
酸化タンパク質認識・結合活性を持つ Xrs２の FHAドメイ

ンと相互作用する可能性があることを示唆している．ま

た，FHAドメインとの結合には必要ないが，Lif１タンパ

ク質は細胞周期特異的に CDK活性に依存してリン酸化さ

れ，そのリン酸化が NHEJに必要であることを見いだして

いる（Matsuzaki et al ., unpublished result）．今後，どのよ

うな状況で Xrs２結合部位がこれらのタンパク質キナーゼ

によってリン酸化されるのかを明らかにすることで NHEJ

の制御機構を明らかにできるのではないかと考えている．
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植物二次代謝産物グリコシルトランスフェ
ラーゼの構造と機能

１． は じ め に

グリコシルトランスフェラーゼは糖ヌクレオチドなどの

糖供与体から受容体に糖残基を転移する反応を触媒する．

植物には二次代謝産物のグリコシル化（グルコシル化，ガ

ラクトシル化，アラビノシル化，グルクロノシル化，ラム

ノシル化など）をつかさどるグリコシルトランスフェラー

ゼ群（plant secondary product glycosyltransferases，PSPG）の

遺伝子が多数コードされており，シロイヌナズナ（Arabi-

図３ Lif１タンパク質と Xrs２タンパク質の機能ドメイン
それぞれのタンパク質の機能ドメインとその他の DSB修復タンパク質群との関係．これらのタンパク質はネッ
トワークを形成し DNA修復とそれに付随した DNA傷害に依存した応答反応を連携して行うと考えられる．
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dopsis thaliana）のゲノムではその数は１００以上にも及ぶ１）．

