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研究成果の概要（和文）：申請者は、AMLや扁平上皮癌の発生と細胞増殖の亢進は、Notch1へのキシロース付加
の異常な亢進による Notch1 の不活性化に起因しているという仮説を立てた。研究の第一段階として、本研究で
は、 Notch1上のO-グルコース糖鎖修飾の構造と、そして、キシロース転移酵素遺伝子の欠損により、O-グルコ
ース糖鎖の伸長度の改変が可能であるか調べた。本解析により、Notch1の全てのO-グルコース糖鎖修飾プロファ
イルを明らかにした。さらに、XXYLT1のKOにより、非還元末端のキシロース付加が消失し、GXYLT1とGXYLT2 両
者のKOにより、O-グルコースへのキシロースの付加が消失した。

研究成果の概要（英文）：The PI hypothesized that carcinogenesis and elevated proliferation of AML 
and squamous carcinoma are caused by aberrantly increased xylosylation of O-glucose glycans on 
Notch1.  Here, as an initial step of our long-term research, we examined the structures of O-glucose
 glycans on Notch1 and whether it is possible to manipulate the extent of xylosyl-extension of 
O-glucose glycans on Notch1 by genetically engineering the genes that encode the 
xylosyltransferases.  We accomplished the comprehensive analysis of O-glucose glycans on Notch1 
produced in cultured cell lines.  Furthermore, as expected, knocking out of XXYLT1 resulted in loss 
of the addition of the terminal xylose residues at a non-reducing end of O-glucose glycans on 
Notch1, and knocking out both GXYLT1 and GXYLT2 resulted in loss of xylosyl-extension of O-glucose 
glycans on Notch1.     

研究分野： Glycobiology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
O-グルコース糖鎖キシロース伸長は、Notch1の小胞体内品質管理と、細胞表面におけるリガンド結合に寄与して
いる可能性がある。Notch1 上の O-グルコース糖鎖修飾プロファイルは、これまでに報告がなかったが、本研究
により、初めてそれが明らかとなった。現段階では培養細胞由来の解析結果であり、今後、生体試料でも同様の
解析をしていく必要がある。そして、それらの情報を活用することにより、Notch1 受容体を介したシグナル伝
達機構の制御に関する分子メカニズムの解明と、Notch シグナルの異常に起因する病態の診断および治療法の開
発に資することが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 Notch	シグナル伝達経路は、進化的に非常によく保存された、多細胞生物個体における細胞の

運命決定に重要な役割を果たす細胞間情報伝達経路である(1)。	近年の研究により、Notch	シグ

ナルの破綻が多くの種類の癌の発生、悪性度の進展、そして、転移に関わっていることが明らか

になってきた (2)。Notch シグナル伝達経路は、I 型膜蛋白質受容体 Notch にリガンドが結合
することによって活性化する (図 1A)。結合したリガンドのエンドサイトーシスによって、NRR 
と呼ばれる Notch の細胞外抑制性領域に構造変化が起こり、ADAM プロテアーゼ、そして、ガン
マセクレターゼ (GS) による Notch の切断が起こり、切り出された Notch の細胞内ドメイン 
(NICD) が核内に移行して、下流の遺伝子の転写を活性化する。多くの種類の癌で Notch シグナ
ルの異常な亢進が観察される一方、急性骨髄性白血病	(AML)	や扁平上皮癌など、ある種の癌で

は、Notch	シグナルの低下が発癌と悪性度の進展に関与している。 
申請者は、Notch の細胞外部位にお

ける糖鎖修飾が、その活性化に重要な役

割を果たしていることを明らかにしてき

た (3)。Notch の細胞外部位には、29-36 
個の上皮増殖因子様 (EGF) ドメインの繰
り返し構造が存在し、この部分がリガン

ドとの結合を担っている (図 1B)。個々の 
EGF ドメインは、およそ 40 アミノ酸残
基からなり、6 つのシステイン残基が 3 
本のジスルフィド結合を形成し、その立

