖残基以上と幅広いため、RG-Iは広い分子量分布を持っている[91]。一方、RG-IIはすべて

の維管束植物の一次細胞壁に含まれるが、その含有量は一次細胞壁に含まれる多糖類の

0.1-5% 程度である[84]。しかし、その構造はシダ植物から種子植物までよく保存されている。

RG-IIの構成糖は他の細胞壁構成成分と比較すると非常に複雑である。RG-IIは 12種類の単

糖成分から構成されており、その構造の違いから A、B、C、D、E、Fと分類されている（Fig. 

1.9、[92]）。細胞壁中では 80% 以上の RG-IIがホウ素によりジエステル架橋され、RG-II二
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量体として存在する[93, 94]。ホウ素の欠乏によりこのホウ酸ジエステル架橋の形成異常が

起こると、植物の成長に著しい変化が引き起こされ、矮性を示すことが知られている[95, 96]。 

 
Fig. 1.9 RG-IIの構造  

fはフラノース、pはピラノース、AcOはアセチル基を示す。 
（Pellerin et al.[92]、Bar-peled et al.[97]を一部改変） 

 

1.10 植物細胞における Gal転移酵素 

	 前述の通り細胞壁多糖の詳細な構造が明らかになっており、タンパク質糖鎖やキシログル

カン、RG−I側鎖、アラビノガラクタンタンパク質糖鎖では D-Galを、RG-II側鎖では L-Gal

を含有している[98]。これらの D-もしくは L-Gal残基は異なる 12の結合様式をとっており、

少なくとも 12 種類の転移酵素がその生合成に関与していると考えられる。しかし、現在同

定されている糖転移酵素は AGP 糖鎖生合成に関与する β1,3-Gal 転移酵素、A. thaliana 

GALT2[99] と、RG-I生合成に関与する β1,4-Gal転移酵素である GALS1[100]のみである。 
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1.10.1. 糖転移酵素ファミリーと Gal転移酵素 

	 糖質関連酵素を分類した CAZy の 糖転移酵素ファミリー (GT family) において、GT8、

GT31、GT47、GT92ファミリーに植物細胞壁合成に関与する Gal転移酵素および推定 Gal

転移酵素が分類されている[77, 101, 102]。先に述べた RG-I側鎖生合成に関与する β1,4-Gal

転移酵素は GT92 に属している[100]。また、細胞壁合成以外に N-結合型糖鎖生合成に関

連する Gal転移酵素は GT31ファミリーに属している。 

 

1.10.2. 植物の N-結合型糖鎖生合成に関与する Gal転移酵素 

	 植物は Fig. 1.6-2に示したように α1,3-Fuc、α1,2-Xyl残基が付加した特徴的な N-結合型

糖鎖を有している[58]。Galを含む糖鎖として、(FA)(FA)XFのように糖鎖非還元末端側に

[Fucα1,4(Galβ1,3)-GlcNAc-R]の Lewis A構造をもつ糖鎖が知られている（Fig. 1.10）[103]。

近年、Strasseret al. により、CAZy GT31ファミリーに属する 6つの糖転移酵素候補遺伝

子の A. thaliana T-DNA破壊株の糖鎖構造解析が行われ、At1g26810遺伝子（GALT1）破

壊株では Lewis A構造をもつ糖鎖から β1,3-Galが欠失していた。この結果より、GALT1

が N-結合型糖鎖の β1,3-Gal転移酵素であると予測された。しかし、その他の 5つの糖転

移酵素に関する酵素活性は不明である[104]。 

 

Fig 1.10 Lewis A構造を有する植物型糖鎖の例  
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1.11 L-Fuc残基の L-Galへの置換について 

	 矮性を示す A. thaliana mur1変異体は、GDP-L-Fucの新生合成経路が破壊され、L-Fuc転移

酵素のドナー基質、GDP-L-Fucが欠乏した株である。mur1変異体のタンパク質 N-結合型糖

鎖が詳細に解析されたところ、一部の植物型糖鎖では、本来 L-Fuc残基が付加している部位

に、L-Fucの分子アナログである、L-Gal残基が付加していた。しかし、L-Galを転移する N-

結合型糖鎖生合成酵素は報告がない。加えて、植物細胞に特徴的な α1,3-L-Fuc 転移酵素と、

β1,2-Xyl転移酵素をコードする遺伝子を破壊した A. thaliana変異株（xylt fucta/fuctb）では、

α1,3-L-Fuc残基、β1,2-Xyl残基が完全に欠失しているものの、L-Fuc残基付加部位への L-Gal

残基付加は検出されなかった[105]。 

	 植物細胞壁においても、L-Fuc 残基の付加部位への L-Gal 残基の付加が報告されている。

Zablackis et al.による A. thaliana mur1 変異体のキシログルカンの構造が核磁気共鳴分光法

（NMR）により決定された。A. thaliana mur1変異体では、キシログルカンオリゴ糖鎖非還

元末端側の L-Fucが欠失していた。さらに、A.thaliana mur1変異体で検出されたキシログル

カンオリゴ糖の 6.5% が XXJG、11% が XLJGであり、17.5% のキシログルカンオリゴ糖の

非還元末端側に L-Galが付加していた[106]。野生型株では、キシログルカンオリゴ糖のうち、

20.2% が XXFG、31.9% が XLFGであり、GDP-L-Fucの欠失により、約 34% の L-Fuc残基

付加部位が L-Gal残基に置換されていた。RG-IIについては、Reuhs et al. による質量分析法

と NMR による分析で、RG-II 側鎖 B の非還元末端側の 2-O-Me-α-L-Fuc が欠失し、

2−O-Me-L-Gal残基が付加していること、RG-II側鎖 Aに含まれる L-Fucが欠失し、L-Galが

付加していることが明らかになった。このように、キシログルカンや RG-IIに含まれる L-Fuc 

や 2-O-Me-α-L-Fuc が欠失した場合、L-Gal や 2-O-Me-α-L-Gal が付加するが、なぜこのよう

な置換が起こるのか、そのメカニズムは不明である[107]。 
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	 近年では、その他の植物種を含め、更に詳細な細胞壁構成成分の構造解析が行われており、

A. thaliana mur1変異体で検出された L-Fuc残基の L-Gal残基への置換が野生株でも一部起こ

っていることが解明されている。例えば、Simmondsia chinensis（ホホバ）種子より抽出され

たキシログルカンオリゴ糖は、A. thaliana 野生株では検出されなかった XXJG、XLJG 構造

を有している[108]。また、Pabst et al.、Buffetto et al.らの解析により、A. thaliana 野生株に

おいて、RG-II側鎖 Aに含まれる L-Fuc残基の約 27% が L-Galに置換されていることが解明

された[109, 110]。 
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1.12 本論文の概要 

	 UDP-Glc や GDP-D-Man、GDP-L-Fuc といった一般的な糖ヌクレオチドは、比較的安定

的に入手可能である。一方で、希少糖に関連する糖ヌクレオチドは、その多くが市販さ

れておらず、合成手法も確立されていない。そのため、希少糖を含む糖化合物や複合糖

質の合成や、それらの合成に関わる酵素の探索が困難だった。植物細胞内では、数多く

の希少糖ヌクレオチドが合成されており、希少糖ヌクレオチドを基質とし、植物に特徴

的な糖化合物が生合成されていると考えられる。そこで、本研究では、希少糖 L-Galに着

目し、その糖ヌクレオチドである、GDP-L-Gal大量合成系の確立、さらに L-Galの転移に

関わる酵素の探索を行った。 

	 第 2章では、FKPを用いた GDP-L-Galの新規合成系の構築を試みた。前述したように、

GDP-L-Galは L-アスコルビン酸合成における重要な中間体である[34]。また、GDP-L-Gal

の欠失により、植物細胞壁構造の変化に起因する植物の矮性が引き起こされる[111, 112]。

GDP-L-Galは、植物細胞内において、GMEによるエピメリ化反応により、GDP-D-Manか

ら生成される。GMEによるエピメリ化の平衡は非常に GDP-D-Manに偏っているため、

高収率での生産が困難と考えられるが、GMEの酵素反応を利用することで、ワンポット

で GDP-L-Galが入手可能である[38, 40]。一方、化学合成による GDP-L-Galの合成では、

収率は 57%だが、その反応ステップは膨大だった[47]。本章ではまず、既知の GDP-L-Gal

合成酵素である GMEを用い、GDP-L-Galの合成を試みた。オルタナティブリサイクル

HPLCを用いることで、GDP-L-Galを GME酵素反応産物から比較的簡便に入手できたも

のの、収率は 15% 程度だった。そこで、新規合成手法の確立を試みた。新規合成手法で

は、L-Galの分子アナログである、L-Fucの再利用経路を構成する酵素、FKPを用いた。

L-Galに対する FKPの酵素学的パラメーターは、ハイスループット解析系を用いて解析し、
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GDP-L-Gal大量合成に必要な知見を収集した。さらに、精製系の検討を行い、数百 mgス

ケールの純度 99% 以上の GDP-L-Galを収率 92% で生産可能な、GDP-L-Galワンポット

合成系を構築することに成功した。 

	 第 3 章では、合成した GDP-L-Gal を用い、GDP-L-Fuc 新生経路破壊株である mur1 変

異体で検出された L-Galを含有する N-結合型糖鎖、及び L-Galを含有するキシログルカン

の生合成に関わる、L-Gal転移活性の検出を試みた。N-結合型糖鎖の生合成経路において、

Ｌ-Fuc転移を担う糖転移酵素（MmFUT8、AtFucTA）を用い、GDP-L-Galをドナー基質と

した場合の酵素活性について解析を行った。その結果、MmFUT8、AtFucTA 共に N-結合

型糖鎖を構成するキトビオースへの L-Gal転移活性を示し、その初速度は GDP-L-Fucを基

質とした場合の 44% (MmFUT8)、33% (AtFucTA) だった。これにより、植物細胞内におい

て、L-Galを含有する糖鎖の生合成に、AtFucTAが関与していると考えられた。また、マ

ウス由来 α1,6-Fuc 転移酵素である、MmFUT8 も L-Gal 転移活性を示したことから、その

他の L-Fuc類縁体を含有する糖鎖の新規創出の可能性も示唆された。キシログルカン生合

成に関わる L-Fuc 転移酵素（AtFUT1）について、GDP-L-Gal を基質とし、オリゴキシロ

グルカンに対する活性を調査した。AtFUT1 は GDP-L-Gal を基質とした反応において、

GDP-L-Fuc を基質とした場合の 27% の初速度で L-Gal をキシログルカンの D-Gal 残基上

に転移した。これにより、mur1変異体で検出された L-Gal含有キシログルカンを、AtFUT1

が合成可能であることを見出した。 

	 第 4章では、本研究の総括を行い、将来の展望を考察する。 
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第2章	GDP-L-ガラクトース生産系の構築 

2.1 緒論 

	 糖ヌクレオチドは、糖転移酵素のドナー基質として利用価値が高い。特に、生体内におい

て、糖転移酵素により生成される、多糖類を形成する糖残基の殆どは、糖ヌクレオチドより

アクセプター上に転移される。植物細胞は地上や海中の生物にとって珍しい希少糖を含む多

様な多糖類、配糖体を生合成するが、希少糖を含有する糖ヌクレオチドはその多くが入手困

難である。特に、植物細胞壁は、L-Gal や D-Api といった多様な希少糖を含有する。そのた

め、植物細胞壁の生合成に関わる糖転移酵素の発見や、生合成経路の解明には、希少糖を含

む糖ヌクレオチドの入手が必須である。 

	 よく知られている糖の一つである、L-Fuc（6-deoxy-L-Gal）は、糖タンパク質や糖脂質に

付加した糖鎖に含まれ、L-Fuc特異的なレクチンが認識し結合するなど、分子認識に関わっ

ている[113]。一方、分子アナログである L-Galは地上や海中の生物の多くが利用していない

と考えられている。しかし、L-Gal は、植物細胞壁の構成成分[109]として利用されており、

植物の生育[111, 112]への関与が示されている。また、GDP-L-Fucの新生生合成経路をノック

アウトした株において、L-Fuc残基が L-Galに置換[48, 106, 114]されていることが報告されて

いる。これらの L-Gal残基は GDP-L-Galをドナー基質として糖転移酵素により付加されると

考えられるが、GDP-L-Gal は市販されておらず入手が困難である。前述したように、

GDP-L-Galは植物生体内において、L-アスコルビン酸合成経路を構成する GDP-D-Man-3’,5’-

エピメラーゼ (GME) により、GDP-D-Manより合成される。GDP-L-Galの mgスケールでの

合成系は、O. sativa由来 GMEを用いたものが報告されているが、そのエピメリ化効率は約

20% だった[38]。化学合成法においては、Düffels et al.により、収率 57% での GDP-L-Gal

合成[47]報告されているが、その反応ステップは複雑である。 
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	 本章では、GDP-L-Gal の入手と、その高収率ワンポット合成経路の構築を試みた。L-Fuc

の再利用経路を担う酵素である FKPは、Liu et al.[32]による FKPを酵母菌体内で過剰発現さ

せた株の解析において、L-Fucのみならず、L-Fucの分子アナログである D-Araに対する酵素

活性を示した。さらに、Wang et al.により、L-Galを含め、種々の L-Fuc類縁体に対する B. 

fragilis FKPの酵素活性が報告されている[115]。しかし、至適反応条件や高純度 GDP-糖の精

製手法は確立されていない。そこでまず、FKPの L-Galに対する活性を酵素学的解析より明

らかにすることとした。得られた情報をもとに、FKPを用いた GDP-L-Gal生産系を構築し、

さらに、FKP酵素反応溶液から高純度 GDP-糖を効率的に精製する手法の確立を試みた。 
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2.2 実験材料及び方法 

2.2.1. 使用した試薬 

	 本研究では以下の試薬を使用した。 

	 微生物培養用の Yeast extractは、Difco Laboratories (Detroit, MI) より入手した。基質とし

て使用した GDP-D-Manは YAMASA Shoyu (Chiba, Japan)より入手した。Man、D-Gal、L-Gal、

Gul, L-Fuc、GTP、GDP、ATP、ADP、アデノシン、グアノシンは Sigma (St. Louis, MO) もし

くは、和光純薬（Osaka, Japan）より入手した。使用した特級グレードの試薬は、和光純薬、

ナカライテスク（Kyoto, Japan）より入手した。HPLC分析で使用したアセトニトリルは、関

東化学（Tokyo, Japan）より入手した。LC-MS、MALDI-TOF MSで使用した質量分析グレー

ドのトリフルオロ酢酸（TFA）は、和光純薬より入手し、質量分析グレードのアセトニトリ

ルは Thermo Fisher Scientific（Fair Lawn, NJ）より入手した。制限酵素は TOYOBO、TaKaRa、

ニッポンジーン（Tokyo, Japan）、NEB（Ipswich, MA）のものを使用した。 

 

2.2.2. 使用菌株 

	 Eschericia coliは、DH5α [F-, λ-, supE44, ΔlacU169 (φ80lcZΔ	 M15), hsdR17, recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1, relA1, phoA] を用いた。また、Schizosaccharomyces pombeは、ARC001 (h- leu1-32) 

を用いた。A. thaliana T87培養細胞は、理研バイオリソースセンターから取り寄せた。T87

細胞は、Yamada et al. の手順に従い、23˚C、長日条件（16 hr明条件、8 hr暗条件）で、JPL

培地を用いて培養し、14 daysごとに継代した[116]。 

 

2.2.3. A. thaliana培養細胞 T87破砕溶液からの GME部分精製酵素の調製 

	 GME酵素活性に用いた部分精製酵素は、Wolucka et al.の方法に従い、T87植物細胞破砕

液より調製した[37]。T87細胞は、濾紙（TOYO定性濾紙 No. 1: ADVANTEC, Tokyo, Japan）
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で濾過し、細胞と培地を分離した。集めた細胞は、Millipore Q waterで洗浄した。洗浄した

細胞に 20 mL Buffer A (100 mM Tris-HCl pH 7.6,	 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 1% (w/v) ポリビ

