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研究成果の概要（和文）：リビトールリン酸（RboP）は、哺乳類では新たなタンパク質の翻訳後修飾体として代
表者らが発見した。RboP修飾の異常は先天性筋ジストロフー症など重篤な疾患の原因となるが、その代謝経路や
機能などの多くは未解明であった。本研究はRboP修飾の生物学的意義の確立を目的として実施し、RboPおよびマ
トリグリカンを含む糖鎖の有機合成法の開発とNMR・分子動力学計算による物理化学的性質の解明、RboP修飾に
関わる糖転移酵素FKRPとPOMGNT2の構造の原子レベルでの決定、RboP代謝経路の解明、骨格筋特異的ISPD欠損
（RboP糖鎖欠損）マウスを用いたRboP修飾の生理機能の解明、に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have previously revealed that ribitol phosphate (RboP) as a novel 
post-translational modification in mammalian glycans. Abnormal RboP modification causes severe 
diseases such as congenital muscular dystrophy, but many of its metabolic pathways and functions 
remained unknown. This study aimed to elucidate the biological significance of the RboP modification
 and provided the following results: development of organic chemical synthesis methods for glycans 
containing RboP and matriglycan, elucidation of their physicochemical properties by NMR and 
molecular dynamics simulations, determination of the crystal structures of glycosyltransferases 
involving in RboP modification, identification of the metabolic pathway of RboP, and elucidation of 
the physiological significance of RboP modification using skeletal muscle-specific ISPD-deficient 
(RboP glycan-deficient) mice.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 糖鎖　糖アルコール　筋ジストロフィー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、生化学・生物学研究基盤に有機化学や構造生物学からのアプローチも加えた分野横断的な専門家の
連携により、哺乳類における新たな翻訳後修飾体であるRboPの生物学的意義を統合的・多階層的に明らかにする
ことができた。また、本研究により開発された糖鎖の合成法や解析技術、生合成や代謝機構に関する新たな知見
は、翻訳後修飾の学術的理解を深化させ、基礎生物学分野の発展に広く寄与する。さらに、先天性筋ジストロフ
ィー症という難病の克服に向けた基礎的知見を得たことで、詳細な病態解明や治療法開発などへ道筋をつけ、今
後医療への貢献も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

糖鎖は細胞表面や細胞間に存在する多くの分子に修飾され、多様な生理機能を発揮する重要
な翻訳後修飾体のひとつである。近年、こうした翻訳後修飾の機能解明が生物学的原理の理解や
医薬への応用など様々な分野にブレイクスルーをもたらしている。我々は、哺乳類の糖鎖修飾に
おける糖アルコールリン酸[リビトールリン酸（RboP）, グリセロールリン酸（GroP）]の存在を
初めて発見し、その修飾に関わる複数の酵素を同定した。RboP 修飾の異常は筋ジストロフィー
症や滑脳症など重篤な疾患の原因となり、その修飾関連酵素は、福山型をはじめとする先天性筋
ジストロフィー症の原因遺伝子にコードされる。これらの筋ジストロフィー症は筋形質膜タン
パク質ジストログリカン（基底膜ラミニン受容体）の O-マンノース型糖鎖不全を特徴としてお
り、この O-マンノース型糖鎖の生合成および機能発現に RboP のタンデム構造形成が必要とさ
れる。さらに、別の糖アルコールリン酸である GroP により修飾される糖鎖を見出し、糖アルコ
ールリン酸修飾が何らかの生理的役割を担っていることを示唆した。一方で、グリコシド結合を
介した従来の糖鎖と異なり、リン酸ジエステル結合を利用することのメリットや糖アルコール
前駆体の代謝経路、糖アルコールリン酸修飾の生物学的意義など多くの新たな学術的疑問が生
じてきた。 
 
２．研究の目的 
新たな翻訳後修飾体としての糖アルコールリン酸の生物学的意義を確立することを目的として、

物理化学的特性、修飾酵素の構造解析、生合成経路、新規標的分子、生理機能、を解明する。本
計画により、糖アルコールリン酸修飾の意義が明らかになり、翻訳後修飾の学術的理解が深まる
ことに加えて、疾患克服に向けた基礎的知見が得られる。 
 
