
１． は じ め に

糖鎖修飾は，タンパク質の翻訳後修飾の中でも古典的で

かつ普遍的なものである．糖鎖は，主として細胞表面や細

胞外基質に豊富に存在し，細胞環境や細胞間相互作用に重

要な役割を果たすと考えられている．糖鎖構造の代表例と

して，N-結合型糖鎖，ムチン型糖鎖，そしてグリコサミ

ノグリカンがあり，その生合成経路や生合成に関わる糖転

移酵素と合成酵素遺伝子もほぼ同定された．また，糖修飾

反応を標的とした阻害剤が開発されており，これらの化合

物や糖転移酵素遺伝子用いて細胞レベル，個体レベルで糖

鎖構造を改変することで，糖鎖機能の多彩な役割の一端が

明らかにされつつある．糖鎖修飾の変化は多様なタンパク

質機能に影響を及ぼすため，細胞機能や生体反応を統合的

に調整するものと考えられていたが，近年，特定のタンパ

ク質機能をも制御できることが明らかになりつつある．こ

うした新たな糖鎖の生理機能の発現には，古典的な糖鎖修

飾とは異なる特殊な糖修飾が関与している．こうした新た

な糖鎖構造は量的に稀であり，よって生化学的解析が困難

であるため，その生理機能の解析は遅れていた．しかしな

がら，生合成に関わる酵素遺伝子の同定が徐々に進むにつ

れて，新型糖鎖の機能が解明されつつある．驚くべきこと

に，これらの糖鎖は生体機能に重要なタンパク質の機能を

特異的に修飾し，個別の生物学的プロセスの制御に重要な

役割を果たすことが明らかになってきた１）．本レビューで

は，著者らがこれまで関わって来た上皮成長因子ドメイン

の糖鎖修飾を中心にして，新たな糖修飾の構造と生理機能

について，概説する．

２． 非典型的な糖鎖修飾

新しいタイプの糖鎖の存在を示す最初のきっかけは，ヒ

トの尿の分析から得られた知見による．１９７５年に Hallgren

らにより，Glcβ１―３Fucα-スレオニンという奇妙なアミノ酸

グリコシド（O-結合型フコース）が同定された２）．一般に，

フコースは非還元末端に位置する糖であることから，非常

に例外的な糖鎖構造であり，由来するタンパク質が当時不

明であったため，この発見は当時ほとんど関心を集めな

かった．その後，２０年以上経過して Hofsteengeらにより，

Glcβ１―３Fucα-の２糖構造は，トロンボスポンジン１（TSP１）

のトロンボスポンジン１型リピート（TSR）を修飾してい

ることが明らかにされた３）．その間，１９８０年代後半には，
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尿や血漿のタンパク質のアミノ酸配列解読の過程で，長

