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学位論文内容の要旨

この10年間で生物学の領域におけるバイオインフオマティクスの地位は確固たるものとな

った。伝統的にバイオインフオマティクスを用いた研究の対象となってきたのはタンパク質

もしくは核酸である。特にこれらの配列情報はデジタル化になじみやすいため、コンピュー

タとタンパク質・核酸との相性は良かった。一方糖鎖に目を転じると、糖鎖自身は遺伝物質

ではない事や、その合成・解析の困難のため構造情報がタンパク質・核酸に比べて少ない事

などに由来して、糖鎖とコンピュータとの相性はそれほど良いとは言えなかった。

糖鎖生物学は長い歴史をもっているが、生物学における主流は常にタンパク質もしくは核酸

を対象としたものであった。ところが近年、特に質量分析技術の発展により、大量の糖鎖構

造の情報が得られるようになった。また、タンパク質と糖鎖の共結晶が大量に公共データベ

ースに登録された事によって、糖鎖の3次元構造の情報も豊富に得られるようになった。こ

のような近年の糖鎖生物学の発展によって、糖鎖を対象としたバイオインフオマティクス研

究が行える状況になった。

本研究は、糖鎖を対象としたバイオインフォマティクスを確立する事を目標にし、はじめに、

現在得られる糖鎖の3次元構造情報をまとめる事を行った。次に、まとめた糖鎖の立体構造

情報を用いて糖一タンパク質問相互作用を評価する経験ポテンシャルを構築しした。最後に、

この経験ポテンシヤルを用いて新しい基質特異性を持つ糖鎖関連酵素をデザインし、実験的

にデザインした酵素の活性を評価した。

本学位論文の第1章で、糖鎖生物学とバイオインフオマティクスに関連する現在の状況に関

して概説した。

第2章では、糖鎖の立体構造をまとめたデータベースの構築に関して記述した。糖鎖の立体

構造情報はタンパク質の立体構造データベースであるThe Protein Data Bank (PDB)に大量に

含まれている。この研究をはじめた当初PDBに含まれている糖鎖の情報をまとめたデータベ

ースが存在しなかったため、PDBの中から網羅的に自動で糖鎖構造を抽出する事を行った。

getCARBOと命名したプログラムによってPDB中の全糖鎖構造を抽出し、その化学構造に対

してIU PAC勧告に従ったアノテーションを施した。また、PDB中のN結合型糖鎖に大量の

まちがった構造が見られたので、このまちがいを自動検出する機能もgetCARBOに実装した。

第3章では、構築したデ←タベースに含まれる情報の詳細に付いて概観した。前章で記述し

た糖鎖の立体構造データベースはGlycoconugateDataBank：Structures（GDB：Structures）と命名
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した。GDB:Structuresには18、000を超える糖鎖構造が登録されていた。時系列にそった解析

を行ったところ、構造グノミクスによる糖鎖構造情報ーの貢献はほとんどない事と、まちが

ったN結合型糖鎖がPDBに登録される割合が減っていない事などが明らかにをった。

第4章では、GDB:Structuresを活用した、糖―タンパク質相互作用を評価する経験ポテンシヤ

ルの構築に関して記述した。この経験ポテンシヤルを用いる事で、所与の糖一タンパク質複合

体において、糖の水酸基の向きがエカトリアルである方が親和性が高いのか、アキシャルで

ある方が親和性が高いのかを評価する事ができる。

第5章では、前章で記述した経験ポテンシャルを用いて異なった基質特異性を持つ糖転移酵

素をデザインし、その酵素活性を実験的に確かめた。変異体をデザインした酵素は、人のB

型の血液型抗原を合成する糖転移酵素(GTB)で、本来ガラクトースを転移する酵素である。

GTBの立体構造は既知なので、この酵素の変異体を分子モデリングし、その変具体構造とグ

ルコースとの複合体が安定にできる候補を前述の経験ポテンシャルを用いて選出した。実際

にデザインしたタンパク質を大量発現させ酵素活性を調べた結果、グルコースを基質として

好む傾向が顕著に上昇した変異体(Ser185AsnとSer185Cys)を得る事ができた。グルコース転

移活性：ガラクトース転移活性の比率が、野生型を1とした時にSer185Asnでは27倍、

Ser185Cysでは217倍に上昇していた。

最後に第6章で、この研究の総括を行い、明らかになった問題点などに関して記述した。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
ComputationaldeSignandeXperimentaleValuationof
    glyCOSyltranSferaSemutantS

（新規糖転移酵素の計算に基づく設計と実験による検証）

  近年、糖鎖生物学と情報生物学（バイオインフオマティクス）は進展目覚しい研究分
野である。これまで、糖鎖生物学ではゲノミクスに代表される大量のデータをハイスル
ープットで得ることが困難であった事、バイオインフオマティクスが核酸とタンパク質
を対象とする学問であった事により、両者が有機的に連携する事が少なかった。ごく最
近になって、糖鎖に関しても大量のデータが得られるようになり、．糖鎖生物学において
もバイオ インフオ マティク スが重要な 手法とし て認識されるようになった。
  本論文は、糖鎖生物学と情報生物学を融合研究の1つのモデルを示したものである。
著者は、糖鎖生物学の情報に対してバイオインフオマティクス的な整理を行い、その情
報をもとに新たな機能を持つ酵素の設計・実験的検証を行った。この研究は、糖鎖生物
学と情報生物学の融合によってタンパク質工学、糖鎖工学分野にインパクトを与えるも
のであった。
  著者は、タンパク質の立体構造データベースであるProtein Data  Bank (PDB)中に相
当数の糖鎖が含まれている事を発見し、その立体構造情報を収集、データベース化した
(Glycoconjugate Data Bank/Structures)。PDBの情報から糖鎖の構造を抽出するため
に独自のコンピュータプログラムコードを開発した(getCARBO)。このプログラムは、糖
鎖の構造を検出し、その構造の詳細についてのアノテーションを自動付加するものであ
る。また、PDB中にN型糖鎖として不適切な立体構造が多く含まれている事を明らかに
し、これを判定するためのプログラムコードの開発もあわせて行い公開した。次に、構
築した糖鎖構造データベースを活用し、糖鎖周辺のタンパク質分子の原子レベルでの分
布をモデル化し、糖―タンパク質相互作用を評価する経験的ルールを構築した。これに
よって、糖一タンパク質複合体における糖の水酸基の向きがアキシャル．エカトリアル
どちらの方が起こりやすいかを評価する方法を見出した。方法に基づぃて著者は、本来
の基質がガラクトースである糖転移酵素GTBに対してグルコース転移活性を上昇させ
るための機能改変を行った。結果、本来の基質であるガラクトースに対する転移活性は
減 少 し 、 グ ル コ ー ス の 転移 活 性 が上 昇 した 変 異 体を 得 る事 に 成 功し た 。
  本学位論文は、糖鎖生物学と情報生物学を融合して得られた方法論に基づき、酵素変
異体のモデル設計を行う事によって、これまでにない新規な糖鎖合成酵素を見出した研
究をまとめたものである。タンパク質工学や糖鎖工学に対して大きな影響を与えるとと
もに、その発展を加速する研究である。
  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるものと認める。
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