
１． は じ め に

N -結合型糖鎖の小胞体で行われる生合成過程は，真核

生物でほぼ保存されている１）．しかし，その後のゴルジ体

で行われるプロセッシング過程は，大まかには生物界ごと

に異なり，糖鎖構造の違いを生み出している２，３）．では N -

結合型糖鎖の分解過程はどうであろうか．糖鎖構造が異

なっていることに加え，細胞構造が生物界ごとに大きく異

なり，ゲノムにコードされている糖鎖加水分解酵素の種類

と数も異なる．そのため分解機構もそれぞれで異なると思

われるが，N -結合型糖鎖の分解は，これまで哺乳動物に

おける過程しか理解されていなかった．哺乳動物細胞で

は，リソソームで働く一群の糖鎖分解酵素の遺伝子は既に

同定され４），分解経路もほぼ明らかにされている．これら

の酵素の遺伝子欠損により，糖鎖分解が滞り，それらの基

質オリゴ糖が蓄積することで，細胞障害を引き起こす（リ

ソソーム病）４）．これは N -結合型糖鎖の分解が，哺乳動物

では正常な細胞機能に必須な過程であることを示してい

る．

植物細胞では N -結合型糖鎖の最終的な分解は液胞で行

われる．液胞は，リソソームとは異なり，貯蔵組織として

の働きもある．細胞の発達段階では，分解型液胞と貯蔵型

液胞に分かれているが，融合型もあり，成長した細胞では

融合型が多くを占める．大きく成長した細胞では液胞が細

胞体積の大半を占める．

植物の N -結合型糖鎖の構造には，よく研究されている

哺乳動物のものと異なるところがある．植物 N -結合型糖

鎖の代表的な構造を挙げた（図１）．多くの植物で最も含

有量の高い糖鎖は，M５A構造やM３FX構造である．特徴

的なのはM３FXのような植物コンプレックス型糖鎖で，

キシロース，フコース残基を含む．植物の複合糖質にシア

ル酸が存在するとの報告はあるが５），シアル酸を持つ N -結

合型糖鎖は見いだされていない．そして，ルイス a糖鎖を

非還元末端にもつ植物コンプレックス型糖鎖（Le（a）

２M３FX，図１）が知られている６）．このように，植物では

細胞の構造も N -結合型糖鎖の構造も哺乳動物のそれらと

は異なっている．

さらに，植物 N -結合型糖鎖の分解に関わる加水分解酵

素には，哺乳動物のものと異なるものがある（図２）．糖

質科学の黎明期（１９７０年頃）に，いくつかの植物由来の

糖鎖分解酵素の活性が検出された．これには日本人研究者

の功績が非常に大きい７）．植物由来酵素は，現在も糖鎖構

造解析によく使用されている．しかし，それらの構造解

析，遺伝子クローニング，基質特異性解析，生体内での機

能解析は，長年行われてこなかった．
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我々は１９９０年代後半に，ある植物糖タンパク質に N -，

N′-ジアセチルキトビオース（GlcNAcβ１-４GlcNAc）を N -

結合型糖鎖として発見した８，９）（図１）．その糖鎖の生成機構

の考察から，植物に特異的に発現する N -結合型糖鎖加水

分解酵素であるエンド-β-マンノシダーゼを２００４年に見い

だした１０）（図２）．その生化学的解析は植物 N -結合型糖鎖の

分解経路の解明の端緒となった．そして，その基質特異性

に他の糖鎖加水分解酵素のものと厳密な相補性があること

を見いだし，植物 N -結合型糖鎖の分解が，最終分解物に

至るまで，複数の酵素により厳密に分担されていることを

示した．このエンド-β-マンノシダーゼの解析を皮切り

に，２０００年代中盤以降，いくつかの糖鎖加水分解酵素の

図１ 植物 N -結合型糖鎖の代表的な構造
構造と略号を示した．このうち，M５AとM３FXは植物細胞に最も多く存在する
糖鎖である．

図２ 植物 N -結合型糖鎖の分解に関与する酵素
植物コンプレックス型糖鎖の分解を例に，各酵素が作用する結合を矢印
と番号で示した．
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基質特異性解析と遺伝子同定が行われている．現在は，植

