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研究成果の概要（和文）：蛋白質翻訳後修飾の一種であるO-GlcNAc化は、細胞増殖や代謝など様々な細胞機能を制御す
る一方で、その異常は糖尿病や癌などの原因となる。現在、1000種を超えるO-GlcNAc化蛋白質が同定されているものの
、O-GlcNAc化がこれらの標的分子にどのような機能変化をもたらすか、その多くは未だ明らかにされていない。その理
由の一つとして、蛋白質O-GlcNAc化の解析技術・手法が他の翻訳後修飾研究と比較して未だ不十分である点が挙げられ
る。そこで、O-GlcNAc研究における基盤的技術の推進を目的として、O-GlcNAc化蛋白質解析法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：O-GlcNAcylation, a kind of protein post-translational modifications, has an 
important roles in various cellular functions such as cell proliferation and metabolism. Recently, it has 
been reported that its dysregulation causes such as diabetes and cancers. However, fundamental techniques 
and methods for the analysis of protein O-GlcNAcylation are insufficient. Therefore, I conducted this 
study for the purpose of development of new techniques in O-GlcNAc analysis.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 翻訳後修飾
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１．研究開始当初の背景 

 

 蛋白質 O-GlcNAc 化は、核や細胞質内で起

こる特殊な O-結合型糖鎖修飾である。細胞外

で起こる一般的な糖鎖修飾と異なり、細胞内

蛋白質のセリンあるいはトレオニン残基に

N-アセチルグルコサミンが1分子のみ結合す

る。その反応は可逆的であり、ヒト細胞内で

は、O-GlcNAc 化を担う OGT（O-GlcNAc 

Transferase）と、その脱修飾を担う OGA

（O-GlcNAcase）とによってダイナミックに

制御されている（図１）。 

 

 O-GlcNAc 化された標的蛋白質は、その性

質(酵素活性や細胞内局在、蛋白質安定性な

ど)が様々に変化することが示されてきた。ま

た興味深い事に、蛋白質 O-GlcNAc 化はセリ

ン・トレオニン残基に生じることから、リン

酸化など他の翻訳後修飾と拮抗して標的分

子の機能制御を行うことが報告されている。

O-GlcNAc 化の標的となる蛋白質分子は現在

1000 種を超えており、中には代謝や細胞分

裂などの基本的な生命機能に関与する分子

のみならず、p53 や tau といった様々な難治

性疾患（癌・神経変性疾患・糖尿病など）に

関与する分子が含まれており、O-GlcNAc 化

と疾病発症・悪性化との関連性も強く示唆さ

れている。 

 

２．研究の目的 

 近年、質量分析を用いた O-GlcNAc 化蛋白

質の網羅的探索により、様々な基質分子の同

定が行われてきた。上述の通り、細胞内には

数多くの基質分子が存在することが判明し

ているが、O-GlcNAc 化は標的分子によって

異なる効果を与えることから、本修飾による

蛋白質分子への影響を予想することは難し

く、未だ多くの基質分子の O-GlcNAc 化によ

る効果は不明である。また、他の蛋白質翻訳

後修飾（リン酸化、アセチル化、メチル化、

ユビキチン化など）の研究分野に比べ、

O-GlcNAc 化蛋白質の研究は、その発見が比

較的新しい事もあり未だ生化学的解析法の

種類が少なく、本研究分野の発展を妨げる一

因となっている。そこで本研究では、

O-GlcNAc 研究分野の更なる発展・推進のた

め、O-GlcNAc 化蛋白質の機能の解析に有用

な技術開発を行った。 

 