谷・岩永らのグループによりウシの第�因子の上皮成長因

子（EGF）ドメインに，O-結合型グルコースが発見された４）．

また，ウロキナーゼの上皮成長因子ドメインにも，O-結

合型フコースの存在が明らかにされた５，６）．

上皮成長因子ドメインは６個の保存されたシステイン残

基が３個のジスルフィド結合を作ることによって定義され

る小さなモチーフ構造で，基本的に３０から４０アミノ酸で

構成されている（図１）．そして，N末端と C末端にアンチ

パラレル型 βシート構造を持つ２個のサブドメインに分
割できる７）．EGFドメインは，後生動物における基本的な

モジュールであり，何百もの細胞表面もしくは分泌タンパ

ク質に見出される．EGFドメインは，一般的な N-型糖鎖

による修飾を受ける場合もあるが，それ以外に N末端側

のサブドメインが，O-グルコース型糖鎖，O-フコース型

糖鎖で修飾される．最近，我々のグループは，C末端側の

サブドメインもまた，O-GlcNAcによる修飾を受けること

を明らかにした８）．これらの糖鎖の生理機能として，主に

Notch受容体機能における役割を中心に解析が進められて

いる．

３． O-フコース型糖鎖

EGFドメインの O-フコース型糖鎖修飾が，ウロキナー

ゼ型プラスミノーゲンアクチベータ（u-PA）において見

出されたのに続き５，６），組織プラスミノーゲンアクチベータ

（tPA）９），血液凝固因子�１０），�１１），�１２）に含まれる EGFド

メインにおいても同様な構造が同定された．また，コウモ

リの唾液プラスミノーゲンも同様に O-フコシル化される

ことが明らかにされた１３）．最近になり，EGFドメイン特異

的な O-結合型糖鎖は，細胞内シグナル伝達に関連する分

子でも同定されている．このような例として，Notch受容

体とそのリガンド（Delta, Serrate／Jagged）がある１４，１５）．Notch

受容体の細胞外領域は３６個の EGFドメインがタンデムに

並んだリピート構造（EGFリピート）をとっており，そ

の多くの EGFドメインが O-フコース型修飾を受ける１６，１７）．

リガンド結合領域に存在する EGF１２の O-フコース型修飾

部位は進化的に保存されており，実際にショウジョウバエ

から哺乳動物において修飾されることが示されており，

図１ 上皮成長因子ドメインにおける O-結合型糖鎖
上図に典型的な EGFドメインの O-結合型糖鎖修飾構造を模式的に示す．必ずしも，すべての
EGFドメインがこのような構造を取る訳ではないことに注意されたい（本文参照）．下は，O-結
合型糖鎖が同定されたタンパク質の例と，付加部位を示す．O-GIcNAc修飾はショウジョウバエ
Notch受容体の EGF２０において，存在が確認された．その他のタンパク質ドメインにおける O-
GlcNAc修飾の有無は不明である．文献１より一部改変．
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O-フコース型修飾の重要性を示唆している．さらに，

