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序論 

	 生体内において、糖質にはエネルギー源としての役割と生体構成分子としての役割を

もつものが存在する。エネルギー源としての糖質には、グルコースやフルクトースなど

の単糖類、マルトース（麦芽糖）やラクトース（乳糖）やスクロース（砂糖）などの二

糖類、そして糖ポリマーとしてデンプンやセルロースなどの単純多糖や、ヘミセルロー

スやヒアルロン酸などの複合多糖がある。一方で、生体構成分子としての糖質は「糖鎖」

と呼ばれ、マンノースやガラクトースなどの十数種類単糖がグリコシド結合して構成さ

れる糖の鎖であり、構成する糖の種類や結合様式により様々な構造形態を有する。糖鎖

は生体内において脂質やタンパク質と結合したグライココンジュゲートとして存在し、

細胞内外において様々な生命現象に関与していることが知られている。糖脂質は一般的

に細胞表面に存在し、細胞膜を介したシグナル伝達に関与することが広く知られている。

一方、タンパク質の翻訳後修飾の 1 つとして糖鎖が結合した糖タンパク質は細胞表面ま

たは細胞外へ分泌された形で存在し、コアとなるタンパク質の性質に応じて糖鎖の役割

は様々である。タンパク質に結合した糖鎖の役割は、構造安定化や輸送などのタンパク

質の機能性の修飾や、糖鎖の細胞間相互作用を利用した自己非自己の認識や免疫機能へ

の関与など多岐にわたる。 

	 糖タンパク質には、窒素原子を介してペプチドのアスパラギン残基に結合した N−グリ

カン、およびセリン/スレオニン残基に結合した O−グリカンが存在する。いずれも共通

するコア構造を持つ様々な構造バリエーションが存在し、コア構造の側鎖に生物活性を

有する糖鎖抗原が発現している。特に、N−グリカンはトリマンノシルコア構造（Fig. 

introduction−1）と呼ばれる N−アセチル−D−グルコサミン（GlcNAc）2 残基とマンノース

3 残基から構成されるコア構造を持ち、このコア構造は全ての N−グリカン構造が共通し

て持つ点において非常に特徴的であるといえる。N−グリカンは殆ど全ての生物に存在し

ているが、N−グリカンの生合成経路や最終構造などは発現する細胞や生物種間で異なる

場合がある。特に、植物型 N−グリカンに最も特徴的な点として、トリマンノシルコア構
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造のβマンノースへのβ1,2キシロースや最も還元末端側に位置する GlcNAcへのα1,3フコ

ースの付加が挙げられる（Fig. introduction−1, 点線枠内）。植物型 N−グリカン構造は、N

−グリカン構造の非還元末端側のグリコシル結合部やコア構造に付加する糖に基づき、ハ

イマンノース型、複合型、パウチマンノース型の 3 タイプに分類される（Fig. introduction

−1）。ハイマンノース型 N−グリカンはトリマンノシルコア構造のマンノース 3 残基に加

えて 1〜6 残基のα−マンノースが付加した構造、複合型 N−グリカンはトリマンノシルコ

ア構造の非還元末端に GlcNAcやガラクトース、フコースなどの糖残基が付加した構造、

パウチマンノース型 N−グリカンは主にトリマンノシルコア構造にβ1,2キシロースおよび

α1,3 フコースが付加した構造である。 

 

 

Fig. introduction−1	 植物に多く検出される N—グリカン構造例 

 

	 N−グリカン構造の生合成は小胞体（Endoplasmic reticulum, ER）およびゴルジ器官で行

われ、様々な糖転移酵素および糖加水分解酵素により厳密に制御されている（Fig. 

introduction−2）。まず、小胞体において PP ドリコールオリゴ糖がオリゴ糖転移酵素によ

り新生ポリペプチド鎖の Asn−X−Ser/Thr 側鎖（X はプロリンを除くアミノ酸）への転移

High-mannose type

Complex type Paucimannose type

Mannose� Xylose� Galactose�Fucose�

N-acetyl-D-glucosamine�GlcNAc��
Trimannosyl core structure�
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が行われる。このドリコールオリゴ糖の転移後、N—グリカン前駆体は ER グルコシダー

ゼにより 2 残基の GlcNAc と 9 残基のマンノースから構成されるハイマンノース型オリ

ゴ糖（M9 構造）に変換される。この ER グルコシダーゼによるトリミングの後、M9 は

ER α—マンノシダーゼおよびゴルジα−マンノシダーゼにより 2残基の GlcNAcと 5残基の

マンノースから構成される M5構造に変換される。この M5構造に GlcNAc転移酵素 I（GN 

transterase−I）が作用しトリマンノシルコア構造の Man α1,3 アーム側に GlcNAc が付加さ

れ、複合型 N—グリカンの生合成が開始される。特に、植物型 N−グリカンに最も特徴的

な点なトリマンノシルコア構造へのβ1,2キシロースおよびα1,3 フコースの付加や、複合

型 N—グリカンの生合成のための N−グリカン構造の非還元末端側への GlcNAc やガラク

トース、フコースの付加などは、メディアルゴルジからトランスゴルジにかけて行われ

ることが予測されている（Fig. introduction−2）。しかしながら、トリマンノシルコア構造

への β1,2キシロース付加の過程についても複数の推定経路が示されているように

（Bencúr et al., 2005, Kajiura et al., 2012）、メディアルゴルジからトランスゴルジにおける

生合成経路については、各 N−グリカンプロセシング酵素の存在は明らかにされているも

のの、詳細な生合成経路についての情報は殆どないのが現状である。 
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Fig. introduction−2.	 植物特異的な N—グリカン生合成経路 

 

	 	 植物における N−グリカン構造の生理機能や生物学的意義を調べるため、これまでに

様々な N−グリカンプロセシング酵素の欠損体を用いた研究が行われてきた。例えば、N

−グリカン生合成上流部に存在する ER α−グルコシダーゼ I欠損体は、形成された種子が

発芽しないことから細胞分化や胚形成に影響が生じていることが報告されている

（Boisson et al., 2001）。他にも、ER α−マンノシダーゼおよびゴルジα−マンノシダーゼの

欠損体は、芽部および根部の伸長に負の影響を及ぼすことが報告されている（Liebminger 

et al., 2009）。さらに、α1,3フコース転移酵素およびβ1,2キシロース転移酵素の欠損体は

塩ストレスに対して感受性が高くなることが報告されている（Kang et al., 2008）。一方で、

メディアルゴルジからトランスゴルジに局在する GlcNAc 転移酵素−II（Yoo et al., 2015）、

α1,3フコース転移酵素やβ1,2キシロース転移酵素（Strasser et al., 2004）、β1,3ガラクトー
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ス転移酵素（Strasser et al., 2007）の欠損体では明確な表現型の差異が確認されていない。

このように、N−グリカンプロセシング酵素欠損体を用いた植物型 N−グリカンの生理機能

やその生物学的意義に関しては様々な報告があり、コアタンパク質の物性や機能調節因

子としての N−グリカン修飾の可能性が考えているものの、確証が得られていないのが現

状である。そこで，植物糖タンパク質 N−グリカンの構造解析や部位特異的な N−グリカ

ン発現・分布などに関する研究から、植物 N−グリカンの生物学的意義の可能性について

述べる。 

	 まず，植物糖タンパク質 N−グリカンの網羅的な構造解析例として、Wilson らにより

26 種類の植物を用いた報告がある（Wilson et al., 2001）。この報告において、植物はその

種類とは関係なく，ハイマンノース型、パウチマンノース型および複合型などの幅広い

N−グリカンの構造多様性をもっていることが示されている。続いて、豆類を中心とした

種子植物の糖タンパク質 N−グリカンに焦点を当てた構造解析結果が報告されている

（Kimura et al., 1996、Kimura et al., 1997、Makino et al., 2000、Olczak and Watorek 2000、

Kimura et al., 2001、Léonard et al., 2004）。この報告において、種子植物から検出された N

−グリカンは、いずれもパウチマンノース型とハイマンノース型を中心とした N−グリカ

ン構成であることが示されている。これらの N−グリカン構造解析から、高等植物の果実

ないし種子の糖タンパク質おける N−グリカンの構造依存的な分布の差は殆どなく、また、

パウチマンノース型およびハイマンノース型 N−グリカンは種子の貯蔵に重要な役割を

果たしていることが考えられている。さらに、経時変化した特定の部位における N−グリ

カン分布について、種子形成期において成熟度の異なるイチョウ種子を用いた報告があ

る（Kimura and Matsuo, 2000a）。この報告において、成熟初期のイチョウでは 2 種類のパ

ウチマンノース型 N−グリカンと 2種類の複合型 N−グリカンが主要 N−グリカンとして存

在していたが、種子の成熟度が増加するにつれて複合型 N−グリカンの割合は減少し、成

熟後期のイチョウにおいては全体の 9 割をパウチマンノース型が占めていたという結果

が報告されている。以上の報告から、植物の果実ないし種子の糖タンパク質における N−
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グリカン構造の分布が示され、また、少なくとも種子形成時における植物の生長サイク

ルと N−グリカン構造の挙動には関連性があることが示された。しかしながら、このよう

な種子植物の生長サイクルと N−グリカン構造の挙動、特に種子の発芽誘導後の初期生長

における全 N−グリカン構造とその挙動に関する情報は少なく、また、種子植物の中でも

主要作物として栽培されているイネ（Oryza sativa）は、モデル植物として育種を通じた

遺伝学的知見の蓄積が数多く行われてきたにもかかわらず、グライコーム解析を通じた

糖鎖生物学的観点から O. sativa種子胚部の生長とグライコームの関連性について言及し

た報告はないのが現状である。 

	 このような状況を鑑み、本研究では、O. sativa の特定の部位における N−グリカン構造

に着目し、生長ステージや生育環境の異なる O. sativa の N−グリカン構造の挙動につい

て解析することとした。このような植物の特定部位の経時変化や生育環境の変化に伴う

N−グリカン構造とその挙動を解析することにより、O. sativa の生長とそれに伴う N−グリ

カン構造の関連性について明らかにすることができ、さらに、新たな環境に適応してき

た植物において、N−グリカンの多様化が果たしてきた生物学的意義について知見が得ら

れるものと考えられる。 

	 本論文では、O. sativa の初期生長における N—グリカンについて、一連の研究で得られ

た実験結果および考察を以下 5 章に分けて記述する。 

	 まず第 1 章では、未発芽状態の O. sativa 胚領域の糖鎖基盤情報を得るため、発芽前 O. 

sativa 種子胚部に存在する N−グリカンの構造解析を行い、これらの結果に基づいて発芽

前 O. sativa 種子胚部と N−グリカン構造の関連性について述べる。 

	 第 2 章では、48 時間の発芽誘導を行った O. sativa 種子胚部における N−グリカンの構

造解析を行い、これらの結果に基づいて発芽に伴う O. sativa 種子胚部の経時変化と N−

グリカン構造の挙動について述べる。 

	 第 3 章では、芽部および根部へと分化した O. sativa 生長部に存在する N−グリカン、お

よび明暗条件で生育した O. sativa 生長部に存在する N−グリカンの構造解析を行い、これ
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らの結果に基づいて O. sativa の分化と N−グリカン構造の関連性や、光照射が O. sativa

生長部の N−グリカン生合成に及ぼす影響について述べる。 

	 第 4 章では、極度な環境変化を想定した生育条件において生育した O. sativa 生長部に

おける N−グリカンの構造解析を行い、これらの結果に基づいて環境変化に伴う O. sativa

生長部と N−グリカン構造の挙動について述べる。 

	 第 5 章では、本論文のまとめを行う。 
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本論で扱った試薬 

 

• 無水ヒドラジン (東京化成工業) 

• トルエン (ナカライテスク) 

• 炭酸水素ナトリウム (ナカライテスク) 

• 無水酢酸 (ナカライテスク) 

• Dowex 50W×2 (ムロマチケミカル) 

• 2−アミノピリジン (ナカライテスク) 

• 酢酸 (ナカライテスク) 

• ボラン−ジメチルアミン (ナカライテスク) 

• TOYOPEAL HW−40S (東ソー) 

• Super−2,5−Dihydroxybenzoic acid (Sigma−Aldrich) 

• 糖加水分解酵素 

(1) α−マンノシダーゼ  

【由来】タチナタマメ 

【ユニット数】19 U/mg 

【ユニット数の定義】pH 4.5、25°C の条件下において、1 分間に 1.0 µmolの p−ニト

ロフェニルα−D−マンノシドを p−ニトロフェノールと D−マンノースに加水分解する

酵素量 

【会社】Sigma−Aldrich  

【基質特異性】α−マンノシダーゼはグリコシド結合の非還元末端側にα結合したマ

ンノース残基を加水分解する基質特異性をもつ。α−マンノシダーゼは、α1,2 結合、

α1,3 結合、α1,6 結合の順に優先的に加水分解する。 
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【反応条件 1】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にα−マンノシダーゼ (19 U/mg) 1 µL、10 mM

酢酸アンモニウム緩衝液 (pH4.5) 10 µL を加え、37℃で 1 時間酵素消化を行った。 

 

(2) β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ 

【由来】タチナタマメ 

【ユニット数】50 mU/µL 

【ユニット数の定義】pH 5.0、 37℃の条件下において、1 µmolの pNP N−アセチル

−β−D−グルコサミニドを 1 分間に生成する酵素活性 

【会社】ProZyme 

【基質特異性】β−N−アセチルヘキソサミニダーゼは、非還元末端側に存在するβ−1, 2, 

3, 4, 6 結合β−N−アセチルグルコサミン(GlcNAc)またはβ−N−アセチルガラクトサミ

ン（GalNAc）を加水分解することができるが、バイセクティング GlcNAc の遊離に

は高濃度の酵素量が必要とされる。各糖の遊離に最適な pH は、GlcNAc が 5.0〜6.0、

GalNAc が 3.5〜4.0 とされている。 

【反応条件 2】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にβ−N−アセチルヘキソサミニダーゼ (50 

mU/µL) 1 µL、250 mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH5.0) 1 µL、D. D. W (Distilled 

Deinonized Water) 3 µL を加え、37℃で 4 時間酵素消化を行った（基質 2 pmol程度

であれば、1 時間の酵素反応でも十分に加水分解が行われる）。 

 

(3) β−N−アセチルグルコサミニダーゼ  

【由来】Streptococcus pneumoniae 

【ユニット数】400 mU/µL 
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【ユニット数の定義】10 µL の反応溶液で , 37℃、1 時間の条件下において、

GlcNAcβ1,4GlcNAcβ1,4GlcNAc−AMC から 1 nmol の非還元型 β−N−アセチルグルコ

サミン残基を生成する酵素活性 

【会社】New England BioLabs 

【基質特異性】β−N−アセチルグルコサミニダーゼは、非還元末端側に存在するβ−N−

アセチルグルコサミン(GlcNAc) β1−2, 3, 4, 6 結合を加水分解することができる。 

【反応条件 3】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ (40 

mU/µL, または 400 mU/µL) 1 µL、付属試薬の 10×GlycoBuffer (5 mM CaCl2, 500 mM

酢酸ナトリウム緩衝液 pH5.5) 1 µL、D.D.W 8 µlを加え、37℃で 1 時間酵素消化を

行った。 

 

(4) α1,3/4−L−フコシダーゼ  

【由来】Streptomyces sp. 142 

【ユニット数】1 mU/µL 

【ユニット数の定義】pH6.0、37℃の条件下において、PA−ラクト−N−フコペンタオ

ース III (PA−Sugar Chain 045)から 1分間に 1 µmolの PA−ラクト−N−ネオテトラオー

スを生成する酵素活性 

【会社】タカラバイオ 

【基質特異性】α1,3/4−L−フコシダーゼは、GlcNAc 残基にα1,3結合あるいはα1,4結

合したフコース残基を加水分解する基質特異性をもつ。ただし、還元末端側に２−

アミノピリジンが導入されている場合や非還元末端側に分子量の大きな分子が結

合している場合、加水分解は殆ど行われない。 

【反応条件 5】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にα1,3/4−L−フコシダーゼ (1 mU/µL) 1 µL、
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0.1 M リン酸クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH5.0) 5 µL を加え、37℃で 1 時間酵素消

化を行った。 

(5) α1,3/4—フコシダーゼ  

【由来】Prunus dulcis 

【ユニット数】4 U/µL 

【ユニット数の定義】10 µL の反応溶液で、37℃、  1 時間の条件下において、

Galβ1,4GlcNAcβ1,3(Fucα1,3)Galβ1,4Glc-7-アミノ−4−メチル−クマリンから 1分間に 1 

nmolのα−フコースを生成する酵素活性 

【会社】New England BioLabs 

【基質特異性】α1,3/4−フコシダーゼは、オリゴ糖からα1,3結合とα1,4結合型フコー

ス残基を加水分解する基質特異性をもつ。 

【反応条件 6】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にα1,3/4−フコシダーゼ (4 U/µL) 1 µL、D. D. 

W 1 µL、付属試薬の 10×GlycoBuffer (5 mM CaCl2, 500 mM 酢酸ナトリウム緩衝液 

pH5.5) 1 µL と BSA（100 mg/mL）1 µL を加え、37℃で 1 時間酵素消化を行った。 

 

(6) ラクト−N−ビオシダーゼ  

【由来】Streptomyces sp. 142 

【ユニット数】1 µU/µL 

【ユニット数の定義】pH 5.5、37℃の条件下において、PA−ラクト−N−テトラオース

から 1 分間に 1 µmolの PA−ラクトースを生成する酵素活性 

【会社】タカラバイオ 

【基質特異性】ラクト−N−ビオシダーゼは、I型糖鎖構造（Galβ1,3GlcNAc 結合, ラ

クト−N−ビオース）を加水分解し、II 型糖鎖構造（Galβ1,4GlcNAc 結合）には作用
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しない。α1,3/4−L−フコシダーゼとの併用により、ルイス a 構造とルイスｘ構造の

識別が可能となる。 

【反応条件 7】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にラクト−N−ビオシダーゼ (1 µU/µL) 0.25 µL、

30 mM 酢酸アンモニウム緩衝液 (pH5.5) 5 µL を加え、37℃で 1 時間酵素消化を行

った。 

 

(7) β1,2 キシロシダーゼ 

【由来】Xanthomonas sp. 

【ユニット数】50 mU/µL 

【ユニット数の定義】pH 5.0、37℃の条件下において、4−メチルウンベリフェリル

−7−β−D−ザイロシドから 1分間に 1 nmolのメチルウンベリフェロンを生成する酵素

活性 

【会社】Merck Millipore 

【基質特異性】β1,2 キシロシダーゼは、N−グリカンのコアマンノシル構造に存在

するβ1,2 キシロース結合を特異的に加水分解することができる。なお、加水分解を

行うために、コアマンノシル構造のα1,3 マンノースの除去と、反応溶液への 5 mM 

CaCl2の添加が必要である。 

【反応条件 8】PA 糖鎖 1 µL（2 pmol）にβ1,2 キシロシダーゼ (50 mU/µL) 1 µL、0.1 

M リン酸クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH4.1) 5 µL を加え、37℃で 1 時間酵素消化

を行った。 
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第 1章	 発芽前 O. sativa種子胚部におけるグライコーム解析 
 

1.1 緒言 

	 序論で述べたように、N−グリカンはタンパク質の翻訳後修飾の 1 つとして、細胞間認

識に基づいた生体内の自己非自己の認識や免疫機能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。近年、植物体内における N−グリカンの生合成およびその生物学的

意義への関心の高まりから、様々な植物糖タンパク質 N−グリカンの網羅的な構造解析が

行われてきた。2001 年、Wilson らは、植物はその種類とは関係なく、ハイマンノース型

やパウチマンノース型、複合型 N−グリカンなどの幅広い N−グリカン多様性をもつこと

を示した（Wilson et al., 2001a）。また、裸子植物と被子植物の糖タンパク質 N−グリカン

に着目した研究では、いずれの植物もパウチマンノース型と複合型を中心とした N−グリ

カン構成であることが報告されており（Leonard et al., 2004）、これらの結果から、高等

植物の果実や種子における N−グリカンの構造依存的な分布の差は殆どないことが考え

られている。いずれの報告においてもβ1,2 キシロースやα1,3 フコースが結合した植物特

異的な N−グリカン構造が検出されていることから、植物 N−グリカンは植物生体内にお

いて重要な役割を果たしていることが示唆されているものの、これらの植物 N−グリカン

が植物においてどのような生物学的意義を有しているのかについては殆ど明らかにされ

ていないのが現状である。そこで、植物 N−グリカンの生物学的意義を明らかにするため

の第 1 段階として、本研究では植物の特定の部位に発現する N−グリカン構造に着目し、

植物の生長と N−グリカン構造の挙動との関連性について明らかにすることとした。特に、

種子胚部の N−グリカン基本情報は、O. sativa 種子胚部の生長に伴う N−グリカン構造の

挙動解析を行うにあたり極めて重要であることが考えられたため、本章では、未発芽状

態の O. sativa 種子胚部の N−グリカン構造解析を行うこととした。 
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1.2 実験方法 

1.2.1 実験材料 

	 本研究には、茨城県つくば市産のコシヒカリ (2010 年産) を用いた。O. sativa は脱穀

機と精米機に通して殻と胚乳部を除去した後、糠胚混合物から種子胚部のみを手作業で

回収した。回収した O. sativa 種子胚部は全て乳棒と乳鉢で細かくすり潰した。その後、

すり潰した種子胚部は凍結乾燥機にかけ完全な乾燥粉体とし、—30℃にて保存した。 

 

