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論文の内容の要旨

　真核生物で生産される分泌蛋白質や膜蛋白質のほとんどが，糖鎖を結合した糖蛋白質である。この糖鎖は，欠

損などにより種々の病変を引き起こすことなどから，重要な役割を果たしていることが分かってきている。しか

しながら，糖鎖構造の多様性や絶対量が少ないことより，その活性と構造の相関の研究は進んでいないのが現状

である。このため，糖鎖の機能の解析のためには，均一で大量な糖鎖の生産を行う，糖鎖工学技術の構築が必須

となっている。

　ところで，酵母は真核生物であり，基本的な代謝，細胞分裂，蛋白質の分泌生産などはヒトなどの高等哺乳類

と同じであり，モデル系としてその研究に大きく貢献している。また，遺伝子工学の手法が容易であることや培

養が簡単なことから，有用蛋白質の生産系としても用いることができる。しかしながら，糖蛋白質生産の際には，

マンノース残基が50～！00残基からなる糖外鎖と呼ばれる糖鎮がW一結合型糖鎖に付加していることが問題となっ

ていた。このマンナンのマンノース糖外鎖はヒトに対して大きな抗原性を持つため，糖蛋白質生産に際し，この

糖外鎖付加を取り除く必要がある。そこで，この糖外鎖を除去することを目的とし，糖外鎖付加変異株である

○伽変異株を相補する遺伝子を取得し，この遺伝子産物Ochlpの機能解析を行うことにより糖外鎖の付加機構

の解明を行った。また，0一結合糖鎖においても，大きな抗原性を持つマンノースリン酸残基の付加した糖鎮の

存在を確認し，あわせて，この酸性糖鎖生合成に係わる変異の解析も行った。

　○伽変異株を相補する遺伝子0C∬1を単離し，塩基配列の決定を行った結果，00∬1遺伝子には480アミノ酸

からなる蛋自質をコードしていることが分かった。生体外の蛋白質合成・膜透過実験や，ウエスタンブロッティ

ングの結果から，00”遺伝子にコードされている○chlpは膜蛋白質であり，そのC末端部分は膜の内腔倒に存

在するI哩膜蛋白質であることが分かった。このI1型膜蛋白質は，すでに知られている糖転移酵素に共通してみ

られる特徴であったことから，○chlpも糖転移酵素ではないかと考えられた。そこで，0C”遺伝子を破壊した

株から調製した細胞壁糖蛋白質を基質として，マンノース転移酵素活性の測定をしたところ，Ochlpにマンノー

ス転移酵素活性があることが分かった。さらに，○chlpの基質特異性を，さまざまな糖鎖を用いて調べた結果，

○chユpは小胞体で生産されるMan宮G1cNAc。を基質とし，マンノースをα一1，ポ結合で付加する糖外鎖生合成

の最初に働くマンノース転移酵素であり，厳密な基質特異性を有することが分かった。従って，0C∬1遺伝子を

破壌することにより，高等浦乳類の高マンノース糖鎖と同一の糖鎖付加を行うことのできる酵母を分子育種する
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ことが可能となった。さらに，この酵母に種々の高等哺乳動物由来の糖転移酵素などの遺伝子を導入することに

より，哺乳類の生産する種々の糖鎖と同一の糖鎖を生産する酵母の分子育種に道を開くことができた。これによ

り，パ結合型糖鎖をもつ糖蛋白質の生産に酵母を使用することが可能となった。

　さらに，0一結合型糖鎖の解析の結果，マンノース3残基からなる糖鎖にマンノースリン酸残基の結合した酸

性糖鎮が存在していることが明らかとなった。このマンノースリン酸残基はα一マンノシダーゼ消化実験や

MALDI’TOFMSの解析結果より，マンノース3糖の糖鎖の中央のマンノースに結合していることがわかった。

また，この0一結合型糖鎖のマンノースリン酸残基の緒合は，N一結合型糖鎖のマンノースリン酸残基付加の変異

である㎜4と㎜6により阻害されることも明らかとなった。これにより，0一結合型糖鎖をもつ蛋白質の生産

の際に，抗原性の高い0一結合型酸性糖鎖の付加を除く手段を得ることができた。

審査の結果の要旨

　これ迄に，真核生物の分泌蛋白質や膜蛋白質は，糖蛋白質であり，これらの糖鎖は，生理的に重要な種々の役

割を果たしていることが知られている。しかし，それらの糖鎖は構造の多様性や複雑性，また，生産量が絶対的

に少ないなどの理由により，糖蛋白質の構造と生理活性に対する相関関係には不明な点が多い。

　ヒトなどの噛乳類の基本的な代謝や細胞分裂，また蛋白質の分泌生産などは，真核生物である酵母と同様であ

る。］方，酵母は培養や遺伝子工学的手法の導入も容易であり，また，有用蛋白質の大量生産系の開発にも適用

できる。

　著者は，これらの利点をもつ酵母に注邑し，それをモデル系として利用して研究を推進した。まず，遺伝子工

学的手法によって，哺乳類の高マンノース糖鎖と同一に糖鎖付加のできる酵母の分子育種を可能にし，酵母に種

々の糖転移酵母遺伝子を導入することにより，哺乳類の生産する糖鎖と同一の糖鎖を生産することを可能にした。

この結果は糖鎖の量的生産を実現し，このことによって，構造解析の困難な糖鎖構造を見事に解明した。

　著者が提示した一連の研究成果は，遺伝子工学的手法により糖蛋自質の生産と糖鎖の構造解析の研究発展に寄

与しており，また，著者が改良した一連の研究手法は，糖鎖工学や糖質関連酵素の研究推進にも適用でき，さら

に，農業分野への寄与が大きい点において高く評価できる。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。

一198一


