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Abstract
Galactosyltransferases are among the most represented

enzymes in the glycosyltransferases superfamily. Galactosyl-
transferases bind UDP-α-D-galactose as the donor substrate and
transfer the galactose to acceptor substrates that are as different
as glycoproteins, glycosaminoglycans, glycolipids and, to some
extent, small lipophilic molecules such as plant hormones.  For
the past decade, mammalian galactosyltransferases have been
the center of interest for glycobiologists focused primarily on
the discovery of their genes and on the characterization of their
enzyme activity.  In 1999, the first picture of the crystallographic
structure  of bovine β4GalT1 catalytic domain was revealed at
2.4 Å resolution.  This study was the beginning of a new struc-
tural approach to glycosyltransferases that focused on the de-
scription of their three-dimensional structure at atomic resolu-
tion with the objective of interpreting former enzymatic proper-
ties and understanding their reaction mechanism.  This mini-
review is an attempt to describe the current status of the
galactosyltransferase structure-function relationship in the con-
text of the glycosyltransferase superfamily.  The crystallographic
structures of two bovine galactosyltransferases catalytic domains,
those of β4GalT1 and α3GalT, will be discussed as well as their
reaction mechanism.

A. Introduction
Almost every organism contains a broad range of gly-

cans linked to lipids and proteins either via an N-type linkage,
with the amide group of the Asn residue contained in the Asn-
X-Ser/Thr consensus sequence, or via an O-type linkage, with
the hydroxyl group of Ser or Thr residues (1). These oligosac-
charides influence the biological activity of glycoproteins that
carry them and their clearance (2).  In eucaryotic cells, these
oligosaccharides are synthesized by different glycosyltrans-
ferases that are clustered in an assembly line located in the Golgi
apparatus. In the procaryotic cells, glycosyltransferases are not
clustered in a sub-organelle, but their genes are often clustered

ガラクトース転移酵素：機能と反応機構の構造的考察

要　約

ガラクトース転移酵素は糖転移酵素のファミリーの中で最

も代表的なものである。ガラクトース転移酵素はUDP-α-D-ガラ

クトースを供与体としてガラクトースを糖タンパク質、グリコ

アミノグリカン、糖脂質、あるいは植物ホルモンなどのような

脂溶性分子などさまざまなアクセプターに転移する。過去１０

年間ほ乳類細胞のガラクトース転移酵素は糖質研究者の興味の

中心であり遺伝子の発見と酵素反応機構の解明に焦点がおかれ

てきた。1999 年にウシβ4GalT1の触媒ドメインの結晶構造解析

の結果が分解能  2.4Åで初めて明らかになった。この研究は、原

子レベルでの立体構造に着目することにより酵素的性質を解釈

し反応機構を理解することをめざす、糖転移酵素の構造的研究

の新展開の幕開けとなった。この総説では糖転移酵素のファミ

リーの流れの中でガラクトース転移酵素の構造ー機能相関の現

状をとりあげる。２つのウシガラクトース転移酵素、

β4GalT1,α3GalT、の触媒ドメインの結晶構造と反応機構を考察

する。

A. 序　論

ほとんどすべての生き物は脂質あるいはタンパク質に結合

した多種類の糖鎖をもっており、糖鎖は(Asn-X-Ser/Thr)のコン

センサス配列のアスパラギン残基のアミド基へのN型結合か、

Ser ないしは Thr の水酸基への O 型結合をしている(1)。これら

の多糖は糖が結合しているタンパク質の生理的機能とタンパク

質が除去される過程に影響を及ぼす(2)。真核細胞で多糖はゴル

ジ装置に集約して局在する糖転移酵素により合成される。原核

細胞では糖転移酵素自身が細胞内オルガネラに集積することは

ないが、糖転移酵素の遺伝子はしばしばひとつの遺伝子座のひ
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in an operon belonging to a single locus.  They participate in the
synthesis of the oligosaccharide components of the surface mi-
cro-organism molecular structures that are involved in adhesion
and contribute to the micro-organism escape from host immune
defenses and their particular tissue localization/invasion (3).

Glycosyltransferases are generally grouped into families
and commonly named according to the type of sugar they trans-
fer. N-acetylglucosaminyltransferase, galactosyltransferase,
fucosyltransferase and sialyltransferase transfer respectively N-
acetylglucosamine, galactose, fucose and sialic acid to different
acceptor substrates.  Within the glycosyltransferase families, sub-
families of transferases generate specific linkages. For example,
β1,4-galactosyltransferase, β1,3-galactosyltransferase and α1,3-
galactosyltransferase each transfer galactose from UDP-α-ga-
lactose in β1,4,  β1,3 and α1,3 linkage to the acceptor mol-
ecules.

An extensive classification of potential activated sugar-
dependent glycosyltransferases reveals 51 potential families
available at the carbohydrate-active enzymes server CAZY (4).
This classification is based on both PSI-BLAST sequence analy-
sis, hydrophobic cluster analysis (HCA) and substrate/product
stereochemistry (5).

The glycosyltransferase reaction involves the transfer of
a monosaccharide from an activated sugar donor, most frequently
UDP-sugar (or GDP- and  CMP-)  to a particular acceptor sub-
strate, a saccharide, protein, lipid, DNA or even small molecule
acceptors.    They generally require a divalent cation as a cofac-
tor (Mn2+) to get full enzymatic activity.

The glycosylation reaction can proceed with either in-
version or retention of stereochemistry at the C1 position of the
donor sugar.  In the case of inverting glycosyltransferases, a
nucleophile of the acceptor is thought to attack the C1 of the
donor in a S

N
2-like reaction leading to an inversion of the C1

stereochemistry (α to β). Retaining glycosyltransferases presum-
ably proceed through a double displacement mechanism con-
sisting of two inversion steps (α to β and β to α) involving the
formation and the subsequent breakdown of a covalent glyco-
syl-enzyme intermediate (6).  In both cases, the glycosyltrans-
ferase transition states have been shown to possess
oxocarbenium-like properties as has been extensively described
for glycosidases (7).  In both inver ting and retaining
glycosyltransferases, a general base (aspartic acid or glutamic
acid) located in the catalytic site is thought to assist in
deprotonating the nucleophilic hydroxyl.

The probable existence of these mechanistic properties
shared by different glycosyltransferases precluded the search
and identification of small peptide stretches or motifs detected
in different glycosyltransferases.  The DXD motif  (or some-
times DXH) has been involved in the divalent cation (manga-
nese) mediated interaction with the diphosphate moiety of the
nucleotide-sugar donor substrate (8).  An other acidic rich short

