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研究成果の概要（和文）：細胞質のタンパク質や核タンパク質の O 結合型 N-アセチルグルコサミ

ン（O-GlcNAc）修飾は基本的な細胞機能を調節しており、また糖尿病や神経変性疾患の病因にか

かわっている。この細胞内で起こる O-GlcNAc 修飾は、単一の O-GlcNAc トランスフェラーゼ、

OGT によって触媒される。本研究課題では、新規な OGT である EOGT が細胞外での O-GlcNAc
修飾にかかわっていることを報告する。OGT と EOGT はどちらもヘキソサミン経路によって調節

されているが、EOGT は小胞体内腔に局在していて、OGT に非依存的に GlcNAc を上皮増殖因子

様ドメイン転移する。Eogt が失われると、頂端側細胞外マトリックスの異常が引き起こすものと

似た表現型が見られるようになる。膜に係留されている細胞外タンパク質の Dumpy は O-GlcNAc
修飾されており、EOGT は Dp 依存性の上皮細胞－マトリックス相互作用に必要である。したがっ

て、分泌型糖タンパク質や膜糖タンパク質の O-GlcNAc 修飾は、細胞表面で起こる細胞間相互作

用、あるいは細胞とマトリックスの間の相互作用の今まで知られていなかったメディエーターで

ある。 
 
研究成果の概要（英文）：The O-linked- N -acetylglucosamine (O-GlcNAc) modifi cation of cytoplasmic 
and nuclear proteins regulates basic cellular functions and is involved in the aetiology of diabetes and 
neurodegeneration. This intracellular O-GlcNAcylation is catalyzed by a single O-GlcNAc transferase, 
OGT. Here we report a novel OGT, EOGT, responsible for extracellular O-GlcNAcylation. Although both 
OGT and EOGT are regulated by hexosamine fl ux, EOGT localizes to the lumen of the endoplasmic 
reticulum and transfers GlcNAc to epidermal growth factor-like domains in an OGT-independent manner. 
Loss of Eogt gives phenotypes similar to those caused by defects in the apical extracellular matrix. Dumpy, 
a membrane-anchored extracellular protein, is O-GlcNAcylated, and EOGT is required for Dp-dependent 
epithelial cell – matrix interactions. Thus, O-GlcNAcylation of secreted and membrane glycoproteins is a 
novel mediator of cell – cell or cell – matrix interactions at the cell surface. 
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１．研究開始当初の背景 
  タンパク質の多彩な翻訳後修飾は、タン

パク質機能の発現、調節に重要な働きをする

ことが知られている。その中で、O-GlcNAc
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修飾は、細胞内に特有な翻訳後修飾として、

