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研究成果の概要（和文）：Notch シグナル伝達経路は、進化的によく保存された、多細胞生物における細胞の運
命決定に重要な役割を果たす。また、Notch シグナルの破綻は癌の発生、悪性度の進展、転移に関わっている。
研究代表者は、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。本研究では、タンパク質O-グルコース転移酵素POGLUT1を対象として、約1万化合物のスクリーニン
グを行い、POGLUT1に対して阻害作用を示す約50種類の化合物を得た。研究期間において、Notch受容体機能の糖
鎖修飾による制御機構に関する原著論文8報、並びに、英文総説3報の発表に貢献した。

研究成果の概要（英文）：The Notch signaling pathway is evolutionarily well conserved and plays an 
important role in determining cell fate in multicellular organisms. Disruption of Notch signaling is
 also involved in cancer development, malignant progression, and metastasis. Glycosylation at the 
extracellular domain of Notch plays an important role in its activation. Here we screened 
approximately 10,000 compounds against the protein O-glucosyltransferase 1 POGLUT1, and obtained 
about 50 compounds showing inhibitory activity against POGLUT1. During the research period, we 
contributed to the publication of 8 original papers and 3 review papers on the regulatory mechanism 
of Notch receptor function by glycosylation.

研究分野： 糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多細胞生物における細胞間シグナル伝達は、個体の恒常性を維持するために重要である。また、Notchシグナル
伝達の異常によって病気になることも知られている。Notchシグナルは糖鎖修飾で制御される。本研究では、こ
の糖鎖修飾を変化させる低分子化合物を探索し、グルコース転移酵素に対する阻害剤を見つけることに成功し
た。本成果は、がんなどのNotchシグナルの異常に起因する病気の治療に役立つ可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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 [Bray 2016 Nat Rev Mol Cell Biol]。
2000 年に、Notch シグナル制御因子 Fringe が、Notch を修飾する糖転移酵素であることが報
告されて以来、Notch シグナルは糖鎖科学の重要な研究対象となっている。現在までに、Notch 
に付加されて、Notch の機能を制御する O-グルコース、O-フコース、O-GlcNAc 糖鎖の構造と、
それを生合成する糖転移酵素がほぼ明らかとなっているが (図 1) [Takeuchi and Haltiwanger 
2014 BBRC]、新たな課題が浮き彫りとなってきた。例えば、異なる構造を持つ糖鎖が、Notch の
活性化を協調して制御することが明らかとなりつつあるが、機能的関連性の全貌は見えていな
い [Takeuchi et al.  2017 JBC]。全ての組み合わせについて、遺伝学的に調べることは困難
である。ゲノム科学の進展により、Notch 糖鎖を生合成する糖転移酵素遺伝子中に、癌などの疾
患に関連した変異が見出される例が今後ますます増えると予想される。変異による活性の消失
または減少の Notch シグナルへの影響を個々に調べることは、時間もコストもかかる。 

応募者は、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 [Takeuchi and Haltiwanger 2014 BBRC]。O-グルコース糖鎖の付加
は、Notch の活性化に必須である一方、O-グルコース糖鎖のキシロースによる伸長は、Notch の
活性化を抑制する [Lee et al. 2013, 2017 Plos Genetics]。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、このことが発癌に関与している可能性があ
る [Takeuchi (correspondence) et al. 2015 Nat Chem Biol]。 

 
２．研究の目的 
本研究では、O-グルコース糖鎖合成を担う糖転移酵素を分子標的として、それらの低分子阻害薬
を探索することとした。 
 
３．研究の方法 
応募者は、構造解析を担当する Li 博士と共同研究の実績があり、POGLUT1 とその受容基質ヒ
ト凝固因子 IX 由来の EGF ドメイン (hFA9) との複合体 [Yu*、 Takeuchi* et al. 2016 Nat 
Chem Biol]、また、XXYLT1、Xyl-Glc-二糖で修飾された hFA9 と供与基質 UDP-Xyl とのミカエ
リス複合体の構造と糖転移反応の解析を報告している [Takeuchi (correspondence) et al. 
2015 Nat Chem Biol]。初年度に、酵素の構造情報をもとに、Skolnick 博士が既報通り、
FINDSITEcomb を用いて in silico スクリーニングを行う [Zhou et al. 2015 Sci Rep、Zhou 
and Skolnick 2015 J Chem Inf Model]。応募者が、候補化合物を購入し、in vitro 酵素阻害活
性測定を行う [Sheikh et al. 2017 Glycobiology]。並行して、応募者は、東京大学創薬機構の
化合物ライブラリーを用いたハイスループットスクリーニングを実施する。2 年目に、阻害が見



 

 

られた化合物について、培養細胞を用いた Notch リポーターアッセイを行う [Rana et al. 
2011 J Biol Chem]。Jafar-Nejad 博士がショウジョウバエ個体を用い Notch シグナルに対す
る影響を調べる [Lee et al. 2017 Plos Genetics]。GXYLT1 と GXYLT2 の基質との複合体の構
造解析を行う。なぜなら、細かな特異性に差異のある[Takeuchi et al. 2012 J Biol Chem] 3 
種類のキシロース転移酵素、GXYLT1、GXYLT2、XXYLT1 の構造上の差異を明らかにすることで、
より効率良く、選択的な阻害薬の探索を進めることができるからである。 
 