ニルポリピロリドン)を加え、よく懸濁した後、超音波破砕機 UD-211 (株式会社トミー精工, 

Tokyo, Japan) を用い、氷上で 5 min、発振強度 3、発振間隔 0.5 secで処理し、細胞破砕を行

った。細胞破砕溶液は、3,000 × g、30 min遠心した後、上清を回収し、硫酸アンモニウム沈

澱により分画した。硫酸アンモニウム沈澱では、急激な pHの変化による酵素失活を防ぐこ

とを目的とし、100 mLの 100 mM Tris-HCl pH 7.5に対し、硫酸アンモニウムを 74.4 g溶解

させ、炭酸水素ナトリウムを用い、pH 7.5に調整した後、4˚C、16 hr撹拌し、析出した結晶

を除去したものを飽和硫酸アンモニウム溶液として使用した。前述の飽和硫酸アンモニウム

溶液を、細胞破砕溶液に、終濃度 45% になるよう添加し、2 hr緩やかに懸濁した。その後、

4˚C、5,000 × g、30 min遠心し、上清を回収した。回収した上清に対し、終濃度 65% になる

よう飽和硫酸アンモニウムを添加し、16 hr緩やかに懸濁した。4˚C、5,000 × g、1 hr遠心し、

45 – 60% の飽和硫酸アンモニウム濃度で塩析された画分を回収した。回収した沈澱を、2.0 

mL Buffer B (50 mM Tris-HCl, 0.5 mM DETA, pH 7.5)に再懸濁した。再懸濁後、Buffer Bで平

衡化した PD-10カラムで脱塩し、脱塩後のサンプル溶液を酵素反応溶液として用いた。 

 

2.2.4. GDP-D-Man-3’,5’-エピメラーゼ発現ベクターの構築 

 A. thalianaの全RNAは stage 6のロゼット葉よりRNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Chatsworth, 

CA) を使用し調製した。得られた RNAより、RNA PCR Kit Ver.2.1 (TaKaRa) を用い逆転写

反応により cDNAを調製した。調製した cDNAをテンプレートとし、AtGMEをコードする

遺伝子 (TAIR: At5g28840) のCDS領域を、PrimeSTAR® Max DNA Polymerase	 (TaKaRa)	 及

び、プライマー（5'-GME_CDS: ATGGGAACTACCAATGGAACAGACTATG; 3'-GME_CDS: 

TCACTCTTTTCCATCAGCCGCG）を使用し増幅した。増幅した断片は、pGEM T-easy vector 
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(Promega, Madison, WI) に TA クローニングした。クローニングにより作成された pGEM 

T-easy-GME_CDSをテンプレートとし、KOD Plus_Neo DNA polymerase (TOYOBO, Osaka, 

Japan) 及び、制限酵素サイト、His タグ配列を含むプライマー（GME-NNde-His-pombe: 

GGAATTCCATATGCATCACCATCACCATCACGGAACTACCAAGGAAC; 

GME-CBam-ter-pombe: CGGGATCCTCACTCTTTTCCATCAGCC; 下線部は制限酵素サイト

Nde Iと BamH Iを示す。太字部は 6 × Hisタグ配列を示す。）を使用し、サブクローニング用

の断片を増幅した。増幅した PCR断片は、制限酵素処理し、Schizosaccharomyces pombe 発

現用ベクターpREP1へ挿入し、発現用ベクター（pREP1-His_GME）を構築した。 

 

2.2.5. A. thaliana GDP-マンノース 3’,5’-エピメラーゼの発現及び精製 

 3.2.4.で作成した pREP1-His_GMEをリチウムアセテート法[117]により、S. pombe ARC001
株に導入し、MM-leu培地上で形質転換体を選抜した。MM-leu培地の組成は以下の通り[118]。 
 

MM培地  10,000 × Minerals stock  1,000 × Vitamins stock 
KH phtalate 0.3%  Boric acid 0.52 M  Pantothenic acid 4.2 mM 
Na2HPO4 0.22%  MnSO4 80.9 mM  Nicotinic acid 81.2 mM 
NH4Cl 0.5%  ZnSO4 23.7 mM  Inositol 55.5 mM 
Glucose 2%  FeCl2 13.9 mM  Biotin 40.8 µM 
Salts stock   Molybdic acid 2.47 mM    
Supplements stock (-Leu)  KI 6.02 mM  100 × Salts stock 
Vitamins stock   CuSO4 1.60 mM  MgCl2 0.52 M 
Minerals stock   Citric acid 47.6 mM  CaCl2 10.0 mM 

      KCl 1.34 M 
100 × Supplemets stock (-Leu)    Na2SO4 28.2 mM 

Adenine 225 mg/mL 
Histidine 225 mg/mL 
Uracil 225 mg/mL 
Lysine 225 mg/mL 
  

 

得られた形質転換体を、MM-leu液体培地を用い、OD600 = 3.0まで培養した。培養液を 3,000 

× gで遠心し、得られた菌体を氷冷した滅菌水で洗浄した。菌体は、菌体と等量のガラスビ

ーズを用い、Equilibration buffer A (50 mM Tris-HCl pH 7.8, 0.3 M NaCl, 1 mM PMSF) 中で 7.5 
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min ボルテックスし、破砕した。破砕溶液を、4˚C、10,000 × g, 15 min遠心し、ガラスビー

ズ、未破砕細胞、細胞破砕片を除去した。破砕上清は、Equilibration buffer Aで平衡化した

nickel-IMAC profanity resin (Bio-Rad, CA, USA) にロードした。カラムの 5倍量の、20 mM イ

ミダゾールを含む Equilibration buffer A で洗浄した後、300 mM イミダゾールを含む

Equilibration buffer Aで吸着タンパク質を溶出した。タンパク質溶出フラクションは、PD-10

カラム（GE healthcare, NJ, USA）を用い、50 mM Tris-HCl pH 7.8, 50% (v/v) にバッファーを

置換し、-20˚Cで保存した。 

 

2.2.6. Anti-His-tag抗体を用いた精製タンパク質の解析 

	 精製タンパク質は、溶出フラクションの 3 µLに相当する量を使用し、還元条件下で 10% 

(w/v) アクリルアミドゲルを用いた	 SDS-PAGE で分離した。泳動後のタンパク質を PVDF

膜に転写し、転写後、5% スキムミルクを含む Phosphate buffered saline with 0.05% (w/v) 

Tween® 20 (PBS-T)で室温 1 hr振盪し、ブロッキングを行った後、PBS-Tを使用し、洗浄を

行った。1次抗体に、Anti-His-tag抗体（GE healthare）を 2.5 × 104倍希釈となるように PBS-T

に加え、25˚C、1 hr振盪した。PBS-Tを用い、洗浄を行った後、2次抗体に Anti-Mouse IgG, 

HRP-Linked Whole Ab Sheep (GE healthcare) を 1 × 105倍希釈となるように PBS-Tを加え、

25˚C、1 hr振盪した。PBS-Tを用い、再度洗浄を行った後、Luminata Forte Western HRP 基

質（Merck Millipore, Guyancourt, France）をメンブレンに浸潤させ、X-線フィルムにより化

学発光を検出した。 
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2.2.7. GME酵素反応産物の解析 

	 GME の酵素反応により生成された産物は、薄層クロマトグラフィー（TLC）、もしくは、

逆相 HPLCにより分析した。 

	 TLCによる分析では、まず、終濃度 1 Mになるよう、サンプルにトリフルオロ酢酸（TFA）

を加え、100˚C、20 min加熱し GDP糖を酸加水分解した後、遠心濃縮した。遠心濃縮後のサ

ンプルを、20 µLのMillipore Q waterに溶解させ、ヘキソース 0.5 µg相当を、0.3 Mリン酸 2

水素ナトリウムでプレランしたシリカゲルプレート（GE Healthcare）にスポットした。サン

プルは、アセトン:n-ブタノール:Millipore Q water (8:1:1 (v/v/v)) で展開した。展開された単糖

は、オルシノール硫酸法[119]で検出した。2 M 硫酸に溶解した 0.2% (w/v) オルシノール

（Wako, Osaka, Japan）をプレートに噴霧し、100˚Cで 10 min加熱し、糖を呈色した。 

	 HPLCによる分析では、Watanabe et al.の手法[38]を参考に、各種逆相カラムを用い、酵素

反応産物の分離を試みた。各物質の濃度は、各物質に対する検量線を基に算出した。HPLC

解析条件を以下に示す。 

【HPLC解析条件】 Hitachi LaChrom 2000/7000 
Column: COSMOSIL C18-AR II (4.6 × 250 mm, Nacalai) 又は、 

 COSMOSIL C18-PAQ (4.6 × 150 mm, Nacalai) 又は、 
 TSKgel ODS-100V (4.6 × 150 mm, TOSOH) 

Solvent: Millipore Q water：トリエチルアミン：酢酸（1000:4:2（v/v/v）） 
Flow rate: 0.8 mL/min (isocratic) 
Detection: Absorbance 254 nm 

Temperature: 30˚C 
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2.2.8. GDP-Man3’,5’-エピメラーゼを用いた GDP-L-Gal調製 

	 GME 活性測定は、3.2.3.、3.2.5.で調製した酵素溶液を用いて行った。酵素反応溶液は、

Wolucka et al.[39] もしくは、Watanabe et al. [38]の酵素反応溶液組成を参考にした。酵素反

応溶液組成は以下の通り。 

酵素反応溶液（粗精製酵素）     酵素反応溶液（精製酵素） 
Tris-HCl pH 7.5 25 mM     Tris-HCl pH 7.5 25 mM 
GDP-D-Man 0.2 mM     GDP-D-Man 0.2 mM 
EDTA 0.1 mM     EDTA 0.1 mM 
NAD+ 0.2 mM     酵素溶液 500 µg/mL 
酵素溶液 500 µg/mL       

 

酵素活性確認のための酵素反応は、20 µLの反応系で行い、25˚C、15 min反応を行った後、

100˚C、3 minボイルすることで反応停止した。反応停止後溶液は、3 min, 15,000 × g 遠心し

た後、上清の 1/10に相当する 2 µLを使用し、HPLCによる解析を行った。 

  mgスケールでの GME酵素反応は 50 mLの反応系で行った。また、2.2.5.で調製した精製

GMEを用い、Watanabe et al.の手法を参考に行った[38]。反応溶液組成は以下の通り。 

反応溶液（50 mL） 
Tris-HCl pH 7.5 50 mM 
GDP-D-Man 100 mg 
EDTA 1 mM 
精製 GME 2.5 mg 

 

反応溶液を、37˚C、30 min インキュベートした後、Centriprep filter device (MWCF 10 kDa; GE 

healthcare) を用い、限外濾過を行った。濾液を回収し、凍結乾燥した後、2 mLのMillipore Q 

waterに溶解した。その後、HW-40Fカラム（2.5 × 50 cm; TOSOH, Tokyo, Japan）を用い、サ

イズ排除カラムクロマトグラフィーを行うことで、脱塩を行った。溶出液は、1 mL/fraction

で分取し、各フラクションの吸光度 260 nmを計測することで、糖ヌクレオチドの溶出位置

を決定した。溶出フラクションをエバポレーター（室温）により濃縮した後、凍結乾燥し、
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-80˚Cで保存した。脱塩後のサンプルは、リサイクル HPLCにより分離し、GDP-L-Galに相

当するピークを分取した。 

 

2.2.9. オルタナティブリサイクル HPLCシステムを用いた GDP-L-ガラクトース精製 

	 凍結乾燥サンプルは、2 mLのMillipore Q waterに再溶解し、オルタナティブリサイクル

HPLCシステム（Shimadzu, Kyoto, Japan）を用い、精製した。リサイクル HPLCは、DAISO-PAK 

ODS BP-10 (1.0 × 25 cm; DAISO, Osaka, Japan) を 2本直列に結合し、2.5% (v/v) アセトニト

リル：トリエチルアミン：酢酸（100:2:1, （v/v/v））を 流速 12 mL/minで送液した。以下の

Fig. 2.2.9 に、オルタナティブリサイクル HPLC システムとその制御の詳細を示す。インジ

ェクションは、ポンプ→Column A→Column B→検出器と送液される、Switch Rの状態で行

った。この際、サンプルはまず Column Aにインジェクションされ、Column Bを通って UV

検出器で検出された。UV検出器（検出波長 254 nm）で検出されたピークを、ポンプ→Column 

B→検出器→Column Aと送液される、Switch Bに切り替えることでリサイクルした。UV検

出器で検出されたピークのリサクルはバルブの切り換えで行われ、Column Bから Column A

に循環された。Column Aでサンプルが保持されている間に Switch Rの状態に戻すと、溶液

は Column A→Column Bと送液され、Column 4本分のカラム長で分離されたサンプルが検出

器で検出された。このバルブ切り替え操作を数回繰り返すことで擬似的にカラム長を長くす

ることが可能なシステムである。ピークが十分分離されたらリサイクルを停止し、分取を行

った[60]。 
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Fig. 2.2.9 オルタナティブリサイクル HPLCシステムとその制御  
オルタナティブリサイクル HPLCは、6 port switching valveと、直列に結合された 2本のカラムから
構成され、バルブの切り替え制御により、擬似的にカラム長を長くすることが可能となる。 
 

2.2.10. L-フコキナーゼ/GDP-L-Fucピロホスホリラーゼの発現および精製 

	 B. fragilis FKPは、pET22b his6propfkp[120]を導入した E. coli BL21 (DE3) 株を用い、発現

させた。形質転換体は、37˚C、120 rpm、18 hr、20 mLの LB-Amp（100 µg/mL ampicillin）培

地で前培養した後、1 L TB-Amp（100 µg/mL ampicillin）を用い、OD600=0.6まで 37˚C、80 rpm

で培養した。0.1 mM IPTGを加えた後、25˚C、80 rpm、24 hr培養し、発現誘導を行った。誘

導後の菌体は、5,000 × g、15 minの遠心により回収し、-20˚Cで保存した。LB培地、TB培

地の組成は以下の通り。 

 

 
 

 FKPの精製には、6 g（湿重量）の菌体を用いた。10 mMのイミダゾールを含む Equilibration 

buffer A（2.2.5参照）を 10 mL加え、氷上で融解した。その後、ソニケーション（3 × 30 sec）

Injector� Column A�

Detector (UV)�

Column B�
Fraction collector�Column A�

Fraction collector�

Recycle phase�

Switch B�

Switch R�

LB 培地     TB培地  
Bacto tryptone 1% (w/v)    Bacto tryptone 1.2% (w/v) 
Bacto yeast extract 0.5% (w/v)    Bacto yeast extract 2.4% (w/v) 
NaCl 0.5% (w/v)    Glycerol 0.8% (v/v) 
     K2HPO4 0.94% (w/v) 
     KH2PO4 0.22% (w/v) 
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により、細胞を破砕した。15,000 × g、30 min遠心し、未破砕菌体、細胞破砕断片を除去し

た。His Trap HP 5 mL column (GE healthcare) に上清をアプライし、カラム容量の 5倍量の 10 

mMイミダゾールを含む Equilibration bufferで洗浄した、Hisタグ融合 FKPは、300 mM イ

ミダゾールを含む Equilibration buffer Aにより溶出した。溶出フラクションは、Vivapin filter 

device (MWCF 5 kDa, GE healthcare) で限外濾過し、溶出バッファーを 100 mM Tris-HCl pH 

7.8に置換した。Hisタグ融合 FKPは、50% (v/v) グリセロール中で、-20˚Cで保存した。 

 

2.2.11. L-フコキナーゼ/GDP-L-Fucピロホスホリラーゼの酵素活性測定 

	 FKPの酵素活性は、基質に ATP、GTP、L-Fucまたは L-Galを使用し、測定した。また、

酵素反応で生じるピロリン酸を加水分解するため、Pyrophosphatase, Inorganic from baker's 

yeast (Saccharomyces cerevisiae) (PPiase; Roche, Basel, Switzerland) を使用した。基質を混合し、

37˚C、5 minインキュベートした後、FKP及び PPiaseを加え、37˚Cで酵素反応を行った。酵

素反応の停止には、反応溶液の等量の、後述する反応停止液を加えた。酵素反応による生成

物は、4,000 × g、20 min遠心した後、上清をWahl et al. の手法[121]を参考に、Multiplexed 

capillary electrophoresis (MP-CE)を用い、解析を行った。 以下に、基本的な酵素反応溶液、

及び反応停止液の組成を示す。なお、FKP活性 1 Uは、以下の酵素反応溶液中、37˚Cにお

いて、1 µmolの GDP-L-Fucを、1 minで生成する酵素量として定義した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

酵素反応溶液     反応停止液  
Tris-HCl pH 7.5 50 mM    SDS 14 mM 
MgCl2 4 mM    4-aminobenzoic acid 2 mM 
L-Fuc/L-Gal 
ATP 

2 mM 
2 mM 

   (PABA; internal standard)  
     

GTP 2 mM      
FKP 50 mU/mL      
PPiase 1 U/mL      
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	 FKP活性の時間依存性は、13 µg/mLの精製 FKPを用いて計測した。反応は、37˚Cで行い、

