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研究成果の概要（和文）：本研究はGolginやグリコサミノグリカン(GAG)生合成酵素の変異による遺伝性骨・皮
膚疾患における発症機序の解明を目的とする。Golginタンパク質の一種であるGORABの変異に起因する骨異形成
性老人性皮膚症のモデルマウス(Gorab欠損マウス)の解析を行った。Gorab欠損マウスはデルマタン硫酸の合成量
が低下し、TGF-ベータのシグナル伝達が亢進していることがわかった。また、GAGの生合成に関与するEXTL3、
CSGALNACT1、B3GAT3の変異によってそれぞれ免疫異常を伴う脊椎骨端骨幹端異形成症、関節弛緩を伴う骨異形成
症、骨減少症を発症することを見出した。

研究成果の概要（英文）：To understand the roles of Golgin and glycosaminoglycans (GAGs) in 
hereditary skeletal and skin disorders, Gorab-knockout mice were utilized for the analysis. We 
revealed that dermatan sulfate was significantly reduced in the knockout mice compared to the 
wild-type mice. We have identified mutations in EXTL3, CSGALNACT1, and B3GAT3, which caused 
spondylo-epi-metaphyseal dysplasia with immunodeficiency, a mild skeletal dysplasia with joint 
laxity, and severe osteopenia with fractures, respectively. Mutations in CHST14 cause a 
Ehlers-Danlos syndrome musculocontractural type 1. Dermatan sulfate was not detected in the urine of
 patients with mutations in CHST14. These results suggest that the quantification of dermatan 
sulfate in urine is applicable to an initial diagnosis of dermatan sulfate-defective Ehlers-Danlos 
syndrome.
These results indicate that defects in Gorab and GAG-biosynthetic enzymes are responsible for the 
normal development of bone and skin.

研究分野： 糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、グリコサミノグリカンの生合成に関わる糖転移酵素やゴルジ体タンパク質(Golgin)の変異に起因する
遺伝性の骨系統疾患、皮膚疾患、免疫疾患を同定した。さらにそれらの遺伝病患者においてはグリコサミノグリ
カンの糖鎖の生合成異常を引き起こし、発症することも明らかにした。これらの知見をもとに、将来骨系統・皮
膚・免疫疾患における治療法および診断法の開発や治療に貢献できると推察され、本研究成果の学術的意義およ
び社会的意義は非常に大きい。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
研究代表者はコンドロイチン硫酸	(CS)やデルマタン硫酸	(DS)の生合成に関わる糖転移酵素

や硫酸基転移酵素の遺伝子変異によって、それぞれ脊椎・骨端異形成症やエーラス・ダンロス
症候群が引き起こされることを多数見いだした。一方、Golgin は、ゴルジ体の機能調節や分泌
タンパク質の小胞輸送の膜の融合などに関与するコイルドコイルタンパク質の総称である。
Golgin の一つである GORAB の変異が老人様皮膚萎縮骨形成異常症を引き起こす。この患者の臨
床症状の特徴は皮膚のしわが多く骨粗鬆症で、DSの合成に関わる酵素の変異による早老型のエ
ーラス・ダンロス症候群の症状とかなり重複していた。これらの知見から研究代表者は以下の
仮説を立てた。1)	特定の Golgin が CS や DS あるいはプロテオグリカンのコアタンパク質を含
む小胞に特異的に結合し、ゴルジ体への輸送を調節しているのではないか。2)	特定の Golgin
が、これらの糖転移酵素と結合し、合成途中のプロテオグリカンのコアタンパク質を有する小
胞を GAGosomeに輸送する目印の役割を担っているのではないかと推察した。	
	
２．研究の目的	
上述した背景から本研究では、小胞輸送における Golgin による CS-、DS-プロテオグリカン

の生合成輸送経路の調節機構を解明し、さらにCSや DS の生合成異常や Golgin の異常による遺
伝性骨・皮膚疾患の発症メカニズムを明らかにすることを目的とした。	
 
３．研究の方法 
(1)	グリコサミノグリカン(GAG)合成に関わる糖転移酵素の活性測定	
糖転移酵素 B3GAT3、CSGALNACT1、EXTL3 をコードする遺伝子配列を p3XFLAG-CMV8 ベクターに

