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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、Notch受容体のO-グルコース糖鎖修飾の異常により、筋肉の幹細胞で
ある衛星細胞の数の減少と衛星細胞におけるNotchシグナルの低下が起こり、このことが、成人後に発症する肢
帯型筋ジストロフィーの原因となることを見出した [Cell 2008, EMBO Mol Med 2016]。本研究で、少なくとも
HEK293T細胞においては、O-グルコースのキシロース伸長が、Notch EGFリピートのタンパク質の安定性、品質管
理に寄与していることを示唆している。今後、この糖鎖修飾によるNotch受容体の品質管理の分子機構を解明し
ていく必要がある。

研究成果の概要（英文）：We prviously found that abnormal O-glucose glycosylation of the Notch 
receptor causes a decrease in the number of satellite cells, the stem cells of muscle, and a 
decrease in Notch signaling in satellite cells, which leads to limb-girdle muscular dystrophy that 
develops in later adulthood [Cell 2008, EMBO Mol Med 2016]. This study suggests that, at least in 
HEK293T cells, xylosyl elongation of O-glucose glycans contributes to protein stability and quality 
control of Notch EGF repeats. Further studies are needed to elucidate the molecular mechanism of 
Notch receptor quality control by this type of glycosylation.

研究分野：糖鎖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの筋肉の再生と恒常性維持の分子機構は未だに理解されていない。遺伝性筋疾患である筋ジストロフィーの
有病率は、人口10万人あたり20人程度と推定され、有効な治療法は存在しない。Notch 受容体の O-グルコース
糖鎖修飾の異常は、肢帯型筋ジストロフィーLGMD (R21) の原因となる。本研究では、この O-グルコース糖鎖修
飾のキシロース伸長が、Notch 受容体の品質管理に寄与することを世界で初めて明らかにした。本研究の成果
は、筋ジストロフィーの発症や病態メカニズムの解明、さらには、治療法の開発につながる可能性がある。

※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 

ヒトの筋肉の再生と恒常性維持の分子機構は未だに理解されていない。遺伝性筋疾患である
筋ジストロフィーの有病率は、人口 10万人あたり 20人程度と推定され、有効な治療法は存在し
ない。研究代表者は、Notch受容体の O-グルコース糖鎖修飾の異常により、筋肉の幹細胞である
衛星細胞の数の減少と衛星細胞における Notch シグナルの低下が起こり、このことが、成人後に
発症する肢帯型筋ジストロフィーの原因となることを見出した [Cell 2008, EMBO Mol Med 
2016]。筋肉の恒常性の維持には、転写因子 Pax7 陽性の幹細胞である衛星細胞の筋線維への分化
が中心的な役割を果たしている。衛星細胞の増殖と分化は、自己の内的要因と、衛星細胞の存在
している場である“Niche”由来の生物学的並びに物理的情報によって制御されている。これら
は加齢に伴って変化することも明らかにされつつある。細胞間シグナル伝達を担う Notch シグ
ナルも衛星細胞の増殖と分化に重要であることが分かっているが、その詳細は明らかになって
いない。哺乳類の有する 4 種類の Notch 受容体のうち、Notch1 と Notch2 は衛星細胞における
Notch シグナルを活性化するのに対し、Notch3 は抑制する [Fujimaki et al. 2017 Stem Cells]。
筋線維細胞表面の Notch リガンド DLL1 は、衛星細胞上の Notch と相互作用し、 Notch シグナル
を活性化するが、加齢と共に DLL1 の発現量は減少する[Conboy et al. 2003 Science]。 

研究代表者らは、世界のフロントランナ
ーとして、Notch の細胞外部位における糖
鎖修飾が、その活性化に重要な役割を果た
し て い る こ と を 明 ら か に し て き た
[Takeuchi et al. BBRC 2014]。Notch の細
胞外部位には、29-36 個の上皮増殖因子様 
(EGF) ドメインの繰り返し構造が存在し、
この部分がリガンドとの結合を担う(図
1)。研究代表者は、Notch の EGF ドメイン
のコンセンサス配列中のセリン残基に O-
グルコースを付加する糖転移酵素 POGLUT1
を、Notch の活性化に必須の因子として同
定 し た  [Acar*, Jafar-Nejad*, 
Takeuchi*, et al. Cell 2008]。また、O-
グルコース糖鎖のキシロース伸長を担う 3
種のキシロース転移酵素の発見にも貢献
した[Sethi et al. J Biol Chem 2010, 
2012]。ショウジョウバエでは、O-グルコー
ス糖鎖のキシロースによる伸長は、Notch
の活性化を抑制する [Lee et al. 2013、
2017 Plos Genetics]。 
 
２．研究の目的 
加齢に伴い、全ての個体が筋ジストロフィーを発症する訳ではないので、POGLUT1 の p.D233E 変
異により、Notch の糖鎖修飾に正常個体とは異なる何らかの質的な変化が起こり、衛星細胞の
Notch シグナル情報処理能力が変化し、筋ジストロフィーの発症に至ると考えられる。正常な成
体個体の衛星細胞における Notch シグナルの多様で複雑な調節要因を生命時間軸に沿って解き
明かすことが本研究の核心的な問いである。衛星細胞における Notch シグナルの O-グルコース
糖鎖修飾による調節機構を明らかにすることが本研究の目的である。細胞生物学的手法により、
O-グルコース糖鎖の Notch 受容体選択性を調べる。 
 
