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研究成果の概要（和文）：本研究では、GPIアンカー型蛋白質のGPI修飾、膜蛋白質の細胞外ドメインのリン酸
化、ジストログリカンの特殊な糖鎖修飾について、そのゾーンの可視化、ゾーン形成の分子機構、そしてその生
理機能を明らかにした。GPI修飾ゾーンの一部は核膜およびその近傍の小胞体にラミンによって形成されるこ
と、そのゾーンは生体機能に重要であることを見出した。リン酸修飾ゾーンは一部のゴルジ体に、アクチン制御
因子twfの関与により形成されることを見出した。ジストログリカン修飾ゾーンを形成する分子群が複合体を形
成し、その形成異常により、筋ジストロフィーや心筋症、滑脳症といった症状が引き起こされることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have studied GPI modification of GPI-anchored proteins, 
phosphorylation of extracellular domains of membrane proteins, and special glycosylation of 
dystroglycans to elucidate the localization of the zones, the molecular mechanism of zone formation,
 and their physiological functions.
We found that some of the GPI-modified zones are formed in the nuclear envelope and adjacent 
endoplasmic reticulum by lamin, and that the zones are important for biological functions. We also 
found that phosphorylation zones are formed in a subset of Golgi complexes by the actin regulator 
twf. In addition, we found that a group of molecules involved in modification of dystroglycan form a
 complex, and that abnormal formation of the complex causes symptoms such as muscular dystrophy, 
cardiomyopathy, and lissencephaly.

研究分野：細胞生物学

キーワード： GPI　リン酸化　ジストログリカン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分泌および膜蛋白質の翻訳後修飾を司る選別輸送ゾーンのいくつかについて、その局在、分子基盤、生理機能を
明らかにすることができ、オルガネラゾーンの分野を大きく前進させることができた。学術的には日本初の新し
いコンセプトを発信することができたと考えている。社会的意義については、ジストログリカンの修飾ゾーンの
異常によって、筋ジストロフィーや心筋症、滑脳症といった症状が引き起こされることを見出し、それらの疾患
の理解が進んだと考える。また、その治療法の可能性についても動物実験で良好な結果が得られたのは意義ある
結果だと言える。

※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  
 
細胞外に分泌または細胞膜に局在するタンパク質は、糖鎖などの翻訳後修飾を受けることに
よって正しい機能を獲得する。そのような分泌タンパク質や膜タンパク質には非常に多くの種
類があり、また修飾の種類も多様である。このように多様な修飾の特異性がどのような機構で制
御されているかは、重要な問題であるにも関わらずいまだ不明な点が多く残されている。 
私達の先行研究より、個々の異なる修飾はゴルジ体や小胞体の中の異なるゾーンで行われて
いることをショウジョウバエで見出した（PNAS 2005）。具体的には、小胞体上に存在する 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) 修飾を司る GPI修飾ゾーン（未発表）、ゴルジ体に存在す
る Glucosaminoglycan (GAG) 修飾を司る GAG修飾ゾーン、そして非定型カドヘリンの細胞外
ドメインのリン酸修飾を司るリン酸修飾ゾーンである。リン鎖修飾ゾーンは、ショウジョウバエ
の組織形成を制御するゴルジ体キナーゼ Four-jointed（Fj, Science 2008）が一部のミニゴルジ
体に局在することから見出された（未発表）。さらに、Fjが局在するリン鎖修飾ゾーンの全ゴル
ジ体に対する割合は発生段階により変化することも見出した。 
哺乳動物における翻訳後修飾ゾーンの可能性を金川らは見出している。金川らはリビトール
リン酸糖鎖という特殊な糖鎖がジストログリカン特異的に付加され、その異常によって筋ジス
トロフィーや滑脳症が発症することを報告した（Cell Rep 2016, JBC 2016）。さらに、筋ジスト
ロフィーの発症に直結するジストログリカンの選別輸送に関わる分子 PTAR1を見出した。面白
いことに、このリビトールリン酸糖鎖には GAG様の GlcA/Xyl糖鎖が含まれるが、PTAR1はジ
ストログリカンのみならず GAG 修飾される他のタンパク質の選別輸送にも関わっていること
を示唆するデータも得た（未発表）。おそらくジストログリカンを含む一群の GAG 修飾タンパ
ク質は、PTAR1によって GAG修飾酵素がいるゾーンに選別輸送されるが、PTAR1の変異体で
は異なるゾーンにも輸送されるため GAG修飾が異常になると考えられた。このことにより、選
別輸送ゾーンは生物種を超えて細胞が備える普遍的な修飾基盤であり、その異常は時にヒト疾
患に関与する可能性が示唆された。 
 
