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【背景と目的】近年、マメ科レクチンに属するノダフジレクチン (Wisteria floribunda
agglutinin, WFA) が様々ながんのバイオマーカー検出に有効であることが報告さ
れている。また佐藤らはノダフジ種子より WFA をコードする遺伝子のクロー
ニングと大腸菌発現系の構築に成功した。さらに二量体形成への関与が示唆さ
れている 272 残基目の Cys を Ala に置換した変異体  (C272A) が LacdiNAc
(GalNAcβ1,4GlcNAc) を強く認識することを明らかにした。そこで我々は WFA
の産業利用のためより効率的な生産系の開発を目的とし、高発現が期待される
酵母を用いた組換え型 WFA の発現系を検討した。

【方法・結果】C272A 変異に加え、WFA 自身の N-型糖鎖付加部位である 146 残
基目の Asn を Gln に置換した二重変異体の遺伝子を作製した。この遺伝子を
His タグもしくは His および FLAG タグを有する分泌発現ベクターに組込み、
メタノール資化性酵母 Ogataea minuta (O. lindneri) へ導入した。大腸菌では培養
1 L あたり 0.3 mg 程度の発現であったのに対し、酵母では培養 1 L あたり His
タグのみの精製 WFA を 10 mg 調製することが出来た。一方 His-FLAG タグが
付加した組換え体は酵母でも 4 mg の標品しか得られなかった。このことから、
FLAG タグの付加は酵母での WFA の発現に影響を与えると示唆された。精製
した組換え体の糖鎖認識能を糖鎖アレイで解析した結果、大腸菌組換え体と同
様に LacdiNAc を強く認識することが示された。以上より、酵母由来の組換え
型 WFA はバイオマーカー検出のためのツールとして有効活用が期待できる。
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[背景及び目的]
B 型肝炎ウィルス (HBV)は、肝硬変などの症状を引き起こし、世界には数多く
の感染者が存在する。しかも完治に至る有効な治療薬がない。その理由として
HBV の病態発症メカニズムが明らかになっていないことや、実験室レベルで培
養細胞を用いた正確な感染実験系の構築が困難であることが挙げられる。一方、
複数のウィルスの感染には糖鎖が深く関わることが分かってきた。こうしたこ
とを踏まえ、本研究では、HBV の感染が、宿主肝細胞の糖鎖構造へ及ぼす影響
を解析した。ヒト肝癌細胞 Huh6 と、HBV ゲノムを保持する、偽感染 Huh6(HB611)
の細胞膜表面糖鎖構造解析を行い、HBV 感染による糖鎖構造を比較した。
[結果]
Huh6 と HB611 を、グルタルアルデヒドを用いて固定化し、ペプチド-N-グリコ
シダーゼ F を用いて、膜表面に局在する N 結合型糖鎖を切断した。ピリジルア
ミノ化法で糖鎖を蛍光標識し、HPLC により分画、LC/ESI-IT-MS/MS を用いて、
糖鎖構造を解析した。Huh6 と HB611 の膜局在糖鎖構造を比較した結果、α-1,6
コアフコースを有する糖鎖構造の割合が、26.8%増加していることが確認され
た。シアリル化糖鎖構造や、ハイマンノース型糖鎖構造の割合には、顕著な変
化は見られなかった。この結果から、α-1,6 コアフコースを有する糖鎖の増加は
HBV 感染が引き起こしたと考えられる。
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【背景および目的】
翻訳後修飾の一つである糖鎖修飾はタンパク質の生物学的活性、安定性、タン
パク質間相互作用などに大きな影響を与える。組換えタンパク質生産の宿主で
あるチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞では、ヒトと異なる糖鎖修飾機
構が存在するため、組換えタンパク質の生物学的活性に及ぼす影響が懸念され
る。そのため、CHO 細胞の糖鎖構造に関する知見を集積しておく必要がある。
さらに、CHO 細胞では複数の株が樹立されてきたが、株間で糖鎖構造がどのよ
うに異なる分布を示すのか情報は少ない。本研究では、組換えタンパク質生産
宿主として特に広く使用される CHO 細胞 K1 および DG44 株について、N-結合
型糖鎖構造を解析し糖鎖構造の分布について比較した。

【方法および結果】
CHO 細胞 K1 および DG44 株より、界面活性剤を含む溶液を用いて糖タンパク
質を抽出し、グリコペプチダーゼ F を利用して N-結合型糖鎖を調製した。2-ア
ミノピリジンで蛍光標識した糖鎖を逆相 HPLC にて精製し、LC/MS/MS を用い
て糖鎖構造を解析した。各株の糖鎖分布を比較したところシアル酸結合型糖鎖
の分布に大きな違いは見られなかったがハイマンノース型糖鎖およびフコース
結合型糖鎖の分布には違いが見られた。よって目的タンパク質の性状と機能を
考慮して発現宿主を選択することが望ましい。
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【背景と目的】 生体における糖タンパク質の糖鎖は、翻訳後修飾として酵素に
よって伸長される。N 型糖鎖においてはアミノ酸配列によって付加予測部位が
あるものの、その末端構造は遺伝暗号によって規定されず不均一であり、また
バイオ医薬品などの糖タンパク質においても製造に用いる細胞の宿主によって
糖鎖構造が異なることが知られている。近年、エンド型糖加水分解酵素を用い
て N 型糖鎖を挿げ替える技術開発が進み、今後は構造既知の糖鎖供給体制が課
題である。

【方法】 本研究では、N 型糖鎖の共通部分構造の大量合成を基軸とし、各種構
造を系統的に合成する戦略を立てた。特に、コア 4 糖構造の還元末端および非
還元末端側の糖鎖ブロックの種類の選別と保護基の使い分けにより、多様なグ
リコシル化反応を通じて糖鎖を伸長した。また、Endo-M 関連酵素を使った均
一構造の糖鎖のタンパク質への導入を試みた。

【結果と考察】 N 型糖鎖の系統的な化学合成によって、コア糖鎖ブロックを基
軸とした効率的なヒト型/非ヒト型 N 型糖鎖の合成が可能となった。また、Endo-
M およびその変異酵素を用いた酵素化学的手法により、糖タンパク質へ均一構
造糖鎖を導入することに成功した。
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