
高分子の EED１を含む複合体がリンカーヒストン H１の２６

番目のリジン残基をメチル化するという報告がある１５）．H１

K２６のメチル化の機能についてはまだ不明な点が多いが，

メチル化 H１K２６に HP１が結合することが明らかにされ，

ヘテロクロマチンの形成に関与している可能性が示唆され

ている．

３． ヒストンのアルギニン残基のメチル化と転写制御

リジン残基に加え，ヒストンのアルギニン残基もメチル

化される．これまでに知られている主なメチル化部位は，

ヒストン H３の R２，R８，R１７，R２６やヒストン H４の R３

で，核内レセプターをはじめ様々なアクチベーターによる

転写活性化に関与することが報告されている．ヒストンの

アルギニンメチル化酵素は PRMT１，PRMT４（CARM１），

PRMT５などが知られ，脱メチル化酵素として PADI４が同

定されている．

お わ り に

以上のように，ヒストンのメチル化にはさまざまな分子

が関与し，クロマチンの構造変化や遺伝子発現の制御など

多彩な機能がある．しかし，未同定の分子も数多く残され

ており，一つ一つの現象を分子レベルで解明するためには

さらなる研究が必要である．ヒストンのメチル化は，ゲノ

ムインプリンティングや X染色体の不活化のみならずが

んなどの疾病との関連も示唆されており，クロマチンの修

飾を介した遺伝子の発現制御機構を解明することはさまざ

まな生物現象を理解するうえで非常に重要であると思われ

る．
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ペプチド-GalNAc転移酵素の立体構造：
レクチンドメインと糖転移活性ドメイン

１． は じ め に

糖鎖修飾は約５０％ものタンパク質になされ１），その構造

と機能は多様である．糖タンパク質は糖鎖修飾によってア

ミノ酸配列が同じでも機能や局在が異なる多くのバリエー

ションを得ている．糖鎖そのものの構造解析や機能の研究

と並んで，機能的糖鎖がどのように合成されるか，換言す

ればどのように遺伝情報としてコードされ翻訳されている

かを解明することは，ポストゲノム時代の大きな課題の一

つである．

糖鎖の伸張反応は糖転移酵素によって触媒される．現在

２００近くのヒト由来酵素がクローニングされ，活性が同定

されている．大部分の糖転移酵素は糖ヌクレオチドを糖供

与体基質とし，単糖を受容体基質へ転移する．糖転移酵素

の基質特異性は厳密で，どの供与体からどの受容体へ，ど
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のような結合様式で転移するかが決まっている．最初にク