体構造を保持している (図 1C)。申請者
は、Notch の EGF ドメインに O-グルコ
ースを付加する糖転移酵素 POGLUT1/Rumi を、Notch の活性化に必須の因子として世界で初めて
同定した (4)。続けて、POGLUT1/Rumi が哺乳類にも保存されており、マウス発生過程における
Notch の機能に必要で (5,6)、Notch1 の活性化には O-グルコース糖鎖修飾が必要であることを
示した (7)。さらに、O-グルコース糖鎖のキシロースによる伸長を担うキシロース転移酵素
GXYLT1 と GXYLT2、および XXYLT1 を同定した（図 1C）(8,9)。興味深いことに、ショウジョウ
バエにおいては、O-グルコース糖鎖のキシロースによる伸長は、Delta リガンドによる	Notch	の

活性化を抑制する	(10,11)。 
	 AML	や扁平上皮癌においては、Notch1 の不活性化が細胞増殖を促進する	(12-15)。AML	では、

Notch	リガンドも受容体も発現しているにもかかわらず、Notch1	は不活性化しており、その機

序は不明であった。最近、Notch1	の	NRR	に結合して、その活性化を促す低分子化合物が発見さ

れ、AML	治療への応用の可能性が示された	(16)。このことは、AML	では	Notch1	のリガンド結

合から、NRR	 の構造変化に至るまでの過程に異常があることを示唆している。Wouters	 らは、

526	例の	AML	患者標本を解析した結果、GXYLT2	の発現が健常人に比べて有意に亢進している

ことを報告している	(17)。また、肺、食道、および頭頸部由来扁平上皮癌を含む、多くの癌で

XXYLT1	の増幅がみられる	(18)。食道癌では、この遺伝子増幅がみられる患者の生存期間が、増

幅の見られない患者のそれに比べて有意に短い。以上より、申請者は、AML や扁平上皮癌の発生

と細胞増殖の亢進は、Notch1	へのキシロース付加の異常な亢進による	Notch1	の不活性化に起

因しているという仮説を立てた。	

 



２．研究の目的 
	 研究の第一段階として、本研究では、培養細胞の発現する Notch1 上の O-グルコース糖鎖修
飾の構造を明らかにすること、そして、キシロース転移酵素遺伝子を CRISPR/Cas9 技術によっ
て欠損させ、O-グルコース糖鎖の伸長度の改変が可能であるか調べることを目的とした。 
３．研究の方法	

3-1.	キシロース転移酵素の発現レベルの解析	

	 培養細胞 HEK293T における、GXYLT1、GXYLT2、XXYLT1 の発現を既報と同様に、RT-qPCR	 法に

よって調べた	(19)。	

3-2.	キシロース転移酵素遺伝子のターゲティング	

	 CRISPR/Cas9	技術を用いて GXYLT1、GXYLT2、および	XXYLT1	を	KO	した細胞を既報通り作製

した	(20)。標的遺伝子の特異的欠損は標的ゲノム配列のシークエンシングにより確認した。		

3-3.	Notch1	のグライコプロテオミクス解析	

	 既報の通り、Notch1	EGF1-18	および	EGF19-36 を強制発現させ、培養上清に分泌させ、精製

した	(7)。これらの蛋白質をプロテアーゼ消化後、質量分析計 Orbitrap	Fusion	(Thermo	Fisher	

Scientific)	を用いて、O-グルコース糖鎖の付加位置と構造を解析し、野生型の細胞の場合と比

較した。	

４．研究成果	

4-1.	キシロース転移酵素の発現レベルの解析	

	 RT-qPCR	法により、遺伝子発現レベルを調べた結果を図	2	に示した。O-グルコース転移酵素	

POGLUT1	のみならず、O-グルコース糖鎖の伸長に関与する糖転移酵素	GXYLT1、GXYLT2、そして、

XXYLT1	いずれにも	HEK293T	細胞には同程度に発現していることが明らかとなった。	

	

