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研究成果の概要（和文）： 

 糖鎖はタンパク質の主要な翻訳後修飾分子の一つであり、様々なタンパク質の機能を制御し

ている。糖鎖には N 型糖鎖と O 型糖鎖があるが、O 型糖鎖の中で、O-GlcNAc という糖鎖によ

る修飾に着目し、カルシウムシグナルタンパク質やイオンチャネルに対する影響について研究

を行った。ラット成体心筋細胞を用いて様々なタンパク質について検討したが、心機能の制御

に中心的役割を演じているカルシウムシグナルタンパク質の一つであるホスホランバンが

O-GlcNAc による修飾を受けること、またその修飾がリン酸化を抑制し心機能を低下させるこ

とを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The glycosylation is one of the major post-translational modification, which regulates the 

function of various proteins. There are two types of glycosylation, N-linked and O-linked. 

Here, I studied about the effect of O-GlcNAcylation, one of the O-linked glycosylation, on 

the function of cardiac calcium-regulating proteins and ion channels. Although we 

examined such various proteins in rat adult cardiomyocytes, it was found that 

O-GlcNAcylation of phospholamban, which plays a crucial role in the regulation of cardiac 

function, was increased, and, simultaneously, its phosphorylation was inhibited, resulting 

in the reduction of cardiac function.    
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１．研究開始当初の背景 

心臓の収縮は、心筋収縮関連タンパク質に

より制御されているが、その中でもカルシウ

ム制御タンパク質による細胞内カルシウム
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の変化が重要な役割を演じている。カルシウ

ム制御タンパク質は局在により二つに分類

でき、１、細胞膜にあるカルシウムチャネル

やトランスポーター（L 型カルシウムチャネ

ル、Na－Ca 交換体、細胞膜 Ca－ATPase な

ど）２、心筋小胞体タンパク質（筋小胞体

Ca－ATPase、ホスホランバン、リアノジン

受容体、カルセクエストリン、サルコリピン

など）となっており、これらのタンパク質の

異常により心筋症が発症している。また、心

臓のリズムは、ナトリウムチャネルやカリウ

ムチャネルなどのイオンチャネルが重要な

役割を演じていて、それらの異常が致死性不

整脈の原因となっているという報告は枚挙

に暇がない。 

タンパク質の 50%以上は糖鎖修飾を受け

ており､翻訳後修飾反応の中で最も頻度が高

い｡多くの生命科学の領域で､糖鎖が重要な

機能をもっていることが明らかになり､癌､

感染症､ｱﾚﾙｷﾞｰ､生活習慣病､神経変性疾患､

筋肉変性疾患､糖鎖不全症といった病態で､

その成因､診断や治療に直接あるいは間接的

に糖鎖の関与が指摘されている｡タンパク質

への糖鎖転移の様式は、大きく２つに分類さ

れ、１つは N-結合型糖付加（N 型糖鎖）で

あり、もう１つは O-結合型糖付加（O 型糖鎖）

であるが、申請者らはこれまでそれらの機能

解析を行ってきた。両者における代表となる

実績を示す。 N 型糖鎖 N 型糖鎖は、細胞

膜タンパク質に高率に修飾し、それらの機能

や局在に関与しているが、申請者らは癌遺伝

子である Erb ファミリーの一つの ErbB3 の

糖鎖を解析し、ある糖鎖の付加部位に変異を

入れると、リガンドの存在なしに自己リン酸

化し、ErbB2 とのヘテロダイマーを形成し、

Erb のシグナルが常に走ることにより細胞が

癌化すること、すなわち、糖鎖がないとレセ

プターが正常に機能しないことを証明した。 

O 型糖鎖 O 結合型β-N-アセチルグルコサ

ミン(O-GlcNAc)という O 型糖鎖に焦点を絞

った。O-GlcNAc のタンパク質への修飾部位

がセリン、スレオニンであることからセリン、

スレオニンキナーゼのリン酸化部位と競合

し、リン酸化の調節、細胞内シグナル伝達、

あるいは核内での転写の制御に重要な役割

を演じていることが報告されている。心臓の

機能は、様々なタンパク質のリン酸化で制御

されているので、そのリン酸化に O-GlcNAc

が影響しているとすると、O-GlcNAc が心機

能の新たな調節因子ということも考えられ

る。申請者らは最近、主要な心筋収縮関連タ

ンパク質であるSERCA2aの制御因子である

ホスホランバンが O-GlcNAc の修飾を受け

ることを証明した。 

 

 

２．研究の目的 

糖鎖はタンパク質の主要な翻訳後修飾分

子の一つであり、様々なタンパク質の機能を

制御している。本研究では、心筋の収縮に重

要な働きをしているカルシウム制御タンパ

ク質や心調律と関連性のあるイオンチャネ

ルに対して N 型糖鎖や O 型糖鎖による修飾

がどのように影響するかを追求することに

より、心筋収縮機能や心調律に与える糖鎖の

影響を明らかにし、糖鎖を標的とした心不全

や不整脈の治療に対する in vivo を含めた基

礎データを提供することを目的とした。将来

的には糖鎖だけでなく、他の翻訳後修飾によ

る心機能や不整脈の制御メカニズムにも視

野を広げていく予定である。 

 

