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研究成果の概要（和文）：本研究は、O型糖鎖がタンパク質のフォールディングのみならず、細胞内輸送や分泌
にも重要な役割を果たすことを明らかにし、糖鎖生物学に新たな視点を提供した。DLK1の糖鎖修飾マップと機能
解析により、関連疾患の理解や創薬への応用も期待される。さらに、O型糖鎖欠損がDLK1とNOTCH1で異なる輸
送・分解経路を誘導することが示唆され、今後、O型糖鎖を介した分泌・分解の仕分け機構の解明が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：The present study provides a new perspective on glycobiology by 
demonstrating that O-glycans play important roles not only in protein folding but also in 
intracellular transport and secretion; the glycosylation map and functional analysis of DLK1 are 
also expected to have applications in understanding related diseases and drug discovery. 
Furthermore, it was suggested that O-glycan deficiency induces different transport and degradation 
pathways in DLK1 and NOTCH1, and it is expected that the sorting mechanism of O-glycan-mediated 
secretion and degradation will be elucidated in the future.

研究分野：生化学、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
本研究は、O 型糖鎖がタンパク質フォールディングのみならず、細胞内輸送および分泌においても積極的に機能
しているという新たな知見を提供し、糖鎖生物学の理解を一層深化させるものである。また、DLK1 の O 型糖鎖
修飾マップの確立とそれに基づく機能解析により、DLK1 関連疾患の病態解明や糖鎖を標的とした創薬への応用
が期待される。今後、同様の解析を Notch1 にも適用することで、O型糖鎖の分泌、もしくは、分解経路への仕
分け機構の基本原理の理解と、O型糖鎖修飾が主役となるタンパク質の細胞内動態に関する新たなパラダイムが
提示されることが期待される。

※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 

 タンパク質の翻訳後修飾の⼀つである糖鎖修飾は、細胞間相互作⽤や細胞シグナリング、タン

パク質の安定性、局在、分泌など、さまざまな⽣命現象の制御において極めて重要な役割を果た

している。特に、上⽪成⻑因⼦様（EGF）ドメインを有する膜タンパク質には、O-フコース（O-

Fuc）、O-グルコース（O-Glc）、O-GlcNAc などの O 型糖鎖が選択的に付加されることが知ら

れている。Notch 受容体においては、これらの O 型糖鎖が適切なタンパク質の構造形成、リガ

ンド結合、細胞表⾯への輸送に重要な役割を果たすことが明らかにされている。O 型糖鎖が 

EGF ドメインの安定化に寄与することも報告されているが、その安定化機構と分泌経路との関

連性については未解明であった。 

 また、O 型糖鎖修飾を受ける複数の EGF ドメインを連続して有する膜タンパク質は、Notch 

以外にも存在し、Notch 受容体リガンドもその⼀つである。中でも Delta-like 1 homolog（DLK1）

は、O 型糖鎖の存在も以前から報告されており、脂肪細胞の分化制御、がんの進展、内分泌疾

患など、多様な⽣理機能に関与する重要な分⼦である。しかし、DLK1 に対する O 型糖鎖修飾

の機能的意義は他のリガンドタンパク質と同様に、これまでほとんど明らかにされてこなかっ

た。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、Notch 受容体およびリガンド様タンパク質 DLK1 の EGF ドメインに付加され

る O 型糖鎖が、細胞内輸送および分泌において果たす役割を明らかにすることを⽬的とした。

具体的には、3 種類の糖転移酵素（POFUT1、POGLUT1、EOGT）の⽋損が O 型糖鎖修飾お

よび分泌過程に与える影響を解析し、O 型糖鎖が EGF ドメインの安定化にとどまらず、細胞

内の分泌経路における制御因⼦として機能する可能性を検証した。また、DLK1 においては、O 

型糖鎖修飾マップを網羅的に解析することで、翻訳後修飾間の相互作⽤（クロストーク）を含む

新たな⽣化学的知⾒の発⾒も⽬指した。 

 