Notch受容体や左右軸形成に関与する Nodalシグナルの補

助因子である Criptoも O-フコース修飾を受ける１８，１９）．

O-フコースによる修飾は，EGFドメインの３番目の保

存されたシステインの直前に位置するセリンもしくはスレ

オニン残基上に生じる．O-フコシル化のためのコンセン

サス配列は，EGFドメインの２番目（C２）から数えて４～５

番目で，３番目（C３）の直前に位置する CX４―５（S／T）C

という配列であることが提唱されており，さほど厳密な配

列は必要としないようである．O-フコシル化に関わる酵

素は，O-フコース転移酵素１（POFUT１／ショウジョウバ

エでは OFUT１）と呼ばれる．POFUT１は，GDP-フコース

をドナー基質として用いて，上記配列を持った EGFドメ

インにフコースを O-結合で付加する．現在のところ，PO-

FUT１が EGFドメイン以外に存在する配列に対して糖転移

活性を示す例は知られていない．それは，POFUT１が，

フォールディングされた EGFドメインを特異的に認識し

て，糖転移をするためと考えられている．実際，正しいジ

スルフィド結合をもたない変性した EGFドメインに対し

て，POFUT１は酵素活性を示さない．POFUT１は，小胞体

に局在する糖転移酵素であり，タンパク質の O-フコシル

化も小胞体で起きると考えられている．小胞体において

は，後述するように EGFリピートのフォールディングの過

程で，タンパク質品質管理に関与すると考えられている．

O-フコースは単糖として存在する場合もあるが，非還

元末端構造が伸長された構造も存在する．例えば，ヒトの

凝固因子 IXの EGF-１，そしてマウス Notch１の EGF-２６に

おいては，４糖からなる Siaα２―３／６Galβ１―４GlcNAcβ１―３
Fuc-O-セリン／スレオニンという構造に伸長される１１，２０，１４）．

しかしながら，ヒト凝固第�因子の１番目の EGFドメイ

ンや，マウス Notch１の３番目の EGFドメインでは単糖の

ままである．これらの構造の違いの決定に関与するのは，

Fringe（フリンジ）と呼ばれる O-フコース特異的な N-ア

セチルグルコサミン転移酵素（β３GnT）である．Fringeの

発現様式は，時空間的に制御されていることが報告されて

いる．よって，Fringeを発現しない細胞においては，O-フ

コースに GlcNAc転移が起きないため，単糖のままとな

る．しかしながら，Fringe発現細胞においても，必ずしも

すべての O-フコースが GlcNAcによる修飾を受けるとい

う訳ではない．これらの違いは，Fringeの基質特異性によ

り説明され，Fringeは一部の O-フコシル化された EGFド

メインを認識し，GlcNAc転移を行なう．特異性を決める

分子機序は明らかではないが，Fringeが O-フコースに

GlcNAcを転移するには，EGFドメインが特定の構造を

取っていないといけないようである．それは，必ずしも，

O-フコシル化部位の周辺の配列による一次構造ではなく，

より複雑な EGFドメイン全体の立体構造に起因すると考

えられている．従って，特定の EGFドメインが Fringeに

より糖鎖伸長を受けるか否かは，現在のところ O-フコシ

ル化部位の周辺配列からは類推できない．しかしながら，

POFUT１と同様に Fringeも，フォールディングされた

EGFドメインに対して特異的に糖転移を触媒するため，

EGFドメイン以外に作用する例は知られていない．

Fringeは，ショウジョウバエにおける，分泌性の Notch

シグナルの制御因子として知られていたが，その後の解析

から実際は糖転移酵素として作用することが明らかにされ

た．Fringeには３種類の哺乳類のホモログがあり，Manic

Fringe，Lunatic Fringe，Radical Fringeと呼ばれる．これら

の３種類の酵素は，基質特異性の点からは大きな差はない

と考えられているが，生体では，後述するように Lunatic

Fringe（L-Fringe）が主要な役割をしているようである．

Fringeにより，O-Fuc-GlcNAcという構造が生じると，哺

乳動物では普遍的に発現している他の糖転移酵素の作用で

さらに糖鎖構造が伸長される．すなわち，N-アセチルグ

ルコサミン残基には，β４ガラクトース転移酵素（β４GalT）

により β１―４結合でガラクトースが付加され，最終的に
α２―３または α２―６結合のシアル酸が付加される．同様な糖
鎖修飾は，ショウジョウバエでは確認されていないが，代

わりにグルクロン酸による修飾，すなわち GlcNAcβ１―３
（GlcAβ１―４）Fucという糖鎖構造を取る可能性が考えられ

ている２１）．

４． O-フコース型糖鎖の生理機能

O-フコース型糖鎖は，EGF様リピートと他のタンパク

質との相互作用を変化させることで，シグナル伝達経路を

調整することができる．EGFドメインの O-フコシル化の

重要性を示唆する初めてのデータは，ウロキナーゼ型のプ

ラスミノゲンアクチベーター（u-PA）の解析から得られ

た．糖鎖を持たない組換えタンパク質や化学的処理により

糖を除いた u-PAを用いることで，フコースを欠失した u-

PAはウロキナーゼ受容体と結合できるものの，活性化で

きないことが示された２２）．また，O-フコシル化部位の Thr

を Alaに変えたヒトとマウスの Criptoが Nodalシグナルを

促進する機能を失うことが報告されている１８，１９）．しかしな

がら，その後の研究結果より，Criptoの場合は，Thr上の

O-フコースでなく，Thr残基自体が Nodalシグナルに必要

と報告され２３），Criptoにおける O-フコシル化の意義は現時

点では不明である．

Notch受容体の O-フコース型糖鎖による機能制御は，受

容体の糖鎖変化が，シグナル伝達経路を制御するメカニズ

ムにおける明瞭な具体例の一つと言うことができよう．

Notchは，多くの発達段階に関与する細胞表面受容体であ

り，元々は，ショウジョウバエで同定されたものである．

一方，哺乳類には４種類の Notchレセプターがあり，
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Notchのホモログはすべての後生動物で見つかっている．

