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学位論文内容の要旨

  糖鎖は細胞の分化・成長や臓器形成、免疫反応、老化といった多くの生命現
象において重要な役割を果たしていることが知られている。特に癌やりウマチ
といった特定の疾患において生体内の糖鎖量が変化する事が分かってきてお
り、次世代のパイオマーカー候補としても注目を浴びている。しかしそれにも
関わらず、糖鎖の網羅的な構造解析及び機能解析は進んでおらず、遺伝子やタ
ンバク質のようなデ一夕ベース化も未熟なままであった。これは、生体試料か
ら糖鎖を精製する、迅速で簡便な手法が無かったことや、モデル研究に用いる
ための糖鎖化合物の合成に手間と時間が掛かる等の原因によるものであった。
近年の分析装置・合成技術の進歩により、糖鎖の簡便迅速な精製手法や様々な
糖鎖化合物の合成等が容易になりつっあり、糖鎖化合物に関する生物学的知見
も増え始めている。こうした状況下で更なる糖鎖研究の推進を加速させる’為に
は、遺伝子やタンパク質がそうであったように、パイオインフオマテイクスが
重要な役割を果たすものと考える。しかし糖鎖のデータベースは未だ黎明期で、
遺 伝子 ・夕ンバク質 にとってのGenBankやEMBLの ような誰もが利用する
有益なデータベースというものが存在しない。また、先にも述べたように糖鎖
の精製、組成解析には非常な困難を要してきた為、糖鎖の組成と機能を結びつ
けるデータは未だ少なく、その組成を生み出す根本である糖転移酵素等の関連
遺伝子と機能に関する知見が多い。
  そこで私は糖鎖組成を主キーと置くのではなく、糖鎖及びそれを取り巻く生
体分子との関係に着目し、その分子間の関係性とそれに従って発生する生物学
的現象を包括的なグラフとして表現した機能糖鎖デ一夕ベースGlyco-Netの
開発を行った。最初に用いたデータセットとして、市販されている糖転移酵素
ハンドブックの内容を用い、糖鎖機能の新しい表現手法として有効である事を
示した。今後このデータベースの拡充を進めて行く事が課題であるが、様々な
形態で存在する糖鎖を構造機能解析する為の方法論は未だ確立されていない。
特にムチン糖タンパク質等で見られるO結合型糖鎖転移はN結合型糖鎖と異
なり、糖鎖転移するための特定の共通配列というものは決まっていない。又、
O結合型糖鎖付加の最初のa GalNAcを転移す る酵素であるppGalNAcTは20
種類以上にも上り、配列上のSer/ThrにaGalNAcをそれぞれの基質特異性を
発揮して転移し、非常に複雑で高密度なムチンドメインを形成している。この
メカニズムはムチン型糖夕ンパク質の機能制御において重要な役割を担って
いると考えられる。
  私は、この複雑なムチン糖タンパク質構造的機能的解析の包括的な方法論の
構 築 を 目 的 と し て 、 ppGalNAcT2糖転 移酵 素と 、基 質 とし てMUC4及 び
MUC5ACペプチドをモ デルとしてECD（電子捕獲解 離法）-MS/MSを用いた
糖付加部位の解析及びNMRによる糖転移による構造変化の解析を行った。そ
の結果、in vitroでppGalNAcT2によってモデルペプチドに転移さオ1たa
GalNAcの糖転移 部位及びその転移の順序を明らかにし、ECD-MS/MSによる
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糖 転移部位 の解析の有効性を示した。又、ppGalNAcT2がMUC4及びMUC5Ac
に 転移した 中間体 糖ベプチ ドを化 学合成しNMR解析と構造計算によって
MUC4に 最初に 転移した dGalNAcが この領域のべプチド骨格の安定化に重
要なステップであると事を示した。また、MUC5ACの連続するThr残基への
糖鎖付加が伸長したぺプチド骨格の形成にとって重要であることを明らかに
した。モデルペプチドを用いた糖転移酵素の基質特異性及び、その構造との因
果 関係を電 子捕獲解離法MS/MSとNMR構造解析によって明らかにする新た
なストラテジーを確立した。
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学位論文審査の要旨