物における N -結合型糖鎖の分解経路の全貌が見えつつあ

るところである．しかし，N -結合型糖鎖分解の機能が総

じて論じられることはまだない．

本稿では，植物の N -結合型糖鎖の分解の知見をまとめ

る．糖鎖分解は，細胞質遊離糖鎖や小胞体関連分解との関

連で論じられることが多いが１１～１３），本稿では，液胞を中心

に行われる N -結合型糖鎖の最終的な分解を扱う．まず，

エンド-β-マンノシダーゼの発見の経緯， その基質特異性，

この酵素が関与する植物特有の N -結合型糖鎖分解経路を

概説する１４，１５）．次いで，植物 N -結合型糖鎖の分解に関わる

他の酵素について各論的に整理し，遺伝子同定，基質特異

性解析の現状を紹介する．そして，植物糖鎖分解の生理機

能や未解明の課題について議論したい．

２． エンド-β-マンノシダーゼ

２．１． N -結合型糖鎖としての N -，N′-ジアセチルキトビ

オースの発見

植物の自家不和合性に関わる S-RNaseは，自己と他己

の花粉を識別する糖タンパク質である．その構造機能相関

研究のため，S-RNaseの糖鎖構造を含めた構造解析を行っ

た８，９）．ニホンナシ由来 S３-RNaseは糖鎖結合可能部位

Asn１８と Asn１１６を持つ．そのプロテアーゼ消化物を

LC／MSで解析すると，Asn１８を含むペプチドについて，

計算値より４０６大きい分子量を観察した．４０６は N -，N′-ジ

アセチルキトビオース（GlcNAcβ１-４GlcNAc）に相当する．

Asn１１６を含むペプチドには，M３X［Manα１-６（Manα１-３）

（Xylβ１-２）Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAc］の付加が見られる

分子量を主に観察した．次いで，ヒドラジン分解により糖

鎖を S-RNaseから遊離させ，蛍光標識して HPLCにて分

析した．GlcNAcβ１-４GlcNAcが主たる構造として観察さ

れ，M３XやM３FX，トリマンノシルコア構造［Manα１-６

（Manα１-３）Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAc］が検出された．こ

のようにして，GlcNAcβ１-４GlcNAcを N -結合型糖鎖とし

て初めて見いだした９）．トリマンノシルコア構造が N -結合

型糖鎖の共通最小構造とされていたので，意外な発見で

あった．ニホンナシ S３-RNaseの X線結晶構造解析１６）では，

N -結合型糖鎖由来の電子密度も観察され，Asn１８に

GlcNAcβ１-４GlcNAc が，Asn１１６に Manα１-６（Xylβ１-２）

Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAcの構造が見える（図３）．これ

ら両糖鎖は活性部位クレフトの反対側に位置している．よ

く見ると，Asn１８の糖鎖は糖鎖加水分解酵素の作用を受け

やすい位置にあるが，Asn１１６の糖鎖はペプチド部分と相

互作用して酵素の作用を受けにくい位置にある．なお，ニ

ホンナシ由来のどの S-RNaseにも，主たる N -結合型糖鎖

として GlcNAcβ１-４GlcNAcが観察された９）．そ し て，

S-RNase間の糖鎖構造には顕著な違いは見られず，糖鎖は

自他識別には関与しないと結論づけた９）．実際，糖鎖欠損

S-RNaseも自家不和合性反応を起こす１７）．

２．２． N -，N′-ジアセチルキトビオースを生成する酵素，

エンド-β-マンノシダーゼの発見

S-RNaseの N -結合型糖鎖に GlcNAcβ１-４GlcNAcが主と

して存在するため，この糖鎖を積極的に生成させる機構が

あると考えた．糖鎖の生合成，プロセッシング機構から，

ハイマンノース型糖鎖や植物コンプレックス型糖鎖が分解

を受けて生成したと考えられた．S-RNaseの糖鎖構造で，

GlcNAcβ１-４GlcNAcに次ぐ小さい糖鎖がトリマンノシルコ

ア構造であった９）．GlcNAcβ１-４GlcNAcが生成する際にト

リマンノシルコア構造が逐次分解されて現れる中間体の糖

鎖は S-RNaseに見られない．そのため，トリマンノシル

コア構造のManβ１-４GlcNAc結合にエンド型酵素（エンド-

β-マンノシダーゼ）が作用して，GlcNAcβ１-４GlcNAcを直

接生成すると考えた．このような特異性を持つ酵素はまっ

たく知られていなかった．

トリマンノシルコア構造Manα１-６（Manα１-３）Manβ１-

４GlcNAcβ１-４GlcNAc-PA（-PA，ピリジルアミノ化）を基

質に，植物抽出液を作用させると GlcNAcβ１-４GlcNAc-PA

が生成したが，比較的生成速度が遅く，また二相的に生成

した（図４（A））．これは少なくとも二つの酵素の作用に

よって生成物が生じたことを示している．Manα１-６Manβ１-

４GlcNAcβ１-４GlcNAc-PAを基質にしたときは，GlcNAcβ１-

４GlcNAc-PAが時間を追って直線的に生成した（図４（B））．

同時にManα１-６Manも定量的に生成し（図４（C）），エンド

型で作用する β-マンノシダーゼ活性を観察した．Manα１-

３Manα１-６Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAc-PA や Manα１-６

図３ ニホンナシ S３-RNaseの立体構造（１IQQ）
活性部位クレフトの裏側から見ている．Asn１８に GlcNAcβ１-
４GlcNAc，Asn１１６に Manα１-６（Xylβ１-２）Manβ１-４GlcNAcβ１-
４GlcNAcが見える．（松浦孝範博士提供）

１０８９２０１１年 １２月〕
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（Manα１-３）Manα１-６Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAc-PAにも同

