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植物糖タンパク質の代謝に関わる糖鎖関連

酵素の機能特性と遊離型糖鎖の存在意義
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真核生物が産生する 60%程度のタンパク質がグリコシ

jレ化を受けた糖タンパク質であることはすでに周知の事実

である。しかしながら，分泌型タンパク質に限ってみるな

らば，それらのほとんどはこの糖タンパク質の範曙に入

る。 哨乳動物と高等植物では，それら糖タンパク質に結合

するオリゴ糖鎖の構造特性にさまざまな違いがみられる

が，それらの差異はゴルジ装置中で機能する糖鎖代謝酵素

群(糖転移酵素と加水分解酵素)の基質特異性の違い，あ

るいはゲノム中にコードされる糖鎖代謝酵素群の遺伝子そ

のものの違いが反映されたものである。糖タンパク質糖鎖

のうちアスパラギン結合型糖鎖 (N-グリカン)に注目する

と，それらの生合成およびプロセシング機構には真核生物

に共通するコンテクストが存在し，構造多様性の中にも共

通のトリマンノシルコア構造 (Man3GlcNAc2-Asn，Man， 

マンノース;GlcNAc， N-アセチルグルコサミン， Asn， 

アスパラギン)がみられるなど，高等植物と晴乳動物とで

構造特性の比較が可能である。晴乳動物と高等植物が産生

する N-グリカンの代表的な構造を図 lに示している。 日南

乳動物の複合型構造には極めて高い多様性があるので九

わずかの例を挙げるにとどめるが，基本的には， (1)非還

元末端にシアル酸残基が存在する場合が多い， (2)ガラク

トース (Gal)残基は戸1-4結合で GlcNAc残基に結合する，

(3)還元末端 GlcNAc残基へのフコース (Fuc)残基の結合

がα1-6結合である， (4)パイセクト GlcNAc残基がs1-4

Man残基に結合する場合がある， (5) 2本鎖構造以外に

3~5 本鎖構造が存在する等々が晴乳動物 N-グリカンの構

造的特徴である九一方，植物N-グリカンには(1)コア構

造中の s-Man残基ヘキシロース (Xyl)残基がs1-2結合

し，還元末端 GlcNAc残基へFuc残基がα1-3結合する，

(2)非還元末端側にルイス a(Lewis a， Le
a
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図1.動物N-グリカンと植物Nーグリカンの構造例

ハイマンノース型構造は動植物で共通に存在する。 NeuNAc，N-アセチルノイラミン酸(シ

アル酸)。
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図2.植物糖タンパク質のプロセシングと分泌・輸送

植物糖タンパク質の糖鎖構造は，その糖タンパク質が分泌型タンパク質か液胞(プロテイン
ボディー)に輸送された貯蔵タンパク質であるかを示唆している。 αMan'ase，α-mannosidase; 
α-Fuc'ase，α-fucosidase; s-Gal'ase， s-galactosidas巴;βGlcNAc'ase，s-N-ac巴tylglucosaminidase;s 
XyI'ase，βxylosidase 

