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研究成果の概要（和文）：上皮増殖因子 (EGF) ドメインはユニークな O-結合型糖鎖による翻訳

後修飾を受ける。EGF ドメイン上の O-型糖鎖として知られる O-フコースや O-グルコースは、

多くの血漿糖タンパク質やシグナリング分子に見出されており、とりわけ Notch シグナリング

経路における生物学的機能がこれまでに示されてきた。本研究課題において、EGF ドメインに

おける新規の糖鎖修飾としてO-GlcNAcを発見した。また、この修飾が、ショウジョウバエNotch

受容体の EGF ドメインにおける 5 番目と 6 番目のシステイン残基の間にある、保存された

Ser/Thr 残基に起こることを見出した。さらに、細胞外の O-GlcNAc 修飾に関わる責任遺伝子

Eogt を単離した。今後、Eogt の遺伝子機能を探ることで、細胞外領域における O-GlcNAc 修

飾の生物学的役割が明らかになることが期待された。 

 

研究成果の概要（英文）： Epidermal growth factor (EGF) domains are posttranslationally 

modified with unique O-linked glycans. The classical types of O-glycans on EGF domains 

are O-fucose and O-glucose glycans, found on many plasma glycoproteins and signaling 

molecules, whose biological functions have been demonstrated especially in the context of the 

Notch signaling pathway. In this study, we have discovered O-GlcNAc modification as a new 

modification of the EGF domain that occurs on the conserved Ser/Thr residue located between 

the fifth and sixth cysteine residues within the EGF domains of Notch receptors in Drosophila. 

Moreover, we have succeeded in the isolation of a new gene, Eogt, responsible for the 

extracellular O-GlcNAcylation. Characterization of physiological function of Eogt will reveal the 

new biological roles for O-GlcNAcylation in the extracellular environment. 
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発揮することができるようになる。翻訳後修

飾の中心的なものの１つに糖鎖修飾があり、

全タンパク質の半数以上が何らかの糖鎖付加

を受け、その多くはタンパク質機能に必須な

役割を果たしていることが知られている。糖

鎖を介したタンパク質機能の制御の代表例と

して、近年、生体内でごく微量しか存在しな

いO-結合型糖鎖が注目を集めている。こうい

った新型糖鎖の多くはタンパク質ドメインに

特異的な修飾であり、特定のタンパク質機能

を調節しているものと考えられている。申請

者はこれまで、EGFドメイン特異的O-結合型

糖鎖であるO-フコース型糖鎖の生化学的・遺

伝学的解析を行い、Notch受容体の機能を直接

的に制御することを明らかにした（Okajima T 

et al. Science 2005; Okajima T et al. BMC 

biology 2008）。また、EGFドメイン特異的

な糖鎖修飾として、その他にも、O-グルコー

ス型糖鎖構造も知られており、米国

HaltiwangerらのグループによりO-フコース

型糖鎖と同様にNotch受容体などのシグナル

伝達分子の

機能制御に

直接的に関

与するもの

と考えられ

ていた

（Okajima T 

et al. J. 

Biochem. 

2008）。 

 申請者は、

これまでに

Notch受容体

の２０番目

のEGFドメ

イン

（EGF20）の

MALDI-TOF-MSの解析を行った際、偶然にも、

O-グルコースやO-フコース型のO-結合型糖

鎖とは異なる、これまでに報告されていない

質量203の翻訳後修飾の存在を見出した。この

新規修飾構造は、beta-ヘキソサミニダーゼに

よって消化を受けること（図１）、さらに、

非還元末端のGlcNAc特異的にガラクトース

を付加するbeta1,4ガラクトース転移酵素に

より修飾を受けること（図２）より

O-beta–GlcNAc修飾であることが示唆された。

従来、O-beta–GlcNAc修飾は細胞内の糖鎖修

飾として知られており、もし、細胞外にも生

理的条件下

で存在する

とすれば、

初めての報

告例となり、

非常に特殊

な糖鎖修飾

であること

が考えられ

た。 

  