様にエンド型で作用して，GlcNAcβ１-４GlcNAc-PAを生成

した．このようにして，植物にエンド-β-マンノシダーゼ

が存在することを示した１８）．新たに見いだされた特異性を

持つため，酵素番号 EC３．２．１．１５２が与えられた．マンナ

ン（マンノースが β１，４結合した多糖）や p-ニトロフェニ

ル-β-マンノシドには作用しなかったので，エンド-β-マン

ノシダーゼは，マンナナーゼや β-マンノシダーゼと異な

り，N -結合型糖鎖に特異的に作用する．

この反応を取り入れた活性測定法を利用して，テッポウ

ユリ，キャベツの抽出液を酵素源とし，エンド-β-マンノ

シダーゼを精製した１０，１９）．本酵素は４本のポリペプチド鎖

から構成されていた．これらは一つの遺伝子にコードさ

れ，翻訳後に分解を受けている１０，１９，２０）．この遺伝子は約９５０

アミノ酸をコードし，CAZYデータベース２１）の GH２に分

類される．シロイヌナズナの相同遺伝子（At１g０９０１０）の

大腸菌での発現産物には，エンド-β-マンノシダーゼ活性

があった１０）．相同性検索を行うと，植物由来の遺伝子との

み高い相同性を示し，系統樹上で植物由来遺伝子が一つの

クレードを形成した（図５）．動物，カビ，バクテリア由

来の β-マンノシダーゼは異なるクレードにある．動物，

カビ，バクテリアには本酵素活性が検出されなかった．こ

れらのことは，エンド-β-マンノシダーゼが植物特異的酵

素であることを示している．なお，最近ゲノム解析された

コケ植物２２）やシダ植物２３）にも植物由来遺伝子のクレード近

くに位置する配列が認められ，これらの植物にも本酵素が

存在すると思われる．

２．３． エンド-β-マンノシダーゼの基質特異性と N -結合型

糖鎖分解における役割

各種 N -結合型糖鎖を用いたエンド-β-マンノシダーゼの

基質特異性解析は，植物 N -結合型糖鎖の分解経路を解く

突破口になった１０，１９，２０）．テッポウユリ，キャベツおよびシ

ロイヌナズナ由来の酵素の基質特異性（図６）はほぼ同一

であった．これまでに調べたオリゴ糖基質のうち，最もよ

い基質はManα１-６Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAcである．こ

の非還元末端のManα１-６Manβにいくつかのマンノース残
基が結合しても基質になる（図６）．速度は遅いがManβ１-

４GlcNAcβ１-４GlcNAcにも作用する．Manα１-３Manβ結合や
Xylβ１-２Manβ結合を有する糖鎖には作用しない．還元末
端は蛍光標識されていても，遊離糖鎖でも，ペプチドがつ

いていても作用する．まとめると，エンド-β-マンノシ

ダーゼは，MannManα１-６Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAc-R（n

＝０～２，R＝-H，-PA，-ペプチド）のManβ１-４GlcNAc結

合をエンド型で加水分解する（図６）．本酵素は少なくと

もManα１-６Manβ１-４GlcNAc部分からアグリコンのペプチ

ド部分を認識していると考えられる．

この特徴的な基質特異性が，他の糖鎖加水分解酵素の特

異性と関連している１４，２４）．エンド-β-マンノシダーゼが作用

する一連の糖鎖基質は，植物に最も多く存在する N -結合

型糖鎖の一つであるM５A構造（図１）にタチナタマメ α-

マンノシダーゼが作用して生じる糖鎖２５）に等しい．つま

り，両酵素の基質特異性が相補的になっている２４）（図７）．

この α-マンノシダーゼは活性の至適 pHが酸性であること

から，液胞 α-マンノシダーゼに相当すると考えられてい

図５ エンド-β-マンノシダーゼと関連遺伝子の系統樹

図６ エンド-β-マンノシダーゼの基質特異性
Manβ１-４GlcNAc結合をエンド型で加水分解する．Manα１-
３Manβ結合および Xylβ１-２Manβ結合を有する糖鎖には作用し
ない．還元末端は遊離でもペプチドが付加してもピリジルアミ
ノ化体でも作用する．

