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研究成果の概要（和文）：O結合型β-N-アセチルグルコサミン(O-GlcNAc)転移酵素（OGT）は、タンパク質のセリン・
スレオニン残基にO-GlcNAc基を付加する酵素であり、ヒストンなどのエピゲノム修飾に重要である。本研究では、OGT
の造血系における生理的役割を造血系特異的OGTノックアウトマウスを用いて解析した。胎仔肝特異的OGTノックアウト
マウスを用いた実験では、OGT欠失胎仔肝細胞は細胞数が著減し、またコロニー形成能を失っていた。またOGT欠失胎仔
肝由来造血幹細胞は幹細胞機能を完全に失っていた。以上より、OGTは胎仔造血系において必須の役割を担っているこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：O-linked-β-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) transferase （OGT） is a critical 
enzyme that catalyzes O-GlcNAcylation of Ser/Thr residues of various proteins. This study examined the 
physiological role of OGT in hematopoietic system using OGT conditional knockout mice. OGT-deficient 
fetal liver cells were severely decreased in number and lost colony-forming activity in methylcellulose 
culture. Moreover, self-renewal and long-term repopulating capacity of OGT-deficient fetal liver 
hematopoietic stem cells were severely impaired in transplantation assays. These results indicated that 
OGT played a critical role in fetal liver hematopoiesis.

研究分野：血液学
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１．研究開始当初の背景 
 O 結合型 β-N-アセチルグルコサミン
(O-GlcNAc) 転 移 酵 素 （ O-linked 
-N-acetylglucosamine  transferase; OGT）
は、タンパク質のセリン・スレオニン残基に
O-GlcNAc 基を付加する酵素である。このよう
なタンパク質の糖鎖修飾は、リン酸化と並ぶ
タンパク質修飾として、細胞応答を制御する
シグナル伝達系で極めて重要な役割を果た
している。実際、セリン・スレオニン残基の
O-GlcNAc 化は同じ部位のリン酸化と拮抗す
ることが知られており、タンパク質のリン酸
化シグナルと密接に関連している。生理学的
には、O-GlcNAc 化制御の異常は癌や２型糖尿
病、アルツハイマー病といった様々な疾患と
密接に関係することが知られている。 
 TET2はDNAの脱メチル化に重要な酵素であ
り、その変異は造血幹細胞（HSC）機能の異
常をきたし造血器腫瘍の発生につながるこ
とが報告されている。実際 TET2 は、骨髄異
形成症候群・白血病・骨髄増殖性腫瘍などの
１０〜５０％と極めて高頻度に変異をおこ
していることが知られている。しかし最近、
TET2がOGTと結合し複合体を形成しているこ
とが報告され、DNA 脱メチル化以外にもヒス
トン修飾などのエピゲノム制御に関与して
いる可能性が提唱された。TET2 は OGT に結合
することでその酵素活性を上昇させ、OGT の
基質の一つであるヒストン２B（H2B）の
O-GlcNAc 化を促進する。さらに TET2 は、OGT
を遺伝子の転写開始部位にリクルートする
ことも報告された。このように TET/ OGT 複
合体は、標的遺伝子のプロモーター上で H2B
の O-GlcNAc 化や DNA 脱メチル化を介して遺
伝子の転写を複合的に制御している可能性
が明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では OGT ノックアウトマウスを用
いて、１）OGT が HSC 機能制御や血球分化
に果たしている生理的役割、２）OGT 機能
異常と腫瘍発症の関係、３）TET2 の下流因
子としての OGT の役割、を明らかにするこ
とを目標にする。 
 
３．研究の方法 
 OGT のコンディショナルノックアウトマ
ウス（cKO）を用い、Vav-Cre で造血系特異
的に OGT を欠失させ、HSC 機能や血球分化
などを詳細に解析する。 
 
(1)0GT cKO 胎仔肝造血細胞の各種細胞分
画・細胞機能解析 
 
 造血系特異的に OGT を欠失させるため、
OGT cKO マウスを Vav-Cre Tg と交配し、OGT 
cKO x Vav-Cre Tg マウスを作成する。この
マウスを用いて、以下の解析を施行する。
なお解析は OGTflox/flox, OGTflox/+, OGT+/+マウ
スについて行う。 

① 胎仔肝造血細胞の基本解析：胎仔肝細
胞を分離し、細胞数をカウントする。
またコロニーアッセイを施行し、各種
前駆細胞の定量を行う。 
② HSC/HPC 分画の解析：胎仔肝細胞を採取
し、CD34, Flt3, CD150, CD48, c-Kit, 
Sca-1, Lineage マーカーで染色、HSC
分 画 で あ る CD34-Flt3-LSK, 
CD150+CD48-LSK、HPC 分画である LSK, 
CD34+Flt3+LSK 分画などの解析を FACS
で行う。また CD34, FcgR, LSK 染色に
より、共通骨髄前駆細胞（CMP）、骨髄
単球前駆細胞（GMP）、巨核球赤芽球前
駆細胞（MEP）分画の解析を行う。さら
に HSC/HPC 分画については、細胞周期・
アポトーシス解析もあわせて施行する。 
 
(2) OGT cKO HSC の骨髄再構築能の解析 
 OGT の HSC 機能（長期骨髄再建能、自己
複製能）に与える影響を明らかにするため、
OGT cKO マウス HSC の骨髄移植実験を行う。 
 Vav-CreTg では HSC を含む造血系で広範
に遺伝子を欠失させることができる。そこ
で、OGTflox/flox, OGTflox/+, OGT+/+ x Vav-Cre 
Tg マ ウ ス に つ い て 、 胎 仔 肝 か ら
CD150+CD48-LSK、CD34-Flt3-LSK をソーテ
ィングし、致死量放射線照射した Ly5.1 レ
シピエントマウスに移植する。移植後、経
時的にドナー細胞の末梢血キメリズムを評
価し、長期骨髄再建能を判定する。また 12
週ごとにレシピエントマウスの骨髄細胞を
別のマウスに継代移植し、HSC の自己複製
能を検討する。同様の解析を、HPC 分画で
ある LSK、前駆細胞である CMP/GMP/MEP を
用いて行う。 
 
４．研究成果 
 Vav-Cre トランスジェニックマウスとの交
配により胎仔肝造血細胞で特異的にOGTを欠
失させたマウス（OGT-cKO/ Vav-Cre Tg）は
胎生致死であり、胎生 16.5 日ではノックア
ウトは存在しなかった。胎生14.5日（E14.5）
胎仔肝（FL）の解析では、OGT 欠失 FLの細胞
数は野生型に比べて有意に減少しており、コ
ロニー形成能が著しく障害されていた。さら
に、E14.5FL より精製・分離した造血幹細胞
（HSC）を致死量放射線照射したレシピエン
トマウスに移植したところ、OGT 欠失 HSC は
骨髄再建能を完全に失っていることが明ら
かとなった。 
 以上より、OGT は胎生期造血、特に FL-HSC
において必須の役割を担っていることが明
らかとなった。 
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