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研究成果の概要（和文）：O-マンノース（Man）型糖鎖の異常は先天性筋ジストロフィー症の原因となる。我々
は、O-Man型糖鎖のなかで、発症に関わるコアM3糖鎖の完全な構造を解明し、リビトールリン酸（RboP）を含む
新奇構造であることを報告した。本課題では、原因遺伝子産物POMGNT1、FKTN、FKRP、TMEM5の新たな機能を明ら
かにした。本成果は、コアM3糖鎖の生合成機構の全容解明と、先天性筋ジストロフィー症の治療法開発につなが
る重要な知見である。

研究成果の概要（英文）：Abnormalities in O-mannosyl glycan cause a group of congenital muscular 
dystrophies known as dystroglycanopathies. We have identified complete structure of core M3 
O-mannosyl glycan. It is a novel structure in mammals containing a newly identified glycan 
component, ribitol-5-phosphate. In this study, I revealed functions of gene products responsible for
 dystroglycanopathy, POMGNT1, FKTN, FKRP, and TMEM5. The results are significant findings related to
 investigation of comprehensive understanding of biosynthetic mechanisms of core M3 glycan. The 
discovery of new glycan structures and the identification of highly regulated mechanisms of glycan 
processing will help researchers to understand glycan functions and develop therapeutic strategies 
for dystroglycanopathies.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
コアM3糖鎖の欠損は先天性筋ジストロフィー症の原因となることから、本糖鎖の生合成機構および関連酵素の機
能が明らかになったことで、難病である筋ジストロフィー症の病態解明および治療法開発への応用が期待され
る。また、新たな糖鎖構造や糖鎖合成制御機構の発見は、生体における糖鎖の役割の解明に寄与し、学術的にも
重要な成果である。



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、哺乳類の O-マンノース（Man）型糖鎖を発見し、その生合成に関わる酵素
POMT1 と POMT2 および POMGNT1 を同定した。さらに、POMT1 と POMT2、POMGNT1
が先天性筋ジストロフィーの原因遺伝子であることを発見した。これら一連の研究から、「糖
鎖異常による先天性筋ジストロフィー」という新しい疾患概念を提唱した。これらは、-ジス
トログリカン（-DG）の O-Man 型糖鎖の異常として検出されることから-ジストログリカノ
パチーと総称される。O-Man 型糖鎖異常による-DG と細胞外マトリックス分子であるラミニ
ンとの結合不全が発症原因である。最近、O-Man 型糖鎖にキシロース（Xyl）とグルクロン酸
（GlcA）の繰り返しからなる構造が見いだされ、この構造は-DG とラミニンの結合に必要で
あること、この繰り返し構造を合成する糖転移酵素が LARGE であること、GlcA-Xyl 構造形
成には O-Man の 6 位がリン酸化される必要があること、が報告された。O-Man 型糖鎖は 3 つ
のコア構造（コア M1、コア M2、コア M3）に分類される。我々は POMGNT1（コア M1 と
コア M2 の形成に必須）欠損マウスの研究から、細胞接着や細胞移動に関わる糖鎖が、コア
M1 とコア M2 に乗っていることを明らかにした。一方、GlcA-Xyl 繰り返し構造は、コア M3
の 6 位のリン酸基に続く未同定の足場構造の先に形成されることが提唱された。一方、
POMGNT1 欠損により、コア M3 上の GlcA-Xyl 構造は消失する。これは、コア M1 の形成が
コア M3 上の GlcA-Xyl 構造形成に必須であることを示すが、その制御機構は不明である。こ
の足場構造の形成には、機能が解明されていない FKTN、FKRP、ISPD、TMEM5 が関与す
ると考えられている。これらの機能解明及び POMGNT1 の欠損によりコア M3 の GlcA-Xyl
構造形成が損なわれるメカニズムの解明は、O-Man 型糖鎖合成機構を理解するうえで必須であ
る。 
 