組み込み、239T 細胞に一過性に遺伝子導入した。組換え型酵素、UDP-糖、受容体基質を用いて
各酵素活性を測定した。	
(2)	グリコサミノグリカンの定量解析	
	 健常人あるいは患者由来の細胞や尿から常法に従い、GAG 画分を抽出精製した。コンドロイ
チナーゼ、ヘパリナーゼを用いて CS/DS および HSを特異的に二糖に分解し、蛍光標識後、陰イ
オン交換高速液体クロマトグラフィーで解析した。	
	
４．研究成果	
(1)	骨異形成性老人性皮膚症のモデルマウス(Gorab 欠損マウス)は DSが低下する	
	 Gorab ノックアウトマウスを用いて、GAGの定量と骨異形成性老人性皮膚症の発症機序の解析
を行った。Gorab ノックアウトマウスの皮膚および軟骨の DS が顕著に低下していた。一方、
CSおよび HSの量は、野生型と Gorab ノックアウトマウスで差はなかった	(Chan	et	al.,	PLoS	
Genet	2018)。	
(2)	デルマタン 4-O-硫酸基転移酵素-1	(D4ST1)の欠損によるエーラス・ダンロス症候群患者由
来の尿中 DSの定量解析	
	 患者と同性でほぼ同年齢の健常人由来の尿検体においては、顕著に DSが検出されたが、患者
由来の尿中では、DS は全く検出されなかった(Mizumoto	et	al.,	Clin	Biochem	2017)。尿サ
ンプルを用いて簡便な DSの定量によるエーラス・ダンロス患者の早期簡便診断予測法を開発
した。	
(3)	B3GAT3 の変異による多発性骨折と骨粗鬆症	
	 B3GAT3 の変異によって重篤な骨粗鬆症、筋緊張低下、心形成異常、骨格異常をきたす患者を
見出した	(Job	et	al.,	BMC	Medical	Genetics	2016)。野性型の B3GAT3 と比較して、L224Q
変異 B3GAT3 では顕著に糖転移活性が低下していた。次に GAG の定量解析を行ったところ、健
常人由来の線維芽細胞と比較して、患者由来の細胞ではGAGの合成量が顕著に低下していた。	
(4)	CSGALNACT1 の変異による関節弛緩を伴う骨異形成症	
	 CSGALNACT1 の複合ヘテロ接合変異	(p.Pro384Arg/エキソン 5-8 を含む 55.3	kbp の欠損)によ
って、軽度の骨異形成症と関節弛緩症が引き起こされる	(Vodopiutz	et	al.,	Hum	Mutat	2017)。
Pro384Arg 変異型の CSGALNACT1 は野生型の CSGALNACT1 と比較して、N-アセチルガラクトサミ
ン転移活性が顕著に低下していた。しかしながら、健常人と患者由来の線維芽細胞および尿
の GAG の合成量に顕著な差はなかった。	
(5)	EXTL3 の変異は免疫不全を伴う脊椎骨端骨幹端異形成症を引き起こす	
	 免疫異常を伴う脊椎骨端骨幹端異形成症が EXTL3 のホモ接合変異	(p.Pro318Leu)	によって
発症することを見出した	(Guo	et	al.,	J.	Hum.	Genet.	2017)。患者は、重篤な脊椎の扁平
化と後側彎、骨盤の変形、大腿骨骨端・骨幹端の異形成、短指症、T細胞と免疫グロブリンの
減少などの症状を示した。組換え型の EXTL3-wild-type と比較して、EXTL3-p.Pro318Leu は
N-アセチルグルコサミン転移酵素活性が顕著に低下していた。	
(6)	LFNG 機能喪失変異による脊椎肋骨異骨症	
	 LFNG の複合ヘテロ接合変異	(p.Leu156Arg/p.Arg286Trp、p.Lys124Asnfs*	/p.Asp201Asn)	を
持つ 2 人の日本人脊椎肋骨異骨症患者を見出した	(Takeda	et	al.,	Mol	Genet	Genomic	Med	
2018;	Otomo	et	al.,	J.	Hum.	Genet	2019)。患者は共に、重篤な側弯症および多発性の椎骨
形成異常を示した。野生型 LFNGと比較して、変異型 LFNG（LFNG–p.Leu156Arg,	–p.Arg286Trp,	
–p.Asp201Asn）は GlcNAc 転移酵素活性が顕著に低下していた。したがって、患者では LFNG



の変異によって糖転移活性が低下し、糖側鎖	(-Fuc-GlcNAc-Gal-Sia)	の合成異常を引き起こ
し、その結果、脊椎肋骨異骨症を発症すると推察された。	
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