 
 
２．研究の目的  
 
本研究の目的は、GPI 修飾ゾーン、リン酸修飾ゾーン、ジストログリカン修飾ゾーンについ
て、それらのゾーンの動態、分子基盤、生理機能を明らかにすることを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法  
 
GPI修飾ゾーン： 
 

GPI 修飾ゾーンが細胞内のどこに局在するかを明らかにするために、GPI 修飾に必須な酵素
群の細胞内の局在箇所を詳細に検討する。 

GPI 修飾ゾーンの必要性を調べるために、ゾーンに局在する酵素に変異を導入し、ゾーン外
に移動させる。そのとき、GPI修飾が異常になるかを調べることで、ゾーンの必要性が明らかに
なる。 

GPI 修飾ゾーンの形成機構／分子基盤を明らかにするために、ゾーンに局在する酵素の局在
に必要な分子を同定する。 

GPI 修飾ゾーンに局在する酵素を欠失させた個体でどのような異常が生じるかを調べること
で、ゾーンの生理機能を明らかにする。 
 
 
リン酸修飾ゾーン: 
 
リン酸修飾ゾーンの形成機構／分子基盤を明らかにするために、ゾーン形成に必要とされる

Fjの内部配列をドメイン解析により明らかにする。さらに、翅成虫原基を用いた in vivo RNAi
スクリーンにより Fjが一部のミニゴルジ体に局在するために必要な因子（局在化因子）を同定
する。 
 
 
ジストログリカン修飾ゾーン: 



 
ジストログリカン修飾ゾーンの生理機能を明らかにするためにヒト培養細胞とモデル動物を
用いた研究を行う。 
ヒト培養細胞での解析 
PTAR1 ノックアウトした細胞株で、GPI/GAG 修飾に異常がないか、ジストログリカンのリビト
ールリン酸・GAG 様修飾に異常がないかを検討する。異常があればゾーンの生理機能は生物種を
超えて保存されていることがわかる。 
モデル動物での解析 
ジストログリカン修飾ゾーンの解析を目的に、リビトールリン酸糖鎖修飾に関わるフクチン
や ISPD の欠損細胞を作出し、表現型の解析とゾーン概念に着目した治療法の開発を行う。 
 
 
 
４．研究成果  
 
GPI修飾ゾーン： 
 
 GPI 修飾ゾーンの可視化のために、GPI 修飾に関与する酵素と GPI アンカー型タンパク質の
mRNA の局在を組織で検討した。その結果、GPI アンカー部分の生合成に関与する酵素群のうち、
PIGB は核膜の内膜に局在し、GPI アンカー型タンパク質である Dlp のｍRNA は核膜近傍の小胞体
に、そして GPI を Dlp に付加させる酵素 TA は核膜およぶ近傍の小胞体に局在した(JCS 2018, 
FEBS Lett. 2020)。これらの結果は、予想と異なり、GPI 修飾ゾーンの一部は核膜およびその近
傍の小胞体にあることがわかった。 
 次に、この GPI 修飾ゾーンの必要性、つまり PIGB が核膜に局在することが必要かについて検
討した。まず、酵素活性は保持したまま、局在だけ核膜から小胞体に変化させた変異 PIGB を作
製した。その変異 PIGB で PIGB 欠失変異体をレスキューしたが十分にレスキューできなかった。
このことは、PIGB は核膜に局在する必要がある、つまりこの核膜近傍にゾーンが形成される必
要があることを示している（JCS 2018）。 
 核膜に形成される GPI 修飾ゾーンの分子基盤、つまりどのようなメカニズムでゾーンが形成
されているかについて研究を進めた。具体的には、PIGB に結合するタンパク質を免疫沈降法＆
質量分析法によって同定した。それらのタンパク質をコードする遺伝子をノックダウンし、PIGB
の局在を検討した。その結果、核膜を裏打ちする核ラミナを形成するラミンタンパク質が PIGB
の核膜局在に必要であることがわかった（JCS 2020）。 
 さらに、PIGB の核膜局在に GPI 修飾以外の機能があるのではないかと考え、PIGB 変異体を詳
細に検討したところ、核ラミナ構造が異常になっていることを見出した。核ラミナ構造は核機能
に重要な役割を果たしているので、それらを検討した。その結果、PIGB 変異体では、核の強度
が低下すること、核内のクロマチン構造が異常になること、さらに遺伝子発現が異常になった。
面白いことに、その結果、筋肉の異常が生じていた。これらの結果から、PIGB は核膜直下に核
の様々な機能を維持するためのゾーンも形成していることが明らかとなった（under revision）。 
 