とつのオペロン内に集まっている。糖転移酵素の関与により合

成される微生物の細胞表面の多糖成分は、微生物の宿主の免疫

の守備をかいくぐり特定の臓器に定着・浸潤するのに役立って

いる(3)。

糖転移酵素はファミリーに分類され通常は転移させる糖の

種類に従って名前をつけられている。N-アセチルグルコサミン

転移酵素、ガラクトース転移酵素、フコース転移酵素、シアル

酸転移酵素はそれぞれN-アセチルグルコサミン、ガラクトー

ス、フコース、シアル酸をアクセプターに転移させる。糖転移

酵素のファミリーの中では糖の結合様式に従いさらにサブファ

ミリーへの分類がおこなわれる。たとえば β1,4-ガラクトース転

移酵素、β1,3-ガラクトース転移酵素、α1,3-ガラクトース転移酵

素はガラクトースをUDP-α-ガラクトースからβ1,4, β1, 3, α1, 3 結

合で基質分子へと結合させる。

糖転移酵素は 51 のファミリーに分類されており、炭化水素

代謝酵素サーバー CAZYに公開されている(4)。分類は PSI-

BLAST 配列解析、疎水領域解析(HCA), 基質・生成物の立体化

学によりおこなわれている(5)。

糖転移反応は活性化された糖供与体(多くの場合にUDP-糖、

このほかにGDP-糖、CMP-糖)から単糖が特定のアクセプター、

糖やタンパク質、脂質、DNAや低分子量分子に転移するもので

ある。反応が十分進行するためには通常コファクターとして二

価イオン(マンガンイオン)を必要とする。

 糖転移反応においては供与体の糖の C1 位の立体配座が反

転する場合と保持される場合とがある。反転する場合には SN2

タイプのような反応様式によりアクセプターが求核試薬として

C1位へ攻撃しC1位の立体配座が逆転する。立体配座が保持され

る場合では、酵素が供与体の C1 位にβ結合により共有結合して

中間体を形成したのち、アクセプターが α結合をつくるように

C1位を攻撃する。こうしてC1位の立体配座の逆転が連続して２

回起こるために元通りの立体配座になるものと考えられる(6)。

どちらの場合にも糖転移酵素の遷移状態は、糖分解酵素で詳し

く調べられているのと同様なオキソカルベニウムの状態をとる

(7)。またどちらの場合にも活性部位の Asp または Glu はヒドロ

キシルの求核性を高めると考えられている。

異なった糖転移酵素が共通した反応機構をもつらしいとい

う見込みは、異なった糖転移酵素に共通する短いペプチド配列

やモチーフの検索と同定をはばんできた。DXD(DXH)モチーフ

は二価イオン(マンガンイオン)を介した糖供与体の二リン酸部分

との相互作用に関与する(8)。また酸性アミノ酸を含む短い配列
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sequence WGGE(D) has been recognized to contain the cata-
lytic general base of the β4GalT family and is also present in
the human GalNAc-T4 and Pasteurella multocida hyaluronan
synthase (9).

Remarkably, all eucaryotic glycosyltransferases cloned
so far, contrary to prokaryotic glycosyltransferases, have a simi-
lar domain organization probably due to their common Golgi
sub-cellular location (10).  They are all trans-membrane bound
glycoproteins of type II, with a short N-terminal cytoplasmic
domain (between 5 to 30 amino acids long), a short single trans-
membrane spanning region  (10 to 20 amino acids long) fol-
lowed by a “stem” region linked to a single large domain which
contains the catalytic machinery responsible for the sugar trans-
fer, representing around 300 to 400 amino acids.  Soluble ver-
sions of glycosyltransferases, lacking their N-terminal cytoplas-
mic part, transmembrane domain and portions of the “stem”
region have been demonstrated to keep their enzymatic activity
and specificity.  These observations led to the preparation of
large amounts of soluble glycosyltransferase C-terminal cata-
lytic domains.

We will first review the biological properties of some
galactosyltransferases that have been enzymatically well-char-
acterized. The structural properties of an inverting galactosyl-
transferase, the bovine β4GalT1, and those of a retaining
galactosyltransferase, the bovine α3GalT recently solved, will
be reviewed to address their reaction mechanism and to discuss
their degree of similarity  with other glycosyltransferases struc-
tures.

B. Procaryotic Galactosyltransferases
The surfaces of all microbes are coated with sugar (3).

These sugars compose the lipopolysaccharides (LPS) of Gram-
negative bacteria (12), the bacteria capsular polysaccharides
(CPS) (13), the lipoarabinomannans of mycobacteria and the
lipophosphoglycans of Leshmania.  In the case of pathogens,
these sugar-envelopes are responsible for virulence determinants.
In most cases, the chemical composition of these complex sugar-
envelopes are known and the genes and proteins responsible for
their biosynthesis elucidated.

 B-1. The β4galactosyltransferases of Streptococcus

pneumoniae Serotype 14
The capsule of Streptococcus pneumoniae type 14 has

been well characterized (14).  The entire cps14 gene cluster con-
sists of 12 open reading genes (cps14A to cps14L) which ap-
pear to be arranged as a single transcriptional unit.  Compari-
son with DNA and protein sequences available in data bases
allowed the functions of some of these genes to be predicted.
The biosynthetic function of some of these gene products was
also determined experimentally by analyzing the intermediates
in the synthesis of the type 14 tetrasaccharide subunit catalyzed
by membrane preparations of E.coli expressing isolated pneu-

WGGE(D)は β4GalTファミリーの活性中心を含みヒトGalNAc-T4

や Pasteurella multocida ヒアルロン酸合成酵素にも存在する(9)。

 驚くべきことに、真核細胞の全ての糖転移酵素は類似した

ドメイン構成をしている。これは原核細胞の場合にはみられな

いことであり、おそらくは真核細胞の糖転移酵素がゴルジに局

在することに起因するものである(10)。すなわち真核細胞の糖転

移酵素 はII型の膜貫通糖タンパク質であり、短いN末端細胞質尾

部(5-30アミノ酸残基)、膜貫通領域(10–20アミノ酸残基)、短い幹

領域とそれにつながる糖転移活性の触媒部位を含む300–400 アミ

ノ酸残基の大きな領域より構成されている。N末端細胞質尾部、

膜貫通領域、および幹領域を欠く可溶性の糖転移酵素は酵素活

性と基質特異性を保持していることが明らかになった。それら

の発見は触媒部位のC末端活性領域の大量調製への道を開いた。

われわれは酵素学的によく研究されてきたいくつかのガラ

クトース転移酵素の生物学的性質をまず初めに述べる。反応メ

カニズムを議論するために C1位の立体配座の反転を起こすウシ

β4GalT1と、最近報告された立体配座の反転を起こさないウシ

α3GalT(11)の構造の特徴を述べ、ほかの糖転移酵素との類似性

についても議論する。

B. 原核細胞の糖転移酵素

微生物の表層は糖におおわれている(3)。これらの糖にはグ

ラム陰性細菌のリポポリサッカライド(LPS)(12),　被膜多糖(CPS)

(13), 杵菌のリポアラビノマンナンや Leshmania のリポホスホグ

カンがある。病原体の場合には糖被膜が毒性を決定する。多く

の場合において糖被膜の化学構造は知られており生合成に関わ

る遺伝子やタンパク質もはっきりしている。

 B-1. Streptococcus pneumoniae serotype 14 の β4 ガラクトース転

移酵素

Streptococcus pneumoniae serotype 14 の被膜はよく研究され

ている(14)。cps14の遺伝子クラスターは 12 個のORF(cps14A-

cps14L)から構成され単一の翻訳単位であるらしい。データベー

スに公開されているDNAやタンパク質の配列の比較をもとにこ

れらの遺伝子のうちいくつかのものの機能が予想された。また

遺伝子を大腸菌で発現させて、その膜標品の示す糖転移酵素活

性により作られたtype 14の四糖の中間体を解析するという方法
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mococcal glycosyltransferases. Cps14G and cps14J are coding
for  membrane-associated β1,4galactosyltransferases that are re-
sponsible for the formation of the dissacharide Galβ1,4Glc-pp-
lipid (lactose on a lipid carrier) and [(Gal-β1,4)GlcNAc-Gal-
Glc-]pp-lipid, respectively (14).  However, no sequence homol-
ogy has been found between these streptococcal β1,4
galactosyltransferases and the corresponding mammalian
β4GalT enzymes.  The preparation of soluble variants of these
membrane-associated galactosyltransferases should be a pre-
requisite to begin their  structural analysis.

 B-2. The α1,4galactosyltransferase (LgtC) of Neisseria

meningitidis
Recently a membrane-associated α1,4 galactosyltrans-

ferase (LgtC, CAZY GT8 family) from Neisseria meningitidis
has been cloned and its gene product characterized (15).   The
LgtC gene is part of an lgt operon responsible for the formation
of the lipooligosaccharide structures (LOS) (16).  LgtC forms
the neisserial LOS terminal structure Galα(1,4)Gal and lacto-
N-neotetraose, which can be found also on the surface of hu-
man epithelial cells or in host secretions. The presence of these
structures in LOS may facilitate the evasion of the host immune
system by surface camouflage.  Recombinant LgtC lacking its
25 C-terminal amino acid residues was over-expressed in, and
purified to homogeneity from Escherichia coli and used for en-
zymatic and X-ray crystallography studies (17).