PSPGは植物二次代謝産物の構造的多様性の拡大に重要な

役割を果たすばかりでなく，農薬などの外来異物の代謝の

鍵酵素でもある．PSPGはまた，ほ乳類の肝臓における薬

物代謝の第二相反応（グルクロン酸抱合）において重要な

役割を果たすグルクロノシルトランスフェラーゼ（GAT）

と系統的に同じグリコシルトランスフェラーゼファミリー

（ファミリー１）に属する２）．このため，PSPGの構造と機

能に関する研究の成果は，ほ乳類の GAT研究にも大きな

インパクトを与えている．本総説では，PSPGの機能同定

と構造機能相関に関する最近の研究成果を紹介する．

２． 特定の機能をもつ PSPGの同定

PSPGはその C末端領域に PSPGボックスと呼ばれる高

度保存配列をもち１），その配列保存性に基づく PSPG遺伝

子の網羅的クローニングがさまざまな植物種で行われてき

た．PSPGの一次構造から導かれる系統関係は，PSPGの

フラボノイドに対するグリコシル化の位置特異性とある程

度の相関を示す２）．しかしながら，網羅的に取得した多数

の PSPG遺伝子のなかから真に生理的意義があるものを決

定するのは容易ではない．最近，転写ネットワーク解析と

逆遺伝学的手法を統合させた研究アプローチにより，生体

内で特定の機能を担う PSPGの同定に成功した例が報告さ

れた３）．シロイヌナズナに存在するフラボノールの多くは

７-O -ラムノシドとして存在するが，ゲノムにコードされ

る多数の PSPGのなかのどれが７-O -ラムノシル化をつか

さどっているのかは明らかでなかった．そこでまず

ATTED-IIデータベースを用いた転写ネットワーク解析に

より同植物のフラボノール生合成関連遺伝子群と協調的な

発現パターンを示す PSPG遺伝子が検索され，有力候補と

して UGT８９C１が絞り込まれた（ここで「UGT」は UDP-sugar

dependent glycosyltransferaseの略称であり，「８９C１」はファ

ミリー１のグリコシルトランスフェラーゼの系統分類番号

である）．ゲノム内の同酵素遺伝子に T-DNA（土壌細菌ア

グロバクテリウムの Tiプラスミド上の，植物ゲノムに伝

達される領域）が挿入されたシロイヌナズナではフラボ

ノール７-O -ラムノシドが生合成されないが，この表現型

は UGT８９C１の導入により相補された．また，大腸菌に

よる同遺伝子発現産物の酵素活性とその特異性も確認され

た．その結果，UGT８９C１がフラボノール７-O -ラムノシル

トランスフェラーゼであると結論された．野生型シロイヌ

ナズナにおける同遺伝子の発現パターンからもこのことが

裏づけられ，このアプローチの有用性が確かめられた．

３． PSPGの立体構造と推定触媒機構

この２～３年間でいくつかの PSPGの結晶構造が解明さ

れ，当初の予想通りそれらの全体構造は GT-Bフォールド

（ロスマンフォールドを含有する二つのドメインから構成

される）をとることがわかった（図１A）４～７）（ロスマン

フォールドは，αへリックスを介して連結した複数の βス
トランドが互いに平行に会合する型の超二次構造である）．

ブドウ（Vitis venifera）の PSPG（VvGT１）では，糖受容

体フラボノール，糖供与体アナログ（UDP-２FGlc），酵素

からなる三員複合体の結晶構造も得られ，これは PSPGの

触媒機構を立体構造の上から理解するための有力な手がか

りを与えることとなった４）．この結晶構造中では，フラボ

ノールと UDP-２FGlcは二つのドメイン間のクレフト近傍

に結合しており，フラボノール C環の３位のヒドロキシ

基と酵素の His２０，Asp１１９からなる水素結合ネットワークが

同定された．また，PSPGボックスに含まれる Asp３７４が

UDP-２FGlcの糖残基の３位および４位のヒドロキシ基と，

Gln３７５が同じ糖残基の２位のフルオロ基および３位のヒド

ロキシ基と，また His３５０が UDP-２FGlcのウリジンジホスホ

基部分とそれぞれ水素結合を形成していた（図１B）．これ