３．研究の方法 
有機化学的に RboP 含有糖鎖を合成し、生物物理学的手法により RboP 修飾の物理化学的特性

を解析する。一般にグリコシド結合で形成される糖鎖修飾において、RboP をリン酸ジエステル
結合で修飾することの物理化学的なメリットを明らかにする。RboP 修飾に関連する糖転移酵素
の結晶構造解を行い、タンデム RboP 構造や O-マンノース型糖鎖を合成する独特な反応機構と
制御機構を解明する。糖アルコールリン酸の合成に関わる酵素を同定し代謝経路を明らかにす
る。RboP はこれまでジストログリカンのみでしか見つかっていないことから、RboP 修飾を受
ける新たな分子を探索し、RboP という翻訳後修飾の普遍性を確立する。タンデム RboP 構造が
ラミニン結合活性に及ぼす影響を明らかにし、タンデム RboP の生化学的意義を理解する。ま
た、RboP 修飾不全のモデルマウスを用いて、発生過程および中枢神経や骨格筋における RboP
修飾の生理機能を明らかにする。 
 
４．研究成果 

タンデム RboP の化学合成 
タンデム RboP構造の化学合成のポイントは、Rbo 残基と N-アセチルガラクトサミン（GalNAc）

残基をリン酸ジエステルで連結することである。種々の縮合法を検討し、適切に保護した Rbo 誘

導体を亜リン酸に誘導し、アシル化剤を用いて混合酸無水物へ変換した後、GalNAc3 位の水酸基

と縮合して酸化する方法が最適であることを発見した。この手法により、順次 RboP-GalNAc と

RboP-RboP-GalNAc 骨格とその誘導体の合成に成功した 1)。アグリコンを結合した RboP-
GalNAcOC2H4NHBz(p-NO2)は、FKRP 以降のマトリグリカン産生に関わる酵素的糖鎖伸長法に供

し、逐次的に確実に酵素基質となることを明らかにした 2)。 
 
 Rbo の動的構造解析 

タンデム RboP の生合成は、FKTN や FKRP などの酵素による基質認識によって達成される。

しかし、非環式糖アルコールである Rbo のように構造的に柔軟な性質を有するリガンドに対す

る糖転移酵素の認識様式の詳細は解明されていない。そこで、糖アルコールの基質認識といった

構造-機能相関を理解するため、Rbo、D-アラビトール、キシリトールの結晶構造データベース検

索、溶液 NMR 解析、分子動力学（MD）シミュレーションによる比較解析からコンフォーメー

ションとダイナミクスを。実験データと計算データを総合すると、Rbo はアラビトールやキシリ

トールよりも柔軟であり、その柔軟性の少なくとも一部は、分子内水素結合を形成する可能性の

ある OH 基の配置によって規定されることを明らかにした（図 1）3,4)。 
 
 



図 1. Rbo と関連糖アルコール（D-アラビトールとキシリトール）の MD シミュレーション中における C1-
C5 距離の変化。Rbo は頻繁に extended と bent のコンフォメーションを行き来している一方、D-アラビトー

ルとキシリトールはその遷移頻度が低い。（文献 4 より改変） 
 
マトリグリカン（GlcA-Xyl リピート）の動的構造と相互作用解析 

タンデム RboP からはキシロース（Xyl）とグルクロン酸（GlcA）の繰り返し構造からなる糖

鎖（マトリグリカン）が伸張しラミニンとの結合に利用される。この結合は Ca2+依存的であるこ

とが原子レベルで解明されている。マトリグリカンはラッサウイルスの感染に利用されること

が知られるが、最近この結合は Ca2+非依存性であることが報告された。また、Xyl-GlcA リピー

トは、他の既知のグリコサミノグリカンには見られないα-結合型 Xyl が存在する点でユニーク

であるなど、マトリグリカンの相互作用に関わるコンフォメーション、ダイナミクスの情報は筋

ジストロフィー症の病態との関連のみではなくウイルス感染や糖鎖化学など多様な観点からも

重要である。そこで、Xyl-GlcA 繰り返し単位の MD シミュレーションを行い、saturation transfer 
difference（STD）-NMR と biolayer interferometry（BLI）を用いてラミニンとの相互作用を解析し