(Fucα1-4)GlcNAc)が存在する場合があり， Gal残基は 鎖の代謝機構について概説する。 晴乳動物における糖鎖代

s1-3結合で GlcNAc残基に結合する， (3) 3~5 本鎖構造や 謝との比較により，植物に特徴的な糖鎖代謝のコンテクス

シアル酸を有する構造は見出されていない等の特徴があ トを浮かび上がらせることで，植物の糖鎖代謝が持つ生理

る問。 的意義や糖鎖機能について議論してみたい。

日甫乳動物と高等植物の N-グリカン構造に共通点と相違

点が存在する事実は，当然のことながら，これら N-グリ

カンの代謝分解の過程に関与する加水分解酵素の機能特性

と遺伝子構造にも共通点と相違点が生じていることを意味

する九また，糖タンパク質から生成したと思われる遊離

型糖鎖(遊離N-グリカン)が，晴乳動物細胞と同じよう

に植物細胞からも見出されている。特にこれら遊離型糖鎖

の生理機能については， 1990年代前半に果実熟成や匪軸

伸長を促進させるシグナル分子として機能する仮説が提唱

され，植物生理に関わる糖鎖機能に興味が持たれた時期も

あった則的。しかしながら，この推定機能を検証する分子

生物学的なアプローチはなされておらず，遊離型糖鎖の生

理活性は依然として仮説のままとどまっている。その要因

として，植物N-グリカンの生合成や分解に関わる酵素の

機能特性解析や遺伝子同定があまり進んでいなかったこと

が挙げられる。しかしながら，この 10年の聞に植物が産

生する糖タンパク質糖鎖関連の酵素群についても遺伝子同

定や遺伝子発現を制御した植物体の構築が進展しており，

植物N-グリカンの機能解析ツールも整ってきた。本総説

では，植物糖タンパク質の品質管理系や代謝分解系で機能

する糖鎖遊離酵素 (Endo-s-N-叫巴tylglucosaminidase(EN-

Gase)とPeptid巴:N -glycanase (PNGase))に主な焦点を当
てて，植物酵素の機能特性や遺伝子構造，そして遊離型糖

2.植物N-グリカンの生合成とプ口セシン
グ機構

植物遊離型糖鎖の生成機構や構造特性を概説する前に，

まず植物糖タンパク質糖鎖の生合成とプロセシング機構を

簡単に紹介させていただく。動物細胞と同様に，N-グリ

カンは小胞体中のドリコールリン酸サイクルでグルコース

(Glc)残基を 3分子有するハイマンノース型糖鎖

(Glc3Man9GlcNAc2)が組み立てられた後，伸長中のポリペ

プチド鎖に存在するグリコシル化コンセンサス配列

(-Asn-X-Ser/Thr/Cys-， Cysはまれ)に転移される。その

後，N-グリカンの非還元末端に位置する α1-3Glc残基を認

識するシヤベロン分子を介した新生糖タンパク質のフォー

ルデイングが小胞体中で進行し，フォールデイングの完了

とともに Glc残基と 1分子の Man残基の除去が行われる。

ここまでの過程は動植物の問で共通すると考えられている

が，正常にフォールデイングした糖タンパク質がゴルジ装

置へ配送された後の糖鎖修飾反応に違いが生じる。すなわ

ち，高等植物ではゴルジ装置中で， sl-2 Xyl，α1-3 Fuc残

基の付加と Le'抗原の組み立てが行われ，植物特徴的な

N-グリカン構造が構築されることになる問。

細胞膜あるいは細胞外(細胞壁，アポプラスト領域)へ
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輸送される糖タンパク質は，ゴルジ装置中で形成された植