らのアミノ酸残基は PSPGに広く保存されているものであ

り，同様な相互作用がタルウマゴヤシ（Medicago trunca-

tula）の UGT７１G１の結晶構造においても観察されている５）．

このように，５００内外のアミノ酸残基からなる PSPGにお

いて，おおまかには酵素分子の N末端領域が糖受容体と

の相互作用に，C末端領域が糖受容体の認識に，それぞれ

関与していると考えられている．

PSPG反応では，転移される糖残基のアノマー炭素の立

体反転を伴う．立体反転を伴う同じファミリー１の他のグ

リコシルトランスフェラーゼの触媒機構として，in-line

single displacement mechanismが提案されている８）．VvGT１

や UGT７１G１の反応も，解かれた複合体の構造に基づいて

同様なメカニズムで説明されている（図１B）４，５）．すなわち，

VvGT１では His２０が一般塩基となってフラボノールの３-ヒ

ドロキシ基を活性化し，この活性化されたヒドロキシ基が

UGP-グルコースのアノマー炭素を攻撃する．この His２０の

働きは Asp１１９により促されると考えられており，これはセ

リン型加水分解酵素の触媒トライアドを想起させる．フラ

ボノール C環の活性化された３-ヒドロキシ基が，UDP-グ

ルコースの糖-リン酸結合の反対側からアノマー炭素を求

核攻撃する結果，アノマー炭素の立体化学が反転する．

His２０や Asp１１９を Alaに置換すると酵素活性が完全に消失す
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ることから，酵素触媒作用におけるこれらの残基の重要性

が支持されている．

なお冒頭で述べたように，ヒト肝臓における解毒代謝の

第二相反応をつかさどる GATは PSPGと同じくファミ

リー１に属し，その C末端側の触媒ドメインは PSPGと

一次構造上の相同性を示す．一次構造の比較から，VvGT１

の His２０や Asp１１９に対応するヒスチジンやアスパラギン酸

残基が GATの配列中にも保存されていることが示されて

いた（図１C）．２００７年にヒト GATのアイソザイムのひと

つ（UGT２B７）について，その C末端側触媒ドメインの結

晶構造が解かれ，この触媒ドメインは立体構造の上でも

PSPGと相同であることが示された９）．これらの観察や変

異解析の結果にもとづいて，UGT２B７についても上述の

PSPGの場合と同様な触媒機構が提案された９）．

図１ ブドウのグルコシルトランスフェラーゼ VvGT１の酵素・基質・阻害剤複合体の結晶構造（A，全体構造），活性部位
における酵素と基質の相互作用（B，模式図），および各種のグリコシルトランスフェラーゼの重要残基のアラインメ
ント（C）

（A）酵素分子をリボンモデルで，糖受容体（フラボノール，k）と糖供与体アナログ（ウリジンジホスホ２-デオキシ２-フルオ
ログルコース，UDP-２FGlc；u）をスティックモデルで示す．（B）酵素に結合する UDP-２FGlcの糖残基部分とフラボノールの
構造を灰色で示し，主な炭素番号を付した．フラボノールの構造中の A，B，Cはそれぞれ A環，B環，C環を示す．点線
（直線）は水素結合を示す．曲がった矢印は，この酵素について提案されている in-line single displacement mechanismを示す．
（C）aは結晶構造が明らかにされている酵素群であり，このうち VvGT１と UGT７２B１は糖供与体アナログ・糖受容体・酵素
の三員複合体の構造が解かれており，UGT７１G１は糖供与体・酵素複合体の構造が解かれている．重要残基どうしの水素結
合を点線で，重要残基と基質との相互作用を括弧つきの点線で示す（Nu，糖受容体の求核基；Sugar，糖供与体の糖残基）．
bの酵素群の結晶構造はまだ明らかにされていない．酵素の名称は本文を参照のこと．右肩に＊を付した酵素はヒトの GAT
である．
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４． 触媒戦略の可塑性？

