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研究成果の概要（和文）：筋ジストロフィーの原因となるαジストログリカン（α-DG）上のO-Man型糖鎖の未知
部分の構造決定と生合成過程解明、神経機能障害との関連と治療の可能性の検討を目的とした。未知糖鎖部分を
決定し、リビトールリン酸を含有する全体像を明らかにした。fukutinを含む４つの筋ジストロフィー原因遺伝
子産物の機能を同定し、リビトールリン酸の生合成経路を明らかにした。新たなO-Man型糖鎖修飾タンパク質と
α-DGのリガンドを検索したが、見出せなかった。疾患モデル細胞やマウスの治療法候補は有効であった。さら
なる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to delineate the full O-Man glycan structure of 
a-dystroglycan (a-DG) whose abnormalities cause muscular dystrophy, to clarify the biosynthesis 
pathway of the glycan, to understand the pathogenesis of neuronal dysfunction of the disease, and to
 explore its therapeutic possibility. We determined the unknown glycan structure that contained 
ribitol phosphate. We also identified the functions of four gene proteins such as fukutin that are 
responsible for muscular dystrophy, and determined the biosynthesis pathway for ribitol phosphate of
 the glycan. We could not find novel proteins modified with the O-Man glycan or a-DG ligands. Some 
therapeutic strategies were found to be effective for the disease model cells and mice. Further 
investigations are required.

研究分野：人類遺伝学、遺伝医学、ゲノム医科学

キーワード： 糖鎖　筋ジストロフィー　脳神経疾患　酵素　遺伝子　ジストログリカノパチー　fukutin　α-dystrog
lycan

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
α-DGのO-Man型糖鎖の完全構造と生合成機構を明らかにしたことで、重篤なα-DGpathyの発症機序を理解でき、
新たな治療標的発見、有効な治療法開発につながる。新たな翻訳後修飾の発見であり、医学的のみならず生物学
的にも学術的な意義がある。また、O-Man型糖鎖と脳奇形・神経機能との関連を示し、神経機能障害の治療の有
効性が示されれば、問題の多い胎児治療ではなく、生後の治療が可能になり、実現可能な脳の治療法の構築につ
ながることが期待でき、社会的意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 福山型筋ジストロフィー(FCMD)、muscle-eye-brain 病(MEB)、Walker-Warburg 症候群は、先天
性筋ジストロフィー、II型滑脳症、眼奇形の 3症状を示す代表的な常染色体劣性神経筋疾患であ
る。申請者はポジショナルクローニング法により、FCMDの原因である fukutin遺伝子の同定に
成功、さらに候補遺伝子アプローチ法により、新規糖転移酵素 POMGnT1をコードする遺伝子が
MEB 原因遺伝子であることを明らかにした。患者において、細胞質と基底膜を繋ぐ α-
dystroglycan(α-DG)の O-mannose (O-Man)型糖鎖修飾に異常がみられ、α-ジストログリカノパチー
(α-DGpathy)という新しい疾患概念が確立された。 
 DGは骨格筋、心筋、脳に多く発現する糖タンパク質で、細胞外サブユニット(α-DG)が細胞外
成分と、膜貫通サブユニット(β-DG)が骨格系タンパク質や細胞内シグナル分子と結合し、細胞膜
構造の維持や細胞内シグナルに関与する。細胞外の α-DGのリガンドには lamininなどの基底膜
分子があるが、その結合には α-DG 上への O-Man 型糖鎖修飾が必須である。α-DGpathy 患者の
骨格筋では、この糖鎖の異常により、laminin との結合能が低下し、筋細胞膜が脆弱化、筋細胞
が壊死・変性に陥る。現在までに 18個の α-DGpathy原因遺伝子が同定されており、まだ未同定
の原因遺伝子の存在も示唆されている。またこの糖鎖は、ラッサ熱ウイルスの細胞侵入や、癌の
浸潤にも関与していることが知られている。 
 O-Man 型糖鎖は哺乳類では珍しい糖鎖構造で、α-DG には O-Man から延びる 4 糖構造が見つ
かっていた。しかし、この構造は lamininとの結合には必須ではないことがわかり、laminin結合
に必須な糖鎖の発見と構造解明へ向けての競争が世界的に激化した。近年までにかなりその構
造と、生合成に関わる α-DGpathy原因遺伝子の糖転移酵素活性が判明してきている一方で、未だ
に構造が判明しない部分や機能未知の原因遺伝子も残されている。すなわち、Man の 6 位炭素
にリン酸基を介して、足場となるような未知の構造が結合しており、その先に lamininとの結合
に重要な xylose (Xyl)と glucuronic acid (GlcA)の 2糖の繰り返し構造が続くのではないかと推測さ
れている。申請者らのこれまでの実験から、この糖鎖を構成する多くのGlcAの負電荷のためか、
その性質が特殊で捕えることさえ大変難しいことがわかっており、世界でも難航していること
が想像される。しかし申請者らは試行錯誤の末、ごく最近の質量分析でようやくこの糖鎖を捕え
ることができ、その未知の構造部分については、知られている動物界の糖鎖構成成分の単糖では
説明できず、新たな糖鎖構成物質の存在が示唆された。 
 