物複合型糖鎖(図 2)を保ったまま，それぞれの場所でタ

ンパク質機能を発揮する制。このL巴a抗原は，動物細胞で

は細胞間認識などで重要なリガンドとして機能しており，

事実，この糖鎖は血液型を決める抗原の 1つである 11)O し

かしながら， Le'抗原含有N-グリカンの植物における生理

的意義は全く不明であり， L巳a抗原を有する N-グリカンが

検出されない植物(例えば，トマト)も存在する 12，1九一

方， i夜胞あるいはプロテインボディー中で機能する(ある

いは貯蔵される)糖タンパク質のN-グリカンは，奇妙な

ことに，いったん形成された複合型糖鎖が数種のグリコシ

ダーゼによりトリミングを受け，パウチマンノース型ある

いはトランケート型と呼ばれる比較的短い構造(図 2)へ

と収束する九実際，種子貯蔵糖タンパク質は，このトラ

ンケート型構造のNーグリカンを有する割合が圧倒的に高

い3，4，14ーへこの一見無駄にみえる糖鎖構造変化の生理学的

意義についても不明のままである。以上のように，植物糖

タンパク質に特徴的な糖鎖の生理機能については不明な点

が多いものの，その糖鎖構造からそれら糖タンパク質が液

胞あるいはプロテインボディーで機能するタンパク質群で

あるか，あるいは細胞膜上，細胞壁，アポプラスト等の細

胞外スペースで機能するタンパク質であるかの判別は可能

である(図 2)。

3.植物細胞の小胞体関連分解 (ERAD)で
生じる遊離 N-グリカンと糖鎖遊離酵素

本来なら，その名前が示すようにタンパク質に結合すべ

きN-グリカンが，遊離型糖鎖として分化成長中の実生匹

軸や果実，あるいは細胞培養液中に存在することは， 1990 

年代から報告されてきている(図 3Y7-23)。もっとも，これ

ら遊離N-グリカンは， 1980年代に動物細胞からも見出さ

れていたので，遊離型糖鎖の存在が植物に特異的な現象で

はなかった24-27)。しかしながら，これらの遊離N-グリカン

のうち，還元末端に GlcNAc1残基を有する (GN1型)ハ

イマンノース型構造の糖鎖が，小胞体中で機能するタンパ

ク質の品質管理 (ERQC)系において，ミスフォールドし

た新生糖タンパク質から生じたものであることが明らかに

なったのは，比較的最近のことである制九この ERQC機

構において，新生糖タンパク質に結合する Glc残基含有の

ハイマンノース型糖鎖とシヤベロン分子(カルネキシン，

カルレティキュリン)との相互作用が糖タンパク質フォー

ルデイングの晴矢となり，小胞体αーグルコシダーゼ (α-

Glc'ase)，αーマンノシダーゼ (α，-Man'as巴)，そしてEDEM(ER-

degradation enhancement mannosidase-like protein)等が織り

なす微妙な糖鎖構造の遷移が， ミスフォールド糖タンパク

質とフォールド糖タンパク質の命運を左右することにな

る。動物小胞体中における糖タンパク質フォールデイング

機構の詳細については，すでに多くの優れた総説があるの

で，それらを参考にしていただきたい3問)。

.79. 
さて，植物の小胞体中でのフォールデイングに成功した

糖タンパク質は，前述のようにゴルジ装置へ配送され，

N-グリカン部分は植物特徴的な複合型糖鎖へと修飾反応

を受けていく。一方，糖鎖認識シャベロン分子やジスル

フィド結合形成酵素 (PDI)等の涙ぐましい努力にも関わ

らず，適切なコンフォメーションへのフォールデイングに

失敗した糖タンパク質は，その分子表面に露出する疎水性

領域の会合により凝集体を形成し，毒性を持つようにな

る。そのため，これらミスフォールドタンパク質は小胞体

中から排除されなければならない存在となるが，多くの場

合，小胞体から細胞質への逆輸送に際しでも N-グリカン

が重要な機能を果たしている。動物細胞の場合，ミス

フォールド糖タンパク質の見極めと細胞質への排出には，

EDEMやOS9(ハイマンノース型糖鎖認識タンパク質)が

重要な役割を担っていることが明らかになりつつあるが，

これらに対応する植物タンパク質の同定および機能解析に

ついてはあまり進んでいない。最近， Huttn巴rら日)がOS9

(酵母では YOS9)のホモログ遺伝子 (MRHdomain-

containing protein)をアラピドプシスゲノム中に見出し，

YOS9欠損酵母中でその遺伝子を発現させることで，

ERAD機構が補完されることを見出している。彼らは，植

物細胞でも動物や酵母と同様のコンテクストで分泌型タン

パク質の品質管理機構が機能していると推測しているが，

このアラビドプシス OS9様タンパク質が，植物細胞中で

実際にミスフォールド糖タンパク質の糖鎖を認識して

ERAD機構に関わっているか否かは明らかでない。いずれ

にせよ，植物小胞体中でミスフォールド糖タンパク質の

マーキングと識別に関与するタンパク質分子群の機能特性

は，植物細胞における糖タンパク質の品質管理機構を理解

する上でも明確に把握しておく必要があり，生化学的，分

子生物学的両面からの解析が待たれる。

細胞質へ搬送されたミスフォールド糖タンパク質に待ち

受ける運命は，ユビキチン化修飾を受けた後のプロテア

ソームでの分解である。動物細胞では， ミスフォーlレド糖

タンパク質の 26Sプロテアソームへの搬入には結合する

ハイマンノース型糖鎖が障害となるため，先だ、って糖鎖除

去が必要になる，というシナリオが受け入れられている。

ミスフォールド糖タンパク質は，まず細胞質 PNGase

(cytosolic PNGase， cPNGas巴)による脱グリコシル化を受

けハイマンノース型糖鎖が遊離する。ポリペプチド鎖部分

はユピキチン化を受けた後，プロテアソームで分解される

のに対して，遊離型糖鎖の方は，細胞質巴叩nd由0-争s-N-

aωcet旬刷y刊l刷gluc∞osam凶1吐in凶1吐id由as民巴(但ENGaωs臼同巴め)により遊離型糖鎖中のキト
ピオ一ス(但GlcNAc哨sl-4GlcNAcο)間が加水分解される2盟8-3瑚0叫)