２．研究の目的 

O-Man 型糖鎖異常を原因とする-ジストログリカノパチーは、筋異常に加えて脳奇形を伴う
など筋ジストロフィーの中で最重症タイプである。O-Man 型糖鎖は多様な構造を持ち、存在意
義や機能および病理との関連はまだ不十分な理解に留まっている。その原因は合成機構に不明
な点が多いためである。そこで、本研究では、O-Man 型糖鎖の合成に関わる糖転移酵素につい
て性質を明らかにし、糖鎖合成機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）TMEM5 の機能解明：N 末側膜貫通領域を除いて Myc タグを融合した可溶型 TMEM5、
および、-ジストログリカノパチー患者より検出された 2 種の点変異体（Y339C, R340L）を
HEK293 細胞に発現させて酵素活性を調べた。分泌型 TMEM5 により合成した糖鎖の構造を
質量分析法（MS）および核磁気共鳴法（NMR）により解析した。CRISPR-Cas9 法により
TMEM5 を欠損させた細胞のジストログリカン糖鎖を解析し、GlcA-Xyl リピート形成への影響
を調べた。 
（2）POMGNT1 の機能解明：N 末側膜貫通領域を除いて C 末端に His タグを融合した可溶型
POMGNT1 を HEK293 細胞に発現させ、His タグ吸着カラムにより精製した。フロンタルア
フィニティークロマトグラフィー（FAC）および表面プラズモン共鳴（SPR）により POMGNT1
と各種糖鎖との相互作用を調べた。また構造解析から予測された、基質との結合に関わるアミ
ノ酸に点変異を導入し、酵素活性と糖結合能に及ぼす影響を確認した。CRISPR-Cas9 法によ
り作製した POMGNT1 欠損細胞を用いて、GlcA-Xyl リピート形成における POMGNT1 の糖
結合能の必要性を調べた。 
（3）FKRP の構造解析：N 末側膜貫通領域を除いて C 末端に His タグを融合した可溶型 FKRP
を HEK293 細胞で発現させた。ゲル濾過クロマトグラフィーにより溶液中における重合体の形
成を調べた。-ジストログリカノパチー患者変異（Y88F, S221R）を可溶型 FKRP に導入して
重合体形成への影響を調べた。 
（4）糖転移酵素複合体の解析：Myc タグを融合した全長型 TMEM5 を HEK293 細胞に発現
させ、抗 Myc タグ抗体で免疫沈降し、沈降画分の内在性 FKTN 活性と FKRP 活性を調べた。 
（5）GroP（グリセロールリン酸）修飾機構の解析：N 末側膜貫通領域を除き C 末端に Myc
タグを融合した可溶型 FKTN および FKRP を HEK293 細胞に発現させ、抗 Myc タグ抗体結
合ビーズで精製した。FKTN の受容体基質として GalNAc1-3GlcNAc1-4(phospho 
-6)Man-peptide 、 FKRP の 受 容 体 基 質 と し て RboP-3GalNAc1-3 
GlcNAc1-4(phospho-6)Man-peptide、GroP 供与体として CDP-Gro を使用した。CDP-Gro
は CDP-Gro 合成酵素 AQ1368（Aquifex aeolicus 由来）を用いて CTP と GroP より合成した。
AQ1368 は C 末端に His タグを融合した組換えタンパク質を大腸菌に発現させ、Ni カラムに
て精製した。 
 
４．研究成果 
(1) TMEM5 の 機 能 解 明 ： コ ア M3 糖 鎖 の 完 全 構 造
[[3GlcA1-3Xyl1]n-3GlcA1-4Xyl1-4Rbo5P-Rbo5P-3GalNAc1-3GlcNAc1-4(phospho-6)
Man1-]を解明し、これまで機能が未解明だった-ジストログリカノパチー原因遺伝子産物の