4-2.	キシロース転移酵素遺伝子のターゲティング	

	 HEK293T	細胞には、3	種類のキシロース転移酵素が発現していることが判明したので、それら

の遺伝子を	CRISPR/Cas9	法によりノックアウト	(KO)	することとした。GFP	陽性細胞を	96	穴

プレートにてシングルセルクローニングし、各クローンのゲノム画分を鋳型として標的配列を

含む領域を	PCR	法によって増幅し、野生型とは異なる大きさのバンドが検出されたクローンに

ついて、詳細なゲノム配列の解析を行った。以上の操作により、GXYLT1、GXYLT2、そして、XXYLT1	

の	 KO	細胞を得た。さらに、GXYLT1	 KO	細胞を使用して、GXYLT2	のターゲティングを行い、

GXYLT1	と	GXYLT2	両者の	KO	細胞を得た。	

4-3.	Notch1	のグライコプロテオミクス解析	

	 キシロース転移酵素の機能的欠損を確認することを目的として、マウス	 Notch1	 の細胞外部

位の	EGF1-18	および	EGF19-36	をコードする	cDNA	を	pSecTag2c	ベクターにクローニングし、

C	末端に	 MycHis	タグが付加した形でタンパク質が培養上清に分泌されるように、発現ベクタ

ーを構築した。これを野生型の	HEK293T	細胞クローン	(ID:	 1B2)、GXYLT1	 KO	細胞クローン	

(ID:	5D4)、GXYLT2	KO	細胞クローン	(ID:	7B3)、GXYLT1	と	GXYLT2		KO	細胞クローン	(ID:	

13D3)、XXYLT1	KO	細胞クローン	(ID:	3C4)	に遺伝子導入し、培養上清から	Ni-NTA	アガロー

スアフィニティークロマトグラフィーにより	Notch1	タンパク質を濃縮、精製した。タンパク質



の発現は、抗	Myc	タグ抗体によるウェスタンブロット解析と	(Data	not	shown)、GelCode	Blue	

染色により確認した	(図	3)。	

	

	 Notch1	 上の	 O-グルコース糖鎖修飾を解析するために、精製したタンパク質の還元アルキル

化と、トリプシンによるプロテアーゼ消化を行った。消化産物を	Zip-Tip	を用いて濃縮、精製

し、質量分析を行った。Notch1	には、O-グルコースコンセンサス配列を含む	EGF	リピートが	

17	 存在するが、本解析により、全ての O-グルコース糖鎖修飾プロファイルが明らかとなった。

このうち、6	箇所の	EGF	リピートにおける	O-グルコース糖鎖修飾を受けたイオンの相対値を

まとめた	 (図	 4)。野生型において、O-グルコース糖鎖付加自体の割合が異なり、特に、EGF28	

や	EGF33	は、およそ	50-60%	であることが本研究から明らかとなった。キシロース伸長につい

ては、当初の予想通り、XXYLT1	の	KO	により、非還元末端のキシロース付加が消失した。GXYLT1	

と	GXYLT2	両者の	KO	により、O-グルコース単糖へのキシロースの付加が消失した。興味深い

ことに、GXYLT1	の	KO	細胞では、O-グルコース単糖へのキシロースの付加の減少が、どの	EGF	

リピートにおいても減少が観察されたのに対し、GXYLT2	の	KO	細胞では有意な	O-グルコース

糖鎖修飾の変化は観察されなかった。	

	

	 O-グルコース糖鎖キシロース伸長は、Notch1 の小胞体内品質管理と、細胞表面におけるリガ

ンド結合に寄与している可能性がある。本研究により、Notch1	上の	O-グルコース糖鎖修飾プロ

ファイルが初めて明らかとなった。ゆえに、今後、これらの情報を活用することにより、Notch1	

受容体を介したシグナル伝達機構の制御に関する分子メカニズムの解明に資することが期待さ

れる。	
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