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研究成果の概要（和文）：　NOTCH1 が先天性疾患 アダムズ-オリバー症候群（AOS） の原因遺伝子であること
が報告されたが、AOS型 NOTCH1 遺伝子変異体の分子機能異常解析については行われていなかった。そこで本研
究では、AOS型 NOTCH1 遺伝子変異体の分子機能異常を明らかにすることに主眼を置いて研究を進めた。その結
果、AOS型 NOTCH1 遺伝子変異体はリガンドである DLL4 との結合性に異常が認められることが分かった。この
結果から、アダムズ-オリバー症候群はDLL4-NOTCH1 シグナル異常症である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：　The mutations of NOTCH1 are found in the Adams-Oliver syndrome (AOS) 
patients. The aim of this study is to biochemically analyze Notch1 mutations linked to AOS and 
demonstrate that Notch1 mutations found in AOS is shown as the dysfunction of Dll4-Notch binding. 
Those results suggest that impaired Dll4-Notch1 signaling may be an alternative basis of the 
pathogenesis of AOS.

研究分野： 糖質生物学

キーワード： NOTCH　アダムズ-オリバー症候群

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 申請者は、これまでに O-GlcNAc 修飾の細
胞分化過程における分子機能の生化学的・分
子遺伝学的解析により、O-GlcNAc 修飾は骨
格筋終末分化に決定的な役割を果たす事を明
らかにした。即ち、O-GlcNAc 修飾は、転写
因子 Mef2D の DNA 結合能を介して骨格
筋終末分化のマスター転写因子  Myogenin 
の発現を制御していることを明らかにしてき
た[Ogawa et al., BBRC 2013; Ogawa et al., 
BBA. 2012]。このように、O-GlcNAc 修飾は
細胞内タンパク質に特有な糖鎖修飾として細
胞内機能の制御に関わる生体システムと位置
づけされていた。 
 
 興味深いことに、申請者のグループは ER 
局在型 O-GlcNAc 転移酵素 EOGT を介し
て起こる細胞外  O-GlcNAc 修飾の存在を 
Notch 受容体上皮成長因子 (EGF) リピート
上に発見した [Ogawa et al., WJBC 2014; 
Sakaidani et al., Nat Commun 2011]。従来、
O-GlcNAc 修飾は細胞内タンパク質に特有な
糖鎖修飾として細胞内機能の制御に関わる生
体システムと位置づけされていた為、細胞外
での O-GlcNAc の存在は想定されておらず、
本発見は糖鎖生物学の分野において前提を覆
す重要な知見を提示するものである。 
 
 Notch シグナルは、細胞間コミュニケーシ
ョンを司る主要なシグナル伝達経路であり、
発生過程における多彩な細胞運命の決定プロ
セスに関与する。申請者は、Notch 受容体上
の O-GlcNAc 修飾の欠損は、生まれながらに
して手足や頭蓋骨の形成異常、脳に梗塞や血
管の傷害が生じる先天性疾患アダムズ-オリ
バー症候群（AOS）の原因となることを明ら
かにした[Ogawa et al., JBC. 2015]。即ち、ヒ
トを含めた哺乳動物の正常な発生に細胞外 
O-GlcNAc 修飾は重要な役割をもつことを示
している。 
 
 興味深いことに、EOGT の基質である 
NOTCH1 も AOS の原因遺伝子であること
が報告された  [Sittrich et al, Am J Hum 
Genet 2014]。しかし、NOTCH1 の異なるサ
イトの遺伝子変異は左室流出路狭窄症 
(LVOT) の原因となるので、AOS で発見され
た NOTCH1 の変異と LVOT で発見された 
NOTCH1 の変異では、Notch シグナルに質
的な違いがあるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、AOS 変異と他の疾患で報告され
ている NOTCH1 変異の分子機能異常と比
較することで、生体における厳密な Notch 
シグナルの制御が、いつ、どのような機能を
持つかを明らかにすることを目的とした。つ
まり、２種類の先天性疾患で発見された 

NOTCH1 遺伝子変異体の分子機能異常を比
較解析することにより、Notch シグナルの質
的違いがヒトの組織形成や発生をどのように
制御しているかを明らかにする。即ち、
Notch1 の異なるサイトの変異により引き起
こされる分子機能の異常を同定し、両 
Notch1 遺伝子変異体の生物学的意義を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 まず、 AOS と  LVOT で発見された
NOTCH1 遺伝子変異体を mutagenesis kit 
を用いて作成をした。哺乳類発現用ベクター
には、pTracer/mouseNotch1 を元に Notch1 
の遺伝子変異体を作製した。しかしながら、
内在性の Notch1 が検出される為に、過剰発
現した Notch1 の解析が困難であった。そこ
で、N 末端に FLAG タグを、C 末端に Myc 
タ グ を 導 入 し た  pTracer/FLAG-
mouseNotch1-Myc を作製し、検出系を確立
した。また、本研究開始直後に NOTCH1 遺
伝子変異型 AOS 患者が報告され、当初の研
究 計 画 に 加 え て 、 新 た に 報 告 さ れ た 
NOTCH1 遺伝子変異体も解析対象とするこ
とにした。よって、本研究では、合計１１種類
の NOTCH1 遺伝子変異体の分子機能異常
解析を行うことにした。 
 
 次に、作成した NOTCH1 遺伝子変異体を
使 用 し て 、 以 下 の (1) か ら (6) に 示 し た 
NOTCH シグナルに対する分子機能異常を
解析した。(1) NOTCH1 遺伝子変異体のプロ
セッシングパターンの変化の有無を解析した。
(2) NOTCH1 遺伝子変異体の局在性を明ら
かにした。(3) NOTCH1 遺伝子変異体の安定
性を明らかにした。(4) Notch シグナリングに
NOTCH1 遺伝子変異が与える影響を明らか

図１. NOTCH シグナルに対する NOTCH1 遺伝
子変異体の分子機能解析. 