１０９１２０１１年 １２月〕



る．

トリマンノシルコア構造に植物抽出液を作用させたと

き，GlcNAcβ１-４GlcNAcが時間を追って二相的に生成する

のは（図４（A）），この基質糖鎖にまず液胞 α-マンノシダー

ゼが作用してManα１-６Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAcが生成

し，次いでエンド-β-マンノシダーゼが作用した結果と解

釈できる．トリマンノシルコア構造の分解経路は，哺乳細

胞のものとは異なる４，２６）．哺乳動物のリソソームでは，

Manα１-３Manβを優先的に加水分解する α-マンノシダー

ゼ，α１，６-マンノシダーゼ２５），β-マンノシダーゼの３種類

の酵素が，幾分複雑な経路で分解する２６）．

エンド-β-マンノシダーゼの特異な基質特異性に関連し

て，本酵素にトランスグリコシレーション活性があり，

Manβ結合の形成に利用できることにも触れておく２７）．

Manβ結合は１，２-シスの相対立体配置で，１，２-トランス立

体配置のManα結合より不安定である（立体化学的および
立体電子的な要因による）．そのため，Man結合の合成に

際してはManα結合の形成が優先され，Manβ結合を含む
糖鎖の化学合成は難しい２８）．エンド-β-マンノシダーゼのト

ランスグリコシレーション活性により，Manβ結合を含む
糖鎖の合成が達成された２７）．この酵素の特異な基質特異性

のため，マンノース単糖だけでなく，オリゴマンノースを

転移してManβ結合を形成できる．アクセプター基質特異
性は比較的あいまいで，GlcNAcのみでなく，Manや Glc

など C４位の水酸基が環から横向きの位置（エカトリアル

位）にある糖がアクセプター基質として働く２７）．このよう

に，本酵素は様々なManβ結合を含む糖鎖の合成に利用で
きる．

２．４． エンド-β-マンノシダーゼの局在場所，存在様式

エンド-β-マンノシダーゼはテッポウユリの調べた器官

（花，葉，茎，根，球根）すべてに発現している２０）．シロ

イヌナズナ遺伝子の発現解析でも調べた器官すべてに発現

している２９）．以上は，この酵素が器官特異的な働きに関わ

るのではなく，植物細胞の維持に根幹的な機能を持ってい

ることを示唆した．細胞内局在についての情報もある．シ

ロイヌナズナの液胞プロテオーム解析によると３０），エンド-

β-マンノシダーゼは液胞に発現している．液胞は酸性オル

ガネラで，エンド-β-マンノシダーゼの至適 pHが４．５付近

であること１０，１９，２０）と合致する．エンド-β-マンノシダーゼは，

液胞糖鎖加水分解酵素の一つであると言える．液胞に加え

て，細胞壁も酸性環境下にあり，エンド-β-マンノシダー

ゼが細胞壁に発現している可能性は今のところ排除できな

い．

S-RNaseの N -結合型糖鎖として GlcNAcβ１-４GlcNAcが

あることは，これで説明できるだろうか．S-RNaseは小胞

を介して細胞外に分泌されるタンパク質である３１）．エン

ド-β-マンノシダーゼが発現する液胞は，植物内膜系の一

つで分泌経路にも関わる３２）．S-RNaseが運ばれる小胞と液

胞の関係は明らかでないが，S-RNaseと液胞糖鎖加水分解

酵素が共局在する時空間がどこかにあるのだろう．エン

ド-β-マンノシダーゼが細胞壁にも発現していて，S-RNase

が何らかの方法で細胞壁を経由して分泌されているのかも

しれない．基質特異性の観点からは，S-RNaseに検出され

ているトリマンノシルコア構造に液胞 α-マンノシダーゼ

とエンド-β-マンノシダーゼが作用して GlcNAcβ１-４GlcNAc

を生成したと説明できる．

図７ 植物 N -結合型糖鎖の推定分解経路
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テッポウユリからエンド-β-マンノシダーゼをゲルろ過