1.2.2 ピリジルアミノ化 N−グリカンの調製 

	 N−グリカンの調製は、長束らの方法 (Natsuka et al, 2011) に従って行った。N−グリカ

ンの遊離は、O. sativa胚 10 mg (乾燥重量)に 1 mLの無水ヒドラジンを加え、100℃で 10 時

間反応させることにより行った。遊離した N−グリカンはトルエンで共沸し、減圧下で乾

燥させた。乾燥させた N−グリカンには飽和炭酸水素ナトリウム  2.0 mL、無水酢酸 40 µL

を加え、氷上で 5 分間反応させた。再び、飽和炭酸水素ナトリウム 1.0 mL、無水酢酸 40 

µlを加え、氷上で 25 分間反応させ、N−アセチル化を行った。この反応液に Dowex 50W×2

樹脂を約 5 g 加え、pH 試験紙で pH 3 になったことを確認後、小カラム (1.0 × 10 cm)に

移し、約 5 倍量の D. D. W で樹脂を洗浄した。この洗液を全て回収し、遠心濃縮を行っ

た後、小瓶に移し凍結乾燥機にて乾燥させた。凍結乾燥試料は、ピリジルアミノ化試薬 (2

−アミノピリジン 552 mg を酢酸 200 µL に溶解したもの)を 100 µL 加えて封管し、90℃

で 60 分間反応させることにより、N−グリカンの還元末端に蛍光標識を導入した  (ピリ

ジルアミノ化, PA 化)。蛍光標識を導入した PA−N−グリカンは、350 µL の還元試薬 (ボラ

ン−ジメチルアミン 250 mgを酢酸 100 µLと D. D. W 62.5 µlに溶解したもの) を加えて再

び封管し、80℃で 35 分間反応させることにより還元反応を行った。この PA グリカン調

製方法は 1978 年に長谷らにより確立された 2−アミノピリジンによる糖鎖の蛍光標識法 

(Hase et al, 1978)に準じた。反応後の PA−N−グリカンは、小カラム (TOYOPEAL HW−40S, 

1.0 × 10 cm)に供してゲルろ過により過剰の 2−アミノピリジンを除去した。さらに、夾雑
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物を完全に除くため、PA−N−グリカンは GL−Pak Carbograph (ジーエルサイエンス株式会

社)を用いた固相抽出を行い精製した。精製した PA−N−グリカンは高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC) を用いた構造解析用試料とした。 

 

1.2.3 サイズ分画 HPLC 分析 

	 HPLC 装置は高速液体クロマトグラフ Prominence (島津製作所) を使用した。1.2.2 で精

製した PA−N−グリカンは 100 µL の D.D.W で溶解させた後、Cosmosil 5NH2—MS カラム 

(4.6 ID × 150 mm, ナカライテスク)を用いたサイズ分画 HPLC により糖の重合度別に分

離を行った。サイズ分画 HPLC では、構成糖の数が小さいものから順に溶出させる事が

可能である。サイズ分画 HPLC の詳細な分析条件は Table 1−1 に示した。 
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Table 1−1.	 サイズ分画 HPLC の分析条件	                               

・Column   : 5NH2−MS (4.6 ID × 150 mm) 

・Flow rate   : 0.8 ml/min 

 ・Column temperature  : 40℃ 

・Detection   : Fluorescence (Excitation: 310 nm, Emission: 380 nm) 

・Buffer A  : acetonitrile (93%), acetic acid (0.3%) (v/v), adjusted by pH 7.0 

    using aqueous ammonia (28%) 

・Buffer B   : acetonitrile (20%), acetic acid (0.3%) (v/v), adjusted by pH 7.0 

    using aqueous ammonia (28%) 

・Gradient : 
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1.2.4 逆相 HPLC 分析 

	 サイズ分画 HPLC にて分離した PA−N−グリカンは、Cosmosil 5C18−P カラム(4.6 ID × 

150 mm, ナカライテスク)を用いた逆相 HPLC により 構成糖および糖の結合位置の異な

る構造ごとに分離した。この異性体の分離において、PA 化標識の適度な疎水性は逆相

HPLC の分離能を向上させることが知られている。従って、構成糖の組成が同一の糖鎖

である場合においても、アノマー構造やグリコシド結合の位置の異なる化学構造を識別

することが可能となる。逆相 HPLC の詳細な分析条件は table 1−2 に示した。 
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Table 1−2.	 逆相 HPLC の分析条件	 	 	 	                                

・Column   : 5C18−P (4.6 ID × 150 mm) 

・Flow rate   : 1.5 ml/min 

・Column temperature  : 40℃ 

・Detection   : Fluorescence (Excitation: 315 nm, Emission: 400 nm) 

・Buffer A   : 10 mM ammonium acetate buffer, adjusted by pH 4.0 using 

    aqueous ammonia (28%) 

・Buffer B   : 10 mM ammonium acetate buffer, adjusted by pH 4.0 using 

    aqueous ammonia (28%) containing 1% 1-butanol  

   

・Gradient : 
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1.2.5 質量分析 

	 サイズ分画 HPLC および逆相 HPLC により分離・精製した PA−N−グリカンは、マトリ

ックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析法  (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization−Time of Flight Mass Spectrometry, MALDI−TOF/MS)を用いて質量数

の確認を行った。MALDI−TOF/MS 装置は AXIMA−CFR plus (島津製作所)を用いた。

MALDIプレート上における PA−N−グリカンの調製方法を以下に示す。まず、Super−2,5−

Dihydroxybenzoic acid 2.5 mg を 50%エタノール水 1.0 mL で溶解し、マトリックス溶液を

調製した。まず、2 pmol/µL の試料溶液 1.0 µL を MALDIプレートに滴下し、乾燥させた。

続いてマトリックス溶液 0.5 µL を MALDIプレートに滴下して混晶を作製し、乾固させ

た。乾固後、100%エタノール 0.2 µL を MALDIプレートに滴下し、混晶の再結晶化を行

った。測定はポジティブモード、リフレクトロンモード、Power: 80〜110、5 Shots、1 Profile

×100 の条件で行った。 

 

1.2.6 酵素消化 

	 N−グリカンの糖組成および糖結合様式は、基質特異性の高いグリコシダーゼを用いた

酵素消化を行うことにより決定した。各グリコシダーゼの基質特異性、および反応条件

は「本論で扱った試薬」に記載した。酵素反応の停止は、全て 98℃で 5 分間反応液を加

熱処理することにより行った。 

本章で用いた糖加水分解酵素は以下に示した。 

・ α−マンノシダーゼ (タチナタマメ由来, Sigma−Aldrich) 

・ β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ (タチナタマメ由来, ProZyme) 

・ β1,2 キシロシダーゼ (Xanthomonas sp.由来, Merck Millopore) 
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1.3	 結果および考察 

1.3.1 サイズ分画 HPLC 分析 

	 O. sativa 種子胚部の糖タンパク質由来 N−グリカンを得るため、O. sativa 種子胚部のヒ

ドラジン分解を行い、遊離した N−グリカンの N−アセチル化および PA 化を行った。PA

化した N−グリカンはサイズ分画 HPLC にて糖重合度別に分離し、その結果を Fig. 1−1 に

示した。マンノース 3 残基と GlcNAc 2 残基の 5 糖から構成されているトリマンノシルコ

ア構造は N−グリカンの基本構造である事から、本節では糖重合度 5 糖以上の N−グリカ

ン構造に着目した。その結果、O. sativa 種子胚部の主要フラクションは 5 本であり、糖

重合度は 5〜9 糖の範囲に存在していることが明らかとなった。これら 5 本のフラクショ

ンはそれぞれフラクション a〜e と表記した。フラクション面積は、フラクション a が最

も大きく、次いで b、c、d、e、の順に小さくなった。さらに、これらのフラクションの

構造異性体を分離するため、それぞれのフラクションを分取し、逆相 HPLC 分析を行っ

た。 
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Fig. 1−1. サイズ分画 HPLC による発芽前 O. sativa 胚領域の重合度別 N−グリカンパター

ン 

番号付き矢印 (▼); PA−イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 

アスタリスク: 逆相 HPLC分析においてトリマンノシルコア構造を有していない N−グリ

カンと判断したため、解析から除外した 
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1.3.2 逆相 HPLC 分析 

	 逆相 HPLC 分析は、疎水性相互作用を利用した同様の糖重合度をもつ N−グリカンの構

造異性体の分離に用いられる手法である。特に、PA を導入した N−グリカン構造異性体

の分離に優れている。サイズ分画 HPLC にて分取した O. sativa 種子胚部由来の主要フラ

クション 5 本の逆相 HPLC 分析結果を Fig. 1−2 に示した。通常、トリマンノシルコア構

造を持つ N−グリカンは、逆相 HPLC 分析において糖重合度 5 糖以降の位置に溶出するこ

とが知られている（Maeda and Kimura, 2006）。逆相 HPLC 分析において糖重合度 5 糖以

降の位置に溶出したフラクションに着目すると、フラクション a、c、d および e は 1 種

類、フラクション b には 2 種類の N−グリカンが存在していることが示された。これら 6

本のフラクションは溶出順にそれぞれ a1、b1、b2、c1、d1 および e1 と表記した。フラ

クション b1 および b2 はそれぞれ 55%、45%の割合でフラクション b に存在しているこ

とが明らかとなった。これら 6 本のフラクションの質量を確認し構成糖の推定を行うた

め、それぞれのフラクションを分取し、MALDI−TOF/MS を用いて質量分析を行った。 
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Fig. 1−2. 逆相 HPLC による発芽前 O. sativa 胚領域の構造特性別 N−グリカンパターン 

番号付き矢印 (▼): PA-イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 
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1.3.3 質量分析 

	 MALDI−TOF/MS は、多量のマトリックスと共にサンプルをイオン化させる方法と質量

電荷比 m/z の差をイオンの飛行時間の差に反映されることを利用した質量分析法を組み

合わせた分析手法である。逆相 HPLC にて分取した 6 本のフラクションは m/z 値から N−

グリカンの構造を推定した（Table 1−1）。質量分析の結果、フラクション a1 からは 1120.84 

(H+)、1142.85 (Na+)、1158.82 (K+)の m/z 値が得られた。この m/z 値はヘキソース 3 残基、

ペントース 1 残基、N−アセチルへキソサミン  2 残基から構成される M3X 構造

[(Hex)3(HexNAc)2(Pent)1−PA]の m/z 値に相当したため、フラクション a1 は M3X 構造と推

定した。同様に、フラクション b1 はヘキソース 3 残基、ペントース 1 残基、デオキシヘ

キソース 1 残基、N−アセチルへキソサミン  2 残基から構成される M3FX 構造

[(Hex)3(HexNAc)2(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA]、フラクション b2 はヘキソース 4 残基、ペン

トース 1 残基、 N −アセチルへキソサミン  2 残基から構成される M4X 構造

[(Hex)4(HexNAc)2(Pent)1−PA]、フラクション c1 はヘキソース 5 残基、N−アセチルへキソ

サミン 2 残基から構成される M5 構造[(Hex)5(HexNAc)2−PA]、フラクション d1 はヘキソ

ース 6 残基、N−アセチルへキソサミン 2 残基から構成される M6 構造[(Hex)6(HexNAc)2

−PA]、フラクション e1 はヘキソース 3 残基、ペントース 1 残基、デオキシヘキソース 1

残 基 、 N − ア セ チ ル へ キ ソ サ ミ ン  4 残 基 か ら 構 成 さ れ る GN2M3FX 構 造

[(Hex)3(HexNAc)4(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA]と推定された。 
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Table 1−1. 質量分析による検出値およびその推定構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a1

b1

b2
c1

d1
e1

Fraction Mass (observed) Mass (expected) Estimated Composition

(Hex)6(HexNAc)2-PA

1120.84 (H+)
1142.85 (Na+)

1288.81 (Na+)
1158.82 (K+)

1304.76 (K+)

1122.03 (H+) (Hex)3(HexNAc)2(Pent)1-PA

1304.24 (Na+)

1350.70 (K+)
1334.79 (Na+)

(Hex)3(HexNAc)4(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA

1290.17 (Na+)
1160.12 (K+)
1144.01 (Na+)

(Hex)5(HexNAc)2-PA

1306.28 (K+)
(Hex)3(HexNAc)2(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA

(Hex)4(HexNAc)2(Pent)1-PA

1352.27 (K+)

1306.15 (Na+)
1336.16 (Na+)

1711.06 (K+)
1695.06 (Na+)
1496.15 (Na+)

1712.70 (K+)
1696.59 (Na+)
1498.30 (Na+)
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1.3.4 フラクション a1 の構造解析 

	 質量分析の結果から、フラクション a1 は(Hex)3(HexNAc)2(Pent)1−PA の糖組成を有する 

M3X 構造であることが推測されたため、α−マンノシダーゼ消化による構成糖および結合

の種類の確認を行った。酵素消化により遊離した糖はグルコースユニット（Glucose Unit, 

以下 G.U）の推移により判断した。グルコースユニットの換算は長束らの G.U 換算方法

(Natsuka and Hase, 1998)を用いた。その結果、G.U がフラクション a1 の 5.59 から 1.26 お

よび 2.11 前にシフトしたフラクションが確認された事から（Fig. 1−3−II）、フラクション

a1 は非還元末端側にα−マンノースが 2 残基結合した構造であることが明らかとなった。

また、標準糖鎖の M3 の G.U は 5.18 である事から、植物型 N—グリカンに特徴的なコア

マンノシルコア構造へのβ1,2キシロースの結合による G.U のシフトは 0.4 であることが

示された。 
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Fig. 1−3. フラクション a1 のα−マンノシダーゼ消化消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

I, 酵素消化前 a1、II, Iの—マンノシダーゼ消化後 
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1.3.5 フラクション b1 の構造解析 

	 質量分析の結果から、フラクション b1 は(Hex)3(HexNAc)2(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA の

糖組成を有する M3FX 構造であることが推測されたため、α−マンノシダーゼおよびβ1,2

キシロシダーゼ消化による構成糖および結合の種類の確認を行った。α−マンノシダーゼ

消化の結果、G.U がフラクション b1 の 6.11 から 2.36 前にシフトしたフラクションが確

認された事から（Fig. 1−4−II）、フラクション b1 は非還元末端側にα−マンノースが 2 残

基結合した構造であることが示された。さらに、このフラクションに対してβ1,2キシロ

シダーゼ消化を行った結果、G.U が 0.71 前にシフトしたフラクションが確認された事か

ら（Fig. 1−4−III）、フラクション b1 はコアマンノシルコア構造へのβ1,2キシロースが 1

残基結合した構造であることが示された。また、本酵素消化条件では、M3X から M2X

は 86.8%、MX は 13.2％生成されることが示された。β1,2キシロース 1 残基の G.U が 1.3.4

に記述した M3X と僅かに異なる点に関しては、M3FX 構造に存在するコアα1,6 フコース

の存在の有無により、その G.U が変動することが考えられた。 
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Fig. 1−4. フラクション b1 のα−マンノシダーゼおよびβ1,2キシロシダーゼ消化産物のサ

イズ分画 HPLC 結果 

I, g3、II, Iのα−マンノシダーゼ消化後、III, IIのβ1,2 キシロシダーゼ消化後 
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1.3.6 フラクション b2 の構造解析  

	 質量分析の結果から、フラクション b2 は(Hex)4(HexNAc)2(Pent)1−PA の糖組成を有する 

M4X 構造であることが推測されたため、α−マンノシダーゼ消化による構成糖および結合

の種類の確認を行った。ポジティブコントロールとして糖鎖標準品の M4B [(Man α1,6) 

(Man α1,3) Man α1,6 Manβ1,4GlcNAcβ1,4GlcNAc]を用いた。α−マンノシダーゼ消化の結果、

G.Uが 0.72前にシフトしたフラクションと 1.94前にシフトしたフラクションが確認され

た（Fig. 1−5A−II）。各フラクションは M4B 構造からα−マンノースが 1 残基遊離した M3

構造および 2 残基遊離した M2 構造であることを示しており、各フラクションの存在比

は M3（G.U=5.18）が 72.5%、M2（G.U=3.96）が 27.5%であった。ポジティブコントロ

ールの結果を踏まえ、フラクション b3 のα−マンノシダーゼ消化を行った。その結果、

G.Uが 0.74前にシフトしたフラクションと 2.00前にシフトしたフラクションが確認され

た（Fig. 1−5B−II）。各フラクションは M4X 構造からα−マンノースが 1 残基遊離した M3X

構造および 2 残基遊離した M2X 構造であることを示しており、各フラクションの存在比

は M3X（G.U=5.59）が 73.4%、M2X（G.U=4.33）が 26.6%であった。この酵素消化産物

の存在比から、フラクション b2 は、M4B と同様のコアマンノシル構造のα1,6 アーム側

にα1,3、α1,6 結合した 2 残基のα−マンノースが結合した結合様式であることが推測され

た。 
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Fig. 1−5. フラクション b2 のα—マンノシダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A−I, M4B、A−II, Iのα—マンノシダーゼ消化後 

B−I, b2、B−II, Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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1.3.7 フラクション c1 および d1 の構造解析 

	 質量分析の結果から、フラクション c1 は(Hex)5(HexNAc)2–PA、フラクション d1 は

[(Hex)6(HexNAc)2 –PAのハイマンノース型 N—グリカンの糖組成であることが推測された

ため、逆相 HPLC 分析を用いて糖鎖標準品と溶出位置の比較を行った。その結果、フラ

クション c1 は M5A、フラクション d1 は M6B と溶出位置が一致したため（Fig. 1−6）、

フラクション c1 は M5A、フラクション d1 は M6B であることが示された。 
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Fig. 1−6. 逆相 HPLC を用いた O. sativa 種子胚部由来ハイマンノース型 N−グリカン構造

の溶出位置確認 

A−I, c1, A−II, M5A 

B−I, d1, B−II, M6B 
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1.3.8 フラクション e の構造解析 

	 質量分析の結果から、フラクション e1 は(Hex)3(HexNAc)4(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA の

糖組成を有する  GN2M3FX 構造であることが推測されたため、β−N−アセチルヘキソサ

ミニダーゼおよびα−マンノシダーゼ消化による構成糖および結合の種類の確認を行っ

た。β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ消化の結果、G.U が 1.76 前にシフトしたフラクシ

ョンが確認された事から（Fig. 1−7−II）、フラクション e1 は非還元末端側に GlcNAc が 2

残基結合していることが示された。さらにα−マンノシダーゼ消化の結果、G.U が 1.25 前

にシフトしたフラクションと 2.34 前にシフトしたフラクションが確認された事から、

（Fig. 1−7−III）、非還元末端側にα−マンノースが 2 残基結合していることが示された。α

−マンノースに対するα−マンノシダーゼの特異性はα1,2、α1,3、α1,6 の順に低くなる事か

ら、α−マンノシダーゼ消化後の主要な消化産物である G.U が 1.25 前にシフトしたフラク

ションはトリマンノシルコア構造のα1,3 マンノースが遊離した M2 構造、一方で 2.34 前

にシフトした微量な消化産物は M2 構造からα1,6 マンノースが遊離した M1 構造と考え

られる。M1 構造が微量な点については M2 構造からトリマンノシルコア構造のα1,6 マ

ンノースを遊離するためのα−マンノシダーゼの酵素量が不足しているためと考えられ

る。また、β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ消化後のフラクション e1 の G.U は 6.26 と

なり、M3FX の G.U とほぼ同様であった事からも、フラクション e1 は M3FX に GlcNAc

が 2 残基結合した GN2M3FX 構造であることが示された。 
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Fig. 1−7. フラクション e1 のβ−N−アセチルヘキソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼ

消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

I, e1、II, Iのβ−N−アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、III, IIのα−マンノシダーゼ消化後 
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Table 1−4. 発芽前 O. sativa 種子胚部の N−グリカン構造およびその存在比 

 

パーセンテージは、発芽前 O. sativa 種子胚部由来主要 N−グリカンの全量を 100%とした

ときの各 N−グリカンの相対比を示した。 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Size ODS

6.25

M6B 6.7 7.70 6.21

GN2M3FX 7.2 8.16

6.76

M4X 14.3 6.36 6.95

M5A 9.3 6.77

M3FX 16.8 6.31 5.33

Structure Abbreviation Ratio (%) Glucose Units

6.72M3X 45.7 5.53

d1

e1

Fraction
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	 1.3.9 発芽前 O. sativa 種子胚部に存在する N−グリカンについて 

	 糖鎖構造解析の結果、発芽前 O. sativa 種子胚部の糖タンパク質由来主要 N−グリカンは

6 種類の N−グリカンから構成されており、その割合は M3X（45.7％）、M3FX（16.8%）、

M4X（14.3%）、M5A（9.3％）、M6B（6.7%）、GN2M3FX（7.2%）であることが初めて明

らかとなった。この結果から発芽前 O. sativa 種子胚部の N−グリカンは他の植物と比較し

て多様性が非常に少ないことが明らかとなった（Wilson et al., 2001a, Bardor et al, 2002）。

発芽前 O. sativa 種子胚部全体の N−グリカンは、比較的短い鎖長のパウチマンノース型

76.8%、複合型 7.2%、ハイマンノース型 17.0%の割合で構成されており、パウチマンノ

ース型が約 8 割を占めていた。また、トリマンノシルコア構造に付加した糖による分類

では、β1,2キシロースのみが付加した N−グリカンが 84.0％と最も多く、β1,2キシロース

よびα1,3フコースが付加した N−グリカンは 24.0％であった。発芽前 O. sativa 種子胚部の

N−グリカンに最も多くみられたβ1,2キシロース付加は植物 N−グリカン最大の特徴であ

り、植物特有の糖鎖抗原性を示す構造である。β1,2キシロース付加の基質となるウリジ

ン二リン酸（UDP）−キシロースは UDP−グルコースを初発糖ヌクレオチドとした複数の

代謝反応により生成される糖ヌクレオチドであり、細胞壁構成成分であるヘミセルロー

スの生合成にも関与していることから、生体内における UDP−キシロースの供給レベル

は十分高いことが考えられる。N−グリカンへのβ1,2キシロース付加が行われない場合、

O. sativa種子では、アブシジン酸添加後も休眠状態が維持されないことから（Takano et al., 

2015）、β1,2キシロース付き N−グリカンは種子の保存や発芽における外的ストレスへの

対応に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
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Fig. 1−8. 発芽前 O. sativa 種子胚部における N−グリカン構成比 