３．研究の方法 

 HEK293T 細胞に Notch1 または DLK1 の細胞外領域（DLK1-ECD）を発現させ、トリプ

シンおよびキモトリプシンによる酵素消化後、質量分析（LC-MS/MS）により EGF ドメイン

ごとの糖鎖修飾を部位特異的かつ半定量的に同定した。次に、CRISPR/Cas9 システムを⽤いて、

POFUT1（O-Fuc 転移酵素）、POGLUT1（O-Glc 転移酵素）、EOGT（O-GlcNAc 転移酵素）

をそれぞれ⽋損させた HEK293 細胞株を作製し、それぞれの酵素⽋損が Notch1 または 

DLK1 の分泌および輸送に与える影響を解析した。分泌効率は、ウェスタンブロットにより細

胞外（培養上清）と細胞内タンパク質の⽐率を測定することで評価した。さらに、DLK1 の⼩胞

体からの輸送効率を定量化するために RUSH（Retention Using Selective Hooks）システムを⽤



いた。また、特定の O 型糖鎖修飾部位に点変異を導⼊した DLK1 変異体を⽤いて、糖鎖の有

無が輸送過程に及ぼす影響を詳細に検討した。 

 

４．研究成果 

 本研究により、DLK1 の O 型糖鎖修

飾の詳細な様式が初めて明らかとなっ

た。6 つの連続する EGF リピートのう

ち、EGF3、EGF4、EGF6 において O-Fuc 

もしくは O-Glc 修飾が存在することが

質量分析により確認された。さらに、

EGF4 においては EOGT 依存的な O-

Hex 修飾が新たに同定され、この修飾は

従来の O-GlcNAc 修飾と同⼀部位にあるものの、分⼦量としては異なっており、新たな O 型

糖鎖のタイプである可能性があることが⽰された。これにより、DLK1 の網羅的な O 型糖鎖修

飾マップが確⽴された（図１）。 

 糖転移酵素⽋損細胞を⽤いた解析では、POFUT1 または POGLUT1 の⽋損により、Notch1 

および DLK1 の細胞外領域の分泌が⼤幅に低下し、細胞表⾯への輸送も著しく抑制されること

が明らかとなった。⼀⽅、EOGT の⽋損は分泌過程に⼤きな影響を与えなかった。さらに、主

要な O 型糖鎖修飾部位に点変異を導⼊した Notch1 および DLK1 変異体でも同様の分泌障

害が⾒られ、これらの修飾が両タンパク質の分泌に必要であることが⽰された。 

 RUSH システムを⽤いた輸送解析では、Notch1 は⼩胞体にとどまり、ビオチン添加後も細胞

表⾯への輸送は観察されなかった。⼀⽅、DLK1 は 1 時間後には細胞表⾯への輸送が確認され、

POFUT1 または POGLUT1 ⽋損細胞では輸送効率が低下していた。興味深いことに、これら

の⽋損細胞における⼩胞体内に局在す

る DLK1 では、対応する O 型糖鎖修

飾のみに異常が観察された。さらに、in 

vitro で⽋損糖鎖が再構築可能である

かどうか評価した（図２）。重要なこと

に、POFUT1 もしくは POGLUT1 と

の反応により、⽋損していた O 型糖鎖

がほぼ完全に回復することが⽰された

（図３）。O 型糖鎖付加は、正しくフォ

ールドされた EGF ドメイン特異的に

⽣じることから、これらの実験より、O 

型糖鎖の⽋損にもかかわらず、EGF ド

図１ DLK1のEGFリピートを修飾するO型糖鎖の確認と未知のO-型糖鎖の同定
これまでの研究および本研究により、ヒト DLK1 の EGF ドメインに特異的O型糖鎖
修飾について、予測されていた糖鎖付加部位（コンセンサス配列に基づく）と、ヒ
ト⽺⽔から単離された DLK1 に実際に観察された翻訳後修飾（PTM）との間に明ら
かな不⼀致があることが⽰された。 (Tashima et al. FEBS J 2025より引⽤)