Notchの活性化がシグナル伝達の過程の様々なレベルで調

節されることが正常な発生に重要であり，Notchシグナル

伝達の異常は，様々な腫瘍性疾患や，いくつかの稀な先天

性疾患の原因となる．Notch受容体には，２種類のリガン

ド（Deltaと Serrate／Jagged）が存在する．哺乳類には，３

種類の Deltaホモログ（Delta-like１，３と４）と２つの Ser-

rateホモログ（Jagged-１と-２）が存在する．これらのリガ

ンドは一回膜貫通型糖タンパク質であり，受容体発現細胞

と隣接した細胞の表面に発現し，Notchと結合し活性化す

ることができる．Notchの EGFリピートはリガンドとの

相互作用に必要であり，EGFリピートの多くは O-フコシ

ル化を受けるコンセンサス配列を含んでいるため，O-フ

コース型糖鎖は Notch受容体とリガンド間の相互作用の制

御に中心的な役割を果たすと考えられている．実際に，

Notch受容体における O-フコシル化部位の変異は，Notch

受容体機能に影響を与える．EGF１２の Thrを Alaに変える

と Jagged１や Deltaに対する Notch１の反応が弱まることか

ら２４），この O-フコシル化が Notchシグナルに必要であると

考えられる．一方で，ショウジョウバエの Notch受容体

EGF１２について同様の実験を行うと Fringe存在下でも

Serrateにより Notchシグナルが活性化された．この場合

は，O-フコシル化サイトは Fringeにより Serrate-Notchシ

グナルが阻害される機構に必要だと考えられる２５）．これら

の研究から EGF１２が生理学的に重要な O-フコシル化サイ

トを持つことが明らかにされた． これらの他にも EGF２６，

２７の O-フコシル化サイトに変異を加えるとそれぞれ

Notch受容体を過剰に活性化したり，細胞膜への輸送に障

害が起こるというように，進化的に保存された O-フコシ

ル化サイトの重要性が報告されている２４）．これらの結果

は，さらに，以下に詳述するように，O-フコース型糖鎖

の生合成に関わる糖転移酵素の変異体の解析とも一致する

ことから，O-フコース型糖鎖が Notch受容体の機能に重要

な役割を果たしていることは間違いないと考えられる．

５． Fringe関連遺伝子

O-フコース型糖鎖の Notchシグナルにおける役割を解明

する大きな手がかりとなったのは，ショウジョウバエにお

ける Fringeの変異体である．Fringeは，Ken Irvineらによ

り，翅の原基（wing disc）の背腹の境界を決めるのに必要

な因子として同定された２６）．その後の研究で，Fringeが

Notchとリガンド間の相互作用を調節することが明らかに

なり，Notch受容体を糖修飾する糖転移酵素であることが

証明された２７，２８）．現在のところ，Fringeは Notchとリガン

ド間の結合能を変化させることで，Notchシグナルを制御

すると説明されている（図２）．すなわち，Fringe非発現

細胞と発現細胞の間で比較した場合 Fringe非発現細胞で

は，発現細胞に比べて，リガンドの１つである Serrateと

の結合性が増強する．一方，もう１つのリガンドである

Deltaとの結合に関しては，逆に，Fringe発現細胞の方が，

非発現細胞に比べて結合能が高い．よって，Notch受容体

の O-フコース型糖鎖構造の変化が，２種類のリガンドの

Notch受容体に対する作用に違いを与えることを可能にし

ている２８，２９）．哺乳類では４つの Notch受容体（Notch１―４）と

５つのリガンド（Delta１／３／４と Jagged１／２），そして３タイ

プの Fringe（L-fng，R-fng，M-fng）の組み合わせが可能で

あり，Fringeの機能には多様性がある可能性がある．しか

しながら，基本的には，哺乳類の Fringeもショウジョウ

バエのそれと同様なメカニズムによりリガンド／受容体間

の相互作用を制御すると考えられており，Jagged１依存性

の Notchシグナルを阻害し，Delta１と Notch１，２の結合能

を増強すると報告されている３０）．マウスの L-fringeは体節

形成における Notchシグナルを制御しており，L-fngの異

常は体節形成の異常を引き起こす３１，３２）．

現在，まだ解明されていない大きな問題は，O-フコー

ス型糖鎖がどのような分子機構で Notch受容体とリガンド

間の相互作用を制御するかという点である．最も可能性の

ある答えとして，O-フコースの Fringeを介した糖鎖の伸

長が Notchとそのリガンドの間の親和性を変化させるとい

うモデルである．Fringeはリガンド結合部位の一部である

EGFリピートの１２番目の O-フコース残基を修飾すること

によって Notchとリガンドの間の相互作用を直接変化させ

るのかもしれない．もしくは，Notchの細胞外領域の構造

の変化を引き起こすことによって，間接的に働くモデルも

考えられる１６）．最近，報告された Notch受容体のリガンド

結合部位の立体構造解析によると，EGF１２の O-フコシル

化部位はリガンド結合部位とは離れている３３）．これは，前

者のモデルを支持しないものである．

６． O-フコース転移酵素１

O-フコース転移酵素１は小胞体に局在し，EGFドメイ

ンの O-フコシル化を触媒する可溶性糖転移酵素で２９，３４），

ショウジョウバエから哺乳動物にかけて進化的に保存され

ている．O-フコシル化の機能的な重要性は Pofut１／Ofut１

変異体の研究により明らかにされた．ショウジョウバエと

哺乳類両方について，Pofut１／Ofut１が欠損すると Notch

の機能欠損体と類似した表現型を示した３５，３６）．この結果は

Pofut１／Ofut１が Notchシグナルに必須であることを示し

ている．Fringeの変異体が Notchシグナルに依存したプロ

セスの一部のみに影響を与えるのに対して，ショウジョウ

バエの Ofut１の変異体や RNAiによる発現抑制が，強い

Notch欠損に類似した表現型を呈することから，Notchの

O-フコース修飾が適切な Notchの機能にとって不可欠であ

ることが示唆された．マウス Pofut１の変異体は胚性致死
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の表現型を示し，個々の Notchレセプターの変異体よりも