 

	 他にも、O. sativa 種子全体や葉由来の N−グリカンは、M3X や M3FX などのパウチマ

ンノース型を中心に構成されていることが報告されている（Léonard et al., 2004, Matsuo 

et al., 2011）。これらの結果に対し、O. sativa 培養細胞を用いた場合は複合型 N−グリカン

の比率が細胞基質はで 79%、細胞壁画分では 87.3%と、全 N−グリカンの 8〜9 割を占め

ており、さらに、O. sativa 培養細胞には非還元末端に糖鎖抗原となるルイス a 型構造 

[Galβ1,3(Fucα1,4)GlcNAcβ1]を持つ複合型 N−グリカンは約 20％存在していることが報告

されている（Maeda and Kimura, 2006）。このような O. sativa の種子胚部と培養細胞にお

ける N−グリカン構成の差は、「休眠状態の細胞」と「脱分化し増殖能力に特化した細胞」

という細胞そのもののライフサイクル期や細胞の機能分化の差を反映している事が考え

られた事から、今後は N−グリカン構成に基づいた植物培養細胞の新たな品質管理や評価
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方法に応用できる可能性が考えられた。例えば、パウチマンノース型が主体となった培

養細胞は種子状態を示し、複合型の割合が増加し始めた培養細胞は休眠状態から脱した

種子状態を示すなど、N−グリカン構造比較は新たな植物培養細胞の発達ステージの判断

を可能にし、各発達ステージの培養細胞を用いた新たな植物生理機能の解明の一助とな

ることが考えられた。 

	 ハイマンノース型 N−グリカンやパウチマンノース型 N−グリカンは、主に液胞内の貯

蔵タンパク質に結合していることが報告されている（Kimura et al., 1996, Sturm et al., 

1987）。発芽前 O. sativa 種子胚部では、M3X や M3FX、M4X などパウチマンノース型 N

−グリカンが存在比の上位を占めていた事から、これらのパウチマンノース型 N−グリカ

ンは O. sativa 種子胚部の貯蔵糖タンパク質に結合して存在している可能性が高い。O. 

sativa種子の胚乳組織にはプロラミンやグルテリンなどの種子貯蔵タンパク質が存在し、

それぞれのタンパク質は小胞体内で合成され小胞体内腔へ運ばれたのち、異なる細胞内

画分へ移動する (Choi et al, 2000)。これら種子貯蔵タンパク質は糖タンパク質であり、

プロラミンはムチン型 O−グリカンである Galβ-1,3GalNAc 構造 (Kilcoyne et al., 2009)、グ

ルテリンもムチン型 O−グリカンである Galβ-1,3GalNAc 構造（Kishimoto et al., 1999）お

よび M5〜M9 までのハイマンノース型 N−グリカンを有することが報告されている 

(Kishimoto et al., 2001)。これらの先行研究結果から、O. sativa 種子の糖タンパク質由来 N

−グリカンは、種子胚部と胚乳組織において最終構造、分布および発現量などが異なるも

のの、いずれも貯蔵糖タンパク質に結合する N−グリカンであることが示されている。 

	 O. sativa 以外の植物種子糖タンパク質の N−グリカン解析において、豆の主要な貯蔵タ

ンパク質であるファセオリンにはハイマンノース型 N-グリカンや M3X、GN2M3FX など

の N−グリカンが多く検出されており (Sturm et al., 1987、Marsh et al., 2011)、ミヤコグサ 

(Lotus japonicus)の種子グロブリンには主に M3X や M3FX、GN2M3FX などの複合型 N−

グリカンが多く含まれている (Dam et al., 2013)。ムクナマメ (Mucuna pruriens)の糖タン

パク質には M5から M9までのハイマンノース型 N-グリカンと M2FX、M3X、M4X、M3FX
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などのパウチマンノース型 N−グリカンが検出されている (Patrizi et al., 2006)。さらに、

黄色ハウチワマメ（Lupinus luteus）の液胞タンパク質である酸性フォスファターゼには

M3X や M3FX などのパウチマンノース型 N−グリカンが最も多く含まれることが報告さ

れている (Olczak and Watorek, 2002)。これら種子由来糖タンパク質の N−グリカンに共通

する点としてパウチマンノース型およびハイマンノース型 N−グリカンの種類や存在比

の高さがある。このことから、発芽前 O. sativa 種子胚部に存在する N−グリカン構造は他

の植物種においても同様に貯蔵型糖タンパク質における機能性に関与する事が考えられ

た。 

	 続いて、発芽前 O. sativa 種子胚部において僅かな存在比を示した複合型 N−グリカンに

ついて考察する。N−グリカン生合成経路において、複合型 N−グリカンの生合成はシスゴ

ルジにおける M5 構造への GlcNAc 付加により開始され、この GlcNAc 付加に伴う複合型

N−グリカンの生合成は、植物ないし動物の発生や発達において非常に重要な過程である。

例えば、GlcNAc 付加が行われないマウスは胎児が胎内で致死し（Ioffe and Stanley, 1994, 

Metzler et al, 1994）、また、GlcNAc付加が行われない N−グリカンを有する O. sativaでは、

生長遅延や早期致死により種子の形成が行われないことが報告されている（Fanata et al., 

2013）。本章の構造解析結果および先行研究結果から、発芽前 O. sativa 種子胚部におけ

る複合型 N−グリカンの存在は、O. sativa の種子形成までの過程が正常に行われたことを

裏付ける結果であった。しかしながら、複合型 N−グリカンは発芽前 O. sativa 種子胚部に

おける存在比が低かったことから、種子形成後の種子の保存への対応には複合型 N−グリ

カンの関与は低いことが示唆された。 

	 さらに、得られた全 N−グリカンの量的観点から、種子形成期の O. sativa 種子胚部にお

ける N−グリカンの生合成経路について考察した。まず、植物 N−グリカンの生合成経路

において（Fig. 1−9）、ハイマンノース型 N−グリカンは N−グリカン生合成経路の上流部

である ER からシスゴルジで生合成されることから、多様な N−グリカン構造の生成に不

可欠な存在といえるハイマンノース型 N−グリカンは優先的に種子胚部に蓄積されてい
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ることが考えられた。また、パウチマンノース型はメディアルゴルジからトランスゴル

ジにおいてハイマンノース型から複合型に移行する過程で生合成されることから、パウ

チマンノース型 N−グリカンは発芽に伴う複合型 N−グリカンの生合成をより効率よく進

めるために、種子形成期の O. sativa 種子胚部において優先的に蓄積されていることが考

えられた。 

	 以上の結果から、発芽前イネ種子胚部では糖鎖の存在が初めて明らかとなり、さらに

その糖鎖構造の多様性は非常に少ないことが明らかとなった。そして、これらの糖鎖構

造は、次世代の生長に重要な種子の保存期間や、種子の発芽・生長において重要な役割

を果たしていることが示唆された。 

 

 

Fig. 1−9. 発芽前 O. sativa 種子胚部における N—グリカン生合成経路 
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第 2章	 発芽 48時間後 O. sativa種子胚部における 

	 	 	 	 グライコーム解析 
 

2.1 緒言 

	 第 1 章で行った研究により、発芽前 O. sativa 種子胚部における主要 N−グリカンはパウ

チマンノース型であることが明らかとなった。この N−グリカンは O. sativa の種子形成段

階において蓄積されている事から、次世代の生長に重要な O. sativa 種子の保存期間や、

種子の発芽・生長において重要な役割を果たしていることが示唆された。続いて、生長

度の異なる O. sativa 種子胚部における N−グリカンに着目し、O. sativa 種子胚部の生長と

N−グリカンの関連性について調べることとした。これまでに植物の生長に伴う N−グリカ

ン構成の変化について、イチョウ種子の成熟により糖タンパク質由来パウチマンノース

型 N−グリカンの割合が増加した事が報告されている事から（Kimura and Matsuo, 2000a）、

植物の生長とパウチマンノース型 N−グリカン構造の挙動には関連性があることが示唆

された。しかしながら、特定の生長部位の経時変化に伴う N−グリカンの挙動に関する情

報は少ないのが現状である。そこで、本章では特定部位の経時変化に伴う N−グリカン構

造の挙動およびその生物学的意義を調べるため、発芽に伴う O. sativa 種子胚部の N−グリ

カン構造解析を行った。 

 

 

。 
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2.2 実験方法 

2.2.1 実験材料 

	 本研究には、茨城県つくば市産のコシヒカリ (2010 年産) を用いた。O. sativa は脱穀

機と精米機に通して殻と糠を除去した後、種子胚部のみを回収した。回収した O. sativa

種子胚部は全て乳棒と乳鉢で細かくすり潰した。その後、すり潰した種子胚部は凍結乾

燥機にかけ完全な乾燥粉体とし、—30℃にて保存した。 

 

2.2.2 ピリジルアミノ化 N−グリカンの調製 

	 N—グリカンの調製は、1.2.2 に示した通りに行った。 

 

2.2.3 サイズ分画 HPLC 分析 

	 サイズ分画 HPLC は、1.2.3 に示した通りに行った。 

  

2.2.4 逆相 HPLC 分析 

逆相 HPLC は、1.2.4 に示した通りに行った。 

 

2.2.5 質量分析 

	 試料の調製およびその質量分析は、1.2.5 に示した通りに行った。 

 

2.2.6 酵素消化 

各グリコシダーゼの基質特異性、および反応条件は「本論で扱った試薬」に記載した。

酵素反応の停止は、全て 98℃で 5 分間反応液を加熱処理することにより行った。 

本章で用いた糖加水分解酵素は以下に示した。 

・ α−マンノシダーゼ (タチナタマメ由来, Sigma−Aldrich) 
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・ β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ (タチナタマメ由来, ProZyme) 

・ α1,3/4−L−フコシダーゼ (Streptomyces sp. 142 由来, タカラバイオ) 

・ ラクト−N−ビオシダーゼ (Streptomyces sp. 142 由来, タカラバイオ) 
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2.3	 結果および考察 

2.3.1 サイズ分画 HPLC 分析 

	 サイズ分画 HPLC 分析の結果、発芽 48 時間後 O. sativa 種子胚部では、糖重合度 5〜13

の間にフラクション a から h の 8 本のフラクションが確認された（Fig. 2−1）。8 本のフラ

クションの中ではフラクション aに含まれる糖の量が最も多く、次いでフラクション e、

フラクション b の順に多く検出された。しかしながら、発芽前 O. sativa 種子胚部の N−

グリカンの溶出パターンと比較すると（Fig. 2-1、図内）、フラクション a は劇的に減少

していることが示された。一方、G.U が 10〜13 の間に溶出したフラクション f、フラク

ション gおよびフラクション hは発芽後 O. sativa種子胚部において初めて主要フラクシ

ョンとして確認されたフラクションであった。このため、発芽後 O. sativa 種子胚部の N

−グリカン構成は発芽前 O. sativa種子胚部とはサイズ的に異なることが明らかとなった。 
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Fig. 2−1. サイズ分画 HPLCによる発芽 48時間後 O. sativa種子胚部の重合度別 N−グリカ

ンパターン 

番号付き矢印 (▼); PA-イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 
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2.3.2 逆相 HPLC 分析 

	 Fig. 2−1 から得られた各フラクションを逆相 HPLC に供し、得られた主要フラクショ

ンを下線部で示した。逆相 HPLC 分析の結果、フラクション a、e、f、h は 1 本、フラク

ション b、c、f、h は 2 本、フラクション d、g は 4 本の主要フラクションが検出された

（Fig. 2−2−1, 2−2−2）。それぞれのフラクションは溶出順に番号を振分けた。発芽 48 時間

後 O. sativa 種子胚部では、フラクション d の構造異性体の数が増加し、さらにフラクシ

ョン f〜hの 6本が主要フラクションとして検出された。この事から、発芽前後の O. sativa

種子胚部において糖鎖パターンが劇的に変化したことが明らかとなった。続いて、発芽

48 時間後 O. sativa 種子胚部の N−グリカンの構造推定を行うため、長束らの G.U 換算方

法 (Natsuka and Hase, 1998) を用いてフラクション a1、b1、b2、c2、e1 の G.U を算出し

た。その結果、発芽 48 時間後 O. sativa 種子胚部のフラクション a1、b1、b2、c2、e1 の

G.U はそれぞれ発芽前 O. sativa 種子胚部の M3X、M3FX、M4X、M5、GN2M3FX と一致

した。なお、フラクション c1 については、フラクション b1（M3FX）とサイズ分画およ

び逆相 HPLC の溶出位置が一致した事から（Fig. 2−3）、フラクション c1 は Fig. 2−1 のサ

イズ分取時において隣接したフラクション b が混入した結果と判断した。 
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Fig. 2−2−1. 逆相 HPLCによる発芽 48時間後 O. sativa種子胚部の構造特性別 N−グリカン

パターン 
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Fig. 2−2−2. 逆相 HPLCによる発芽 48時間後 O. sativa種子胚部の構造特性別 N−グリカン

パターン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0� 5� 15� 20�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Elution time (min)�
10� 0� 5� 15� 20�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Elution time (min)�
10�

peak g� peak h�

34 5 6 7� 8� 9�

0� 5� 15� 20�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Elution time (min)�

34 5 6 7� 8� 9�

10�0� 5� 15� 20�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Elution time (min)�

34 5 6 7� 8� 9�

10�

peak e� peak f�

34 5 6 7� 8� 9�

h1�

e1� f1�

g1�
g2�

g3�

g4�



  50 
  
 

 
Fig. 2−3. サイズ分画および逆相 HPLC によるフラクション b1 および c1 の溶出位置の比

較 

A−I, フラクション b1 のサイズ分画 HPLC の結果、A−II, フラクション c1 のサイズ分画

HPLC の結果 

B−I, フラクション b1 の逆相 HPLC の結果、B−II, フラクション c1 の逆相 HPLC の結果 
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2.3.3 質量分析 

	 2.3.2 において発芽前 O. sativa 種子胚部由来 N—グリカンの G.U と一致しないフラクシ

ョンが複数存在していた事から、MALDI−TOF/MS を用いた質量分析の結果から構造推定

を行った。質量分析の結果を table 2-1 に示す。質量分析の結果、 

フラクション d1 は[(Hex)3(HexNAc)2(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA, 1290.17 (Na+)、 

フラクション d2 は[(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA, 1493.38 (Na+)、 

フラクション d3 は [(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA, 1493.38 (Na+)、および

[(Hex)3(HexNAc)2−PA, 1498.30 (Na+)、 

フラクション d4 は[(Hex)3(HexNAc)4(Pent)1−PA, 1550.43 (Na+)、 

フラクション g3 は[(Hex)4(HexNAc)4(Deoxyhexose)2(Pent)1−PA], 2004.59（Na+）、 

フラクション g4 は[(Hex)5(HexNAc)4(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA], 2020.87（Na+）、 

フラクション h1 は[(Hex)5(HexNAc)4(Deoxyhexose)3(Pent)1−PA], 2313.19（Na+） 

に相当する糖組成であることが予測された（Table 2−1）。 
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Table 2−1.	 質量分析による検出値およびその推定構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d1

d2

d3

d4

g3

g4

h1

Fraction Mass (observed) Mass (expected) Estimated Composition

(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA1491.28 (Na+) 1493.38 (Na+)

1288.58 (Na+) 1290.17 (Na+)

2328.65 (K+) 2329.30 (K+)

2004.89 (Na+)
1566.54 (K+)1564.03 (K+)

2313.19 (Na+)2312.68 (Na+)
2019.63 (Na+) 2020.87 (Na+)

1998.88 (H+)1998.47 (H+)

(Hex)4(HexNAc)4(Deoxyhexose)2(Pent)1-PA

(Hex)5(HexNAc)4(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA

(Hex)5(HexNAc)4(Deoxyhexose)3(Pent)1-PA

1496.15 (Na+)
1474.17 (H+)

1548.14 (Na+)
1528.19 (H+) 1528.44 (H+)

1514.41 (K+)1512.14 (K+)
1498.30 (Na+)
1476.31 (H+)

1550.43 (Na+)

2021.00 (K+)2019.39 (K+)
2004.47 (Na+)

(Hex)3(HexNAc)2(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA
1304.42 (K+) 1306.28 (K+)

(Hex)6(HexNAc)2-PA

(Hex)3(HexNAc)4(Pent)1-PA

(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA
1507.31 (K+) 1509.49 (K+)

1491.19 (Na+)
1469.18 (H+) 1476.31 (H+)

1493.38 (Na+)
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2.3.4 フラクション d1 の構造解析 

	 質量分析の結果、フラクション d1 は 1290.17 (Na+)の m/z 値が検出されたため、フラク

ション d1 は(Hex)3(HexNAc)2(Deoxyhexose)1(Pent)1−PA の糖組成を有する M3FX 構造であ

ることが考えられた。従って、サイズ分画および逆相 HPLC 分析から、フラクション d1

の G.U の確認を行った。サイズ分画および逆相 HPLC 分析の結果、フラクション d1 は

サイズ分画 HPLC における G.U が 6.31、逆相 HPLC における G.U が 5.83 であることが

確認されたため、フラクション d1 は Fig. 2-1 のサイズ分取時においてフラクション b1

に由来する M3FX が混入した結果と判断した。 

 

2.3.5 フラクション d2 の構造解析 

	 フラクション d2 は 1493.38  (Na+)に相当する m/z 値が検出されたため、フラクション

d2 は(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA の糖組成を有する GNM3FX 構造であるこ

とが考えられた。フラクション d2 は、非還元末端側に N−アセチルヘキソサミン残基が

1 残基とα−マンノースが 2 残基結合した糖鎖構造であることが推測されたので、β—N—ア

セチルヘキソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼによる酵素消化を行った。ポジティ

ブコントロールは、第 1 章で構造決定した GN2M3FX を用いた。GN2M3FX のβ—N—アセ

チルヘキソサミニダーゼ消化の結果、G.U が 1.92 前にシフトしたフラクションが得られ

た。用いたβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼは、バイセクティング GlcNAc を除く

βGlcNAc 結合に特異性の高い糖加水分解酵素であるため、GN2M3FX の非還元末端側か

ら GlcNAc が 2 残基遊離したことを確認した（Fig. 2-4A-II）。さらにα−マンノシダーゼ消

化の結果、G.U が 2.34 前にシフトしたフラクションが得られ、α−マンノースが 2 残基遊

離したことを確認した（Fig. 2-4A-III）。これらの結果からβ—N—アセチルヘキソサミニダ

ーゼおよびα−マンノシダーゼの酵素活性には問題がないことを確認した。ポジティブコ

ントロールの結果を踏まえ、フラクション d2 の酵素消化を行った。β—N—アセチルヘキ

ソサミニダーゼ消化の結果、G.Uが 1.01前にシフトしたフラクションが得られた事から、
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フラクション d2 の非還元末端側には GlcNAcが 1残基結合していることを確認した（Fig. 

