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研究成果の概要（和文）： 

活性酸素による情報伝達システムにおける N-アセチルグルコサミン修飾(O-GlcNAc

化)タンパク質の機能的重要性と O-GlcNAc 化による制御機構について明らかにする

ため、酸化ストレスによる O-GlcNAc 化タンパク質の変動、及び O-GlcNAc 化によるストレス応

答タンパク質の誘導制御について検討した。酸化ストレス応答において O-GlcNAc 化が重

要な役割を果たしていること、特にストレス応答タンパク質の発現・誘導において

O-GlcNAc 化を介した制御機構が存在する可能性を示唆した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In order to clarify the regulation mechanisms by O-GlcNAcylation in the signaling pathways 

caused by reactive oxygen species, the alteration of O-GlcNAcylated proteins due to 

oxidative stress and the effects of O-GlcNAcylation on the induction of stress responsive 

proteins were examined. The results suggest that O-GlcNAcylated proteins play a critical 

role of oxidative stress-responses, and that the induction of stress responsive protein 

is possible to be regulated by O-GlcNAcylation. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 活性酸素やフリーラジカルは生命維持に

不可欠な生体成分や代謝系に障害を与える

ことにより、広範な疾患に関与していること

が知られている。その一方で、生体のレドッ

クス状態を変化させることで酵素活性や遺

伝子発現を制御する生理活性因子として重

要であることも判明してきた。このような活

性酸素シグナルの情報を細胞内に伝えるし

くみは、リン酸化のような動的なタンパク質

翻訳後修飾や、酸化還元反応に基づいたレド

ックス制御を介して行われる。しかし近年、

リン酸化と同様に動的な翻訳後修飾である

O-結合型 N-アセチルグルコサミン修飾

(O-GlcNAc 化)タンパク質が細胞質や核内で

数多く発見され、O-GlcNAc 化がリン酸化修飾

を制御している可能性が示唆されてきた

(Nature, 446, 1017-22, (2007))。そこで申

請者は、活性酸素やフリーラジカルによる情

報伝達システムにおいても O-GlcNAc 化によ

る活性制御が関与しているのではないかと

考えた。 

 O-GlcNAc 化修飾はタンパク質のセリン・ス

レオニン残基の水酸基にβ-N-アセチルグル

コサミンが O-グリコシド結合により付加し

たものである。O-GlcNAc の半減期はコアタン

パク質に比べて極端に短いことが明らかに

なっており、リン酸化と同様、タンパク質の

動的な翻訳後修飾として、細胞のダイナミク

スに関わる様々な機能制御に関与している

ことが知られている。 

 O-GlcNAc 化はリン酸化部位やその近傍に

起こるため、リン酸化との競合的な反応ばか

りが注目されてきたが、本研究でレドックス

による O-GlcNAc 化の制御についての知見を

得ることにより、リン酸化、O-GlcNAc 化、レ

ドックス制御の三者のクロストークを提示

することになり、タンパク質の機能制御に関

する新たなパラダイムシフトを起こすもの

と期待される。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は、活性酸素による情報伝達システ

ムにおける O-GlcNAc 化修飾タンパク質の機

能的重要性と O-GlcNAc 化による制御機構に

ついて明らかにすることを目的とする。この

ため、酸化ストレスによる O-GlcNAc 化タン

パク質の変動とその機能変化、さらに

O-GlcNAc 化による酸化ストレス応答の制御

機構について検討する。これらの研究を通し

て、リン酸化、O-GlcNAc 化、レドックス制御

のクロストークを介した活性酸素による新

たな細胞内情報伝達の精緻な制御システム

の解明を目指す。 

 具体的には、酸化ストレス負荷により

O-GlcNAc 化タンパク質の変動を調べ、活性酸

素シグナルによって引き起こされる細胞応

答における O-GlcNAc 化修飾の関与について

明らかにする。また、O-GlcNAc 化修飾の変化

が酸化ストレス応答に与える影響について

検討し、シグナル伝達における O-GlcNAc 化

修飾の機能的重要性について明らかにする。 

 申請者はこれまで、酸化ストレスによる生

体応答について研究を行い、酸化ストレスが

適応応答やレドックス制御などの生物活性

制御に関与することを明らかにしてきてい

る。これらの知見を踏まえ、本研究では酸化

ストレス応答に関与するタンパク質の

O-GlcNAc 化とその制御機構について検討を

行う。 

 

３．研究の方法 

（１） 種々の酸化ストレスによる細胞内

O-GlcNAc 化タンパク質の変化 

 

 種々の活性酸素種を発生させる「活性酸



素発生剤」などを用いて培養細胞に酸化ス

トレスを負荷し、トリパンブルー排除能、

あるいは種々のアポトーシス指標を用い

て細胞毒性を調べる。また、酸化ストレス

を負荷したときの、細胞内 O-GlcNAc 化タ

ンパク質の変動について、O-GlcNAc 化特異

抗体を用いたウェスタンブロットにより

検討する。 

 

（２） 酸化ストレス誘導アポトーシスにお

ける O-GlcNAc 化タンパク質の役割 

 

 N-アセチルグルコサミニダーゼ阻

害 剤 (PUGNAc: O-(2-acetamido-2- 

deoxy-D-glucopyranosylidene)amino 

N-phenyl carbamate)を添加して細胞

内の O-GlcNAc レベルを増加させ、酸

化ストレスによって引き起こされる

アポトーシスにどのような影響を及

ぼすか検討する。また、その分子機構

を明らかにするため、熱ショックタン

パク質(HSP: heat shock protein)な

どのストレス応答タンパク質に着目

し、これらの O-GlcNAc 化修飾の有無、

及び O-GlcNAc 化を介した機能制御が

存在するかどうかについて明らかに

する。 

 