 α-DGpathyの多くは脳奇形を合併する。これは、α-DGの O-Man型糖鎖の異常による脳表基底
膜中の lamininとの結合能の低下、それによるグリア境界膜の脆弱化・破綻、神経細胞の過遊走
に起因すると考えられている。しかし、中枢神経系における O-Man 型糖鎖の意義は殆ど解明さ
れていない。fukutin遺伝子は脳の発生段階初期から発現しており、神経細胞の fukutin遺伝子を
in uteroでノックダウンすると（グリア細胞は正常）、神経細胞は脳室周辺に留まるという、疾患
病態の過遊走とは異なる現象が報告されている。これは、グリア細胞における fukutin とグリア
境界膜-基底膜の脆弱化との α-DGを介した関連の他に、神経細胞における fukutinと神経細胞移
動との未知の関連を示唆している。一方で、発達性読み書き障害の関連遺伝子である脳特異的発
現 KIAA0319 遺伝子のノックダウンは、fukutin と酷似した現象を示し、さらに KIAA0319 には
α-DG の O-Man 型糖鎖修飾部位と相同性を示すドメインが存在し、高度の O 型糖鎖修飾を受け
ることが知られている。新たな O-Man 型糖鎖修飾標的分子の存在と他疾患との関連を示唆し、
O-Man型糖鎖が脳の形態の様々な側面で重要であることが考えられる。 
 また α-DGpathyは精神遅滞を伴うが、自閉症を合併する患者例も報告されており、脳奇形の他
に神経機能障害を示唆している。確かに α-DGの別のリガンドであるシナプスの neurexinは自閉
症の関連遺伝子として知られている。申請者らは眼において、新たな α-DGリガンドである網膜
特異的な pikachurinの欠損により、α-DGpathyの眼症状の一部が説明されることを報告しており、
これらの事実は、α-DGpathyの神経機能障害が、neurexinや未知の脳特異的リガンドと関わって
いる可能性を示唆している。つまり O-Man 型糖鎖は、脳の形態形成だけでなく、神経細胞機能
の発達・獲得にも重要であり、精神遅滞・自閉症などの神経機能障害に関与していると考えられ
る。 
 
 デュシャンヌ型筋ジストロフィーの治療研究は世界各国で行われており、臨床試験も始まっ
ている。一方で α-DGpathyの治療研究としては、申請者は、大部分の FCMD患者に見られるス
プライシング異常をアンチセンス核酸で是正できることを見出しており、現在は製薬会社と共
同で、我が国における臨床試験へ向けた FCMD のアンチセンス核酸治療研究を進めている。ま
た申請者らは、AAVベクターを用いた遺伝子治療研究も行っている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、この糖鎖の完全構造決定と、生合成経路としての機能未知の α-DGpathy原因遺伝
子の機能解明、生合成に関わる未同定の遺伝子の検索と α-DGpathyとの関連の解析を行う。新規