3 min毎に、0 minから 15 minまでサンプリングを行い、サンプリングした酵素反応溶液と

等量の反応停止液と混合した後、MP-CEで解析した。生成した GDP-L-Fuc/Gal量は、MP-CE

で得られたエレクトロフェログラムより、GDP-L-Fucの検量線を基に算出し、L-Fuc及びL-Gal

に対する FKPの活性を評価した。 

	 L-Galに対する反応における、FKPの至適 pHは、pH 4.0 – 8.5の範囲において、pH 0.5刻

みで測定した。なお、pH 4.0 – 6.0は 50 mM MES-KOH、pH 6.0 – 7.0は 50 mM MOPS-KOH、

pH 7.0 – 8.5は 50 mM Tris-HClをバッファーとして用いた。反応は、37˚C、5 minで行い、酵

素反応停止後、MP-CEのエレクトロフェログラムより、FKPの活性を算出し、評価した。 

	 金属イオン要求性は、50 mM Tris-HCl pH 7.5の反応条件下で、終濃度が 4 mMになるよう

に、EDTA、MnCl2、MgCl2、CuCl2、CaCl2、ZnSO4を添加、もしくは、2 価カチオンを添加

せず、5 min反応させた。酵素反応停止後、MP-CEのエレクトロフェログラムより、FKPの

活性を算出した後、最も高い活性を保持した条件の反応量を 100% とし、各反応条件の活性

を評価した。 

	 L-Galに対する FKPの酵素学的パラメーターは、50 mM Tris-HCl pH 7.5の条件下で行った。

金属イオンには、Mg2+を用い、L-Gal 以外の基質はすべて前述した酵素反応条件に従った。

0.2 – 8 mM（0.2 mM、0.8 mM、1.0 mM、1.5 mM、2.0 mM、4.0 mM。8.0 mM）の各点おける

L-Gal濃度で FKPの反応を行い、GDP-L-Galの生成速度を MP-CEのエレクトロフェログラ

ムより算出した。酵素学的パラメーターは、Lineweaver-Burkプロットにより算出した。  
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2.2.12. FKPを用いた GDP-L-Gal生産 

	 FKP を用い、数 10 – 数 100 mg スケールでの GDP-L-Gal 生産を以下の通り行った。250 

mU/mL FKP、10 mM L-Gal、ATP、GTP、1 U/mL PPiase、4 mM MnCl2を含む酵素反応溶液（33 

mL）を 37˚C、3 hrインキュベートした。3 hrインキュベート後、1.1 U/mL FKP溶液を 2 mL

添加（終濃度 300 mU/mL、35 mL）し、さらに 9 hr、37˚Cでインキュベートした。酵素反応

は、酵素反応溶液を、Vivaspin filter device（5 kDa MWCF; GE healthcare）で限外濾過し、酵

素を除去することで停止した。回収した濾液は、2.2.13.に記載する精製ステップを行うまで、

-80˚Cで保存した。 

 

2.2.13. FKP反応溶液からの GDP-L-Gal精製 

2.2.13.A. アルカリフォスファターゼ処理 

	 2.2.12.で得られた濾液はまず、未反応のヌクレオチド類縁体のリン酸基を除去するた

め、Alkaline phosphatase from calf intestine（CIAP; TOYOBO）で処理をした。Tris-HCl pH 

8.0を終濃度 1 Mになるよう添加した濾液に、終濃度 1 U/mLとなりよう、CIAPを加

え、緩やかに混合した後、22˚C、3 hrインキュベートした。CIAP処理中、30 min毎に

pHを計測し、炭酸水素ナトリウムを添加し、pH 7.8になるよう調整した。CIAP反応

後、Vivaspin filter device（MWCF 5 kDa）で限外濾過し、濾液を-80˚Cで保存した。 

 

2.2.13.B. 陰イオン交換カラムを用いた GDP-L-Galの精製 

	 陰イオン交換レジン DEAE Sephadex-A25（2.5 cm i.d. × 6.0 cm; GE Healthcare）は、4˚C

において、10 mM 炭酸水素アンモニウム pH 7.5 で平衡化した。2.2.13.A.で得られた

CIAP処理サンプルは、Millipore Q waterで 100倍希釈し、DEAEレジンにロードし、

レジンの 10倍量の 10 mM 炭酸水素アンモニウム pH 7.5で洗浄した。溶出は、300 mM 
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NH4HCO3 pH 7.0で行い、溶出フラクションを 254 nmの吸光度で決定した。回収した

溶出フラクション（20 mL）は、-80˚Cで保存した。 

 

2.2.13.C. 有機溶媒沈澱法による GDP-L-Galの精製 

	 有機溶媒によるヌクレオチドの沈澱に関する原理は、Bloomfield et al. により解説さ

れている[122]。GDP-糖が含まれる溶液を、10倍量のメタノール、エタノール、若しく

は、イソプロパノールと混合し、−80˚Cで 30 minインキュベートした。8,000 × g、30 min

遠心した後、上清を除去した。析出したペレットは、最小液量のMillipore Q waterに溶

解した後、凍結乾燥した。また、炭酸アンモニウムを完全に除去するため、凍結乾燥

のステップは、3回繰り返した。凍結乾燥後のサンプルは、-80˚Cで保存した。 

 

2.2.14. FKP生成産物の解析 

	 FKP の酵素反応により生成された産物は、MP-CE（cePRO 9600™ system; Advanced 

Analytical Technologies, Ames, IA）、もしくは、TSKgel ODS-100Vを用いた HPLC分析（3.2.7. 

を参照）により分離し、254 nm の吸光度を計測した。各物質の濃度は、各物質に対する検

量線を基に算出した。 

	 MP-CEによる、FKP生成産物の解析は、Wahl et al. の手法[121]を参考にした。MP-CEは、

96本のキャピラリー（effective length: 55 cm, total length: 80 cm, 50 µm i.d.）を用い、96サン

プルを同時に分析することが可能なハイスループットな解析系である。キャピラリーは、1 

mM EDTA を含む 50 mM 酢酸アンモニウム pH 9.2で充填され、12 kVの電圧で電気泳動を

行った。サンプルは、96穴 PCRプレートに分注し、1 mM EDTA を含む 50 mM 酢酸アン

モニウム pH 9.2で充填し、ピペッティングにより混合した後、キャピラリーに極微量ロー

ドし、電気泳動を行った。サンプルロード量の差や、サンプルの蒸発による誤差は、内部標
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準として加えた PABAを用い、キャリブレーションを行った。なお、各物質の泳動時間は、

GDP-L-Fuc/Gal (21.85 min)、 GTP (43.08 min)、GDP (36.15 min)、ATP (46.46 min)、ADP (37.97 

min)、PABA (26.85 min) だった。 

	 HPLCによる分離では、GMEにより生成されたGDP-L-Galをスタンダードとして用いた。

各物質の溶出時間は、GDP-L-Gal (15.38 min)、 GTP (9.08 min)、GDP (11.08 min)、guanidine 

(17.13 min)、ATP (19.81 min)、ADP (26.73 min)、adenosine (17.12 min)だった。 

 

2.2.15. Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF 

MS) による解析 

	 GDP糖や酵素反応溶液は、質量分析器 AutofLEX（Bruker Daltonics, Bremen, Germany）を

使用した MALDI-TOF MS 解析により、m/z を計測した。マトリクスとして、

α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid（CHCA）（Bruker Daltonics）及び、2,5-dihydroxybenzoic acid

（DHB）（Sigma） を使用した。マトリクスの組成は以下の通り。 

【マトリクス 1】 終濃度  【マトリクス 2】 終濃度 
DHB 20 mg/mL   CHCA 10 mg/mL 
TFA 0.1% (v/v)   DHB 10 mg/mL 
アセトニトリル 70% (v/v)   TFA 0.1% (v/v) 
    アセトニトリル 70% (v/v) 

 

	 サンプルの調製は、Ayorinde et al.の手法[123]に従い、dried-droplet法により調製し、MTP384 

target plate of polished steel T L（Bruker Daltonics）上にスポットした。MALDI-TOF MS解析

条件は以下の通り。 

【MALDI-TOF MS条件】 AutoFLEX 
Calibration standard : Peptide Standard II mono 

（Bruker Daltonics） 
N2 laser  

Frequency : 5.0 Hz 
Polarity : Positive/Negative 



 42 

 

2.2.16. Proton nuclear magnetic resonance spectroscopy（1H-NMR）解析 

	 GME、及び FKPにより生成された GDP-L-Gal（GME: 1.8 mg、FKP: 5.5 mg）は、凍結乾燥

後、重水（D2O: 99.9%, Wako）に溶解し、再度凍結乾燥した。D2Oに溶解したサンプルは、

25˚Cにおいて、600 MHz Bruker Avance III HD Spectrometer（Bruker Daltonics）により NMR

スペクトルを収集した。1Hケミカルシフトは、HDO/H2O（δH = 4.08）を基準とし、収集し

た。 
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2.3 結果 

2.3.1. GDP-D-Man-3’,5’-エピメラーゼ酵素活性測定系の構築 

	 GDP-L-Galは市場に流通しておらず、入手が困難なため、Wolucka et al. の手法[37]に従い、

A. thaliana T87培養細胞の破砕溶液より GMEを粗精製し、GME酵素反応を行った。酵素反

応産物は、Wolucka et al.の手法[37]、Watanabe et al.の手法[38]を参考に、TLC、HPLCで解

析を行った。TLC による解析では、酸加水分解により、糖ヌクレオチドから糖を遊離し、

酵素反応溶液に含まれる糖残基を検出した。スタンダードとして用いたD-ManのRf値は 0.42、

L-Galの Rf値は 0.24だった（Fig 2.3.1 A）。ポジティブコントロールとして用いた、GDP-L-Fuc

及び GDP-D-Manを酸加水分解したサンプルで得られたスポットは、それぞれ Rf = 0.92及び

0.42であった。酵素反応産物では、Rf = 0.24、0.42、0.58、0.92のスポットが検出された（Fig 

2.3.1 A）。この結果より、酵素反応産物には、D-Man、L-Galを含有する糖ヌクレオチドが含

まれていることがわかった。また、GMEは、GDP-L-Gulも生成することが知られている[38, 

39]ことから、Rf = 0.58のスポットは、L-Gul由来のスポットだと考えた。 以上より、粗精

製酵素溶液を用い、GMEの酵素活性を得ることができた。 

	 TLCにより、GDP-L-Gal、GDP-L-Gulの生成が検出されたため、粗精製酵素溶液を用いた

酵素反応産物を用い、GME生成産物の HPLCによる解析系の構築を行った。COSMOSIL 5C18 

AR-IIカラムを用い、酵素反応産物の分離を試みた場合、GDP-D-Manと、酵素反応産物とし

て予測される GDP-L-Gal、GDP-L-Gul、これらの 3つの GDP糖を分離することができなかっ

た。そこで、COSMOSIL 5C18-PAQカラムを用い、解析した結果、新規なピーク（peak a、

保持時間 12.0 min）が検出された（Fig. 2.3.1 B）。また、TOSOH ODS-100Vカラムを用い、

解析した結果、酵素反応産物と考えられる 2つの新規ピーク（peak b、peak c、保持時間 15.2 

min、16.0 min）が検出された。TOSOH ODS-100V カラムで検出された peak b を分取し、
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MALDI-TOF MS (Negative ion mode) で m/zを測定したところ、m/z 604.064、m/z 626.148、

m/z 648.224が検出され、それぞれ[GDPヘキソース − H]-（m/z 604.174）、[GDPヘキソース – 

2H ＋ Na]-（m/z 626.199）、[GDPヘキソース – H ＋ 2Na]-（m/z 648.223）と考えられた。こ

れらの結果と、先行研究の HPLC 分析による GME 酵素反応産物の分析結果[38]より、

GDP-D-Manの次に溶出したピークが GDP-L-Galに相当すると推定した。 

 

Fig 2.3.1. T87細胞より調製した酵素溶液による反応物の解析  
A: TLCによる酵素反応産物の解析結果。B: 各種 ODSカラムを用いた HPLCによる、GME酵素反
応産物の解析結果。a、ｂ、cは各カラムで検出された新規ピークを示す。C: MALDI-TOF MS(Negative 
ion mode) による、GDP-D-Man、分取した Peak bの解析結果。 
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2.3.2. 組換え GDP-D-Man-3’,5’-エピメラーゼの発現と精製 

	 GDP-L-Galを mgスケールで調製するため、S. pombeを発現宿主とし、A. thaliana由来 GME

（At5g28840.1）を、N 末端 6 × His タグ融合タンパク質として発現させた。発現ベクター

（pREP1-HisGME: Fig. 2.3.2 A）を導入した S. pombeを培養・発現誘導した後、集菌した。

集菌した菌体をガラスビーズ破砕後、3,000 × g、20 min遠心した後、破砕溶液上清を回収し

た。破砕溶液上清を SDS-PAGEにて展開、CBB染色およびウエスタンブロッティング解析

を行った。CBB 染色の結果、pREP1-HisGME 形質転換体では、44.6 kDa 付近に発現タンパ

ク質の予測分子量と一致するバンドを検出した。また、Anti-His tag 抗体を用いたウエスタ

ンブロット解析では、44.6 kDa付近に、Hisタグ特異的なバンドが検出された（Fig. 2.3.2 B）。

この破砕溶液上清より、Ni-IMACアフィニティーレジンを用い、Hisタグ融合タンパク質の

精製を行った。精製産物を SDS-PAGEで展開し、CBB染色、ウエスタンブロッティング解

析を行ったところ、300 mMイミダゾール溶出フラクションにおいて、目的タンパク質の単

一バンドが検出されたため、目的タンパク質が精製できたと考えた（Fig2.3.2 C）。BSAを標

準タンパク質としたブラッドフォード法により、精製後の GME濃度を計測したところ、1.42 

mg/mL（総量 9.82 mg）だった。 
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Fig. 2.3.2 S. pombeによる 6 × Hisタグ融合 GMEの発現と精製  
A: S. pombeの形質転換に用いた発現ベクター、pREP1-HisGME。nmt1プロモーター下流に、GME遺
伝子配列を挿入した。LEU2、ロイシン要求性マーカー遺伝子; nmt1 p、nmt1プロモーター配列; nmt1 
t、nmt1ターミネーター配列。B: GME発現株の CBB及びウエスタンブロッティング解析結果。*は
6 × Hisタグ融合 GMEの予測分子量（44.6 kDa）を表す。C: 精製 GMEの CBBおよびウエスタンブ
ロッティング解析結果。*は 6 × Hisタグ融合 GMEの予測分子量（44.6 kDa）を表す。M、マーカー; 
V、ベクターコントロール（pREP1形質転換株）; C、pREP1-HisGME形質転換株; F、フロースルー

及び洗浄フラクション 
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2.3.3. 組換え GDP-D-Man-3’,5’-エピメラーゼの酵素活性 

 S. pombeにより生産した Hisタグ融合 GMEを用い、酵素反応時間、基質濃度の違いによる

GDP-L-Gal生産速度の変化とエピメリ化効率の関係を解析した（Fig.2.3.3）。精製 Hisタグ融

合 GME 500 µg/mLを酵素溶液として使用し、2 mM GDP-D-Manを基質に酵素活性の経時変

化を測定した（Fig. 2.3.3 A）。また、GDP-D-Manの濃度に依存するエピメリ化効率の変化を

測定した（Fig. 2.3.3 C）。酵素反応産物の解析には TSKgel ODS-100Vカラムを用いた。酵素

活性測定の結果、保持時間 14.5 min 付近に Peak d、16 min 付近に Peak e が検出された。

GDP-D-Manは保持時間 13 min付近に溶出した（Fig. 2.3.3 A）。T87培養細胞破砕液を粗精製

した溶液を酵素とした酵素反応により GDP-Ｌ-Galと予測されたピークと、Peak dの溶出時

間が一致したことから、Peak dは GDP-L-Galと考えられた（Fig. 2.3.3 B）。そこでまず、His

タグ融合 GMEの酵素反応時間依存性を測定した。GDP-L-Galと予測された Peak dは反応時

間 10 minまでは反応時間依存的に増加したが、反応時間 10 min以降、反応物生成速度が低

下し、酵素反応時間 30 minにおけるエピメリ化効率は 15.6% だった（Fig. 2.3.3 A）。さらに、

この His タグ融合 GME の酵素速度論的解析を酵素反応時間 8 min で行ったところ、

GDP-D-Manに対する Kmは 17.8 µM、Vmaxは 0.40 µmol･h-1･mg-1だった。GDP-D-Man濃度の

変化による酵素活性の変化について、GDP-D-Man濃度 1.0、2.5、5.0、7.5 mg/Lにおけるエ

ピメリ化効率を 0、5、10、15 minで測定したところ、GDP-D-Man濃度が上昇するとエピメ

リ化効率が徐々に低下する傾向にあった。この傾向は、反応後 5 minまでで特に顕著だった。

15 min以上酵素反応を行った場合、エピメリ化効率はGDP-D-Man濃度 1.0 mg/mLで 15.8%、

7.5 mg/mLで 13.5 % であり、例えば 100 mgのGDP-D-Manを基質として反応を行った場合、

GDP-D-Man濃度 1.0 mg/mLで反応を行う方が、GDP-D-Man濃度 7.5 mg/mLで反応を行う場

合よりも GDP-L-Galの最終生成量が多いと予測された（Fig. 2.3.3 C）。この結果より、mgス
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ケールでの酵素反応条件を、酵素濃度 500 µg/mL、GDP-D-Man 1.0 mg/mL、25˚C、30 minと

