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研究成果の概要： 

Notch受容体のEGFリピートは、特徴的なO-結合型糖鎖修飾を受け、その修飾にはO-フコース転移

酵素１(OFUT1)など特異的な糖転移酵素が関与する。これまでの研究で、OFUT1には、糖転移活性

の他にシャペロン活性があり、この活性がOFUT1の機能に中心的な役割を果たすこと、さらに

OFUT1の作用の分子機序として、多数の連続したEGFリピートのフォルディングにOFUT1が必須な

役割をすることを明らかにした。また、Notch受容体の細胞外領域における新たな翻訳後修飾と

して、O-HexNAc修飾の存在を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

  タンパク質の糖鎖修飾は最も一般的な翻

訳後修飾の一つであり、細胞レベル、個体レ

ベルで重要な機能を持っている。近年、N-結

合型糖鎖やムチン型糖鎖として一般的に見出

される糖鎖以外に、新型糖鎖が次々と明らか

になってきている。そのような糖鎖は特定の

ドメインに特異的なため、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。

ドメイン特異的な糖鎖修飾の１つである

EGF(epidermal growth factor)ドメイン特異

的なO-結合型糖鎖は、細胞機能に強く関連し

ている代表例としてよく知られている。EGF

ドメインは30-40アミノ酸により構成されて
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おり、3つのジスルフィド結合によってN末端

とC末端にアンチパラレル型βシート構造を

一つずつ持つ構造を保っている。このEGFドメ

イン上の異なる位置にO-グルコース型糖鎖、

O-フコース型糖鎖という特異的な糖鎖修飾が

見つかっている。EGFドメインに特徴的な糖鎖

構造の生合成には、いくつかの特異的な糖転

移酵素遺伝子が関与する。 

 O-フコース転移酵素1（OFUT1）は小胞体に

局在する可溶性糖転移酵素で、EGFドメイン上

のO-フコース型糖鎖修飾の最初のプロセスで

働く。O-フコシル化されるタンパク質の最初

の例は、ウロキナーゼ型プラスミノーゲンア

クチベータ(u-PA)である。uPAのO-フコシル化

の有無は、細胞表面上の受容体との結合には

関与しないが、受容体を活性化するのに必要

とされる。その後、組織プラスミノーゲンア

クチベータ(tPA)、血液凝固因子Ⅶ、Ⅸ、ⅩⅡ

に含まれるEGFドメインにも同定されている。

血液凝固因子ⅦはO-フコース単糖しか付加さ

れないのに対し、血液凝固因子Ⅸはフコース

-1,3-GlcNAc-1,4-Gal-2,3/2,6-シアル酸

という四糖による修飾を受ける。近年の研究

により、EGFドメイン特異的なO-結合型糖鎖は、

シグナル伝達に関わる細胞膜タンパク質でも

見つかっている。このようなタンパク質とし

て、Notch受容体とそのリガンド(Delta、

Serrate/Jagged)がある。Notchシグナルは進

化的に保存されており、発生の各段階を広く

制御している。Notch受容体の細胞外領域はタ

ンデムに並んだEGFドメインにより構成され

ており、その多くがO-フコース型修飾を受け

ると考えられている。リガンド結合領域にあ

たるEGF12のO-フコース型修飾部位は進化的

に保存されており、O-フコース型修飾の重要

性を示唆している。O -フコシル化の機能的な

重要性はPofut1/Ofut1変異体の研究により確

認された。ショウジョウバエと哺乳類両方に

ついて、Pofut1/Ofut1が欠損するとNotchの機

能欠損体と同じ特徴を示した。この結果は

Pofut1/Ofut1がNotchシグナルに必須なこと

を示している。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、Notch 受容体の糖鎖修飾に関わ

る糖転移酵素 O-フコース転移酵素１（OFUT1）

による Notch 受容体の構造と機能の調節機能

を明らかにすることを主な目的とする。同時

に、OFUT1 と協調的に働くと考えられる新規

糖転移酵素遺伝子の同定も試みる。 

 

