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研究成果の概要（和文）：POMT1、POMT2 と POMGnT1 は α-ジストログリカンの主要糖鎖である O-
マンノース型糖鎖の生合成を担う糖転移酵素であり、先天性筋ジストロフィーの原因遺伝子で

ある。本研究では、POMT1、 POMT2 と POMGnT1 の触媒活性制御機構や基質特異性の解析を行っ

た。その結果、特定のアミノ酸配列が O-マンノース型糖鎖修飾を受けることや POMT1 と
POMT2の N型糖鎖は POMT活性に必要であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：POMT1,POMT2 and POMGnT1 are glycosyltransferases and mutations 
in them cause congenital muscular dystrophies. Substrate specificity of these 
glycosyltransferasesand the mechanisms regulating catalysis were investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
 筋ジストロフィーとは筋線維の壊死や変
性により進行性の筋力低下や筋萎縮を呈す
る遺伝性疾患の総称である。これまでに数々
の筋ジストロフィーの原因遺伝子が発見さ
れてきた。その多くは筋細胞膜上に存在する
ジストロフィン－糖タンパク質複合体（DGC）
に関与していることから、筋組織の正常な発
生や機能における DGC の重要性が注目されて
いる。近年、DGC の構成分子である α-ジスト

ログリカン（α-DG）の糖鎖異常が、中枢神経
障害を伴う先天性筋ジストロフィーの発症
に関わることが相次いで報告されている。こ
れらの発見は糖鎖が筋組織の発生や機能に
重要であることを示しており、筋ジストロフ
ィーや滑脳症の発症に糖鎖異常が関与する
という、新たな病態メカニズムが提唱された。
α-DG は糖鎖を介してラミニンなどの基底膜
の分子に結合することで神経や筋組織を正
常に保つことが知られている。α-DG の糖鎖異
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常は、ラミニンとの結合障害を起こし、筋ジ
ストロフィーと中枢神経障害の両方の発症
の原因となるということが示唆されている。
これまでに、α-DG の主要糖鎖が O-マンノー
ス型糖鎖（Siaα2→ 3Galβ1→ 4GlcNAcβ1→
2Man）であること、先天性筋ジストロフィー
の Walker-Warburg syndrome （ WWS ） と
muscle-eye-brain 病（MEB 病）の原因遺伝子
産物である POMT1、POMT2 と POMGnT1 が本糖
鎖の生合成を担う糖転移酵素であることな
どが明らかにされている。POMT1、POMT2 はタ
ンパク質のセリン／スレオニン残基にマン
ノースを転移する、O-マンノース型糖鎖生合
成の最初のステップで働く酵素であり、
POMGnT1 は そ の 次 の ス テ ッ プ で あ る
GlcNAcβ1-2Man を合成する酵素である。 
 O-マンノース型糖鎖は酵母では一般的に
見られる糖鎖構造であるが、哺乳類では非常
に珍しく、これまでに α-DG 以外にこの糖鎖
修飾を受ける蛋白質は見つけられていない。 
 研究代表者はこれまでに POMGnT1 の構造
解析により触媒活性領域を同定し、さらに
免疫沈降法により POMT1-POMT2 複合体の形
成が酵素活性に必要であることを証明して
いる。O-マンノース型糖鎖生合成における
分子機構を明らかにすることにより、神
経・筋組織の形成、機能維持における O-マ
ンノース型糖鎖の役割、さらには糖鎖異常
による先天性筋ジストロフィーの発症メカ
ニズムを解明することを目指す。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、POMT1、 POMT2 と POMGnT1 の
触媒活性制御機構や基質特異性の解析を行
い、O-マンノース型糖鎖生合成における分子
機構を明らかにすることにより、O-マンノー
ス型糖鎖の生体内における局在や機能を解
明することを目指す。 
 1) POMT1、POMT2 の基質特異性の解析: O-
マンノース型糖鎖は α-DG に特異的である可
能性が示唆されており、WWS 患者では α-DG
に対する O-マンノース転移活性が欠損して
いることが明らかにされているが、変異によ
って病状が異なることから α-DG 以外の蛋白
質への POMT1、POMT2 の関与は否定できない。
そこで POMT1、POMT2 の基質特異性を調べ、
他の蛋白質への修飾の有無あるいは α-DG に
特異的である意義を明らかにする。 
 2）POMT の複合体形成の解析:これまでの研
究により POMT1-POMT2 複合体の形成を証明し
ている。O-マンノース転移活性発現において
POMT1-POMT2 複合体形成が必要であることか
ら、本酵素および O-マンノース型糖鎖の生理
機能を考える上で、複合体形成の意義を明ら
かにすることは、次の重要な課題である。同
様に複合体を形成する糖転移酵素の Cosmc で
は一方の分子がシャペロンとして機能する