した。 

 

Fig. 2.3.3酵素反応時間、基質濃度の違いによるエピメリ化効率の変化  
A: GME酵素反応の経時変化。酵素反応は、15-30 minで平衡に達した。B: T87培養細胞破砕液を用
いて調製した GDP-L-Galのスタンダードと、S. pombeにより異種発現した GME酵素反応産物の比

較。C: GDP-D-Man濃度の違いによる、エピメリ化効率の変化。 
 

2.3.4. 組換え GDP-D-Man-3’,5’-エピメラーゼを用いた GDP-L-Gal調製 

	 	 mgスケールでの GME酵素反応では、53 mgの GDP-D-Manと 29.8 mgの精製 Hisタグ

融合GMEを使用し、50 mLの系で25˚C、30 min酵素反応を行った。酵素反応後、10 kDa MWCF

メンブレンで Hisタグ融合 GMEを除去し、逆相 HPLC（TSKgel ODS-100V）により計測し

たエピメリ化効率は基質として用いた GDP-D-Manの 17.2% だった（Fig. 2.3.4 A）。この酵

素反応後溶液は TOYOPARL HW-40F（2.5 i.d. × 25 cm）にて脱塩を行い、GDP糖が溶出した

フラクションを凍結乾燥した。数百 µgから数 mgの GDP糖を一度にインジェクションし、

解析に使用した TSKgel ODS-100Vを用いて GDP-L-Galと考えられるピークの分取を行った
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場合、サンプルのオーバーロードが原因となり、GDP-D-Man と酵素反応産物の分離が十分

できないという問題点があった。そこで、オルタナティブリサイクル HPLCにより精製を行

った。オルタナティブリサイクル HPLCを使用することで、十分分離されていないピークを、

流路にタンデムに設置した 2本のカラム間を循環させることで、擬似的にカラム長を長くし

て理論段数をかせぎ、GDP 糖の分離の改善を期待した。オルタナティブリサイクル HPLC

による分取に先立ち、Daiso-PAK BP（2.0 × 25 cm）を 2本直列に接続し、10 mgずつカラム

に供し、GDP-L-Galと予測されるピークの粗精製を行った。粗精製産物を凍結乾燥後、リサ

イクル HPLCを行った。リサイクル HPLCの分析条件を検討したところ、Millipore Q water : 

トリエチルアミン : 酢酸 = 1000 : 2 : 1で分析すると GDP糖の保持時間は長いが、GDP-糖

の分離は悪いため、大量の溶媒が必要だとわかった。そこで、アセトニトリルを 2.5% 加え、

GDP糖と C18カラムの相互作用を低減させ、保持時間を短くした。このことにより、カラム

圧力が減少したため、コンベンショナル HPLC による分析時の線流速とリサイクル HPLC

による分取時の線流速を近づけることができ、リサイクル HPLC時の理論段数が分析時の結

果をより良く反映することが期待された。また、リサイクル回数の上昇による分離度の向上

も期待された。粗精製産物のリサイクル 1 回目で GDP-D-Man が分離されたため、その

GDP-D-Man を分取し、それ以外の未分離サンプルを再度リサイクルした。リサイクル 2 回

目で、GDP-Gulと考えられるピークがベースライン分離できたため、GDP-L-Galと考えられ

るピークを再度リサイクルし、GDP-L-Gulと考えられるピークは分取した。3回目のリサイ

クルで、GDP-L-Galと考えられるピークは Peak 1、Peak 2の 2つのピークに分離された（Fig. 

2.3.4 B）。Peak 1、Peak 2をそれぞれ分取し、薄層クロマトグラフィー、質量分析法にて分析

し、GDP糖の同定を試みた。TLCにより、酵素反応後サンプル、Peak 1、Peak 2に含まれる

糖残基を検出した。精製前サンプルからは D-Manのシグナルと、弱い D/L-Galのシグナルが
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検出された。また、Peak 1、Peak 2からはともに D/L-Galのシグナルが検出され、D-Manの

シグナルは検出されなかった。この結果より、精製前サンプルには D-Man 残基が付加した

物質と D/L-Gal残基が付加した物質が含まれており、分取した Peak 1、Peak 2 には D/L-Gal

残基が付加した物質が含まれていることが分かった（Fig. 2.3.4 C）。さらに、Peak 1、Peak 2

をMALDI-TOF MS (Negative ion mode) により解析したところ、Peak 1では m/z 604.085、m/z 

626.114が検出された。また、Peak 2では、m/z 604.085、m/z 626.114、m/z 649.211、m/z 650.302

が検出された。[GDP-ヘキソース – H]-は m/z 604.069、[GDP-ヘキソース – 2H + Na]-は m/z 

626.051、[GDP-ヘキソース – 2H + 2Na]-は m/z 649.305、[GDP-ヘキソース – H + 2Na]-は m/z 

650.04と予測されることから、Peak 1、Peak 2でともに検出された m/z 604.085は[GDP-ヘキ

ソース – H]-、m/z 626.114は[GDP-ヘキソース – 2H + Na]-と判断した。また、Peak 2で検出

された m/z 649.211は[GDP-ヘキソース – 2H + 2Na]-、m/z 650.302は[GDP-ヘキソース – H + 

2Na]-と判断した。加えて、Peak2では m/z 626.114が最も強いシグナルとして検出された（Fig. 

2.3.4 D）。このことより、Peak 2には主に GDP-ヘキソースナトリウム塩が含まれていると考

えられた。さらに、Peak 1の NMR解析を行ったところ、Table Aに示すケミカルシフトが

検出され、精製した Peak 1 が GDP-L-Galに相当することがわかった（Table 2.3.4）。また、

精製後の GDP-L-Gal（Peak 1）は 2.2 mgだった。この GDP-L-Galの純度を HPLCで計測した

ところ、純度 96% だった (Fig. 2.3.4 A)。しかし、NMR解析結果より純度を計測すると、リ

ボース由来のケミカルシフト（5.95 ppm）、グアニン由来のケミカルシフト（8.13 ppm）が

GDP-L-Gal特有のケミカルシフト（4.97 ppm）の 142% あり、NMR解析中に GDP-L-Galが

分解されたと考えられた（Fig. 2.3.4 E）。また、1.2 ppm（Fig.2.3.4 E中※）に、ケミカルシフ

トが検出された。このケミカルシフトは、アミン類のケミカルシフトと一致した。つまり、

移動層として用いたトリエチルアミンが残留していると予測される。 
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Fig. 2.3.4 GME酵素反応溶液からの GDP-L-Galの精製と、精製サンプルの解析  
A: mgスケールでの GME酵素反応サンプルと、精製 GDP-L-Galの HPLC解析結果。カラムは、TOSOH 
ODS-100Vを使用した。B: オルタナティブリサイクルHPLCによる予測GDP-L-Galサンプルの精製。
Peak 1 及び Peak 2 を分取した。C: Peak 1 および 2 の TLC 解析結果。D: Peak a および Peak 2 の
MALDI-TOF MS (Negative ion mode) 解析結果。E: Peak 1の NMRスペクトル。1Hケミカルシフトは、
HDO（δ4.70 ppm）を基準とした。※は、GDP-L-Galに由来しないケミカルシフト。 
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Table 2.3.4 Peak 1の NMR解析結果  

 Chemical shifts, δa 
Sugar residue H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-8 
β-D-Ribose  5.95 n.d.b n.d. 4.37 4.23   
β-L-Galactose 4.97 3.62 3.69 3.93 3.75 3.75  

Guanine       8.13 
a Chemical shifts (parts per million) of 1H signals were referenced to the signal of HDO (δ 4.70 ppm). 
b n.d., Signals were not detected due to the limited amounts and partial overlapping with HDO signal. 

 

 

2.3.5. 組換え FKPの酵素学的解析 

L-Galに対する B. fragilis由来 FKPの酵素活性は未知であるため、その酵素学的性質を調査

した。B. fragilis由来 FKPは、Engels et al.の手法[120]に従い、E. coliを用いて Hisタグ融合

タンパク質として発現させた。In vitroでの GDP-L-Gal合成のため、Wahl et al. の手法[121]

を参考に、マルチプレックスキャピラリー電気泳動（MP-CE）を用い、2価カチオン要求性、

基質濃度、酵素速度論的解析を行った。MP-CEは、96穴プレートを用い、1度に 96サンプ

ルの電気泳動を行うことで、ハイスループットな解析を可能にする、至適酵素反応条件の探

索における強力なツールである。まず、FKP酵素反応産物に関するMP-CEでの解析系を構

築するため、GDP-L-Fuc、ATP、ADP、GTP、GDPをスタンダードとし、各スタンダード溶

出位置と、直線性を示す濃度範囲を決定した（Fig. 2.3.5-1 A and B）。このスタンダードの解

析結果を元に、FKPの酵素反応により生成した産物の推測を行ったところ、L-Galを基質と

して用いた酵素反応サンプルでは、新規 Peak Fが GDP-L-Fuc泳動時間の近傍に出現し、経

時的に増加していたため、GDP糖が生成していると考えられた（Fig. 2.3.5-1 C）。GMEを用

いて生成した GDP-L-Galをスタンダードとして MP-CEで解析したところ、GDP-L-Galは、

Peak Fの泳動時間と一致したため、Peak Fは GDP-L-Galと推定した（Fig. 2.3.5-1 D）。 

まず、L-Fucを基質とした場合、L-Galを基質とした場合の、FKPによる GDP糖の生成速度

を比較した（Fig. 2.3.5-2 A）。1.3 µg/mL の FKP を用い、L-Fuc を基質とした場合、FKP は
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GDP-L-Fucを 45.5 mM/minで生成した。一方、L-Galを基質とした場合、FKPは GDP-L-Gal

を 31.9 mM/minで生成した。つまり、FKPにより、GDP-L-Galは、GDP-L-Fucの 70% の生

成速度で生成されることがわかった。また、FKPの酵素活性 1 Uを、第 2章で示した酵素反

応溶液中において、2 mMの基質から、1 µmol の GDP-L-Fucを 1 minに生成する際に必要な

酵素量と定義し、50 mU/mLの FKPを用い、以降の実験を行った。 

次に、2 価金属イオンおよび pH の影響を調査した。FKP は、Mn2+存在下、Mg2+存在下で

L-Galに対する酵素活性を示したものの、Cu2+、Ca2+、Zu2+や、金属イオンを含まない酵素反

応条件では、GDP-L-Galを生成しなかった。また、FKPは、Mn2+存在下で最大活性を示し、

Mg2+存在下では、Mn2+存在下の 40% の反応効率を示した（Fig. 2.3.5-2 B）。この結果より、

FKPの L-Galに対する反応は、金属イオンが必須であり、Mn2+が至適な金属イオンであると

考えられる。また、pHの影響を、pH 4.0から pH 8.5で pH 0.5ずつ調査したところ、L-Gal

に対する FKP酵素反応の至適 pHは、pH 7.5付近だった（Fig. 2.3.5-2 C）。また、pH 6.0未満

では、FKPは L-Galに対する酵素活性を示さなかった。以上の解析結果を基に、FKPの L-Gal

に対する至適反応条件下における酵素学的パラメーターを算出した（Fig. 2.3.5-2 D）。0.2 か

ら 8.0 mMの L-Galに対する FKPの反応の初速度を、pH 7.5、2 mM Mn2+を含む溶液で計測

し、Lineweaver-Burk プロットにより、酵素学的パラメーターを算出した。FKP の L-Gal に

対する酵素学的パラメーターは、Km: 2.03 mM、 kcat: 0.195 sec-1であり、Wang et al.により算

出された L-Fucに対する酵素学的パラメーター[115]を基にすると、FKPは L-Fucよりも L-Gal

に対する親和性が低く、複合体形成が起こりにくいと考えられた。 
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Fig. 2.3.5-1 L-Galに対する FKPの酵素活性解析結果  
A: 各種スタンダードのMP-CEエレクトロフェログラム。PABAを内部標準として用いた。GDP-L-Gal
は、2.3.4で精製した GME由来の GDP-L-Galを用いた。GDP-L-Gal と GDP-L-Fucの泳動時間は類似
していた。また、GDP-L-Fucは、0.1-5.0 mM、ATPは 0.25-2.5 mM、GTPは 0.25-2.5 mMの範囲で直
線性を示した。B: FKPの L-Galに対する酵素活性。経時変化は MP-CEで解析した。時間依存的に泳
動時間 20.2 minの Peak Fが増加した。 
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Fig. 2.3.5-2 L-Galを基質とした FKPの酵素学的解析  
A: L-Fuc（○）、L-Gal（●）を基質とした FKPの酵素反応初速度の比較。生成された GDP-糖は、MP-CE
で計測し、ピークエリアより、GDP-L-Fucの検量線を用いて算出した。B、C: 金属カチオン（B）お
よび pH（C）の影響。B: 2過カチオンは終濃度 4.0 mMで反応を行った。反応は、50 mM Tris-HCl pH 
7.4、2 mM L-Gal、2 mM ATP、2 mM GTP、37˚C、10 minで行った。Mn2+を用いた場合の活性を 100% 
として算出した。C: pH の影響は、次のバッファーを用いて反応を行った。MES-KOH（△）、
HEPES-NaOH（■）、Tris-Hcl（○）。反応は、50 mM Tris-HCl pH 7.4、2 mM L-Gal、2 mM ATP、2 mM GTP、
4 mM Mn2+の反応溶液を用い、37˚C、10 minで行った。pH 7.5における活性を 100% として各 pHに
おける活性を算出した。D: Ｌ-Galに対する FKPの酵素反応速度論的解析。反応は、50 mM Tris-HCl 
pH 7.5、 2 mM ATP、2 mM GTP、4 mM Mn2+ 50mU/mL FKPの反応溶液を用い、37˚C、10 min反応
を行った。 
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2.3.6. 組換え FKPを用いた GDP-L-Gal生産系の構築 

	 GDP-L-Galを生産する際、高い基質濃度で反応を行うことで、単位時間・単位容積当たり

の生産性の向上が期待されるため、各基質を 10 mM含む反応溶液において、GDP-L-Galの

生産効率を調査した（Fig. 2.3.6 A）。50 mU/mLの FKPを用い、3 hr反応させた場合、収率

14% だった。一方、高濃度の FKPを用いた場合、収率 82%（250 mU/mL）、87%（300 mU/mL）

と収率が改善した。以上の結果より、高濃度の基質を用いた場合でも、過剰酵素を用いるこ

とで、収率良く酵素反応を行うことが可能だと考え、FKPによる分取スケール（数百 mgス

ケール）での GDP-L-Gal生産を試みた。分取スケールでの反応は 2段階に分けて行った。ま

ず、250 mU/mLの FKPを用い酵素反応を行った後、さらに酵素を添加し、終濃度 300 mU/mL

になるよう FKP を加え、さらに酵素反応を行うことで、さらに収率を向上させることが可

能だと予測した。結果、収率 97% で、L-Gal 330 µmol（59.5 mg）より、GDP-L-Gal 319 µmol

（193 mg）を得ることができた（Fig. 2.3.6 B）。 

 

Fig. 2.3.6 B. fragilis FKPを用いた分取スケールでの GDP-L-Galの調製  
10 mM の基質を用いた酵素反応系における FKP 酵素濃度と生成物の関係。GDP-L-Gal（○）と GTP
（△）の濃度は、37˚C、3 hr反応後、MP-CEを用いて計測した。B: GDP-L-Galを分取スケールで調
製したサンプルの MP-CE解析結果。酵素反応は 12 hr行った。FKP濃度 250 mU/mLで 3 hr反応を
行った後、終濃度 300 mU/mLになるよう、さらに FKPを加え、9 hr反応を行った。PPiaseは 10 U/mL
用い、各基質は 10 mMで酵素反応を行った。 
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2.3.7. GDP-L-Galの精製 

	 FKP 酵素反応溶液より GDP-L-Gal を精製する際、スケールアップが容易で、精製ステッ

プの少ない系の構築を目指した。FKP酵素反応産物には、未反応基質（L-Gal、ATP、GTP）

と副生成物（ADP）、分解物（GDP）が含まれている。アルカリフォスファターゼは、有機

リン酸エステル結合を加水分解し、無機リン酸まで分解する。ヌクレオチドに作用させた場

合、ヌクレオシドまで分解される。一方、糖ヌクレオチドの有するリン酸ジエステル結合は

分解しない。pH 8 付近において、糖ヌクレオチドは負電荷を有するが、ヌクレオシドは負

電荷を有さないため、アルカリフォスファターゼにより ATP、GTP、ADP、GDP をアデノ

シン、グアノシンへ分解することで、陰イオン交換カラムによる GDP-L-Galの精製が可能に

なると考えた。FKPの酵素反応溶液を、アルカリフォスファターゼで処理したところ、酵素

反応溶液に含まれるヌクレオチドは、アデノシンもしくはグアノシンまで分解された（Fig. 