2-4B-II）。さらにα−マンノシダーゼ消化の結果、G.U が 2.30 前にシフトしたフラクショ

ンが得られた事から、α−マンノースが 2残基結合していることを確認した（Fig. 2-4B-III）。 
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Fig. 2-4. d2 のβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼ消化産物のサ

イズ分画 HPLC 結果 

A-I, GN2M3FX、A-II, A-Iのβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、A-III, A-IIのα−マ

ンノシダーゼ消化後 

B-I, d2、B-II, A-Iのβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、B-III, A-IIのα−マンノシダ

ーゼ消化後 
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2.3.6 フラクション d3 の構造解析 

	 フラクション d3 は 1493.38 (Na+)、および 1498.30 (Na+)に相当する m/z 値が検出された

ため、フラクション d3は少なくとも 2種類の成分が混合していることが示された (Table 

2-1)。m/z 値から、フラクション d3 は(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA および

(Hex)3(HexNAc)2-PAの糖組成を有する GNM3FX構造およびM6構造であることが推測さ

れた。2 種類の m/z 値が検出されたフラクション d3 に関して溶出条件を変えて再度サイ

ズ分画 HPLC 分析を行ったところ、2 つの成分を完全分離することができた（Fig. 2-5）。

得られたフラクションは溶出順にフラクション d3-1、d3-2 とし、それぞれの存在比はフ

ラクション d3-1 が 48.7%、フラクション d3-2 が 51.3%であった。フラクション d3-2 は、

サイズ分画 HPLC 分析では 7.7、逆相 HPLC 分析では 6.2 の G.U を示し、第 1 章で得られ

た M6B の G.U と一致したため、フラクション d3-2 は、M6B であると判断した。 

	 フラクション d3-1 は、m/z 値から(Hex)3(HexNAc)3(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA の糖組成を

有する GNM3FX 構造であることが考えられた。フラクション d3-1 は、非還元末端側に

N−アセチルヘキソサミン残基が 1残基とα−マンノースが 2残基結合した糖鎖構造である

ことが推測されたので、β—N—アセチルヘキソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼによ

る酵素消化を行った。ポジティブコントロールは、第 1 章で構造決定した GN2M3FX を

用いた。GN2M3FX のβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化の結果、G.U が 1.93 前にシ

フトしたフラクションが得られ、GN2M3FX の非還元末端側から GlcNAc が 2 残基遊離

したことを確認した（Fig. 2-6A-II）。さらにα−マンノシダーゼ消化の結果、G.U が 1.25

および 2.30 前にシフトしたフラクションが得られ、α−マンノースが最大で 2 残基遊離し

たことが確認された（Fig2-6A-III）。ポジティブコントロールの結果からβ—N—アセチルヘ

キソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼの酵素活性には問題がないことを確認した。

これらの結果を踏まえ、フラクション d3-1 の酵素消化を行った。β—N—アセチルヘキソサ

ミニダーゼ消化の結果、G.U が 0.98 前にシフトしたフラクションが得られた事から、フ

ラクション d3-1 の非還元末端側には GlcNAcが 1残基結合していることを確認した（Fig. 
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2-6B-II）。さらにα−マンノシダーゼ消化の結果、G.U が 1.25 および 2.32 前にシフトした

フラクションが得られた事から、フラクション d3-1 にはα−マンノースは最大 2 残基結合

していることを確認した（Fig. 2-6B-III）。 

	  逆相 HPLC 分析において、トリマンノシルコア構造のα1,6 アームに GlcNAc が結合し

た GNM3FX 構造は、GN2M3FX 構造よりも溶出位置が早く、トリマンノシルコア構造の

α1,3 アームに GlcNAc が結合した GNM3FX 構造は GN2M3FX 構造よりも溶出位置が遅い

ことが高橋らにより示されている（Takahashi et al., 1986）。この識別方法に基づき、逆相

HPLC の溶出位置の比較によるフラクション d2 および d3-1 の構造決定を行った。逆相

HPLC 分析の結果、それぞれの G.U は GN2M3FX は 6.26、フラクション d2 は 5.49、フラ

クション d3-1 は 6.34 を示した（Fig. 2-7）。この結果から、フラクション d2 はトリマン

ノシルコア構造のα1,6 アームに GlcNAc が結合した GNM3FX 構造、フラクション d3-1 は

トリマンノシルコア構造のα1,3 アームに GlcNAc が結合した GNM3FX 構造であることが

示された。 
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Fig. 2-5. 逆相分取後フラクション d3 の再サイズ分画 HPLC 結果 
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Fig. 2-6. d3-1のβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼ消化産物のサ

イズ分画 HPLC 結果 

A-I, GN2M3FX、A-II, A-Iのβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、A-III, A-IIのα−マ

ンノシダーゼ消化後 

B-I, d3-1、B-II, A-Iのβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、B-III, A-IIのα−マンノシ

ダーゼ消化後 

 

 

 

 

 

 

 

 

5� 8�6�4�

15� 25�10�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity

 

20�

Elution time (min) 

3�

A� B�

I�

III�

7� 9� 10� 5� 8�6�4�

15� 25�10�
Fl

uo
re

sc
en

ce
 in

te
ns

ity
 

20�

Elution time (min) 

3� 7� 9� 10�

II�

I�

III�

II�



  60 
  
 

 

Fig.2-7. 逆相 HPLC による d2 および d3-1 の構造決定 

I, GN2M3FX、II, d2、III, d3-1 
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2.3.7 フラクション d4 の構造解析 

	 フラクション d4 は 1550.43  (Na+)に相当する m/z 値が検出されたため、フラクション

d4は(Hex)3(HexNAc)4(Pent)1-PAの糖組成を有するGN2M3X構造であることが考えられた。

フラクション d4 は、非還元末端側に N−アセチルヘキソサミン残基が 2 残基結合した糖

鎖構造であることが推測されたので、β—N—アセチルヘキソサミニダーゼによる酵素消化

を行った。ポジティブコントロールは、第 1 章で構造決定した GN2M3FX を用いた。

GN2M3FX のβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化の結果、G.U が 1.81 前にシフトした

フラクションが得られた。GN2M3FX の非還元末端側から GlcNAc が 2 残基遊離したこ

とを確認した（Fig. 2-8A-II）。これらの結果からβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼの酵

素活性には問題がないことを確認した。この結果を踏まえ、フラクション d4 の酵素消化

を行った。β—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化の結果、G.U が 1.76 前にシフトしたフ

ラクションが得られた事から、フラクション d4 は非還元末端側に GlcNAc が 2 残基結合

している構造であることを確認した（Fig. 2-8B-II）。また、β—N—アセチルヘキソサミニダ

ーゼ消化後のフラクション d4 の G.U は 5.42 となり、M3X の G.U の 5.38 に近い値を示

した（Fig. 2-8B-III）。質量分析および酵素消化の結果、フラクション d4 は M3X 骨格に

GlcNAc 2 残基が結合した GN2M3X 構造であることが示された。 
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Fig. 2-8. d4 のβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, GN2M3FX、A-II, A-Iのβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化後 

B-I, d4、B-II, A-Iのβ—N—アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、B-III, M3X 
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2.3.8 フラクション g1 および g2 の構造解析 

	 逆相 HPLC 分析において、フラクション g1 およびフラクション g2 はそれぞれ糖鎖標

準品の M8A、M9A の溶出位置がと一致することを確認した（Fig. 2-9）。溶出位置の比較

から、フラクション g1 および g2 はハイマンノース型 N—グリカンであることが推測され

たため、α-マンノシダーゼによる構成糖の確認を行った。ポジティブコントロールには

糖鎖標準品の M8A を用い、α-マンノシダーゼは通常の 40 倍希釈の濃度を用いた。α-マ

ンノシダーゼ消化の結果、M8A からα-マンノースが 1〜3 残基遊離した M7、M6、M5 の

フラクションが得られ、それぞれの G.U は 8.70 (M7)、7.74 (M6)、6.81 (M5)であった。

これらの存在比は 48%	 (M7)、17%	 (M6)、35%	 (M5)であった（Fig. 2-10A-II）。この

結果を踏まえ、フラクション g1 のα-マンノシダーゼ消化を行った。その結果、ポジティ

ブコントロールの結果と同様にα-マンノースが 1〜3残基遊離したフラクションが 3本得

られ、それぞれの G.U は溶出の遅い順に 8.60、7.65、6.75 を示し、それぞれの存在比は

44%、15%、41%であった。これらの結果はポジティブコントロールの結果と同様であっ

た事から、フラクション g1 は M8A であることが示された（Fig. 2-10B-II）。さらに、フ

ラクション g2 のα-マンノシダーゼ消化を行ったところ、α-マンノースが 1〜4 残基遊離

したフラクションが 4 本得られ、それぞれの G.U は溶出の遅い順に 9.44、8.54、7.63、

6.73 を示し、存在比はそれぞれ 46%、24%、24%、9％であった（Fig. 2-10C-II）。各フラ

クションの G.U は、α-マンノシダーゼ消化を行ったフラクション g1 由来のものと同様

であったため、フラクション g2 は M8A にα-マンノースが 1 残基結合した M9A 構造で

あることが示された。 
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Fig. 2-9. 逆相 HPLC を用いたフラクション g1 およびフラクション g2 の溶出位置の確認 

A-I, g1, A-II, M8A 

B-I, g2, B-II, M9A  
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Fig. 2-10. g1 および g2 のα—マンノシダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, M8A、A-II, A-Iの α—マンノシダーゼ消化後 

B-I, g1、B-II, B-I のα—マンノシダーゼ消化後 

C-I, g2、C-II, C-I のα—マンノシダーゼ消化後 
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2.3.9 フラクション f1 の構造解析 

	 逆相 HPLC 分析において、フラクション f1 の G.U とフラクション g1（M8A）の G.U

が 5.68 と一致していたため（Fig. 2-2-2）、フラクション f1 のα-マンノシダーゼ消化を行

い、その糖組成の確認を行った。α-マンノシダーゼ消化の結果、フラクション f1 の G.U

からそれぞれ 2.88、3.84 前にシフトしたフラクションが 2 本得られた（Fig. 2-11-II）。こ

の G.U のシフトは、2.3.8 のフラクション g1（M8A）のα-マンノシダーゼ消化の場合と

同様であったため、Fig. 2-11-IIで得られた 2 本のフラクションはフラクション f1 からα-

マンノースが 3〜４残基遊離したM5およびM4であることが示された。これら結果から、

フラクション f1 はサイズ分画 HPLC 分取において隣接するフラクション g1 が混入した

結果だと判断した。 
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Fig. 2-11. f1 のα—マンノシダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

I, f1、II, Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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2.3.10 フラクション g3, g4 および h1 の構造解析 

	 質量分析の結果、フラクション g3 は 2004.59 (Na+)、フラクション g4 は 2020.87（Na+）、

フラクション h1 は 2313.19（Na+）に相当する m/z 値が検出された。これらの m/z 値から、 

フラクション g3 は(Hex)4(HexNAc)4(Deoxyhexose)2(Pent)1-PA、 

フラクション g4 は(Hex)5(HexNAc)4(Deoxyhexose)1(Pent)1-PA、 

フラクション h1 は(Hex)5(HexNAc)4(Deoxyhexose)3(Pent)1-PA 

の糖組成を有する構造であることが推測された（Table 2-1）。複数のデオキシヘキソース

（フコース）を有する組成であることから、いずれのフラクションも非還元末端側にル

イス a 構造を持つことが予想されたため、α1,3 フコースおよびα1,4 フコースを加水分解

するα1,3/4−L−フコシダーゼおよび I型糖鎖構造（Galβ1,3GlcNAc）を加水分解するラク

ト−N−ビオシダーゼを用いた 2 段階酵素消化による構造決定を行った。ポジティブコン

トロールはラクト−N−フコペンタオース II（Galβ1,3 (Fucα1,4)GlcNAcβ1,3Galβ1,4Glc-PA, 

タカラ PA-Sugar Chain 044）を用いた。酵素消化の結果、α1,3/4−L−フコシダーゼ消化に

よりラクト−N−フコペンタオース IIからフコース 1 残基（G.U = 0.88）が遊離し（Fig. 

2-12A-II）、さらにラクト−N−ビオシダーゼ消化により Galβ1,3GlcNAc 2残基（G.U = 2.02）

が遊離したことを確認した（Fig. 2-12A-III）。ポジティブコントロールの結果から

α1,3/4−L−フコシダーゼおよびラクト−N−ビオシダーゼの酵素活性には問題がないことを

確認した。この結果を踏まえ、フラクション g3、フラクション g4、フラクション h1 の

酵素消化を行った。 

	 α1,3/4−L−フコシダーゼ消化の結果、フラクション g3 は G.U が 0.90 前にフラクション

がシフトした事から（Fig. 2-12B-II）、フラクション g3 は非還元末端側にフコース 1 残基

が結合していることを確認した。このときα1,3/4−L−フコシダーゼにより消化された構造

は 34％であった。さらに、ラクト−N−ビオシダーゼ消化により、フラクション g3 は G.U

が 1.73 前にフラクションがシフトした事から（Fig. 2-12B-III）、非還元末端側に

Galβ1,3GlcNAc 2 残基が結合していることを確認した。このときラクト−N−ビオシダーゼ
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により消化された構造は 13.3％であった。質量分析および酵素消化の結果を踏まえ、フ

ラクション g3 は非還元末端側に Fucα1,4Galβ1,3GlcNAc の 3 残基を有する

Gal1F1GN2M3FX であることが明らかとなった。 

	 続いて、フラクション g4 のα1,3/4−L−フコシダーゼ消化の結果、フラクション g4 は

G.U が 0.99 前にフラクションがシフトした事から（Fig. 2-12C-II）、フラクション g4 は非

還元末端側にフコース 1 残基が結合していることを確認した。フコース消化を行ったフ

ラクション g4 は、さらにラクト−N−ビオシダーゼ消化により、G.U が 1.71 前にシフトし

た（Fig. 2-12C-III）。またこのとき、フコース未消化のフラクション g4（G.U = 9.53）よ

りも G.U が 1.84 前にシフトしたフラクションも 2.6％の存在比で確認された事から（Fig. 

2-12C-III）、フラクション g4 は非還元末端側にフコースが結合した Galβ1,3GlcNAc およ

びフコースが結合していない Galβ1,3GlcNAc 残基を有することが示された。質量分析お

よび酵素消化の結果を踏まえ、フラクション g4 は分岐鎖の非還元末端側に

Galβ1,3(Fucα1,4)GlcNAcおよび Galβ1,3GlcNAcを有する Gal2F1GN2M3Xであることが明

らかとなった。 

	 続いて、フラクション h1 のα1,3/4−L−フコシダーゼ消化の結果、フラクション g4 は

G.U が 0.97 および 1.88 前にフラクションがシフトした事から（Fig. 2-12D-II）、フラクシ

ョン h1 は非還元末端側にフコース 2 残基が結合していることを確認した。さらにラクト

−N−ビオシダーゼ消化により、G.U が 8.47、7.67、5.96 の新たなフラクションが出現した。

これらのフラクションはそれぞれフコース 1残基付き h1から Galβ1,3GlcNAcが遊離した

N—グリカン、フコース未結合の h1 から Galβ1,3GlcNAc 1 ユニットが遊離した N—グリカ

ン、フコース未結合の h1 から Galβ1,3GlcNAc が 2 ユニット遊離した N—グリカンである

ことが考えられた。本酵素条件では、フコース未結合の h1 から Galβ1,3GlcNAc 1 ユニッ

トが遊離した N—グリカン構造が最も生成されやすいということが示された。これらの解

析結果を踏まえ、フラクション h1 は分岐鎖の非還元末端側に Galβ1,3(Fucα1,4)GlcNAc

を 2 ユニット有する Gal2F2GN2M3FX であることが明らかとなった。 
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Fig. 2-12. g3, g4および h1のα1,3/4—L—フコシダーゼおよびラクト−N—ビオシダーゼ消化産

物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I,ラクト−N−フコペンタオース II、A-II, A-Iのα1,3/4—L—フコシダーゼ消化後、A-III, A-II

のラクト−N—ビオシダーゼ消化後 

B-I, g3、B-II, B-Iのα1,3/4—L—フコシダーゼ消化後、B-III, B-IIのラクト−N—ビオシダーゼ

消化後 

C-I, g4、C-II, C-Iのα1,3/4—L—フコシダーゼ消化後、C-III, C-IIのラクト−N—ビオシダーゼ

消化後 

D-I, h1、D-II, D-Iのα1,3/4—L—フコシダーゼ消化後、D-III, D-IIのラクト−N—ビオシダーゼ

消化後 
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2.3.11 発芽 48 時間後 O. sativa 種子胚部に存在する N-グリカンについて 

	 構造解析の結果、発芽 48 時間後 O. sativa 種子胚部から得られた N-グリカン構造、存

在比(%)、2 次元糖鎖マッピングにおける溶出位置のそれぞれを Table 2-2 に示した。こ

れらの結果から、発芽 48 時間後の O. sativa 種子胚部には 14 種類の N−グリカンが含まれ

ていることが初めて明らかとなった。発芽 48 時間後の O. sativa 種子胚部において全体

の 10％以上の割合を示した N−グリカンは、M3X (17.9%)、M3FX (15.3%), GN2M3FX 

(14.8%)であった。また、5％以上の割合を示した N−グリカンは、Gal2F2GN2M3FX (9.6%)、

Gal2F1GN2M3FX (6.3%)、M8A (5.8%)、M4X (5.5%)、M5A (5.2%), Gal1F1GN2M3X (5.2%)

であった。上記の N—グリカンを構造特徴別に分類すると、発芽 48 時間後の O. sativa 種

子胚部の N−グリカンは、パウチマンノース型 38.7％、複合型 44.0％、ハイマンノース型

17.3％で構成されていた。複合型 N−グリカン 44.0%のうち、ルイス a 構造を 1 つあるい

は 2 つ持つ N−グリカンは 21.1%と複合型 N−グリカンの半数を占めていた。これまでに

ルイス a 構造を有する N—グリカン構造は基本的に分泌タンパク質に結合し、その N—グ

リカン構造は植物細胞表面に存在する事から、ルイス a 構造付き複合型 N—グリカンは細

胞間相互作用に関与することが示唆されている（Fitchette-Laine et al., 1997, 

Fitchette-Laine et al.,1999）。この事から、発芽後 O. sativa 種子胚部の複合型 N—グリカン

は分泌型タンパク質に結合した形で存在し、分化や生長などの劇的な細胞環境の変化に

伴う細胞間あるいは関連する分子間相互作用に関与していることが考えられた。また、

複合型 N—グリカンの半数が非還元末端側の GlcNAcにガラクトースやフコースの付加を

受けていた事は、外的ストレスに対する防御機構の 1 つである事が考えられる。例えば、

アブラナ科の黒腐病を引き起こす原因と考えられている植物病原菌 Xanthomonas 

campestris pv. campestris が GlcNAc を利用して植物に感染する事が報告されており、X. 

campestris pv. campestrisはパウチマンノース型 N—グリカンの主な構成糖であるα1,3フコ

ースやβ1,2 キシロース、α—マンノースやβ—マンノースの加水分解酵素も保有する可能性

が高い事が報告されている（Boulanger et al., 2014, Dupoiron et al., 2015）。しかしながら、
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M1 構造にコアα1,3 フコースが結合した N—グリカン構造に対する X. campestris pv. 

campestris 由来α1,3 フコシダーゼ活性は低い事が示されている（Dupoiron et al., 2015）。

この事から、非還元末端側 GlcNAc へのガラクトースキャッピングおよび還元末端側

GlcNAc へのα1,3 フコースキャッピングは、N—グリカン構成糖を資化する他の生物に対

する防御機構の 1 つである事が考えられた。 

	 また、還元末端側の GlcNAc へのα1,3 フコースとトリマンノシルコア構造へのβ1,2 キ

シロース付加を有する N−グリカンは全体の 50%、トリマンノシルコア構造にβ1,2 キシロ

ースのみが結合した N−グリカンは全体の 32.7%を占めていた（Fig. 2-13）。しかし、複合

型 N−グリカンの中で還元末端側の GlcNAcにα1,3フコースのみが結合した構造は検出さ

れなかった。発芽前後の O. sativa 種子胚部において複合型 N—グリカンの割合の 7.2%（発

芽前）から 44.0%（発芽後）と N—グリカン構成がパウチマンノース型主体から複合型主

体へと劇的に変化したことが明らかとなった。第 1 章でも述べたように複合型 N—グリカ

ン生合成の初期段階に必要とされる GlcNAc 付加は植物の生長において重要な役割を果

たしている事から、複合型 N—グリカンの存在は O. sativa の発芽初期段階における発芽誘

導に重要なトリガーとしての役割を果たしている事が考えられた。 

	 トリマンノシルコア構造に注目すると、β1,2 キシロースが付加した構造は発芽前と同

様に全糖鎖の約 8 割を占めることが明らかとなった。このことから、発芽前後の O. sativa

種子胚部では、β1,2 キシロース付き糖鎖は周囲の環境変化に対応するタンパク質の機能

の最適化などに関与することが示唆された。さらに、トリマンノシルコア構造にα1,3 フ

コースが付加した構造は全 N—グリカンの 50%と、発芽前から大幅に増加したことが明ら

かとなり、このような種子胚部の発芽に伴うα1,3フコースが付加した糖鎖構造の増加は、

植物において初めて見出された。フコース付加に関与するフコース転移酵素

（Fucosyltransferase, FUT）は、動植物で少なくとも 13 種類存在しており、このうち FUT11、

FUT12、FUT13 は A. thaliana において発現が確認されている（Wilson et al., 2001b, Strasser 

et al., 2004）。動物細胞において、FUT は血液型抗原の合成や癌細胞の増殖への関与など
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様々な発生過程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（Kizuka and 

Taniguchi, 2016）。さらに、α1,3 フコース付加は動物や植物において外敵の侵入を防ぐ役

割があると一般的に考えられていることから、発芽後イネ種子胚部におけるα1,3 フコー

スの急激な増加も、極めて脆弱な発芽初期のイネにおいて、微生物やウイルスなどの攻

撃による外的ストレスに対して対応した結果であることが考えられた。また、フコース

の付加はグアノシン二リン酸（GDP）—フコースを必要とし、その代謝経路は GDP—マン

ノースを初発糖ヌクレオチドとして生成される事から、β1,2 キシロース付加のための

UDP—キシロースの代謝経路とは厳密に分けられている。このように植物 N—グリカン特

徴的な構成糖が互いに独立した代謝経路から生成される事は、糖鎖抗原性の維持のため

のリスク回避や糖ヌクレオチド供給源の確保ための植物の生存戦略の 1 つに関与してい

ることが考えられた。 

	 植物の生長における表現型の経時変化と N—グリカン構成の挙動の関連性については

Kimura らによるイチョウ種子を用いた報告がある。この報告によると、種子成熟初期段

階のイチョウではパウチマンノース型 N—グリカンが６割、複合型 N—グリカンが４割の

割合で存在していたが、種子の成熟度が増すにつれて複合型糖鎖の割合が減少し、成熟

後期においては全体の 9 割がパウチマンノース型であったことが示されている（Kimura 

and Matsuo, 2000a）。本章の N—グリカン構造解析結果と Kimura らの報告から、種子植物

の N—グリカン構造の変動は種子形成時には複合型からパウチマンノース型へ移行し、種

子保存時にはパウチマンノース型 N—グリカンを主体とする比較的シンプルな少数の主

要 N—グリカンへ集約されることが考えられた。また発芽時の種子の N—グリカン構造は

再び複雑な構造へと移行するとともに、結合するタンパク質群の発現に伴い多様性が増

加することが考えられた。このような N—グリカン構造の多様性の差は関連する N—グリ

カンプロセシング酵素の発現条件により生じる事から（Yoo et al., 2015）、発芽前後の O. 