図2 EGFドメインのフォールディング状態の評価
Reporter DLK1は、ビオチン⾮存在下でドキシサイクリン処理したPOFUT1⽋損
細胞またはPOGLUT1⽋損細胞に発現させた。⼩胞体にReporter DLK1を、細胞溶
解液から抗FLAG抗体アガロースビーズを⽤いて精製し、N型糖鎖除去酵素で処理
した。POFUT1⽋損細胞から得た脱N型糖鎖DLK1には、GDP-フコースの存在ま
たは⾮存在下でPOFUT1を加えて反応させ、同様に、POGLUT1⽋損細胞から得
たDLK1にはUDP-グルコースとPOGLUT1を加えて反応させた。これらの酵素
（POFUT1およびPOGLUT1）は、正しくフォールディングされたEGFドメインを
認識して修飾を⾏うため、フォールディングが正常なEGFドメインには糖鎖が付
加される。⼀⽅で、フォールディングに異常がある場合は修飾が起こらない。酵
素反応産物はトリプシンとキモトリプシンで消化し、LC-MS/MS解析を⾏った。 
(Tashima et al. FEBS J 2025より引⽤)



メインのフォールディングには明確な異常を

⽰さないことが明らかになった。 

 さらに、DLK1 の EGF3 において N 型糖

鎖と O-Fuc 修飾が同⼀部位に排他的に存在

することが明らかになり、翻訳後修飾間のクロ

ストークの存在を⽰唆する重要な知⾒が得ら

れた。加えて、EOGT 依存的な O-Hex 修飾が 

POFUT1 ⽋損細胞ではわずかに減少してお

り、異なる糖転移酵素間の協調的な機能や構造

変化の影響が考えられた。 

 これらの成果により、EGF ドメインへの O 

型糖鎖の付加がタンパク質の輸送経路選択や

効率に直接関与していることが⽰され、O 型糖鎖の機能的意義を再定義する必要性が⽰された。

DLK1 のような Notch 類似タンパク質においても、糖鎖修飾が細胞表⾯への輸送の制御にも重

要であることが、本研究で初めて明らかになった（図４）。 

 本研究は、O 型糖鎖がタンパク質フォールディングのみならず、細胞内輸送および分泌にお

いても積極的に機能しているという新たな知⾒を提供し、糖鎖⽣物学の理解を⼀層深化させる

ものである。また、DLK1 の O 型糖鎖修飾マップの確⽴とそれに基づく機能解析により、DLK1 

関連疾患の病態解明や糖鎖を標的とした創薬への応⽤が期待される。また、O 型糖鎖の⽋損の

結果、明確な EGF ドメインのミス

フォールディングが⽣じないこと

は、NOTCH1 においても確認され

ている。しかしながら、DLK1 の

場合と異なり、NOTCH1 は O 型

糖鎖の⽋損により、輸送経路が完

全に阻害され、⼀⽅で、分解経路で

も効率的に分解を受けることがな

く、⽐較的安定的に⼩胞体に留ま

っていた。今後は、DLK1 で得ら

れた知⾒をもとに、Notch1 に焦点をあてることで、O 型糖鎖の分泌、もしくは、分解経路への

仕分け機構の基本原理の理解に役⽴つことが期待できる。その結果、⼩胞体内における O 型糖

鎖を介した相互作⽤タンパク質群の機能制御機構の理解が進み、O 型糖鎖修飾が主役となるタ

ンパク質の細胞内動態に関する新たなパラダイムが提⽰されることが期待される。 

 

図４ DLK1の細胞表⾯への輸送におけるO型糖鎖の役割モデル
DLK1は、POFUT1、POGLUT1、EOGTという3つの酵素の働きにより、それぞれO-Fuc、O-
Glc、そして新たに同定されたO-HexといったO型糖鎖で修飾される。POFUT1または
POGLUT1を⽋損しても、他のO型糖鎖の付加は失われておらず、これはDLK1の正しい
フォールディングが完了していることを⽰している。輸送アッセイの結果、POFUT1または
POGLUT1の⽋損によってDLK1の⼩胞体からの輸送が阻害されることが明らかとなったが、
EOGTの⽋損では輸送には影響が⾒られなかった(Tashima et al. FEBS J 2025より引⽤)。

図3 in vitro O型糖鎖付加のLC-MS/MS解析による評価
図２で説明した手法に従って得られたReporter DLK1の酵素処理
サンプルを分析した。未修飾ペプチド（黒線）と、in vitroでO型
糖鎖が付加された糖ペプチド（色分けされた線）の抽出イオンク
ロマトグラムを示している。セリン（S）残基でO-Glcが修飾さ
れた部位は青で、スレオニン（T）残基でO-Fucが修飾された部
位は赤で示した。 (Tashima et al. FEBS J 2025より引用)
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