2.3.7 A）。DEAEカラムに供したところ、GDP-L-Galは DEAE担体上に保持され、塩濃度勾

配により溶出された（Fig. 2.3.7 B、C）。DEAEカラムのフロースルーにおいて、新規なピー

ク Peak Gが検出されたが、このピークはMALDI-TOF MSの結果、m/z 122.072が検出され

た（Fig. 2.3.7 D）ため、トリスヒドロキシアミノメタンに由来するピークだと考えられた。

GDP-L-Gal 溶出フラクションは、凍結乾燥もしくは、有機溶媒による沈澱により濃縮した。

凍結乾燥により濃縮した場合、濃縮後の GDP-L-Gal は、38.3% が分解されており、純度、

収率それぞれ 61.7%、60% だった（Fig 2.3.7 E）。そこで、有機溶媒による沈澱により濃縮

を試みた。予備実験として、300 mM NH4HCO3を含む 100µLの 10 mM GDP-D-Man溶液に、

10 倍量のメタノール、エタノール、イソプロパノールを加え、沈澱を回収し、凍結乾燥し

た。それぞれの収率を、HPLCを用いて定量したところ、イソプロパノールにより沈澱させ

た場合、96.0 % の収率で GDP-D-Manを得ることができた（Table 2.3.7-1）。この結果を基に、
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DEAE カラム溶出サンプルに 10 倍量のイソプロパノールを加え、GDP-L-Gal の濃縮を行っ

た。得られた沈澱を凍結乾燥後、HPLCにより純度、収率の定量を行ったところ、それぞれ

99% 以上、98% だった（Fig. 2.3.7 E）。有機溶媒による沈澱を用いることで、GDP-L-Galの

分解を抑制することができた。FKPによる GDP-L-Gal生成から、GDP-L-Gal精製まで含めた

トータルの収率は、92% だった（Table 2.3.7-2）。 
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Fig. 2.3.7 GDP-L-Galの精製  
A: アルカリフォスファターゼ（CIAP）処理前後の、FKP 酵素反応産物の HPLC クロマトグラム。
GDP-L-Galスタンダードは、GMEの酵素反応により調製し、HPLCで精製した。B、C: DEAE-Sephadex 
A-25カラム（2.5 cm i.d. × 6.0 cm）を用いた GDP-L-Galの精製。B: DEAEカラムの溶出フラクション
に含まれる GDP-L-Gal量。溶出した GDP-L-Gal量は、HPLCクロマトグラムの面積値より算出した。
C: GDP-L-Galの DEAEカラムへの結合及び溶出フラクションの HPLCクロマトグラム。GDP-L-Gal
スタンダードは、Aと同様のものを用いた。Gは、Flow throughで検出された未同定の新規ピークを
表す。D: Peak Gの MALDI-TOF MS解析結果。E: 凍結乾燥後の GDP-Ｌ-Galの HPLCクロマトグラ
ム。上段のクロマトグラムは、DEAE カラム溶出液を直接凍結乾燥した結果。下段のクロマトグラ
ムは、DEAEカラム溶出液を、10倍量のイソプロパノールと混合し、ペレットを回収した後、Millipore 
Q waterで溶解後、凍結乾燥した結果。 
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Table 2.3.7-1	 低級アルコールを用いた GDP糖回収条件の検討   
100 µLの 300 mM NH4HCO3に溶解した 10 mM GDP-D-Manを用い、各低級アルコールでの回収率を
調査した。回収したペレットを、250 µLの Millipore Q waterに溶解し、3回凍結乾燥した後、50 µL
の Millipore Q waterに溶解し、HPLCを用いて定量した。 
 

Organic solvent 
Concentration of 

GDP-D-Man (mM) 
Yield (%) 

Methanol 16.2  81 

Ethanol 18.9  95 

Isopropanol 19.4 96 

 

Table 2.3.7-2	 GDP-L-Galの精製テーブル  
GDP-L-Galの精製は、72.3 mgの GDP-L-Galを初発物質として行った。DEAEカラムによる精製後、
サンプルを 2 つに分け、片方は直接凍結乾燥した。他方は、イソプロパノールにより沈澱を行った
後、凍結乾燥を行った。 
 

Purification step Total GDP-L-Gal 
(mg) 

Purity 
(%) 

Yield of each step 
(%) 

CIAP treatment 71.1 62.0 98 

DEAE purification 70.3 93.3 99 

Lyophilization 21.1 61.7 60a) 

Isopropanol precipitation 34.3 99 以上 98a) 
a) DEAEを用いた精製で得られた GDP-L-Galの半量、35.2 mgを初発物質量として算出した 
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2.3.8. 精製 GDP-L-Galの構造解析 

	 精製し、得られた GDP-L-Galの構造解析は、MALDI TOF-MS及び 1H NMR分析により行

った。MALDI TOF-MSによる解析では、m/z 606.085、m/z 623.115が検出され、それぞれ[GDP-

ヘキソース+H]+、[GDP-ヘキソース+NH4]+に相当した（Fig. 2.3.8 A）。1H NMR分析により得

られた GDP-L-Galのケミカルシフト（Fig. 2.3.8 B）は、先行研究により報告された GDP-L-Gal

の 1H ケミカルシフト[38, 46]と一致した。以下に計測された 1H ケミカルシフトを示す。

1H-NMR (600 MHz, D2O), Guanine, δ 8.12 (s, 1 H; H-8) ppm; β-D-ribose, δ 5.95 (d, J1,2 6.1 Hz, 1 

H; H-1), 4.77 (dd, J2,3  5.8 Hz, 1 H; H-2), 4.54 (m, 1 H; H-3), 4.37 (t, J4,5 2.6 Hz, 1 H; H-4), 4.23 (t, 

J5,6 4.9 Hz, 2 H; 2 × H-5) ppm; β-L-Gal, δ 4.97 (t, J1,2 7.8, 1 H; H-1), 3.93 (d, J4,5 3.3 Hz, 1 H; H-4), 

3.82-3.73 (m, 3 H, H-5, 2 × H-6), 3.69 (d, J3,4  3.4 Hz, 1 H; H-3), 3.62 (dd, J2,3 10.6, J2,1 7.8 Hz, 1 

H; H-2) ppm. 

 

Fig. 2.3.8 精製した GDP-L-Galの構造解析結果  
A: 精製した GDP-L-Galの MALDI-TOF MS解析結果。B: 精製した GDP-L-Galの 1H-NMRスペクト
ル。ケミカルシフトは、HDOのシグナル (δH = 4.80) をリフェレンスとして使用した。 
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2.4 考察 

	 本章では、GME及び FKPを用い、GDP-L-Galの分取スケールでの酵素合成を試みた。今

回、植物培養細胞より調製した部分精製酵素、S. pombe により生産した 6 × His タグ融合

AtGME、どちらを用いた酵素反応においても、エピメリ化効率は変化せず、基質として用

いた GDP-D-Manに対し、約 15-18% の GDP-L-Galが生成された。このエピメリ化効率は先

行研究で報告された効率と同等だった[37, 38] (Fig. 2.3.3)。S. pombeにより生産した 6 × His

タグ融合 AtGMEの酵素速度論的解析を行ったところ、これらの値はWolucka et al.により報

告された、E. coliにより生産した 6 × Hisタグ融合 AtGME の酵素速度論的パラメーター[39]

とほぼ同様の性質を示した。さらに、酵素濃度を減少、もしくは上昇させてもエピメリ化効

率は変化しなかったことから、GME のエピメリ化反応は基質濃度に依存せず、おおよそ

GDP-D-Man:GDP-L-Gal:GDP-L-Gul=75:20:5 で平衡に達すると考えられた（Fig. 2.3.3）。GME

の酵素活性は、先行研究で報告されたように、NAD (P)+を補因子として添加すると、エピメ

リ化効率の改善が期待される[40]が、リサイクル HPLC による分離精製の際、NAD+/NADH

の保持時間が、目的物をリサイクルした場合の保持時間とオーバーラップする可能性があっ

たため、本研究では補因子を添加しなかった。その他エピメリ化効率を向上させる方法とし

て、予測されるエピメリ化反応において、中間体として生成される GDP-β-L-4-keto-Gulの C’4

位の電子移動や、ring flipに関与するシステイン残基、アスパラギン酸残基を他のアミノ酸

残基に置換することで、平衡を GDP-L-Galに傾ける方法が考えられる。しかし、Major et al.

らの先行研究[40]において、候補となるアミノ酸残基を置換したところ、GDP-L-Gulへ平衡

が傾くものの、GDP-L-Gal の生成効率は変化しなかった。これらの結果より、GME による

GDP-L-Galの生産効率を大幅に上昇させることは困難だと考えられた。本研究において、糖

ヌクレオチドの分離には、疎水性の低い ODSカラムが有用であることがわかった。これは、
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ODS カラムの C18 導入率が低くなるほど（COSMOSIL C18-AR II＞COSMOSIL C18-PAQ＞

TSKgel ODS-100V）顕著だった。ODS カラム充填剤表面の表面部位と親水性化合物である

GDP-糖、移動層のイオンペア剤の相互作用が保持力に関与し、高極性化合物の分離が改善

されたと考えられる[124]。mgスケールでの GDP-L-Galの精製は、オルタナティブリサイク

ル HPLCを用いて行ったが、精製後の GDP-L-Galは非常に安定性が悪かった。NMR解析に

おいて、トリエチルアミンに起因するシグナルが検出されたことから、オルタナティブリサ

イクル HPLCによる分取の際用いたトリエチルアミンなどの残存が、GDP-L-Galの安定性の

低下に影響していると考えられる。以上より、GMEを利用し GDP-L-Galを調製する場合、

エピメリ化の平衡が基質となる GDP-D-Man 側に偏っている点や、構造が類似した

GDP-D-Man、GDP-L-Gal、GDP-L-Gulの分離が簡便にはできないという点が問題点となり、

収率の向上が困難だった。 

	 GDP-L-Galを効率良く調製するため、L-Galと L-Fucの構造類似性に着目した。FKPは L-Fuc

を基質とし、87-92% という高い効率で GDP-L-Fucを生成する[33, 115]。また、FKPにより、 

L-Galは 73% の転換率で生成された報告[115]があるが、FKPの L-Galに対する酵素学性質や

至適反応条件に関する報告はなかった。FKPの L-Galに対する酵素学的解析を行ったところ、

L-Fucよりも親和性は低いものの、L-Fucの 70% 程度の活性を示すことがわかった。FKPの

L-Galに対する酵素活性において、pHの影響は大きく、pH 6未満では FKPはほとんど活性

を示さなかった。A. thaliana FKPのフコキナーゼ活性とピロホスホリラーゼ活性は、至適 pH

が異なっていると報告されている[33]。A. thaliana FKPのフコキナーゼ活性は、pH 10.5付近

で活性の最大値を示すが、pH 6 付近では最大値の 15% 以下に活性が低下する。一方、A. 

thaliana FKPのピロホスホリラーゼ活性の至適 pHは pH 6.5-8.0であり、pH 6.0付近では最

大値の約 80% の酵素活性を保持している。このことから、pH 6.0未満では、ホスホリラー
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ゼ活性が低下したことで、L-Gal-1Pの生成速度が低下したため、GDP-L-Galの生成が検出で

きなかったと推察される。また、pH 7.5付近は、フコキナーゼ活性、ピロホスホリラーゼ活

性の均衡がとれる条件であり、FKPが L-Galに対し最も高い活性を示したと考えられる。 

	 GDP-L-Galの、FKP酵素溶液からの単離には、アルカリフォスファターゼ処理、DEAEカ

ラムによる分離、有機溶媒による沈澱が有効だった。特に、有機溶媒による沈澱の有無で、

凍結乾燥時の GDP-L-Galの安定性が異なった。有機溶媒による糖ヌクレオチドの濃縮は、エ

タノールを用いた CMP-N-アセチルノイラミン酸の析出が報告されている[125]。本研究にお

いても、イソプロパノールを使用した際、収率 98% で GDP-L-Galが回収できた。有機溶媒

により GDP糖を濃縮する際、DEAEカラム溶出に用いた NH4HCO3の一部が除去される[122]

ため、凍結乾燥時の GDP-L-Gal の安定性が向上したと予測される。精製した GDP-L-Gal は

純度 99% 以上（HPLCクロマトグラムより算出）だった。また、FKP酵素反応から精製ま

での全体収率は 92%だった（Table 2.3.7-2）。 

	 本研究で構築した GDP-L-Gal生産系の収率は、GMEを用いた酵素学的手法や、化学的手

法による GDP-L-Gal生産と比較し、132-170% の効率を示した。また、酵母菌体内では、FKP

による GDP-D-Araの生産も報告されていること、B. fragilis FKPは他の L-Fuc類縁体への活

性も報告されているため[32, 115]、この FKP生産系を用いることで、新たなフコース類縁体

を含む GDP糖も効率よく生産できる可能性がある。 
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2.5 結言 

	 本章では、入手が困難な GDP-L -Galの入手を目的とし、A. thaliana GME、B. fragilis FKP

を利用した、GDP-L-Gal 生産系の構築を試みた。GME を用いた場合、その酵素学的性質か

ら、GDP-L-Galの生産性は基質の 20% 未満であり、さらに、構造の類似した GDP糖の分離

が必要となる。一方、FKPを用いた場合、酵素反応による生成物は、GDP-L-Galと ADPで

あり、3ステップのみで、酵素反応溶液より、高純度 GDP-L-Galが単離できる。FKPを用い

た GDP-L-Gal合成は、化学的手法と比較しても効率が高く、さらに、ワンポットで合成が完

了する。本手法の利用により、GDP-L-Galの簡便な GDP-L-Gal合成が可能となり、L-Galの

転移に関わる酵素のドナー基質が供給できるため、L-Gal を含む糖化合物の生合成に関わる

酵素の発見や、新規 L-Gal 転移酵素の探索に貢献できる。加えて、本手法は、L-Gal 以外の

L-Fuc類縁体にも応用可能だと考えられるため、新たな糖ヌクレオチド供給による、新規な

糖化合物の合成に利用可能である。 
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第3章	 L-ガラクトース転移活性の検出と機能解析 

3.1. 緒論 

	 1.11で述べたように、A. thaliana mur1変異体では、タンパク質 N-結合型糖鎖や植物細胞

壁多糖類から L-Fuc残基が欠失している。しかし、この変異株では、本来 L-Fuc残基が付加

している部位に、L-Fucの分子アナログである、L-Gal残基が付加していた。植物細胞に特徴

的な、α1,3-L-Fuc残基、および β1,2-Xyl残基を有する糖鎖の合成に関わる、FucTA、FucTB、

XylTを破壊した A. thaliana変異株（xylt fucta/fuctb）では、mur1変異株のような L-Gal残基

付加は検出されておらず、また、L-Gal を転移する N-結合型糖鎖生合成酵素は報告がない。

さらに、Lewis X型糖鎖の生合成に関与する α-L-Fuc転移酵素は GDP-L-Fucの分子アナログ

に対する幅広い基質特異性を有している[47, 115, 126]。これらの結果より、糖鎖生合成経路

を構成する L-Fuc転移酵素が GDP-L-Galを基質とし、L-Gal含有糖鎖の生合成に関与してい

ると予測した。そこで、本章において、植物型糖鎖の生合成経路における α1,3-L-Fuc転移酵

素である A. thaliana由来 FucTA（AtFucTA）の L-Gal転移活性を調査した。加えて、哺乳類

型糖鎖生合成における α1,6-L-Fuc転移酵素、Mus musculus 由来 FUT8（MmFUT8）について

も、L-Gal転移活性等の解析を行い、新規 L-Gal含有糖鎖の作出を試みた。 

	 mur1変異株、野生株の植物細胞壁多糖類の構造解析により、mur1変異株の植物細胞壁か

らは、L-Fuc残基が欠失しており、L-Fuc残基付加部位の一部に L-Gal残基が転移されている

こと、野生株においても、一部の L-Fuc残基が L-Gal残基に置換されていることが明らかに

された[106, 108]。しかし、現在まで L-Gal残基を転移する植物細胞壁生合成の関連酵素は報

告がない。そこで本章では、キシログルカン生合成経路における α1,2-L-Fuc 転移酵素、A. 

thaliana FUT1（AtFUT1）に関する L-Gal転移活性等の解析を行い、A. thaliana mur1変異体

や S. chinensisで検出された L-Gal含有キシログルカン生合成に関わる酵素の発見を試みた。 
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3.2. 実験材料及び方法 