ローニングされた糖転移酵素 β４GalT１の例で示すと，

UDP-ガラクトースからガラクトースを β結合で N -アセチ

ルグルコサミンの４位の水酸基に転移する酵素である２）．

糖転移酵素の機能を解明するということは，供与体基質と

受容体基質をどのように認識し，それらをどのような空間

的位置関係に配向し，新しいグリコシド結合を作るかを理

解することにある．

同じ供与体基質を利用し同じグリコシド結合を作る酵素

はアミノ酸配列の類似性が明らかで，ファミリーとして分

類可能である．一方で，受容体基質に関しては，アミノ酸

配列からの予想分類はなされていない．従って酵素の機能

解析においても，細胞内での本来の受容体基質を解明する

ことが酵素の機能を理解することと同義となっている．

酵素の触媒機構を理解するためには酵素の立体構造の情

報は不可欠である．これまでに哺乳類由来の１４種類の糖

転移酵素が構造解析されている（表１）．上述したように

糖転移酵素の場合，同一ファミリー内での微妙な受容体基

質の差異を明らかにすることが最終目標で，それを可能に

するためには比較対照としてファミリー内の酵素の構造が

挙げられていることが必須である．グルクロン酸転移酵素

の例では受容体基質の認識機構の違いが立体構造の上で明

確に議論されているが，これはむしろ希有な例である３）．

近年，ポリペプチド鎖に N -アセチルガラクトサミン

（GalNAc）を転移する酵素，pp-GalNAc-Tファミリーから

-T１４），-T２５），-T１０６）（以後単に T１等と表記）の構造が報告

された．pp-GalNAc-Tはタンパク質のセリンまたはスレオ

ニン残基の水酸基に α結合で GalNAcを転移する酵素で，

ムチン型 O -グリカンの根本構造（Tn構造）を作る７）．こ

の酵素はどのタンパク質のどの残基の上に O -グリカンを

付けるのかを支配している．そして，この GalNAcの上に

さらに複雑な糖鎖構造が合成されていく．これまでにヒト

で１５種類のアイソザイムがクローニングされ，受容体ペ

プチド基質の特異性や組織特異的な発現などの各酵素の特

徴が報告されている．

本稿前半では三つの pp-GalNAc-Tの構造を比較して，

T１０の基質特異性を生み出している要因について述べる．

後半ではこのファミリー共通の触媒機構，特に供与体基質

結合に伴う酵素の構造変化について推測する．

２． 基質特異性を規定する構造的因子

我々は，T１０が GalNAc修飾のないペプチド基質に対し

ては活性を示さず，逆に GalNAc付加された基質に活性を

示すことを報告した８）．ムチンボックスのように O -グリカ

ンは密集して付加されることが多い．多くの pp-GalNAc-T

は GalNAc修飾のない基質にもある基質にも反応する．一

般に GalNAcの存在は基質結合において立体障害を引き起

こすため，GalNAc修飾が多くなるほど反応性は低下して

くる９）．一方で，全ての pp-GalNAc-Tはレクチンドメイン

を持っていて，GalNAc付加基質を認識し反応性に正の寄

与を与えると信じられているが，その証明は GalNAc未修

飾の基質との反応が分離できないため困難である．T１０は

GalNAc未修飾の基質とほとんど反応しないため，レクチ

ンドメインの反応に対する寄与を調べるには格好の材料で

ある．

図１Aに T１，T２，T１０のリボンモデルによる全体構造

を示す．三つの酵素共に，N末端側約４００残基の触媒ドメ

イン（水色）と C末端側約１５０残基のレクチンドメイン

（緑色）が十数残基ほどのリンカー（赤色）で繋がれてい

る．触媒ドメインはロスマンフォールドで，GT-A型に分

類される他の糖転移酵素と類似している１０）．いずれの結晶

構造中にも触媒中心にはMnイオンが配位しており，活性

中心を示している（図中紫色の空間充填モデル）．レクチ

ンドメインは R型レクチンに分類され，αβγの三つのサブ
ドメインからなる．他のレクチンとのアミノ酸配列比較解

析から，T１，T２は αのみに糖結合活性を有することが予
測されている１１）．一方，T１０ではレクチンの βサブドメイ
ンに糖（GalNAc―Ser）が結合することが X線結晶学的に

証明されている．このことはアミノ酸配列の保存性とも一

致していて，T１０の特徴である．

三つの酵素のドメイン間の配向を比較すると T１０だけ

が他の二つと大きく異なることが分かる．T１，T２では比

較的フラットで，活性中心が露出しているのに対し，T１０

ではレクチンドメインは活性中心をカバーするような位置

にあり，活性中心に至る溝構造を造っている．T１，T２は

GalNAc未修飾の基質にも反応することから，我々はドメ

イン間の配向が基質結合に影響を及ぼしている可能性を指

摘し，T１０の触媒ドメインとレクチンドメインを T１のリ

ンカー配列で繋いだキメラ酵素が GalNAc未修飾の基質に

も反応することを示した６）．また，T１０は GalNAc修飾基

質に活性を示すが，T１０レクチンドメインの βサブドメイ
ンにある糖鎖結合部位はこの溝の一方の内壁に位置するの

で，このこともよく一致している．

pp-GalNAc-Tのドメイン間配向を決めているのは，おも

に各ドメインとリンカー部分との相互作用とリンカー部分

の立体構造である．リンカー部分のアミノ酸配列アライン
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メントを見ると（図１B），中心のプロリンを除いてほとん