重篤な表現型を示した．このことから，４種類存在する

Notchレセプターのすべてが，シグナルを伝達するために

Pofut１の機能を必要とすることが示唆された．

Pofut１／Ofut１は Notch受容体の細胞内局在や機能に関

与することが示されている（図３）．ショウジョウバエで

OFUT１が欠損すると Notch受容体が細胞内に蓄積して細

胞膜表面に局在できない３７）．そこで，Notch受容体が細胞

膜表面に局在できるようになるためには，OFUT１依存的

な Notch受容体のフォールディングが必要であると考えら

れる．このモデルは，Ofut１変異細胞で Notch分泌が阻害

され，Notch受容体が小胞体に異常に蓄積するという知見

により支持される．さらに，Notchの細胞表面への発現

が，酵素活性を喪失した OFUT１の変異体によりレス

キューされることから，OFUT１にシャペロン様な機能が

あることが考えられる３７）．また，分泌型の OFUT１が，細

胞表面の Notch受容体と結合してエンドサイトーシスを促

進することも報告されている３６，３８）．これらの知見を総合す

ると，OFUT１が，Notch受容体のトラフィッキングの

様々な局面において，機能発現に重要な働きをしている可

能性が示唆される３９）．Pofut１欠損マウスの前体節中胚葉で

は，同様に，Notch１の局在の異常が報告されている４０）．し

かしながら，Pofut１を欠損したマウス ES細胞では，Notch

受容体の細胞膜上への局在に大きな影響がないことが示さ

れており，Pofut１／Ofut１の役割が，細胞や組織間で異なる

可能性も考えられる４１）．

７． O-フコース型糖修飾構造の伸長

哺乳類では GlcNAcβ１，３Fuc-α-O-Ser／Thrの２糖構造は，

非還元末端がガラクトースとシアル酸による更なる修飾を

受け，最終的に４糖構造となる．この反応は β１，４-ガラク

トース転移酵素とシアル酸転移酵素による．ガラクトース

転移とシアル酸転移には，おそらく，N-または O-型糖鎖

に作用するものと同じ糖転移酵素が関与すると考えられ

る．２糖から４糖への糖鎖構造の伸長が，Notch受容体の

活性調整に必要かどうか，糖鎖合成に障害をもつチャイ

ニーズハムスター卵巣細胞（CHO）の変異体を使った実

験により検討された．その結果，Galβ１，４GlcNAcβ１，３-Fuc

の３糖構造が，Fringe依存的な Notchシグナルの調節に必

要な最小構造であることが報告された４２）．しかしながら，

図２ O-結合型糖鎖による Notch受容体とリガンドの相互作用の制御
OFUT１と Fringeによる Notch受容体機能の制御機構を模式的に示した．OFUT１の変異細胞では，Notch受容体とリ
ガンド間の結合が失われる（A）．ショウジョウバエ S２細胞においては，Notch受容体の細胞膜上への発現レベルが低
下することも示されている．Fringe非発現細胞と発現細胞の間で比較した場合，Fringe非発現細胞では，発現細胞に
比べて，リガンドの１つである Serrateとの結合性が増強する（B）．もう１つのリガンドである Deltaとの結合に関し
ては，逆に，Fringe発現細胞の方が，非発現細胞に比べて結合能が増強される（C）．http:／／www.glycoforum.gr.jp／
science／word／fertilization／FS-AO２J.htmlより転載．
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ショウジョウバエ S２細胞に Fringeを発現させた際の O-フ

