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1.	研究の背景・目的	

Notch	シグナル伝達経路は、進化的に非常によく保存された、多細胞生物個体における細

胞の運命決定に重要な役割を果たす細胞間情報伝達経路である	(1)。Notch	シグナルの破

綻は、癌の発生、悪性度の進展、転移に関わっている	(2)。多くの種類の癌で	Notch	シグ

ナルの異常な亢進が観察される一方、急性骨髄性白血病や扁平上皮癌など、ある種の癌で

は、Notch	シグナルの低下が発癌と悪性度の進展に関与している。研究代表者らは、糖鎖

科学分野のフロントランナーとして、Notch	の細胞外部位における糖鎖修飾が、その活性

化に重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた	(3)。O-グルコース糖鎖の付加は、

Notch	の活性化に必須である一方、O-グルコース糖鎖のキシロースによる伸長は、Notch	

の活性化を抑制する	(4-6)。肺、食道、および頭頸部由来扁平上皮癌を含む、多くの癌で

XXYLT1	の増幅がみられる	 (7)。本研究では、O-グルコース糖鎖合成を担う糖転移酵素に

照準を定め、Notch	に	O-グルコース単糖を付加する	POGLUT1	の構造情報に基づいて低分

子阻害薬を創生することを目的とした。	

	

2.	研究の対象ならびに方法	

(1)	糖転移酵素タンパク質の発現と精製	

糖転移酵素	POGLUT1	タンパク質を発現、精製するために、C	末端に	MycHis	タグを付加

した形で、ヒト	POGLUT1	遺伝子	cDNA	の	ORF	全長を発現ベクター	pcDNA4	に組み込ん

だ。この発現ベクターを	HEK293T	細胞に遺伝子導入し、培養上清に分泌された	POGLUT1-
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MycHis	タンパク質を	Ni-NTA	アガロースカラムを用いて精製し、精製タンパク質は抗	Myc	

タグ抗体を用いて分子量を確認し、精製純度と濃度は、BSA	をスタンダードとしたクマシ

ー染色により分析した。	

(2)	受容基質	EGF	ドメインタンパク質の発現と精製	

糖転移酵素の受容基質としては、平行して行っていた	Notch1	上の	O-グルコース糖鎖の

質量分析解析結果に基づいて、ヒト凝固因子	IX	(hFA9)	の	EGF	ドメイン、また、マウス	

Notch1	の	EGF4、EGF10、EGF11、EGF28	を作製することとした。各	EGF	ドメインをコード

する	cDNA	を	PCR	法により増幅し、大腸菌用発現ベクター	pET20b(+)	に、C	末端に	His	

タグを付加した形でクローニングした。EGF	ドメインタンパク質の発現は、IPTG	を用い

て誘導し、大腸菌の可溶性画分からNi-NTA	アガロースカラムを用いて精製した。さらに、

正しくフォールディングされた	EGF	ドメインタンパク質を逆相	HPLC	を用いて精製した。

精製したEGF	ドメインタンパク質は、凍結乾燥後、BSA	をスタンダードとした	BCA	プロ

テインアッセイ法により定量した。	

(3)	In	vitro	における糖転移酵素活性阻害化合物の一次スクリーニング	

既に確立している	in	vitro	酵素阻害活性測定法を用いてスクリーニングを行った	(8)。

具体的には、POGLUT1、UDP-Gloアッセイ試薬	(プ

ロメガ)	を用いた。これは、従来の放射性供与基

質を用いたアッセイに比べて、環境に優しく、か

つ、安全に行えるという利点がある。候補化合物

は、水溶性のものは水に溶解し、そうでないもの

は、DMSOに溶解し、最終濃度50	µMで反応を行

い、阻害の程度を評価した。	

	

3.	研究結果	

(1)	糖転移酵素タンパク質の発現と精製	

POGLUT1-MycHis	タンパク質は、HEK293T	細胞に

強制発現後、培養上清より	Ni-NTA	アガロース

カラムより精製された	(data	not	shown)。	

(2)	受容基質	 EGF	ドメインタンパク質の発現

と精製	

従来用いていた	hFA9	EGF	ドメインタンパク質



研究実績報告書	

	 -	3	-	

に加えて、本研究では、POGLUT1	に対する親和性が高いことが予想されたマウス	 Notch1	

のEGF4	と	EGF10、ならびに、親和性が低いことが予想された	EGF11	と	EGF28	の作製を

試みた。EGF4	と	EGF11	については、精製産物を	POGLUT1-MycHis	タンパク質および	UDP-

glucose	とを	37ºC	にて一晩反応させた後、逆相	HPLC	にて反応産物を分析した結果、ほ
ぼ	100%	ピークがシフトしたことから、正しくフォールディングされていることが示唆さ

れた	(図	1)。一方、Notch1	のEGF10	と	EGF28	については、大腸菌の可溶性画分にタン

パク質として検出されなかった。さらに、不溶性画分をグアニジン塩酸で可溶化し、逆相	

HPLC	にて分画後、検出されたピークに含まれている物質の分子量を	MALDI-TOF	MS	によ

り解析したが、予想される	 EGF10	と	 EGF28	タンパク質の分子量とは一致しなかった	

(data	not	shown)。	

(3)	In	vitro	における糖転移酵素活性阻害化合物の一次スクリーニング	

POGLUT1/Rumi	と	hFA9	の	EGF	ドメインと

の複合体の結晶構造解析(9)構造情報をも

とにした FINDSITEcomb	による低分子化合物

の	in	silico	スクリーニングより選抜され

た候補化合物	 50	 µM	 存在下で行った	

POGLUT1-MycHis	 タンパク質のグルコース

転移酵素活性の測定結果を図	 2	に示した

(9-11)。コントロールとしては、DMSO	を用

いた。調べた化合物は、いずれも有意に	

POGLUT1	の酵素活性を阻害しなかった。	

	

4.	考察	

本研究では、POGLUT1	糖転移酵素の構造情報を基に、酵素に結合する可能性のある低分子

化合物を検索し、それらが実際に生化学的に	 POGLUT1	を阻害するか調べたが、有効な低

分子化合物の同定には至らなかった。今後、スクリーニング系は確立することができたの

で、さらに化合物の数を増やして、スクリーニングを行い、新規	Notch	シグナル阻害薬の

開発につなげたい。また、同様のシステムを用いて、キシロース転移酵素の阻害薬の探索

を行い、Notch	シグナルの活性化薬の開発も目指したい。		
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