ENG白as印巴は変性糖夕ンパク質や糖ベフプ。チドからもハイマン

ノ一ス型糖鎖を遊離させることがでで、きるが，現在のとこ

ろ， ENGaseはcPNGaseにより生成した GN2型(還元末

端側に GlcNAcs1-4GlcNAcを持つ構造)遊離型糖鎖の還元

末端のトリミングだけを司ると理解されている。動物細胞

におけるハイマンノース型遊離糖鎖の分解機序において，



+80・
細胞質 α，-Man'as巴が， GN2型糖鎖に比べ， ENGaseの作用

で生じる GNl型糖鎖に対して速やかに作用することが証

明されている札制。そして，この事実がENGaseのいささ

か拍子抜けするような細胞内機能の根拠の 1つとなってい

る。

一方，植物においても，検出されるほとんどのハイマン

ノース型構造の遊離型糖鎖は GNl型構造を有しているの

で，動物細胞と同じように ENGaseが作用していることは

明らかである。しかしながら，それらが動物細胞でのシナ

リオと同じように， cPNGaseの後に続く ENGaseの作用に

より生じたものであるか，あるいは変性糖タンパク質に

ENGaseが直接作用して生じたものであるかを証明する実

験はなされていない。以下では，植物から検出されている

遊離型糖鎖の構造特性，植物PNGaseおよびENGaseの機

能特性等をそれぞれ検証していくことで，植物における遊

離N-グリカンの生成機構と潜在的な生理機能について議

論してみたい。

3.1植物から見出される遊離N-グリカンの構造特性

植物細胞で機能するミスフォールド糖タンパク質からの

糖鎖遊離機構については不明な点も残されているが，その

分子機構を理解する上でも，植物体内で生成している遊離

型糖鎖の構造を把握しておくことは重要で、ある。これま

で，様々な植物組織(果実，実生8f軸，登熟種子，培養細

胞等)から遊離N-グリカンが見出されてきており，それ

らの構造解析に関する報告も多い口23，37，38)。図 3に示すよう

に，植物からはハイマンノース型と植物複合型の2種類の

遊離N-グリカンが見出されている。ハイマンノース型糖

鎖については，それらのほとんどがGNl型構造，植物複

合型あるいはトランケート型糖鎖については GN2型構造

がほとんどである。この事実から，ハイマンノース型遊離

糖鎖の生成には ENGaseの関与が，そして植物複合型糖鎖

の生成には PNGaseのみが作用していることが明らかであ

る。後述するように，植物 ENGaseはManα1之Manα1-3

ManJs-構造ユニットを有するハイマンノース型糖鎖に対

して作用するが，還元末端GlcNAc残基に Fuc残基がα1-3

結合する植物複合型糖鎖には作用しない。それゆえ，複合

型(トランケート型)の遊離糖鎖がGN2型構造を有する

ことは合理的な説明がつく。ハイマンノース型遊離糖鎖の

ほとんどがManα1-2Manα1-3Mansl-ユニットを持つ GNl

型構造であることは動物細胞の遊離型糖鎖の構造特性と類

似しており，動物細胞における ERAD機構のアナロジー

からも，これらハイマンノース型遊離糖鎖がミスフォール

ド糖タンパク質から植物ERAD機構で生成したものと考

えられる。後述するようにアラピドプシスの2つの

ENGase遺伝子をノックアウトすると， PNGaseにより生

成する GN2型構造の遊離型糖鎖のみが検出されるように

なるので，動物細胞と同様に GNl型ハイマンノース型遊

離糖鎖は，ミスフォールド糖タンパク質から cPNGaseと

ENGaseの協奏により生成されたものと考えてよさそうで
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ある(図 4)39，401。遊離ハイマンノース型糖鎖からは Man9'

構造 (M拍 9GlcNAcl)も検出されるが， M5'~M7'構造の存

在量が多く，このことは小胞体中におけるミスフォールド

糖タンパク質がERMan'ase 1やEDEM41)等によりマーキン

グを受けた結果を反映しているのかも知れない。ただし，

動物細胞で発見された EDEM分子のオロソログは植物で

も見出されているが，それらの発現タンパク質についての

機能解析は行われておらず， α-Man'ase活性の有無も未だ

不明である。

一方，これまで報告されてきた植物複合型(あるいはト

ランケート型)構造の遊離N-グリカンは GN2型構造を有

するものがほとんどである。植物N-グリカンのプロセシ

ング機構を考慮すると，これらの糖鎖を結合していたタン

パク質は，小胞体中でのタンパク質フォールデイングとゴ

ルジ装置での糖鎖プロセシングを完了して，それぞれの細

胞部位で，それぞれのタンパク質機能を発揮していたはず

である。したがって，植物複合型遊離糖鎖は細胞壁や細胞

外スペースで， トランケート型遊離糖鎖は液胞(プロテイ

ンボディー)中で，それぞれPNGas巴の作用により，老朽
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図3.植物にみられる遊離N-グリカン
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在する
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図4.植物N-グリカンの代謝に関わる酵素群とそれらの作用点

α-Man'ase，α司mannosidase;α町Fuc'ase，α-fucosidase;s-Gal'ase， s-
galactosida田;s-GlcNAc'as巴， s-N-ac巴tylglucosaminidase;s-Xyl'a民
s-xylosidase; ENGase， endo-s-N-acetylglucosaminidase; cPNGase， 