コース型糖鎖構造は GlcNAcβ１，３-Fucの２糖であり４３），こ

れ以上の糖鎖の伸長は Fringeによる Notch-リガンド間の

結合能の制御には必要ではない．哺乳動物とショウジョウ

バエの間で Fringeの効果に必要とされる糖鎖構造の違い

が，Notchとリガンドの結合様式の違いによるものか否か

は，将来の興味深い検討課題である．

８． O-グルコース型糖鎖と役割

O-グルコース型糖鎖は，ウシ血液凝固因子�の１番目

の EGFドメインのセリン残基の修飾として見つかっ

た４４，４）．その後，同様の修飾がウシと人の血液凝固因子

�４，４５），プロテイン Zでも報告されている４５）．O-グルコー

ス型糖鎖付加に必要なコンセンサス配列は，１番目と２番

目の保存されたシステイン残基間に存在する CXSXPC配

列と考えられている．一般的には，Xylα１，３-Xylα１，３Gluβ-

O-Serという三糖構造を取っているが，単糖で存在する場

合もある．同様の構造がウシのトロンボスポンジン４６），

Pref-１４７）でも見つかっている．さらに，Notch受容体の

EGFドメインにもこの配列を持つものがあり，そのうち

のいくつかは実際に O-グルコース修飾されることが確認

されている１４）．O-グルコース型糖鎖も，O-フコース同様に

EGFドメインを持つタンパク質の機能を制御させること

が知られている．例えば，血液凝固因子�の EGFドメイ

ン中の O-グルコース型修飾が起こる Serを Alaに変える

と，血液凝固活性が減少することが報告されている１０）．O-

グルコース化を触媒する糖転移酵素は，Rumiと呼ばれて

いる４８）．興味深いことに，Rumiの変異体は，温度依存的

に Notch変異体の表現型を示すことが明らかにされた．そ

の分子メカニズムは明らかでないが，Rumiは Notch受容

体の構造やトラフィッキングに重要な役割を果たすと考え

られている．POFUT１と同様に，Rumiは ERに局所し，

基質として正しくフォールディングされた EGFドメイン

を必要とする．また，２つのキシロース転移酵素のうち，

グルコースにキシロースを転移する糖転移酵素が単離され

ている４９）．しかしながら，キシロースの機能は，現在のと

ころ不明である．

９． β-ヒドロキシル化

糖修飾以外にも，アスパラギン酸やアスパラギン残基の

β-ヒドロキシル化が起きることが報告されている．修飾部

位は，３番目と４番目のシステイン残基の間の C３XD／

NXXXXY／FXC４XC５配列である．アスパラギン酸（アスパ

ラギン）β-ヒドロキシラーゼが欠損しているマウスが

Notchリガンド（Jagged-２）を欠損したマウスと類似した

発生異常を示すことから，この修飾は Notchシグナル伝達

を微調整している可能性が考えられる５０）．

図３ Notch受容体機能における O-フコース転移酵素１の多様な役割
OFUT１は小胞体に局在し，EGFドメインの O-フコシル化を触媒する可溶性糖転移酵素であるが，
細胞外にも一部が，分泌される．OFUT１は酵素機能とは別に，小胞体において EGFリピートの
フォールディングを促進する作用を有すると考えられている．また，分泌型の OFUT１が細胞表
面の Notch受容体と結合して，エンドサイトーシスを促進する作用も報告されている．文献１よ
り一部改変．
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１０． O-GlcNAc型糖鎖

