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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、２段階クリック反応を利用したO-GlcNAc化プロテオーム解析法の開
発と糖尿病モデル動物への応用を目的とした。モデルペプチドを用いた検討により、２段階クリック反応を利用
してO-GlcNAc化ペプチドを濃縮できることを実証した。糖尿病モデル動物の腎臓を用いてO-GlcNAc化プロテオー
ム解析を行い、28のタンパク質に由来する34のO-GlcNAc化ペプチドを同定した。また、相対的定量解析を行い、
２倍以上に増加あるいは減少するO-GlcNAc化タンパク質を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, a method for the enrichment of O-GlcNAcylated peptides using 
two-step click chemistry was developed. Analysis of O-GlcNAcylated proteins was performed using 
extracts from rat kidney tissue. A total of 34 O-GlcNAcylated peptides from 28 proteins were 
identified. Of these, 2 proteins were increased and 7 proteins were decreased in diabetic rat.

研究分野： プロテオミクス

キーワード： O-GlcNAc　プロテオミクス　質量分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質のO-GlcNAc化は血糖値によって変化することから、糖尿病において重要な修飾である。本研究課題に
より、糖尿病モデル動物の腎臓で増加あるいは減少するO-GlcNAc化タンパク質の同定に成功した。今後、これら
の生物学的な意義を明らかにすることで、糖尿病性腎症の病因・病態の解明に繋がる可能性がある。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
 
	 O- 結 合 型 N- ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン
（O-GlcNAc）化とは，核，細胞質およびミト
コンドリアに局在するタンパク質の Ser/Thr
残基の水酸基に対して GlcNAc が一つだけ付
加される翻訳後修飾の一つである．ウリジン
二 リ ン 酸 -N- ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン
（UDP-GlcNAc）を糖供与体として O-GlcNAc
転移酵素	（OGT）により付加され，	β-D-N-
アセチルグルコサミニダーゼ（OGA）により
脱離される．UDP-GlcNAc	はヘキソサミン生
合成経路を介したグルコースの最終代謝物
である．よって，細胞外グルコース濃度増加
により UDP-GlcNAc が増加し，その結果タン
パク質の O-GlcNAc 化が亢進する（図１）．	
	 O-GlcNAc 化はシグナル伝達（リン酸化と拮抗），エピジェネティック制御，転写，分解，ス
トレス応答など様々な生物学的プロセスに関与し，糖尿病，がん，神経変性疾患などの病態に
おいても重要な役割を果たしていることが明らかになってきた．O-GlcNAc 化の役割を分子レベ
ルで理解するためには，修飾されるタンパク質とその修飾部位だけでなく，変動も明らかにす
る必要がある．しかしながら，微量な O-GlcNAc 化を網羅的に解析するには技術的問題のため非
常に困難である．	
	 網羅的 O-GlcNAc 化プロテオーム解析では特異的かつ効率的な濃縮法が必要不可欠である．抗
O-GlcNAc 抗体やレクチンなど，親和性を利用した濃縮法では特異性や網羅性が問題とされ，近
年では酵素反応とクリック反応が利用されている．アジド化 UDP-Gal（UDP-GalNAz）と糖転移
酵素変異体 Gal-T1(Y289L)を用いて	O-GlcNAc 化部位にアジドを導入後，特異的かつ高収率なア
ジドとアルキンのクリック反応により“濃縮用のタグ”としてビオチンやリン酸基を導入する
方法である．しかしながら，ビオチン−アビジンでは強すぎる相互作用のため溶出効率が低下す
る，リン酸基ではリン酸化ペプチドを区別できないなどの問題がある．そのため，より特異的
かつ効率的な濃縮法の開発と，それを利用した網羅的 O-GlcNAc 化プロテオーム解析法の開発が
強く望まれている．	
	 これまでビオチン−アビジンの溶出効率の問題を解決するため，可逆的共有結合であるジスル
フィド結合を利用した O-GlcNAc 化ペプチド濃縮法を開発した（Tsumoto,	H.	et	al	Bioorg.	Med.	
Chem.	Lett.,	2015,	25,	2645-9）．本濃縮法は，酵素反応による O-GlcNAc 化部位へのアジド導
入後，新たに設計•合成したチオール−アルキン 1 を用いたチオールの導入（クリック反応と還
元），ジスルフィド結合を介した樹脂への固定化（チオール−ジスルフィド交換）によるもので
ある（図２）．共有結合であるため変性剤，界面活性剤，有機溶媒，酸などによる十分な洗浄が
可能であり，還元剤により温和な条件下で容易に溶出できる利点がある．一方，クリック反応
中にチオール-アルキン 1 がジスルフィド体を形成するため，チオールに還元するステップが必
要である，フリーのシステイン残基含有ペプチドも濃縮される，MS/MS において十分なペプチ
ド配列情報が得られずタンパク質や修飾部位の同定が容易ではないなどの問題があった．		
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図２．チオール−ジスルフィド交換を利用した O-GlcNAc化ペプチド濃縮法（従来法）． 
	