cytosolic peptid巴:N-glycanase， 



醤参事マンノシダーゼ研究の最前線

化(役目を終えた)糖タンパク質から生成したことが考え

られる。後述するように，植物細胞には， cPNGaseとは異

なり酸性領域で機能する PNGase(acidic PNGase， 

aPNGase)が存在しており，この植物特徴的な aPNGaseが

複合型(トランケート型)遊離N-グリカンの生成に関与

しているものと思われる。さらに，複合型構造とトラン

ケート型構造の 2種類の遊離型糖鎖が存在することは，

aPNGaseにも細胞壁周辺と液胞(プロテインボディー)で

機能する 2種類の分子が存在することを示唆している。

以上のように，これまで植物から検出されてきた遊離

N-グリカンの化学構造は，それぞれの由来や関与する酵

素についての明確な(あるいは確からしい)情報を与えて

くれる。ところが最近，これまで動植物で明らかにされて

きた糖鎖代謝機構では合理的な説明がつかない複合型遊離

N-グリカンがイネ培養細胞の培養液中から検出された(図

3吋)'へ2

GN1型構造を持ちながら，非還元末端側には植物複合型

構造が存在する。すなわち， ENGas巴の作用を受けている

と同時にゴルジ装置を経て糖鎖プロセシングが完了してい

る構造である。上述のように， ENGaseは細胞質でのミス

フォールド糖タンパク質からの糖鎖遊離機構に関与するの

で， GN1型構造であることは，これらの遊離型糖鎖が細

胞質で生じたものであることを意味する。一方，非還元末

端側に複合型構造を持つことは，ゴルジ装置中での糖鎖プ

ロセシングを受け細胞外へ配送・分泌されたことを意味し

ている。したがって，還元末端側に GN1型構造を持ち，

非還元末端側に複合型構造を持つこれらの遊離糖鎖は，既

知の糖鎖代謝機構では説明できないパラドックスを抱えて

いることになる。先に述べたように，植物ENGaseは

α1-3結合Fuc残基を持つ植物複合型糖鎖には作用しない

し，植物複合型糖鎖に作用するような ENGas巴は，これま

で動植物のみならず微生物からも見出されていなしミ。もち

ろん， α1-3結合Fuc残基を持たない複合型糖鎖にのみ

ENGaseが作用したとも考えられるが， α1-3結合Fuc残基

を持たない複合型糖鎖はイネ培養細胞が産生する糖タンパ

ク質にはほとんどみられない明。ただし，この奇妙な構造

の遊離N-グリカンは，これまでイネ培養細胞の培養液か

ら見出されているだけなので，人為的に脱分化させた植物

組織でみられる特殊現象なのか，あるいは分化・成長して

いる通常の植物組織でも生じている普遍現象なのかを把握

する必要がある。最近，培養動物細胞系においても GN1

型の動物複合型遊離N-グリカンが見出されているへし

たがって， GN1型の複合型遊離糖鎖の存在は，植物に特

異的な現象ではない。しかしながら，動物糖タンパク質糖

鎖では，還元末端GlcNAcに結合する Fuc残基は α1-6結

合しており，この構造の複合型糖鎖に作用する ENGaseは

存在するので，動物の場合はENGaseの関与も否定できな

しミ。

筆者らが見出した新奇な GN1型構造を持つ植物複合型

遊離糖鎖の生成機構とその意義については，植物の糖鎖遊

+81+ 

離酵素 (PNGaseとENGase)の基質特性や遺伝子構造を紹

介したあと，それら酵素の機能特性を踏まえつつ，再度議

論してみたい。

3.2植物由来のPNGaseとENGase

出芽酵母やH甫乳動物の細胞質で機能する cPNGaseにつ

いては，機能特性，遺伝子構造等に関しての鈴木らによる

一連の見事な研究があり，この酵素が細胞質中でミス

フォールド糖タンパク質からハイマンノース型糖鎖を遊離

させていることは，広く受け入れられている2叩)。動物

cPNGaseは至適pHを中性領域に有しており，ハイマン

ノース型と動物複合型いずれの糖鎖構造を有する糖ペプチ

ド/糖タンパク質からも糖鎖部分を遊離させ，アスパラギ

ン残基はアスパラギン酸残基へと変換される。ミスフォー

ルド糖タンパク質の脱グリコシル化に際しては，まず，ミ

スフォールド糖タンパク質がレクチンーユピキチンリガー

ゼ、Fbx2によりユビキチン化される。そして， HR23B (酵

母ではRad23p)を介しておSプロテアソームと結合する

cPNGas巴がユピキチン化された糖タンパク質基質を脱グリ

コシル化することで，プロテアソーム分解をスムースに進

行させると考えられている 3町。

一方，植物の cPNGas巴については，動物cPNGaseの遺

伝子情報をもとにアラピドプシスのゲノム情報からオロソ

ログ遺伝子が同定され，その候補遺伝子を cPNGas巴欠損

酵母中で発現させることで植物細胞でも PNGaseがミス

フォールド糖タンパク質の脱グリコシル化に関与すること

が示された則的。しかしながら不思議なことに，植物

cPNGaseは，動物cPNGaseや酵母cPNGas巴が作用する糖

ペプチド基質には作用せず，in vitroにおける酵素活性は

未だ証明されていない。植物 cPNGaseによる脱グリコシ

ル化反応には，動物酵素ではみられないミスフォールド糖

タンパク質のポリペプチド構造認識，あるいは補助的な機

能を担う別のタンパク質が必要なのかもしれない。さら

に，植物cPNGaseの脱グリコシル化機構とリンクする細

胞質タンパク質群の実態も明らかにされるべき課題であ

る。筆者らは， cPNGase遺伝子 (At5g49570)をノックアウ

トしたアラピドプシス中で生成している遊離型糖鎖の構造

解析を行ったところ， cPNGase発現を抑制しでも ENGas巴

の作用を受けた GN1型遊離糖鎖が生成していることを確

認している(未発表データ)。この事実は，ミスフォール

ド糖タンパク質からの脱グリコシル化は cPNGas巴と EN-

Gas巴が補完しあっている可能性を示唆しているとも考え

られる。しかしながら，植物には cPNGaseとは遺伝子を

異にする aPNGaseが存在することから，このaPNGaseが

ミスフォールド糖タンパク質の脱グリコシル化に関与する

可能性も完全には否定できないため，筆者らの観察につい

ての正しい解釈は，二種PNGas巴遺伝子のダブルノックア

ウト植物体の構築を待たなければならない。

ところで，現在ではcPNGaseの持つ生理機能の重要性

が強調されているが，酵素発見史の観点からすれば，
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PNGaseは植物(アーモンド種子)から最初に精製され，

詳細な基質特異性解析が行われた経緯がある州め。筆者ら

も植物遊離型糖鎖の機能解析の一環として，大豆から

PNGaseを精製し，その酵素学的性質を明らかにしてい

る明。しかしながら，これら植物 aPNGaseは動物の

cPNGas巴とは異なり， (1)酸性領域に至適pHを有し， (2) 

