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研究成果の概要（和文）：胞内（細胞質・核）タンパク質の翻訳後修飾「O-GlcNAc化(タンパク質のセリン/スレ
オニン残基にN-アセチルグルコサミン（GlcNAc）という糖が付加される)」による細胞の糖鎖修飾の統合的発現
制御機構に関して解析を行ってきた。
本研究では、糖脂質の生合成、糖鎖に重要な糖：シアル酸の代謝、糖鎖の異化（分解）に関わるリソソーム機能
の3点において、O-GlcNAc化が制御していること初めて明らかにした。これらから、細胞はGlcNAcをセンサーと
して、細胞の糖鎖状況を感知し、適切な糖鎖代謝を統合的に制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have been analyzing the integrated regulatory mechanism of cellular 
glycosylation by "O-GlcNAcylation (addition of the sugar N-acetylglucosamine (GlcNAc) to 
serine/threonine residues of proteins)," a post-translational modification of intracellular 
(cytoplasmic and nuclear) proteins.
In this study, it was clarified for the first time that O-GlcNAcylation regulates the biosynthesis 
of glycolipids, the metabolism of sialic acid, a sugar important for glycans, and lysosomal 
functions involved in the catabolism (degradation) of glycans. These findings suggest that cells may
 use GlcNAc as a sensor to sense the status of cellular glycans and to control appropriate glycan 
metabolism in an integrated manner.

研究分野：糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、糖鎖の生合成、分解は個別に研究が進められてきた。今回、GlcNAcを中心として（特にO-GlcNAc化を
介して）、細胞の糖鎖代謝が統合的に連動して制御されていることを見出した。
また、GlcNAcアナログを用いた、糖鎖発現制御に関しても道筋が得られており、創薬、研究ツール開発にもつな
がることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ糖脂質は細胞膜外層の成分の一つであり、多様な構造体が存在する。細胞種によ
って発現するスフィンゴ糖脂質の 構造と量は厳密に制御されており各細胞の機能を制御
する。スフィンゴ糖脂質の構造多様性の意義を解明するうえで、その代謝 制御機構の理解
は必須である。 細胞内のタンパク質翻訳後修飾の一つ、“O-GlcNAc 修飾”を介したスフィ
ンゴ糖脂質代謝制御機構の存在を見出した。細胞が 有する O-GlcNAc修飾を介した糖脂質
代謝制御機構を紐解くことで、糖脂質合成酵素遺伝子操作だけでは困難であった糖脂質の
緻 密な発現制御法の開発につながるものであると考える。  
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では「① 細胞が有するスフィンゴ糖脂質発現制御機構の解明」とその知見に基づく
「② 新たなスフィンゴ糖脂質発現 改変法の開発」を行い応用することで、「③スフィンゴ
糖脂質の新たな機能の解明」を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
“O-GlcNAc 修飾”は、細胞内タンパク質の特定のセリン/スレオニン残基に、N-アセチルグ
ルコサミン（GlcNAc）が結合する翻 訳後修飾であり、そのタンパク質の機能・安定性・細
胞内局在など様々な性質を制御している。スフィンゴ糖脂質（以下糖脂質 ）はセラミドに
順次糖が付加されて合成される。各糖脂質の細胞内の生合成場所は異なり、その輸送機構も
異なることが提唱さ れている。糖脂質合成酵素および輸送関連分子の発現・活性、細胞内
局在制御に関与する分子群で、O-GlcNAc修飾を受けて制御 されている分子の同定を行う。 
発現する糖脂質分子種が異なるヒト由来細胞株に対し O-GlcNAc 修飾を変動させたときの
糖脂質量およびその代謝中間産物の量 を HPLC、LC-MS を用いて詳細に定量解析し、各
糖脂質代謝のどの点に O-GlcNAc修飾タンパク質が関与するかを明らかにする。そ の代謝
点を中心に糖脂質合成酵素の活性を測定するとともに、各合成酵素（およびその転写制御因
子）、輸送に関わるとされる タンパク質群の発現変動と O-GlcNAc 修飾の影響を解析する
（ウェスタンブロット、定量 PCR）。また、ゲノム編集技術を用いて 糖脂質代謝関連タン
パク質に蛍光タンパク質を付与し、内在性の各タンパク質の局在を明らかにするとともに、
O-GlcNAc 修飾改 変時の細胞内局在変化を観察する。蛍光タンパク質を付与した糖脂質代
謝関連タンパク質を発現させた細胞に、蛍光標識した各 糖脂質を取り込ませて細胞内での
糖脂質の動き・局在を可視化し時間経過を追って見る。各段階で細胞分画を行い、各細胞内
小 器官に含まれる各糖脂質および蛍光タンパク質を解析することで、これらによって O-
GlcNAc 修飾によって制御を受ける糖脂質代 謝関連タンパク質の同定、糖脂質生合成の細
胞内の流れ・場の同定を行う。 O-GlcNAc修飾は、ドナー基質のUDP-GlcNAcの量、修飾
酵素である O-GlcNAc転移酵素（OGT）、除去酵素である O-GlcNAcase（OG A）の発現・
活性バランスによって制御されうる。OGT、OGA の活性・発現制御機構と、UDP-GlNAc
量の制御を、環境（栄養条件、 ストレスなど）、細胞周期の観点から解析する。 最終的に
糖転移酵素遺伝子欠損株、過剰発現株の作製を行うとともに、上記までの O-GlcNAc 修飾
改変に基づく糖脂質発現制御 法を組み合わせ、任意にスフィンゴ糖脂質の種類・量を変化
させた細胞株を樹立する。HEK293や HeLaなどの一般的な細胞株を用 いて増殖・接着を
指標に各糖脂質の機能評価を行うとともに、GM3合成欠損患者で重篤な症状が出る神経お
よび筋のモデル細胞 株を用いて、分化を指標に各糖脂質機能を評価する 
 