の翻訳後修飾の発見となる可能性が高く、また筋ジストロフィーだけでなくウイルス感染や癌
の新たな病態メカニズムが明らかになり、分子治療標的の発見に繋がることが期待される。 
 マウス iPS 細胞由来の分化細胞や、すでに作製済みである FCMD モデルマウスの患者変異
fukutinノックインマウス、中枢神経系特異的 fukutinノックアウトマウスなどを用いて、fukutin
の中枢神経における機能解析、新たな O-Man 型糖鎖修飾標的タンパク質、新たな α-DG のリガ
ンドの同定を行う。また同時に、FCMDモデルマウスの行動や LTPなどを解析することにより、
O-Man型糖鎖の脳における意義と神経機能障害への関連を明らかにする。 
 骨格筋で効果の見られるアンチセンス核酸や AAVベクターを用いた、FCMDの脳の治療の可
能性を検討する。神経機能障害への関連が明らかになった場合、神経機能を回復させるための生
後の処置で脳治療が可能かもしれず、これまで脳奇形の治療として必要だと考えられてきた倫
理面や技術面で多くの課題が残る胎児への処置が不要になるかもしれない。さらに、iPS細胞と
ゲノム編集技術を用いた再生治療実験も行う。また、α-DGの糖鎖構造が決定され分子治療標的
が発見された場合、それに基づく骨格筋や脳の治療の可能性を FCMD に限らず他の α-DGpathy
に対しても検討し、臨床応用可能な治療法を模索する。 
 本研究で α-DG の O-Man 型糖鎖の完全構造と生合成機構を明らかにすることで、重篤な α-
DGpathy の発症機序を理解でき、またラッサ熱ウイルスの細胞侵入、癌の浸潤の知見が広がり、
さらに新たな治療標的発見、有効な治療法開発につながることが期待される。一方で、新たな翻
訳後修飾の発見の可能性があり、医学的のみならず生物学的にも大変興味深い。また、O-Man型
糖鎖と脳奇形・神経機能との関連を示す新たな成果も期待され、精神遅滞・自閉症などの発達障
害の発症機序の解明や治療法の構築につながる可能性もある。さらに、神経機能障害の治療の有
効性が示されれば、問題の多い胎児治療ではなく、生後の治療が可能になり、実現可能な脳の治
療法の構築につながることが期待される。申請者により、fukutin 遺伝子は α-DGpathy で最も早
く同定された原因遺伝子で、有効な治療法も見出されているが、fukutin タンパク質の機能は未
だ不明である。是非とも本研究で決着をつけたい。 
 
 
３．研究の方法 
 
 １．α-DG機能糖鎖の完全構造決定と生合成機構の解明 
（１）α-DG機能糖鎖の未知構造部分の解析 
①サンプルの調製と、質量分析・NMRによる構造解析 
- 質量分析で検出に成功したサンプル調製方法で、目的のサンプルを大量に集める。 
- キシロシダーゼ、グルクロニダーゼで処理し、LARGEと B3GNT1による付加糖を消化除去す
る。さらにフッ化水素により、リン酸基と側鎖との結合を切断し、目的の未知構造部分を大量に
精製する。 
- α-DGの p.T190M変異体から側鎖を調製する。 
- B3GNT1遺伝子をゲノム編集によりノックアウトした細胞株から α-DGの側鎖を調製する。 
- 質量分析を用いて未知構造部分の構成成分を決定する。 
- NMRを用いてその構成成分の結合様式を決定する。 
②細胞や組織の内在性 α-DGを用いた構造の確認 
- 自前の抗体を用いて内在性 α-DG を大量に調製し、決定した構造と矛盾がないかを確認する。 
（２）α-DG機能糖鎖の生合成機構の解明 
①機能未知の α-DGpathy原因遺伝子産物 fukutin、FKRP、TMEM5、ISPDの機能解析 
- 各遺伝子を動物細胞強制発現系で発現させ各タンパク質を精製する。 
- α-DG 安定強発現細胞株において各遺伝子をゲノム編集によりノックアウトし α-DG を精製す
る。 
- RIラベルされたドナー基質候補を用いて fukutin、FKRP、TMEM5の転移酵素活性を測定する。 
- ISPDのドナー基質合成活性を HPLCで測定する。 
- 低分子のアクセプター基質を用いて fukutin、FKRP、TMEM5転移活性を HPLCで測定する。 
- モデル動物や患者サンプルの内在性 α-DGで、異常になっている糖鎖と矛盾がないかを確認す
る。 
②糖鎖生合成に関わる可能性のある未同定の遺伝子の検索と α-DGpathyとの関連 
- SLC35A1の機能解析 
- ISPDの基質に関わる遺伝子の探索 
- 原因未知の FCMD疑い患者のエクソーム解析 
 