３．研究の方法 

HEK293T 細胞にマウス Notch の細胞外ドメインを発現させ、Ni-NTA アガロースカラムにより
精製する。Notchタンパク質をプロテアーゼにより消化し、消化産物を Zip-Tip で精製後、Fusion 
LC-MS/MS (Thermo Fisher) にて解析する。以上の操作により、Notch の各 EGF ドメインにおけ
る O-グルコース糖鎖グライコフォームを半定量し、相対値として決定する。 
HEK293T 細胞にて、POGLUT1、XXYLT1 を個々にノックアウトした細胞、および GXYLT1 と GXYLT2
の両者をノックアウトした細胞を用いて、Notch 細胞外ドメインの培地への分泌レベルをウェス
タンブロッティングにより観察する。トランスフェクション効率とタンパク質の分泌のノーマ
ライズのために、EGF ドメインを持たないヒト IgGを共発現させる。 

研究代表者は、H29 年度より科研費スタート支援の助成を受け、O-グルコース糖鎖のキシロ
ースによる伸長の意義を明らかにするために、Notch1 上の O-グルコース糖鎖を解析している過
程で、従来報告のない、キシロースとは異なる別の糖鎖による伸長経路が Notch1 の 10 番目の



 

 

EGF ドメイン特異的に存在することを見出した。この新たな伸長は、ガラクトースとシアル酸の
付加によるものであると仮定すると、すべての予備的実験データを合理的に説明することがで
きるので、これを便宜上 GG 型と呼び、従来のキシロース伸長を受けた O-グルコース糖鎖を GX
型と呼ぶ。この新奇 GG型糖鎖は、EGF10 上に GX型と同程度存在し、GX型を合成するキシロース
転移酵素のノックアウトにより GG型が増加することから、生合成上、両者は競合関係にあるこ
とが強く示唆された。Notch1 の質量分析で、GG型と GX型の両方で修飾されているペプチドは検
出されていないことから、両者は、同一の O-グルコース単糖に付加した異なる伸長体である可
能性が高い。ここでは、HEK293T 細胞に発現させた Notch1 の EGF10 を含む糖ペプチドを対象と
して GG型糖鎖の付加位置と構造を決定し、生合成の責任酵素を同定する。付加位置の解析のた
め、O-グルコース修飾部位であるセリン 378 をアラニンに置換する。研究代表者の仮説が正しけ
れば、GG型と GX型の両方が消失するはずである。消失しない場合には、当該ペプチドに存在し
ている 3個のセリンまたはスレオニンをアラニンに置換し同様に検証する。さらに、多面的な手
法を用いて、GG 型糖鎖構造の完全解明を試みる。予備的実験において、シアル酸特異的なオキ
ソニウムイオンおよびヘキソース-ヘキソースのニュートラルロスを検出したことから、GG型三
糖構造はシアル酸-ガラクトース-グルコースであることが推測された。精製、濃縮した EGF10 由
来の糖ペプチドを加水分解し、DIONEX HPLC による構成糖分析を行うとともに、部分メチル化ア
ルジトールアセテート法を用いて糖鎖の結合様式を GC/MS で決定する。一方、メチル化糖鎖は
Li イオン存在下で糖鎖結合特異的なフラグメントイオンを環開裂により生成する。beta 脱離で
糖ペプチドから遊離させた糖鎖を完全メチル化し、Liイオン存在下で direct infusion 法を用
いた質量分析を行う。糖鎖のアノマーについてはエキソグリコシダーゼによって同定を試みる。 

さらに、上で決定した糖鎖構造に基づいて、その基質特異性から生合成を担う糖転移酵素遺
伝子を推定する。コペンハーゲン大学で Henrik Clausen 博士らにより作製されている糖転移酵
素遺伝子欠損 HEK293T 細胞株を入手し、それらの細胞において Notch1 を発現させ、質量分析に
より GG型糖鎖修飾が消失するか調べる。消失が確認できたら、野生型遺伝子の過剰発現による
救済実験を行い、特異性を確かめる。 
 
４．研究成果 

図 2 に、HEK293T 細胞に発現させた NOTCH1 と NOTCH2 の O-グルコース糖鎖解析結果を示した
[Urata et al. Cells 2020]。野生型の細胞由来のNotch においては、O-グルコース付加のコン
センサス配列を有するほぼ全ての EGF ドメインにおいて、O-グルコース糖鎖修飾が生じており、
かつ、O-グルコース三糖構造が主要なグライコフォームであることが判明した。一方、O-グルコ
ース糖鎖のキシロース伸長については、EGF ドメイン間で違いが見られた。特に、NOTCH1 の EGF27
並びに EGF28 においては、ほとんどキシロース伸長が見られず、O-グルコース単糖が主要なグラ
イコフォームであった。また、非常に興味深いことに、Notch の質量分析を行っている過程で、
NOTCH1 の EGF10 において、O-グルコース糖鎖のキシロース伸長以外の伸長型糖鎖構造も見出し
た。これについては、本稿の後半で詳細な分析結果を記述する。さらに、我々は、NOTCH3 及び
NOTCH4 についても分析を試みたが、原因は不明であるが、質量分析に必要な十分量のタンパク
質量を得ることができず、これらの Notch タンパク質の O-グルコース糖鎖修飾の網羅的な解析