を用いて精製した際，精製した活性ピーク（分子量約１０

万）とは別にマイナーな活性ピーク（分子量約２０万）を

観察していた１０）．このマイナーピークを精製し，構造解析

すると，エンド-β-マンノシダーゼとその会合タンパク質

の複合体であることがわかった３３）．会合タンパク質のアミ

ノ酸配列は，ビフィズス菌 α１，２-フコシダーゼ３４）の活性ド

メインと相同性があった．実際にこの会合タンパク質は

α１，２-フコシダーゼ活性があり，α１，２-フコシド結合をもつ

植物細胞壁糖鎖キシログルカンに作用した３３）．植物 N -結

合型糖鎖に α１，２結合したフコースは見いだされていない
ため，この複合体の両酵素は，基質を異にする．これらの

酵素が複合体を形成している理由は何であろうか．哺乳動

物細胞にはカテプシン A，β-ガラクトシダーゼ，シアリ

ダーゼ，N -アセチルガラクトサミン-６-硫酸スルファター

ゼから構成されるリソソーム酵素複合体が存在する３５）．こ

れらの酵素は同じ基質に対して働かないにも関わらず，複

合体を形成しているが，その理由はリソソーム内に多く発

現するプロテアーゼの攻撃からお互いを守るためだと考え

られている３５）．植物液胞で複合体を形成しているエンド-β-

マンノシダーゼと α１，２-フコシダーゼも，お互いを液胞プ

ロテアーゼの攻撃から守るために複合体を形成しているの

ではないかと推測される．

３． エンド-β-マンノシダーゼ以外の N -結合型糖鎖分解に

関わる植物酵素

２．３節で述べたように，エンド-β-マンノシダーゼは植物

N -結合型糖鎖の分解において，中核的な役割がある．植

物 N -結合型糖鎖の分解経路の全体像を掴むために，分解

に関わる酵素を図２に，それらによる推定分解経路を図７

に示している．図７はエンド-β-マンノシダーゼなど明ら

かにされている酵素の基質特異性と，これまでに活性が検

出されている酵素の推定基質特異性，植物で見いだされて

いる N -結合型糖鎖の構造を元にして描いた．ここではエ

ンド-β-マンノシダーゼ以外の酵素の各論を述べる．

３．１． 液胞 α-マンノシダーゼ

植物 α-マンノシダーゼ研究の歴史は古く，１８９５年にエ

ミール・フィッシャーがアーモンドから α-マンノシダー

ゼの活性を見つけたところから始まる３６）（彼は，アーモン

ドや酵母から複数の糖鎖加水分解酵素の活性を検出し，酵

素の基質特異性の概念，酵素の鍵と鍵穴モデルを提出し

た）．現在では，植物には数種類の α-マンノシダーゼが発

現していることがわかっているが，至適 pHが酸性の α-マ

ンノシダーゼは，１９３４年にアーモンド，アルファルファ

から見いだされた３７）．酸性 α-マンノシダーゼが N -結合型

糖鎖に作用することは，タチナタマメ由来酵素で１９６６年

に見いだされている３８，３９）．このとき，糖タンパク質糖鎖に

Manα結合があることが証明された３８）．１９７０年代後半に

は，酸性 α-マンノシダーゼが液胞４０～４２）あるいは細胞壁４３）に

発現することが示された．タチナタマメ酵素はManα１-

２Man，Manα１-３Man，Manα１-６Manのいずれの結合も加水

分解するが，Manα１-３Manβ結合を優先的に加水分解す
る４４，４５）．植物の N -結合型糖鎖で多く存在する構造の一つが

M５A構造である（図１）４６，４７）．M５Aにこの α-マンノシダー

ゼを作用させると２５），図７にある経路で加水分解され，一

連の生成物を与える．それらの生成物がエンド-β-マンノ

シダーゼの基質になる．タチナタマメ α-マンノシダーゼ

は，アミノ酸配列が一部解析されていて４８，４９），GH３８の酵

素の配列に相同性があるが，一次構造の全貌は未だに明ら

かになっていない．２０１０年になって，GH３８に属する酸性

α-マンノシダーゼの遺伝子がトマトと唐辛子より同定され

た５０～５２）．これらは細胞壁に発現し，果実の成熟に関わる遊

離糖鎖５３）の生成に関与するとされる５１，５２）．タチナタマメ α-

マンノシダーゼと同じ基質特異性を持つか明確には示され

ていないものの，これらは，酸性 α-マンノシダーゼで遺

伝子が同定された初めての例である．シロイヌナズナに

は，これらのアミノ酸配列に相同性があり，GH３８に属す

る遺伝子（At３g２６７２０，At５g１３９８０，At５g６６１５０）が見いだ

されている５４）．いずれの候補遺伝子産物が液胞に局在し，

液胞 α-マンノシダーゼに期待される基質特異性を持つの

か，生化学的解析が待たれる．

３．２． β１，２-キシロシダーゼ

植物 N -結合型糖鎖の Xylβ１-２Man結合を加水分解する

β１，２-キシロシダーゼ遺伝子はまだ同定されていない．

１９９３年にシカモアカエデの培養細胞から植物コンプレッ

クス型糖鎖の Xylβ１-２Manβ結合を分解する酵素活性が検
出され，部分精製された５５）．至適 pHは４．０で，液胞で働

くことを示唆している．この酵素は，Manα１-６（Xylβ１-２）

Manβ１-４GlcNAcβ１-４GlcNAcを基質とし，Manα１-３Manβ結
合を有するM３FXは基質としない．これらのことから，

M３FXの分解は液胞において，まず液胞 α-マンノシダー

ゼによりManα１-３Manβが加水分解され，次いで β-キシロ

シダーゼにより Xylβ１-２Manβが加水分解され，その後，
エンド-β-マンノシダーゼが作用することがわかる（図７）．

これら三つの酵素の基質特異性がぴったりと相補的になっ

ている．

同様の酵素がジャガイモ塊茎から精製された５６）．その N

末端アミノ酸配列は，塊茎の貯蔵タンパク質であるパタチ

ンの内部配列に相同性がある．パタチンのアミノ酸配列と

相同性があるジャガイモ塊茎の加水分解酵素がいくつか知

られており，発芽や病原体防御との関連が指摘されてい

る．このアミノ酸配列に相同性のある遺伝子がシロイヌナ
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ズナ（At２g２６５６０，At４g３７０５０，At４g３７０７０）に存在するが，