４．研究成果 

(1) 種々の酸化ストレスによる細胞内

O-GlcNAc 化タンパク質の変化 

 

①培養細胞に種々の酸化ストレスを

負荷し、細胞毒性を比較した。酸化

ストレスは、活性酸素発生剤として

AAPH (2,2’-azobis(2-aminopropane) 

dihydrochloride)、 MEN (2-methyl- 

1,4-naphthoquinone) 、 MV (methyl 

viologen) 、 t-BuOOH (tert-butyl 

hydroperoxide)を添加することによ

り負荷し、24 時間後の細胞生存率を

calcein/EthD1 及びトリパンブルー

を用いて調べた。その結果、脂溶性

の高い MEN が最も毒性が高く、tBuOOH、

MV、AAPH の順に毒性が低くなってい

たことから、活性酸素発生剤の細胞

毒性は、生成する活性種よりも脂溶

性の高さ、即ち細胞内への分布に依

存していることが示唆された。そこ

で毒性の高かった MEN と tBuOOH を用

い、酸化ストレスを負荷したときの

O-GlcNAc 化タンパク質の変動を、特

異的抗体を用いたウェスタンブロッ

ティングにより調べた。その結果、

酸化ストレス負荷により細胞内の

O-GlcNAc 化タンパク質が変動するこ

とが明らかになった。 

 

②次に、酸化ストレスとして亜ヒ酸

ナトリウムを用いた。亜ヒ酸ナトリ

ウムは、細胞内でグルタチオンなど

の抗酸化物質を低下させることが知

られている。 

 培養細胞に亜ヒ酸ナトリウムを添

加することによりクロマチン凝縮や

Poly-ADP-ribose polymerase (PARP)

の切断が生じ、アポトーシスが誘導

されることが明らかになった。また

このときの細胞内の O-GlcNAc 化タン

パク質を調べたところ、亜ヒ酸ナト

リウムの添加により O-GlcNAc 化タン

パク質は増加することが明らかにな

った。 

 これらの結果から、酸化ストレス

負荷により引き起こされる様々な細

胞内の変化において、O-GlcNAc 化タ

ンパク質が関与している可能性が示

唆された。 

 

(2) 酸化ストレス誘導アポトーシスにおける



O-GlcNAc 化タンパク質の役割 

 

①細胞内の O-GlcNAc 化レベルを変化

させて、酸化ストレス誘導アポトー

シスに及ぼす影響を検討した。 N-ア

セチルグルコサミニダーゼ阻害剤

(PUGNAc) を 添 加 し て 細 胞 内 の

O-GlcNAc レベルを増加させたところ、

亜ヒ酸ナトリウム投与によるアポト

ーシスが促進することが明らかにな

った。すなわち、酸化ストレスによ

って引き起こされるアポトーシスに

おいて、O-GlcNAc 化タンパク質の増

加が何らかの促進効果を示すことが

示唆された。 

 

②そこで、アポトーシスにおける

O-GlcNAc 化の役割について検討する

ため、ストレス応答タンパク質であ

る heat shock protein 60 (HSP60)

に着目し、その発現変動を調べた。

その結果、亜ヒ酸ナトリウム投与に

より HSP60 の発現が増加することが

明らかになった。また、抗 HSP60 抗

体を用いた免疫沈降と O-GlcNAc 特異

的抗体によるイムノブロットにより、

HSP60 は O-GlcNAc 化修飾を受けてい

ることが明らかになった。 

 

③O-GlcNAc 化タンパク質の増加によ

る ア ポ ト ー シ ス 促 進 作 用 に 、

O-GlcNAc 化 HSP60 が関与しているか

どうかを調べるため、アポトーシス

促進因子である Bax と HSP60 との相

互作用についてについて検討した。

O-GlcNAc 化 HSP60 の増加により Bax

と HSP60 との相互作用が低下し、Bax

がミトコンドリアへ移行することに

よってアポトーシスが促進される

(FEBS Lett. 580, 2311-2316, 

(2006))のではないかと予想した。し

かし、本実験条件においては、亜ヒ

酸ナトリウム添加によって O-GlcNAc

化 HSP60 は増加するものの、このと

き HSP60 と Bax との相互作用の低下

は認められず、本経路以外の分子機

構により制御される可能性が高いこ

とが示唆された。 

 

④そこで、さらに酸化ストレス応答に

おけるO-GlcNAc化の役割について検

討するため、ストレス応答タンパク質

であるheat shock protein 70 (HSP70)

に着目し、その発現変動を調べた。そ

の結果、亜ヒ酸ナトリウム投与により

HSP70の発現が増加したが、PUGNAcの

添加により細胞内のO-GlcNAcレベル

を増加させると、その誘導が抑制され

ることが明らかになった。HSP70は分

子シャペロンとして細胞保護効果を

持つだけでなく、アポトーシス阻害効

果もあることが報告されている。この

ため、この結果はO-GlcNAc化レベルの

増加がストレス応答タンパク質であ

るHSP70の発現抑制を介して、酸化ス

トレス誘導アポトーシスの促進に関

与する可能性を強く示唆している。今

後、さらに詳細な検討を行うことで、

O-GlcNAc化を介した酸化ストレス応

答及びアポトーシスの制御システム

解明につながるものと期待される。 

 

 以上の結果より、酸化ストレス応答

においてO-GlcNAc化タンパク質が重

要な役割を果たしていることが示唆

され、特にストレス応答タンパク質の

発現・誘導においてO-GlcNAc化を介し

た発現制御機構が存在する可能性を

示唆した意義は大きいと考えられる。 
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