学 位 論文 題 名

  A comprehensive approach for glycobiology by electron

    capture dissociation IVIS，NIVIR，and bioinformatics

（電子捕獲解離型MS法、NMR、およびバイオインフオマテイクスによる

    系統的糖鎖生物学研究）

  糖鎖は細胞の分化・成長や臓器形成、免疫反応、老化といった多くの生命現象において

重要な役割を果たしていることが知られている。特に癌やりウマチといった特定の疾患に

おいて生体内の糖鎖量が変化する事が分かってきており、次世代のパイオマーカー候補と

しても注目を浴びている。

  第一章で述べられている様に、糖鎖の網羅的な構造解析及び機能解析は進んでおらず、

遺伝子やタンパク質のようなデータベース化も未熟なままであった。これは、生体試料か

ら糖鎖を精製する迅速で簡便な手法が無かったことや、広範な研究に用いるための糖鎖化

合物の合成に手間と時間が掛かる等の原因によるものであった。しかし、近年の分析装置・

合成技術の進歩により、糖鎖の簡便迅速な精製手法や様々な糖鎖化合物の合成等が容易に

なりつっあり、糖鎖化合物に関する生物学的知見も増え始めている。こうした状況下で更

なる糖鎖研究の推進を加速させる為には、遺伝子やタンバク質がそうであったように、バ

イオインフオマティクスが重要な役割を果たすものと考える。しかし糖鎖のデータベース

は 未だ黎明 期で、 遺伝子・ 夕ンパ ク質にと ってのGenBankやEMBLのような誰もが利用

する有益なデータベースとしゝうものが存在しない。また、先にも述べたように糖鎖の精製、

組成解析には非常な困難を要してきた為、糖鎖の組成と機能を結びっけるデータは未だ少

なく、その組成を生み出す根本である糖転移酵素等の関連遺伝子と機能に関する知見が多

い。

  第二章では糖鎖構造を主体に置くのではなく、糖鎖及びそれを取り巻く生体分子との相

互関係に着目し、その分子間の関係性とそれに従って発生する生物学的現象を包括的なグ

ラフとして表現した機能糖鎖データベースGlyc0．Netの開発について議論した。最初に用

いたデータセットとして、市販されている糖転移酵素ハンドプックの内容を用いることで、

糖 鎖 機 能 の 新 し レ ゝ 表 現 手 法 と し て 極 め て 有 効 で あ る 事 を 示 し た 。

  今後このデータベースの拡充を進めて行く事が課題であるが、様々な形態で存在する糖

鎖を構造機能解析する為の方法論は未だ確立されていない。特にムチン糖夕ンパク質等で

見 られるO結合 型糖鎖転 移はN結合型糖鎖と異なり、糖鎖が転移されするための特定の

共 通配列は 特に決 まってい ない。また、O結合型糖鎖付加の最初のaGalNAcを転移する
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酵 素 で ある ppGalNAcTは 20種 類 以 上に も 上 り、 配 列 上の Ser/Thrに aGalNAcをそれ

ぞれの基質特異性を発揮して転移しており、非常に複雑で高密度なムチンドメインを形成

している。このメカニズムはムチン型糖夕ンパク質の構造と機能の制御において重要な役

割を担っていると考えられる。

  第三章では、この複雑なムチン糖夕ンバク質の構造的・機能的解析の包括的な新しいア

プ ロ ー チと し て 、ppGalNAcT2糖 転 移酵 素 と 基質 と し てMUC4及 び MUC 5ACベ プ チド

を モデルと してECD（電子 捕獲解 離法）-MS/MSを 用いた 糖付加部 位の解 析及びNMRに

よ る 糖 転移 反 応 に伴 う 構 造変 化 に 関す る 系 統 的な 研究成果 につい て述べて いる。

  そ の結果、 in vitroでppGalNAcT2に よって モデルベプチドに転移されたaGalNAcの

糖転移部位及びその転移の機序を明らかにすることに成功して、ECD-MS/MSによる糖転

移 部 位 の 解 析 の 有 効 性 を示 し た 。 また 、 ppGalNAcT2が MUC4及 び MUC5Acに GalNAc

を 実際に転 移した 中間体糖 ベプチ ドを化学 合成し、 NMR解析と構造計算によってMUC4

に最初に転移したa GalNAcがこの領域のべプチド骨格の安定化に重要なステップである

事を証明した。また、MUC5ACの連続する′l'hr残基への糖鎖付加が伸長したぺプチド骨

格の形成にとって重要であることを初めて明らかにした。

  本学位論文はモデルベプチドを用いた糖転移酵素の基質特異性及び、その構造との因果

関 係を電子 捕獲解 離法MSfMSとNMR構造解析 によっ て明らか にする新 たぬス トラテジ

ーを確立した初めての研究であった。糖鎖生物学研究にパイオインフオマテイクスの手法

を取り入れるとともに、質量分析、NMR等を駆使した系統的なアプローチと評価できる。

よって審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が北海道大学博士（理学）の学

位を授与される資格がある者と認める。
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