ハイマンノース型および植物特異的複合型構造の糖鎖を有

する糖ペプチドに対して作用するが， (3)糖タンパク質基

質にはほとんど作用しない。実際，植物 PNGase(PNGase 

A)を利用して糖鎖遊離を行う場合も，最初にタンパク質

をペプシン等のプロテアーゼでポリペプチドに分解する必

要がある。したがって，この植物 PNGaseは，細胞質 (pH

は中性領域)で起こるミスフォールド糖タンパク質からの

糖鎖遊離ではなく，細胞壁領域や液胞などの酸性環境下に

おいて，老朽化(役目を終えた)タンパク質のプロテアー

ゼ分解により生じた糖ペプチド断片から糖鎖を遊離させる

役割を担っていることが考えられる。最近，筆者らはトマ

トaPNGase遺伝子の同定と酵母を用いた組換えタンパク
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その局在を制御している分子構造の違いにも興味が持たれ

る。

ミスフォールドタンパク質の ERADに関わるもう 1つ

の糖鎖代謝酵素として知られる巴ndo-s-N同

acety 19lucosaminidaseは，N-グリカン中のキトピオース聞

を加水分解するエンドグリコシダーゼ (ENGase)である。

微生物由来の ENGaseは糖鎖構造解析やタンパク質の N-

グリコシル化状態を解析するツールとして汎用されてきて

おり 5ヘ最近では糸状菌 ENGaseの糖転移活性を利用した

糖タンパク質糖鎖のリモデリング技術への応用も進んでい

る叩)0 動植物細胞にも ENGaseが存在していることは以

前から報告されていたが，酵素の遺伝子解析が進んだのは

今世紀になってからである。捕乳動物からの ENGaseにつ

いては，最初に加藤らがニワトリ輸卵管から単一精製に成

功し5ぺ次いで鈴木ら聞によってヒト ENGaseの遺伝子構

造が明らかにされている。動物ENGaseは，糖転移活性を

有する糸状菌 (Mucor)ENGase (Endo-M)と同じ Family

85に属し，放線菌ENGase(Endo-H)をはじめとする原核

生物の Family18 ENGaseとはタンパク質構造や遺伝子構

造を異にしている町九

質発現系の構築に成功した5的o aPNGase遺伝子は植物や糸

状菌(キノコ類も含めて)で保存されているが，動物細胞

からは対応するオロソログは見出されないのでペ動物で

は必要とされない植物独自の生理的意義を持つ糖鎖遊離酵

素だと考えられる。 aPNGaseの植物生理的意義を明らかに

するためにも，ノックアウトあるいはノックダウン植物体

の構築とそこで発現される遊離型糖鎖や糖ペプチドの化学

構造解析が待たれる。さらに，植物特異的な aPNGaseは

液胞および細胞壁領域で機能していることが推定される

が，局在場所を異にする数種の分子種が存在するならば，

一方，筆者らはイネ培養細胞から植物としては初めて

ENGaseの精製に成功し，その内部アミノ酸配列を基にし

て遺伝子を同定し，大腸菌による発現系を構築した。その

後，トマト，アラピドプシスについてもそれぞれの

ENGase遺伝子を同定した結果，植物ENGas巴間では，N-

末端側領域に高い相同性がみられる一方， C末端側領域は
相同性が低いことが明らかになった(図 5)抑制。植物(イ

ネ)ENGas巴は分子量がおよそ 70kDa， pH 6.5付近に至適
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図5.植物ENGas巴のアミノ酸配列と相同性
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pHを有しており，動物や糸状菌由来の ENGaseと同じく