 
リン酸修飾ゾーン： 
 
Fj のドメイン解析を行い、Fj の自己リン酸化部位を同定した（矢木班員との共同研究）。ゲノ
ム編集により、自己リン酸化されるセリンをアラニンに置換した fj の対立遺伝子をもつショウ
ジョウバエを作出した。その結果、自己リン酸化が起こらない変異型 Fj は、ほぼ全てのミニゴ
ルジ体に局在した。さらに、この変異体の成虫は、野生型よりも翅が小さくなった。この研究に
より、Fj の自己リン酸化はリン酸修飾ゾーンの形成に必要であることと、Fj の適切な細胞内局
在はショウジョウバエの正常発生に必要であることが示された。 
野生型 Fj あるいは自己リン酸化が起こらない変異型 Fj を強制発現させた翅成虫原基を用い
たショットガンプロテオーム解析により、両サンプル間で発現量に差があるタンパク質を同定
した（尾野班員との共同研究）。これらの遺伝子を局在化因子の候補として、翅成虫原基で RNAi
を行い、Fj の細胞内局在を観察した。その結果、アクチン制御因子 twf の RNAi により Fj が局
在するミニゴルジ体の割合が上昇することが分かった。さらに twf 変異体においても同様の結
果が得られたことから、twf は Fj の局在化因子であることを明らかにした。 
Fj を発現させた際にリン酸修飾ゾーンが形成される培養細胞株と形成されない細胞株の間で
の RNA-seq データの比較により、局在化因子の候補遺伝子を得た。候補遺伝子を翅成虫原基で
RNAiしてFjの細胞内局在を解析した結果、RNAiによりリン酸修飾ゾーンが減少する遺伝子flf1
を同定した。flf1 変異体においてもリン酸修飾ゾーンは減少していたが、この変異体は正常に
発生した。したがって、flf1 は Fj のリン酸修飾ゾーン形成には必要であるが、ショウジョウバ
エの正常発生には影響は与えないと結論した。 
 
ジストログリカン修飾ゾーン: 



 
ゲノム編集法を用いてPTAR1欠損HEK293細胞を作出、プロテオミクス手法で機能解析を進め、
ジストログリカン修飾に関わる候補タンパク質を見出した。同時に、ジストログリカンのリビト
ールリン酸修飾の特異性を決定する因子の探索をすすめ、フクチンや FKRP をはじめとしたリビ
トールリン酸修飾に関わる分子群が複合体を形成していることを明らかにした（BBRC 2018）。 
複合体成分の欠損マウスの作出を進め、筋ジストロフィーや心筋症、滑脳症といった表現型を呈
することを確認、ヒト疾患モデルとしての有効性を実証した（Hum Mol Genet 2018, PLoS Genet 
2020, Nat Commun 2019）。心筋細胞におけるリビトールリン酸酵素の機能解析を進め、ゴルジ体
や細胞骨格の制御に関わることを示し、オルガネラ構造の維持に重要であることを報告した（Nat 
Commun）。 
リビトールリン酸修飾ゾーンが破綻した場合であっても、変異の種によっては CDP-リビトー
ルをゴルジ内腔に到達させることができれば治療可能と考えられる。そこで、CDP-リビトールを
プロドラッグ化し、まず概念実証のため CDP-リビトール合成酵素異常の疾患モデルマウスに投
与したところ、有意な治療効果が得られた。一連の研究によって、リビトールリン酸修飾ゾーン
の存在が示唆され、その破綻によって生じる病態メカニズムについて理解が深まるとともに、新
しい治療戦略も浮上してきた（Nat Commun 2022）。 
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