sativa 種子胚部における N—グリカンの構造多様性の差もまた、発芽前後における N—グリ

カンプロセシング酵素の発現の差を反映している事が示された。 
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	 さらに、発芽前後の O. sativa 種子胚部の N—グリカン構造解析を行った結果、検出され

た構造の量的観点から、発芽前と発芽後の種子胚部における N—グリカン生合成経路の考

察を行った（Fig. 2-14）。まず、第 1 章の N—グリカン構造解析から、発芽前 O. sativa 種

子胚部では、パウチマンノース型 N—グリカンを主要 N—グリカンとする N—グリカン構成

であったことから、種子形成期の O. sativa 種子胚部ではα1,3 フコースやβ1,2 キシロース

付加が行われると予想されるメディアルゴルジからトランスゴルジにおける生合成経路

が活性化していることが示された（Fig. 2-14、青枠）。次に、第 2 章の N—グリカン構造解

析から発芽後の O. sativa 種子胚部では、複合型 N—グリカンを中心とした N—グリカン構

成であったことから、発芽誘導初期の O. sativa 種子胚部では N—グリカンの非還元末端側

に GlcNAc やガラクトース、フコースの付加が行われると予想されるトランスゴルジに

おける生合成経路が活性化し、種子形成期に O. sativa 種子胚部に蓄積・保存されていた

N—グリカンを利用して複合型 N—グリカンを合成していることが考えられた（Fig. 2-14、

赤枠）。 

	 以上の結果から、発芽前後の O. sativa 種子胚部において N—グリカン構成が劇的に変化

していることが初めて明らかとなった。このことから、O. sativa 種子の発芽にともない、

「種子の保存」のための糖鎖生合成機構から「生長や発達」のための糖鎖生合成機構へ

移行したことが示唆された。 
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Table 2-2.	 発芽 48 時間後 O. sativa 種子胚部の N-グリカン構造およびその存在比 

 
 パーセンテージは、発芽 48時間後 O.sativa種子胚部由来主要 N—グリカンの全量を 100%

としたときの各 N—グリカンの相対比を示した。 

Size ODSFraction Structure Abbreviation Ratio (%)
Glucose Units

6.72

b1 M3FX 15.3 6.31 5.33

a1 M3X 17.9 5.33

6.95

c1 M5A 5.2 6.77 6.76

b2 M4X 5.5 6.16

5.54

d3-1 GNM3FX 3.1 7.30 6.27

d2 GNM3FX 2.0 7.30

6.21

d4 GN2M3X 3.0 7.40 7.79

d3-2 M6B 3.3 7.70

6.25

f1 and g1 M8A 5.8 9.74 5.60

e1 GN2M3FX 14.8 8.16

5.98

g3 Gal1F1GN2M3FX 5.2 9.36 6.46

g2 M9A 3.0 10.47

6.73

h1 Gal2F2GN2M3FX 9.6 11.35 6.96

g4 Gal2F1GN2M3X 6.3 9.65
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Fig. 2-13. 構造別 N—グリカン構成 

A, 構造カテゴリー別 

B, トリマンノシルコア構造へのα1,3 フコースおよびβ1,2 キシロース付加の有無別 
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Fig. 2-14. 発芽前後の O. sativa 種子胚部における N—グリカン生合成経路 
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第 3章	 発芽 120時間後の O. sativa生長部位における 

 	 グライコーム解析 
 

3.1 緒言 

	 第 1 章および第 2 章で行った研究において、発芽前後 O. sativa 種子胚部における主要

な N—グリカン構成はパウチマンノース型から複合型へ推移した事から、発芽前後の O. 

sativa 種子胚部において N—グリカン構成が劇的に変化していることが明らかとなった。

この結果から、パウチマンノース型 N—グリカンは種子形成とその後の種子保存の過程に

おいて、また複合型 N—グリカンは O. sativa の発芽誘導やその後の生長・発達において重

要な役割を果たしていることが示唆された。先行研究において、N—グリカン関連糖転移

酵素および糖加水分解酵素を欠損させた植物では芽や根の伸長阻害（Liebminger et al., 

2009）や種子形成不全（Fanata et al., 2013）が引き起こされる事や、塩ストレス（Kang et 

al., 2008）や温度ストレス（Takano et al., 2015）に対する感受性が高くなるなど、正常な

N—グリカン生合成が行われないことにより植物の生長や発達に大きな影響を及ぼして

いる可能性が高いことが示されている。しかしながら、N—グリカンの構造やその詳細な

発現量の解析についての研究は少なく、N—グリカン構造やその構成比が様々なストレス

条件下でどのように変動しているのか明らかにされていないのが現状である。そこで、

本研究では分化誘導させた O. sativa の芽部および根部の N—グリカン構造解析を行い、芽

部と根部の分化に伴う N—グリカンの挙動を調べるとともに、植物の生長に重要な要素の

1 つである明暗条件が N—グリカン生合成経路に与える影響を調べるため、日照条件の異

なる O. sativa の芽部および根部の N—グリカン構造解析も行うこととした。 
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3.2 実験方法  

3.2.1 実験材料 

	 本研究には、茨城県つくば市産のコシヒカリ (2010 年産)を用いた。まずシャーレに水

道水を張り (水深 7 mm)、O. sativa 種子を浸水させた。次に暗所(30℃)にて 48 時間のイ

ンキュベーションを行った後、明所 (30℃) にて 72 時間のインキュベーションを行い、

芽部(第 2 葉展開初期)と根部へ発芽・成長させた。成長後の各部位は凍結乾燥させ、全

て乳棒と乳鉢で細かくすり潰した。その後、再び凍結乾燥機にかけ、—30℃にて密封保存

した。 

 

3.2.2 ピリジルアミノ化 N—グリカンの調製 

	 N—グリカンの調製は、1.2.2 に示した通りに行った。 

 

3.2.3 サイズ分画 HPLC 分析 

	 サイズ分画 HPLC は、1.2.3 に示した通りに行った。 

  

3.2.4 逆相 HPLC 分析 

	 逆相 HPLC は、1.2.4 に示した通りに行った。 

 

3.2.5 質量分析 

	 試料の調製およびその質量分析は、1.2.5 に示した通りに行った。質量分析装置は

AXIMA® Resonanceを用いた。 

 

3.2.6 酵素消化 

	 各グリコシダーゼの基質特異性、および反応条件は「本論で扱った試薬」に記載した。

酵素反応の停止は、全て 98℃で 5 分間反応液を加熱処理することにより行った。 
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本章で用いた糖加水分解酵素は以下に示した。 

・ α−マンノシダーゼ (タチナタマメ由来, Sigma—Aldrich) 

・ β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ (タチナタマメ由来, ProZyme) 

・   β−N−アセチルグルコサミニダーゼ  (Streptococcus pneumoniae 由来 , New England 

BioLab) 

・ β1,2 キシロシダーゼ (Xanthomonas sp.由来, Merck Millopore) 

・ α1,3/4−L−フコシダーゼ (Streptomyces sp. 142 由来, タカラバイオ) 

・ ラクト−N−ビオシダーゼ (Streptomyces sp. 142 由来, タカラバイオ) 
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3.3	 結果および考察 

3.3.1 明所条件で生育した O. sativa 生長部の N—グリカン構造解析 

3.3.1.1 サイズ分画 HPLC 分析 

	 暗所にて発芽誘導後、72 時間の光照射を行った O. sativa の芽部は第 2 葉展開初期まで

生長させた（Fig. 3-1）。生長させた芽部および根部は回収し、ヒドラジン分解、N−アセ

チル化、PA 化を行い、サイズ分画 HPLC 分析を行った。その結果を Fig. 3-2 に示した。

サイズ分画 HPLC 分析の結果、発芽 120 時間後 O. sativa の芽部および根部において、糖

重合度 5〜12の間に aからmの 13本のフラクションが溶出したことを確認した（Fig. 3-2）。

芽部ではフラクション g の蛍光強度が最も高く、次いでフラクション c、d、e の順に蛍

光強度が低くなった（Fig. 3-2-I）。根部は芽部と同様にフラクション g の蛍光強度が最も

高いことが示されたが、その他に芽部とは異なるフラクションの挙動が確認された。特

に、フラクション c が根部において著しく減少していた一方で、フラクション b、フラ

クション d、フラクション k は根部において増加傾向を示していた。検出された各フラ

クションの構造解析を行うため、芽部および根部の各 13 本のフラクションは全て分取し、

逆相 HPLC 分析を行った。 
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Fig. 3-1. 暗所条件で 48 時間生育後、明所条件で 72 時間生育させた O. sativa 生長部 
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Fig. 3-2. サイズ分画 HPLCによる発芽 120時間後 O. sativa芽根部の重合度別 N—グリカン

パターン 

I, 芽部、II, 根部 

番号付き矢印 (▼); PA-イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 
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3.3.1.2 逆相 HPLC 分析 

	 逆相 HPLC 分析の結果、芽部および根部由来の主要フラクションは同様の位置に溶出

していることが示された（Fig. 3-3-1, 3-3-2, 3-3-3）。G.U が 5.0 以降に溶出した主要フラ

クションは 17 本、G.U が 3.0 付近にのみ主要フラクションが溶出したのはフラクション

b1、b2 および d1 の 3 フラクションであった。第 2 章までに得られた N−グリカンの二次

元マップ情報から、 

フラクション a1 は M3X、 

フラクション c1 は M3FX、 

フラクション c2 は M4X、 

フラクション e1 は GNM3FX、 

フラクション e2 は GNM3FX、 

フラクション e4 は GN2M3X、 

フラクション f1 は M6B、 

フラクション g1 は GN2M3FX、 

フラクション j1 は M8A、 

フラクション k1 は Gal1F1GN2M3FX、 

フラクション k2 は Gal21F1GN2M3X、 

フラクション l1 は M9A、 

フラクション m1 は Gal21F2GN2M3FX 

であることが明らかとなっている。従って、本章では G.U が 5.0 以降に溶出したフラク

ション c3、e3、h1，h2 および G.U が 3.0 付近に溶出したフラクション b1、b2、d1 に着

目して構造決定を行うこととした。 
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Fig. 3-3-1. 逆相 HPLCによる発芽 120時間後 O. sativa芽根の構造特性別 N—グリカンパタ

ーン 
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Fig. 3-3-2. 逆相 HPLCによる発芽 120時間後 O. sativa芽根の構造特性別 N—グリカンパタ

ーン 
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Fig. 3-3-3. 逆相 HPLCによる発芽 120時間後 O. sativa芽根の構造特性別 N—グリカンパタ

ーン 
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3.3.1.3 フラクション c3 の構造解析 

	 フラクション c3 は、β−N−アセチルヘキソサミニダーゼおよびα—マンノシダーゼを用

いた酵素消化による糖組成の確認を行った。β−N−アセチルヘキソサミニダーゼ消化の結

果、フラクション c3 は G.U が 0.82 前にシフトした事から（Fig. 3-4-II）、フラクション

c3 は非還元末端側に GlcNAc が 1 残基結合していることが示された。また、β−N−アセチ

ルヘキソサミニダーゼ消化後のフラクション c3 の G.U は 5.52 となり、1.3.4 に示した

M3X（G.U = 5.59）との差は 0.07 であった。さらにβ−N−アセチルヘキソサミニダーゼ消

化産物にα—マンノシダーゼ処理を行ったところ、G.U が 1.32 および 2.42 前にシフトした

事から（Fig. 3-4-III）、フラクション c3 は非還元末端側にα—マンノースが 2 残基結合し

ていることが示された。2 段階酵素消化の結果、フラクション c3 は M3X 構造に GlcNAc

が 1 残基結合した GNM3X 構造と推定した。 
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Fig. 3-4. c3 のβ−N−アセチルヘキソサミニダーゼおよびα−マンノシダーゼ消化産物のサ

イズ分画 HPLC 結果 

I, c3、II, Iのβ−N−アセチルヘキソサミニダーゼ消化後、III, IIのα−マンノシダーゼ消化後 
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3.3.1.4 フラクション e3 の構造解析 

	 フラクション e3 は、サイズ分画 HPLC 分析において他の複合型 N−グリカンのフラク

ション e1（GNM3FX）、e2（GNM3FX）、e4（GN2M3X）と同じフラクションであった事か

ら、これら 3 つの複合型 N−グリカンと同様の糖組成であることが考えられた。また、高

橋らの二次元糖鎖マップ情報から、フラクション e3 は M3FX 構造にガラクトース 1 残基

と GlcNAc1残基が結合した GalGNM3FX構造と G.Uの値が同様であることが示されたた

め、ラクト−N−ビオシダーゼを用いた酵素消化による構成糖の確認を行った。ポジティ

ブコントロールはラクト−N−テトラオース[Galβ1,3GlcNAcβ1,3Galβ1,4Glc-PA]を用いた。

ラクト−N−ビオシダーゼ消化の結果、G.U が 1.42 前にシフトしたフラクションが検出さ

れたため、ラクト−N−テトラオースの Galβ1,3GlcNAc 1 ユニットが遊離したことを確認し

た（Fig. 3-5A-II）。ポジティブコントロールの結果を踏まえ、フラクション e3 のラクト−

N−ビオシダーゼ消化を行った。その結果、フラクション e3 は G.U が 1.55 前にシフトし

（Fig. 3-5B-II）、M3X の G.U に近い値となった。この事から、フラクション e3 は M3X

構造の非還元末端側に Galβ1,3GlcNAc1 ユニットが結合していることが考えられた。さら

に、フラクション e3 のα-マンノシダーゼ消化を行ったところ、消化産物はα-マンノース

が 1 残基遊離したフラクションが 14％、未消化のフラクション e3 構造が 72%、フラク

ション e3よりも G.Uが 0.16大きいフラクションが 14%の割合で検出された（Fig. 3-5C-II）。

なお、α-マンノシダーゼ消化は M3 が基質の場合に消化産物の M1 が 36%、M2 が 64%の

割合に消化される酵素消化条件で行った事から、フラクション e3 に対するα—マンノシダ

ーゼ活性の低さは別分岐鎖の非還元末端に存在する Galβ1,3GlcNAc との立体障害に起因

するものと考えられる。また、フラクション e3 に対するラクト−N−ビオシダーゼ活性の

低さについては、コアマンノシルコア構造に結合する他の糖による立体障害に起因する

ものであることが示唆された。上記のように、ラクト−N−ビオシダーゼ消化後のフラク

ション e3 の G.U は M3X のものと殆ど一致する事から、フラクション e3 のコア構造は

M3X と仮定すると、フラクション e3 に対するラクト−N−ビオシダーゼ活性の低さは、
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Galβ1,3GlcNAc 残基がコアマンノシル構造のα1,3 アームに結合していることによるコア

β1,2 キシロースとの立体障害のためだと考えられる。従って、フラクション e3 の推定構

造は M3X 構造のα1,3 アームに Galβ1,3GlcNAc 1 ユニットが結合した GalGNM3X 構造であ

ることが強く示唆された。 
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Fig. 3-5. e3 のラクト−N−ビオシダーゼおよびα—マンノシダーゼ消化産物のサイズ分画

HPLC 結果 

A-I,ラクト−N−テトラオース、A-II, A-Iのラクト−N−ビオシダーゼ消化後 

B-I, e3、B-II, B-Iのラクト−N−ビオシダーゼ消化後 

C-I, e3、C-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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3.3.1.5 フラクション h1 および h2 の構造解析 

	 フラクション h1 および h2 は、サイズ分画 HPLC における G.U が 8.74 と糖重合度が高

く、逆相 HPLC における G.U が 5.23 および 6.29 と溶出が早い事から、ハイマンノース

型 N−グリカンであると予想した。そこで、逆相 HPLC 分析による糖鎖標準品との溶出位

置の照合の結果、フラクション h1 は G.U が 5.21 の M7A と一致し（Fig. 3-6A-I, A-II）、

フラクション h2 は G.U が 6.28 の M7B と一致した（Fig. 3-6B-I, B-II）。さらにα—マンノ

シダーゼ消化により、α—マンノース数の確認を行った。まずポジティブコントロールと

して糖鎖標準品の M8A を用いてα—マンノシダーゼ消化を行った。酵素消化の結果、M8A

はα—マンノースが 1〜3 残基遊離した M7、M6、M5 のフラクションを確認した（Fig. 

3-7A-II）。各フラクションの存在比は 48% (M7)、17% (M6)、35% (M5)であり、M7 の存

在比が最も高く、次いで M5、M6 の順に存在比は低くなった。この結果から、M8A から

M7 への移行および M6 から M5 への移行は速やかに行われることが示された。ポジティ

ブコントロールの結果を踏まえ、フラクション h1 およびフラクション h2 のα—マンノシ

ダーゼ消化を行った。その結果、フラクション h1 およびフラクション h2 はいずれもα—

マンノース 2 残基が遊離したことを確認した（Fig. 3-7B-II, 3-7C-II）。この際に、フラク

ション h1 の M7A はα—マンノース 2 残基が加水分解を受け M5 構造に移行した割合が

87％であったのに対し（Fig. 3-7B-II）、フラクション h2 の M7B は未消化産物が 46％で

あり、α—マンノース 2残基が加水分解を受けM5構造に移行した割合は 38％であった（Fig. 

3-7C-II）。このフラクション h2 の消化産物の割合はポジティブコントロールの M8A の消

化産物の割合と近い値であった事から、このα—マンノース加水分解率の差は M7 構造バ

リエーションにおけるα1,2 マンノースの結合位置に起因していることが考えられる。α−

マンノシダーゼは、α1,2 結合、α1,3 結合、α1,6 結合の順に優先的に加水分解することが

知られており、酵素消化の結果から、M7A 構造のコアマンノシルコア構造のα1,6アーム

に結合する Manα1,2Manα1,6 残基のα1,2 マンノースとα1,3アームに結合するα1,2 マンノ

ースが優先的に加水分解されていることが示された。一方で、M7B はコアマンノシルコ
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ア構造のα1,3アームに結合する Manα1,2Manα1,2 残基の非還元末端側のα1,2 マンノース

の遊離が遅く、M6 への移行が遅いことが示された。 
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Fig. 3-6. h1 および h2 の逆相 HPLC による溶出位置の照合 

A-I, h1、A-II, M7A  

B-I, h2、B-II, M7B 
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Fig. 3-7. h1 および h2 のα—マンノシダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, M8A、A-II, A-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

B-I, h1、B-II, A-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

C-I, h2、C-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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3.3.1.6 フラクション b1 の構造解析 

	 Fig. 3-3-1 の逆相 HPLC 分析において、フラクション b1 の G.U は 3.19 の値を示した。

このフラクションは糖重合度毎に分取したフラクション b の主要な構成成分として検出

されたため、質量分析および酵素消化法を用いて詳細な解析を行うこととした。質量分

析の結果、1143.2705（Na+）の値が得られた事から（Table 3-1）、フラクション b1 は

(Hex)3(HexNAc)2(Pent)1-PA の糖組成であることが予想された。この糖組成から推定され

る N—グリカンはM3X構造であるが、逆相 HPLC分析における溶出位置から（Fig. 3-3-1）、

既知の M3X 構造ではないことが考えられた。そこで、特異性の高い糖加水分解酵素を用

いてフラクション b1 の構造推定を行った。 

	 まず始めに、非還元末端に 2 残基の GlcNAc が結合したアガラクトバイアンテナをポ

ジティブコントロールとして、β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化を行った（40 mU, 

30 分間反応）。その結果、G.U が 2.09 前にシフトしたフラクションが得られたため、非

還元末端に結合した GlcNAc 2 残基がアガラクトバイアンテナから遊離したことを確認

した（Fig. 3-8A-II）。ポジティブコントロールの結果を踏まえ、同条件でフラクション

b1 のβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化を行った。その結果、G.U が 1.15 前にシフ

トしたフラクション GN1-b1 が得られたが、β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化産物

の割合は全体の 65%、未消化産物は 35%であった（Fig. 3-8B）。酵素消化は、10 pmolの

アガラクトバイアンテナから 2残基のβ1,2GlcNAcを加水分解するのに十分な条件で行っ

ている事から、未消化フラクションの非還元末端の GlcNAc は β1,2 結合以外の結合様式

であることが示唆された。この未消化フラクションの末端 GlcNAc の遊離のため、Fig. 