3.2.1. 使用した試薬・菌株 

	 本研究では以下の試薬を使用した。 

	 9- フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル (Fmoc) 標 識  asparagine-linked 

asialo-galacto-bi-antennary (Gal2GN2M3-Asn-Fmoc) 糖鎖は、大塚化学株式会社（Osaka, Japan）

より購入した。Gal2GN2M3-Asn-Fmoc糖鎖を基質とし、β1,4-ガラクトシダーゼ（Sigma）を

作 用 さ せ る こ と で 、 Fmoc 標 識  asparagine-linked asialo-agalacto-bi-antennary 

(GN2M3-Asn-Fmoc) を調製した。微生物培養用の Yeast extractは、Difco Laboratories (Detroit, 

MI) より入手した。基質として使用した GDP-D-Manは YAMASA Shoyu (Chiba, Japan)より入

手した。使用した特級グレードの試薬は、和光純薬、ナカライテスク（Kyoto, Japan）より

入手した。HPLC分析で使用したアセトニトリルは、関東化学（Tokyo, Japn）より入手した。

LC-MS、MALDI-TOF MSで使用した質量分析グレードのトリフルオロ酢酸（TFA）は、和

光純薬より入手し、質量分析グレードのアセトニトリルは Thermo Fisher Scientific（Fair Lawn, 

NJ）より入手した。制限酵素は TOYOBO、TaKaRa、ニッポンジーン（Tokyo, Japan）、NEB

（Ipswich, MA）のものを使用した。 

	 Spodoptera frugiperda Sf9細胞は、10% fetal calf serum（PAA Laboratories GmbH, Pashing, 

Austratia）を含む Sf-900 IIITM Serum-Free Media（Gibco）を用い、23˚Cで培養した。E. coli

は、DH5α [F-, λ-, supE44, ΔlacU169 (φ80lcZΔ	 M15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1, 

phoA] を用いた。また、S. pombeは、ARC039株 (h− leu1-32 ura4-C190T) を用いた。A. thaliana 

野生株（Col-0株）は、Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) から取り寄せた。A. 

thaliana 野生株は、Boyes et al. の手法[127]に従い、23˚C、長日条件（16 hr明条件、8 hr暗

条件）で生育した。 
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3.2.2. Hisタグ融合マウス α1,6-L-Fuc転移酵素（MmFUT8）の発現及び精製 

	 MmFUT8遺伝子は、マウス RAW 264.7細胞より調製した cDNAより取得し、バクミドを

作成した[128]。2.3 × 107 個の Sf9細胞に、MmFUT8を有するバクミドを導入したバキュロ

ウイルスを感染させ、23˚C、5 days培養した。3,000 × g、 3 min遠心し、細胞と培養上清を

分離し、培養上清を 300 mM NaClを含む 50 mM Tris-HCl pH 7.5で透析した。透析後のサン

プルを 200 µLの TALON metal affinity resin（TaKaRa）に吸着し、カラムに充填した。組換

え MmFUT8は、Wash buffer（50 mM Tris-HCl pH 7.5、300 mM NaCl）で洗浄した後、500 µL

の Elution buffer（50 mM Tris HCl pH 7.5、300 mM NaCl、150 mM imidazole）で溶出した。溶

出サンプルは、100 mM NaClを含む 20 mMリン酸ナトリウムバッファー pH 7.5で透析した。

透 析 後 の 精 製 MmFUT8 は 、 終 濃 度 0.35% (w/v) 

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate (CHAPS)、50% (v/v) グリセロールに

なるよう、CHAPS、グリセロールを添加した。組換え MmFUT8は、10 mM リン酸ナトリウ

ムバッファー pH 7.5、50 mM NaCl、0.35% (w/v) CHAPS、50% (v/v)グリセロール中で、-20˚C

で保存した。 

 

3.2.3. Hisタグ融合 A. thaliana α1,3-L-Fuc転移酵素（AtFucTA）の発現及び精製 

	 A. thaliana α1,3-L-Fuc転移酵素遺伝子を有するバクミドは、 A. thaliana Col-0株より調製し

た cDNAを元にクローニングし、作成されたもの[128]を用いた。2.3 × 107 個の Sf9細胞に、

AtFucTAを有するバクミドを導入したバキュロウイルスを感染させ、23˚C、5 days培養した。

3,000 × g、 3 min遠心し、細胞を回収した。回収した細胞は、細胞破砕バッファー（50 mM 

Tris-HCl pH 7.0、2 mM MgCl2、1 mM PMSF）で洗浄した後、 超音波破砕機（UR-21P, TOMY）

を用い、破砕した。その後、細胞破砕液上清を、100,000 × g、1 hr遠心し、ペレットを回収
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した。回収したペレットは、溶解バッファー（50 mM Tris-HCl pH 7.0、2 mM MgCl2、1 mM 

PMSF、300 mM NaCl、0.2% (v/v) Triton X-100）に再懸濁し、氷上で 30 minインキュベート

した。溶解後のサンプルを、5,000 × g、10 min遠心した後、上清を 200 µL TALON metal affinity 

resinにロードした。組換え AtFucTAは、0.1% (v/v) Triton X-100を含むWash bufferで洗浄し

た後、0.1% (v/v) Triton X-100を含む Elution bufferで溶出した。溶出後のフラクションは、4 

mM MgCl2を含む 100 mM Tris-HCl pH 7.0で透析し、終濃度 50% (v/v) になるよう、グリセ

ロールを添加した。組換え ArFucTAは、50 mM Tris-HCl pH 7.0、4 mM MgCl2、50% (v/v)グ

リセロール中で、-20˚Cで保存した。 

 

3.2.4. MmFUT8、AtFucTAの酵素活性測定 

	 バキュロウイルス発現システムを用い生産した Hisタグ融合MmFUT8は、Yanagidani et al.

の手法[129]を参考に、以下の酵素反応溶液を基本とし、酵素反応を行った。また、Hisタグ

融合 AtFucTAは、Wilson et al.の手法[58]を参考に、以下の酵素反応溶液を基本とし、酵素反

応を行った。なお、1 Uは、MmFUT8、AtFucTAが 1 min に 1.0 µmolの L-Fucを GDP-L-Fuc

から GN2M3-Asn-Fmocへ転移する酵素量と定義した。 

MmFUT8酵素反応溶液    AtFucTA酵素反応溶液 

PBS pH 7.5 10 mM    MES pH 6.0 50 mM 

GN2M3-Asn-Fmoc 0.5 mM    GN2M3-Asn-Fmoc 0.5 mM 

GDP-L-sugar 0.5 mM    GDP-L-sugar 0.5 mM 

MmFUT8 1 mU/mL    MnCl2 5 mM 

     AtFucTA 1 mU/mL 
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3.2.5. MmFUT8、AtFucTA酵素反応産物の解析 

3.2.5.1. HPLC解析条件 

	 酵素反応産物は、以下に示す条件で HPLCによる解析を行った。 

【HPLC解析条件】 Hitachi LaChrom 2000 
Column: COSMOSIL C18-AR II (4.6 × 250 mm, Nacalai)  
Solvent: 20 mM 酢酸アンモニウム:アセトニトリル（80:20（v/v）） 

Flow rate: 0.7 mL/min (isocratic) 
Detection: Absorbance 274 nm 

Temperature: 30˚C 
 

3.2.5.2. MALDI-TOF MS分析条件 

	 酵素反応産物は、サンプル中の塩や試薬を除去するため、コットンを用いた Hydrophilic 

Interaction Chromatography（HILIC）固相抽出法（SPE）により、前処理を行った[130]。以下

に HILIC SPEの概要を示す。まず、コットン（化粧用コットンもしくは脱脂綿）約 3 mgを、

200µL用チップに詰め、Solvent A（90% (v/v) アセトニトリル, 0.1% (v/v) TFA）200 µLで洗

浄し、Millipore Q waterで 3回洗浄した。終濃度 85％（v/v）以上になるよう、アセトニトリ

ルを加えたサンプルをアプライし、ゆっくりとコットンを通過させた。濾液を再度アプライ

し、コットンを通過させた後、200 µL Solvent Aで 2回洗浄した。溶出は、100 µL Millipore Q 

waterで行い、50 µLずつ 2回に分けて溶出した。溶出後のサンプルは凍結乾燥し、質量分

析器 AutofLEX（Bruker Daltonics）を使用したMALDI-TOF MS解析を行った。マトリクスに

は、0.1% TFAを含む 70% アセトニトリルに溶解した 20 µg/µLの DHBを用いた。マトリク

スと酵素反応産物を 1:3で混合しMTP384 target plate of polished steel T L（Bruker Daltonics）

上にスポットした。MALDI-TOF MS解析条件は以下の通り。 
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【MALDI-TOF MS条件】 AutoFLEX 
Calibration standard : Peptide Standard II mono 

（Bruker Daltonics） 
N2 laser  

Frequency : 5.0 Hz 
Polarity : Positive 

 

3.2.5.3. グリコシダーゼ消化 

	 	 酵素反応により生成した酵素反応産物 10 pmolを 0.5 U/mLの Elizabethkingia miricola由

来 α1,6-フコシダーゼ（Sigma）もしくは、Xanthomonas manihoti由来 α1,3/4-フコシダーゼ

（Sigma）で処理した。α1,6-フコシダーゼ消化は、20 mMリン酸バッファー pH 5.0中、37°C

で 1 hr 反応を行った後、100˚C、3 minボイルして失活させた。α1,3/4-フコシダーゼ消化は、

30 mMリン酸カリウムバッファーpH 6.0中、37˚Cで 1 hr反応を行った後、1% (v/v) トリフ

ルオロ酢酸溶液を等量加えて反応を止めた。グリコシダーゼ消化産物は 4.2.5.1.に示す HPLC

解析条件により解析した。 

 

3.2.6. PA標識キシログルカン断片の調製 

	 PA 標識オリゴキシログルカンは、Xyloglucan from Tamarind seed（Megazyme）を

Trichoderma reesei ATCC26921由来セルラーゼ（Sigma）で部分分解し、調製した。まず、

Xyloglucan from Tamarind seed (Megazyme) 5 mgを 1 mL 10 mM ギ酸-アンモニウム pH 4.8に

溶解し、終濃度 0.1 U/mLになるよう T. reeseiセルラーゼを加え、37˚C、1 hrインキュベー

トした。酵素反応液は、5,000 × g、40 min遠心した後、上清を DEAE Sepharose F.F. A-25 レ

ジン（GE healthcare）200 µLに供し、素通り画分を回収した。回収した素通り画分は、コン

セントレーターで濃縮した後、0.3 M NH3aqで平衡化した HW-40F（1.6 cm × 60 cm: TOSOH）

でサイズ排除クロマトグラフィー（2 mL/ min、4 mL/fraction）を行った。オリゴ糖溶出画分

は、フェノール硫酸法[131]で決定し、エバポレーターで濃縮した。濃縮後、凍結乾燥した



 72 

サンプルは Hase et al.の手法[132]を参考に、2-アミノピリジン（PA）で標識した。PA標識

産物は、以下に示す HPLC分析条件で分析した。 

【HPLC解析条件】 Hitachi LaChrom 2000 
Column: Asahipak® NH2P-50 4E（4.6 mm i.d. × 250 mm, Shodex, Kawasaki, Japan） 

Solvent A: 2% CH3COOH/アセトニトリル 
Solvent B: 5% CH3COOH, 3% トリエチルアミン/Millipore Q water 

Time:   0 →  5 → 40 → 41 → 50 (min) 
Gradient: 20 → 20 → 55 → 20 → 20 (%B) 

Flow rate: 0.7 mL/min (isocratic) 
Detection: Fluorescence Ex: 310 nm, Em: 380 nm 

Temperature: 30˚C 
 

また、分離したピークを分取し、質量分析器 AutofLEX（Bruker Daltonics）を用いた

MALDI-TOF MS解析により m/zを決定した。MALDI-TOF MS解析のマトリクスには、0.1% 

TFAを含む 70%アセトニトリルに溶解した 20 µg/µLの DHBを用いた。マトリクスと酵素反

応産物を 1:1で混合し、MTP384 target plate of polished steel T L（Bruker Daltonics）上にスポ

ットした。MALDI-TOF MS解析条件は 3.2.5.2.に示した条件に従った。 

 

3.2.7. 細胞壁生合成に関わる L-Fuc転移酵素の発現 

	 A. thaliana キシログルカン L-Fuc転移酵素 At2g03220（AtFUT1）は、30 days長日条件で

生育した野生型株のロゼッタ葉より、ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System (Promega) を

用いて調製したトータル RNAを、SuperScript IV VILO Master Mix (Invitrogen) を用いて逆転

写し、調製した cDNAをテンプレートとし、PCRにより増幅した。PCRには、KOD-Plus-Neo 

(TOYOBO) を用い、AtFUT1-Nde I (5’- GGGCATATGGATCAGAATTCGTACAGGAGAAG -3’、 

下 線 部 は Nde I サ イ ト を 示 す ) 、 AtFUT1-Apa I (5’ – 

TTTGGGCCCTACTAGCTTAAGTCCCCAGCTGATA -3’、 下線部は Apa Iサイトを示す) の

プライマーペアで PCRを行った。PCR後の産物は、pGEM T-easyに TAクローニングし、
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pGEM T-easy-AtFUT1NAを作製した。シーケンス解析を行った後、pGEM T-easy-AtFUT1NA

を、Nde I及び Apa Iで制限酵素処理を行い、目的バンドを精製した後、Nde I及び Apa Iで

制限酵素処理した、S. pombe発現用ベクターpREP1-myc Hisに、Ligation high Ver. 2 (TOYOBO) 

を用いてライゲーションし、pREP1-AtFUT1-MH を作製した。pREP1-AtFUT1-MH を用い、

リチウムアセテート法[117]により、S. pombe ARC039株を形質転換した。形質転換体の選抜

は、MM-leu（+Thi）培地（MM-leu培地に、終濃度 15 µMのチアミンを添加した培地。MM-leu

培地の組成については、3.2.5.参照。）で行った。得られた形質転換体を、MM-leu (+Thi) 培

地 100 mL、120 rpm、30˚Cで 36 hr培養した後、MM-leu培地 200 mLで洗浄した。洗浄後の

菌体を、MM-leu培地 100 mLに移し、120 rpm、30˚Cで 20 hr培養し、発現誘導を行った。

誘導後の菌体を 3,000 × g、5 min 遠心し集菌した後、得られた菌体を氷冷した 100 mM 

HEPES-NaOH pH 7.0で洗浄した。菌体と等量のガラスビーズを用い、3 mLの菌体破砕バッ

ファー (100 mM HEPES-NaOH pH 7.0, 1 mM PMSF, 2 mM EDTA, プロテアーゼインヒビタ

ー EDTA free (Roche)) 中で 7.5 min ボルテックスし、破砕した。破砕溶液を、4˚C、8,000 × 

g, 20 min遠心し、ガラスビーズ、未破砕細胞、細胞破砕片を除去した。破砕上清は、さらに

10,000 × g, 1 hr遠心し、ミクロソーム画分を回収した。回収したミクロソーム画分は、菌体

破砕バッファー300 µLに再度懸濁した後、終濃度 0.1% (v/v) になるよう、Triton X-100を加

え、氷上で 30 min静置することで、permeabilized enzyme solutionを調製した。 

 

3.2.8. キシログル L-Fuc転移酵素 AtFUT1の活性測定  

	 C 末端側に、c-myc タグ、6 × His タグを融合させ、S. pombe で発現させた AtFUT1 は、

Urbanowicz et al.の手法[82]を参考に、酵素反応を行った。基本的な酵素反応溶液組成を以下

に示す。 
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なお、XLLG は市販されているノナサッカリド（東京化成工業、Tokyo、Japan）を用いた。

酵素反応は 25˚C、任意の時間行い、100˚Cで 3 minボイルし酵素反応を停止した。酵素反応

停止後のサンプルは、15,000 × g、10 min 遠心した後、2.5 mLのメタノールで活性化し、

Millipore Q waterで平衡化した Sep-Pak C18カートリッジ（360 mg Sorbent per Cartridge、

Waters Associates, Milford Mass, USA）に上清をアプライした。その後、1.5 mLのMillipore Q 

waterで洗浄し、素通り画分を回収し、凍結乾燥した。 

 

3.2.9. 酵素反応産物の解析  

	 酵素反応産物は、MALDI-TOF MSもしくは HPLCで解析した。MALDI-TOF MSによる解

析は、コットンを用いた HILIC SPE[130]により粗精製を行った後、3.2.5.2.にて述べた条件で

解析を行った。HPLCによる分析は、まず Dowex 50 (H+ form) により脱塩を行った後、2-ア

ミノピリジンで標識を行った。Dowex 50 (H+ form) をサンプルが pH 2.0 以下になるまで懸

濁した後、5カラムボリュームのMillipore Q waterで洗浄した。素通り画分を凍結乾燥し、

Hase et al.の手法[132]を参考に、PA化試薬 5 µLを用い、PA標識した。水飽和フェノール/

クロロホルム（1:1, v/v）を用い、余剰 PA化試薬を除去し、HPLCにより酵素反応産物を解

析した。HPLC分析条件は、3.2.6.に示した分析条件に従った。 

 