４．研究成果 
タンパク質 O-グルコース転移酵素 POGLUT1 のアッセイ系を開発した。具体的には、まず、
POGLUT1 タンパク質を既報に通り[Takeuchi et al. 2012 J Biol Chem]、C-末端に MycHis タ
グを付加した形で、HEK293T 細胞に発現、培地に分泌されてきた POGLUT1 タンパク質を Ni-NTA 
アフィニティーカラムクロマトグラフィーにより精製した。POGLUT1 タンパク質の発現、並び
に、量と純度は、SDS-PAGE 後の抗 Myc 抗体を用いたウェスタンブロッティング、並びに、BSA 
をスタンダードとして用いたクマシー染色により確かめた。 

次に、酵素アッセイ系の受容基質として、上皮増殖因子様 (EGF) ドメインの作製を行った。
EGF ドメインをコードする cDNA 配列を pET20b(+) ベクターに組み込み、C-末端に His タグ
が付加する形で大腸菌に発現させた。EGF ドメインの発現とファオールディングは、そのアミノ
酸配列によって異なるため、本研究では、複数の異なる EGF ドメインを発現させた。その結果、
図に示す通り、ヒト凝固因子IX (hFA9)、マウス Notch2 の EGF12 (mN2EGF12)、そして、マウス 
Notch2 の EGF33 (mN2EGF33) が、本実験系では、最も収量が高いことが判明した (図 2)。そ
の後の解析で、マウス Notch2 サンプルに含まれている正しく折りたたまれた分子種の割合が
多かったこと、正しく折りたたまれた分子種は POGLUT1 により O-グルコース修飾を受けたこ
と、さらに、本グループの先行する研究成果により、細胞に発現させた Notch2 の EGF12 は、
O-グルコース三糖構造でよく修飾されることが判明したことなどから、本研究の阻害剤スクリ
ーニングにおいては、mN2EGF12 を使用することとした。 

東京大学創薬機構の支援を受け、化合物ライブラリースクリーニングを実施した。熊谷らの
方法に準じて酵素反応と活性測定を行った[Kumagai et al. 2014 Anal Biochem]。反応条件を
検討後、1536 ウェルプレートにて、約 1 万種類の化合物に対して、一次スクリーニングを行っ
た結果、阻害活性を示す 51 種類の化合物が同定された (図 3)。また、数は少ないものの、
POGLUT1 の酵素活性を上昇させるような化合物が含まれていることが判明した。残念ながら、一
次スクリーニングで同定された 51 種類の化合物のうちの 6 種類は、複数ある反応産物の検出
反応のうちの ADP 検出反応を阻害していることが分かった。残りの 45 種類のうち、さらなる
解析により、少なくとも 10 種類程度は、化合物濃度依存的に POGLUT1 活性を阻害することが
判明した。 

これらの化合物の特異性の解析が今後の課題となる。例えば、ヒトの有するおよそ 200 種
類の糖転移酵素に対して、これらの化合物が阻害活性を示すのか。特に、POGLUT1 と同じように、
EGF ドメインに O-グルコースを転移する POGLUT2 や POGLUT3 に対して[Takeuchi et al. 
2018 PNAS]、阻害活性を示すのか、示すとしたら、その親和性に違いがあるのか調べる必要があ
る。さらに、これらの化合物が、細胞に取り込まれて、実際に Notch やその他の EGF ドメイン



 

 

を有する糖タンパク質における O-グルコース糖鎖修飾を阻害し、それらのタンパク質の機能を
変化させるのかは興味深い課題である。Notch シグナルの活性化は、異なる種類のがんで報告さ
れている。POGLUT1 による Notch 受容体の糖鎖修飾は、受容体が活性化されるために必須であ
る。ゆえに、POGLUT1 の阻害剤は、がん細胞における Notch の活性化を抑制することが期待さ
れる。また、本スクリーニングでは、程度は弱いながらも、POGLUT1 の活性を上昇させる化合物
も同定された。POGLUT1 遺伝子の変異によって、POGLUT1 の活性の減少することにより、Dowling-
Degos 病や、ある種の筋ジストロフィーが引き起こされることが知られている[Urata and 
Takeuchi et al. 2020 Dev Growth Differ]。そういった変異を持つ POGLUT1 に対しても、今
回のスクリーニングで用いた野生型の POGLUT1 に対する作用と同様に、活性を上昇させるのか
どうか早急に調べる必要がある。なぜなら、POGLUT1 の「賦活剤」が、上に挙げた希少疾患の治
療に有効である可能性を示唆するからである。 

本研究では、ここまで記述した化合物のランダムハイスループットスクリーニングに加えて、
POGLUT1 や XXYLT1 の三次元立体構造情報に基づく、阻害化合物の探索も並行して行ったが、
候補化合物は見出すことができたものの、実際に試験管内で阻害活性を示すものの同定には至
らなかった。また、別のキシロース転移酵素 GXYLT1 の構造解析も試みたが、主要な要因として
タンパク質の発現レベルが、POGLUT1 や XXYLT1 よりもはるかに低いため、研究期間内での結
晶化に至らなかった。 

一般に糖転移酵素に対する阻害剤の開発は、キナーゼやグリコシダーゼに比べて、困難であ
ることが知られている。したがって、糖転移酵素に対して働く阻害剤を見出した本研究の知見は、
今後の応用面のみならず、学術的に非常に興味深いものであると考えられる。研究を進めること
により、さらなる糖質科学の発展に寄与することが期待される。 
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