リン酸化と協調・拮抗しながら、シグナル伝

達、転写、翻訳、タンパク質分解などの基本

的な細胞機能に重要な働きをする。O-GlcNAc
は細胞内の栄養センサーとしても働くととも

に、細胞分化の際のエピジェネティク制御に

も関与することも報告されている。また、

O-GlcNAc 修飾の異常は、糖尿病やアルツハイ

マー病などの神経変性疾患の病因と関連があ

ると考えられている。 
 O-GlcNAc 修飾は、Gerald Hart らのグループ

により発見されてから２５年以上経過するが、

細胞内に特異的な翻訳後修飾であると、これ

まで長く信じられており、唯一の O-GlcNAc
転移酵素であるOGTがO-GlcNAc修飾を担っ

ているとされてきた。しかしながら、我々は、

ショウジョウバエ Notch 受容体の細胞外ドメ

インの翻訳後修飾を解析する過程で、

O-GlcNAc 型糖鎖修飾が細胞外に存在する新

たな知見を得た(Matsuura A et al. J. Biol. Chem. 
2008)。さらに、研究代表者を中心とした研究

グループは、細胞外の O-GlcNAc 修飾に関与

する新規の遺伝子（Eogt）を単離することに

成功した。 
 このことは、以下の２つの興味深い仮説を

提供する。第一に、細胞外 O-GlcNAc も栄養

センサーとして働き、細胞がその栄養状態に

応じて、細胞外タンパク質の O-GlcNAc レベ

ルを変動させ、細胞外環境を適切な状態に調

節する新たな生命システムが存在する可能性

が示唆される。第二に、O-GlcNAc に栄養セン

サーとは独立した働きがあり、細胞外のタン

パク質機能を調節し、発生、分化プロセスを

含む多様な生体機能を調節する新規の分子メ

カニズムが存在する可能性が示唆された。実

際に、生化学的解析とバイオインフォマティ

クスによる予測により、EOGT は、Notch 受容

体のみならず、Notch 受容体のリガンド(Delta
や Serrate/Jagged)、細胞外マトリックスタンパ

ク質の Dumpy など多様な細胞外タンパク質

の翻訳後修飾に関与すると予想された。また、

哺乳動物においても EOGT ホモログ分子が存

在していることより、細胞外 O-GlcNAc 修飾

は、進化的に保存された新規翻訳後修飾とし

て、多様な生体機能の調節に重要な役割担っ

ており、ヘキソサミン経路の異常と関連のあ

る糖尿病、神経変成疾患における細胞外

O-GlcNAc 修飾レベルの異常が、これらの疾患

の病態に関与している可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景をふまえ、細胞外 O-GlcNAc 修

飾の機能解明へ向けた第一段階として、本研

究課題では ⑴ショウジョウバエ EOGT 変異

体の表現型の解析、⑵Eogt 変異体の表現型に

関連した O-GlcNAc 修飾タンパク質の同定、

⑶O-GlcNAc 付加によるタンパク質機能の制

御機構の解明を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴ショウジョウバエEogt変異体の表現型の解

析 
 EOGT により修飾を受ける Notch 受容体は、

神経発生を始めとした発生や細胞分化の多様

なプロセスに関与することが知られている。

細胞外 O-GlcNAc 修飾の Notch シグナルにお

ける役割を明らかにするため、Notch シグナル

を解析するために最適なモデル生物であるシ

ョウジョウバエを用いて変異体の解析を行っ

た。予備的研究に述べたように、ショウジョ

ウバエ Eogt の zygotic 変異体は、２齢幼虫か

ら３齢幼虫の段階で致死となり、細胞外

O-GlcNAc が発生過程で必須な役割を果たす

ことが明らかになった。そこで、モザイク解

析により、Notch シグナルの消失に特徴的な表

現型(rough eye、wing margin loss、thickened 
wing vein など）の有無を検討した。また、胚

発生過程においては、Neurogenic phenotype の

有無を、ELAV や HRP 染色を行なうことで、

発生過程における Eogt の Notch シグナルへ

の関与を検討した。 
 予備的研究の結果、Eogt 変異体のモザイク

解析をすると、翅の形成に異常（wing blister）
が認められ、細胞接着の異常を示唆するデー

タが得られた。よって、EOGT は、Notch シグ

ナル依存的プロセスとともに、細胞と細胞外

マトリックス相互作用に関与している可能性

が示唆された。ショウジョウバエの翅の形成

には、細胞と細胞外マトリックス間の正常な

相互作用が必要であるが、少なくとも以下の

２つの独立した機序の関与が提唱されている。

第一に、インテグリン等の接着分子は、上皮

細胞と基底膜側の細胞外マトリックスの接着

に必要とされる。第二に、上皮細胞と apical
側の細胞外マトリックス(apical extracellular 
matrix: ECM)との接着も重要であり、詳細な分

