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論 　 文 　 内 　 容 　 の 　 要 　 旨

真核生物の細胞質には遊離のアスパラギン結合型糖鎖が多量に存在している。この遊離糖鎖（free oligosaccharide, FOS）

は主に小胞体関連分解（endoplasmic reticulum（ER）-associated degradation, ERAD）によって生成されることが知られ

ているが，その詳細な生成および代謝経路については未解明の部分が多い。本研究においては，線虫Caenorhabditis

elegansのFOSの生成および代謝経路について解析を行った。

Peptide：N-glycanase（PNGase）は真核生物の細胞質において，misfolded glycoproteinから糖鎖を切り出して，FOSを

生成する酵素であるが，本研究では，C. elegansのPNGase（png-1, F56G4.5）の遺伝子クローニングとその諸性質の解析

を行った。Maltose-binding protein（MBP）との融合タンパク質として大腸菌で発現させたPNGase（MBP-PNG-1）は高

マンノース型糖鎖，複合型糖鎖の両方に対して切断遊離する活性を示し，タンパク質部分が変性した糖タンパク質にのみ活

性を示したことから，本酵素は細胞内においてmisfolded glycoproteinに対してのみ作用できることが示唆された。またN末

端側のthioredoxin- like domainがprotein disulfide reductase活性を有することを明らかにし，PNG-1が他の生物種の

PNGaseとは違って，二つの異なる活性を有するユニークな酵素であることを明らかにした。

次に，C. elegansの細胞質のFOSについて調べた。まず，wild type（N2）のFOSについてHPLCおよびMS分析を行って，

主なFOSがMannoseを３－９残基有する高マンノース型糖鎖であることを明らかにした。全FOSの約94%が還元末端に１残

基のN-acetylglucosamine（GlcNAc）を持つ糖鎖（FOS-GN1）で，残りの約６%は２残基のGlcNAcを有する糖鎖（FOS-

GN2）であった。既に，C. elegansのENG-1（endo-β-N-acetylglucosaminidase, ENGase）が高マンノース型糖鎖に高い

基質特異性を有し，FOSを代謝する可能性を示唆しているが（T. Kato, et al., Glycobiology 2002），実際に，本酵素の欠損

株eng-1（tm1208）はFOS-GN2を顕著に蓄積していたことから，ENGaseがFOS-GN2からFOS-GN1への変換に関与するこ

とを初めて示した。さらに，C. elegansのFOSの中で最も多量に存在した糖鎖はMan5GlcNAc1のM5A’異性体（Manα1-3

（Manα1-6）Manα1-6（Manα1-3）Manβ1-4GlcNAc, primeはFOS-GN1であることを示す）であり，哺乳類細胞に最も多

く見出されるM5B’異性体（Manα1-2Manα1-2Manα1-2（Manα1-6）Manβ1-4GlcNAc）とは異なることを見出した。

そこでGolgi α-mannosidase Iの阻害剤であるdeoxymannojirimycinやkifunensinで処理したC. elegansよりFOSを抽出し分

析すると，阻害剤で処理しない場合に比べてM5A’異性体が減少し，逆にM6’やM7’が増加しており，Golgiにおけるプ

ロセシングを受けている可能性が示唆された。Golgiでのプロセシングをさらに確かめるために，Golgiα-mannosidase II

の欠損株（tm1078）についてFOSの解析を行ったところ，wild typeのFOSには検出されなかったGlcNAc1Man5GlcNAc1の

糖鎖を多量に見出した。本構造の糖鎖はGolgiに局在するβ1,2-N-acetylglucosaminyltransferase I によってのみ生合成され

るものであることから，C. elegansにおいてmisfolded glycoproteinの多くはGolgiへ輸送された後に，ERADにより細胞質

で分解されると考えられる。

本研究におけるC. elegansのFOSの構造の分析および生成・代謝に関わる酵素の解析から，FOSの生成・代謝経路に関す
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る新たな知見を得ることができた。

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

真核生物の細胞質には遊離のアスパラギン結合型糖鎖が多量に見出されるが，本論文の著者は線虫Caenorhabditis

elegansの遊離糖鎖の代謝に関与する新規酵素の解析と遊離糖鎖の構造解析を通して，その生成経路を検討した。

先ず，糖タンパク質のアスパラギン結合型糖鎖をタンパク質から遊離する酵素であるpeptide：N-glycanase（PNGase）

を線虫より単離し，その諸性質を解析した。その結果，線虫PNGaseは変性した糖タンパク質や糖ペプチドに対してのみ糖

鎖の切断活性を示し，本酵素が酵母PNGaseと同様にミスフォールドした糖タンパク質から糖鎖を切り出す働きをする小胞

体関連分解に関わる酵素であることを明らかにした。この結果は線虫においては初めて見出された事実である。さらに，本

酵素がthioredoxin-like domainを含むことを見出し，タンパク質ジスルフィド結合還元活性をも有する，分子内に二つの異

なる活性を持つ特異な酵素であることを明らかにした。本発見は細胞質における糖タンパク質の分解機構を解明する上で重

要な示唆を与えるものである。

さらに著者は，線虫より抽出した遊離糖鎖の構造を詳細に解析し，その大部分が還元末端側にN-acetylglucosamineを１残基

有する高マンノース型糖鎖であることを明らかにした。一方，エンド型グリコシダーゼ，endo-β-N-acetylglucosaminidase

遺伝子（eng-1）の部分欠損株では，還元末端にN-acetylglucosamineを２残基有する糖鎖が蓄積することを発見し，eng-1

が遊離糖鎖の代謝に直接関与することを明らかにした。本発見はPNGaseによりタンパク質から遊離した糖鎖の代謝経路を

明らかにするものである。また，遊離糖鎖に含まれる最も多くの糖鎖が線虫と高等動物では異なることを明らかにし，それ

ぞれ異なる経路で遊離糖鎖が生成されることを示した。さらに，α- mannosidaseの阻害剤処理やゴルジ体のα-

mannosidase欠損株の解析から，遊離糖鎖はゴルジ体を経由した糖タンパク質に由来することを見出した。本結果は小胞体

のみならずゴルジ体も糖タンパク質の品質管理において重要な役割を果たしていることを強く示唆するものであり，タンパ

ク質の生合成という生命の根幹をなす事象のプロセスを，遊離糖鎖を介して明らかにしたということは特筆すべきことがら

である。また，線虫から見出された遊離糖鎖は高等動物からも見出されることから，真核生物に共通の事実であると考えら

れ，本研究は真核生物のタンパク質あるいは糖鎖の研究において重要な意味を有するものと考えられる。

このように本論文の研究は，真核生物の細胞質糖鎖の代謝に関する酵素，および糖鎖構造について詳細な解析を行うとと

もに，細胞内のタンパク質生合成についての新たな現象を見出した大変有意義なものであり，細胞生物学，細胞生理学，糖

鎖生物学などの基礎的分野において重要な貢献をするものである。

よって，本論文は博士（生命科学）の学位論文として価値あるものと認めた。なお，平成19年９月４日，論文内容とそれ

に関連した口頭試問を行った結果，合格と認めた。




