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Notchシグナルにおける受容体O-グリコシル化の意義

竹内 英之

1. はじめに

Notchシグナルは，進化的に非常によく保存された細胞
の運命決定に重要なシグナル系である 1, 2）．発生期のみな
らず，成体における幹細胞の増殖，分化においても重要
な機能を担っていることを反映し，このシグナル系の破綻
は，アラジール症候群をはじめとした遺伝性の疾患だけで
なく，がんの発生および進展と転移など，多くの疾患と関
連することが知られており，このシグナル系の制御機構に
関する理解を深めることは，生命科学における重要な課題
である 3）．

Notchは，I型膜貫通タンパク質受容体で，ショウジョウ
バエでは1種類，哺乳類では4種類の遺伝子（NOTCH1-4）
が存在する 2）．リガンドも受容体と同様に I型膜貫通タ
ンパク質で，ショウジョウバエでは2種類（Deltaおよび
Serrate），哺乳類では5種類［Delta-like （DLL） 1, 3, 4およ
び Jagged1, 2］が同定されている．リガンドが結合する
とNotchの膜貫通部位近傍の構造変化が起こる．この後，
ADAMファミリーのプロテアーゼとそれに続くγ-セクレ
ターゼによる受容体タンパク質の切断が起こり，切り出さ
れた受容体の細胞内ドメインが核内に移行し，標的遺伝
子の転写を活性化する．このように，リガンドが結合後，
Notchが活性化される一連の経路に関してさまざまな角度
からの研究が進んでいる．しかし，リガンドの結合に直接
関与するNotchの細胞外ドメインの役割についてはあまり
解析が進んでいなかった．

Notch細胞外ドメインは，上皮増殖因子（EGF）様リ
ピートが数珠つなぎになっており，これが最大36回繰り
返されている（図1）．個々のEGFリピートには6個のシス
テイン残基が存在し，これらが3本のジスルフィド結合を
形成することにより3次元構造が保持されている．最近の
研究により，EGFリピートの糖鎖修飾がNotchの活性化制

御に重要であることがわかってきた 4, 5）．本稿では，Notch 
EGFリピートの糖鎖修飾によるリガンド結合の制御につ
いて，最近の2報の論文を中心に紹介し，概説したい．

2. Notch細胞外ドメインの糖鎖修飾

まず，EGFリピートに付加することが知られているO-
結合型糖鎖の構造，付加を担う糖転移酵素について述べ
る．

1） O-フコース（Fuc）糖鎖
Notchの機能発現に必須．O-Fuc単糖は，タンパク質

O-Fuc転移酵素（POFUT1）によって，O-Fucコンセンサ
ス配列（C2-X-X-X-X-S/T-C3，C2，C3はEGFリピート中の2
番目と3番目のシステイン残基，Xはいずれかのアミノ酸
を表す）中のセリンまたはトレオニン残基に，糖ヌクレオ
チドGDP-Fucより転移される．このO-Fuc単糖に，UDP-
N-アセチルグルコサミン（UDP-GlcNAc）からGlcNAcを
転移し，O-Fuc二糖（GlcNAc-Fuc）を合成する酵素とし
てFringeがある．Fringeは，ショウジョウバエでは1種類，

ニューヨーク州立大学ストーニーブルック大学　生化学細胞生
物学
Significance of O-glycosylation in Notch signaling
Hideyuki Takeuchi (Stony Brook University. Department of Bio-
chemistry and Cell Biology, 450 Life Sciences Building, Stony Brook, 
NY 11794‒5215)
DOI: 10.14952/SEIKAGAKU.2015.870459
© 2015 公益社団法人日本生化学会

図1 ヒトNOTCH1（Uniprot ID：P46531）の細胞外ドメインの
分子構造と糖鎖修飾
（上）細胞外ドメインは，36個のEGFリピート（楕円）と3個の

Lin12/Notchリピート（長方形）からなる．黒塗りは，O-Fucコ
ンセンサス配列（C2-X-X-X-X-S/T-C3）を示す．リガンド結合
に関与するEGF11～13を黒枠で囲んだ．（下）ヒトNOTCH1の
EGF11と12の一次配列．ジスルフィド結合を黒線で示し，糖鎖
の付加しうるアミノ酸に下線を付した．O-Glc糖鎖とO-Fuc糖鎖
の最も伸長された構造とその伸長を担う糖転移酵素を示した．
O-Fuc糖鎖と分子内相互作用するアミノ酸に星印を付した．
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哺乳類では3種類の遺伝子（Lunatic, Manic, Radical）が存
在し，いずれも触媒活性を持つ．哺乳類ではさらに糖鎖
が伸長され，最終的に四糖（Sia-Gal-GlcNAc-Fuc）となる
こともある．Fringeは，Notchシグナルの制御因子として
発見され，当初は分泌タンパク質として機能解析が行わ
れていたが，2000年になって，それがゴルジ体でNotchの
O-Fuc単糖にGlcNAcを転移する糖転移酵素であること，
そして，この糖鎖修飾がリガンドの結合を制御することが
初めて報告された 6, 7）．ショウジョウバエにおいて，Fringe
の発現によりNotchのDelta誘導性のシグナルが増強され，
一方でSerrate誘導性のシグナルが抑制されることが知ら
れ，Fringe効果と呼ばれている 8）．これまで，Fringe効果
の分子機構に関する明解な説明は得られていない．