 

AtFUT1酵素反応溶液   
HEPES-NaOH pH 7.0 75 mM  
GDP-L-Fuc/L-Gal 1 mM  
XLLG 1 mM  
Permeabilized enzyme solution  200 µL/mL  
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3.2.10. 単糖組成分析 

	 単糖組成分析は、Ohashi et al.の手法[133]を参考に行った。分取した酵素反応により生成

されたピークを、100 µL 4 M HClで酸加水分解した。酸加水分解を 100˚C、3 hr行い、凍結

乾燥した後、100 µLのMillipore Q water、30 pmolの D-リボースを内標準として加え、再度

凍結乾燥した。凍結乾燥を 2回繰り返した後、40 µLのピリジン/メタノール（1:9, v/v）、10 µL

の無水酢酸を用い、室温 30 minインキュベートすることで、N-アセチル化を行った。N-ア

セチル化後のサンプルは、凍結乾燥し、Hase et al.の手法[132]を参考に、PA化試薬 7µLを用

い、PA標識した。PA標識したサンプルは、以下の条件で HPLC分析を行い、各単糖-PAの

ピーク面積と比較することで、構成糖の比率を算出した。 

【HPLC解析条件】 Hitachi LaChrom 2000 
Column: TOSOH Sugar AXI (4.6 × 150 mm, TOSOH) 
Solvent: アセトニトリル:0.5 M H3BO3-KOH pH 9.0 (1:9, v/v) 

Flow rate: 0.4 mL/min (isocratic) 
Detection: Fluorescence Ex: 310 nm, Em: 380 nm 

Temperature: 65˚C 
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3.3. 実験結果 

3.3.1. N-結合型糖鎖生合成に関わる L-Fuc転移酵素の L-Gal転移活性測定 

	 gp67バキュロウイルス分泌シグナル下流に融合した MmFUT8は、6 × Hisタグ融合タンパ

ク質として培地中に分泌される。発現したMmFUT8は、Ni-IMACカラムで精製した（Fig. 3.3.1 

A）。GN2M3-Asn-Fmocを基質とし、精製したC末端Hisタグ融合MmFUT8の L-Fuc及び L-Gal

転移活性を測定した。HPLCで酵素反応産物を解析したところ、GDP-L-Fucをドナー基質と

して使用した酵素反応溶液では、保持時間 12.5 minに新規ピーク、peak aが検出された。ま

た、GDP-L-Galをドナー基質として使用した酵素反応溶液では、保持時間 12.4 minに新規ピ

ーク、peak bが検出された。なお、アクセプター基質として使用した GN2M3-Asn-Fmocは、

保持時間 13.5 minに溶出した（Fig. 3.3.1 B）。各酵素反応産物の生成速度を基に、MmFUT8

の GDP-L-Fuc、GDP-L-Galに対する反応初速度を求めたところ、それぞれ 1.4 mM/sec、0.64 

mM/secだった（Fig. 3.3.1 C）。 

	 AtFucTAは、C末端 6 × Hisタグ融合膜タンパク質としてバキュロウイルス発現系を用い

て発現させ、精製した（Fig. 3.3.1 D）。GDP-L-Fuc、GDP-L-Galをアクセプター基質として用

い、GN2M3-Asn-Fmoc に対する糖転移活性測定を行った。酵素反応後のサンプルを HPLC

で解析したところ、それぞれの酵素反応溶液において、保持時間 11.9 minの新規ピーク peak 

c、保持時間 11.7 minの新規ピーク peak dが検出された。なお、アクセプター基質として使

用した GN2M3-Asn-Fmocは、保持時間 12.7 minに溶出した（Fig. 3.3.1 E）。各酵素反応産物

の生成速度を基に、AtFucTAのGDP-L-Fuc、GDP-L-Galに対する反応初速度を求めたところ、

それぞれ、0.86 mM/sec、0.26 mM/secだった（Fig. 3.3.1 F）。 
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Fig. 3.3.1 MmFUT8及び AtFucTAの GN2M3-Asn-Fmocに対する L-Gal転移活性  
A、D: CBB染色（下段）、ウエスタンブロッティング（上段）による MmFUT8（A）、AtFucTA（D）
の発現、精製の確認。*、MmFut8の予測分子量（64 kDa）; **、 AtFucTAの予測分子量（55 kDa）; N、 
ネガティブコントロール（バキュロウイルス未感染細胞）; I、バキュロウイルス感染細胞; F、TALON
レジンの素通り画分; W、洗浄画分; E、溶出画分。B、E: MmFUT8（B）、AtFucTA（E）の酵素活性
測定結果。B: MmFUT8、11 µg/mLを用い、37˚C、18 hr酵素反応を行ったサンプルを、HPLCで解析
した結果。Peak a、bはそれぞれ、GDP-L-Fucおよび GDP-L-Galをドナー基質とし、酵素反応を行っ
た場合の予測反応生成物を示す。E: AtFucTA、14 µg/mL、0.2% (v/v) Triton X-100を含む酵素反応溶
液[113]を用い、37˚C、12 hr酵素反応を行ったサンプルを、HPLCで解析した結果。Peak c、dはそれ
ぞれ、GDP-L-Fuc および GDP-L-Gal をドナー基質とし、酵素反応を行った場合の予測反応生成物を
示す。C、F: MmFUT8（C）、AtFucTA（F）の GDP-L-Fuc（○）もしくは GDP-L-Gal（●）を基質とし
た場合の、反応初速度の比較。X 軸は反応時間、Y 軸は、GN2M3-And-Fmoc より算出した
GN2M3-L-Fuc/Gal-Asn-Fmocの濃度を示す。 
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3.3.2. MmFUT8、AtFucTA生成産物の解析 

	 MmFUT8酵素反応産物をMALDI TOF-MS解析したところ、GDP-L-Fucをドナー基質とし

て使用した酵素反応溶液では、m/z 1822.459、GDP-L-Gal をドナー基質として使用した酵素

反応溶液では、m/z 1838.376が検出され、それぞれ[GN2M3-Asn-Fmoc + デオキシヘキソー

ス + H]+、 [GN2M3-Asn-Fmoc + ヘキソース + H]+に相当するm/zが検出された（Fig. 3.3.2 A）。

また、AtFucTA酵素反応産物をMALDI TOF-MS解析した場合も、GDP-L-Fucをドナー基質

として使用した酵素反応溶液では、m/z 1822.459、GDP-L-Gal をドナー基質として使用した

酵素反応溶液では、m/z 1838.376が検出され、それぞれ[GN2M3-Asn-Fmoc + デオキシヘキ

ソース + H]+、 [GN2M3-Asn-Fmoc + ヘキソース + H]+に相当する m/zが検出された（Fig. 

3.3.2 B）。分取した peak a、peak bを α1,6-フコシダーゼで処理したところ、peak aはフコシ

ダーゼ消化されたが、peak bは消化されなかった（Fig 3.3.2 C）。この結果は、peak aが N-

結合型糖鎖を構成するキトビオースに α1,6-L-Fuc が転移した構造を含有することを示して

いる[54]。また、分取した peak c、dを、α1,3/4-フコシダーゼもしくは α1,6-フコシダーゼで

処理した。Peak cは、α1,3/4-フコシダーゼで消化されたが、α1,6-フコシダーゼでは消化され

なかった（Fig 3.3.2 D）。この結果は、Wilson et al.、Staudacher et al.らの結果[58, 113]と一致

すること、使用した α1,3/4-フコシダーゼの基質特異性[134]から、peak cは N-結合型糖鎖を

構成するキトビオースに α1,3-L-Fucが付加した構造を含有すると考えられる。一方、peak d

は、α1,3/4-、α1,6-フコシダーゼ、共に消化されなかった（Fig. 3.3.2 D）。 
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Fig. 3.3.2 MmFUT8、AtFucTA転移酵素生成産物の解析  
A、B: MmFUT8（A）、AtFucTA（B）酵素反応産物の MALDI-TOF MS解析結果。m/z 1675.4は基質
として用いた GN2M3-Asn-Fmoc由来のシグナル。m/z 1549.612、1565.578、1549.618、1565.655は、
レーザー照射により酵素反応産物より Fmoc基が遊離した糖鎖に由来するシグナル。C: Peak a、bの
α1,6-フコシダーゼ消化産物の HPLC解析結果。D: Peak c、dの α1,6-、α1,3/4-フコシダーゼ消化産物
の HPLC解析結果。 
 

3.3.3. L-Fuc転移酵素の GDP-L-Galに対する酵素学的パラメーターの算出 

	 MmFUT8及び AtFucTAの、GDP-L-Fuc及びGDP-L-Galに対する見かけ上のKm値は、5 µM-2 

mMのドナー基質と、0.5 mMの GN2M3-Asn-Fmoc、1 U/Lの酵素を用い、反応時間 3 min 

で 37˚Cにて計測した。酵素学的パラメーターは、Lineweaver-Burkプロットにより算出した。

MmFUT8の GDP-L-Fuc及び GDP-L-Galに対する Km値は、それぞれ 0.117 mM及び 0.229 mM 

だった。また、AtFucTAの GDP-L-Fuc及び GDP-L-Galに対する Km値は、それぞれ 0.193 mM
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及び 0.838 mM だった。これらの Km 値より、MmFUT8、AtFucTA は、GDP-L-Gal よりも

GDP-L-Fucに高い親和性を示すことがわかった。 

 

3.3.4. 2-アミノピリジン標識植物細胞壁多糖類の調製 

	 AtFUT1は、Cicéron et al.の先行研究[79]により、キシログルカンオリゴ糖の最小単位であ

る、XLLG に対する活性よりも、XLLGXLLG や更に長鎖のキシログルカンオリゴ糖への糖

転移活性が高いことが示唆されている。長鎖キシログルカンオリゴ糖を入手し、AtFUT1の

候補基質として利用するため、Xyloglucan from Tamarind seedを T. reesei ATCC26921由来セ

ルラーゼで部分分解し、得られたキシログルカンオリゴ糖断片を PA 標識した。PA 標識し

たキシログルカンオリゴ糖を HPLCで分析したところ、Fig. 3.3.4 Aに示すクロマトグラム

が得られた。Peak F、Jを分取し、MALDI-TOF MSで解析したところ、Peak F: m/z 1304.5

（[XXLG-PA/XLXG-PA + H]+に相当） 、Peak J: m/z 2837.8（[XLLGXLLG-PA + H]+に相当）

が検出された。さらに、分取した Peak Jを T. reesei セルラーゼで処理し、各ピークに含有

される構造の推定を行った（Fig3.3.4 B）。Peak Jの T. reeseiセルラーゼ分解物は、市販品と

して入手できる XLLGを PA標識した、XLLG-PAの溶出時間と一致するピークが検出され

た（Fig3.3.4 C）。これらの結果より、Peak F: XXLG-PA もしくは XLXG-PA、Peak J: 

XLLGXLLG-PAと推測された。なお、Peak Gは、XLLG-PAの HPLCでの溶出位置と一致す

ることから、XLLG-PA と推測される。また、Peak E は HPLC の溶出時間より、XXXG-PA

と推測される。一方、Peak H、Peak Iは構造推測に至っていない。 
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Fig. 3.3.4 PA標識キシログルカン部分分解産物の解析  
A: T. reseiiセルラーゼで部分分解したXyloglucan tamarind seedを PA標識し、HPLCで分析した結果。
XLLG-PAは、市販 XLLGを PA標識したもの。Peak E-Jは、分取したピークを示す。B: Peak Jの T. 
reseiiセルラーゼによる完全分解産物の解析。5 pmolに相当する Peak Fをセルラーゼで分解し、HPLC
で分析した。C: Peak F、Peak Jの MALDI−TOF MS解析。分取したピークは、5回凍結乾燥を繰り返
すことで脱塩し、10 pmol相当量を MALDI-TOF MSで解析した。 
 

3.3.5. キシログルカンオリゴ糖に対する L-Gal転移活性の検出 

	 nmt1 プロモーター下流に AtFUT1 遺伝子を挿入した pREP1-AtFUT1-MH ベクター（Fig. 

3.3.5 A）を形質導入した S. pombeを用い、C末端 c-mycタグ、6 × Hisタグ融合タンパク質

として AtFUT1を発現させた（Fig. 3.3.5 B）。培養菌体より調製した、permeabilized enzyme 

solutionを用い、XLLGに対する AtFUT1の活性測定を行った（Fig. 3.3.5 C）。酵素反応後、

PA 標識を行い、HPLC により活性測定をしたところ、GDP-L-Fuc をドナー基質として用い

たところ、溶出時間 22.1 minに Peak Kが、GDP-L-Galをドナー基質として用いたところ、

溶出時間 22.6 minに Peak Lが検出された。 
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Fig. 3.3.5 AtFUT1の酵素活性  
A: S. pombe の形質転換に用いた発現ベクター、pREP1-AtFUT1-MH。nmt1 プロモーター下流に、
AtFUT1遺伝子配列を挿入した。AtFUT1は、C末端側に c-mycタグ、6 × Hisタグが付加される。LEU2、
ロイシン要求性マーカー遺伝子; nmt1 p、nmt1プロモーター配列; nmt1 t、nmt1ターミネーター配列。
B: pREP1-AtFUT1-MHを形質導入した S. pombe培養菌体の CBB染色およびウエスタンブロッティン
グ解析結果。ウエスタンブロッティングには、一次抗体として、Anti-His tag antibody (9C11, TaKaRa) 
を、二次抗体として、HRP-conjugated Anti-mouse IgG (Promega) を用いた。＊は AtFUT1の予測分子
量 69.4 kDaを示す。C: AtFUT1活性測定の結果。Peak G、Peak Hは酵素反応産物と予測されるピー
クを示す。 
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3.3.6. AtFUT1により生成されたキシログルカンオリゴ糖の構造解析 

	 MALDI-TOF MS解析、単糖組成分析により、酵素反応産物生成の構造の推定を行った。

酵素反応溶液を HILIC SPEにより脱塩し、MALDI-TOF MSで解析したところ、GDP-L-Fuc

をドナー基質として用いた場合、m/z 1410.2、m/z 1555.5が検出された。GDP-L-Galをドナー

基質として用いた場合、m/z 1410.2、m/z 1571.5が検出された (Fig. 3.3.6 A)。m/z 1410.2は、

[XLLG + Na]+に相当する m/zである。m/z 1555.5は[XLLG + デオキシヘキソース + Na]+、

m/z 1571.5は[XLLG + ヘキソース + Na]+に相当する m/zである。酵素反応産物を構成する糖

を同定するため、Fig. 3.3.5 Cで検出された Peak K及び Peak Lを分取し、単糖組成分析を行

った (Fig. 3.3.6 B)。得られたクロマトグラムから、検出された糖の構成モル比を算出した。

Peak Gの構成糖は、Xyl、Glc、L-Fuc、Galだった。それらの構成モル比は、Xyl:Glc:L-Fuc:Gal 

= 3:4:1:2だった。また、Peak Kの構成糖は、Xyl、Glc、Galであり、それらの構成モル比は、

Xyl:Glc: Gal = 3:4:1:3だった。これらの結果より、Peak Lは XLFG-PAもしくは、XFLG-PA、

Peak Hは XLJG-PA もしくは XJLG-PAと予測された。 
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Fig. 3.3.6 AtFUT1酵素反応産物の解析  
A: AtFUT1の酵素反応溶液を MALDI-TOF MSで解析した結果。m/z 1410.2は、[XLLG + Na]+に相当

する。＊は酵素反応溶液由来と推測される未同定シグナル。B: 単糖組成分析結果。XLLG-PA は、
XLLGを PA標識した後、3 pmol相当の XLLG-PAを用い、単糖組成分析用サンプルの調製を行った。
Peak Kおよび Peak Lは、Fig3.3.5 Cで分取し凍結乾燥したサンプルを、2.5 pmol相当使用し、単糖組
成分析用サンプルの調製を行った。HPLCでの分析には、0.5 pmol相当のサンプルを使用した。 
 

3.3.7. AtFUT1の酵素学的解析 

	 AtFUT1 の、GDP-L-Gal を基質として用いた場合の反応初速度、2 価カチオンの影響、pH

の影響、温度の影響、基質特異性を解析した。GDP-L-Fuc、GDP-L-Galをドナー基質、XLLG

をアクセプター基質として用いた場合の AtFUT1酵素反応産物の生成速度を測定した。3.2.8

で述べた酵素反応条件において、GDP-L-Fuc を基質として酵素反応を行った場合、AtFUT1

は XLFG/XFLG-PAを 20.7 µM/hrで生成した。一方、GDP-L-Galを基質として酵素反応を行

った場合、AtFUT1は XLJG/XJLG-PAを 6.7 µM/hrで生成した（Fig. 3.3.7-1 A）。 
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	 酵素反応溶液に、終濃度 2 mM、5 mM、10 mMの EDTA、MgCl2、CaCl2、MnCl2、ZnSO4