3-8B における酵素消化条件（40 mU、37℃、30 分間の反応時間）よりも反応時間を 30

分間延長して酵素消化を行った。しかしながら、Fig. 3-8B の未消化フラクションはβ−N−

アセチルグルコサミニダーゼによる加水分解を受けなかった（Fig. 3-8C）。そこで、β−N−

アセチルグルコサミニダーゼの酵素量を 10 倍にし、1 時間酵素反応を行うこととした。

その結果、G.U が 1.20 前にシフトしたフラクション GN2—b1 が得られた（Fig. 3-8D）。本



  98 
  
 

研究に用いたβ−N−アセチルグルコサミニダーゼはβ1,2, 3, 4, 6 結合のいずれの結合様式

に対しても等しく加水分解を行う事から、フラクション GN1—b1 およびフラクション

GN2—b1 は非還元末端 GlcNAc の結合様式は不明瞭だが、その結合様式は互いに異なるこ

とが明らかとなった。 

	 続いて、α—マンノース残基数を確認するため、β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化

を行ったフラクションのα—マンノシダーゼ消化を行った。このとき、酵素反応時間は 24

時間で行った。ポジティブコントロールとして 1.3.5 で構造決定を行った M3FX を用い

た。α—マンノシダーゼ消化の結果、M3FX から G.U が 2.27 前にシフトしたフラクション

が確認された事から（Fig. 3-9A-II）、この酵素消化条件においてα—マンノースが 2 残基遊

離することが示された。ポジティブコントロールの結果を踏まえ、フラクション GN1—

b1 およびフラクション GN2—b1 のα—マンノシダーゼ消化を行った。その結果、フラクシ

ョン GN1—b1 は G.U が 1.94、フラクション GN2—b1 は G.U が 1.96 前にシフトしたフラク

ションが確認された（Fig. 3-9B-II, 3-9C-II）。この結果から、フラクション GN1—b1 およ

びフラクション GN2—b1 の非還元末端にα—マンノースが 2 残基結合していることが示さ

れた。 
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Table. 3-1	 フラクション b1、b2、d1 の質量分析結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b1

b2

d1

Estimated CompositionFraction Mass (observed) Mass (expected)

1159.2505 (K+) 1160.0816 (K+)
1143.2705 (Na+) 1143.9823 (Na+) (Hex)3(GlcNAc)2(Pent)1-PA

1159.2060 (K+) 1160.0816 (K+)
1143.2329 (Na+) 1143.9823 (Na+) (Hex)3(GlcNAc)2(Pent)1-PA

1346.1434(Na+) 1347.1773 (Na+) (Hex)3(GlcNAc)3(Pent)1-PA
1362.1115 (K+) 1363.2766 (K+)
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Fig. 3-8. b1 のβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, アガラクトバイアンテナ, A-II, A-Iのβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ酵素消化後

（40 mU, 30 分間反応） 

B, フラクション b1 のβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ酵素消化後（40 mU, 30 分間反

応） 

黒フラクション; 未消化物 

C, Βの未消化フラクションのβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ酵素消化後（40 mU, 1 時

間反応） 

黒フラクション; 未消化物 

D, C の未消化フラクションのβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ酵素消化後（400 mU, 1

時間反応） 
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Fig. 3-9. β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化後 b1 のα—マンノシダーゼ消化産物のサ

イズ分画 HPLC 結果 

A-I, M3FX、A-II, A-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

B-I, GN1-b1、B-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

C-I, GN2-b1、C-II, C-Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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3.3.1.7 フラクション b2 の構造解析 

	 Fig. 3-3-1 の逆相 HPLC 分析において、フラクション b2 の G.U は 3.48 の値を示した。

フラクション b2 はフラクション b1 と同様に、糖重合度毎に分取したフラクション b の

主要な構成成分の 1 つとして検出されたため、質量分析および酵素消化法を用いて詳細

な解析を行うこととした。質量分析の結果、1143.2329（Na+）の値が得られた事から（Table 

3-1）、フラクション b2 はフラクション b1 と同様に、(Hex)3(HexNAc)2(Pent)1-PA の糖組

成であることが予想された。この糖組成から推定される N—グリカンは M3X 構造である

が、逆相 HPLC 分析における溶出位置から（Fig. 3-3-1）、既知の M3X 構造ではないこと

が考えられた。そこで、特異性の高い糖加水分解酵素を用いてフラクション b2 の構造推

定を行った。 

	 まず、GlcNAc 残基数を確認するため、フラクション b2 のβ−N−アセチルグルコサミニ

ダーゼ消化を行った。その結果、G.U1.01 前にシフトしたフラクションを確認した（Fig. 

3-10-II）。続いて、α—マンノース残基数を確認するため、Fig. 3-10-II に示したフラクショ

ンのα—マンノシダーゼ消化を行った。その結果、フラクション b2 は G.U が 1.88 前にシ

フトしたフラクションが確認され（Fig. 3-10-III）、フラクション b2 の非還元末端にはα—

マンノースが 2 残基結合していることが示された。酵素消化の結果から、フラクション

b2はフラクション GN1—b1およびフラクション GN2—b1と同様に、還元末端側の GlcNAc

が 1 残基である遊離型 N—グリカンであることが明らかとなった。しかしながら逆相分析

において、フラクション b2 はフラクション b1 由来のフラクションとは異なる溶出位置

に溶離された事から、フラクション b2 はフラクション b1 由来の遊離型 N—グリカンとは

異なる構造であることが示唆された。 
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Fig. 3-10. b2 の β−N−アセチルグルコサミニダーゼおよびα—マンノシダーゼ消化産物の

サイズ分画 HPLC 結果 

I, b2、II, Iのβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化後、III,  IIのα—マンノシダーゼ消化

後 
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3.3.1.8 フラクション d1 の構造解析 

	 Fig. 3-3-1 の逆相 HPLC 分析において、フラクション d1 の G.U は 3.32 の値を示した。

フラクション d1は糖重合度毎に分取したフラクション dの主要な構成成分のとして検出

されたため、質量分析および酵素消化法を用いて詳細な解析を行うこととした。質量分

析の結果、1346.1434（Na+）の値が得られた事から（Table 3-1）、フラクション d1 は

(Hex)3(HexNAc)3(Pent)1-PA の糖組成であることが予想された。この糖組成から推定され

る N—グリカンは GNM3X 構造であるが、逆相 HPLC 分析における溶出位置から（Fig. 

3-3-1）、既知の GNM3X 構造ではないことが考えられた。そこで、特異性の高い糖加水

分解酵素を用いてフラクション d1 の構造推定を行った。 

	 まず始めに、アガラクトバイアンテナをポジティブコントロールとして、β−N−アセチ

ルグルコサミニダーゼ消化を行った。その結果、G.U が 1.99 前にシフトしたフラクショ

ンが得られたため、非還元末端に結合した GlcNAc 2 残基がアガラクトバイアンテナから

遊離したことを確認した（Fig. 3-11A-II）。ポジティブコントロールの結果を踏まえ、同

条件でフラクション d1 のβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化を行った。その結果、

G.U が 2.10 と 1.93 前にシフトしたフラクション GN1—d1 および GN2—d1 が得られ、その

消化産物の割合はフラクション GN1—d1 が 65%、フラクション GN2—d1 が 35%であった

（Fig. 3-11B）。それぞれのフラクションの G.U は GN1—d1 が 4.60、フラクション GN2—

d1 が 4.85 であり、両フラクションの G.U 間は 0.17 の差異が認められた。 

	 	 続いて、α—マンノース残基数を確認するため、β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消

化を行ったフラクションのα—マンノシダーゼ消化を行った。このとき、酵素反応時間は

24 時間で行った。ポジティブコントロールとして 1.3.5 で構造決定を行った M3FX を用

いた。α—マンノシダーゼ消化の結果、M3FX から G.U が 2.27 前にシフトしたフラクショ

ンが確認された事から（Fig. 3-11A-II）、この酵素消化条件においてα—マンノースが 2 残

基遊離することが示された。ポジティブコントロールの結果を踏まえ、フラクション GN1

—d1 およびフラクション GN2—d1 のα—マンノシダーゼ消化を行った。その結果、フラク
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ション GN1—d1 は G.U が 1.93、フラクション GN2—d1 は G.U が 2.20 前にシフトしたフラ

クションが確認された（Fig. 3-11B-II, 3-11C-II）。この結果から、フラクション GN1—b1

およびフラクション GN2—b1 の非還元末端にα—マンノースが 2 残基結合していることが

示された。 
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Fig. 3-11. d1 のβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, アガラクトバイアンテナ、A-II, A-Iの β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化後 

B-I, d1、B-II, B-Iの β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化後 
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Fig. 3-12. β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化後 d1のα—マンノシダーゼ消化産物のサ

イズ分画 HPLC 結果 

A-I, M3FX、A-II, A-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

B-I, GN1—d1、B-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

C-I, GN2—d1、C-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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Table. 3-2 明所芽根の推定構造 

 

Shoot Root Shoot Root 

m1 Gal2F2GN2M3FX 15.6 17.0 18.3

5.5

l1 M9A 8.7 2.7 10.2 3.2

k2 Gal2F1GN2M3X 6.9 4.7

Gal1F1GN2M3FX 3.2 3.1 3.7

19.7

3.0 4.5 3.5

3.6

100.0 100.0

f1 M6B 14.0 7.0 16.5

8.1

8.1

j1 M8A 13.8 7.0 16.2 8.0

h2 M7B 7.9 7.0 9.3

k1

h1 M7A 3.9

6.4

e4 GN2M3X 22.6 13.5 26.5 15.6

e3 GalGNM3X 7.0 5.6 8.2

8.1

g1 GN2M3FX 85.3 86.5

11.2

e2 GNM3FX 19.7 15.2 23.1 17.6

e1 GNM3FX 12.5 9.6 14.6

c1 M3FX 65.6 29.2 76.9 33.7

7.4

c3 GNM3X 6.6 2.2 7.8 2.6

c2 M4X 10.5 6.4 12.3

Fraction Structure Abbreviation
Yield (pmol/mg of dry weight) Ratio

a1 M3X 23.5 4.0 27.5 4.6
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Table. 3-3 明所条件生育下の芽部および根部における遊離型 N—グリカンの推定構造 
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3.3.1.9 明所条件で生育した O. sativa 生長部に存在する N—グリカンについて 

	 O. sativa 芽部および根部に存在する N—グリカンの構造、存在量および存在比は Table 

3-2 に示した。O. sativa 芽部および根部において 17 種類の主要 N—グリカンが得られ、い

ずれの部位においても GN2M3FX 構造が最も多く存在していた。GN2M3FX 構造は芽部

において 85.3 pmol/mg、根部において 86.5 pmol/mg とほぼ同等の存在量を示していた事

から GN2M3FX の相対比は 100 とし、その他の構造の相対比を算出した。比較構造解析

の結果、M3FX 構造は芽部および根部において GN2M3FX の次に多く存在しており、N—

グリカンの総量に対する GN2M3FX および M3FX の割合は芽部では 46%、根部では 52%

であった。しかしながら、GN2M3FX に対する M3FX 構造の相対比は芽部では 76.9％、

根部では 33.7％であった事から、M3FX 構造は根部において劇的に減少した事が明らか

となった。カイワレダイコン（Raphanus sativus）の根のパウチマンノース型やハイマン

ノース型 N—グリカンの存在量が芽部よりも僅かに少ないことや（Mega, 2005）、芽部と

根部の区別が曖昧な下等植物にはパウチマンノース型 N—グリカンが検出されなかった

事から（Mega, 2007）、パウチマンノース型 N—グリカンは芽部と根部の分化に関わる基

盤 N—グリカンである可能性が考えられた。 

	 これまでに遊離型のハイマンノース型 N—グリカンはトマトやイチョウ、大豆など様々

な植物から検出されており（Yunovitz et al., 1996, Kimura and Matsuo, 2000b, Kimura and 

Kitahara, 2000）、植物の生長過程における遊離型のハイマンノース型 N—グリカンの存在

量や濃度から遊離型のハイマンノース型 N—グリカンは植物の生長との関連性が高いこ

とが示唆されてきた（Priem et al., 1993, Nakamura et al., 2008）。しかしながら、遊離型の

複合型 N—グリカンの報告例は O. sativa 培養細胞（Maeda and Kimura, 2010）と淡水植物

の Egeria densa（Maeda et al., 2017）のみであり、遊離型の複合型 N—グリカンやその存在

量の増減がどのような生物学的意義を持つのかという点については明らかにされていな

いのが現状である。本研究の結果から、O. sativa 生長部には少なくとも 2 種類の遊離型

複合型 N—グリカンの GNM3Xおよび GN2M3Xが存在し、いずれも非還元末端のβGlcNAc
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またはα—マンノースの結合様式が異なる構造異性体を持つ分子であることが明らかと

なり、これらの遊離型複合型 N—グリカンは明所条件で生育された根部において増加傾向

にあることが示された。いずれの遊離型複合型 N—グリカンもG.Uが 5.73（遊離GNM3X）

または 6.63（遊離 GN2M3X）であり、芽部と根部において明確な差異が現れた M3FX 構

造の G.U も 6.2 付近であった事から、O. sativa の生長部において糖重合度のやや低い、

中間生成物としての N—グリカン構造は芽部と根部の分化や生長に関わる基盤 N—グリカ

ンとなることが考えられた。またその他の可能性として、一般的に遊離型のハイマンノ

ース型 N—グリカンは糖タンパク質の生合成経路におけるミスフォールド糖タンパク質

や生長過程において変性した糖タンパク質のマーカーとして糖タンパク質の品質管理に

関与する事から、遊離型の複合型 N—グリカンの挙動は地中で生育する根が通常とは異な

る明所条件において生育されたことによるストレス応答の一種であることが考えられた。 
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3.3.2 暗所条件で生育した O. sativa 生長部の N—グリカン構造解析 

	 光照射は植物の生長に重要な要素の 1 つである。植物は葉緑体において光合成を行い、

生長に必要な分子を生成する。近年、葉緑体にはいくつかの葉緑体関連糖タンパク質が

あり、それらのタンパク質にはハイマンノース型 N—グリカンや複合型 N—グリカンが結

合していることが報告されている（Buren et al., 2011）。しかしながら、光照射に関連す

る N—グリカンの詳細な構造や挙動についての研究は行われていない。そこで、本節では

暗所条件で生育した O. sativa 生長部の N—グリカン構造解析を行い明所条件のものと比

較することにより、光条件が N—グリカン生合成に及ぼす影響について調べることを目的

とした。 

 

3.3.2.1 サイズ分画 HPLC 分析 

	 暗所にて 120 時間の生育した O. sativa の芽部は鞘葉期（コレオプチル）まで生長した

ことを確認した（Fig. 3-13）。生長した芽部および根部は回収し、ヒドラジン分解、N−ア

セチル化、PA 化を行い、サイズ分画 HPLC 分析を行った。その結果を Fig. 3-14 に示し

た。サイズ分画 HPLC分析の結果、発芽 120時間後 O. sativaの芽部および根部において、

糖重合度 5〜12 の間に a から lの 12 本のフラクションを確認した（Fig.3-14）。芽部では

フラクション f の蛍光強度が最も高く、次いでフラクション c、b、d の順に蛍光強度が

低くなった。根部は芽部と同様にフラクション g の蛍光強度が最も高いことが示された

が、その他に芽部とは異なるフラクションの挙動が確認された。特に、明所条件で生育

した場合と同様に、フラクション b が根部において著しく減少していた。検出された各

フラクションの構造推定を行うため、芽部および根部の各 12 本のフラクションは全て分

取し、逆相 HPLC 分析を行った。 

 

 



  113 
  
 

 

Fig. 3-13. 暗所で 120 時間生育させた O. sativa 生長部 
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Fig. 3-14. サイズ分画 HPLCによる暗所で 120時間生育した O. sativa芽根部の重合度別 N

—グリカンパターン 

I, 芽部、II, 根部 

番号付き矢印 (▼); PA-イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 
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3.3.2.2 逆相 HPLC 分析 

	 	 逆相 HPLC 分析の結果、芽部および根部由来の主要フラクションは同様の位置に溶

出していることが示された（Fig. 3-3-1, 3-3-2, 3-3-3）。G.U が 5.0 以降に溶出した主要フ

ラクションは 17本であった。これまでに得られた N−グリカンの二次元マップ情報から、 

フラクション a1 は M3X、 

フラクション b1 は M3FX、 

フラクション b2 は M4X、 

フラクション b3 は GNM3X、 

フラクション d1 は GNM3FX、 

フラクション d2 は GNM3FX、 

フラクション d3 は GalGNM3X、 

フラクション d4 は GN2M3X、 

フラクション e1 は M6B、 

フラクション f1 は GN2M3FX、 

フラクション g1 は M7A、 

フラクション g2 は M7B、 

フラクション i1 は M8A、 

フラクション j1 は Gal1F1GN2M3FX、 

フラクション j2 は Gal21F1GN2M3X、 

フラクション k1 は M9A、 

フラクション l1 は Gal21F2GN2M3FX 

であることが明らかとなっている。 
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 Fig. 3-15. 逆相 HPLCによる発芽 120時間後 O. sativa芽部の構造特性別 N−グリカンパタ

ーン 

	  

 

Fig. 3-16. 逆相 HPLC による発芽 120 時間後 O. sativa 根部の構造特性別 N−グリカンパタ

ーン                                                                                                         
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3.3.3	 光照射が N−グリカン生合成に及ぼす影響について 

	 構造解析の結果、暗所条件下で生育した O. sativa 芽部および根部は同様の N—グリカン

構造から構成されており、さらに、明所条件と同様に根部における M3FX 構造の相対比

は芽部の約半分であることが明らかとなった（Table 3-3）。また M8A と M9A の相対比が

根部において減少するなど、M3FX の他にも明所条件で生育した O. sativa 生長部 N—グリ

カンとの共通部分が確認された。 

	 続いて、光照射が N−グリカン構造およびその生合成に及ぼす影響について、明所条件

と暗所条件で生育した芽部を比較対象として考察した。比較構造解析の結果、M3X、

M3FX、GNM3FX、GN2M3X、Gal2F1GN2M3X および Gal2F2GN2M3FX の 6 種類は明所条

件および暗所条件において相対比 5以上 10未満の僅かな差異が確認され、いずれも M3X

または M3FX を基本骨格として持つ N—グリカンであることが示された（Fig. 3-16）。し

かしながら、明所条件と暗所条件におけるこれらの N—グリカン構造の顕著な差異は確認

されなかった事から、初期生長時の芽部における N—グリカンは光照射に対する感受性が

低いことが示唆された。この結果は、根は地中に、芽は地上に存在する事から、光条件

に対する根部の N—グリカンの感受性は低く、芽部の N—グリカンの光感受性は高いとい

う予想とは異なっていた。加えて、β1,2 キシロース転移酵素ノックアウト O. sativa のク

ロロフィル量は野生型との差異が殆ど認められなかった事からも（Takano et al., 2015）、

O. sativaにおける光合成関連分子の挙動と N—グリカン生合成は互いに独立している事が

示された。この事は植物の高等進化と N—グリカンの高等進化を考察する上で極めて興味

深い結果であり、少なくとも O. sativa は光環境変化への適応には N—グリカンの変化を必

要としないことが示唆された。 

	 続いて、これまでに報告されている藻類およびコケ・シダ植物などの N—グリカン構造

解析の結果から植物の高等進化と N—グリカンの高等進化の関連性について言及する。ま

ず、光合成微生物と真核生物との共生により進化した単細胞緑藻類の 1 つである

Chlamydomonas reinhardtii由来 N—グリカンは主にハイマンノース型およびコアβ1,2 キシ
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ロース結合ハイマンノース型 N—グリカンで構成されている事が明らかにされている

（Mathieu-Rivet et al., 2013）。また、このような単細胞藻類が新たな真核生物に取り込ま

れた結果生じた二次植物の珪藻 Phaeodactylum tricornutum は遺伝子解析上では GnT—Iの

存在が認められているにもかかわらず、主要 N—グリカンはハイマンノース型 N—グリカ

ンである事が報告されている（Baïet et al., 2011）。しかしながら、この P. tricornutum の

GnT—I は GnT—I ノックアウト CHO 細胞において機能した事から、二次植物には植物の

更なる高等進化の過程のために GnT—Iの機能が既に保存されているものの、二次植物の

状態では GnT—I の機能を発現することができない状態である事が示唆された。さらに、

30 種類のコケ・シダ植物の N—グリカン構造解析から、パウチマンノース型 N—グリカン

の出現はコケ植物の高等進化における主要な現象の 1 つであり、本研究結果と同様に芽

部と根部の分化に対するパウチマンノース型 N—グリカンの関与が提唱されている（Mega, 

2007）。この点については、N—グリカン生合成に関与する糖転移酵素の数が植物進化に

おける環境適応のプロセスを反映することを示唆する報告がある事からも（Ulvskov et 

al., 2013）、植物の高等進化の過程における N—グリカンプロセシング酵素の多様化が N—

グリカンの多様性を生み出し、植物の高等進化とともに N—グリカンの生合成経路も高等

進化した事が考えられた。 

	 これら一連の植物と N—グリカンの高等進化に関する研究報告を踏まえ、本研究結果か

ら筆者は N—グリカンの高等進化が植物の高等進化と同時に進行してきたのではないか

という仮説を提唱する（Fig. 3-17）。まず、C. reinhardtiiや P. tricornutum では小胞体で生

合成されるハイマンノース型糖鎖が主要糖鎖であった事から、これらの植物やその近縁

に属する植物の糖鎖生合成においてゴルジ装置の機能の高度化がまだ行われていないこ

とが考えられた。そして P. tricornutum などの二次植物において GnT—Iは保存されている

が GnT—Iの機能は制限されている事から、少なくとも進化的に早期の植物の生長や生命

維持に GnT—Iの作用は必ずしも重要ではない事が考えられた。続いて、植物と N—グリカ

ンの高等進化における重要な転換期として、コケ植物門の蘚苔類におけるパウチマンノ
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ース型 N—グリカンの出現がある。この事は、保存されている N—グリカンプロセシング

酵素を全て利用するか否かは別として、高等に進化した植物がハイマンノース型 N—グリ

カンをパウチマンノース型 N—グリカンに変換するために必要な糖転移酵素および糖加

水分解酵素を獲得・保存し、進化段階に合わせて発達させてきた事を示している。この

ような植物特異的 N—グリカンの生合成経路において、ハイマンノース型 N—グリカンは

初期段階で GnT—I により GNM5 構造に変換され、GNM5 構造はα—マンノシダーゼ II お

よびβ1,2 キシロース転移酵素により GNM3X に変換される（Kajiura et al., 2012）。この

GNM3X 構造は N—グリカン生合成経路の分岐点となる構造であり、生合成経路の下流に

おいてパウチマンノース型 N—グリカンや複合型 N—グリカンに変換される構造である。

これら一連の生合成経路により生み出される N—グリカンの多様性の増加は植物進化の

転換期において発生してきた事から、発芽前後の O. sativa 種子胚部における N—グリカ

ン構成の差異や O. sativa の芽部と根部におけるパウチマンノース型 N—グリカンの差異

もまた植物の環境適応における N—グリカン構造の変遷の 1 つと捉えることができ、これ

らの現象は植物の高等進化の過程を反映している事が示唆された。 
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Table 3-3 暗所芽根の推定構造 