にした。(5) Notch1 のリガンドである Jag1 
や Dll4 とのリガンド結合性に与える影響を
明らかにした。(6) NOTCH1 遺伝子変異体は 
EOGT の基質となりうるかを解析した（図
１）。 
 
４．研究成果 
 
 まず、研究に先立って作成した AOS 型 
NOTCH1 遺伝子変異体  (pTracer/FLAG-
mouseNotch1 変異体-Myc) を一過性発現させ
た HEK293T 細胞と DLL4-Fc とのリガン
ド結合性について FACS を用いて解析をし
た。その結果、AOS で発見された NOTCH1 
遺伝子変異体は リガンドである DLL4 との
結合性に異常があることが分かった（図２）。
しかしながら、抗 NOTCH1 抗体を用いて細
胞膜上の NOTCH1 の発現量を解析した結
果、細胞膜上の NOTCH1 の発現量に変化は
なかった。これは、AOS 型 NOTCH1 遺伝子
変異体の変異サイトが Dll4 との結合性に重
要である EGF ドメインに集中していること
からも本研究で得られた結果を支持している。
更に、特殊な 抗 NOTCH1 抗体（HMN1-12）
との反応性も NOTCH1 遺伝子変異体で低
下していた。本抗体の具体的なエピトープは
分かっていないが NOTCH1 の立体構造を
認識していることが示唆されている。同様に、
LVOT で発見された NOTCH1 遺伝子変異
体は、DLL4 との結合性に異常が認められた。 
 
 

 
 

 

 AOS 型 NOTCH1 遺伝子変異体が DLL
４との結合性に異常が認められる原因として
は、プロセッシングパターンの異常や局在性
異常、安定性異常などが考えられる。そこで、
AOS 型 NOTCH1 遺伝子変異体を一過性発
現させた HEK293T 細胞を用いて AOS 型 
NOTCH1 遺伝子変異体の局在性を免疫染色
で解析した。その結果、NOTCH1 野生型は小
胞体や細胞膜表面に局在しているのに対して、
３種類の AOS 型 NOTCH1 遺伝子変異体
は、細胞質に凝集していた。この結果、３種類
の AOS 型 NOTCH1 遺伝子変異体は局在
性に異常があることが分かった。次に、安定
性とプロッセシングパターンを抗 FLAG 抗
体と抗 MYC 抗体を用いたウエスタンブロ
ッティングで解析した。その結果、局在性に
異 常 が 認 め ら れ た ３ 種 類 の  AOS 型 
NOTCH1 遺伝子変異体において、プロセッ
シングパターンの異常や安定性異常が認めら
れた。一方、上記以外の AOS 型 NOTCH1 
遺伝子変異体は、細胞膜表面上の発現量やプ
ロセッシングに異常が無いことから、DLL4-
NOTCH1 との分子間相互作用に異常が生じ
ていることが予想された。 
 
 DLL4 と NOTCH1 との分子間相互作用
は、EOGT による 細胞外 O-GlcNAc 修飾に
よ り 制 御 さ れ て い る の で [Sawaguchi, 
Varshney,  Ogawa et al., eLife. 2017]、プロ
セッシングパターンの異常や安定性異常が認
められなかった AOS 型 NOTCH1 遺伝子
変異体は、細胞外 O-GlcNAc 異常が生じてい
る可能性が示唆された。そこで、AOS 型 
NOTCH1 遺伝子変異体の細胞外 O-GlcNAc 
レベルを抗  O-GlcNAc 抗体  (CTD110.6)を
用いたウエスタンブロッティングで解析した。
その結果、AOS 型 NOTCH1 遺伝子変異体
上の細胞外  O-GlcNAc レベルは野生型 
NOTCH1 と同レベルであった。即ち、AOS 
型  NOTCH1 遺伝子変異体の細胞外  O-
GlcNAc 修飾には異常が無く、EGF ドメイン
上のアミノ酸に変異が入ることで立体構造が
変化しており、DLL4 との結合性に異常が生
じていることが予想された。現在、DLL4-
NOTCH1 との分子間相互作用を解析してお
り、データが得られ次第、論文を投稿する予
定である。 
 
 本研究成果から、先天性疾患アダムズ-オリ
バー症候群（AOS） は DLL4-NOTCH1 シグ
ナルの異常により生じていることが示唆され
た。即ち、先天性疾患アダムズ-オリバー症候
群（AOS）は、DLL4-NOTCH1 シグナルを活
性化することで治療応用が可能である可能性
も示唆された。現在、本研究で得られた成果
を発展させ、糖代謝に着目した先天性疾患ア
ダムズ-オリバー症候群（AOS）の治療法開発
に着手しているところである。 
 
 

図 2. NOTCH1 
遺伝子変異体は 
Notch1 と Dll4 
との結合性に異
常 が 生 じ る . 
AOS 型
NOTCH1 遺 伝
子変異体の代表
例と野生型を比
較した結果を示
す . AOS 型 
NOTCH1 遺 伝
子 変 異 体 で は 
DLL4 との結合
性が減少してい
ることが分かる 
(上段). しかし、
細 胞 膜 上 の 
NOTCH1 の 発
現量は変化して
いなかった  (中
段 ). 抗 
NOTCH1 抗 体 
(HMN1-12) と
の反応性が AOS 
型 NOTCH1 遺
伝子変異体では
低 下 し て い た 
(下段). 
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