それらは典型的な糖質加水分解酵素とは相同性がない．構

造的に新規なファミリーに分類される糖質加水分解酵素で

あるかもしれない．これらの機能同定には，リコンビナン

ト酵素の生化学的解析が必要である．

３．３． α１，３-フコシダーゼ，α１，４-フコシダーゼ

植物コンプレックス型糖鎖の還元末端近傍の Fucα１-

３GlcNAc結合を分解する α１，３-フコシダーゼの遺伝子同定

は混乱が続いており，まだ明確になっていない．植物 α-

フコシダーゼの最初の記述は１９７７年で，アーモンドより

α１，３／４-フコシダーゼと α１，２-フコシダーゼが見いだされ

た５７）．α１，３／４-フコシダーゼは，複数のグループにより精

製が進められたが５８～６０），構造解析にまでは至らなかった．

２００６年に改めて精製されたアーモンド酵素の部分アミノ

酸配列に相同性があるシロイヌナズナ遺伝子（At２g２８１００，

GH２９）が同定され，そのリコンビナントタンパク質に α-

フコシダーゼ活性があった６１）．Le（a）２M３FX（図１）の

Fucα１-４GlcNAc結合に作用したため，α１，４-フコシダーゼ

と考えられた．本酵素は，植物コンプレックス型の N -結

合型糖鎖Manα１-６（Manα１-３）Manβ１-４GlcNAcβ１-４（Fucα１-

３）GlcNAc（M３F）の Fucα１-３GlcNAc結合には作用しなかっ

た．しかし，この酵素が植物糖鎖に作用する α１，３-フコシ

ダーゼでないとはまだ言い切れず，M３Fより小さい糖鎖

（GlcNAcβ１-４（Fucα１-３）GlcNAcなど）を基質にした活性を

検証する必要がある．

この遺伝子 At２g２８１００は，過去に α１，２-フコシダーゼと

して報告されており６２），混乱があった．他にも α１，２-フコ

シダーゼとして報告された二つの遺伝子があったが６２～６４），

ともに後になって否定される混乱もあった６５，６６）．α１，２-フコ

シダーゼ遺伝子（GH９５）は２００７年になって同定に至っ

た３３）．２．４節で前述したように，エンド-β-マンノシダーゼ

と相互作用する酵素として見いだされ，キシログルカン側

鎖の Fucα１-２Gal結合を加水分解する３３）．シロイヌナズナ

由来の酵素遺伝子（At４g３４２６０）も α１，２-フコシダーゼと

して同定された６７）．

植物 α-フコシダーゼ遺伝子の同定における混乱の原因

は酵素活性測定法にある．これら α１，３／４-フコシダーゼも

α１，２-フコシダーゼも p-ニトロフェニル-α-フコシドには作

用しないため，簡便な活性測定法が利用できない．このフ

コシダーゼの同定には，放射ラベルした糖鎖を用いて遊離

する放射能をカウントしたり，酵素反応の後に上昇すべき

糖鎖の還元性を測定する方法が用いられてきた．これらの

方法は，酵素活性の生成物を直接的に観察する方法でない

ため，結果の誤解釈が起こった．蛍光標識した糖鎖基質と

生成物を HPLCで分離・定量する方法が確実である２４，６８）．

この方法は基質調製に長い期間を要し，実際の活性測定に

も時間がかかるため，敬遠されがちである．未だに続いて

いる植物フコシダーゼ遺伝子の同定に関する混乱を解決す

るためには，今のところ，この面倒な方法を用いる他に手

段がない．

３．４． β１，３-ガラクトシダーゼ

ルイス a糖鎖をもつ植物コンプレックス型糖鎖の非還元

末端の Galβ１-３GlcNAc結合を加水分解する酵素の遺伝子

も明確になっていない．１９７４年にタチナタマメとアーモ

ンドの抽出物に Galβ１-３GlcNAc結合を加水分解する活性

が見られているが６９），その後の β１，３-ガラクトシダーゼの

精製例はない．シロイヌナズナには１７の β-ガラクトシ

ダーゼ様遺伝子（GH３５）があり７０），そのうちガラクトオ

リゴ糖の Galβ１-３Gal結合を加水分解する酵素遺伝子は同

定されているものの７０，７１），Galβ１-３GlcNAc結合を加水分解

する酵素遺伝子の同定はまだ行われていない．

３．５． β１，２-N -アセチルグルコサミニダーゼ

植物の N -結合型糖鎖で多く存在する構造の一つは

M３FX構造である４６，４７）．この糖鎖のキシロース，フコース

残基は，それぞれ β１，２-キシロース転移酵素７２），α１，３-フ

コース転移酵素７３）により転移される．これらの転移には

GlcNAcβ１-２Manα１-３構造が必要である．すなわち，まず

GlcNAcβ１-２Manα１-３が付加したM３FX（GnM３FX）が生成

し，この糖鎖に β１，２-N -アセチルグルコサミニダーゼが作

用してM３FXが生成する．M５FX（M５Aにキシロース，

フコース残基が付加した糖鎖）の存在も知られており７４），

M５FXに GlcNAcβ１-２Manα１-３が付加した糖鎖にもこの酵

素は作用すると思われる．

この酵素活性が初めて見いだされたのは，GnM３FXの

構造を決定する際にタチナタマメ由来の酵素が用いられた

ときである７５）．元々この酵素は β-N -アセチルヘキソサミ

ニダーゼとして見いだされていた７６）．２００７年になって，シ

ロイヌナズナの酵素遺伝子が同定された７７）．GH２０に分類

される HEXO１（At３g５５２６０），HEXO２（At１g０５５９０），HEXO３

（At１g６５５９０）の発現産物に GnM３FXの GlcNAcβ１-２Manα１，３-

結合を加水分解する活性が見いだされた．いずれも pH５

付近で最大活性を示す．このうち HEXO１は活性が非常に

強い．タバコ培養細胞を用いて調べると，HEXO１は液胞

に局在し，HEXO２，HEXO３は形質膜（筆者の解釈では細

胞壁）に局在する７８）．シロイヌナズナではこのうち HEXO

１，HEXO３が機能的に発現している．液胞タンパク質に

見られるM３FXの生成には HEXO１が，分泌タンパク質に

見られるM３FXの生成には HEXO３が関わる分担があるの

だろう．なお，これらの遺伝子のノックアウトシロイヌナ

ズナは，GnM３FXからM３FXへの変換が見られなくなる

が，表現型に変化はなかった７８）．最近になり，トマト，唐
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辛子の細胞壁に局在する本酵素遺伝子も同定されてい