植物の外来異物代謝において，PSPGのなかには O -グ

リコシル化ばかりでなく N -グリコシル化も行うものがあ

る．シロイヌナズナのゲノムにコードされる PSPGのうち

の４４種類が大腸菌細胞により異種発現され，フェノール，

アニリン，チオフェノールの各誘導体に対する発現産物の

グリコシル化能が調べられた７）．その結果，O -グリコシル

化能とともにN -グリコシル化能も有するPSPG（UGT７２B１）

が見いだされた．O -および N -グリコシル化の特異性に関

する構造面からの理解を深めるため，トリクロロフェノー

ル，UDP-２FGlc，UGT７２B１の３員複合体の結晶構造が決

定された７）．この酵素の活性部位構造は，上に述べた

VvGT１や UGT７１G１のものとは異なる特徴をもっていた．

す な わ ち３員 複 合 体 構 造 中 で は，UGT７２B１の His１９

（VvGT１の His２０に相当）はトリクロロフェノールのヒド

ロキシ基と水素結合を形成するものの，Asp１１７（VvGT１の

Asp１１９に相当）とは水素結合せず，代わりに Ser１４と水素結

合している（図１C）．この酵素では，His１９は一般塩基触

媒としてはたらくのではなく，糖受容体のアミノ基との水

素結合形成によりその立体配座を制御し，その求核試薬と

してのはたらきに適した電子密度をもつようにしているも

のと推定された．His１９をグルタミン（側鎖は基質アミノ

基と水素結合能をもつが塩基としてのはたらきはもたな

い）に置換すると，酵素の O -グリコシル化活性が損なわ

れたが N -グリコシル化活性は残存した．さらに同酵素の

オルソログで O -グリコシル化能のみを有するセイヨウア

ブラナ（Brassica napus）の BnUGT（UGT７２B１との配列

同一性，８５％）との間のドメインシャッフリングも行われ，

UGT７２B１の N -グリコシル化活性の鍵となるアミノ酸残基

の同定が試みられた７）．その結果，両酵素間の N -グリコシ

ル化活性の違いは二つのアミノ酸残基（UGT７２B１の Asn３１２

と Tyr３１５）のみによって支配されることがわかった．Tyr３１５

の側鎖は Ser１４を含むループの主鎖と相互作用しており，

His１９の配座に影響を与えることが示唆された．また Asn３１２

もその近傍に位置していた．UGT７２B１の触媒戦略は，

VvGT１や UGT７１G１で提案されている触媒戦略のひとつ

のバリエーションとなっていると考えられる．環境中で植

物が曝される外来異物（農薬など）や植物自身が生産する

二次代謝産物の構造や反応性は多様である．植物はそうし

た多様な構造や反応性をもつ化合物群のグリコシル化に対

応するために，化合物の構造や反応性に応じて基質認識機

構や触媒戦略を柔軟に改変しながら PSPG群を進化させて

きたのかもしれない．こうした PSPG群の触媒戦略の可塑

性（plasticity）を暗示する別の事例が，イソフラボングル

コシルトランスフェラーゼ（GmIF７GT）について報告さ

れている１０）．興味深いことにダイズ実生の根から単離され

た GmIF７GTは N末端側の４９残基を欠失しており，VvGT１

の His２０に相当するアミノ酸残基をもたないにもかかわ

らず，組換え型酵素（全長型）に匹敵する kcatを示すこと

がわかった．組換え型 GmIF７GTの His１５や Asp１２５（それぞ

れ VvGT１の His２０と Asp１１９に対応する；図１C）をアラニ

ンに置換しても変異体は有意な酵素活性を示す一方，

Glu３９２をアラニンに置換した場合に kcatが１／２０００に減少し

た．この結果は GmIF７GTが VvGT１や UGT７１G１とは異な

る触媒戦略をとっている可能性を示唆しており，今後の解

明が待たれる．またこれと関連して，ヒトの GATのアイ

ソザイムのなかに，VvGT１の His２０の対応するアミノ酸残

基がロイシンとなっているもの（UGT２B１０）が存在する

という興味深い事実がある（図１C）．この GATの基質や

生理機能は長らくの間不明であったが，最近，同酵素がニ

コチンの N -グルクロノシル化活性をもつことが示され

た１１）．このことから，触媒戦略の可塑性が PSPGばかりで

なくファミリー１の酵素全体にまで拡張されうることが示

唆される．

５． グリコシル化の位置特異性の鍵を握るもの

フラボノイドなどの植物二次代謝産物はその分子内に複

数の求核基をもつことが多い．例えばタマネギやブロッコ

リーなどに多く含まれヒトに対する数々の重要な生理活性

を示すフラボノールの一種ケルセチンは五つのヒドロキシ

基をもち（図１B），その位置選択的なグリコシル化はケル

セチンの生理機能や動態に大きな影響を与える．前出の

UGT７１G１はケルセチンの５種類のモノグルコシル化物を

すべて生成し，そのうち B環の３′位のグルコシル化物が

主生成物である．UGT７１G１の酵素基質複合体の構造モデ

ルから，酵素のケルセチン結合部位を構成すると考えられ

るアミノ酸残基が絞り込まれ，グリコシル化の位置特異性

に対するこれらのアミノ酸残基の置換の影響が調べられ

た１２）．その結果，Phe１４８→Valまたは Tyr２０２→Alaというアミ

ノ酸置換により，グリコシル化は C環の３位に特異的に

起こるようになった．構造モデルによれば，Phe１４８と Tyr２０２

はともに酵素の糖受容体結合部位の一端に互いに近接して

存在する．それらを嵩の低い残基で置き換えると糖受容体

結合部位の容積が変化し，糖受容体結合部位内でのケルセ

チンの収容様式が変わり，その３位のヒドロキシ基が
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UDP-グルコースのアノマー炭素の近傍に配向できるよう