 

 

には至らなかった。 
次に、我々は、NOTCH1 及び NOTCH2 を、GXYLT1 と GXYLT2 のダブルノックアウト細胞、並び

に、XXYLT1 のシングルノックアウト細胞に発現させ、同様に質量分析による O-グルコース糖鎖
修飾を解析した。その結果、当初の予想通り、GXYLT1 と GXYLT2 のダブルノックアウトによって、
キシロース伸長が消失し、XXYLT1 のノックアウトにより、O-グルコース三糖構造は消失した。
また、GXYLT1 と GXYLT2 のダブルノックアウトによりキシロース伸長が消失すると、NOTCH1 の
EGF10 において、前述した新奇糖鎖構造が増える様子が観察された。この EGF ドメイン以外に、
NOTCH1 EGF12、NOTCH2 EGF12、そして、NOTCH2 EGF33でも、GXYLT1 と GXYLT2のダブルノックア
ウト時に新奇糖鎖構造が検出された。このことは、O-グルコース糖鎖のキシロース伸長は、新奇
糖鎖構造の生合成を抑制していることを示唆している。 

O-グルコース糖鎖のキシロース伸長がNotch の機能に与える影響を調べた。内因性の NOTCH1
及び NOTCH2 の細胞表面における発現レベルをフローサイトメーターによって特異的な抗体を用
いて調べたところ、NOTCH1及びNOTCH2の細胞表面発現レベルは、野生型の細胞、GXYLT1と GXYLT2
のダブルノックアウト細胞、並びに、XXYLT1 のシングルノックアウト細胞において有意な差は
観察されなかった。一方、全長型のNOTCH1 及び NOTCH2 を強制発現させると、キシロース転移酵
素のノックアウト細胞においては、野生型の細胞に比べて、細胞表面発現レベルが低下すること
が分かった。このことが、Notch の細胞外部位の EGF ドメインにおける糖鎖修飾の違いに起因し
ていることを直接的に確かめるために、我々は、Notch の細胞外部位の EGF リピート部分を強制
発現させ、細胞外への分泌量を測定した。その結果、全長型の発現実験における結果と同様に、
NOTCH1 及び NOTCH2 の EGF リピートを含む細胞部位の培養上清への分泌量は、キシロース転移酵
素のノックアウトによって、減少することが分かった (図 3)。以上のことは、O-グルコースの
キシロース伸長が、Notch EGF リピートのタンパク質の安定性、品質管理に寄与していることを
示唆している。今後、この糖鎖修飾による Notch 受容体の品質管理の分子機構を解明していく必
要がある。 

我々は、新奇 GG型糖鎖について、その詳細な構造解析を行った。まず、結合しているアミノ
酸を同定するために、NOTCH1 EGF10 の O-グルコース糖鎖付加部位であるセリン 378 をアラニン
に置換した NOTCH1 を細胞に発現させ、質量分析にて解析を行った。その結果、我々の予測通り、
従来から知られている GX 型糖鎖も新奇 GG 型糖鎖も、両方とも消失した。このことは、新奇 GG
型糖鎖は、従来の O-グルコース糖鎖の新しい伸長構造を持つ糖鎖構造であることを強く示唆し
た。このシアリダーゼとガラクトシダーゼを用いて糖鎖構造を調べると、O-グルコースに付加し
ているのは、ガラクトースであり、beta1-4 結合であることが示唆された。さらに、ジョージア
大学の Tiemeyer 博士並びに青木博士による化学的な分析によって、この新奇 GG型糖鎖は、シア
リルラクトース、すなわち、Siaalpha2-3Galbeta1-4Glc であることが判明した。そこで、我々
は、デンマーク、コペンハーゲン大学の Clausen 博士並びに成松博士より、シアル酸転移酵素、
及びガラクトース転移酵素のノックアウト細胞の供与を受け、この新奇 GG型糖鎖の責任酵素の
同定を試みた。ST3Gal酵素群、並びにB4GalT 酵素群は、複数のアイソザイムからなるファミリ
ーである。我々の予備的検討では、それらのアイソザイムは全て、HEK293T 細胞に発現している。
しかしながら、面白いことに、Notch 上に見出された新奇 GG 型糖鎖の生合成には、ST3Gal ファ
ミリーのうちの 1 種類のアイソザイム、B4GalT ファミリーのうちの 1 種類のアイソザイムが、
その生合成に特異的に必要であることが分かった。 
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