を添加し、酵素反応への影響を調査した。EDTA 添加の有無で酵素活性は変化しなかった。

また、Mg2+、Ca2+を 5 mM以上添加すると、8-13% 酵素活性が向上した。一方、Mn2+を添加

した場合、Mn2+濃度の上昇に伴い、酵素活性が強く阻害された。10 mMのMn2+を添加した

場合、3.2.8で述べた酵素反応条件で反応を行った場合と比較し、酵素活性は 16% まで低下

した（Fig. 3.3.7-1 B）。 

	 pHの影響は、pH 5.5から pH 9.0まで pH 0.5刻みで測定した。pH 5.5-7.0、MES-NaOH; pH 

7.0-8.5、HEPES-NaOH; pH 8.0-9.0 Bicine-NaOH、を用いた。GDP-L-Galを基質として用いた

場合、AtFUT1の至適 pHは、pH7-7.5だった（Fig. 3.3.7-1 C）。また、15-40 ˚Cにおける酵素

活性を 5˚C刻みで測定した。GDP-L-Galを基質として用いた場合、AtFUT1は反応温度 20-25˚C

で最大の酵素反応を示した。一方、40˚Cでは酵素反応産物が検出できなかった（Fig. 3.3.7-2 

D）。基質特異性は、XLLG、XXLG-PA/XLXG-PA、XLLG-PA，XLLGXLLG-PA に対して調

査した。XXLG-PA/XLXG-PA、XLLGXLLG-PAとして、3.3.4で分取した Peak F、Peak Jを

それぞれ用いた。AtFUT1 は、XLLG、XLLGXLLG-PA に対して酵素活性を示したが、

XXLG-PA/XLXG-PA，XLLG-PAに対しては、酵素活性を示さなかった（Fig. 3.3.7-2 A、B）

また、XLLGXLLG-PAに対する AtFUT1の反応初速度は 49.9 µM/hrであり、XLLGに対する

反応初速度の 7倍だった（Fig. 3.3.7-2 C）。なお、Peak MをMALDI-TOF MSで解析したと

ころ、[(XLLGXLLG-PA+ヘキソース) + H]+、[(XLLGXLLG-PA+ヘキソース) + Na]+、

[(XLLGXLLG-PA+ヘキソース) + 2Na - H]+に相当する、m/z 2999.3、m/z 3021.3、m/z 3043.3 が

検出された（Fig. 3.3.7-2 D）。以上の結果より、AtFUT1 により XLJGXLLG-PA または

XJLGXLLG-PAが生成されたと推測される。 
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Fig. 3.3.7-1 AtFUT1の GDP-L-Galに対する酵素学的性質  
A: GDP-L-Fuc（○）および GDP-L-Gal（●）を基質とした場合の、AtFUT1の反応初速度。実線は GDP-L-Fuc
を基質とした場合の反応物生成速度を示す。破線は GDP-L-Gal を基質とした場合の反応物生成速度
を示す。B: 2価カチオンとその濃度の影響。酵素反応は、12 hr、25˚Cで行った。C: pHの影響。酵
素反応は 75 mM MES-NaOH（▲）、75 mM HEPES-NaOH（●）、75 mM Bicine-NaOH（■）を用い、12 
hr、25˚Cで行った。D: 温度の影響。75 mM HEPES-NaOH pH 7.0、23 hr反応を行った。40˚Cでは、
反応生成物が検出できなかった。 
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Fig. 3.3.7-2 AtFUT1の基質特異性  
GDP-L-Galをドナー基質として用いた場合のAtFUT1の基質特異性を調査した。A、B: XLLGXLLG-PA
（A）、XLLG-PA 及び XXLG/XLXG-PA（B）に対する AtFUT1の酵素活性。M は反応生成物ピーク
を示す。ベクターコントロールには、pREP1-myc His空ベクターを形質導入した S. pombeより調製
した酵素を用いた。C: XLLGXLLG-PAを基質とし、酵素反応を行った場合の反応物（Peak M）生成
速度。D: Peak Mの MALDI TOFMS解析結果。 
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3.4. 考察 

	 GDP-L-Gal をドナー基質に用いた MmFUT8、AtFucTA 酵素反応産物を、MALDI-TOF MS

解析により解析したところ、N-結合型糖鎖上への L-Galの転移が検出された。しかし、本章

で使用した α-フコシダーゼでは、転移された L-Gal残基は遊離されなかった。L-Fucと結合

した海洋性超高熱耐性細菌 Thermotoga maritimaや、プロバイオティクス細菌 Bifidobacterium 

bifidum由来 α-フコシダーゼの結晶構造において、L-Fucの C-6位メチル基は、認識部位の疎

水性部位に強固に固定されており、L-Gal残基のように C-6位に水酸基の付加した基質との

結合スペースがない[135, 136]。本章で使用した α-フコシダーゼはどちらも結晶構造が明ら

かになっていないが、C-6 位の基質認識が原因となり、N-結合型糖鎖上に転移された L-Gal

残基が α-フコシダーゼで遊離されなかったと考えられる。MmFUT8、AtFucTAの α-L-Fuc転

移産物[113, 129]から類推すると、MmFUT8は α1,6-L-Gal残基を、AtFucTAは α1,3-L-Gal残基

を N-結合型糖鎖を構成するキトビオース構造の Asn 残基近傍の GlcNAc に転移したと考え

られる。しかし、より正確に構造決定するためには、NMR解析やメチル化分析などを行い、

結合様式の解析を行うことが必要である。 

	 Lewis X型糖鎖への L-Fuc分子アナログの転移をα-L-Fuc転移酵素が行うように、MmFUT8、

AtFucTAは L-Fuc含有糖鎖のアナログを生成した。しかし、GN2M3-Asn-Fmocへの L-Gal転

移活性は、MmFUT8、AtFucTA で、それぞれ L-Fuc 転移活性の 44％、30% だった。ヒト由

来 FUT8の結晶構造は解明されている[137]が、植物の α1,3-L-Fuc転移酵素の結晶構造の報告

はない。また、基質認識部位、つまり L-Fucの C-6メチル基周辺で基質認識に関わっている

アミノ酸はヒト由来 FUT8においても正確な情報がない。より効率的な L-Gal含有糖鎖の生

成には、L-Fuc、L-Gal と結合した酵素の結晶構造解析データを基に、α-L-Fuc 転移酵素の基

質認識部位の改変が必要だろう。 
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	 本章ではさらに、キシログルカン生合成に関わる α1,2-L-Fuc転移酵素がキログルカンオリ

ゴ糖への L-Gal転移活性を有することを証明した。GDP-L-Galをドナー基質に用いたAtFUT1

酵素反応産物を、MALDI-TOF MS解析及び、単糖組成分析により解析したところ、キシロ

グルカンオリゴ糖鎖 XLLG上への Gal残基の転移が検出された（Fig. 3.3.5 C、Fig 3.3.6）。前

述の MmFUT1や AtFucTA、Lewis X生合成に関わる α-L-Fuc転移酵素の基質特異性から推測

すると、この酵素反応産物で転移された Gal残基は L体だと考えられる。酵素反応産物の構

造決定にはさらに、Farkas et al.により報告された Pisum sativum、Topaeolum majus由来キシ

ログルカンフコシダーゼ活性[138]や、Ishimizu et al.により同定されたユリの花（Lilium 

longiflorum Thumb. cv. Hinomoto）由来 EBM IIが有するキシログルカン α1,2-フコシダーゼ活

性などを用いた酵素反応産物のフコシダーゼ消化が必要である。加えて、酵素反応産物のメ

チル化分析や、NMR解析を行うことで、より詳細に構造決定ができる。 

	 AtFUT1の、GDP-L-Galをドナー基質とし、XLLG上へ L-Galを転移する速度は、GDP-L-Fuc

をドナー基質とし、XLLG上へ L-Fucを転移する速度の 32% だった（Fig. 3.3.7-1 A）。mur1

変異体でにおける、キシログルカンの L-Fuc残基付加部位での L-Gal残基への置換は約 34% 

起こっている[106]ことから、前述の XLLGに対する反応初速度の違い（Fig. 3.3.7-1 A）との

相関が示唆される。キシログルカン生合成において L-Gal転移に関与する酵素が AtFUT1か

否か、他の未知の酵素が関与しているのか解明するためには、Venzin et al.により作成され

た、mur1 変異体からさらに AtFut1 遺伝子を破壊した 2 重変異株（mur1 mur2 変異株）[80]

における、キシログルカンの構造を NMR などにより解析し、L-Gal 付加の有無をど雨亭す

る必要がある。 

	 AtFut1 の結晶構造は Rocha et al.[81]、Urbanowics et al. [82]により解析されている。

AtFUT1-GDP 複合体の結晶構造解析結果より、GDP-L-Fuc のホスホジエステル結合は、
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AtFUT1の GDP結合部位のアミノ酸残基と強固な水素結合を形成することがわかっている。

本章で 2価カチオンの影響を調査したところ、10 mMのMn2+を添加した場合、AtFucTAの

L-Gal転移活性が 84% 低下した。結晶構造解析は行われていないが、P. sativum FUT1にお

いても、2 mMより高濃度なMnCl2を添加した場合、L-Fuc転移活性が 60% 低下する[72]。

AtFUT1 の GDP-L-Fuc 結合と、キシログルカンオリゴ糖上への L-Fuc 転移には、GDP-L-Fuc

の L-Fuc残基に結合したリン酸とのホスホジエステル結合が重要であることが、アミノ酸を

置換した酵素の酵素活性測定結果より予測されている[81]。Mn2+は、ADPや ATPの 2つの

ホスホジエステル結合と強く配位することが知られている[139]ことから、GDP-糖と AtFUT1

の結合前に、Mn2+が GDP-糖のホスホジエステル結合と配位し、GDP-糖と AtFUT1との結合

や L-Fuc転移活性を阻害した可能性がある。一方、Mg2+や Ca2+は P. sativum FUT1における

報告[72]と同様に、酵素活性が上昇したが、その理由は不明である。また、L-Fuc の結合部

位のうち、C-6位メチル基周辺の結晶構造は詳細が報告されておらず、GDP-L-Fuc上の L-Fuc

残基の基質認識機構は解明されていない。そのため、GDP-L-Fucや、GDP-L-Galと共結晶を

作成し、構造解析することで、L-Fuc の認識に関わるアミノ酸残基が同定され、AtFUT1 に

おける L-Gal転移機構が解明されると考えられる。 

	 AtFUT1 は、XLLG、XLLGXLLG-PA に糖転移活性を示すものの、XLLG-PA，

XLXG/XXLG-PAには活性を示さなかった。さらに、XLLGXLLG-PAに対する AtFUT1の活

性は、XLLGに対するの活性の 7倍だった。Cicéron et al.の結果[79]でも、同様の報告がされ

ている。PA標識を行うと、キシログルカンオリゴ糖還元末端側の Glc残基は開環している。

AtFUT1-XXLG/XLLG複合体の結晶構造解析において、該当する Glc残基は、基質認識への

関与は示唆されていない。しかし、本章の結果において、XLLG還元末端側の Glcが固定さ

れている構造（XLLGXLLG-PA）では酵素活性が顕著に向上したことから、この Glc残基が、
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キシログルカンと AtFUT1の基質認識部位との結合に関与している可能性が示唆された。 

 

3.5. 結言 

	 本章では、mur1変異株の解析により示唆された、α1,3-L-Fuc転移酵素、AtFucTAの L-Gal

転移活性を in vitro で検出することができた。さらに、AtFUT1 は、キシログルカン XLLG

に対する L-Gal転移活性を有しており、構造解析により、XLJGもしくは XJLGが生成され

たと推測した。XLJG構造は、A. thaliana mur1変異株や、S. chinensis種子由来のキシログル

カンで検出された構造であり、AtFUT1 が植物細胞内でキシログルカン上へ L-Fuc のみなら

ず、L-Gal も転移している可能性が示唆された。L-Fuc 残基付加部位への L-Gal 残基付加や、

L-Fuc残基の L-Gal残基への置換は、α-L-Fuc転移酵素の幅広い基質特異性に起因すると考え

られる。さらに、MmFUT8は N-結合型糖鎖に対し、L-Gal転移活性を示した。GDP-L-Galを

用いた、希少糖を含有する新たな糖鎖生成の実例と L-Fuc分子アナログを含有する新規糖化

合物の生成の可能性を示した。 
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第4章	 総括 

	 糖化合物を、糖転移酵素を用いて合成する際、糖ヌクレオチドは糖の供与体として重要で

ある。自然界にあまり存在せず、陸上生物や海洋生物にとって珍しい糖である、希少糖は、

植物細胞において、細胞壁の構成成分などとして利用され、細胞成長や細胞壁構造の維持に

関与していると考えられている。植物細胞内における、これらの希少糖を含む糖化合物や複

合糖質の生合成には、希少糖を含む糖ヌクレオチドが利用されていると推測される。しかし、

これらの糖ヌクレオチドはその多くが市販されておらず、入手が困難だった。こうした背景

の中で、本研究では、L-Fuc の分子アナログである L-Gal に着目し、その糖ヌクレオチド、

GDP-L-Galの新規合成系を構築した。さらに、合成した GDP-L-Galを用い、植物細胞内で発

見された L-Gal含有糖鎖、及び L-Galを含有するキシログルカンオリゴ糖の生合成に関与す

る L-Gal転移活性を in vitroで検出した。加えて、M. musculus由来の α1,6-L-Fuc転移酵素を

用い、新規な L-Gal含有糖鎖を作出した。 

	 第 2 章では、まず、GDP-L-Gal の合成系を構築するため、植物細胞における GDP-L-Gal

生合成酵素、GMEを用いた GDP-L-Galの生成を試みた。分裂酵母を用いて発現させた GME

を用い、GDP-L-Galを生成した後、オルタナティブリサイクル HPLCを用い、酵素反応溶液

より GDP-L-Galを精製したが、GDP-L-Galの収率はわずか 15% 程度だった。そこで、L-Gal

が、L-Fuc の分子アナログである点に着目し、L-Fuc 再利用経路を構成する、二機能性の酵

素である FKP を用い、GDP-L-Gal の合成を行った。ハイスループット解析系を用い、FKP

の L-Galに対する至適反応条件を決定し、精製条件を検討することで、ワンポット合成と 3

つの精製ステップから、純度 99% 以上の GDP-L-Gal を収率 92% で生成することが可能と

なった。また、この FKPを用いた GDP糖生成系は、他の L-Fuc分子アナログにも応用可能

だと予測される。そのため、L-Fuc分子アナログを含有する新規糖化合物を合成する際に必
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要な糖ヌクレオチドの供給に貢献できる。 

	 第三章では、第二章で生成した GDP-L-Gal をドナー基質として用い、mur1 変異株で検出

された L-Gal含有 N-結合型糖鎖、及びキシログルカンの生合成に関与する酵素の探索を試み

た。まず、N-結合型糖鎖や、キシログルカンに対する既知の L-Fuc転移酵素の L-Gal転移活

性を調査した。N-結合型糖鎖生合成における、A. thaliana α1,3-L-Fuc転移酵素 AtFucTAは、

N-結合型糖鎖への L-Gal転移活性を示した。このことから、mur1変異体で検出された l-Gal

を含有する N-結合型糖鎖の生合成には、AtFucTA が関与していると考えられた。また、キ

シログルカンオリゴ糖生合成に関与する A. thaliana α1,2-L-Fuc転移酵素 AtFUT1の L-Gal転

移活性も調査したところ、AtFUT1 は、GDP-L-Gal を基質とし、キシログルカンオリゴ糖鎖

上へ L-Gal残基を転移した。加えて、AtFUT1のアクセプター基質の認識には、XLLG/XXLG

の非還元末端側の Glc残基が関与していることが示唆された。これらの結果から、GDP-L-Fuc

欠乏変異体、A. thaliana mur1 変異体において報告されていた、L-Fuc 残基付加部位に L-Ga

残基が付加した糖鎖やキシログルカンオリゴ糖の生合成に α-L-Fuc転移酵素が関与している

ことが明らかとなった。さらに、L-Gal 含有糖鎖は検出されていないものの、M. muscus N-

結合型糖鎖生合成経路を構成する、M. musculus α1,6-L-Fuc転移酵素 MmFUT8も、L-Gal転

移活性を有することを示し、新規な α1,6-L-Gal を含有する糖鎖を作出するとともに、L-Fuc

類縁体を含有する新規糖鎖生合成に、α-L-Fuc 転移酵素が利用であることを見出した。さら

なる L-Gal転移活性の向上には、酵素活性中心の基質認識に関わる部分の詳細な結晶構造デ

ータから、基質認識に関わるアミノ酸を決定し、その配列を改変することが必要だと考えら

れる。 
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