The LgtC crystal structure was recently reported at 2 Å
resolution in complex with manganese and UDP-2-deoxy-2-
fluoro-galactose (a donor sugar analog) in the presence and ab-
sence of the acceptor sugar analog 4’-deoxylactose (17, 18).   The
protein of 286 residues consists of an α/β protein with two do-
mains.  The large N-terminal domain (residues 1 to 247) has a
mixed α/β fold and contains the active site.  The first 100 resi-
dues of this domain form a nucleotide binding fold consisting
of four parallel β-strands surrounded by two α-helices on each
side with significant similarities with inverting glycosyltrans-
ferases particularly the bovine β4GalT1 despite low sequence
identity.  The small C-terminal domain (residues 248 to 282) is
helical and is predicted to mediate membrane attachment of LgtC.
The residues interacting with the UDP-galactose are contained
within the first 100 residues.  Interestingly, LgtC has four DXD
motifs, two of which are located within the active site of the
enzyme.  The manganese necessary to the enzymatic activity is
coordinated by the D103ID105 sequence, while the D189QD191
sequence is involved in the acceptor binding.

It is clear from these studies that the presence alone of a
DXD sequence is not always indicative of a metal binding site
in glycosyltransferases, and such a motif is not sufficient to iden-
tify in protein sequence data bases an ORF (Open Reading
Frame) as a glycosyltransferase. Despite the presence of the
UDP-2-F-galactose donor analog and the 4’-deoxylactose ac-
ceptor analog in the complex LgtC structure, no clear view of

により遺伝子の機能が実験的に決定された。cps14G と cps14J は

それぞれ Galβ1,4Glc-pp-脂質、[(Galβ1,4)GlcNAc-Gal-Glc-]pp-脂質

の合成に関与する膜結合型の β4GalTである(14)。しかし Strep-

tococcus のβ4GalTとほ乳類の β4GalTには配列の相同性がない。

Streptococcusのガラクトース転移酵素の可溶性部分を調製するこ

とが構造解析を開始するための必要条件である。

 B-2. Neisseria meningitidis のα1,4ガラクトース転移酵素(LgtC)

最近 Neisseria meningitidisから膜結合型 α1,4ガラクトース転

移酵素(LgtC、CAZY GT8 family)がクローニングされ遺伝子産物

が解析された(15)。LgtC遺伝子はリポオリゴサッカライド構造

(LOS)の合成に必要な lgtオペロンの一部である(16)。LgtC は

Neisseria の LOS の末端構造である Gal-α(1,4)GalとラクトNネオ

テトラオースをつくる。これらの構造はヒトの上皮細胞の表面

や宿主の分泌物の中にも見いだされる。LOSが宿主細胞にも共

通する構造をもつことにより、宿主の免疫系をかいくぐるのが

容易になるのかもしれない。C末端 25 残基を欠く組み換え体

LgtCは大腸菌で大量発現され、均一に精製され酵素学的研究や

結晶解析に用いられている(17)。

LgtCの結晶構造は最近 2Åの分解能で報告された。結晶はマ

ンガンと糖供与体アナログ(UDP-2-デオキシー2-フルオローガラ

クトース)との複合体であり、さらにアクセプターとなる糖アナ

ログ(4'デオキシガラクトース)の存在下または非存在下でのもの

である(17､18)。286 残基からなるタンパク質は２つのドメイン

からなる α /β タンパク質である。N末側の大きいドメイン(1－

247残基)は混合型 α /β フォールドを示し酵素活性部位を含む。

このドメインの初めの 100 残基は４つの平行 βシートの両脇に

αへリックスがあるヌクレオチド結合様式を示しており、この構

造は配列の相同性が低いのにもかかわらず逆転型反応をおこな

うウシ β4GalT1ときわめて類似している。C末側の小さいドメイ

ン(248－282残基)はへリックス構造をとりLgtC の膜への結合を

おこなうと考えられる。UDPガラクトースとの結合に関与する

残基は初めの 100 残基の中に存在する。興味深いことに Lgt C

には４つのDXD モチーフがあり、そのうち２つは活性部位内に

存在する。酵素活性に必須なマンガンは D103ID105に配位して

おり、D189QD191はアクセプターの結合に関与する。

これらの研究からDXD配列があるだけでは必ずしも糖転移

酵素の金属イオン結合部位の指標になるとは限らないことが明

らかになった。またDXD配列を根拠にして配列のデータベース

の ORF が糖転移酵素であると同定するのも不十分である。糖供

与体アナログとアクセプターアナログとの複合体の結晶であっ
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the retention mechanism has been demonstrated yet for this en-
zyme.  However, the invariant glutamine residue 189 has been
identified as the probable residue implicated in the retention
mechanism.  Its side chain amide oxygen could take the role of
the potential nucleophile but its exact identity remains unclear.
Site directed mutagenesis of Gln189 and surrounding residues
should possibly clarify this mechanism (17).

C. Plant Galactosyltransferases
Plant cell walls are made of complex structures of

polysaccharides synthesized by multiple glycosyltransferases.
The recently sequenced genome of Arabidopsis thaliana revealed
a large number of ORFs potentially predicted to code for nu-
merous glycosyltransferases and glycosidases (19).  Moreover,
galactose transfer has been found to be associated with the modu-
lation of  the specific biological function of plant reproduction.
Galactosylation of the small lipophilic plant-specific molecules,
the flavonols, is required for pollen germination in maize and in
Petunia.   F3GalTase, recently cloned from Petunia hybrida,  is
a flavonol-3-O-galactosyltransferase which transfer galactose
from UDP-α-Gal to flavonol (20).   The galactosylation of fla-
vonol results in the change of flavonol reactivity and tissue con-
centration and in the modulation of plant germination.  No struc-
tural data are available for this galactosyltransferase belonging
to the very large superfamily of UDP-glucuronosyltransferases
(CAZY GT1 family).  Among this superfamily are the enzymes
responsible in mammals for the hepatic detoxification of ste-
roids and other small lipophilic compounds (21).

D. Mammalian Galactosyltransferases

 D-1. The β4GalT Family
This family of galactosyltransferases (CAZY GT7 fam-

ily) is quite large by the number of cDNA coding for its respec-
tive  members, in species as different as mammalians, avians,
insects and worms (22). The well known and first characterized
galactosyltransferase, bovine β4GalT1 (EC 2.4.1.38), is a trans-
Golgi resident, type II membrane-bound glycoprotein which in
the presence of manganese as a cofactor catalyses the transfer
of galactose from UDP-α-Gal to terminal β-N-acetylglu-
cosamine residues forming the poly-β4-N-acetyllactosamine.
The disaccharide Galβ1-4GlcNAcβ represents the type 2 chain
of the core structures of many glycosphingolipids and glyco-
proteins core structures present in glycoproteins and glycolip-
ids. This “house-keeping” activity occurs among both mamma-
lian and non-mammalian species, including avians and plants
(23).  One unique feature of the β4GalT1 in comparison with
the other glycosyltransferases is the fact that a modulation of its
activity by its specific association with α-lactalbumin contrib-
utes to the synthesis of lactose, the disaccharide Galβ1, 4Glc
(lactose synthase, EC 2.4.1.22) (24).