子機序は不明であるが、膜貫通タンパク質の

Dumpy や Piopio が関与すると考えられている。

そこで、細胞外 O-GlcNAc 修飾が上記のいず

れのプロセスに関与するか検討するために、

EOGT の変異体を用いて以下の表現型の有無

について検討を行った。第一に、インテグリ

ン依存的な細胞接着は、muscle と tendon cells
との接着に必要であることから、その異常は

胚発生の過程で muscle detachment の表現型を

呈する。よって、EOGT 変異体のトロポミオ



シン染色などを行うことにより、筋構築が正

常か否かを調べた。一方、Dumpy や Piopio の

異常は、cuticle が上皮から剥離する cuticle 
detachment の表現型を示す。そこで、EOGT
の変異体の胚もしくは幼虫を用いて、電子顕

微鏡観察をすることにより、cuticle の形成に

異常がないか検討した。 
 

⑵ EOGT 変異体の表現型に関連した

O-GlcNAc 修飾タンパク質の同定 
① O-GlcNAc 修飾をうける細胞外マトリック

スタンパク質の同定 
 上述した実験結果に基づき、細胞・マトリ

ックス相互作用に関与するO-GlcNAc修飾分

子を同定した。インテグリン依存的な細胞・

マトリックス相互作用に関与する分子の中で、

EGFドメインを有し、かつO-GlcNAc修飾部位

をもつ分子として、インテグリンやラミニン

が考えられた。一方、aECMを構成する分子の

中では、Dumpyが候補分子として考えられた。

そこで、第一に、EOGTがインテグリンやラミ

ニン、Dumpyとの遺伝的相互作用により、wing 
blisterなどの表現型が増強するか検討した。 
 また、独立したアプローチとしてCTD110.6
抗体によるイミュノブロットにより、

O-GlcNAc修飾分子の同定を試みた。特に、

EOGTの過剰発現により、約2メガダルトン付

近のタンパク質のO-GlcNAc修飾レベルが上

昇することを見出しており、約２万アミノ酸

からなるDumpyが、基質としての有力候補の

１つとして考えられた。野生型の２齢幼虫よ

り抽出したCuticleタンパク質を用いて、

Dumpy抗体による免疫沈降後、O-GlcNAc抗体

で検出することにより、DumpyのO-GlcNAc修
飾の検出を行った。 
 
② Notch 受容体の O-GlcNAc 修飾 
 生体内における Notch 受容体の O-GlcNAc
修飾の確認のためには、野生型と Eogt 変異体

の２齢幼虫の抽出液を調製し、Notch 受容体の

細胞内領域に対する抗体で免疫沈降を行ない、

野生型のサンプルにおける Notch 受容体の

O-GlcNAc 抗体によるシグナルが、Eogt 変異

体のサンプルでは消失することを示すことを

試みた。 
 

⑶GlcNAc 付加によるタンパク質機能の制御

機構の解明 
 インテグリン、ラミニンの機能は、過去の

報告に基づき、内在性のインテグリンを発現

する S2R+細胞を利用し、Eogt の RNAi による

発現抑制により、S2R+細胞のインテグリン依

存的な細胞接着が阻害されるかなどの検討を

行なった。一方、Dumpy を介した細胞接着を

検討する実験系はこれまでに、報告されてお

らず、分子機能も不明である。そこで、Eogt
変異体を用いて Dumpy の局在の検討を行っ

た。 
 
４．研究成果 
 O-GlcNAc 修飾を触媒する糖転移酵素遺伝

子 Eogt のショウジョウバエ変異体を作成し、

EGF ドメインの O-GlcNAc 修飾の生理機能の

解明を目指した。Eogt 変異体の表現型の解析

を行なったところ、Notch 受容体の O-GlcNAc
修飾は消失したものの、Notch シグナルに関連

した表現型は認められなかった。一方、電子

顕微鏡観察より Eogt 変異体において、Cuticle
が上皮から剥離する表現型が観察された。実

際、Cuticle から抽出したタンパク質を用いて

O-GlcNAc 抗体でイミュノブロットを行なっ

た所、高分子量のタンパク質が選択的に

O-GlcNAc 修飾を受け、Eogt の変異体では、

その O-GlcNAc 修飾が消失していることが明

らかになった。免疫沈降の結果、O-GlcNAc
修飾を受けるタンパク質としてアピカル側の

細胞外マトリックスタンパク質である Dumpy
が同定された。Eogt 変異体では、Dumpy の局

在の変化が認められ、Eogt と Dumpy は遺伝学

的相互作用を示した。以上の結果より、

O-GlcNAc は Dumpy 依存的な細胞・細胞外マ

トリックス間相互作用に必要であることが示

唆された。一方、インテグリン依存的な細胞

間相互作用には異常を認めなかった。以上の

結果より、O-GlcNAc 修飾は、細胞内で機能す

るのみでなく、細胞間もしくは、細胞と細胞

外マトリックス間の相互作用に関与する新規

のメディエーターとして働くことが明らかに

なった。 
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