３．研究の方法 

(１)O-フコース転移酵素１のシャペロン

活性 OFUT1には、酵素活性以外にもシャ

ペロン活性があるという我々の発見は、

OFUT1のNotchシグナル伝達における役割

に再考を促すものである。すなわち、O-フ

コシル化がNotch受容体の活性化に必須な

のか、それともシャペロン活性が必要であ

るのか、という点を明らかにする必要があ

る。この問題に対して、ショウジョウバエ

の系で、シャペロン活性のみを持った

OFUT1変異体（R245A）によるOFUT1機能喪

失型変異体のレスキュー実験を行う。 

(２)OFUT1のNotch受容体に対する作用の

分子機序 申請者の従来の研究により、

OFUT1にはシャペロン活性があり、Notch特

異的な分泌に関与することが明らかにな

った。その分子機序として、以下２つの可

能性を考えている。第一は、NOTCHのEGFリ

ピートは他の分子にはない立体構造を取

っており、その特異構造を形成するのに

OFUT1が必要である可能性である。この仮

説によれば、NOTCHのEGFリピートの分泌に

は、OFUTを必要とする領域とOFUT1を必要

としない領域とに分類できる。この可能性

を検証するために、アルカリフォスファタ

ーゼ（AP）タグをつけたNOTCHのEGFリピー

ト(NOTCH:AP)に対する欠失変異体を複数

作製する。具体的には、EGF1からEGF12ま



 

 

でのみを含むNOTCH[1-12]:AP、EGF1から

EGF24までのみを含むNOTCH[1-24]:AP、

EGF13 か ら EGF36 ま で を 含 む

NOTCH[13-36]:APを作製する。各コンスト

ラクトにおけるS2培養細胞での分泌能を

細胞培養液中に分泌されたAP活性を測定

することにより定量する。OFUT1依存性は、

OFUT1の過剰発現により分泌量が増加する

か、もしくは、OFUT1に対するRNAiにより

分泌量が減尐するかを調べることにより、

予想される特異構造のマッピングを試み

る。もし、特定の領域が絞り込めない場合

は、OFUT1はEGFリピート全体の適切な構造

をとるのに必要であると考えられる。 

 

４．研究成果 

(１) Notch受容体の細胞膜輸送におけるO-フ

コース転移酵素１の役割 OFUT1がNotch受容

体に対する役割を明らかにするため、Ofut1

変異クローンにおけるNotch受容体の局在を

調べた。界面活性剤を用いて、膜透過処理を

した場合、Ofut1変異クローンにおいて著明な

Notch受容体の蛋白質発現の増加が認められ

た。また、その局在も異常を示し、野生型細

胞に見られるadherens junctionへの局在が

失われ、垂直断面において、apical側から、

basal側に渡り、強い染色像が認められた。こ

れらの、染色パターンは、部分的にERマーカ

ーと一致したことから、Ofut1変異細胞では、

細胞膜上への輸送に異常があることが示唆さ

れた（図１A）。次に、細胞膜上へのNotch受

容体の発現の有無を確かめるため、膜透過処

理をしない場合のNotch受容体の局在を調べ

た。Apical側の水平断面において、Ofut1変異

クローンにおけるNotch受容体の染色像が失

われた。また、垂直断面においても、その染

色像は認められなかった（図１B）。以上の結

果より、Ofut1変異細胞において、Notch受容

体は細胞表面上に発現できないことが明らか

になった。 

 

図1． Ofut1 は, Notch 受容体の細胞表面へ

の発現に必要である. Ofut1 変異クローン

（緑）を含むショウジョウバエ翅の成虫原基

のNotch 受容体抗体を用いた染色像（マゼン

タ）を示す. 上段：水平断面（apical 側）, 下

段：垂直断面.  (A) 界面活性剤を用いて, 膜

透過処理をした場合のNotch 受容体の染色像

を示した. Ofut1 変異クローンにおいて著明

なNotch 受容体の蛋白質発現の増加が認めら

れる. また, その局在も異常を示し, 野生型

細胞に見られるadherens junction への局

在が失われている（上段）. また, 垂直断面

において, apical 側から, basal 側に渡り, 

強い染色像が認められた. これらの, 染色パ

ターンは, 部分的にER マーカーと一致した。

(B) 膜透過処理をしない場合のNotch 受容体

の染色像を示した. Apical 側の水平断面に

おいて, Ofut1 変異クローンにおけるNotch 

受容体の染色像が失われた. また, 垂直断面

においても, その染色像は認められなかった. 

以上の結果より, Ofut1変異細胞において, 

Notch 受容体は細胞表面上に発現できないこ

とが明らかになった. 