Seven β4GalT coding genes have been described so far

たのにもかかわらず、この酵素の性質である立体配座を保持す

ることの仕組みは明らかにはならなかった。しかしながら、

Gln189 は立体配座の保持にかかわる残基ではないかと注目され

てきた。Gln189 の側鎖のアミド酸素は求核試薬として機能しう

るが、詳細は不明である。Gln189とその周辺の残基の改変によ

りこの酵素の反応メカニズムが解明されるであろう(17)。

C. 植物のガラクトース転移酵素

植物の細胞壁は複数の糖転移酵素により合成される複雑な

構造の多糖から成る。近年配列が決定された Arabidopsis thaliana

のゲノムには多種類の糖転移酵素と糖分解酵素をコードすると

予想される ORF が数多く見つかった(19)。さらにガラクトース

の転移は植物の再生という特殊な生物活性の制御に関与するこ

とが発見された。植物に特有な低分子量脂溶性分子、フラボ

ノール、のガラクトシル化はとうもろこしや Petunia の花粉の発

生に必須である。F3GalTase は最近 Petunia hybrida からクロー

ニングされたフラボノールー3-ガラクトース転移酵素でありガ

ラクトースをUDP-α-Galからフラボノールへ転移させる(20)。フ

ラボノールのガラクトシル化はフラボノールの反応性と組織内

での濃度を変化させ、植物の発生を調節する。フラボノールー

3-ガラクトース転移酵素 はUDP-グルクロノシルトランスフェ

ラーゼの大きなスーパーファミリー(CAZY, GT1 family)に属して

いるが、構造的な情報はない。このスーパーファミリーに属す

るほ乳類細胞の酵素としてはステロイドやその他の低分子量脂

溶性分子の肝臓における無毒化にかかわるものがある(21)。

D. ほ乳類のガラクトース転移酵素

 D-1. β4GalTファミリー

このガラクトース転移酵素のファミリーはcDNAの数からみ

て非常に大きいもので、ほ乳類、鳥類、昆虫、線虫に及ぶ(22)。

このうちよく知られていて最初に調べられたのはウシβ4GalT1

(EC2.4.1.38)である。これはトランスゴルジに局在するII型の膜

タンパク質であり、マンガンイオン存在下でUDP-α-Galから末

端の β-N-アセチルグルコサミンにガラクトースを転移し、ポリ

ラクトサミンを作る。Galβ1-4GlcNAcの２糖は多くの糖脂質の２

型糖鎖であり、また糖タンパク質、糖脂質のコア構造にも存在

する。このハウスキーピング活性はほ乳類と、ほ乳類以外の種

(鳥や植物)のどちらにも存在する (23)。他の糖転移酵素と比べて

βGal4T1の特異な点は、α-ラクトアルブミンとの特異的な結合に

より活性が制御されラクトースの合成をおこなうことである

(24)。

７つの異なる β4Galのアイソフォームに対する遺伝子が同定
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that are responsible for coding seven different β4GalT isoforms
and their enzymatic activities have been characterized showing
a strict substrate acceptor specificity (22).  Some of the β4GalT
isoforms are tissue specific and their expression modulated in
cancerous pathogenesis (25) and autoimmune diseases (26).
Moreover, the β4GalT7 isoform is involved in glycosaminogly-
can biosynthesis, and mutated copies of its gene, inactivating
the enzyme, are found in a congenital human disorder, the Ehlers-
Danlos syndrome (27–29).

 D-2. The β3GalT Family
This family of galactosyltransferase (CAZY GT31 fam-

ily) is involved in  the formation of the disaccharides  Galβ1-
3GlcNAcβ ( type 1 chain) core structures found in
glycosphingolipids and glycoproteins, where they occur in lin-
ear or branched repeated structures (22, 30) .  A human β3GalT1
sequence was used to identify in the human EST data base sev-
eral novel members of the β3galactosyltransferase family be-
cause they shared short sequence stretches  with high similarity
and conserved cysteine residues (22).  Actually, nine isoforms
of human β3GalT have been described with at least three of
them enzymatically characterized (22).  Despite their identical
donor substrates and similar acceptor substrates, the β3GalTs
isoforms do not share amino acid sequence similarities with the
β4GalT members.  They contain one DXD motif, as the pos-
sible D(S/T)D sequence in β3GalT1, -T2 and –T3 or the DDD
sequence in β3GalT4 or in its Drosophila Brainiac homolog .
The conserved EDVY(F)V(L)G motif present among these four
β3GalT isoforms could contain the acidic residue identified as
the general base involved in  their inverting sugar transfer mecha-
nism (30).

 D-3. The α1,3 Glycosyltransferase Family
α1,3-galactosyltransferase (α3GalT, EC 2.4.1.151,

CAZY GT6 family) catalyzes the transfer of galactose from
UDP-α -Gal to glycoconjugate acceptors having LacNAc
(Galβ1,4GlcNAc) as the nonreducing terminal disaccharide in
the presence of Mn2+ as cofactor, according to the following re-
action:
     UDP-Gal + Galβ1,4GlcNAc-R  →

                           Galα1,3 Galβ1, 4GlcNAc-R + UDP,
in which R may be a glycoprotein or a glycolipid (31). Both
α3GalT and its enzymatic product, the Galα1,3Gal glycan struc-
ture, are expressed by New World primates (platyrrhines) and
many non-primate mammals but  are absent from the tissues of
Old World primates (catarrhines), including Homo sapiens (32).

α3GalT belongs to the α1,3glycosyltransferase family
like the homologous  galactosyltransferases responsible for the
synthesis of Forssman and iso-globoside glycosphingolipids (44–
50 % identity) and the ABO histo-blood group antigens (45%
identity). Moreover, the human ABO and Forssman
glycosyltransferase genes share the same chromosomal local-
ization (chromosome 9q34) with the human inactive α3GalT

されている。これらは厳密なアクセプター特異性を示す (22)。

ある βGal4Tの発現は組織特異的であり発現は癌化 (25) や自己

免疫疾患 (26) により影響を受ける。さらにβ4GalT7はグルコサ

ミノグリカンの生合成にかかわるが、この変異体の不活性化さ

れた酵素はヒトの先天性疾患(Ehlers-Danlosシンドローム)で見い

だされる(27–29)。

 D-2. β3GalTファミリー

このガラクトース転移酵素(CAZY, GT31 ファミリー)は直鎖

または繰り返し分岐構造にあらわれるGalβ1-3GalNAcβ(１型)の

合成に関与する(22、30)。ヒトβ3GalT1の配列をもとにヒトEST

データベースを検索したところ、いくつかの新規メンバーが見

つかった。それらにはよく保存された短い配列やシステイン残

基があった(22)。実際９つのアイソフォームがみつかりそのうち

少なくとも３つには酵素活性があった(22)。同じ供与体を似たよ

うなアクセプター基質に転移するにもかかわらず β3GalT のアイ

ソフォームと β4GalTとの間にはアミノ酸の相同性がない。

β3GalT1, -T2, -T3にはD(S/T)Dが、β3GalT4 やそのDrosophila

BrainiacのホモログにはDDDがある。４つの β3GalTに存在する

EDVY(F)V(L)Gモチーフには反転型糖転移(α  to β)にかかわる一

般的塩基となる酸性アミノ酸が含まれていると考えられる(30)。

 D-3. α1,3 糖転移酵素ファミリー

α1,3 ガラクトース転移酵素(CAZY, GT6)はマンガンイオン

存在下でUDP-α-GalのガラクトースをLacNAc(Galβ14GlcNAc)を

非還元末端にもつ糖アクセプターに転移する。

UDP-Gal + Galβ1,4GlcNAc-R→

　　　　　　　　　　　 Galα1,3Galβ1,4GlcNAc-R + UDP

R は糖タンパク質または糖脂質である(31)。α3GalTとその生成

物(Galα1,3Galグリカン)は西半球の霊長類(広鼻猿類)と霊長類以

外のほ乳類には含まれるが東半球の霊長類(ホモサピエンスを含

む狭鼻猿類)には存在しない(32)。

α3GalTはForssmanやイソグロボシド糖脂質や ABO 抗原の合

成にかかわる糖転移酵素のようにα1,3 糖転移酵素のファミリー

に属する。ヒトABO抗原や Forssman 抗原の糖転移酵素遺伝子は

ヒトでは不活性化している α3GalTホモログ HGT-10と染色体上

で同じ場所にあり(9q34)、マウス α3GalTとも相同な染色体上の
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homolog HGT-10, and the same genomic organization with mu-
rine α3GalT, which demonstrates a close evolutionary relation-
ship (33–35).  The α1,3GalT enzyme has attracted medical at-
tention because it synthesizes the Galα1,3Gal epitope.  Natu-
rally occurring anti-Galα1,3Gal antibodies present in human
serum present a major barrier to the use of porcine and other
non-primate organs for xenotransplantation in humans. Antibody
binding to the Galα1,3Gal epitopes present on the vascular en-
dothelium of the xenotransplants produces hyperacute graft re-
jection. This enzyme and its oligosaccharide products, particu-
larly in the context of xenotransplantation, have been the object
of two former TIGG reviews (36, 37).