２．研究の目的 
 
	 本研究では，酵素反応と２段階のクリック反応を利用する特異的かつ効率的な新規 O-GlcNAc
化ペプチド濃縮法を開発し，それを基盤とする高感度 O-GlcNAc 化プロテオーム解析法の開発を
目的とする．また，開発した解析法を糖尿病モデル動物に応用し，糖尿病における O-GlcNAc
化の役割を明らかにすることも目的とする． 
 
３．研究の方法 
 
（１）２段階クリック反応を利用した新規 O-GlcNAc	化ペプチド濃縮法の開発	
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図１．O-GlcNAc化とヘキソサミン生合成経路 



	 従来法（図２）のクリック反応中に形成されたジスルフィド体の末端アルキンに着目し，こ
のアルキンとアジド担体との２回目のクリック反応を行うことができれば，チオールに依存し
ない，より特異的かつ高収率な濃縮法を開発することができると考えた（図３）．	
	 UDP-GalNAz と GalT1 変異体を用いる酵素反応により O-GlcNAc	化ペプチドの O-GlcNAc	化部
位にアジドを導入した．一方，アジドビーズとチオール－アルキンとのクリック反応を行い，
アルキンビーズとした（クリック反応１）．チオール－アルキンがジスルフィド結合を形成して
末端にアルキンを有すること利用し，アジド化ペプチドを含むサンプルとアルキンビーズのク
リック反応を行なった（クリック反応２）．ビーズの洗浄，還元剤による溶出（ジスルフィド結
合の切断）を行い，溶出画分の質量分析を行った．O-GlcNAc 化ペプチド標準品を用い，反応条
件，洗浄条件，ビーズの種類などを検討した．	
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図	３．２段階クリック反応を利用した O-GlcNAc	化ペプチド濃縮法（本研究課題）．	

	
（２）糖尿病モデル動物の O-GlcNAc 化プロテオーム解析	
	 Goto-Kakizaki（GK）ラットは腎糸球体基質膜肥厚や尿中微量アルブミンなど糖尿病性腎症初
期の特徴を持つ 2 型糖尿病モデルとして用いられている．GK ラットと遺伝的背景が同じである
Wistar	ラットを対照とし，GK ラットの O-GlcNAc 化プロテオーム解析を行った．		
	 GK ラット（15	週齢，雄，n=3）および Wistar	ラット（15	週齢，雄，n=3）の腎臓（杏林大
学医学部	秋元義弘教授より提供）からタンパク質を抽出してタンパク質定量を行なった．タン
パク質（200	μg）に O-GlcNAc 化タンパク質標準品であるα-crystallin（1	μg）を内部標準
として添加し，ジチオトレイトールによる還元（37℃，60 分），ヨードアセトアミドによるア
ルキル化（室温，60 分，遮光），トリプシン（4	μg）による酵素消化（37℃，15 時間）を行い，
トリプシン消化物を得た（サンプル１）．また，タンパク質 100μg 相当のトリプシン消化物（サ
ンプル１）を用い，安定同位体標識法として TMTsixplex 試薬（Thermo	Fisher	Scientific）を
用いてラベル化後，６サンプル全てを混合した（サンプル２）．	
	 本研究ではサンプル１（安定同位体標識なし，タンパク質 100μg 相当）を用いて O-GlcNAc
化ペプチド濃縮後，nanoLC-ESI-MS/MS を行い，O-GlcNAc 化ペプチドの同定およびピーク面積に
よる相対的定量解析を行った（解析１）．また，サンプル２（安定同位体標識あり，タンパク質
300μg 相当）を用いて濃縮後，	nanoLC-ESI-MS/MS を行い，O-GlcNAc 化ペプチドの同定および
MS/MS スペクトルのレポーターイオンによる相対的定量解析も行った（解析２）．本研究ではチ
オール−ジスルフィド交換を利用した O-GlcNAc 化ペプチド濃縮法（従来法）を行なった．	
	