４．研究成果 



 
糖脂質発現制御の機構の解明のため、タンパク質翻訳後修飾 O-GlcNAｃ化と糖・エネルギ
ー代謝、糖鎖代謝機構に注目して研究を行った。  
 
① 糖脂質 Gb3の生合成と O-GlcNAc化 
細胞の O-GlcNAc 化修飾状態を変動させる（GlcNAc の添加、O-GlcNAc 転移酵素の阻
害・過剰発現、O-GlcNAc 分解酵素の阻害・過剰発現）と顕著に糖脂質 Gb3 の量が変動し
た。O-GlcNAc化が増加すると Gb3が減少し、O-GlcNAc化が減少すると Gb3が増加した。 
Gb3 の代謝経路にかかわるタンパク質の O-GlcNAc 修飾の有無、サイトの同定を試みた。
Gb3合成に必須と考えられる細胞内の糖脂質輸送タンパク質 FAPP2に関して、O-GlcNAc
化が FAPP2の安定性に影響しうることを見出した。糖脂質生合成に関して糖脂質輸送経路
に依存した Gb3生合成制御に O-GlcNAc化が関与していることが明らかとなった。  
 
② リソソーム機能と O-GlcNAc化 

O-GlcNAc化の鍵となるUDP-GlcNAcは細胞内では新規合成とリソソームでのタンパク
質分解からサルベージ経路で供給される。リソソーム機能を阻害した場合、細胞内の O-
GlcNAc化が大きく変化することを見出し、リソソーム機能と糖脂質代謝のあらたな接点を
見出した。加えて、リソソーム機能・オートファジーを制御する因子：TFEB の細胞質-核
間移動が O-GlcNAc化によって変化することを新たに見出した。  
これらの結果は、細胞内の糖鎖の生合成、分解の状態が、GlcNAcの量によって感知され、
相互に制御しうることを示唆する初めての知見となった。 

 
③ シアル酸代謝と O-GlcNAc化 
 シアル酸は、糖鎖の最末端に存在し、細胞間認識の他様々な機能の中心となる糖鎖の中で
も最重要の糖残基である。シアル酸の生合成は、UDP-GlcNAcを基質としており、O-GlcNAc
化と競合する因子であると考えられる。 

O-GlcNAc化を変動させる（GlcNAcの添加、O-GlcNAc転移酵素の阻害・過剰発現、O-
GlcNAc 分解酵素の阻害・過剰発現）と、シアル酸の代謝に関わる酵素 GNE、SPL、CSS
の発現、細胞内局在（細胞質‐核）が大きく変動することを新たに見出した。 

 
①～③の結果から、O-GlcNAcが中心となり、糖鎖の生合成・代謝関連の酵素の局在、発現
量、機能、安定性を制御し、統合的に細胞の糖鎖修飾が制御されていることを見出した。 
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