(２) O-フコース転移酵素１のシャペロン活

性 OFUT1は、元々、EGFドメインとの結合能

をもとに精製された。このことは、OFUT1の酵

素活性のみならず、OFUT1の物理的相互作用が

Notch受容体のフォルディングに関与する可

能性も示唆される。そこで、OFUT1の糖転移活

性を消失した変異体を作成し、Notch受容体の

フォルディングにおける糖転移活性の寄与が

調べた。OFUT1R245Aは、in vitroにおいて、酵



 

 

素活性を完全に消失していた。しかしながら、

ショウジョウバエ翅の成虫原基Ofut1変異ク

ローンに、OFUT1R245Aの発現を誘導した場合、

adherens junctionへの Notch受容体の局在

の回復が観察された。また、OFUT1R245AはS2細

胞におけるNotch受容体EGFリピートの分泌の

促進や、そのリガンドとの結合能を亢進させ

た。これらの結果より、OFUT1の糖転移活性以

外に、酵素活性非依存的なシャペロン活性が

あることが示唆された。また、OFUT1R245Aのみ

を発現させた胚や変異クローンにおいては、

Notchシグナルの回復が認められた。以上の結

果は、OFUT1のシャペロン活性によるNotch受

容体のフォルディングの促進がNotchシグナ

ルに重要な役割を果たしており、OFUT1による

Notch受容体のO-フコシル化はNotchシグナル

に必須ではないことが示唆された。OFUT1は、

Notch受容体のフォルディング特異的に作用

する初めての分子であり、EGFリピートの高次

構造の形成の重要性が示唆された。 

 

（３）OFUT1のNotch受容体への作用の分子機

序 以上の研究より、EGFドメインのO-結合型

糖鎖の修飾に関わる糖転移酵素により、Notch

受容体の構造や機能が制御されていることが

明らかになってきた。しかしながら、Notch

受容体のEGFリピート構造がどのような形を

取っているのか明確な知見がないため、その

分子機構は未だ、不明瞭である。OFUT1のシャ

ペロン活性については、以下のようなモデル

が提唱されている。Notch受容体のEGFリピー

トのフルディングには、個々のEGFドメインの

フォルディングと、EGFリピート全体の正しい

高次構造の形成が必要であると仮定している。

OFUT1は、正しくフォルディングを受けたEGF

ドメインに結合し、EGFリピート全体のフォル

ディングを促進する。O-フコシル化は、フォ

ルディングの途中もしくは、フォルディング

完了後のいずれかに起きると考えられる。

OFUT1がない場合、個々のEGFドメインの形成

は正しく起きるが、EGFリピート全体の構造が

ミスフォールドすると考えられる。酵素活性

のないOFUT1R245AはEGFドメインに結合できる

ため、酵素活性がなくてもEGFリピート全体の

フォルディングを促進することができる。 

 OFUT1がEGFリピートの分泌を促進する作用

の分子機構を検討するために、EGFリピートの

欠失変異体を複数作製し、それらの分泌能の

OFUT1依存性を検討した。EGFリピートの長さ

とOFUT1依存性の間に相関性が認められたこ

とから、O-フコース転移酵素１は連続し

た多数のEGFドメインの分泌に必須な役

割を果たすことが明らかになった。そこ

で、O-フコース転移酵素１が、EGFリピー

トのフォールディングにおける役割を分

子レベルで検討するためのモデル分子と

して、FLAGタグを付加したEGFリピートの

コンストラクト（EGF:FLAG、EGF:FLAG-TM

）を作製した。今後、これらのコンスト

ラクトを用いて、O-フコース転移酵素１

の発現抑制をした際の構造の変化を、ネ

イティブPAGEの手法などを用いて、解析

を行うことが必要であると考えられた。

また、実際に、生体内でも同様な構造異

常が生じるかどうかを検討するために、

O-フコース転移酵素１の変異体を利用し

て、内在性のNotch受容体の構造の変化の

有無を調べる実験に関しても、今後の検

討課題の１つとして考えられた。 

（４）EGFドメインの新たなO-結合型糖鎖修飾

の同定 EGFドメインを修飾するO-結合

型糖鎖修飾として、O-フコースやO-グル

コースが知られていたが、本研究課題を

遂行する中で、これら既存の糖鎖修飾と

は異なる、新規のO-結合型糖鎖修飾が存

在することを示唆するデータが得られた。

この新規の翻訳後修飾は分子量２０３で

あ る こ と か ら 、 O-GlcNAc も し く は

O-GalNAc修飾であることが考えられた。 
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