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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞質での糖鎖脱離を担う酵素、Ngly1とENGaseの哺乳動物における未
知の生理機能の解明に取り組んだ。そのためにNgly1、ENGase遺伝子欠損マウスの解析を行い、ENGaseの欠損は
特に異常を示さない一方で、Ngly1の欠損が様々な異常（心臓、造血、筋肉、神経、体重など）を引き起こすこ
とを明らかにした。さらに、それらの異常はENGaseの追加欠損により、回避可能な異常と回避不可能な異常に分
かれることも明らかとした。ENGase非依存的なNgly1欠損による異常には、最近報告された内容を元に検証を行
った結果、転写因子Nrf1の機能が関与している可能性が高いことが確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to reveal an unknown physiological function of 
de-N-glycosylating enzymes, peptide:N-glycanase (Ngly1) and endo-beta-N-acetylglucosaminidase 
(ENGase), in mammals. To this end, I performed phenotypic analyses of mice that lack Ngly1/Engase 
gene (Ngly1-KO, Engase-KO, Ngly1;Engase-KO mice). I found that the deletion of Ngly1 causes many 
defects (heart, muscle, nervous systems, body weight etc), while Engase deletion does not cause any 
defects. Interestingly, the defects caused by the loss of Ngly1 are partially rescued by the 
additional deletion of Engase gene. Therefore, there are two types of pathways that cause the 
defects by Ngly1-deletion, ENGase-dependent pathway and ENGase-independent pathway. Based on recent 
reports and my additional experiments suggested that a transcriptional factor Nrf1, which regulates 
the expression levels of proteasome subunits under low proteasome activity, seems to be involved in 
the ENGase-independent pathway.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 

 ペプチド:N-グリカナーゼ（Ngly1）は糖タン
パク質から N 結合型糖鎖を切り離す糖鎖脱離
酵素で、タンパク質品質管理機構の一つ小胞
体関連分解（ERAD）に寄与する。2012 年、
Ngly1の遺伝子変異に起因する疾患（NGLY1欠
損症）が発見された。本疾患は全身に重篤な
症状（発育遅延、筋緊張低下、不随意運動、無
涙症、肝機能障害、脊椎側彎症など）を呈する
ことから、Ngly1が哺乳動物において重要な役
割（生理機能）を果たしていることは明らか
であったが、Ngly1 および Ngly1 が関与する
細胞質での糖鎖分解の生理機能については、
特に哺乳動物において、よくわかっていない
状態であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、「Ngly1 と ENGaseの哺乳動物に
おける未知の生理機能の解明」を目的として
取り組んだ。具体的には、研究開始時点にお
ける予備的知見として、Ngly1 遺伝子欠損
（Ngly1-KO）マウスが胚性致死となること、
Engase の追加欠損がその致死性を回避するこ
となどを見出していたため、「Ngly1 欠損がマ
ウスを致死とする異常・メカニズム」および
「Engase 追加欠損によりどの異常を抑制可能
なのか」の解明に取り組んだ。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、上記の研究目的達成のために、
各種遺伝子欠損マウス、それらのマウス由来
の組織・細胞を用いて、下記の内容に生化学
的・組織学的手法により取り組んだ。 

(1) Ngly1 欠損により生じる異常の解析 

 Ngly1 が ERAD に関与することから、細胞
質におけるタンパク質分解系に着目し、異常
タンパク質の蓄積や分解系の機能異常につい
て調べた。 

(2) N-GlcNAc仮説の検証 

 Ngly1 欠損によるマウスの致死性を Engase

の追加欠損が抑制するメカニズムとして私た
ちが提唱している N-GlcNAc 仮説（詳細は研
究成果の部分に記載）について検証に取り組
んだ。 

(3) Ngly1 欠損で生じる異常の中で Engase 欠 

 損により抑制可能/不可能な異常の同定 

 (1)の部分で明らかにした異常の中で、
Ngly1;Engase 遺伝子二重欠損（Ngly1;Engase-

KO）マウス由来の組織・マウス胚性線維芽
（MEF）細胞で観察されないものの同定を行
った。 

 

４．研究成果 

(1) Ngly1-KO マウスは発生段階において造
血・血管発生異常に起因する表現型を示し、
Engase 追加欠損により抑制可能/不可能な表
現型がある 

 研究開始時の予備的知見として、Ngly1 欠損
による致死性は出産 3日前（E16.5）から 2日
前（E17.5）の間に生じること、一つの致死原

因は心室中隔欠損（VSD）であることがわか
っていた。そこで、VSD 以外にどのような異
常があるかを E16.5 の胎仔に着目して解析を
行った。その結果、Ngly1 欠損により浮腫
（14.3%）や貧血（42.9%）といった異常も生
じることがわかった（図 1）。興味深いことに、
Engase の追加欠損によって、浮腫は抑制され
たが貧血は抑制されなかった。以上の結果か
ら、VSD や浮腫に関連する異常には ENGase

の機能が関与しており、貧血に関連する異常
には ENGase の機能は関与していないことが
明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 生体マウスにおいても Engase追加欠損は
Ngly1 欠損に起因する異常を部分的に抑制可
能である 