うち、FKTN と FKRP は RboP 転移酵素、ISPD は CDP-Rbo 合成酵素であることを明らかに
した。完全構造中の RboP に Xyl を転移する酵素が未同定であり、原因遺伝子産物の TMEM5
の機能が未解明であったことから、TMEM5 の Xyl 転移活性を調べた。TMEM5 は UDP—Xyl
から FKRP の酵素産物である[Rbo5P-1Rbo5P-3GalNAc1-3GlcNAc1-4(phospho-6)Man-]に
Xyl を 転 移 し た 。 一 方 、 FKTN の 酵 素 産 物 で あ る
[Rbo5P-3GalNAc1-3GlcNAc1-4(phospho-6)Man-]には Xyl を転移しなかった。TMEM5 の
酵素産物を NMR により解析し、その構造は[Xyl1-4Rbo5P-1Rbo5P-]であったことから、
TMEM5 は ribitol1-4Xyl 転移酵素であることが明らかとなった。-ジストログリカノパチー
で検出された変異（Y339C, R340L）は、いずれも TMEM5 活性を消失させた。また、TMEM5
欠損細胞では、GlcA-Xyl リピートが形成されなかった。 
（2）POMGNT1 の機能解明：コア M3 糖鎖の完全構造の解明により、POMGNT1 による生成
物、GlcNAc1-2はコアM3 糖鎖に含まれないことが明らかとなった。このことからPOMGNT1
の欠損がコア M3 糖鎖の欠損の原因となるメカニズムの解明が謎として残った。そこで、X 線
結晶構造解析により POMGNT1 を調べた結果、これまで機能不明であった POMGNT1 の幹領
域に糖結合能があることが明らかとなった。FAC および SRP 解析から幹領域は、O-Man 型糖
鎖上に形成される GalNAc1-3GlcNAc（コア M3）に結合することが示された。結晶解析とア
ミノ酸変異体の解析から、この糖結合には幹領域の 129R と 179R が必須であった。これらの
変異体（R129A, R179A）を POMGNT1 欠損細胞に発現させ、GlcA-Xyl リピート形成への影
響を調べた。POMGNT1 欠損細胞では GlcA-Xyl リピートは消失し、正常型 POMGNT1 を発
現させることで GlcA-Xyl リピートは回復した。一方、R129A と R179A 変異体では GlcA-Xyl
リピートを回復できなかったが、触媒活性を失っているが糖結合能を維持した変異体
W473A/M477A では GlcA-Xyl リピートを回復させた。以上の結果、幹領域の糖結合能が
GlcA-Xyl リピートの伸長に必要なことが明らかとなった。 
（3）FKRP の構造解析：結晶構造解析から FKRP のゴルジ内腔側ドメインは、N 末側からス
テムドメインと触媒ドメインに分けられ、ステムドメインを介して多量体を形成していること
が示唆された。そこで、ゲル濾過クロマトグラフィーで分子量を調べたところ、FKRP は溶液
中で多量体を形成していることが示唆された。一方、疾患 FKRP 変異体（Y88F, S221R）では、
ゲル濾過クロマトグラフィーで低分子量画分に検出され、多量体が形成されないことが分かっ
た。 
（4）糖転移酵素複合体の解析：TMEM5 のみを強制発現させた細胞から TMEM5 を免疫沈降
した画分に、FKTN 活性と FKRP 活性がともに検出された。以上のことから、TMEM5 は内
在性の FKTN および FKRP と複合体を形成することが明らかになった。 
（5）GroP 修飾機構の解析：コア M3 糖鎖に RboP の代わりに GroP が修飾された構造の存在
が示唆されたことから、GroP 修飾について解析した。FKTN と FKRP は共に CDP-Rbo を糖
アルコール供与体とする RboP 転移酵素である。そこで、CDP-Gro を糖アルコール供与体とし
て用いたところ、FKTN と FKRP に GroP 転移活性があることが明らかになった。FKRP は
FKTN に続いて 2 個目の RboP を転移して RboP-RboP 構造を形成する酵素である。そこで、
FKTNによりGroPを転移した糖鎖[GroP-3GalNAc 1-3GlcNAc1-4(phospho-6)Man-]を基質
として FKRP の活性を調べたところ、GroP が転移された糖鎖は FKRP の基質にはならず、こ
れ以降の糖鎖伸長は起こらなかった。さらに、FKTN と FKRP の酵素反応の際に CDP-Rbo と
CDP-Gro を共存させたところ、CDP-Gro の濃度依存的に FKTN と FKRP の RboP 転移活性
は抑制された。この結果から、CDP-Gro はコア M3 糖鎖合成の抑制因子であることが示唆され
た。 
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