 

shoot root

5.1M9A 8.2

20.9l1 Gal2F2GN2M3FX 23.3

j1

k1

j2

10.4Gal1F1GN2M3FX 8.0

14.5Gal2F1GN2M3X 14.6

13.2

g1 M7A 5.6

i1 M8A 18.1

10.8M7B 10.2g2
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Fig. 3-16. 明暗条件におけるの根部に存在する N—グリカン相対比の比較 
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Fig. 3-17. 植物と N—グリカンの高等進化について 
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第 4章 環境圧下における O. sativa生長部位のグライコーム 

       解析 
 

4.1 緒言 

	 第 1 章から第 3 章の研究において、N—グリカンはタンパク質の翻訳後修飾の一つとし

て O. sativa の生長や発達に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。N—グリカ

ン構造は細胞環境の他にも外環境の変化などの外的影響を敏感に反映する事から、外的

影響を受けた植物の N—グリカン構造やその挙動を解析することは、新たな環境への適応

を繰り返してきた植物の高等進化に付随した N—グリカンの高等進化の知見を得ること

ができる可能性が高いことが考えられた。しかしながら、第 3 章において異なる日照条

件で生育した O. sativa 生長部はその N—グリカン発現に殆ど差が確認されなかった事か

ら、日常的な環境変化に伴う N—グリカン発現の変化は非常に少ないことが示唆された。

そこで、過度な環境変化を想定した生育環境における植物の生長や発達に焦点を当てる

こととした。本章では過度な環境変化の例として、O. sativa を含む水生生物にとって最

も懸念される、大量の化学物質が環境中に流出することによる環境汚染に着目した。研

究対象とした銀ナノコロイド（Silver nanocolloids, SNCs）はその抗菌活性から多くの抗

菌製品に使用され、大量に消費されている化学物質である。しかしながら、SNCsが環境

中へ大量流出することによる潜在的危険性に関する情報は少なく、植物の発達やその生

育環境へ与える影響に関する報告は殆どないのが現状である。生育環境は植物の生長や

発達に関わる重要な外的要因である事から、高濃度の重金属汚染など大量の化学物質が

生育環境中へ流出することによる影響は植物の生長や発達に及ぶ可能性が高く、それら

の影響が N—グリカン生合成にも影響を及ぼすことが考えられる。そこで、本研究では重

金属汚染を想定した過度な生育環境の変化を受けた植物の生長・発達や N—グリカン構造

の挙動を観察することにより、植物の高等進化の過程で繰り返し受けてきた過度な環境

ストレス下において N—グリカンがどのような挙動を示すのか調べることを目的とし、
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SNCs曝露を受けた O. sativa 生長部の N—グリカン構造解析を行った。 
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4.2 実験方法 

4.2.1 実験材料 

	 本研究には、茨城県つくば市産のコシヒカリ (2010 年産)を用いた。まずシャーレに水

道水（対照区）または各濃度の SNC 懸濁液（0.5, 1.0, 1.5, 3.0, 5.0, 10.0, 25.0 mg/L）を張

り、O. sativa 種子を浸水させた。次に暗所 (37℃) にて 96 時間のインキュベーションを

行った。生育後の O. sativa 各部位は凍結乾燥させ、全て乳棒と乳鉢で細かくすり潰した。

その後、再び凍結乾燥機にかけ、—30℃にて密封保存した。 

 

4.2.2 ピリジルアミノ化 N—グリカンの調製 

	 N—グリカンの調製は、1.2.2 に示した通りに行った。 

 

4.2.3 サイズ分画 HPLC 分析 

	 サイズ分画 HPLC は、1.2.3 に示した通りに行った。 

 

4.2.4 逆相 HPLC 分析 

	 逆相 HPLC は、1.2.4 に示した通りに行った。 

 

4.2.5 質量分析 

	 試料の調製およびその質量分析は、1.2.5 に示した通りに行った。質量分析装置は

AXIMA® Resonanceを用いた。 

 

4.2.6 酵素消化 

	 各グリコシダーゼの基質特異性、および反応条件は「本論で扱った試薬」に記載した。

酵素反応の停止は、全て 98℃で 5 分間反応液を加熱処理することにより行った。 

本章で用いた糖加水分解酵素は以下に示した。 
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・ α−マンノシダーゼ (タチナタマメ由来, Sigma-Aldrich) 

・  β−N−アセチルグルコサミニダーゼ  (Streptococcus pneumoniae 由来 , New England 

BioLab) 
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4.3	 結果および考察 

4.3.1. 表現型観察 

	 はじめに、SNC 曝露が O. sativa 種子の生長にどのような影響を与えるのか観察するた

め、発芽誘導 48 時間後の発芽率の測定を行った。その結果、48 時間後の発芽率は 95% (対

照区)、 100% (SNCs 0.5 mg/L)、100% (SNCs 1.0 mg/L)、95% (SNCs 1.5 mg/L)、100% (SNCs 

3.0 mg/L)、95% (SNCs 5.0 mg/L)、90% (SNCs 10.0 mg/L)、100% (SNCs 25.0 mg/L)であった。

この結果から、どの SNC 濃度も O. sativa の発芽には影響を及ぼさないことを確認した。

続いて 96 時間培養を行った対照区および SNC 曝露区の O. sativa 生長部の身長測定を行

った。その結果、対照区の芽部および根部の長さは、芽部が 1.46 ± 0.08 cm、根部が 0.98 

± 0.08 cm であった（Fig. 4-1-A）。 芽部については、どの SNC 濃度区においても伸長へ

の影響は確認されなかった一方で、根部は、SNC 濃度が 0.5 mg/L から 10.0 mg/L の曝露

区において対照区よりも根の伸長が増加していた。しかしながら、SNC 濃度 25.0 mg/L

の曝露区において、根部の長さは対照区の半分以下であった。対照区および SNC 濃度

25.0 mg/L の曝露区における O. sativa 生長部を Fig. 4-1-B に示した。対照区の根部は色が

白く、1 cm 程生長していたのに対し、SNC 25.0 mg/L 曝露区の根部は茶色に変色し、対

照区よりも太く短くなっていた。これらの観察結果から、根部は SNC 曝露により重篤な

影響を受けていることが考えられた。 

	 水溶液中において、SNC は銀ナノ粒子と銀ナノ粒子から生成される遊離の銀イオンの

形態で存在しており、一般的には、酸化力を有する遊離銀イオンのほうがナノ粒子より

も毒性が高いことが知られている。本研究に用いた SNC（粒子径 28.4 ± 8.5 nm）におけ

る銀ナノイオンの割合は 81.1% と全体の約 8 割を占めている（Kataoka et al., 2016）。他

の植物を用いた銀ナノ粒子曝露研究において、銀イオンはシロイヌナズナの根部に蓄積

しやすい傾向があり（Wang et al., 2013）、蓄積した銀イオンは細胞代謝に関与するタン

パク質に影響をおよぼすことが報告されている（Hossain et al., 2016）。また、SNCsある

いは銀ナノイオンは水草の Eruca sativa の小胞体や液胞に存在するタンパク質に影響を
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及ぼすことや（Vannini et al., 2013）、O. sativa 生長部の全糖量にも影響を及ぼすことも報

告されている（Nair and Chung, 2014）。これらの報告から、SNC 曝露は植物の細胞代謝や

それに伴うタンパク質の翻訳後修飾へ影響を及ぼすことが示唆され、この影響はタンパ

ク質の翻訳後修飾の 1 つとしての N—グリカン修飾に対して生じることが考えられた。従

って、SNC 曝露が O. sativa 生長部に及ぼす影響について調べるため、植物の生長と N—

グリカンの挙動に着目し、SNC 曝露を受けた O. sativa 生長部の N—グリカン構造解析を

行った。 
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Fig. 4-1. SNC 曝露 O. sativa 生長部の観察結果 

A, 芽部および根部の伸長測定結果、B, 対照区および 25.0 mg/L SNC 曝露区の O. sativa

の写真 
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4.3.2 芽部の N—グリカン構造解析 

4.3.2.1 サイズ分画 HPLC 分析 

	 O. sativa 生長部における N—グリカン構造やその生合成経路に対する SNCsの影響を調

べるため、対照区および最も高濃度の 25.0 mg/L SNCs溶液で生育した O. sativa 生長部の

糖鎖構造解析を行った。まず、対照区と SNC 曝露区において表現型に差異が殆ど認めら

れなかった芽部のサイズ分画 HPLC 分析を行った。サイズ分画 HPLC 分析の結果、フラ

クション a から o の 15 本のフラクションが対照区と SNC 曝露区において検出され、フ

ラクション数の増減は確認されなかった（Fig. 4-2）。フラクション g は対照区および SNC

曝露区において最も強い蛍光強度を示し、フラクション c、フラクション e がフラクシ

ョン g に次いで強い蛍光強度を示した。フラクション l については、SNC 曝露区におい

て相対的に減少傾向にあった。 
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Fig. 4-2. サイズ分画 HPLC による芽部の重合度別 N−グリカンパターン 

I, 対照区 O. sativa 芽部、II, SNC 曝露区 O. sativa 芽部 

番号付き矢印 (▼); PA-イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 
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4.3.2.2 逆相 HPLC 分析 

	 Fig. 4-2 で得られた 15 本のフラクションは全て分取し、逆相 HPLC 分析に供した。対

照区および SNC 曝露区の逆相 HPLC 分析の結果、G.U が 5.0 以降のフラクションは 15

本であった（Fig. 4-3-1, 4-3-2）。これらのフラクションは、これまでに得られた N−グリ

カンの二次元マップ情報から、 

フラクション a1, b1 は M3X、 

フラクション c1 は M3FX、 

フラクション e1 は GNM3FX、 

フラクション e2 は GNM3FX、 

フラクション d4 は GN2M3X、 

フラクション f1 は M6B、 

フラクション g1 は GN2M3FX、 

フラクション h1 は M7A、 

フラクション h2 は M7B、 

フラクション k1 は M8A、 

フラクション m1 は Gal1F1GN2M3FX、 

フラクション m2 は Gal21F1GN2M3X、 

フラクション n1 は M9A、 

フラクション o1 は Gal21F2GN2M3FX 

であることが明らかとなっている。2 次元糖鎖マッピングにて構造決定したフラクショ

ンには簡略化した N—グリカン構造を記載した。 

	 一方で、Fig. 4-2 のサイズ分画 HPLC 分析において対照区と SNC 曝露区間の溶出パタ

ーンに差異のあったフラクション l の逆相 HPLC 分析を行った結果、主要フラクション

であるフラクション lは G.U が 3.0 よりも早く溶出することを確認した。第 3 章の N—グ

リカン構造解析の結果から、G.U が 3.0 よりも早く溶出したフラクション lは還元末端側
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の GlcNAc を 1 残基のみ有する遊離型 N—グリカンである可能性が高いことが示された。 
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Fig. 4-3-1. 逆相 HPLC による対照区 O. sativa 芽部の構造特性別 N−グリカンパターン 
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Fig. 4-3-2. 逆相 HPLC による SNC 曝露区 O. sativa 芽部の構造特性別 N−グリカンパター

ン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3�4� 5� 6� 7� 8� 9�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Elution time (min)�
5� 20�15�10�0�

Elution time (min)�
5� 20�15�10�0�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity
�

Elution time (min)�
5� 20�15�10�0�

Peak a�

Peak b�

Peak c�

Peak d�

Peak e�

Peak f�

Peak g�

Peak h�

Peak i�

Peak j�

Peak k�

Peak l�

Peak m�

Peak n�

Peak o�

3�4� 5� 6� 7� 8� 9� 3�4� 5� 6� 7� 8� 9�

a1�

c1�

e1�e2� e3�

f1�

g1�

h1�h2�

k1�

m1�m2�

n1�

o1�



  136 
  
 

4.3.2.3 遊離型ハイマンノース型 N—グリカンの構造解析 

	 質量分析の結果、フラクション lは 1780.3210 (Na+)の m/z値を示した。この m/z値から、

フラクション lは還元末端側の GlcNAcが 1残基のみ結合した遊離型ハイマンノース型 N

—グリカンの M9 構造であることが予想された。続いて、構成糖およびその結合様式を確

認するため、フラクション l はのα—マンノシダーゼ消化を行った。ポジティブコントロ

ールには糖鎖標準品の M8A（2 pmol/µL）を用いた。α—マンノシダーゼ消化の結果、M8A

（G.U = 9.66）は G.U が 4.48、5.80 および 6.53 前にシフトしたフラクションが得られ、

G.U からそれぞれのフラクションは M8A からα—マンノースが 5〜7 残基遊離した M3、

M2 および M1 構造であることが示された（Fig. 4-4A-II）。ポジティブコントロールの結

果を踏まえ、フラクション lはのα—マンノシダーゼ消化を行った。なお、Fig. 4-3-1 の逆

相 HPLC 分析においてフラクション l はほぼ単一フラクションであったため、α—マンノ

シダーゼ消化はサイズ分画 HPLC にて分取後のフラクション l を用いた。α—マンノシダ

ーゼ消化の結果、lは（G.U = 9.96）は G.U が 6.67 および 7.45 前にシフトしたフラクシ

ョンが得られ、G.U からそれぞれのフラクションは遊離型 M9 からα—マンノースが 7 残

基および 8 残基遊離した M2 および M1 構造であることが示された（Fig. 4-4B-II）。α—マ

ンノシダーゼ消化後の G.U が 9〜10 付近のフラクションについては、逆相 HPLC 分析に

て l とは異なる G.U をもち、非還元末端にα—マンノース残基が結合していない別の糖分

子である可能性が高い。酵素消化の結果から、フラクション l1 は遊離型ハイマンノース

型 N—グリカンの M9 であることが示された。 

	 さらに、逆相 HPLC 分析において遊離型ハイマンノース型 N—グリカンを含む可能性が

高いフラクションについて質量分析を行った。フラクション g およびフラクション j の

質量分析の結果、それぞれ 1456.6669 (Na+)および 1619.2116 (Na+)の m/z 値を示した。こ

の m/z 値から、フラクション g およびフラクション jは還元末端側の GlcNAc が 1 残基の

み結合した遊離型ハイマンノース型 N—グリカンの M7および M8構造であることが予想

された。従って、フラクション g およびフラクション j の構成糖およびその結合様式を
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確認するため、フラクション gおよびフラクション jのα-マンノシダーゼ消化を行った。

フラクション g のα—マンノシダーゼ消化の結果、フラクション g（G.U = 8.36）は G.U が

5.07 および 5.85 前にシフトしたフラクションが得られ、G.U からそれぞれのフラクショ

ンは遊離型 M7 からα—マンノースが 5 残基および 6 残基遊離した M2 および M1 構造で

あることが示された（Fig. 4-4C-II）。また、フラクション jのα—マンノシダーゼ消化の結

果では、フラクション j（G.U = 9.21）は G.U が 5.92 および 6.70 前にシフトしたフラク

ションが得られ、G.U からそれぞれのフラクションは遊離型 M8 からα—マンノースが 6

残基および 7 残基遊離した M2 および M1 構造であることが示された（Fig. 4-4D-II）。 
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Fig. 4-4. フラクション l、フラクション g およびフラクション jの α-マンノシダーゼ消化

産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, M8A、A-II, A-Iのα-マンノシダーゼ消化後、 

B-I, フラクション l、B-II, B-Iのα-マンノシダーゼ消化後 

C-I, フラクション g、C-II, B-Iのα-マンノシダーゼ消化後 

D-I, フラクション j、D-II, B-Iのα-マンノシダーゼ消化後 
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4.3.2.4. 対照区と SNC 曝露区の O. sativa 芽部に存在する N—グリカンについて 

	 対照区と SNC 曝露区において得られた全ての N—グリカンの構造および存在比は Fig. 

4-5 に示した。存在比は対照区および SNC 曝露区において最も多く存在していた

GN2M3FX 構造を 100 として算出した。比較解析の結果、対照区と SNC 曝露区間おいて

N—グリカン構造や相対比は全体として同様のパターンを示したが、パウチマンノース型

N—グリカンと一部の複合型 N—グリカンおよび遊離型 N—グリカンは SNC曝露区において

僅かに減少していた。M3X は 7（対照区）から 2（SNC 曝露区）、M3FX は 74（対照区）

から 60（SNC 曝露区）、Gal2F1GN2M3X は 19（対照区）から 10（SNC 曝露区）、遊離型

M8 は 19（対照区）から 13（SNC 曝露区）、遊離型 M9 は 36（対照区）から 23（SNC 曝

露区）であった。また、相対比較の結果、SNC 曝露区において増加した N—グリカンは検

出されなかった。しかしながら、SNC 曝露 O. sativa 芽部は対照区との生長度の差が殆ど

確認されなかったことから、本節における N—グリカンの減少量では、表現型の変化に大

きな影響がないことが示唆された。 
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Fig. 4-5. 対照区および SNC 曝露区の芽部における N—グリカン相対比の比較 
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4.3.3 根部の N-グリカン構造解析 

4.3.3.1 サイズ分画 HPLC 分析 

	 続いて、表現型に顕著な差異が認められた根部のサイズ分画 HPLC 分析を行った。そ

の結果、対照区および SNC 曝露区のいずれにおいてもフラクション a から m の 13 本の

フラクションが確認された（Fig. 4-6）。対照区において、最も高い蛍光強度を示したの

はフラクション g であり、次いでフラクション d、フラクション f の順であった。一方、

SNC 曝露区において最も高い蛍光強度を示したのはフラクション g であったが、フラク

ション b が 2 番めに高い蛍光強度を示した点は対照区とは異なっていた。また、SNC 曝

露区のフラクション a、フラクション b、フラクション e、フラクション m は対照区のも

のよりも相対的に高いことが示されたため、これら 4 フラクションの逆相 HPLC 分析を

行った。 
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Fig. 4-6. サイズ分画 HPLC による根部の重合度別 N—グリカンパターン 

I, 対照区、II, SNC 曝露区 

番号付き矢印 (▼); PA-イソマルトオリゴ糖の重合度に基づいた溶出位置 
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4.3.3.2 逆相 HPLC 分析 

	 フラクション a、フラクション b、フラクション e およびフラクション m は Fig. 4-6 の

サイズ分画 HPLC 分析において SNC 曝露区での相対量の増加が確認されたため、逆相

HPLC に供し構造異性体の分離を行った。まず、フラクション e およびフラクション m

の逆相 HPLC 分析の結果、フラクション e はフラクション e1、フラクション e2 およびフ

ラクション e3の 3本（Fig. 4-7A）、フラクション mはフラクション m1の 1本（Fig. 4-7B）

が G.U が 5.0 以降の主要フラクションとして検出された。これら 4 本のフラクションに

ついてはこれまでに得られた N−グリカンの二次元マップ情報から、フラクション e1 は

GNM3FX、フラクション e2 は GNM3FX、フラクション d4 は GN2M3X、フラクション m1

は Gal21F2GN2M3FX であることが明らかとなった（Fig. 4-7、フラクション上部に構造

を記載した）。 

 

 

Fig. 4-7. 逆相 HPLC による SNC 曝露区のフラクション e およびフラクション m の構造

特性別 N—グリカンパターン 

A, フラクション e の逆相 HPLC 分析結果 

B, フラクション m の逆相 HPLC 分析結果 
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	 続いて、フラクション a の逆相 HPLC 分析の結果、G.U が 5.0 以前のフラクションが 5

本、G.U が 5.0 以降のフラクションが 1 本検出された（Fig. 4-8A）。逆相 HPLC 分析にお

ける糖鎖標準品のラクト—N—ペンタオース（Galβ1,3GlcNAcβ1,3Galβ1,4Glc-PA）の G.U は

4.34（Fig. 4-7B）である事から、逆相 HPLC におけるフラクション a1〜a5 の溶出位置は

ラクト—N—テトラオースのような N—グリカン以外の構成糖および結合様式を有した分子

であることが考えられた。また、G.U は 5.20 を示したフラクション a6 は、M7A の G.U

と一致したが、サイズ分画 HPLC 分析における G.U が M7A と一致しなかったため、フ

ラクション a6 も N—グリカン以外の構成糖および結合様式を有した分子であることが考

えられた。 

 

 

Fig. 4-8. 逆相 HPLC による SNC 曝露区のフラクション a の構造特性別 N—グリカンパタ

ーン 

A, フラクション a の逆相 HPLC 分析結果 

B, ラクト—N—テトラオース（Galβ-1,3GlcNAcβ-1,3Galβ-1,4Glc-PA）の逆相 HPLC 分析結

果 
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4.3.3.3 フラクション b1 の構造解析 

	 フラクション bのサイズ分画 HPLCにおける G.Uは遊離型 GNM3Xのものと一致した

が、フラクション b の逆相 HPLC 分析の結果、G.U3.0 付近にフラクション b1 およびフ

ラクション b2 の 2 本が確認された（Fig. 4-9A）。フラクション b1 およびフラクション

b2 が混在した状態では酵素消化に影響を及ぼすため、逆相 HPLC 分析において再分取を

行った。再分取したフラクション b1 の逆相 HPLC 分析結果は Fig. 4-9B に示した。この

フラクション b1 の構成糖を確認するため、β−N−アセチルグルコサミニダーゼおよびα—

マンノシダーゼ消化を行った。ポジティブコントロールには糖鎖標準品のアガラクトバ

イアンテナを用いた。アガラクトバイアンテナのβ−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化

の結果、G.U が 1.92 前にシフトしたフラクションが検出され、非還元末端側の GlcNAc

が 2 残基遊離したことを確認した（Fig. 4-10A-II）。続いてα—マンノシダーゼ消化の結果、

G.U が 1.04 および 1.72 前にシフトしたフラクションが検出され、非還元末端側のα—マン

ノースが 2 残基遊離したことを確認した（Fig. 4-10A-III）。ポジティブコントロールの結

果を踏まえ。フラクション b1 の酵素消化を行った。まずβ−N−アセチルグルコサミニダ

ーゼ消化の結果、G.U が 1.06 前にシフトしたフラクションが検出され、非還元末端側の

GlcNAc が 1 残基遊離したことを確認した（Fig. 4-10B-II）。続いてα—マンノシダーゼ消化

の結果、G.U が 1.04 および 1.97 前にシフトしたフラクションが検出され、非還元末端側

のα-マンノースが 2 残基遊離したことを確認した（Fig. 4-10B-III）。 
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Fig. 4-9. 逆相 HPLC による SNC 曝露区のフラクション b の構造特性別糖鎖パターン 