2） O-グルコース（Glc）糖鎖
O-Fucと同様にNotchの機能発現に必須．O-Glc単糖

は，タンパク質O-Glc転移酵素（POGLUT1/Rumi）によっ
て，O-Glcコンセンサス配列（C1-X-S-X-P/A-C2）中のセリ
ン残基に，糖ヌクレオチドUDP-Glcより転移される 9, 10）．
O-Glcにキシロース（Xyl）が転移し，最終的に三糖（Xyl-
Xyl-Glc）となりうる．O-Glc単糖にキシロースを転移する
酵素は，ショウジョウバエでは1種類（Shams），哺乳類で
は2種類（GXYLT1とGXYLT2）が知られ，二つ目のキシ
ロースを転移する酵素は，哺乳類のXXYLT1が知られて
いる．ショウジョウバエにおいては，キシロースの付加は
Notchの活性化を抑制する 11）．

3） O-N-アセチルグルコサミン（O-GlcNAc）糖鎖
O-GlcNAc単糖は，EGFリピート特異的O-GlcNAc転移

酵素（EOGT）によって，EGFリピートの5番目と6番目
のシステイン残基間の特定のセリンまたはトレオニン残
基に，糖ヌクレオチドUDP-GlcNAcより転移される 12）．こ
の糖鎖のNotchシグナルにおける機能的重要性は不明であ
る．

3. O-Fuc糖鎖のNotchリガンド結合における役割

我々は，リガンド結合における糖鎖の機能を解析するた
めに，リガンド結合部位を含むヒトNOTCH1の11番目か
ら13番目のEGFリピートを大腸菌にて発現させた 13）．こ
のタンパク質hN111-13はNotchリガンドと結合することが
確認されており，また，高次構造も解かれている．我々は
hN111-13に in vitroで酵素的にO-FucおよびO-Glc糖鎖修飾を
施した．O-Glc糖鎖については，単糖（Glc）および二糖
（Xyl-Glc）を合成し，また，O-Fuc糖鎖は，単糖（Fuc），
二糖（GlcNAc-Fuc），三糖（Gal-GlcNAc-Fuc），そして四
糖（Sia-Gal-GlcNAc-Fuc）を必要な糖転移酵素と供与基質

である糖ヌクレオチドとを混合させることによって合成し
た．最終的に糖鎖修飾を施したhN111-13の糖鎖の付加位置
と構造を質量分析計を用いて解析した結果，O-Fuc糖鎖は
EGF12のトレオニン残基T466に，O-Glc糖鎖はEGF12お
よびEGF13のセリン残基（S458とS496）に付加されてい
ることを確認した（図1）．
このような方法で糖鎖修飾を施したhN111-13を用い，2
通りの方法でリガンド結合性を解析した．その第一は，
Notchリガンドである Jagged1, DLL1あるいはDLL4を安定
発現させたB16細胞またはCHO細胞に対する結合性をフ
ローサイトメトリーにより測定する方法である．第二は，
NotchリガンドのFc融合タンパク質に対するhN111-13の結
合性を表面プラズモン共鳴により測定する方法である．結
果を表1にまとめた．Jagged1あるいはDLL1との結合は，
糖鎖修飾のないhN111-13と比較して，hN111-13のT466への
O-Fuc単糖の付加により軽度に，またGlcNAc-Fuc二糖の
付加により著しく上昇したが，三糖または四糖への糖鎖伸
長は結合に影響を与えなかった．一方，DLL4との結合に
対してはO-Fuc糖鎖の影響は検出されなかった．増強効果
が認められない原因としては，糖鎖修飾のないhN111-13へ
のDLL4の結合がもともと高いためであると考えられた．
また，hN111-13へのO-Glc糖鎖の付加は，Jagged1, DLL1あ
るいはDLL4への結合性に影響しなかった．

