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研究の背景および目的 
ヒト唾液中より発見された Endo-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ HS(Endo HS)は、天然のタンパク

質から複合型糖鎖を遊離する活性を持つこと、また水酸基化合物に遊離した複合型糖鎖を転移する機能

を持つ。本酵素は、フコースの有無にかかわらず複合型糖鎖にのみ作用する一方でハイマンノース型に

は全く作用しないことから、バイオ医薬品への利用が注目され、糖鎖工学のツールとしての応用が進め

られている。本研究では、EndoHS の基質認識機構及び糖鎖転移反応機構を三次元立体構造から明らかに

することを目的としている。 
 
方法と結果 
 前年度、セレノメチオニン蛋白質 EndoHS を用い、自動結晶化ロボットを使用してスクリーニングによ

り良質な結晶を得ることが出来た。また、その結晶を用いて X 線構造解析を行い、立体構造モデルの構

築に成功していた。EndoHS でも GH85 ファミリーで保存されている３つの触媒残基(Glu, Asn, Tyr) が存

在すしていたため、これらの残基の変異酵素を作成し活性を調べたところ、いずれの変異体でも活性が

減少することが分かった。また、２つの触媒残基を同時に変異させたものについて完全に失活したため、

この二重変異体 EndoHS と基質の複合体の作成を試みた。二重変異体 EndoHS は、Native 体と同じ条件で

結晶を得ることが出来たが、結晶のサイズは小さく、Native に比べて低い分解能のデータしか得られなか

ったため、今後さらなる条件検討を行う予定である。また、二重変異体 EndoHS 結晶に生成物または基質

アナログのソーキング実験を行ったが、活性部位に結合した構造は得られなかった。EndoHS の基質糖蛋

白質であるヒト由来トランスフェリンを用い、Native 体、二重変異体、ドメイン欠損体を用いて複合体形

成を Native-PAGE で確認したところ、二重変異体のみ複合体を形成していることが明らかとなった。ま

た、二重変異体 EndoHS と基質糖蛋白質の混合溶液をカラムクロマトグラフィーにかけたところ、複合体

と考えられるピークが得られた。 
 

 