 D-4. The α4GalT family
The P blood group antigens are glycan structures dis-

played by membrane-associated glycosphingolipids present on
red cells and on other tissues, including the urothelium (38, 39).
Synthesis of the P antigens involves two different pathways, each
of which begins with lactosylceramide Galβ1,4Glc-ceramide as
a common precursor.  In one pathway, P antigen biosynthesis
begins with an α1,4galactosyltransferase (Pk transferase) respon-
sible for the Pk antigen, the trisaccharide Galα1,4Galβ1,4Glc-
ceramide.  The Pk antigen is then modified by a β1,3-N-acetyl-
galactosaminyltransferase, named the P transferase, to form the
P antigen, the tetrasaccharide GalNacβ1,3Galα1,4Galβ1,4 Glc-
ceramide.  In the second pathway, the P

1
 antigen biosynthesis

involves three sequential glycosylation reactions, starting with
lactosylceramide.  The lactosylceramide is converted first in
lactotriaosylceramide, GlcNAcβ1,3Galβ1,4Glc-ceramide, by the
action of a β1,3-N-acetyl-glucosaminyltransferase and further con-
verted by a particular β1,4GalT isoform (β4GalT5 and/or
β4GalT6) in paragloboside, the tetrasaccharide Galβ1,
4GlcNAcβ1, 3Galβ1,4Glc-ceramide.  The P1 antigen is formed
by the addition of a galactose in an α1,4-linkage to the
paragloboside by the P

1
 α4galactosyltransferase, forming the

pentasaccharide Galα1,4Galβ1,4GlcNAcβ1,3Galβ1,4Glc-
ceramide.  It is not yet clear if the P

1
 α4galactosyltransferase is

identical to the Pk α4galactosyltransferase (CAZY family GT32).
The physiological functions of the P blood group anti-

gens are not known, but these molecules have been implicated
in the pathophysiology of urinary tract infections and parvovirus
infections (40).  A tentative cloning of the human Pk α4-
galactosyltransferase cDNA has been performed by using a PSI-
BLAST analysis of gene data bases with the coding region of
the α4GalT gene of Neisseria meningitidis (41).  However, the
two cDNA sequences identified with relative homology and their
gene product isolated, failed to demonstrate any α4galactosyl-
transferase activity.  Data base searches using  the coding region
of a human  α4-N-acetylglucosaminyltransferase (42) identi-
fied a novel homologous gene with the same chromosomal lo-
cation as the observed P

1
 polymorphism.   Expression of full

位置にある。これは進化上きわめて近縁であることを示してい

る(33–35)。α1, 3GalT は Gal-α1, 3Galエピトープをつくることか

ら医学的に注目を集めている。ヒト血清中に自然にある抗 Gal-

α1, 3Gal 抗体はブタやそれ以外の非霊長類からの臓器移植の障

害の主要な原因となる。移植臓器の血管内皮細胞の Gal-α1, 3Gal

エピトープに対する抗体の結合は急性拒絶を引き起こす。この

酵素とそのオリゴ糖生成物は、とりわけ移植との関連から以前

の TIGG の２編の総説にとりあげられている(36､37)。

 D-4. α4GalTファミリー

P抗原は赤血球や他の臓器(尿路上皮)の膜上の糖脂質に担わ

れている抗原である(38､39)。P抗原の合成はラクトシルセラミ

ド、Galβ1,4Glc-セラミド、を前駆体として２つの経路でおこな

われる。まず第一の経路では α1,4 ガラクトース転移酵素(Pk ト

ランスフェラーゼ)により Gal-α1,4Galβ1,4Glc-セラミドができ

る。それはβ1,3N-アセチルガラクトサミン転移酵素(P トランス

フェラーゼ)により４糖のP抗原(GalNAc-β1,3Gal-α1,4Galβ1,4Glc-

セラミド)になる。第二の経路では P1 抗原はラクトシルセラミ

ドから始まる３段階の糖転移反応により作られる。ラクトシル

セラミドはβ1,3N-アセチルグルコサミン転移酵素によりGlcNAc

-β1,3Gal-β1,4Glc-セラミドになりβ1,4GalTのアイソフォーム

(β4GalT5 あるいは、 β4GalT6)により４糖のパラグロボシド、

Gal-β1,4 GlcNAc-β1,3Gal-β1,4Glc-セラミドになる。さらにP1-a4

ガラクトース転移酵素によりα1,4結合でガラクトースが付加さ

れて５糖のP1抗原、Gal-α1,4-Gal-β1,4 GlcNAc -β1, 3Gal-β1,4Glc-

セラミドができる。P1-α4ガラクトース転移酵素が Pk-α4 ガラク

トース転移酵素と同一かどうかはわからない。

P血液抗原の生理的役割はわかっていないが尿道の感染や

parvovirusの感染への関与が示唆されている(40)。Neisseria

meningitidisのα4GalT遺伝子のコーディング部分を用いたPSI-

BLASTの解析によりヒトPkα4 ガラクトース転移酵素の cDNAら

しきものがクローニングされた(41)。しかしこの方法でとられた

２つのcDNA配列からは α4 ガラクトース転移酵素の活性を示す

タンパク質は得られなかった。ヒトα4N-アセチルグルコサミン

のコーディング部分を用いた検索ではP1多様性を示す部位と同

じ遺伝子座上に新規ホモログがみつかった(42)。得られた遺伝子

α4GalT1の全長を昆虫細胞で発現させたところPk合成酵素の活
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coding constructs of the gene, named α4GalT1,  in insect cells
revealed Pk synthase activity, but no P

1
 activity was demonstrated.

Sequence alignment of α4GalT1 and α4GlcNAc-T revealed one
probable DXD motif as the D292TD for α4GalT1 and D167TD
for α4GlcNAc-T sequence (41).

E. Bovine β4GalT1 Catalytic Domain Structure
Crystal structures of both the substrate-free and the sub-

strate-bound β4GalT1 complexed with UDP-galactose (UDP-
Gal) were obtained at 2.4 Å resolution.  The overall structure of
the β4GalT1 catalytic domain (Leu131 to Ser402) is presented
as a ribbon diagram in Fig. 1, with a bound UDP-Gal (only UDP
represented because visible in electron density) in stick form.
Briefly, the structure consists of a globular monomer with an α/
β fold, its central area containing an eight-stranded mixed twisted
β-sheet surrounded by two α-helices on one side and by four α-
helices on the other side.

The catalytic pocket is large and open to solvent.  It con-
tains amino acids interacting with the UDP portion of the  UDP-
Gal donor substrate on one side and the amino acids containing
the probable general base E317 or D318, and those interacting
with the acceptor substrate, on the other side.  In the short se-
quence D252VD254  (the β4GalT1 DXD motif), the D254 is
interacting with a manganese ion.