ど保存されていないことが分かる．従って，pp-GalNAc-T

間でリンカーとの相互作用やリンカーの構造が異なってい

ることが予想され，そのことからドメイン間配向が異な

り，さらには基質特異性が異なることが当然類推される．

しかしながら，リンカーの構造／相互作用予測は困難で，

まだ構造解析されていない pp-GalNAc-Tのドメイン間配

向と基質特異性の関連を解析するには，その酵素の立体構

造解析が必須である．

３． 反応機構―基質結合に伴う構造変化

pp-GalNAc-Tは UDP―α-GalNAcから GalNAcを転移し，

GalNAc-α-Ser／Thr構造を作る保持型糖転移酵素である．

この型の糖転移酵素反応は反転型求核置換反応が二回起こ

るメカニズムが，保持型グルコシダーゼのアナロジーとし

て提唱されている１２）．この場合，GalNAcが酵素と共有結

合した反応中間体が形成されるが，糖転移酵素で同定され

た例はない１３）．

三つの酵素は，全て異なる基質との複合体として構造解

析されていて，それらを比較することで，三者で共通だと

表１ 立体構造が解明された哺乳類由来の糖転移酵素

酵 素 発 現 系 生 物 種 文 献

β１，４-GalT１
NSO
哺乳類培養細胞

ウシ
Gastinel et al .１９９９
Embo J.１８,３５４６

GnTI（β１，２-GnT） バキュロウイルス ラット
Unligil et al .２０００
Embo J.１９,５２６９

β１，３-GlcAT１ 大腸菌 ヒト
Pedersen et al .２０００
J. Biol. Chem.２７５,３４５８０

α１，３-GalT 大腸菌 ウシ
Gastinel et al .２００１
Embo J.２０,６３８

ABO Gal／GalNAcT
大腸菌
（リフォールディング）

ヒト
Patenaude et al .２００２
Nat. Struct. Biol.９,６８５

EXTL２
（α１，４-GlcNAc／GalNAcT）

大腸菌 ヒト
Pedersen et al .２００３
J. Biol. Chem.２７８,１４４２０

pp-GalNAc-T１ メタノール酵母 マウス
Fritz et al .２００４
PNAS１０１,１５３０７

β１，３-GlcAT-P（HNK） 大腸菌 ヒト
Kakuda et al .２００４
J. Biol. Chem.２７９,２２６９３

pp-GalNAc-T２ メタノール酵母 ヒト
Fritz et al .２００６
J. Biol. Chem.２８１,８６１３

pp-GalNAc-T１０ メタノール酵母 ヒト
Kubota et al .２００６
J. Mol. Biol.３５９,７０８

β１，３-GlcAT-S（HNK） 大腸菌 ヒト
Shiba et al .２００６
Proteins; online１６８９７７７１

C２GnT-L
CHO
哺乳類培養細胞

マウス
Pak et al .２００６
J. Biol. Chem.２８１,２６６９３

β１，３-GnT（Fringe） バキュロウイルス マウス
Jinek et al .２００６
Nat. Struct. Mol. Biol.１３,９４５

FUT８ バキュロウイルス ヒト
Ihara et al .２００７
Glycobiology１４,１３９

「日本結晶成長学会誌」Vol.３３，No.５（２００６），p.３７６より一部改変して掲載
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思われる反応機構を考察することが可能である．三者の触

媒ドメインを比較すると基本的なフォールディング構造は

極めて類似しているが，WGGEモチーフのループ構造と

Mnイオンに配位しているヒスチジン直後の十数残基の

ループ構造が大きく異なっていることが分かった．T１は

基質を含まない構造，T２のペプチド基質との複合体構造，

T１０を受容体基質との複合体構造と見立てて，その構造変

化を類推することができる（図２A）．

まず，UDP―GalNAcが酵素に結合し，WGGEループが

構造変化する．さらにその上から，UDP―GalNAcを押さ

え込むように大きなループの構造変化が起こる．これによ

り，ペプチド基質が入るためのポケットが完成，受容体基

質が酵素に結合する．糖転移反応の後，糖ペプチド，UDP

の順に解離し，サイクルが完成する．一連の構造モデル

は，この酵素の初期定常状態の速度論がシークエンシャル

機構であることと完全に一致する．またWGGEループの

構造変化は別のファミリーの β４GalT１で報告されている

変化と酷似している１４）．

図１ A 三つの pp-GalNAc-T１，-T２，-T１０の結晶構造．触媒ドメイン（水色）
の Cαが最もよく重なるように配置した．レクチンドメインを緑色で示
し，さらに糖鎖付加予測部位（T１０に関しては結晶構造で確認）の残基
を青色のボール-アンド-スティックモデルで示す．活性中心の位置とし
てMnイオンを紫色のボールで示す．二つのドメインはリンカー配列
（赤色）により繋がれている．B リンカー配列のアミノ酸配列．パネル