O-Fuc糖鎖の付加により，Notchリガンドの結合性が変
化したので，次にT466にO-Fuc単糖，あるいは二糖を付
加させたhN111-13のX線結晶構造解析を行い，糖鎖修飾の
ないhN111-13と構造を比較した 13）．その結果，2点の興味
深い事実が明らかとなった．O-Fuc単糖は，リガンド結合
に関与するEGF12のβ-シートから突き出すように位置し，
T466の側鎖のコンホメーションは“m”ロータマー（回転
異性体）で，構造的に安定に存在していた．このO-Fuc糖
鎖による構造の安定化は，O-FucのC6メチル基と，EGF12
中の I477およびM479との相互作用によることが示唆され
た．GlcNAc-Fuc二糖の場合には，GlcNAcはリガンド結合
表面を2倍近くに拡大させ，EGF12中のD464およびM479
と相互作用することが明らかになった．EGFリピート中
のO-Fuc糖鎖の構造的安定性に関する知見は，Notchシグ
ナルの制御における糖鎖付加の意義にとどまらず，より広
い意味で，タンパク質と糖鎖の相互作用，そして，糖鎖が

表1 O-Fuc糖鎖付加のNotchリガンド結合への影響 13）
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特定の分子内存在様式を持つことによってタンパク質の機
能を制御する例として重要である．二つ目の重要な点は，
個々のEGFリピートのフォールディング状態は3本のジス
ルフィド結合により，そのフォールディング状態が“かっ
ちりと”極（き）められているため想定されていたことで
あるが，O-Fuc糖鎖の付加は，T466を含むEGF12の構造，
EGFリピート間のつなぎ目の構造，およびhN111-13全体の
構造を変化させないことが実証されたことである．
以上より，Notch1 EGF12のT466に付加されたO-Fuc糖
鎖は，リガンド結合表面を拡大し，リガンドとの相互作用
に直接的に関与することが強く示唆されたが，このことを
証明する最も有効な手段は，Notchとそのリガンドとの共
結晶化による相互作用の解析であると考えられた．

4. DLL4とNotch1との共結晶化によって示された
Notchリガンド結合制御の分子基盤

ごく最近，興味深い実験結果が，構造生物学を専門と
するスタンフォード大のグループから報告された．彼ら
は，DLL4とN111-13との複合体の共結晶化に成功したので
ある 14）．以下，その実験手法と結果を概説したい．
一般に，共結晶化には分子複合体が安定，つまり分子間

の相互作用が強い方が有利である．裏を返せば，Notch-リ
ガンド間のそれほど強くない相互作用が，これまで共結晶
化を阻んできた一因である．彼らは，この問題を解決する
ために，アフィニティー・マチュレーションにより高親和
性のNotchリガンドDLL4を作出した．具体的には，DLL4
のNotchへの結合に必要と想定されている部分（N末端の
MNNLドメイン，DSLドメイン，そして2番目のEGFリ
ピートまで）を含むDLL4（N-EGF2）および，さらに三つ
のEGFリピートを含むDLL4（N-EGF5）と酵母細胞表面
タンパク質Aga2との融合タンパク質を鋳型として，DLL4
（N-EGF5）の変異体ライブラリーを作製し，Notch11-14への
結合性を指標としたバイオパニングを複数回繰り返した．
得られたDLL4変異体を昆虫細胞で発現，精製し，Notch1
に対する親和性を表面プラズモン共鳴法によって解析し
た．野生型のDLL4（N-EGF2）は，N11-14，N110-14，N111-13

に対して，それぞれ12.7 μM, 8.6 μM, 7.5 μMの解離定数
（Kd）を示したのに対し，SLP変異（G28S, F107L, および
L206P）を含む第一世代変異体DLL4SLP（N-EGF2）は，そ
れぞれ444 nM, 539 nM, 262 nMのKdを，また，SLP変異に
加えて四つの変異（N118I, I143F, H194Y, K215E）を含む
第二世代変異体DLL4E12（N-EGF2）は，それぞれ56.3 nM, 
67.8 nM, 59.7 nMのKdを示した．高親和性DLL4変異体が
Notchシグナルを誘導する機能を失っていないことは，培
養細胞を用いたリポーターアッセイによって確認され，
DLL4SLP（N-EGF2）は，野生型と同程度のNotchシグナル

の活性化を誘導し，DLL4E12（N-EGF2）は野生型に比べて
5倍程度，Notchシグナルの活性化を誘導した．
彼らは，高親和性変異体DLL4SLP（N-EGF1）あるいは