A manual protein-protein docking was attempted using
both  the α-lactalbumin crystal structure and the β4GalT1 crys-
tal structure taken both as rigid molecules.  This method allowed
a model for their molecular interaction to be proposed, where

Fig. 1. Overall view of the bovine donor
substrate-bound β4GalT1 catalytic do-
main structure (L131-S402).  Ribbon dia-
gram of the molecule viewed down the open
pocket. N and C indicate the N- and C-termini
of the molecule. Secondary structure elements
are numbered as α for α-helices and β for β-
strands. Only the electron density visible UDP
portion of the UDP-Gal is represented in stick
form. The manganese ion is presented as a
sphere.

性はあったが、P1 活性はなかった。α4GalT1 と α4GlcNAcTの

配列の比較から D292TD とD167TD がそれぞれの DXD モチー

フとなることが明らかになった。

E. ウシβ4GalT1 触媒ドメインの構造

 E-1. 全体構造

基質であるUDP-Galと結合したβ4GalT1 と基質なしの

β4GalT1 の両方の結晶構造が 2.4オングストロームの分解能で得

られている。図１は β4GalT1 の 触媒ドメイン(Leu131 から

Ser402)までの全体構造をリボンダイヤグラムで示したものであ

る。結合している UDP-Gal(電子密度が見えている UDP の部分

のみ示す)は棒状模型で示してある。構造は球状のモノマーであ

り、８本のねじれた βシートの片側に２本の αへリックス、も

う片側に４本の αへリックスがある。触媒部位は溶媒に向かっ

て大きく開いている。

触媒部位の一方には供与体 UDP-GalのUDP 部分と相互作用

するアミノ酸があり、一般的塩基E317, D318, さらにアクセプ

ターと相互作用するアミノ酸が別の側にある。D252VD254 の短

い配列の中のD254 はマンガンイオンと相互作用する。

活性制御因子である αラクトアルブミンと β4GalT1との相

互作用様式については両者を剛体とみなして、それぞれの結晶

構造を手作業でつき合わせる方法で予測がたてられている。そ

れによるとαラクトアルブミンは UDP-Gal の結合部位には変化
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α-lactalbumin interacts with amino acids located on the edge of
the β4GalT1 acceptor substrate binding site, resulting in its par-
tial steric hindrance but without altering the UDP-Gal binding
site.  A crystal of a complex between α-lactalbumin and bovine
β4GalT1 in the presence of donor and acceptor analogs has been
obtained recently by Dr P.K. Qasba’s group (NIH, Bethesda,
USA).  The lactose synthase structure was reported recently in a
communication from  Dr. B. Ramakrishnan but no information
has been published yet (American Society of Glycobiology, Bos-
ton, November 2000).

E-2. The Sugar Transfer Mechanism by Inversion of β4GalT1
Figure 2 shows the sugar transfer mechanism by inver-

sion suggested by the β4GalT1 structure.  The first step (a) con-

Fig. 2.  Schematic representation of the β4GalT1 in-
verting reaction mechanism. The acceptor substrate
schematized is the terminal β-N-acetylglucosamine residue
(GlcNAc-R).  Step (b) represents the putative oxocarbenium
ion-like intermediate.

を与えずに β4GalT1 のアクセプター結合部位の端に結合し、部

分的な立体障害を引き起こすというモデルが提唱された。P. K.

Qasbaらのグループにより最近 αラクトアルブミンとウシ

β4GalT1 の複合体の結晶が供与体2アナログ・アクセプターアナ

ログ存在下で得られている。ラクトース合成酵素の構造は B.

Ramakrishnan から報告されたがデータはまだ公開されていな

い。

E-2. β4GalT1による糖の配座反転のメカニズム

図２は  β4GalT1 の構造により示唆された配座反転を伴う糖

転移メカニズムである。第一段階 (a)は β4GalT1 において厳密に

保持されている E317 または D318 によるアクセプターの C4 位
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sists of  the deprotonation of the acceptor substrate hydroxyl-
group in C4 by a general base, the acidic group of one of the
two strictly conserved β4GalT1 acidic residues E317 or D318.
A superposition of the crystal structures of three different in-
verting glycosyltransferases solved so far, SpsA (1qgq), β2GnT1
(1fo8) and β3GlcAT1 (1fgg), suggests that the β4GalT1 aspar-
tic acid residue D318 is in a favorable position to fill the role of
a general base but no direct proof has yet been established. A
recent molecular docking study using an acceptor site photoprobe
suggests D318 as the general base (43).  As a result of this at-
tack, an oxocarbenium-ion-like transition state will be produced,
schematized in step (b).  The final inversion of the C1 atom
stereochemistry of galactose donor substrate, step (c), will re-
sult in the formation of the donor-C1-β-O-C4-acceptor linkage
and the release of UDP.  A similar mechanism of inversion has
been formulated for β2GnT1 (only UDP-GlcNAc donor sub-
strate visible in the crystal structure) and β3GlcAT1 (only UDP
and acceptor substrate visible in the crystal structure).

F. Bovine α3GalT Catalytic Domain Structure

 F-1. The Overall Protein Structure
Two α3GalT crystal structures have been solved recently

from a bacterially produced truncated version (residues Glu80
to Val368) of the active catalytic domain enzyme: the substrate-
free α3GalT (residues Ser81 to Asn367) solved at 2.3 Å resolu-
tion and the substrate-bound α3GalT (residues Lys82 to Thr358)
with Hg-UDP-galactose solved at 2.5 Å resolution.   Figure 3
shows the substrate-bound structure in ribbon diagram as a mono-
mer of globular shape with an α/β fold with Hg-UDP-Gal rep-
resented in stick form.  The protein consists of a central mixed
twisted β-sheet of eight β-strands surrounded by four long α-

Fig. 3. Overall view of the bovine donor sub-
strate-bound α3GalT catalytic domain struc-
ture.  Ribbon diagram of the molecule viewed down
the open pocket. N and C indicate the N- and C-termini
of the molecule. Secondary structure elements are num-
bered as α for α-helices and β for β-strands.  Hg-UDP-
Gal is shown in stick form. The manganese ion is pre-
sented as a sphere.

の水酸基のデプロトネーションである。これまでに明らかにさ

れている反転をおこす糖転移酵素(SpsA, β2GnT1, β3GlcAT1)のと

重ね合わせてみるとβ4GalT1では D318 が適当な位置にあるが、

直接的な証明はまだない。最近の光プローブを用いた研究では

D318 が一般的塩基であると考えられている(43)。C4位の水酸基

の解離により図２(b)に示すようなオキソカルベニウムイオンの

ような遷移状態がつくられる。最後にUDPが脱離して図２(c)に

示すように供与体 Galの C1の立体化学的反転がおこりC1 (供与

体)-β-O-C4(アクセプター)結合ができる。 同様の反転メカニズム

はβ2GnT1 や β3GlcAT1 について提唱されている。

F. ウシα3GalTの触媒ドメインの構造

 F-1.　全体構造

α3GalT の２つの結晶構造がバクテリアで発現させた活性を

もつ触媒部位(Glu80から Val368 まで)を用いて明らかになって

いる。ひとつは2.3 Å の分解能での基質のない α3GalT1(Ser81-

Asn367)の構造であり、もうひとつは基質(Hg-UDP-Gal)と結合し

た α3GalT1(Lys82-Thr358)の構造である。図３は基質と結合した

球状モノマーの構造の２次構造をリボンモデルで示したもので

ある。Hg-UDP-Galは棒状モデルで示されている。中央のねじれ

た８本の βシートが長い４本のへリックスで囲まれた構造をし

ている。N末(Ser81から)の短い αへリックス(α1)から始まりβヘ
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helices.  The structure starts at amino acid Ser81 with a short N-
terminal α-helix (α1), followed by a β-hairpin containing one
β-strand (β1), and then by a long connecting α-helix (α2).  The
central β-sheet can be divided into two portions.