 ２．O-Man型糖鎖の脳における意義の解明 
（１）fukutinの中枢神経における機能解析 
①FCMDモデルマウスから iPS細胞の作製 
- 患者変異 fukutin ノックインマウス、fukutin-flox マウスから iPS 細胞を作製する。fukutin-flox
由来の iPS細胞は Creを発現させて fukutinをノックアウトさせる。 
②iPS細胞から分化させた神経細胞、グリア細胞の性質の解析 
- 神経細胞とグリア細胞に分化させ、細胞の生着、移動、軸索伸長、成長円錐・シナプス構造な



どの観察、生化学的な解析などを行って、細胞の種類と fukutin機能との関連を探る。 
（２）FCMDモデルマウスを用いた行動解析と LTPの解析 
①モデルマウスの行動解析による神経機能障害への関連の検索 
- Morris水迷路テスト、高架式十字迷路テストを用いて、学習記憶能力を評価する。 
- 社会的相互作用テスト、母性行動テスト、自発運動解析、新奇環境適応テストを用いて、高次
脳機能を評価する。 
②モデルマウスの LTPの解析 
- マウス脳の海馬あるいは小脳のスライスを用いて LTPを測定し、増強変化を検討する。 
（３）新たな O-Man型糖鎖修飾標的タンパク質と α-DGリガンドの同定 
①fukutin欠損により糖鎖変化が生じる糖タンパク質の探索 
- fukutin欠損脳の抽出液を二次元電気泳動で展開する。変化が生じているスポットのタンパク質
を質量分析することで同定する。 
②fukutin欠損により α-DGとの結合が変化するタンパク質の検索 
- 脳抽出液から α-DGと共沈殿するものを電気泳動で展開する。fukutin欠損では共沈殿が見られ
ないバンドのタンパク質を質量分析することで同定する。 
③KIAA0319の糖鎖解析 
- fukutin 欠損マウスの脳から KIAA0319 を抽出し、電気泳動にて分子量の変化を確認する。
KIAA0319をマウス脳から抽出し糖鎖を調製、質量分析にて O-Man糖鎖の含有を確認する。 
 
 ３．α-DGpathyに対する治療法の模索 
（１）FCMDモデルマウスを用いた脳の治療の検討 
①アンチセンス核酸と AAVベクターの脳内投与 
- 患者変異 fukutinノックインマウス、中枢神経特異的 fukutinノックアウトマウスにアンチセン
ス核酸あるいは fukutin 遺伝子を組み込んだ AAV ベクターを脳室内、あるいは脳実質内投与す
る。 
- 脳の α-DG 糖鎖修飾の回復状況を免疫染色やウエスタンブロット法により生化学的に評価す
る。 
- 行動解析や LTP測定により、病態改善効果を評価する。 
（２）FCMDモデルマウスを用いた再生治療の検討 
①ゲノム編集した iPS細胞による細胞移植治療の検討 
- iPS細胞からゲノム編集技術により挿入変異を取り除く。 
- fukutinが機能回復しているかどうか、α-DG糖鎖修飾の状況を確認する。 
- iPS 細胞を筋前駆細胞・神経細胞・グリア細胞へ分化させ、セルソーターで目的の細胞集団を
得る。 
- FCMDモデルマウスへ細胞を投与し、症状の改善を評価する。 
（３）ISPD変異マウスおよび患者細胞を用いた補充療法の検討 
①ゲノム編集で作製した ISPD変異培養細胞を用いた補充療法の検討 
②ISPD変異マウスの購入（市販されている）と、骨格筋や脳への補充療法の検討 
③ISPD変異を持つ患者細胞を用いた補充療法の検討 
- いずれも、α-DG 糖鎖修飾の回復状況を免疫染色やウエスタンブロット法により生化学的に評
価する。 
（４）FCMD、LGMD2I患者細胞を用いた補充療法の検討 
 