４．研究成果	
	
（１）２段階クリック反応を利用した新規 O-GlcNAc	化ペプチド濃縮法の開発	
	 ２段階クリック反応を利用した O-GlcNAc	化ペプチド濃縮法（図３）をモデルペプチドによ
り検討した結果，目的のチオール－アルキン誘導体化 O-GlcNAc	化ペプチドに相当するピーク
（m/z	1565.67）が MALDI-TOF	MS で検出された（図４）．よって，２段階クリック反応により
O-GlcNAc	化ペプチドを濃縮できることがわかった．しかしながら用いたアジドビーズが高価で
あり，濃縮法とし広く普及させるためには，コストの問題を解決する必要があった．そこで，
より安価なビーズを用いて検討を行なった．しかしながら，本研究期間内では濃縮効率を向上
させることはできなかった．	
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図４．濃縮後の MALDI-TOF マススペクトル．	

	
（２）糖尿病モデル動物の O-GlcNAc 化プロテオーム解析	



	 解析１（安定同位体標識なし）および解析２（安定同位体標識あり）のいずれにおいても内
部標準として添加した O-GlcNAc 化タンパク質を同定することができた（図５）．よって，組織
サンプルでも O-GlcNAc	化ペプチドを濃縮でき，データベース検索によりタンパク質を同定で
きることを実証できた．しかしながら，安定同位体標識を用いた場合（解析２），同定はできる
が定量に用いるレポーターイオンが検出できないため定量できないペプチドがあった（図５b
下段）．よって，本研究で用いた質量分析システムにおいて安定同位体標識法は適さないことが
わかった．一方，チオール−アルキン誘導体化部位に由来する特徴的なフラグメントイオンとし
て m/z450 が検出され，チオール−アルキン誘導体化された O-GlcNAc 化ペプチドであることの信
頼性を高める診断イオンとして有用であることがわかった．	
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図	５．誘導体化 O-GlcNAc化ペプチドの nanoLC-ESI-MS/MSスペクトルとフラグメントイオン．	

	
	 解析１の結果，	O-GlcNAc ペプチドとして 40 ペプチドの同定に成功した．図５で示した内部
標準の場合と同様，同定されたラット腎臓タンパク質に由来する O-GlcNAc 化ペプチドの MS/MS
でも特徴的なフラグメントイオンである m/z450 が検出されており，解析結果の信頼性が高いこ
とがわかった（図６）．	
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図６．ラット腎臓タンパク質に由来する O-GlcNAc化ペプチドの解析結果の例	



	 内部標準に由来する 6 ペプチドを用いて濃縮効率を算出し，ラット腎臓タンパク質に由来す
る 34 ペプチド（28 タンパク質）について相対的定量を行なった．その結果，GK ラットで２倍
以上増加は 2 ペプチド（2 タンパク質），２倍以上減少は 7 ペプチド（7 タンパク質）であった
（表１）．	
	
表１．GK ラットで２倍以上変動したタンパク質	

Accessions Master Protein Descriptions Sequence 
Abundance Ratio 
(GK/Wistar rat) 
 Normalized 

Q5XI07 Lipoma-preferred partner homolog STGEPLGHVPAR 3.1 4.1 
D3ZEN0 MICAL-like protein 2 ASTVVTAPTSK 1.5 2.0 
P24623 Alpha-crystallin A chain（内部標準） AIPVSR 0.77 1.0 
P24623 Alpha-crystallin A chain（内部標準） AIPVSREEKPSSAPSS 0.74 0.99 
P10960 Prosaposin TNSSFVQGLVDHVKEDCDR 0.33 0.44 

Q66HG9 
Mitochondrial antiviral-signaling 
protein 

STAATPSTVPTNIAPSK 0.28 0.37 

P68370 tubulin alpha-1A chain PTYTNLNR 0.18 0.23 

Q7TP48 
Adipocyte plasma membrane- 
associated protein 

VGPNGTLFVVDAYK 0.15 0.19 

P23785 Granulins NDVPCDDFSSCPSNNTCCR 0.14 0.19 
Q5FVF9 Biotinidase FNDTEVLQR 0.01 0.01 
P00787 Cathepsin B QNTTWQAGR 0.01 0.01 
	
	 本研究により，酵素反応と２段階のクリック反応を利用すことで O-GlcNAc 化ペプチドを濃縮
できることを明らかにした．また，糖尿病モデル動物の O-GlcNAc 化プロテオーム解析を行った
結果，変動する O-GlcNAc 化タンパク質およびその修飾部位を含むペプチド配列の同定に成功し
た．今後，これらのタンパク質における O-GlcNAc 化の役割を明らかにすることにより，糖尿病
性腎症の病因•病態の解明に発展することが期待される．	
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