The first portion starts from residue Val129 to Met224
defining an N-terminal sub-domain of  approximately 100 amino
acids.  It contains a β-sheet formed by four parallel β-strands in
the strand order 4, 3, 2 and 5, surrounded by two long α-helices
(α3 and α4). This N-terminal sub-domain accounts for the bind-
ing of the nucleotide moiety of the nucleotide-sugar donor sub-
strate. The second portion of the central β-sheet consists of two
parallel β-strands, β7 and β9, flanked by two anti-parallel β-
strands β8 and β1, and with two long α-helices on one side, α5
and α6.  A second small β-sheet running almost parallel to the
central β-sheet consists of two short anti-parallel β-strands, β6
and β10.

Hg-UDP-Gal binds in a much narrower cleft than those
observed for β4GalT1.  Its UDP portion binds to amino acids
residing entirely in the N-terminal sub-domain with the acidic
groups of the two aspartic acid of the D225VD227 sequence
(the α3GalT DXD motif) coordinating partially a manganese
ion.  The two negatively charged oxygen atoms of  the α and β
diphosphate groups of the UDP moiety complete the manga-
nese ion coordination. The galactose residue is nested in a small
pocket formed by residues belonging to the β-strand β8,  H280,
A281, A282.

The glycosyltransferases responsible for the synthesis of
ABO histo-b lood group carbohydrates and certain
glycosphingolipids belong to the same α1,3-glycosyltransferase
family as bovine α3GalT because of their sequence similarities.
The human A-GT and B-GT transfer N-acetylgalactosamine and
galactose respectively to α1,2-fucosylated complex-type gly-
cans.  Interestingly, both enzymes share strict amino acid se-
quence identity except at four positions.  Two of these four po-
sitions, position 266 (Leu in A-GT and Met in B-GT) and 268
(Gly in A-GT and Ala in B-GT), have been found to be critical
in defining the donor preference (43).  The two bovine α3GalT
equivalent positions H280 and A282 are located in the β-strand
β8 in a position very close to the galactose residue. Moreover
the acidic residue D316 interacts with the galactose by exten-
sive  hydrogen bonding and the E317 residue, strictly conserved
among all the members of the α1,3 glycosyltransferase family,
is predicted to be involved as the possible general base.

 F-2. The Sugar Transfer Mechanism by Retention of α3GalT
Recent kinetic experiments performed with a recombi-

nant bovine α3GalT determine that its bi-substrate reaction pro-
ceeds by a sequential mechanism (versus a ping-pong or double
displacement mechanism) (44). This means that both donor and
acceptor substrates bind to the enzyme before any product re-
lease. It is not totally clear however if the substrate binding is
random or ordered and if ordered, if the donor substrate binds

アピン構造(β1)をとり長い αへリックス(α2) に続く。中央の β

シートは２つの部分に分かれる。

最初は Val129 から Met224 までの約 100 残基からなるN末

サブドメインである。これには４本の平行 βシート(β4, β3, β2,

β5)があり２本の長い αへリックス(α3, α4)で囲まれている。こ

のN末サブドメインは糖ヌクレオチド供与体のヌクレオチド部

分の結合部位である。第二は２本の平行βシート(β7, β9)と、と

なりあう２本の逆平行 βシート(β8, β1)、そしてその片側の２本

の長い αへリックス(α5, α6)より構成される。このほかに中央の

βシートとほぼ平行に短い２本の逆平行βシート(β6, β10)があ

る。

Hg-UDP-Gal は β4GalT1の場合に比べてはるかに狭い隙間に

結合している。UDP部分はN末サブドメインの酸性アミノ酸グ

ループであるD225VD227(α3GalTのDXDモチーフ)の２つのアス

パラギン酸残基に結合している。これらのアミノ酸にはマンガ

ンイオンの部分的に配位している。UDPのα 位および β位のリ

ン酸基の負電荷によりマンガンイオンの完全な配位がおこる。

ガラクトースは β8のH280, A281, A282によりつくられるポケッ

トにおさまっている。

ABO式血液型抗原やある種の糖脂質の合成にかかわる糖転

移酵素は配列の相同性からみるとウシ α3GalTと同じ α1,3ガラク

トース転移酵素ファミリーに属する。ヒトA-GTとB-GTはα1, 2

フコシル化グリカンにそれぞれN-アセチルグルコサミン、ガラ

クトースを転移する。興味深いことに両者の酵素は４つの場所

を除いて厳密に配列が保存されている。そのうちの２つ、266

(A-GT では Leu, B-GT では Ala)は供与体の特異性を決定するの

に重要であることが知られている。これに相当するウシ α3GalT

の位置は H280 と A282 であってガラクトースにきわめて近い

β8に存在している。さらにD316は水素結合によりガラクトース

と相互作用しており、すべてのα1,3 糖転移酵素で厳密に保存さ

れているE317は共役塩基であろうと予測されている。

F- 2. α3GalTの立体配座保持による糖転移のメカニズム

近年の組み換え体 α3GalTを用いた速度論的実験からこの酵

素の２基質反応は連続機構で進行することが明らかになった(ピ

ンポン機構や２置換機構ではなく)(44)。これは供与体とアクセ

プターは生成物が放出される前に酵素に結合するものである。
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first followed by the acceptor substrate or vice versa.  Figure 4
schematizes the hypothetical α3GalT retaining reaction mecha-
nism.  Residue E317 positioned above the β-plane of the sugar
donor substrate could play the role of the general base which
could attack the C1 atom of the donor substrate galactose in-
verting (first inversion) its configuration (steps a and b).  The
acceptor substrate could then be positioned close to the α-sugar

Fig. 4.  Schematic representation of the
α3GalT retaining reaction mechanism. The
steps (a) and (b) are derived from the substrate-bound
α3GalT structure.  The acceptor substrate schematized
in steps (c) and (d) is a lactosamine-type glycan
(Galβ1,4GlcNAc-R).

しかし基質とアクセプターの結合の順番がランダムなのか、決

まっているのか、決まっているとしたらどちらが先なのかはわ

かっていない。図４は α3GalTの反応機構の仮説を示している。

E317は糖供与体の上方に位置し、C1位置を攻撃して立体配座を

反転させる(図４(a)(b))。次にアクセプターが３位の解離した酸
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plane in order to present the O atom of its deprotonated 3-hy-
droxyl group at the correct distance, so as to attack the C1 donor
sugar atom directly and invert once more its anomeric configu-
ration (second inversion) (steps c and d).  The exact mechanism
responsible for deprotonation of the 3-hydroxyl group of the
acceptor substrate sugar is not yet known.  More insights into
the reaction mechanism of α3GalT will be derived from site
directed mutagenesis studies of identified key residues and from
co-crystallisations or crystal soaking methods using acceptor
substrate analogs.

G. The Uridine Binding Domain (UBD) Common to Invert-

ing and Retaining Glycosyltransferases
There are few X-ray crystal structures with their pdb (Pro-

tein Data Bank) coordinates actually available for the large num-
ber of nucleotide-hexose glycosyltransferases that are currently
known:  the β-glucosyltransferase from phage T4 (1bgt, 1bgu)
(46), SpsA from Bacillus subtilis (1qgq) (47) and  the bovine
β4GalT1 (1fgx, 1fr8) (9). Quite recently, the structures of three
more inverting glycosyltransferases were reported : β1,3GlcAT-
1, the human glucuronyltransferase involved in GAG biosyn-
thesis (1fgg) (48), the rabbit GnTI, a β1,2 N-acetylgluco-
saminyltransferase (1fo8) (49) and the β1,4 N-Acetylglucos-
aminyltransferase of Escherichia coli MurG involved in the pep-
tidoglycan biosynthesis (1fok) (50).  Finally, the structure of the
first prokaryotic retaining α4galactosyltransferase LgtC from
Neisseria meningitidis was reported (1g9r, 1ga8) (17) as well as
the bovine α3GalT (1g8o, 1g93) (11).