O-GlcNAc修飾は，従来，細胞内タンパク質に特徴的な

翻訳後修飾として知られていたが，最近，我々のグループ

は細胞外にも O-GlcNAc修飾が存在することを明らかにす

ることができた．細胞外タンパク質における O-GlcNAc修

飾の存在が最初に示唆されたのは，MALDI-TOF-MSによ

る Notchの EGFリピート上の糖鎖修飾の解析結果におい

てであった．ショウジョウバエ Notch受容体の２０番目の

EGFドメイン（EGF２０）は，O -フコース，O -グルコース

修飾のコンセンサス配列を有しており，S２細胞に発現さ

せた培養上清から Notch EGF２０を精製し，MALDI-TOF-

MS解析を行なったところ，deoxyhexose（＋１４６）, HexNAc

（＋２０４）, hexose（＋１６２），そして pentose（＋１３２）の存在

が示された．この HexNAcは当初，O -フコース上の

GlcNAc修飾である可能性も考慮したが，S２細胞では

Fringeの発現レベルが低く，O-フコースの GlcNAc修飾は

起きないと考えられた．そこで，HexNAcが付加されるペ

プチドを単離するため，EGF２０のトリプシン消化産物を

単離し，ペプチドを含む全ての画分のMALDI-TOF-MS／

MS解析を行なった．その結果，HexNAc修飾を受けたペ

プチド EGF２０［２６―４１］が単離され，Thr３８が O -HexNAc

修飾を受けることが明らかになった．実際に，Thrを Ala

に置換した EGF２０の変異体（ΔHexNAc）を作製したとこ

ろ，HexNAc修飾に対応した質量数の増加は消失した．ま

た，HexNAc修飾が結合様式特異的な β-N -アセチルヘキ

ソサミニダーゼにより消化を受けること，さらに β１，４ガ
ラクトース転移反応によりガラクトース付加を受けること

から，O -β-GlcNAc修飾であることが示唆された．細胞質

タンパク質や核タンパク質で起こる O-GlcNAc修飾に対す

る特異的抗体として，CTD１１０．６抗体が広く使われてい

る５１）．Notchの EGF２０に O -β-GlcNAc修飾が起こるのかど

うか確かめるために，培養上清から単離した野生型 EGF

２０とΔHexNAcを CTD１１０．６抗体によるWesternブロット

を行なったところ，ΔHexNAc変異体ではシグナルが検出

されず，野生型 EGF２０でのみ検出された．また，種々の

EGFリピート欠失変異体を用いた解析を行なったところ，

EGF１―１０と EGF２２―３２は O -GlcNAc抗体で検出されたもの

の，EGF６―１０は検出されなかった．このことから EGF１―５

と EGF２２―３２において，それぞれ少なくとも１箇所ずつの

O -GlcNAc修飾部位をもつことが示唆された．同様の実験

から，Notchのリガンドである Deltaの EGFリピートもま

た O -GlcNAc修飾されることがわかった（図４）．また，Kc

細胞に発現する内在性 Notchにおいても，細胞外領域 O-

GlcNAc修飾が確かめられた．

従来から知られている細胞内 O -GlcNAc修飾は，細胞

質に局在する O-GlcNAc転移酵素（OGT）により行われ

る５２）．基本的に Notch受容体の EGFリピートにおける糖

修飾は，小胞体あるいはゴルジ体に局在する糖転移酵素に

よって生じるため， EGFリピート上の O -GlcNAc修飾は，

OGT非依存的なプロセスにより触媒されると考えられる．

ゴルジ体の O -GlcNAc転移酵素は，Dictyostelium５３）や Try-

panosoma cruzi５４）のような真核微生物で報告されているが，

これらのスレオニン・セリン残基の GlcNAc修飾は，α結
合を介して起こる．したがって，Notch EGFリピートの

O -GlcNAc修飾に関わる O -GlcNAc転移酵素は，真核微生

物におけるゴルジ体の O -GlcNAc転移酵素とは異なると

予想される．この考えに一致して，ショウジョウバエ・マ

ウス・ヒトのゲノム配列中で Dictyostelium の O -GlcNAc