る５１，５２）．

３．６． 細胞質 α-マンノシダーゼ

植物の細胞質 α-マンノシダーゼはまだ明確には見いだ

されていないが，その存在が示唆されている．M９構造

（図１）は小胞体・ゴルジ体でM５A構造（図１）までプロ

セシングされ２，３），コンプレックス型糖鎖を形成する．

M５Aの形成に関わる二つのゴルジ α-マンノシダーゼ Iを

欠損させてもある程度のM５Aが糖タンパク質に見られ

る４７）．これは，ゴルジ体でのプロセシング経路以外に，

M５Aを生成させる経路があることを示している．また植

物の N -結合型糖鎖で多く存在する構造の一つがM５A構造

である（図１）４６，４７）．さらに，植物細胞質遊離糖鎖で最も多

い構造がM５Aの還元末端の GlcNAcが１残基ない構造で

ある１１，７９）．このことは，M５A構造を生成させる α-マンノ

シダーゼが細胞質に存在することを示唆している．

このような α-マンノシダーゼの候補がイチョウ種子に

見いだされている８０）．この酵素はM９をM５Aにまで加水

分解する基質特異性を有していた．しかし，この酵素の局

在場所はまだ示されていない．至適 pHは５付近で８０，８１），

細胞質 α-マンノシダーゼに期待される至適 pH（中性）と

は異なる．また，部分アミノ酸配列から見いだされた相同

性遺伝子は GH３８の液胞 α-マンノシダーゼ候補遺伝子で

あった．このイチョウ種子 α-マンノシダーゼの細胞内局

在の解析と構造解析が待たれる．

哺乳動物の細胞質 α-マンノシダーゼ遺伝子（GH３８）が

同定されているが８２，８３），この遺伝子のオルソログは植物に

は見いだされない．哺乳動物と植物の細胞質遊離糖鎖の構

造が違うことと関係しているのだろう．シロイヌナズナゲ

ノムにはいくつかの α-マンノシダーゼ様遺伝子があるが，

まだ機能同定されていないものとして，M５Aを生成させ

るゴルジ α-マンノシダーゼと同じ GH４７に分類される

At１g２７５２０と At５g４３７１０がある．これらが細胞質 α-マンノ

シダーゼに相当するのかもしれない．

３．７． β１，４-N -アセチルグルコサミニダーゼ（キトビアー

ゼ）

エンド-β-マンノシダーゼの作用により，ある種のハイ

マンノース型糖鎖がオリゴマンノースと GlcNAcβ１-

４GlcNAcに分解される過程がある（図７）．オリゴマンノー

スは液胞 α-マンノシダーゼにより，GlcNAcβ１-４GlcNAcは

β１，４-N -アセチルグルコサミニダーゼ（キトビアーゼ）に

より単糖にまで分解されると考えられる．このキトビアー

ゼ遺伝子は明確になっていない．

先に述べた液胞に局在する HEXO１（At３g５５２６０，GH２０）

は候補の一つで，GlcNAcβ１-４GlcNAcを加水分解できる７７）．

また，タチナタマメ７６），コロハ芽生え８４），トウモロコシ芽

生え８５）などから，酸性領域に至適 pHを持つキトビアーゼ

が見いだされている．コロハ，トウモロコシ由来酵素の一

番良い基質が GlcNAcβ１-４GlcNAcである．これらの酵素の

遺伝子同定が待たれる．他に，エンド型キチナーゼのう

ち，GH１８のいくつかが，至適 pHが酸性で，キトビアー

ゼ活性を持つ８６～８８）．なお，哺乳動物のリソソームに局在す

るキトビアーゼも GH１８に属する８９，９０）．当該遺伝子のノッ

クアウト植物体で GlcNAcβ１-４GlcNAcが蓄積することを示

すのが本酵素遺伝子の一つの同定方法である．

３．８． エンド-β-N -アセチルグルコサミニダーゼ

N -結合型糖鎖が分解される際，糖タンパク質上の糖鎖

が分解される経路と，糖鎖が遊離されてから分解される経

路がある．後者の場合に必要な酵素がエンド-β-N -アセチ

ルグルコサミニダーゼ（本節）とペプチド：N -グリカナー

ゼ（次節）である．

エンド-β-N -アセチルグルコサミニダーゼは，N -結合型

糖鎖の還元末端近傍の GlcNAcβ１-４GlcNAc結合をエンド型

で加水分解し，還元末端に GlcNAc残基が一つある遊離糖

鎖を生成する．真核生物に広く存在する．植物酵素の活性

が初めて検出されたのは１９７７年で９１），いくつかの植物か

ら酵素が精製されている９２）．中性付近に至適 pHがあり，

細胞質に存在すると考えられている．植物酵素はハイマン

ノース型糖鎖によく作用し，キシロースが結合した糖鎖に

も作用するが，フコースが結合した糖鎖には作用しない．

植物由来の酵素ではイネ由来の酵素遺伝子（GH８５）が２００７

年に同定された１１）．シロイヌナズナにはこの酵素の遺伝子

が二つ（At３g１１０４０，At５g０５４６０）ある９３）．野生型植物の遊

離糖鎖のほとんどが，還元末端 GlcNAcが１残基の糖鎖で

あったのに対し，その二重ノックアウト変異体の遊離糖鎖

では，ほとんどが還元末端 GlcNAcが２残基の糖鎖で占め

られていた９３）．このことは，この酵素が還元末端 GlcNAc

が１残基の遊離糖鎖の生成に関わること，ペプチド：N -

グリカナーゼも遊離糖鎖の生成に関わることを示してい

る．なお，この二重変異体の表現型は野生型と変わらな

かった．

３．９． ペプチド：N -グリカナーゼ

ペプチド：N -グリカナーゼ（PNGase）は，糖ペプチド

のアスパラギン残基と N -結合型糖鎖の間のグリコシルア

ミンの部分を加水分解するアミダーゼで，１９７７年にアー

モンドから活性が検出された９４）後，真核生物に広く存在す

ることがわかった．PNGaseはその後，いくつかの植物か

ら精製されている９５，９６）．アーモンド酵素 PNGase Aは微生

物酵素とは異なり，アスパラギン残基に結合している

GlcNAc残基に α１，３-フコースをもつ糖鎖にも作用する．
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また糖タンパク質にはほとんど作用せず，糖ペプチドに作