Although no clear structural resemblance between all
these glycosyltransferases has been observed and despite a low
level of amino acid identity (less than 10 %), their three-dimen-
sional structures reveal a certain similarity in the spatial arrange-
ment of those secondary structure elements that are involved in
the binding of the UDP moiety.  These similarities are particu-
larly significant in the case of the N-terminal 100 amino acid
portion of SpsA (residues Val4 to Tyr101), the N-terminal por-
tion of human GlcAT-1 between residues Thr76 and Ser200 and
that of GnT I between residues Ile110 and Leu217, the first 100
amino acids residues of LgtC ( residues Asp2 to Arg109), the
bovine α3GalT polypeptide between residues Val129 and Asn231
to a lesser extent the middle portion of the bovine β4GalT1 (resi-
dues Lys181 to Pro257).   The  topology of the domain which
binds to the nucleotide-sugar is quite well conserved with a gen-
eral central 3, 2, 1, 4 parallel β-strand arrangement surrounded
by a variable number of helices on both sides, reminiscent of
the mononucleotide binding motif or Rossmann fold. The posi-
tion of the short DXD sequence which stabilizes the manganese
ion and thus indirectly binds the diphosphate moiety of UDP is
equivalent in all structures.  The D98D99 sequence of SpsA, the
D194DD196 sequence of GlcAT-1, the E211DD213 sequence
of GnT I, the D252VD254 sequence of β4GalT1 and the

素原子を正しい位置に提示し、供与体の C1 位置を直接攻撃す

ることによりC1の立体配座は２回目の反転をする(図4c,d)。３位

の解離の仕組みはわかっていない。さらに詳しい知見は共結晶

またはソーキング方法によるアクセプターアナログとの複合体

の解析と必須残基の点突然変異の研究から得られるであろう。

G. 立体配座反転型、保持型糖転移酵素に共通するウリジン結合

ドメイン

多くのヌクレオチドヘキソース糖転移酵素が現在知られて

いるが、座標が PDB に公開されているものはほとんどない。公

開されているものはファージ T4 の β グルコシルトランスフェ

ラーゼ(1bgt, 1bgu)(46), 枯草菌のSpsA(1qgp)(47),　ウシ β4GalT1

(1fgx, 1fr8)(9)である。きわめて最近、さらに３つの反転型糖転

移酵素が報告された。GAG 生合成にかかわる β1,3GlcAT-1(1fgg)

(48), ウサギ GnT1(1fc8)(49)そしてペプチドグリカン生合成にか

かわる大腸菌 MurG β1, 4N-アセチルグルコスアミントランス

フェラーゼ(1fok)(50)である。また Neisseria meningitidis の LgtC

の構造が原核細胞のa4 ガラクトース転移酵素としては初めて報

告された。ウシ α3GalTも報告された(1g80, 1g93)(11).

これらの糖転移酵素には構造上の類似性がなくアミノ酸の

相同性も 10 %以下と低いが、UDPの結合にかかわる２次構造の

空間的配置には類似した点がみられる。類似点が特にきわだっ

ているのは SpsAのN末 100 残基(Val14-Tyr101), ヒトGlcAT-1の

N末部分(Thr76-Ser200), GnT1のN末部分(Ile110-Leu217), LgtCの

はじめの 100 残基(Asp2-Arg109), ウシα3GalTの Val129から

Asn231であり、β4GalT1の中央部分(Lys181-Pro257)にも若干の類

似性がみられる。ヌクレオチド糖結合ドメインのトポロジーは

きわめてよく保存されており中央の 3, 2,  1,  4 の平行 β シート

の配列の両側がヘリックスで囲まれている。これはロスマン

フォールドのモノヌクレオチド結合モチーフに似ている。マン

ガンイオンを安定化し間接的には UDP の二リン酸部分に結合す

るDXD配列の位置は全ての構造において等価な位置に存在す

る。SpsA の D98D99,  GlcAT-1 の D194DD196, GnTIの

E211DD213, β4GalT1のD252VD254, LgtC の D103ID105 は全て

β4と β5 の間にある。α3GalTの場合にD225VD227は β4と β5と
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D103ID105 of LgtC are all located between strands β4-β5, and
the D225VD227 sequence of α3GalT between the equivalent
β-strands β5-β6.  Taken together, these observations show that
both the inverting glycosyltransferases and the retaining enzymes
contain a UDP-binding domain of very similar spatial structure,
in which key acidic amino acids occupy equivalent positions.

The sub-domain as identified above, including the DXD
motif, was termed UDP Binding Domain (UBD) (11). In
glycosyltransferases it encompasses virtually all those residues
that bind Mn2+ and the UDP portion of the donor substrate. More-
over, residues found interacting with the UDP moiety of the donor
substrate are located in approximately the same structural sec-
ondary elements in all structures studied. These residues are lo-
cated at the end of  β-strands β1 and β2, in the middle of the α-
helix α3 and in the DXD motif between β-strands β4 and β5
from the canonical UBD structure (11).  The UBD may be an
example of convergent evolution, or may point to a common
ancestral origin, even though sequence identity between the en-
zymes is lower than 10%.  Alternatively, the glycosyltransferases
may be the product of gene fusion involving an ancestral UDP-
binding protein. An analysis of intron-exon organization of the
different glycosyltransferase genes demonstrates that the por-
tion of the gene encoding the UBD has not been conserved as a
single exon, which may argue against exon-shuffling. The UDP-
b i n d i n g  m o d u l e  ( U B D )  s e e m s  c o m m o n  t o  a l l
glycosyltransferases that use a UDP-sugar as donor substrate
and should facilitate the identification of additional glycosyl-
transferases present in the various genomic data banks.

The UBD shared by numerous glycosyltransferases re-
minds us to some extent of the nucleotide binding domain com-
mon to other nucleotide binding proteins, particularly those with
an NAD-binding domain (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
found in NAD-dependent dehydrogenases, such as LDH,
GAPDH and LADH.  In those enzymes, despite the absence of
amino acid sequence homology, all NAD binding domains have
similar three-dimensional structures with a central β-sheet of
six parallel β-strands with α-helices on both sides (51).
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等価な β5b6の間にある。これらのことから反転型酵素において

も保持型酵素においてもUDP結合ドメインの高次構造はきわめ

て類似しており、結合に必須なアミノ酸は相当する位置に存在

しているといえる。

DXDを含むサブドメインはUDP結合ドメイン(UBD)とよば

れる(11)。糖転移酵素のUBDはマンガンイオンとUDPを結合す

るアミノ酸を全て含んでいる。さらに、UDPとの相互作用が知

られている残基はほぼ同じ２次構造上の位置に存在する。これ

らの残基はUBD構造の中の β1β2の端、α3の中央、β4β5の間

(DXDモチーフ)にある。配列上の相同性は 10 %以下ではある

が、UBDは進化上保存されてきたか、もしくは共通の先祖をも

つものかもしれない。あるいは祖先となる UDP 結合タンパク質

が遺伝子融合を繰り返して糖転移酵素ができたものかもしれな

い。しかしイントロンーエキソン編成の解析ではUBDはひとつ

のエキソンとして保存されてきたのではないと推論される。こ

れは糖転移酵素がエキソンのシャッフルで派生したという説を

支持しない。UBD は UDP-糖を供与体とする全ての糖転移酵素

に共通するものであると考えられるので、ゲノムデータバンク

において糖転移酵素を同定するのに役立つ。

UBD は他のヌクレオチド結合タンパク質のヌクレオチド結

合ドメイン、とりわけNAD結合ドメイン(LDH, GAPDH, LADH

のような NAD 依存性デヒドロゲナーゼ)に似ている。これらの

デヒドロゲナーゼではアミノ酸配列の相同性はないが NAD 結

合部位の３次構造は互いに類似しており、中央の６本の平行 β

シートが両側の αヘリックスにはさまれている(51)。

東京医科歯科大学

横山　三紀訳
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