A, フラクション b の逆相 HPLC 分析結果 

B, フラクション b1 の再・逆相 HPLC 分析結果 
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Fig. 4-10. フラクション b1 のβ−N−アセチルグルコサミニダーゼおよびα—マンノシダー

ゼ消化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, アガラクトバイアンテナ、A-II, A-IIの A-Iの β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消

化後、A-III, A-IIのα-マンノシダーゼ消化後 

B-I, b1、B-II, B-Iの β−N−アセチルグルコサミニダーゼ消化後、B-III, B-IIのα—マンノシ

ダーゼ消化後 
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4.3.3.4 遊離型ハイマンノース型 N—グリカンの構造解析 

	 4.3.2.3 の芽部の N—グリカン構造解析において遊離型ハイマンノース型 N—グリカンの

存在が明らかになった事から、根部にも同様の構造が存在することが考えられたため、

遊離型ハイマンノース型 N—グリカンの G.Uに相当するフラクション g、フラクション i、

フラクション k のα-マンノシダーゼ消化を行い、構造の確認を行った。ポジティブコン

トロールには糖鎖標準品の M8A を用いた。α−マンノシダーゼ消化の結果、M8A（G.U = 

9.66）は G.U が 4.48、5.80 および 6.53 前にシフトしたフラクションが得られ、G.U から

それぞれのフラクションは M8A からα—マンノースが 5〜7 残基遊離した M3、M2 および

M1 構造であることが示された（Fig. 4-11A-II）。この結果を踏まえ、フラクションフラク

ション g、フラクション i、フラクション k のα—マンノシダーゼ消化を行った。なお、α

—マンノシダーゼ消化にはいずれもサイズ分画 HPLC にて分取後のフラクションを用い

た。α—マンノシダーゼ消化の結果、フラクション g （G.U = 8.33）は G.U が 5.04 および

5.82 前にシフトしたフラクションが得られ、G.U からそれぞれのフラクションは遊離型

M7からα—マンノースが 5残基および 6残基遊離した M2および M1構造であることが示

された（Fig. 4-11B-II）。また、フラクション i （G.U = 9.17）は G.U が 5.89 および 6.66

前にシフトしたフラクションが得られ、G.U からそれぞれのフラクションは遊離型 M8

からα—マンノースが 6 残基および 7 残基遊離した M2 および M1 構造であることが示さ

れた（Fig. 4-11C-II）。フラクション k （G.U = 9.91）は G.U が 6.62 および 7.04 前にシフ

トしたフラクションが得られ、G.U からそれぞれのフラクションは遊離型 M9 からα—マ

ンノースが 7 残基および 8 残基遊離した M2 および M1 構造であることが示された（Fig. 

4-11C-II）。なおα—マンノシダーゼ消化後の G.Uが 9〜10付近のフラクションについては、

逆相 HPLC 分析にて遊離型ハイマンノース型 N—グリカンとは異なる G.U をもち、非還

元末端にα—マンノース残基が結合していない別の糖分子である可能性が示唆された（Fig. 

4-12A, B, C）。酵素消化の結果から、フラクション g、フラクション i、フラクション k

はそれぞれ遊離型ハイマンノース型 N—グリカンのM7、M8、M9 であることが示された。 
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Fig. 4-11. フラクション g、フラクション iおよびフラクション k のα—マンノシダーゼ消

化産物のサイズ分画 HPLC 結果 

A-I, M8A、A-II, A-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

B-I, フラクション g、B-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

C-I, フラクション i、C-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 

D-I, フラクション k、D-II, B-Iのα—マンノシダーゼ消化後 
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Fig. 4-12. フラクション g、フラクション iおよびフラクション k の逆相 HPLC 結果 

A, フラクション g 

B, フラクション i 

C, フラクション k 
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Table 4-1. フラクション e およびフラクション m の N—グリカン構造およびその相対比 

 

 

Table 4-2. 遊離型 N—グリカン構造およびその相対比 

 

 

 

 

 

 

Fraction Structure Abbreviation
Control SNCs exposure

e1 GNM3FX 3 15

e2 GNM3FX 5 24

e3 GN2M3X 3 18

m1 Gal2F2GN2M3FX 18 60

Each N-glycan was also expressed in terms of percentage proportion  relative to the GN2M3FX structure.  
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Fraction Structure Abbreviation
Control SNCs exposure

b1 Free-GNM3X 9 58

g1 Free-M7 16 45

i1 Free-M8 8 22

k1 Free-M9 10 29

Each N-glycan was also expressed in terms of percentage proportion  relative to the GN2M3FX structure.  
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4.3.4 対照区と SNC 曝露区の O. sativa 根部に存在する N—グリカンについて 

	 まず、還元末端側の GlcNAc が 2 残基存在する N—グリカンの構造および相対比につい

ては Table 4-1 に示した。構造比較の結果、GNM3FX の相対比は 3（対照区）から 15（SNC

曝露区）、GNM3FX の相対比は 5（対照区）から 24（SNC 曝露区）、GN2M3X の相対比は

3（対照区）から 18（SNC 曝露区）、Gal2F2GN2M3FX の相対比は 18（対照区）から 60

（SNC 曝露区）の値を示した。いずれの N—グリカン構造も SNC 曝露区においては対照

区の 5〜6 倍の値を示した。これら 4 種類の N-グリカンはいずれも複合型 N—グリカンで

あり、シスゴルジからメディアルゴルジにおいて高度な糖修飾を受けて生合成される分

子である。従って、複合型 N—グリカンのような複雑な N-グリカン構造が SNC 曝露区に

おいて顕著な増加を示したことに関しては、これらの生合成を司るシスゴルジからメデ

ィアルゴルジに対して SNC 曝露の影響が生じていることが考えられた。タンパク質に結

合した複合型 N—グリカンの適切な生合成は、結合するタンパク質の適切なターゲティン

グや機能性に関連することや（Rips et al., 2014, von Schaewen et al., 2015）、塩ストレスな

どの外的ストレスへの抵抗に重要な役割を果たしていることが報告されている事から

（Kang et al., 2008, von Schaewen et al., 2008）、ゴルジ局在型の N—グリカン生合成酵素は

植物の生長や発達に密接に関連している事が示されている。SNC 曝露区ではより複雑な

構造の Gal2F2GN2M3FX の相対比の増加の幅がやや小さく、GNM3FX、GNM3FX および

GN2M3X の増加が顕著であった事から、SNC 曝露の影響は GNM3FX、GNM3FX および

GN2M3X の生合成を行う経路上流部に生じやすく、より複雑な N—グリカンの生合成を

行う経路下流部への影響は比較的少ないことが示唆された。またこの結果から、N—グリ

カン生合成経路への影響はより複雑な N—グリカンを生合成するのための中間生成物と

なる N—グリカンに顕著に現れ、中間生成物となる複合型 N—グリカンは過度なストレス

条件において生体の状態変化に対して重要な役割を果たしていることが考えられた。 

	 さらに SNC 曝露区において相対比の増加が確認された遊離型 N-グリカンの構造およ

び相対比については Table 4-2 に示した。遊離型のハイマンノース型 N—グリカンである
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M7、M8 および M9 は SNC 曝露区において対照区の約 3 倍の値を示した。一般的に、遊

離型ハイマンノース型 N—グリカンは糖タンパク質のリサイクリングシステムにおいて

生成される分子であることから、、SNC 曝露を受けた O. sativa 根部においてミスフォー

ルド糖タンパク質や生長過程において変性した糖タンパク質が増加した結果、SNC 曝露

区における遊離型ハイマンノース型 N—グリカンの相対比が増加したことが考えられた。 

	 遊離型 GNM3X の相対比は 9（対照区）から 58（SNC 曝露区）と約 6 倍に増加した。

遊離型 GNM3X は O. sativa 芽部においても確認されているが、芽部における挙動は確認

されなかった。遊離型の複合型 N—グリカンは、一般的に検出される遊離型ハイマンノー

ス型 N—グリカンとは異なり、ゴルジ器官における高度な糖修飾を受けているという特徴

がある。しかしながら、遊離型の複合型 N—グリカンは植物から検出された例が少ないた

め、遊離型複合型 N—グリカンの生物学的意義についてはよく知られていないのが現状で

ある。このような現状の中、本研究の SNC 曝露を受けた O. sativa 根部において遊離型複

合型 N—グリカン相対比の著しい増加が確認されたことから、遊離型の複合型 N—グリカ

ンは SNC 曝露により変性した糖タンパク質から遊離した N—グリカンであることが考え

られた。また、本研究において環境変化を受けた O. sativa 根部における遊離型の複合型

N—グリカンの増加が明らかとなったことから、N—グリカンはタンパク質の翻訳後修飾の

1 つとしてタンパク質の性質や機能性に関わるだけではなく、N—グリカンそのものが劇

的な環境変化を受けた植物の生長や発達にとって重要であることが示唆された。 
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第 5章 結章 
 

	 本研究では、O. sativa の初期生長における N—グリカン構造とその生物学的意義に関す

る知見を得ることを目的として、発芽前後の O. sativa 種子胚部、分化後の芽部および根

部、光照射条件の異なる芽部および根部、そして極度な環境変化下にて生育された芽部

および根部に存在する N—グリカンの構造解析を行った。本研究で得られた成果を以下に

要約する。 

 

第 1章 

「発芽前 O. sativa 種子胚部におけるグライコーム解析」では、発芽前 O. sativa 種子胚部

に存在する６種類の主要 N—グリカン構造について明らかにした。これらの N—グリカン

のうち最も多く存在していたのは M3X（45.7%）、次いで M3FX（16.8%）、M4X（14.3%）、

M5A（9.3%）、M6B（6.7%）の順に多く、最も少なかった N−グリカン構造は GN2M3FX

（7.2%）であった。これらの N—グリカンを構造のカテゴリー別に分けると、パウチマン

ノース型が 76.8%、ハイマンノース型が 17.0%、複合型が 7.2%であった。またトリマン

ノシルコア構造に着目すると、トリマンノシルコア構造にβ1,2 キシロースのみが付加し

た構造は全体の 84.0%と最も多く、β1,2 キシロースおよびα1,3 フコースが付加した構造

は全体の 23.9%であることが示された。このようなパウチマンノース型 N—グリカンやハ

イマンノース型 N—グリカンの存在は、他の種子由来糖タンパク質からも確認されている。

種子は保存の観点において乾燥などの非生物的ストレスや病害虫などの生物的ストレス

に対し抵抗機構を備える必要があり、その機構には糖鎖抗原となるβ1,2 キシロースが付

加されたパウチマンノース型 N—グリカンが関与している事が考えられた。また、一般的

に種子糖タンパク質にはパウチマンノース型 N—グリカンの他に親水性の高いハイマン

ノース型 N—グリカンの割合も多いことから、これらの N—グリカンを組み合わせること

により適当な保水力を示す耐乾燥糖タンパク質が生成されている可能性が考えられた。 
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	 発芽前 O. sativa 種子胚部における GN2M3FX は、複合型 N—グリカンの生合成および

O. sativa の生長において重要な GlcNAc 付加が行われていたことを示す存在である。し

かしながら、N—グリカンの構造多様性に大きく貢献する複合型 N—グリカンの存在は安定

的な種子保存には適さないため、種子形成時に生合成された複合型 N—グリカンは種子形

成期の収束とともに糖加水分解酵素による分解を受け、O. sativa 種子胚部への蓄積は殆

ど行われなかったことが考えられた。 

	 以上の結果から、発芽前イネ種子胚部では N—グリカンの存在が初めて明らかとなり、

さらにその N—グリカン構造の多様性は非常に少ないことが明らかとなった。そして、こ

れらの N—グリカン構造は、次世代の生長に重要な種子の保存期間や、種子の発芽・生長

において重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 

第 2章 

「発芽 48 時間後 O. sativa 種子胚部におけるグライコーム解析」では、発芽 48 時間後 O. 

sativa 種子胚部に存在する 14 種類の主要 N—グリカン構造について明らかにした。発芽

48 時間後の O. sativa 種子胚部において 10%以上の割合を示した N−グリカンは、M3X 

(17.9%)、M3FX (15.3%), GN2M3FX (14.8%)であった。また、5％以上の割合を示した N−

グリカンは、Gal2F2GN2M3FX (9.6%)、Gal2F1GN2M3FX (6.3%)、M8A (5.8%)、M4X (5.5%)、

M5A (5.2%), Gal1F1GN2M3X (5.2%)であった。上記の N—グリカンを構造特徴別に分類す

ると、パウチマンノース型 38.7％、複合型 44.0％、ハイマンノース型 17.3％で構成され

ていた。複合型 N−グリカン 44.0%のうち、ルイス a 構造を 1 つあるいは 2 つ持つ N−グリ

カンは 21.1%と複合型 N−グリカンの半数を占めていた。これらの複合型 N—グリカンは

主に分泌型糖タンパク質として存在し、細胞表面での分子間相互作用に深く関与してい

ることが考えられている。しかしながら、このような細胞間認識分子は植物病原菌など

の外来生物の感染時にターゲットとなる可能性が高く、実際に GlcNAc を資化してアブ

ラナ科植物に感染する植物病原菌の存在が知られている。この事から、非還元末端側
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GlcNAc へのガラクトースやフコースのキャッピングは N—グリカン構成糖を資化する他

の生物に対する防御機構の 1 つに関与している事が考えられた。 

	 また、発芽後 O. sativa 種子胚部において、トリマンノシルコア構造にα1,3 フコースが

付加した N—グリカン構造は全体の 50%を占め、発芽前の 23.9%から大幅に増加した。α1,3

フコース付加は動物や植物において外敵の侵入を防ぐ役割があると一般的に考えられて

いることから、発芽後イネ種子胚部におけるα1,3 フコースの急激な増加も、極めて脆弱

な発芽初期のイネにおいて、微生物やウイルスなどの攻撃による外的ストレスに対して

対応した結果であることが考えられた。この事から、α1,3 フコースが付加された複合型

N—グリカンの存在も O. sativaの発芽初期段階における発芽誘導および O. sativa種子胚部

の生長にも深く関与している可能性が考えられた。 

	 発芽前後の O. sativa 種子胚部から検出された構造の量的観点から、発芽前と発芽後の

種子胚部における N—グリカン生合成経路の考察を行った。まず、発芽前 O. sativa 種子胚

部では、パウチマンノース型 N—グリカンを主要 N—グリカンとする N—グリカン構成であ

ったことから、種子形成期の O. sativa 種子胚部ではメディアルゴルジからトランスゴル

ジにおける生合成経路が活性化していることが示された。次に、発芽後の O. sativa 種子

胚部では、複合型 N—グリカンを中心とした N—グリカン構成であったことから、発芽誘

導初期の O. sativa 種子胚部ではトランスゴルジにおける生合成経路が活性化し、種子形

成期に O. sativa 種子胚部に蓄積・保存されていた N—グリカンを利用して複合型 N—グリ

カンを合成していることが考えられた。 

	 	 以上の結果から、発芽前後の O. sativa 種子胚部において N—グリカン構成が劇的に変

化していることが初めて明らかとなった。このことから、O. sativa 種子の発芽にともな

い、「種子の保存」のための糖鎖生合成機構から「生長や発達」のための糖鎖生合成機構

へ移行したことが示唆された。 
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第 3章 
「発芽 120 時間後のイネ生長部位におけるグライコーム解析」では、発芽 120 時間後 O. 

sativa 生長部に存在する 17 種類の主要 N—グリカン構造について明らかにした。比較構造

解析の結果、M3FX は芽部および根部において GN2M3FX の次に多く存在し、N—グリカ

ンの総量に対する GN2M3FX および M3FX の割合は芽部では 46%、根部では 52%であっ

た。しかしながら、GN2M3FX に対する M3FX の相対比は芽部では 76.9％、根部では

33.7％であった事から、M3FX 構造は根部において劇的に減少している事が明らかとな

った。また、カイワレダイコン（Raphanus sativus）の根のパウチマンノース型やハイマ

ンノース型 N—グリカンの存在量が芽部よりも僅かに少ないことや、芽部と根部の区別が

曖昧な下等植物にはパウチマンノース型 N—グリカンが検出されなかった事から、パウチ

マンノース型 N—グリカンは芽部と根部の分化に関わる基盤 N—グリカンである事が強く

示唆された。 

	 光照射が N−グリカン構造およびその生合成に及ぼす影響について、明所条件と暗所条

件で生育した芽部を比較対象として考察した。比較構造解析の結果、M3X、M3FX、

GNM3FX、GN2M3X、Gal2F1GN2M3X および Gal2F2GN2M3FX の 6 種類は明所条件およ

び暗所条件において相対比 5 以上 10 未満の僅かな差異が確認され、いずれも M3X また

は M3FX を基本骨格として持つ N—グリカンであることが示された。しかしながら、明所

条件と暗所条件におけるこれらの N—グリカンの顕著な差異は確認されなかった事から、

初期生長時の芽部における N—グリカンは光照射に対する感受性が低いことが示唆され

た。 

	 一連の植物と N—グリカンの高等進化に関する研究報告を踏まえ、本研究結果から O. 

sativa の特定部位の生長や分化における N—グリカンの挙動は、植物の高等進化と深く関

わっていることが示唆された。 
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第 4章 
「銀ナノコロイド曝露を受けたイネ生長部位のグライコーム解析」では、SNC 曝露を受

けた O. sativa 生長部の N—グリカン構造解析を行い、過度な環境変化に伴う N—グリカン

の挙動を明らかにした。表現型解析の結果、SNC 曝露を受けた O. sativa 芽部は、どの

SNC 濃度区においても表現型への影響は確認されなかった。一方で、SNC 25 mg/L の曝

露区における根部の長さは、対照区の半分であることが示された。これらの観察結果か

ら、O. sativa 根部は SNC 曝露により重篤な影響を受けていることが考えられた。SNC 曝

露を受けた植物に関する過去の報告から、SNC 曝露は植物の細胞代謝やそれに伴うタン

パク質の翻訳後修飾へ影響を及ぼすことが明らかにされており、この影響は N—グリカン

修飾に対しても同様に生じていることが明らかとなった。 

	 O. sativa 芽部は、表現型観察や N−グリカン解析において SNC 曝露による顕著な差異

が確認されなかったことから、O. sativa 芽部は SNC 曝露の影響を殆ど受けていないこと

が示された。続いて、SNC 曝露の影響が表現型に顕著に現れた O. sativa 根部では、4 種

類の糖タンパク質結合型 N—グリカンおよび 1 種類の遊離型 N—グリカンの顕著な増加が

確認された。4 種類の糖タンパク質結合型 N—グリカンはいずれもトリマンノシルコア構

造にβ1,2 キシロースが付加され複合型 N—グリカンであったことから、SNC 曝露はβ1,2

ザイロース付加を行う N—グリカン生合成経路のメディアルゴルジからトランスゴルジ

に影響を及ぼすことが考えられた。また、SNC 曝露を受けた O. sativa 根部において遊離

型の複合型 N—グリカン相対比の著しい増加が確認されたことから、SNC 曝露は遊離型の

複合型 N—グリカン、あるいはこれらの N—グリカンが結合したタンパク質の生合成に影

響を及ぼすことが示唆され、さらに、N—グリカンはタンパク質の翻訳後修飾の 1 つとし

てタンパク質の性質や機能性に関わるだけではなく、N—グリカンそのものが劇的な環境

変化を受けた植物の生長や発達にとって重要であることが示唆された。 
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総括 
	 本研究では、O. sativa 種子胚部の経時変化に伴う N—グリカンの挙動解析を行い、発芽

前後の O. sativa 種子胚部における構成 N—グリカンが劇的に変化することを明らかにし

た。発芽誘導 120 時間後の O. sativa 芽部および根部の N—グリカンの挙動解析から、根部

におけるパウチマンノース型 N—グリカンが芽部の半分以下であることが明らかとなり、

また芽部 N—グリカンは光照射に対して感受性が低いことが示された。さらに、SNC 曝露

を受けた根部では遊離型複合型 N—グリカンの顕著な増加が確認された。 

	 このような第１章から第 4 章にわたる一連の結果から、中間産物としての N—グリカン

は、O. sativa における芽部と根部の分化や植物の高等進化における転換期、さらに過度

な生育環境の変化を受けた場合など、細胞環境や外環境の急激な変化に対する植物体内

において緩衝機能としての主要な役割を担っていることが明らかとなった。さらに、本

研究は、グライコームを介した植物進化への新しい知見を提案するものであり、これま

でに明らかにされていなかった植物糖鎖生物学を展開させるための有益な結果を得るこ

とができた。 
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