 

３．研究の方法 

N 型糖鎖による制御の検討 

１）細胞膜にあるイオンチャネルやトランス

ポーター（ナトリウムチャネル、カリウムチ

ャネル、L 型カルシウムチャネル、Na－Ca

交換体など）の N 型糖鎖修飾の有無とその役

割の検討 

(ⅰ) 糖鎖付加部位の同定 

心機能や不整脈に関与すると考えられる心

筋細胞膜タンパク質（ターゲットタンパク

質）に対して、N 型糖鎖の修飾の有無をペプ

チド:N-グリカナーゼ（PNGase）などの切断

酵素により調べ、修飾の確認されたターゲッ

トタンパク質に対して、その部位を同定する。

糖鎖修飾の欠失したタンパク質（アスパラギ

ン残基の変異体）を作製し分子量の変化の有

無で確認した。 

(ⅱ）ターゲットタンパク質の糖鎖機能や局在

変化の検討 



 

 

糖鎖欠失ターゲットタンパク質を COS-1 細

胞に発現させ、野生型タンパク質に比し局在

に変化が見られないかどうかについて共焦

点レーザー顕微鏡などを用いて検討した。イ

オンチャネル機能はパッチクランプ法によ

って検討した。 (Ai T. et al Circulation 

105:2592-2594, 2002)。 

O 型糖鎖（O-GlcNAc）による制御の検討 

２）心筋小胞体タンパク質（筋小胞体 Ca－

ATPase、リアノジン受容体、カルセクエス

トリン、サルコリピンなど）の O 型糖鎖

（O-GlcNAc）の役割の検討 

近年 O 型糖鎖である O-GlcNAc が注目され、

それによるタンパク質の修飾部位がセリン、

スレオニンであることからセリン、スレオニ

ンキナーゼのリン酸化部位と競合し、リン酸

化の調節、細胞内シグナル伝達、あるいは核

内での転写の制御に重要な役割を演じてい

ることが報告されてきている（図１）。 

 

 

 

申請者らは心筋小胞体タンパク質の一つ

であるホスホランバンがO-GlcNAcにより修

飾され、そのリン酸化が抑制されることを証                                      

明した。本研究ではその他の心筋小胞体タン

パク質（筋小胞体 Ca－ATPase、リアノジン

受容体、カルセクエストリン、サルコリピン

など）やイオンチャネルに対して、そのリン

酸化による制御にO-GlcNAcの関与があるか

について検討した。リン酸化に影響しない場

合でも、タンパク質が O-GlcNAc 化されるこ

とにより機能変化を起こす可能性もあるた

め、それも合わせて検討した。 

（ⅰ）O-GlcNAc が心筋小胞体タンパク質や

イオンチャネルに結合しているかについて

免疫沈降法を用いて検討した。 

（ⅱ）結合が認められたら、その修飾がその

タンパク質のリン酸化に影響を及ぼしてい

るかを、O-GlcNAc の修飾の存在、非存在下

で、in vitro でリン酸化酵素を反応させ、リ

ン酸化抗体によるウエスタンブロットによ

り検討した。 

（ⅲ）心機能との関連を明らかにするため、

ラット単離成体心筋細胞を用い、O-GlcNAc

の修飾の存在、非存在下で、１～３Hz で電

気刺激を与え、心機能（短縮率など）やカル

シウムトランジエント（Fura-2 を用いて）を

測定した(Nakai, A. et al Nat. Med. 13: 

619-624, 2007)。また、イオンチャネル機能

は、ラット単離成体心筋細胞を用い、パッチ

クランプ法で測定した。 

 

 

４．研究成果 

心機能の制御に中心的役割を演じている

カルシウムシグナルタンパク質の一つであ

るホスホランバンが O-GlcNAc による修飾を

受けること、またその修飾がリン酸化を抑制

していることを証明した。さらに、ホスホラ

ンバンのリン酸化の抑制あるいは O-GlcNAc

化そのものにより、心機能が低下している可

能性が示唆され、糖尿病性心筋症の１つのメ

カニズムと考えられた。現在、ホスホランバ

ンノックアウトマウスを入手し、O-GlcNAc 転

移酵素（OGT)マウスとの交配により in vivo

において検証し、データが揃ってきている。

その他、心筋に発現しているイオンチャネル

やトランスポーターについても解析し、デー  

タの集積中である。 

  O-GlcNAc という糖鎖は、糖尿病、アルツ

ハイマー病などの病態で増加し、それらの病

態と深く結びついていると考えられるが、そ

の分子メカニズムはよくわかっていない。本

研究は、その病態の分子メカニズムを解明し

それらの治療の基礎研究という点で意義が

あると思われる。 
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