転移酵素のホモログ遺伝子は同定されていない．Notch

EGF２０の O -GlcNAc修飾は単糖として同定されたが，細

胞により糖鎖構造が異なる可能性を考えると，場合によっ

ては伸長構造をとる可能性がある．β１，４ガラクトース転
移酵素は in vitro において，O-GlcNAcにガラクトース付

加する活性があるため，哺乳動物では NeuAc-Gal-GlcNAc

に伸長される可能性がある．

O -フコシル化あるいは O -グルコシル化を受けるタンパ

ク質のうち血液凝固因子�／�，プラスミノーゲンアクチ

ベーター，Protein Zなどの血漿糖タンパク質は予想修飾

部位に Ser／Thr残基をもたないため，O-GlcNAc修飾を受

けない．一方，Notch受容体と Notchリガンドには，O-

GlcNAc付加を受けうる Ser／Thr残基が存在する．ヒト

Notch１とショウジョウバエ Notchの EGFリピートのアミ

ノ酸配列比較により，EGFドメインの２０箇所を超える部

位に，O-GlcNAc修飾されうる Ser／Thr残基が存在するこ

とが明らかとなった．これらの O -GlcNAc部位がヒトと

ショウジョウバエの Notchにおいて高度に保存されている

ことから，Notch依存的な生物学的プロセスの制御に，O -

GlcNAc修飾が関与している可能性が示唆される．EGFド

メインの O-GlcNAc修飾の生理学的意義は現時点では不明

であるが，Notch受容体を始めとした EGFリピートをも

つタンパク質の機能制御に関与する可能性があると考えて

いる．また，O-GlcNAcと O-フコースや O-グルコース型

糖鎖の間で機能的な重複があるか否かも興味深い検討課題

である．EGFドメインの O -GlcNAc修飾を担う糖転移酵

素遺伝子を単離し，その機能を明らかにすることで，この

新規の翻訳後修飾の生物学的役割を解明することが可能と

なるであろう．

１１． お わ り に

本総説においては，EGFドメイン型糖鎖の構造と機能

における最近の話題までを取り上げた．EGFドメイン以

外にも，タンパク質を特異的に糖鎖修飾する例は多く知ら
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れており，特に O-マンノース型糖鎖は α-ジストログリカ

ンの機能を調整し，またその異常がある種の先天性筋ジス

トロフィーの原因となるなど，生理機能や病態との関連性

の理解が進んでいる５５）．また，TSRドメインの O-フコシ

ル化についても，Pofut２の遺伝子欠損マウスの解析を通じ

て，生理機能の解析が進んでいる５６）．一方，TSRドメイン

の C-マンノシル化など，これからの機能解析が待たれる

ものもある．我々が見出した細胞外での O -GlcNAc修飾

の生理学的重要性は今のところわかっていないが，Notch

受容体を含む EGFリピートをもつタンパク質における，

新規の GlcNAc依存的制御と関わる可能性があると考えて

いる．最近，我々は O-GlcNAcにより制御される新たな

EGFリピートタンパク質として Dumpyを見出している

（投稿中）．これらの，タンパク質機能を特異的に制御する

糖鎖修飾の分子機構の理解は，より複雑な糖鎖修飾による

多様なタンパク質機能の調節機能の理解への大きな手がか

りになるものと期待できる．

本稿の一部の研究は，名古屋大学大学院生命農学研究科

分子生体制御研究室，名古屋大学大学院医学系研究科生化

学第２講座，米国ラトガース大学ワクスマン研究所におい

て行なわれました．本研究にご協力頂きました，名古屋大

学の松田幹先生，灘野大太先生，古川鋼一先生，Ken

Irvine先生に感謝致します．
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と Drosophila Notchに多数存在することが確認された．文献８より，改変して掲載．
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