用する．アーモンド由来（PNGase A）９７）とトマト由来９８）の

酵素遺伝子が同定されている．これらの植物酵素の至適

pHはいずれも酸性領域にあり，シロイヌナズナの対応タ

ンパク質（At３g１４９２０，At５g０５４８０）が液胞プロテオーム解

析で頻度高く現れていることと合わせて３０），この PNGase

は液胞に局在していると考えてよい．このペプチド：N -

グリカナーゼ遺伝子の発現を制御した植物体の機能解析は

まだ行われていない．糖タンパク質の液胞での分解は，プ

ロテアーゼにより短い糖ペプチドに分解された後に，

PNGaseが作用して糖鎖を遊離し，各糖鎖分解酵素が作用

して，糖鎖が完全分解される，というのが一つの分解ルー

トであろう．しかし，エンド-β-マンノシダーゼ１９）や液胞

α-マンノシダーゼ３８）は，糖鎖そのものだけでなく，タンパ

ク質（ペプチド）に結合した状態の N -結合型糖鎖にも作

用する．そのため，液胞内での糖タンパク質の分解は，ペ

プチドからも糖鎖からも起こりうる．

一方，PNGaseには中性 pH領域に至適活性をもち，細

胞質に発現するタイプのものがある．シロイヌナズナの対

応遺伝子（At５g４９５７０）のノックアウト変異体は明らかな

表現型を示さなかったが，小胞体関連分解に関わると想定

されている９９）．

４． 植物 N -結合型糖鎖分解の経路と生理機能

これまで述べてきたように，現在，植物 N -結合型糖鎖

の分解経路（図７）の全貌が見えつつある．そして近年は

同定された分解酵素の遺伝子を用いた糖鎖分解の機能解析

が行われ始めている．

β１，２-N -アセチルグルコサミニダーゼ（３．５節）やエン

ド-β-N -アセチルグルコサミニダーゼ（３．７節）のノック

アウトシロイヌナズナでは，糖鎖構造の変化は観察される

が，変異体には何の表現型も表れない７８，９３）．細胞壁に発現

する酸性 α-マンノシダーゼおよび β-N -アセチルグルコサ

ミニダーゼの発現を抑制すると果実の成熟が遅くなり，過

剰発現すると果実の成熟が促進されることが最近示され

た５１，５２）．これらの酵素は果実の成熟を促す遊離糖鎖５３）の生

成に関与していると考えられる．

しかし，液胞で発現する α-マンノシダーゼやエンド-β-

マンノシダーゼなどの糖鎖加水分解酵素を発現制御した植

物体の機能解析はまだ行われておらず，液胞における糖鎖

分解が及ぼす生理的意義はまだ明確でない．哺乳動物のリ

ソソーム病のような重篤な表現型が現れるのか，液胞の形

態や役割が異なる植物の成長段階ごとに表現型が現れるの

か，興味が持たれる．

５． 植物 N -結合型糖鎖分解研究のこれからの課題

エンド-β-マンノシダーゼの際立つ特徴はその基質特異

性で，複数の構造の糖鎖に作用し，GlcNAcβ１-４GlcNAcを

生成する．まだ遺伝子は同定されていないが，細胞質 α-

マンノシダーゼも複数の基質に作用し，M５Aを生成する．

糖鎖関連酵素の作用は一般的に糖鎖の構造多様性を生む

が，これらの酵素はそうではなく，糖鎖の構造多様性に対

応して，複数の糖鎖を基質にして一つの生成物を与え

る２４）．これらのユニークな基質特異性は，分子レベルで未

だ説明できていない．これらの酵素の構造生物学的研究

は，酵素の基質認識機構の観点から価値がある．また，

３．２節で見たように，植物コンプレックス型糖鎖の分解に

おける α-マンノシダーゼと β-キシロシダーゼとエンド-β-

マンノシダーゼの連携（基質特異性の相補性）は見事で，

それぞれの酵素の基質認識機構は興味ある課題である．こ

れらは同じ時空間で働くはず（液胞で常時発現している）

で，これらの遺伝子の発現機構も今後の一つの課題であ

る．エンド-β-マンノシダーゼと α１，２-フコシダーゼの複合

体形成の生理的意義も興味ある課題である．複合体の安定

性の解析や立体構造解析がそれを解く鍵となるであろう．

植物 N -結合型糖鎖の分解に関わる各酵素（図２）の基

質特異性解析と遺伝子同定が現在進められており，図７の

経路は明らかにされつつある．しかし，この図は概略しか

示していない．例えば，分解の各段階がどのオルガネラで

行われるか明示されていない．一部の酵素については，局

在場所がわかってきており，その情報からハイマンノース

型糖鎖の分解はM９からM５Aまでが細胞質，M５Aから単

糖に至るまでが液胞で行われていると考えられる．では，

この場合，M５Aがどのように液胞に取り込まれるのだろ

うか．オートファジーで取り込まれる糖タンパク質の主要

な糖鎖がM５Aである，ということだけであろうか．最

近，液胞膜上に発現する単糖あるいは二糖のトランスポー

ターが複数同定されている１００，１０１）．シロイヌナズナには，機

能未同定のものも含めて５０以上の単糖トランスポーター

様遺伝子がコードされている９５）．では，オリゴ糖を認識す

るトランスポーターが液胞膜上にあるのだろうか．この観

点から，哺乳動物細胞の小胞体膜上の遊離オリゴ糖を輸送

するトランスポーターの存在が示されていることは興味深

い１０２）．

図７の一連の糖鎖の還元末端部分は遊離糖鎖のものにし

ているが，実際は糖タンパク質上の糖鎖に働きうる酵素も

あり，各分解の段階において，一概に還元末端近傍の構造

は確定できない．糖タンパク質糖鎖の分解におけるエン

ド-β-N -アセチルグルコサミニダーゼとペプチド：N -グリ

カナーゼの寄与がどれほどかという問題でもある．

図７の N -結合型糖鎖の分解経路は植物特有のものであ

るが，２．３節で述べたように哺乳動物の経路とは異なる．

他の生物種における N -結合型糖鎖の分解経路はどうだろ

うか．これまでに生物種特有の糖鎖構造が見いだされてい
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ること１０３）を考えると，各生物種特有の糖鎖分解経路がある

ことは十分にありうる．比較生物学的な観点で糖鎖分解を

捉える研究は，糖鎖分解の意義に迫る一つの方法であろう．

液胞で単糖にまで分解された糖鎖がリサイクルされる過

程では，どのようなタイミングでトランスポーターを介し

て液胞から細胞質に単糖が運ばれていくのだろうか．液胞

は哺乳動物細胞のリソソームとは異なり，貯蔵装置として

の機能もある．リサイクルされずに液胞に貯め込まれる糖

鎖，単糖の割合はどれくらいであろうか．植物の各成長段

階で異なるのかもしれない．

このような「糖鎖分解」から「糖鎖代謝」１０４）につながる

研究によって，植物における糖鎖分解の生理的意義が明ら

かになるだろう．糖鎖の分解研究は，これまで生化学的な

酵素研究が中心であったが，現在では生理機能との関連の

解明を目指した研究へとシフトしてきている．これらの研

究成果が，糖鎖代謝のみならず，糖鎖生合成，糖鎖が作用

する分子の研究成果と合わさって，細胞内外での糖鎖の一

生を表す「糖鎖サイクル」１０５）の理解の一翼となっていくは

ずである．
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