Farni1y 85に属し，糖転移活性を有する珂)。

Manα1-2Manα1-3Manls-構造ユニットを有するハイマン

ノース型糖鎖に対して効率よく作用するが，ハイマンノー

ス型構造の母核構造である Man5GlcNAc2(Manα1-2Manα1-

3Manユニットを欠く)に対しては反応速度が著しく低下

し，植物複合型(トランケート型)糖鎖には全く作用しな

い。このことからも，植物 ENGaseも細胞質で起こるミス

フォールド糖タンパク質 (Manα1-2Manα1-3Manユニット

含有のハイマンノース型糖鎖を持つ)の分解系に関与して

いることがうかがえる。事実，蛍光抗体染色法や超遠心分

離を用いた細胞小器官分画法により，植物 ENGas巴が細胞

質に局在していることが示されている町九しかしながら，

カボチャ実生匹軸を用いた細胞小器官分画法においては，

小胞体画分にもわずかに ENGase活性が検出される町こと

から，植物 ENGas巴は小胞体中にもわずかに分布している

か，あるいは細胞質側で小胞体と緩やかな相互作用してい

る可能性がある。もし，そうだとすると ENGas巴により生

じた GN1型糖鎖も小胞体近傍に存在することになる。上

述したとおり，植物中からのハイマンノース型遊離糖鎖は

それらのほとんどがGN1型構造であり，その存在量はマ

イクロモル濃度に達することからも， ENGaseが極めて効

率よくハイマンノース型遊離糖鎖の生成に関与しているか

がわかる。植物細胞内で高濃度存在するこれらのハイマン

ノース型遊離糖鎖の機能を明らかにする研究の一環とし

て，筆者らは， トマト果実をモデルとして果実熟成段階

(Mature Green (緑熟期)， Breaker (催熟期)， Pink (桃熟期)，

Red (完熟期))における遊離型糖鎖生成量， ENGas巴活性，

および遺伝子発現等を比較解析した到。その結果， (1)遊

離型糖鎖は果実熟成に伴い上昇し(完熟期では緑熟期の 5

倍量)，特に成熟後期の遊離型糖鎖には Man9GlcNAc[や

Man8GlcNAc[構造の蓄積がみられること(図 6)，(2)酵素

活性や遺伝子転写には大きな変動はみられない町ことがわ

かった。そして，この事実からは (1)ENGaseは果実熟成

期を通してコンスタントに発現されミスフォーjレドタンパ

ク質の分解系に関わっていること， (2)果実熟成にとも

なって基質糖タンパク質，つまりミスフォールド糖タンパ

ク質量が増加しているか，あるいは遊離型糖鎖の分解に関

与する α-Man'ase活性(あるいは発現)が低下しているこ

とが考えられる問。いずれにせよ，催熟期から桃熟期にか

けてハイマンノース型遊離糖鎖が増加することが，この時
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期の植物生理に遊離型糖鎖がなんらかの機能を担っている

のではないかと考える根拠の 1つとなっている。

前述のように， 1990年代には，遊離N-グリカンが果実

熟成や佐軸伸長を促進させるシグナル分子として機能する

との仮説が提出されたが，依然として仮説のままで留まっ

ている。そこで筆者らは， ENGas巴遺伝子をノックアウト

あるいはノックダウンさせた植物体を構築し，遊離型糖鎖

の発現抑制を試みた。アラピドプシスには 2つの ENGase

候補遺伝子が存在し，シングJレノックアウト体からダブル

ノックアウト体を構築することではじめて ENGase活性が

完全消失したことから，両者ともに ENGas巴をコードして

いることがわかった。 ENGaseダブルノックアウト植物と

野生株の聞では，少なくとも人工気象器内での栽培条件に

おいて，形態的には顕著な差異がみられず，発芽率や生長

速度についても顕著な違いはみられない山九一方，ダブ

ルノックアウト体に発現されている遊離N-グリカンの構

造解析を行ったところ，野生株と同じようにハイマンノー

ス型遊離糖鎖が生成されてはいたが， ENGase活性の消失

を反映してそれらは全て GN2型構造を有していた。この

結果は，植物も晴乳動物と同じように， ENGaseの作用に

先立って cPNGas巴が遊離型糖鎖を生成し，それらハイマ

ンノース型遊離糖鎖がENGaseにより GN1型構造に変換

されていることを示唆している到。また， ENGase遺伝子

をノックダウンしたトマトについても同様な結果を得てお

り， ENGase活性の有無は結実や呆実熟成には目立った影

響を与えない(未発表データ)。このように， ENGase活性

が欠損しでも PNGase活性により遊離型糖鎖が生成される

ため，植物の分化・成長における遊離型糖鎖の機能を把握

するためには， ENGas巴， cPNGase，そしてaPNGase遺伝

子をトリプルノックアウトした植物体を構築することが必

要となる。筆者らも，現在，糖鎖遊離酵素遺伝子をトリプ

ルノックアウト/ダウンした植物体の作成を急いでいるの

だが，その一方でENGas巴のレーゾンデートルは一体何で

あろうか，という疑問が生じる。ハイマンノース型遊離糖

鎖の α-Man'as巴による分解を促進させるために還元末端

GlcNAc残基を除去するのが機能だとしても，その活性を

欠損した植物も健全に生育するので，必要不可欠な機能の

ようにも思えない。
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4.遊離N同グリカンの小胞体/ゴルジ装置ヘ
移行する可能性と生理機能

ここで， ENGaseにより生成した遊離型糖鎖の機能を考

える足がかりとして，植物細胞外へ分泌された GN1型構

造の複合型遊離糖鎖について，その生成機構について考え

てみたい。前述したように，筆者らは，植物細胞培養液中

に， GN1型構造の複合型遊離N-グリカンを見出してい

る。この構造は， GN2型構造の植物複合型遊離N-グリカ

ンから，これまでに知られていない新規の ENGaseの作用

により生成したとも考えられるが，植物(イネ)培養細胞

のホモジネートや培養液からは，そのような ENGase活性

は検出されない。とはいえ，この構造は生成過程のどこか

でENGaseの作用を受けていることを示していると同時

に，この糖鎖がゴルジ装置でのプロセシングを受けた後，

細胞外に分泌されたことを示している。これらの事実を踏

まえると， GN1型構造の複合型遊離N-グリカンの生成機

構に関して以下のユニークな仮説が浮かび上がる(図 7)。

まず， (1)細胞質でミスフォールド糖タンパク質から

cPNGaseにより生成した糖鎖が， ENGaseにより GN1型構

造となる。次いで， (2)これらの遊離型糖鎖はトランス

ポーターを経由して再び、小胞体に取り込まれ，フォールド

糖タンパク質とともにゴルジ装置へ輸送される。そして，

(3)ゴルジ装置中で糖タンパク質糖鎖と同じようにプロセ

シングを受けたあと，分泌型糖タンパク質と一緒に細胞外

へ分泌されるへそれでは，小胞体に取り込まれる意義は

なんであろうか?筆者らは以前に，タチナタマメ α-Man'

aseをモデル糖タンパク質として用い，結合するハイマン

ノース型糖鎖あるいは遊離型糖鎖が変性酵素の再フォール

ト
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デイングに際して重要な機能 (4次構造構築促進)を有す