２．研究の目的 

(1)内在性Notch受容体における

O-beta–GlcNAc修飾の検出 

 今回解析を行なった新規修飾構造は、beta-

ヘキソサミニダーゼによって消化を受けるこ

と、さらに、非還元末端のGlcNAc特異的にガ

ラクトースを付加するbeta1,4ガラクトース

転移酵素により修飾を受けることより

O-beta–GlcNAc修飾であることが示唆された。

そこで、EGFフラグメント上に同定された

O-beta–GlcNAc修飾が、生理的な条件下でも

Notch受容体の細胞外ドメインに存在するこ

とを検証した。また、Notch受容体以外のタン

パク質も細胞外領域にO–GlcNAc修飾を受け

るか否かを、DeltaやSerrateといったNotch受

容体のリガンドを用いて検討した。 

(2)細胞外領域へのO-GlcNAc修飾のメカニズ

ムの解明 

 O-beta–GlcNAc修飾は、細胞内ではOGTと

呼ばれる糖転移酵素により触媒される。また、

EGFドメインを特異的に修飾する糖転移酵素

がFringeを含め複数知られている。これらの

既知の糖転移酵素が細胞外のO-beta–GlcNAc

修飾に関与する可能性について検討した。 

(3)細胞外O-beta–GlcNAc修飾に関わる新規

糖転移酵素遺伝子の同定 

 上記の研究で、既知の糖転移酵素が細胞外

O-beta–GlcNAc修飾に関与しないことが明ら

かになったため、新規糖転移酵素遺伝子の特

定と酵素活性の検出を行なった。 

  

３．研究の方法 

(1)内在性Notch受容体上のO-GlcNAc構造の

検出 

 O-GlcNAc修飾が組換えタンパク質のみな

らず、内在性のNotch受容体の細胞外ドメイン

にも実際に存在していることを確認するため



 

 