Aで赤色で示されている T１，T２，T１０のリンカーを赤字で示す．シーク
エンスアラインメント上保存されているプロリンを袋字で示す．
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図２ A pp-GalNAc-T反応サイクルにおける構造変化．WGGEループ（G３３８～Q３４６：T１０）と大
きなループ（I３７１～A３８７：T１０）を除いた触媒ドメインの空間充填モデル（灰色）は T１０（PDB：
２D７I）より．［ ］内は酵素複合体分子種を示し，黒字は実際に構造解析されたもので，T１
（PDB：１XHB），T２（PDB：２FFV）．赤字は三つの構造よりモデル作成したもの．各ループ
の構造は各酵素との重ね合わせ図より抽出した（T１：青色，T２：ピンク色）．基質／生成物は
ボール-アンド-スティックで表示．B ［酵素―UDP-GalNAc―EA２］複合体モデルのステレオ
図．T１０（PDB：２D７I）と T２（PDB：２FFU）との酵素部分の重ね合わせ図よりそのまま抜き
出した．GalNAcの C１炭素と EA２の糖鎖付加を受けるスレオニン残基の γ酸素原子の位置
に注目．ラインモデルとして，Mnイオンに配位している（D×H＋H）モチーフの残基を示す．
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T１０の構造では UDP―GalNAcは分解されているが，分

解後の UDPを遊離させない機構を備えていることの意義

は何であろうか．T１０に見られる UDPと GalNAcの構造

では GalNAcのアノマー炭素原子の α位側が広く空いてい
る．T１０の GalNAcの位置と，T２のペプチド基質の位置

は反応生成物である GalNAc-α-Serがそのままおけるよう

な位置関係にあって非常に合理的であり，T１０の構造が反

応中間体の構造を反映していることを示唆している（図２

B）．T２の構造では GalNAcを攻撃する受容体基質のスレ

オニンの水酸基は UDPのリン酸基と水素結合している．

二回目の求核置換反応のためスレオニンのプロトンが引き

抜かれるが，そのルイス塩基はアミノ酸側鎖ではなく，

UDPのリン酸基かもしれない１５）．UDPは二回目の反応の

活性基であるので，そのまま遊離させないように酵素は固

く保持しているのだろう．図の反応サイクル中には，例え

ば酵素と UDP―GalNAcとの ES複合体など，まだ予想にす

ぎない分子種が多く残っている．今後の構造解析の進展を

待ちたい．

４． お わ り に

糖転移酵素は供与体基質と結合様式の特異性からいくつ

かのファミリーを形成していて，アミノ酸配列比較の類似

性もはっきりしている．また，計算機科学によりファミ

リーの構造が一つ解ければドメインの構造予測は可能であ

る．しかしながら糖転移酵素の場合，ファミリー内で受容

体基質の特異性の違いを明らかにすること，その違いを生

み出す機構を理解することが重要である．アミノ酸配列比

較から「違い」において重要な残基を予測することは困難

であるし，その違いはどのような相互作用に拠っているか

を理解することは不可能である．pp-GalNAc-Tでは二つの

ドメインからなる酵素で，ドメイン間配向が重要である場

合，その予測はますます困難であろう．これら「違い」の

解明には，立体構造の情報は不可欠である．しかも，ファ

ミリーの一員の構造が解けたから終わりではなく，複数の

メンバーの構造を解き比較することで初めて基質特異性の

違いの真相に迫れる．今後とも哺乳類由来の糖転移酵素の

構造解析は報告され続けるであろうし，たくさんの比較対

象としての構造が枚挙されることにより，基質認識の全体

像が見えてくるものであろうと思われる．
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中枢神経系に特異的に発現するコンドロイ
チン硫酸プロテオグリカン，ニューログリ
カン Cの機能

１． は じ め に

プロテオグリカン（PG）は硫酸化グリコサミノグリカ

ン（GAG）鎖が共有結合したタンパク質の総称である．
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