ことが知られ、POMT1／POMT2 でも触媒サブユ
ニットと調節サブユニットのように別の機
能を分担している可能性が考えられる。そこ
で、変異体を用いて複合体形成および基質特
異性への影響の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
1) POMT1、POMT2 の基質特異性の解析: O-
マンノース型糖鎖が結合していると推測さ
れる α-DG のムチン様ドメインの配列をも
とにセリン／スレオニン残基を含む様々な
ペプチドを作製する。これらのペプチドを
用いて POMT の活性測定を行い、コンセンサ
ス配列の有無を調べる。得られた配列を用
いてデータベースより候補となる蛋白質を
検索する。 
2）POMT の複合体形成の解析:WWS 患者で見い
だされた変異を挿入した POMT1、POMT2 を用
い、変異による複合体形成および基質特異性
への影響の解析を行う。また、POMT1、POMT2
のアミノ酸置換体や欠失変異体などを作製
して酵素活性、複合体形成に関わる領域、ア
ミノ酸を同定する。特に POMT1、POMT2 上の
N型糖鎖の複合体形成における役割につい
てアミノ酸置換体などを用いて調べる。 
 
４．研究成果 
 1) POMT1、POMT2 の基質特異性の解析:O-
マンノース型糖鎖が結合していると推測さ
れる α-DG のムチン様ドメインの配列をもと
に作製したペプチドを用いて O-マンノース
転移活性測定を行い、コンセンサス配列の有
無を調べた。その結果、測定に用いたペプチ
ドのうち２つのペプチドに高効率にマンノ
ースが転移されていた。この２つの配列を比
較すると保存された配列があり、特定のアミ
ノ酸配列が O-マンノース型糖鎖修飾を受け
ることが明らかになった。そこで得られた配
列を用いてデータベースより候補となる蛋
白質の検索を行った。また、質量分析により、
ペプチド内の特定のアミノ酸を起点として
連鎖的に O-マンノース転移反応が進むこと
が明らかになった。 
 2）POMT の複合体形成の解析:WWS でみられ
る POMT1 および POMT2 の遺伝子変異は POMT
活性を失活させる。変異による活性消失のメ
カニズムについてはよく分かっていないが、
変異が POMT1 および POMT2 の広範囲に散在し
ていることから、タンパク質の構造異常がひ
とつの要因として考えられる。POMT1 と POMT2
は多回数膜貫通型タンパク質と予測されて
いるが、その構造情報は未だ不明である。と
ころで、N 型糖鎖の修飾は小胞体およびゴル
ジ体の内腔側でしか起こらないことから、膜
タンパク質の膜に対する配向性の指標とし
て利用できる。ヒト POMT1 と POMT2 には N型
糖 鎖 修 飾 の コ ン セ ン サ ス 配 列



（Asn-X-Ser/Thr）がそれぞれ 4 ヶ所と 5 ヶ
所存在する。そこで、N 型糖鎖修飾され得る
Asn を Gln に置換した変異体を作製し、分子
量の変化から N型糖鎖の修飾部位を決定した。
また、変異による POMT 活性への影響を調べ
た。 

 変異体の解析から POMT1 では 3 ヶ所に、
POMT2 では 5 ヶ所全てに N 型糖鎖が修飾され
ることが分かり、この結果は現在予測されて
いる膜配向性モデルを支持するものであっ
た。また、POMT1 あるいは POMT2 の Asn を 1
ヶ所置換しても、POMT 活性にはほとんど影響
しないことが分かった。さらに、POMT1 か
POMT2 のどちらか一方の Asn をすべて置換し
て N結合型糖鎖を欠失させると、POMT 活性が
完全に消失した。これらの結果から、POMT1
と POMT2 の N 型糖鎖は POMT 活性に必要であ
ることが明らかとなった。 
また、POMT の複合体形成や活性発現機構に

おける N型糖鎖の役割について検討した。上
記の通り、POMT1 では 3 ヶ所、POMT2 では 5
ヶ所の Asn で糖鎖修飾が確認されている。
POMT1 または POMT2 の一方の Asn を Gln に 1
ヶ所置換しても、POMT 活性にはほとんど影響
しないが、どちらか一方の Asn をすべて Gln
に置換して N結合型糖鎖を欠失させると、複
合体は形成されるものの不溶性となり、POMT
活性が完全に消失することが分かった。また、
糖鎖修飾阻害剤のツニカマイシンで、N 型糖
鎖の修飾を阻害した場合も同様に不溶性と
なり POMT 活性は消失した。これらの結果か
ら、POMT1 と POMT2 の N型糖鎖は POMT 活性に
必要であることが明らかとなった。さらに、
N 型糖鎖をエンドグリコシダーゼ H で処理
したところ、POMT1 と POMT2 の分子量が低
下したことから、POMT1 と POMT2 には高マ
ンノース型糖鎖が結合している、つまり小
胞体に局在していることが示唆された。こ
れは、以前の免疫染色の結果と一致してい
た。 
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