DLL4SLP（N-EGF2）と昆虫細胞で発現させたN111-13との共
結晶化およびX線構造解析に成功した（解像度は，それぞ
れ2.3 Åおよび3.4 Å）．DLL4SLP（N-EGF2）とN111-13との
複合体において，両者は逆平行におよそ1100 Å2の面積を
共有して結合し，ここにN111-13のEGF11およびEGF12のア
ミノ酸残基，そしてT466に付加したO-Fuc糖鎖も存在し
ていた．Notchとリガンドとの結合はカルシウムに依存す
ることが知られていたが，カルシウムは結合に直接関与し
ておらず，NotchのEGFリピート間に存在するカルシウム
結合配列に結合していたことから，カルシウムはN111-13の
構造を安定化させることによってリガンド結合に寄与し
ていることがわかった．また，共結晶中のN111-13およびリ
ガンドに結合していないN111-13の構造を比較すると，その
差は非常に小さく，DLL4との結合に伴ってN111-13は有意
な構造変化を起こしていないことが示唆された．この複
合体において，DLL4のMNNLドメインとN111-13のEGF12
（Site 1）の間，そしてDLL4のDSLドメインとN111-13の

EGF11（Site 2）の間に相互作用があることが明らかに
なった．2か所で相互作用することは，何を意味している
のであろうか？　彼らは，Notchおよびリガンドのアミノ
酸配列を比較し，保存性の高いSite 2の相互作用は，互い
にNotchとそのリガンドであることを確認するのに役立
ち，より多様なアミノ酸配列の組み合わせからなるSite 1
を介する相互作用によって特異性が規定され，O-Fuc糖鎖
がその親和性を制御するために重要な役割を担っているの
ではないかと推測している．

Site 1において，O-Fuc単糖は結合表面の約80％を占め，
糖鎖‒タンパク質間相互作用ネットワークの中心に位置し
ていた．DLL4のMNNLドメインのH64とY65の側鎖芳香
環がN111-13のEGF12中のO-Fuc単糖と相互作用し，O-Fuc
単糖の水酸基がMNNLドメインのY65の主鎖のカルボニ
ル基と水素結合を形成していた．共結晶化されたN111-13の
EGF12中のO-Fuc糖鎖は単糖であったため，彼らはFringe
によってGlcNAcがO-Fucに付加された二糖構造をモデリ
ングにより再構築し，DLL4との結合に与える影響を考察
した．その結果，O-Fuc二糖は，我々が実験的に明らかに
した構造と同様に，N111-13のM479およびD464と相互作
用することが示唆された．また，DLL4のY65と相互作用
することも示唆された．このように，O-Fuc糖鎖がNotch1
とDLL4との相互作用部位に介在していることが示された
が，この糖鎖の存否，そしてO-Fuc四糖構造までも含めた
糖鎖の伸長度の違いが，親和性にどの程度影響を及ぼすか
については今後の課題である．我々の実験では，前に述べ
たようにDLL4は糖鎖修飾のないN111-13に対する結合性が
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高く，糖鎖付加による変化は観察されなかった．
興味深いことに，彼らはN111-13のEGF11のS435がO-Glc

で修飾されており，これがSite 2においてDLL4のD218
とQ219と相互作用していることを見いだした．これまで
Notch1のEGF11における糖鎖修飾は知られていなかった．
S435はEGF11中の3番目と4番目のシステイン残基の間
に存在し，既知のO-Glcコンセンサス配列には当てはまら
ず，未知のO-Glc糖転移酵素が存在すると考えられる．コ
ンセンサス配列内のO-Glc糖鎖はキシロースによって伸長
される．S435のO-Glcも同様に伸長されるとすれば，彼ら
が指摘しているとおり，Notchリガンド相互作用の新たな
制御メカニズムの発見につながるかもしれない．

5. 今後の展望

糖鎖の生物学的機能を追求するための生化学的研究
が，複雑かつ巧妙なNotchシグナル系の制御メカニズムの
一端を明らかにしつつある 5）．これまで述べてきたよう
に，Notch1のリガンド結合部位に存在するO-Fuc糖鎖は，
EGF12のポリペプチドと相互作用することによって安定
したリガンド結合表面を形成し，Jagged1およびDLL1と
の結合親和性の上昇に寄与している 13）．さらに，Notch1
とDLL4との共結晶構造解析により，O-Fuc単糖がNotch1
のリガンド結合表面に存在し，リガンドとの結合に直接関
与していることが確かめられた 14）．
哺乳類には，4種類のNotchが存在し，これらの一次
構造はよく保存されているが，細胞外部位のEGFリピー
トの繰り返しの回数が異なっており，このことの意味は
理解されていない．今回概説した研究結果は，いずれも
Notchリガンド結合部位に限局したものであり，この部位
以外のEGFリピートが受容体活性化において何らかの役
割を担っている可能性もある．実際，Notch1の活性化に
EGF26とEGF27に付加されたO-Fuc糖鎖が必要であること
が示唆されているので 15），Notch細胞外領域全体からその
分子機能を捉えることが次の課題であろう．
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