 
４．研究成果 
 
 １．α-DG機能糖鎖の完全構造決定と生合成機構の解明 
 α-DG 機能糖鎖の未知構造部分の解析として、α-DG サンプルの調製と、質量分析を用いた未
知構造部分の構成成分の決定、NMR を用いたその構成成分の結合様式の決定を行い、さらに、
細胞や組織の内在性 α-DGを用いた構造の確認を行って、矛盾がないかを検討した。これまでに
哺乳類では報告されたことのない、新たな糖鎖構造を見出した。すなわち、Man-6リン酸から側
鎖が伸びているという推測に反し、GlcNAcから ribitol-5リン酸、ribitol-5リン酸とタンデムに続
き、Xyl、GlcAと伸びる糖鎖構造であることが判明した。 
 α-DG機能糖鎖の生合成機構の解明として、α-DGpathy原因遺伝子産物 fukutin、FKRP、TMEM5、
ISPDの機能解析を行った。ISPDのドナー基質合成酵素活性と、fukutin、FKRP、TMEM5の転移
酵素活性を HPLCと質量分析により測定することに成功した。α-DG安定強発現細胞株において
各遺伝子をゲノム編集によりノックアウトし α-DGを精製し質量分析を行い、各酵素活性が失わ
れていることを確認した。低分子のアクセプター基質を用いて出来上がった産物から、NMRに
より結合様式を決定した。すなわち、ISPDは CTP: ribitol-5-phosphate cytidylyltransferase、fukutin
は CDP-ribitol:  GalNAc-3  ribitol-5-phospate transferase、FKRPは CDP-ribitol: ribitol-5-phosphate-
1 ribitol-5-phosphate transferase 、 TMEM5 は UDP-D-xylose: ribitol-5-phosphate beta1,4-
xylosyltransferase であることを明らかにした。さらに、未同定の遺伝子の検索を行った。fukutin
と FKRP の基質のゴルジ体トランスポーター候補タンパク質については、検出感度を上げる工



夫を行っていたが、その活性を確認することができなかった。ISPDの基質 ribitol-5-phosphateを
生合成する酵素候補については、その活性は検出されず、また筋ジストロフィーとは異なる疾患
の原因遺伝子であることがごく最近報告された。原因未知の FCMD 疑い患者の疾患パネル解析
を行い、３患者で既知の原因遺伝子に変異を同定に成功し、その他の患者で変異候補を絞り込ん
だが決定までには到達できなかった。 
 
 ２．O-Man型糖鎖の脳における意義の解明 
 fukutinの中枢神経における機能解析として、FCMDモデルマウスから iPS細胞の作製、iPS細
胞から分化させた神経細胞、グリア細胞の性質の解析を行った。目立った異常は確認されなかっ
たが、長期観察する必要がある。正常 iPS細胞由来の脳オルガノイドと比較して患者由来では脳
オルガノイドが形成されなかったが、今後のさらなる条件検討などが必要である。 
 FCMD モデルマウスを用いた行動解析と LTP の解析として、モデルマウスの行動解析による
神経機能障害への関連の検索、モデルマウスの LTP の解析を行った。どちらとも、有意な異常
は確認できず、神経機能への重要性を確認することができなかった。 
 新たな O-Man型糖鎖修飾標的タンパク質と α-DG リガンドの同定として、fukutin欠損により
糖鎖変化が生じる糖タンパク質を fukutin欠損脳の抽出液、WFAレクチン結合物で検出し質量分
析した。得られた候補タンパク質からは標的候補 KIAA0319を含め、標的タンパク質を同定でき
なかった。fukutin欠損により α-DGとの結合が変化するタンパク質を脳抽出液から α-DGと共沈
殿するものとして検出を試みたが、新たな関連機能タンパク質を同定することはできなかった。 
 
 ３．α-DGpathyに対する治療法の模索 
 FCMDモデルマウスを用いた脳の治療の検討として、アンチセンス核酸の脳内投与、髄液内注
入を試みた。患者変異 fukutin ノックインマウスを用いたところ、脳の α-DG 糖鎖修飾の回復が
生化学的検出法により観察された。今後さらなる検討が必要である。 
 再生治療に関しては、安定した筋細胞分化操作の検討が不充分であり、行うことができなかっ
た。今後さらなる検討が必要である。 
 ISPD変異マウスおよび患者細胞を用いた補充療法の検討では、ISPD産物である CDP-ribitol補
充により、ISPDゲノム編集培養細胞株や、ISPD変異マウスの筋注による骨格筋の α-DG糖鎖修
飾の回復を確認したが、ISPD、fukutin、FKRP患者培養細胞では確認できなかった。今後さらな
る検討が必要である。 
 
 本研究の最大の目的であった fukutinタンパク質の機能解明を達成することができた。 
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