になるものと解釈された．最近，互いの配列同一性が高い

にもかかわらずケルセチンに対するグルコシル化の位置特

異性が異なる二つの PSPG（シロイヌナズナの UGT７４F１

と UGT７４F２；配列同一性，７６％）を用いて，両酵素の位

置特異性の違いを支配するアミノ酸残基を検索する研究が

行われた１３）．その結果抽出されたアミノ酸残基は両酵素の

１４２位に位置し，UGT７４F１の Asn１４２をチロシン（UGT７４F２

における対応残基）に置換すると，ケルセチンの７，３′，４′

位をグルコシル化する能力があった UGT７４F１は B環の４′

位にほぼ特異的となった．構造モデルによればこの Asn１４２

は UGT７４F１の αへリックス（Nα４）のなかに存在してお
り，基質のみならず触媒残基や糖受容体結合部位構成アミ

ノ酸残基とも相互作用するようには見えなかった．これら

の結果は，PSPGのグリコシル化の位置特異性が，酵素の

糖受容体結合部位を構成するアミノ酸残基ばかりでなく，

酵素分子全体の構造にもその基礎を置いている可能性を物

語っている．

６． PSPGの糖供与体特異性

PSPGの糖供与体（糖ヌクレオチド）特異性は一般に厳

密である．前述のように，この厳密な特異性の仕組みの少

なくとも一部分は，PSPGボックス中に存在する複数のア

ミノ酸残基と糖残基との間の水素結合を介した特異的相互

作用によって理解されている３～５）．PSPGの糖供与体特異性

をタンパク工学的に改変することができるか否かは興味あ

る問題である．この点については，２００４年に先駆的な研

究が報告されている１４）．グルコシルトランスフェラーゼと

ガラクトシルトランスフェラーゼにおける PSPGボックス

配列の比較から，前者ではグルタミンに，また後者ではヒ

スチジンになっている部位が見いだされた（図１C）．そこ

でコガネバナ（Scutellaria baicalensis）のフラボノイド７-

O -グルコシルトランスフェラーゼ（SbF７GT，弱いながら

もガラクトシルトランスフェラーゼも示す）の対応する

Gln３８２をヒスチジンに，またウド（Aralia cordata）のアン

トシアニンガラクトシルトランスフェラーゼ（ACGaT，

弱いながらもグルコシルトランスフェラーゼも示す）の対

応する His３７４をグルタミンに，それぞれ置換した変異体が

作製され，速度論解析が行われた．その結果 ACGaT変異

体では，本来のガラクトシルトランスフェラーゼ活性がほ

ぼ保持されたままグルコシルトランスフェラーゼの触媒効

率が２６倍に上昇した．一方，SbF７GT変異体ではグルコ

シルトランスフェラーゼとガラクトシルトランスフェラー

ゼの触媒効率が両方とも減少したが，減少の度合いはグル

コシルトランスフェラーゼ活性の方が大きかった．この研

究における置換部位は VvGT１の Gln３７５や UGT７１G１の

Gln３８２に対応する（図１C）．前述のように両酵素ではこれ

らの残基は UDP-グルコースの２位および３位のヒドロキ

シ基と水素結合しており，グルコースとガラクトースの識

別には直接かかわらないように見える．PSPGの糖供与体

特異性は酵素反応における糖ヌクレオチドの遷移状態の構

造と酵素の立体配座との関連で議論されるべきなのかもし

れない．

７． お わ り に

グリコシル化は，生理活性物質の水溶性や安定性を向上

させ，その活性や体内動態に大きな影響を与えるため，産

業面でも大きな関心が寄せられ，PSPGや PSPG発現細胞

を用いる生理活性配糖体合成の試みも活発に行われてい

る１）．PSPGを用いる生理活性グルコシドの酵素的合成に

おいては，UDP-グルコースが高価であることや，反応生

成物の UDPが多くの場合阻害剤として作用するなどの点

が技術的な課題として残されていたが，最近，UDP-グル

コースの再生系が考案され１５），この課題の解決に期待がも

たれている．今後，PSPGの触媒機構や基質認識機構のさ

らなる解明とともに，PSPGの有用配糖体生産への利用の

検討にもますます拍車がかかるであろう．
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糖鎖インフォマティクスの概要

１． は じ め に

糖鎖は DNAとアミノ酸配列に加え，情報を担う第三の

分子と考えられている．情報として糖鎖を扱う研究分野は

「グライコミクス」と「グライコームインフォマティクス」

に分けられる．「グライコミクス」では糖タンパク質にお

ける糖鎖付加部位と糖鎖構造を網羅的に決定することによ

り，糖鎖の機能解析を行う．一方，「グライコインフォマ

ティクス」（糖鎖インフォマティクス）では，グライコミ

クスから得られた構造情報とゲノム，プロテオームなどの

他のオーム情報を組み合わせて，生物学的に有用な情報を

抽出することにより，糖鎖の機能解明を行う．糖鎖イン

フォマティクスの方法論として，この数年間，新しいアル

ゴリズムやモデルが次々に開発されてきた．この促進に

は，以下の三箇所の大規模糖鎖データベースプロジェクト

が大きな役割を果たした．

�ドイツがん研究センターの GLYCOSCIENCES. de

データベース１）

�米国 Consortium for Functional Glycomics（CFG）の糖

鎖データベース２）

�京都大学化学研究所の KEGG GLYCANデータベー

ス３）

これらの糖鎖データベースの基となるデータは１９９０年

代に開発された，米国ジョージア大学の CarbBankデータ

ベースに由来する．CarbBankプロジェクトの終了後，新

しいデータベースが各々構築され，個別に糖鎖構造情報記

述の形式を決め，データ収集を行っていった（表１）．こ

のため，現在，これらのデータベース間ではデータ交換が

困難である．データ交換を容易にするために，GLYDE-II

と呼ぶ糖鎖構造情報のための XML（eXtensible Markup Lan-

guage）標準が提案された４）．今後，ユーザーは，GLYDE-II

によって仮想的に統合された糖鎖情報を容易に入手できる

ようになる．

糖鎖インフォマティクスの研究は，主に次のテーマに関

して行われている．

�糖鎖バイオマーカーの予測

�糖鎖構造解析

�糖鎖構造マイニング

�糖鎖構造予測

各々を以下に簡単に紹介する．

表１ 主な糖鎖構造データベースの一覧

データベース名 内 容 URL 形 式

GLYCOSCIENCES. de CarbBank及び PDBより糖鎖構造を抽出した．糖鎖
構造と質量分析情報が含まれている．

http:／／www.glycosciences.de LINUCS

KEGG GLYCAN KEGGデータベースの一部であり，糖鎖構造が
KEGG GENESや PATHWAYの情報にリンクされ
ている．また，糖転移酵素や糖結合タンパク質情報
は KEGG BRITEに分類されている．

http:／／www.genome.jp／kegg／glycan／ KEGG Chemical
Function（KCF）

CFG CarbBankの N 型と O 型糖鎖の情報に加えて，Gly-
coMinds社のシードデータベースが含まれている．
また，CFGの組織や細胞情報，糖鎖アレイ情報と
CFG独自で合成した糖鎖の情報も蓄積されている．

http:／／www.functionalglycomics.org／ IUPAC
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