に、ショウジョウバエ由来Kc細胞からNotch

受容体を免疫沈降させ、O-GlcNAc抗体

（CTD110.6抗体やRL2抗体）によるWestern 

blotting解析を行なった。Notch受容体の細胞

内領域にもO-GlcNAc修飾が生じうることを

考慮に入れて、トリプシン消化により、

O-GlcNAc修飾が消失することも合わせて確

認することにした。また、EDTA処理により、

Notch受容体の細胞外ドメインがsheddingを

受けるを利用して、細胞外領域のみを精製し、

O-GlcNAc修飾の存在を確かめることを検討

した。 

(2)Notch受容体の以外のEGFドメインにおけ

るO-GlcNAc修飾 

 O-GlcNAc修飾がNotch受容体のみならず、

他のEGFドメインを有するタンパク質にも存

在するか否かを明らかにするために、Deltaや

Serrateの細胞外ドメイン融合タンパク質を

S2細胞に発現させ、精製後、O-GlcNAc抗体

によるWestern blotting解析を行なった。 

(3)O-GlcNAc修飾部位の決定 

 Notch受容体のEGF20フラグメントを用い

て、MALDI-TOF-MS/MS解析を行ない、

O-GlcNAc修飾を持ったフラグメントイオン

を観察することにより、O-GlcNAc付加部位の

決定を試みた。また、独立したアプローチと

して、予想修飾部位のセリン／スレオニン残

基のアラニンへの置換を行なった変異体を作

製し、O-GlcNAc修飾の消失することを確認す

ることを試みた。 

(4)細胞外O-GlcNAc型糖鎖の生合成機構  

 細胞内に存在するO-GlcNAc修飾は、OGT

と呼ばれる酵素により、細胞質や核において、

修飾が起きることが知られている。そこで、

EGFドメインにおけるO-GlcNAc修飾がOGT

依存的か否かを検討するために、S2細胞にお

いてOGTのRNAiを行なった際のEGFドメイ

ンのO-GlcNAcレベルの変化を調べた。また、

EGFドメイン特異的に作用する糖転移酵素と

して、OFUT1、Rumi、Fringeが知られている。

これらの既知の糖転移酵素による修飾機構が

関与するか否かを検討するために、上記遺伝

子のRNAiを行ない、同様に、O-GlcNAcレベ

ルの変化を調べた。RNAiの効果の確認は、リ

アルタイムPCRを用いて評価した。 

(5) EGFドメインに作用するO-GlcNAc転移

酵素の同定と酵素活性の確認 

 上記実験により、細胞外O-GlcNAc修飾が既

知の糖修飾機構に依存しない新たなメカニズ

ムによると考えられた。そこで、EGFドメイ

ンに作用する新規O-GlcNAc転移酵素の同定

を試みた。これまでに、EGFドメインに対す

るO-GlcNAc転移活性は膜画分に存在し、Mn
2+

依存的であるという予備データを得た（図３）。

よって、ゴルジ体などに局在する一般的な糖

転移酵素が細胞外領域のO-GlcNAc修飾に関

与することが

考えられた。以

上を踏まえ、機

能が不明の糖

転移酵素遺伝

子を中心にし

て、RNAiスク

リーニングを

行ない、

O-GlcNAc転移

酵素の同定を

試みた。 

  

４．研究成果 

(1)内在性Notch受容体上のO-GlcNAc構造の

検出 

 Kc細胞からNotch受容体を免疫沈降させ、

O-GlcNAc抗体によるWestern blotting解析を

行なった結果、Notch受容体のO-GlcNAc修飾

が検出された。また、トリプシン消化により、

O-GlcNAc修飾が消失することから、細胞内領

域ではなく細胞外領域にO-GlcNAc修飾が生

じることが確認できた。また、EDTA処理によ

り、細胞外領域のみを単離し、細胞外領域の

O-GlcNAc修飾の存在を直接確かめることに

成功した。 

(2)Notch受容体の以外のEGFドメインにおけ

るO-GlcNAc修飾 

DeltaとSerrateの細胞外ドメイン融合タンパ

ク質(Dl:AP／Ser:Ap)を、O-GlcNAc抗体によ

るWestern blotting解析を行ない、 

O-GlcNAc修飾がNotch受容体のみならず、他

のEGFドメインを有するタンパク質にも存在

することが明らかになった。 

(3) O-GlcNAc修飾部位の決定 

 EGF20のMALDI-TOF-MS/MS解析により、

O-GlcNAc付加部位の決定を試みた結果、保存

されたシステイン残基の５番目と６番目の間

のスレオニン残基にO-GlcNAcの付加が検出

された。また、修飾部位のセリン／スレオニ

ン残基のアラニンへの置換を行なった変異体



 

 

を作製した結果、O-GlcNAc修飾の消失するこ

とを確認できた。 

(4)細胞外O-GlcNAc型糖鎖の生合成機構  

 S2細胞におけるOGTのRNAiによる発現抑

制の結果、細胞外O-GlcNAc修飾は、OGT非依

存的に起きることが明らかになった。また、

OFUT1、Rumi、FringeのRNAiによる発現抑

制の結果、これらのEGFドメイン特異的に作

用する糖転移酵素も、細胞外O-GlcNAc修飾に

は関与しないことが明らかになった。これら

の結果より、EGFドメインにおけるO-GlcNAc

修飾には、新規の糖転移酵素が関与すること

が明らかになった。 

(5)EGFドメインに作用するO-GlcNAc転移酵

素の同定と酵素活性の確認 

 機能が不明の糖転移酵素遺伝子を中心にし

て、RNAiスクリーニングを行ない、細胞外

O-GlcNAc転移酵素の同定を試みた結果、新規

の糖転移酵素EOGTの同定に成功した。EOGT

を、S2培養細胞に遺伝子導入後、膜画分を調

製し、in vitroのO-GlcNAc転移アッセイを行な

ったところ、フォールディングを受けたEGF

ドメイン特異的なO-GlcNAc転移活性の確認

が検出できた。また、酵素活性には2価カチオ

ンを要求することが明らかになった。さらに、

ショウジョウバエのEOGTのアミノ酸配列を

元にして、マウスやヒトなどの哺乳動物ホモ

ログを同定し、その酵素活性の検出すること

に成功した。 
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