３．研究の方法 

O-GlcNAc 基質分子（代表的基質として Tab1

蛋白質を主に使用した）とヒト由来の野生型

OGT、または変異型 OGT の発現ベクターを

作成し、ヒト胎児由来腎臓細胞（HEK293）

またはアフリカミドリザル腎臓由来細胞

(COS7)に導入した。遺伝子導入から 48 時間

後、OGA 阻害剤（Pugnac）を含む細胞破砕

液を用いて目的蛋白質の抽出を行い、

Laemmli 法による SDS-PAGE により目的基

質分子を分離後、その O-GlcNAc 化を各種

O-GlcNAcプローブ[O-GlcNAc化特異的抗体

（ RL2 お よ び CTD110.6 ） あ る い は

O-GlcNAc 選択的レクチンである WGA 結合

HRP]を用いて検出・比較した。また、基質



蛋白質の N 末端にはアフィニティータグ

（GST または HA タグ）が付加されているた

め、細胞破砕後にグルタチオンビーズあるい

は抗HA抗体を添加することで目的分子のア

フィニティー精製を行い、以降の解析に用い

た。 

 

４．研究成果 

 解 析対象 の 基質分 子 に対し 、 そ の

O-GlcNAc 化がどのような影響を与えるか生

化学的に検証するためには、その O-GlcNAc

化型ならびに非O-GlcNAc化型分子それぞれ

を高純度かつ大量に精製する必要がある。し

かしながら、O-GlcNAc 基を基質分子から切

断・排除する OGA が恒常的な活性を保持し

たまま細胞内に存在しているため、細胞から

目的分子を精製しても、多くの場合その中に

含まれるO-GlcNAc化型分子の割合は極めて

低く、その後の生化学的解析は極めて困難で

ある。現在、リコンビナント蛋白質として精

製した基質分子および OGT を試験管内で混

合し、in vitro で O-GlcNAc 化させる方法が

開発されているものの、活性のある全長 OGT

（1046 アミノ酸）をリコンビナント分子と

して多量に精製することは容易ではない。そ

こで、高度に O-GlcNAc 化された目的分子を

得るために、まず O-GlcNAc 化基質分子と全

長OGTをHEK293あるいはCOS7細胞内に

共発現させた。その結果、どちらの細胞を用

い た 場合で も 目的分 子 が非常 に 強 く

O-GlcNAc 化されており、かつ目的分子に付

加されたタグを用いることで同分子の精製

が可能である事が分かった。さらに、本法を

用いて得られた O-GlcNAc 化蛋白質は、その

後の in vitro での生化学的解析（酵素活性お

よび分子結合能などの検討）にも十分に適用

可能である事を確認した。 

 上述のように OGT を哺乳類細胞内に強発

現した場合、目的分子が細胞内で O-GlcNAc

化を高率に受けることから、その分子が担う

細胞機能にも影響すると考えられる。しかし

ながら、本手法では同一細胞内に存在する目

的 分 子 以 外 の 基 質 蛋 白 質に 対 し て も

O-GlcNAc 化を促進してしまうため、目的分

子のO-GlcNAc化に限定した効果を細胞レベ

ルで検証する事は難しい。そこで、目的分子

以外のグローバルな基質分子に対する

O-GlcNAc 化を可能な限り排除できる実験条

件を探索すべく、以下の検討を行った。OGT

はC末端側にO-GlcNAc化活性を有する酵素

領域を持つ一方で、N 末端側には基質と結合

する領域 [Tetratricopeptide repeat (TPR) 

domain]を有している。実際に、TRP domain

内の基質結合部位に様々な置換・欠損変異を

導入することによって、OGT の基質特異性

が大きく変化する事が知られている。そこで、

上述の基質特異性に関する知見を基にして、

複数種の OGT 変異体を作成し、既知の

O-GlcNAc 化分子である Tab1 と共にヒト細

胞内に発現させた。その結果、Tab1 分子に

対して強く O-GlcNAc 化する一方で、その他

の内在性基質分子に対しては減弱した

O-GlcNAc 化活性を示す OGT 変異体を見出

した。今後、同 OGT 遺伝子変異体によって

導入された O-GlcNAc 化のアミノ酸部位が、

in vivo における生理的な O-GlcNAc 化部位

と同じである事を確認する。また、本法が

Tab1 以外の O-GlcNAc 化分子にも適用可能

であるか、複数の既知基質分子を用いて検証

する予定である。 
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