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研究成果の概要（和文）： 
 
	
 本研究では、われわれが新規核内受容体転写共役因子として同定した O 結合型 N-アセ
チルグルコサミン(GlcNAc)転移酵素について、その核内複合体の同定と分子機能の解明を
行なった。その結果、この酵素がヒストンメチル化酵素などを含む多くの会合因子ととも
にクロマチン上に存在し、特にヒストンタンパク質をその基質としてクロマチン構造変換
と遺伝子発現制御に機能することを見出した。近年、ヒストンタンパク質の翻訳後修飾は
エピゲノムとよばれる新たな遺伝暗号として注目をあつめている。以上の成果はヒストン
の GlcNAc修飾が新たなエピゲノムとなる可能性を示しており、高等真核生物の基本的な
転写制御機構の解明につながる新たな知見となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
	
 In this research, we focused on the molecular function of O-linked 
N-acetylglucosamine transferase (OGT), which was identified as a co-activator of 
nuclear receptor (NR)-mediated transcription in our previous study. To understand the 
molecular basis for OGT to activate transcription from chromatin, we purified its 
interacting partners by affinity purification, and identified several chromatin 
regulatory factors including histone methyltransferases. In addition, we found that 
histone was a novel substrate for OGT. Together, this modification might be a 
substantial epigenetic code for the regulation of eukaryotic gene expression network.  
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 真核生物の染色体構造は、DNA とヒスト
ン八量体からなるヌクレオソームを基本単

位とし、クロマチン高次構造を形成している。

遺伝子発現の要である転写反応の律速は、こ

れらクロマチン構造の変換因子によるクロ

マチン構造の弛緩であると考えられている。

従って、これらクロマチン制御を担う因子群

を同定し、その分子機能を明らかにすること

は、時期・組織特異的な遺伝子発現の多様性

を規定する機構を解明するうえで極めて重

要な知見と言える。 
 
これまで申請者は、核内受容体を介する転

写制御機構をモデルとして、主に生化学的な

アプローチから新規クロマチン制御因子群

の探索に注力してきた。その過程で、それま

で糖転移酵素として知られていた O 結合型
N-アセチルグルコサミン転移酵素(OGT)が
転写共役因子として機能し、核内受容体を介

する転写反応とクロマチン構造変換を促進

することを見出してきた。しかしながら、そ

れまでに核内の糖転移酵素に関する報告は

少なく、その分子機能については依然として

多くの不明な点が残されていた。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、核内糖転移酵素 OGT の転写
の場での役割を明らかにする目的で、その核
内複合体の同定と新たな OGT 基質の探索を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
	
 核内に存在する OGT複合体の構成を明ら
かにするため、まず、FLAGタグ融合 OGT
タンパク質を安定的に発現させた THP-1細
胞を取得した。この細胞から核タンパク質抽
出液を調製し、抗 FLAG抗体アフィニティー
精製を行なった。得られた結合因子群につい
ては、SDS-PAGEにて展開したのち、銀染
色法による視覚化と各々バンドの切り出し
操作によって純化させた。さらに、トリプシ
ン処理によってペプチドレベルまで消化し、
このペプチドプールをマトリックス支援レ
ーザー脱離イオン化質量分析（MALDI- 
TOF-MS）に供した。得られたペプチドフィ
ンガープリントはデータベースに紹介し、
各々タンパク質の同定を行なった。 
 
	
 また、クロマチン制御に関わる OGT基質
の探索は、レクチンと特異的認識抗体を用い

た GlcNAc化修飾タンパク質群の網羅的な探
索（GlcNAc-ome解析）から試みた。まず、
HeLa-S3細胞のクロマチン結合タンパク質
抽出液を調製し、ここから小麦胚芽アグルチ
ニン（WGA）レクチンによる糖化タンパク
質粗画分を調製した。さらに、得られた画分
から抗 GlcNAc化セリン/トレオニン-パン抗
体を用いたアフィニティー精製から、目的の
GlcNAc修飾のみを含むタンパク質の精製画
分を得た。これら GlcNAc化タンパク質群の
同定は、精製画分をナノ高速液体クロマトグ
ラフィー（nano-LC）タンデム質量分析
（MS/MS）に供して行なった。 
	
 
４．研究成果	
 
 
	
 THP-1細胞から OGT複合体構成因子群を
解析した結果、機能未知の因子を含む全 48
因子を同定した。これらの中には、ヒストン
H3リジン 4番目（K4）メチル化酵素である
MLLファミリー分子や、以前われわれが同
定したMLL5複合体構成因子であるHCF-1、
ATP依存性クロマチンリモデリング因子な
どが含まれていた。 
 
	
 一方、GlcNAc-ome解析では、レクチンカ
ラムと GlcNAc修飾パン抗体によるアフィニ
ティー精製からヒストンタンパク質の濃縮
が観察された。次に、リコンビナントタンパ
ク質を用いた試験管内解析から、ヒストン八
量体の中でもヒストンH2BがOGTの主要な
基質となる可能性を見出すことに成功した。
さらに、質量分析によるアミノ酸レベルでの
マッピングから、その主な部位がセリン 112
番目であることを同定した。 
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