 過去にマウスの遺伝的背景を変えることで、
マウスの致死性が回避されるという報告があ
った（Fukuda et al, J. Biol. Chem., 286(21), 2011）
のを参考に、Ngly1-KO マウスについてもその
ような現象が起こり得るかを検証した。本研
究で用いている Ngly1-KO マウスは一般的に
実験に用いられる C57BL/6（B6）系統のマウ
スであり、この系統は遺伝的背景が均一であ
ることがわかっている。そこで、B6系統 Ngly1

ヘテロ欠損（Ngly1-HT）マウスと遺伝的背景
が多様である ICR 系統のマウスを交配させ、
B6-ICR 混成の Ngly1-KO マウスの作出に取り
組んだ。 

 その結果、期待通りに生存する Ngly1-KO マ
ウスを得ることができた。しかしながら、B6-

ICR 混成 Ngly1-KO マウスは、生後 3週間でそ
の約 70%が死亡してしまい、30 週を超えると
生存するマウスは存在しなかった（図 2）。さ
らに、コントロールマウスと比べて体重の低
減も観察された（図 3）。同様に、B6-ICR 混成
Ngly1;Engase-KO マウスの作出にも取り組み、
生まれた B6-ICR 混成 Ngly1;Engase-KO マウ
スの表現型を B6-ICR混成 Ngly1-KOマウスの
表現型と比較を行った。その結果、生存率と
体重の低減の大幅な改善がみられた（図 2, 3）。
つまり、生体マウスにおいても Engase の追加
欠損が Ngly1 欠損による異常を抑制可能であ
ることが明らかとなった。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) N-GlcNAc タンパク質となり得る 

  いくつかの糖タンパク質を同定 

 Ngly1 欠損による異常を Engase 追加欠損が
抑制するメカニズムとして、Ngly1 欠損下にお
いては ENGase が不要な異常糖タンパク質に
直接作用し、
N-GlcNAc タ
ンパク質を
形成し、その
N-GlcNAc タ
ンパク質が
細胞に有害
な作用をも
たらしてい
るのではな
いか、という
N-GlcNAc 仮
説を考えて
いる（図 4）。
この仮説検
証のために
は、内在性の
N-GlcNAc タンパク質を同定する必要がある
が、技術的に直接 N-GlcNAc タンパク質を検
出することが困難だったため、野生型に比べ
て Ngly1;Engase-KO では N-GlcNAc タンパク
質となり得る糖タンパク質が多く蓄積してい
ると考え（図 5）、野生型に比べ Ngly1;Engase-

KO でより多く細胞質に蓄積している糖タン
パク質を MEF細胞を用いて解析した。その結
果、Follistatin-regulated protein1、Hypoxia up-

regulated protein 1、FKBP10 などの糖タンパク
質が N-GlcNAc タンパク質となり得ることを
明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) Ngly1 欠損は特にユビキチン-プロテアソ
ーム系のタンパク質分解系との機能的関連性
がある 

 Ngly1 欠損と細胞質におけるタンパク質分
解系との機能的関連性を調べるために、MEF

細胞を用いた解析に取り組んだ。まずは、オ
ートファジーとの関連について調べた。基底
状態および飢餓状態において、オートファジ
ーの誘導と発現が相関する LC3-II、p62 の発
現を調べた結果、野生型と Ngly1-KO との間で
顕著な差は見られなかった（図 6）。さらに、
Engase を追加欠損した状態でも、顕著な差は
見られなかった（図 6）。次に、ユビキチン-プ
ロテアソーム系との関連について調べた。
2017 年、Ngly1 の機能がプロテアソームの機
能低下時にプロテアソームのサブユニットの
発現を制御する役割を担う転写因子Nrf1の活
性化に重要だという報告がなされた（Tomlin 

et al, ACS Cent. Sci., 22;3(11), 2017）。この報告
を参考に、プロテアソームの機能阻害時の生
存率と Nrf1 の活性化状態を Ngly1-KO、
Ngly1;Engase-KO、野生型の間で比較した。そ
の結果、プロテアソームの阻害により、野生
型に比べて Ngly1-KO の生存率が著しく低下
した。興味深いことに、Ngly1;Engase-KO にお
いても顕著な生存率の低下が見られた（図 7）。
Nrf1 の活性化に関しては、活性化に伴って生
じるNrf1のプロセシングによる分子量の変化
をウエスタンブロットにより調べたが、
Ngly1-KOでも Ngly1;Engase-KOでもその活性
化に異常が生じていることがわかった（図 8）。
以上のことから、Ngly1欠損により生じるプロ
テアソーム阻害時の応答の異常は、Engase の
追加欠損により抑制できないものであり、そ
のメカニズムにはNrf1が寄与している可能性
が高いことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) まとめ 

 本研究を通して、哺乳動物において Ngly1

欠損がもたらすいくつもの異常を明らかにす
ることができた。その異常を引き起こすメカ
ニズムには、ENGaseが関与するものと関与し
ないものがあり、関与するメカニズムに関し
ては N-GlcNAc タンパク質が、関与しないメ
カニズムに関してはNrf1が寄与している可能
性が示された。 
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