ることを報告した民的。また，山口らは Asn-糖鎖がシヤベ

ロン機能を有することを証明している刷。しかしながら，

これら糖鎖がシヤペロン様機能を持つとしても，タンパク

質のフォールデイング機構が作動している場所に遊離型糖

鎖が存在しうる機会がないと思われていたので，in vivo 

機能としての意義に疑問が残った。もし，筆者らが推定し

ているように ENGas巴により生じた GN1型構造の遊離型

糖鎖が小胞体へ再び輸送されるとすると，遊離型糖鎖はタ

ンパク質フォ-)レディングの場に存在することが可能にな

りそれらのシャペロン様機能が現実味を帯びてくる。一

方，小胞体に取り込まれたハイマンノース型遊離糖鎖が

フォールド糖タンパク質とともにゴルジ装置でプロセシン

グを受けるとすると，フォールド糖タンパク質糖鎖のプロ

セシングとの聞で一見無意味な競合が起こるようにも思え

るが，見方を変えると，この競合ノイズにより N-グリカ

ン構造にみられる不均一性(多様性)の創出が可能にな

る。さらに，糖質やポリエンチレングリコールがタンパク

質構造を安定化させることが知られているので，小胞体中

に存在する遊離型糖鎖は，フォールデイングが不完全なタ

ンパク質群の凝集を抑制することも可能である。

以上述べた遊離型糖鎖の小胞体におけるシャベロン様機

能は，あくまで，筆者らが見出した GN1型構造の植物複

合型糖鎖の構造を根拠にした仮説であり，細胞質で生じた

遊離ハイマンノース型糖鎖が小胞体に再輸送されることが

可能か否かについての実験的根拠はない。しかしながら，

細胞免疫系においては，細胞質でプロテアソーム分解を受

けたウイルスタンパク質由来のペプチドがABCトランス

ポーター (TAP)により小胞体に取り込まれ， Class 1型

小胞闘
輸送

ゴルジ装置 (Golgi)

+年ロ→長ミ

干す←奇跡
遊離糖鎖のプロセシング

町

圃

圃. . 
小胞
輸送

図7.GNl型の植物複合型遊離糖鎖の仮説生成機構

細胞質で生成したGNl型遊離型糖鎖の小胞体への逆輸送に関わるトランスポーターについ
ては，あくまで仮想的な存在である。



案雪案、 マンノシターゼ研究の最前線

MHCと結合することが知られているので汽細胞質で生

じたオリゴ糖鎖が小胞体へ逆輸送されることがあっても不

思議なことではない。いずれにせよ，小胞体中でのタンパ

ク質フォールデイングに関わる遊離型糖鎖機能の大胆な仮

説を立証するためには， (1) GNl型の複合型遊離糖鎖の遍

在性を証明するとともに， (2)遊離型糖鎖の小胞体への輸

送に関与するトランスポーターの存在を証明しなければな

らない。さらに， (3)遊離N-グリカンの生成を完全に抑

制した植物体あるいはトランスポーター遺伝子を破壊した

植物体等の構築が必要となるであろう。

5圃おわりに

本総説では，植物糖タンパク質糖鎖，特に N-グリカン

に焦点を当てて，ミスフォールド糖タンパク質や老朽化糖

タンパク質(あるいはそこから派生する糖ペプチド)から

糖鎖を遊離させる酵素 (PNGase，ENGas巴)の機能特性と

生成する遊離型糖鎖の構造特性について概説した。植物糖

タンパク質糖鎖の代謝に関わる酵素群の機能については，

アラピドプシスやイネなどのゲノム構造が明らかになった

ことから，植物試料からのネイテイプ酵素の精製や機能解

析をスキップして，動物や微生物の遺伝子情報を基にした

分子生物学的な手法で機能特性が解析されたものも多い。

そして，ミスフォールド糖タンパク質からの脱グリコシル

化機構やその意義についても，動物細胞で明らかになった

(なりつつある)事実に基づいて，そのアナロジーからの

議論が多いようにも思える。しかしながら，植物糖タンパ

ク質には植物特異的な構造の複合型N-グリカンが存在し，

それらの脱グリコシル化においては，動物にはみられない

タイプの酸性PNGas巴が働いている。さらには，還元末端

がGNl型構造の複合型遊離糖鎖が生成，分泌されており，

植物には動物とは少し異なるコンテクストでの N-グリカ

ン生合成や分解機構が備わっていることを示している。植

物N-グリカンの生合成と分解に関係する酵素群の遺伝子

同定もほぼ完了しつつある現在，これらの糖鎖遺伝子の発

現制御や過剰発現を施したトランスジェニツク植物の構築

と生化学的な解析が相まって，植物に特異的な糖鎖機能が

明らかになることが期待される。
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