た。MD シミュレーションの結果、マトリグリカンはロングピッチヘリックスを形成する単一コ

ンフォメーションをとる傾向があることが示された。BLI 解析から、ビオチン化 Xyl-GlcA 6 糖

のラミニンに対する解離定数は 6.8×10-8 M と見積もられた。STD-NMR 分析を Xyl-GlcA 4 糖と

6 糖について行ったところ、リピート糖鎖の中央部分は比較的高い STD amplification factor を示

した。溶液中でリピート糖鎖の中央部分がラミニンとの相互作用に直接関与していることを明

らかにした（図 2）5)。 

図 2. 合成 4 糖（Xyl-GlcA-Xyl-GlcA）とラミニンの STD-NMR スペクトル（上段）と STD amplification 
factor の構造式へのマッピング（下段）。4 糖、6 糖においてもその中央部分がラミニンとの結合に関与し

ていると考えられる。（文献 5 より改変） 
 
RboP 転移酵素 FKRP の結晶構造解析 

タンデムRboPはRboP転移酵素FKTNとFKRPにより形成され、FKRPは2つ目のRboP転移を担う。

FKRPはステムドメインと触媒ドメインからなり、2量体を機能単位として4量体を形成していた

（図3A, B）。ドナー基質であるCDP-Rboは結晶中で二価の金属イオンを介して触媒ドメインに



結合し、アクセプター基質（RboP-GalNAc-GlcNAc-ManP-peptide）は、二量体を形成する一方の

ユニットの触媒ドメインと隣接する別のユニットのステムドメインの両方と結合しており、こ

れらの結合には、RboPとManPのリン酸基がそれぞれ必要であった（図3C）。すなわち、FKRPに
よるタンデムRboPの形成は、糖鎖の末端にRboPがあるだけでは不十分であり、”RboP-GalNAc-
GlcNAc-ManP”という特徴的な構造を有するO-マンノース型糖鎖に極めて特異的な糖鎖修飾で

あることが明らかとなった。このような厳格な基質特異性は、マトリグリカンが特定のタンパク

質（ジストログリカン）のみに修飾されるメカニズムに寄与するものと考えられる6)。 

図3. FKRPの結晶構造. A.四量体, B.二量体による基質認識, C.アクセプター糖鎖認識の模式図． 
糖鎖還元末端側のManの6位のリン酸基を一つのユニットのステムドメインが，糖鎖先端のRboPのリン酸基 
をもう一つのユニットの触媒ドメインがそれぞれ認識する。（文献6より改変）  
 

N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）転移酵素POMGNT2のX線結晶構造解析 
 O-マンノース型糖鎖のコア構造にはGlcNAcb1-2ManとGlcNAcb1-4Manが存在し、タンデム

RboPはGlcNAcb1-4Manから伸張した糖鎖上に形成される。POMGNT2はGlcNAcb1-4Manの合成

酵素であり、ジストログリカン上におけるタンデムRboP（およびマトリグリカン）の修飾位置

を決定する重要な役割をもつ。POMGNT2は触媒ドメインとフィブロネクチン（Fn）III様ド

メインからなり2量体を形成していた（図4A, B）。触媒ドメインでアクセプター基質のMan残
基とその周辺のアミノ酸（TPT）、FnIIIドメインでC末側にある疎水領域と相互作用することが

明らかとなった（図4C）7)。 

図4. POMGNT2の結晶構造. A.単量体, B.二量体, C.アクセプター基質との相互作用（文献7より改変） 
 

RboP 生合成経路の解析 
CDP-Rbo は ISPD/CRPPA により RboP と CTP から合成される。しかし、CDP-Rbo の原料であ

る RboP の産生経路については哺乳類では不明である。細菌類の RboP は還元酵素 TarJ によるリ

ブロースリン酸の還元で産生されるが、哺乳類には TarJ のオーソログが存在しない。糖アルコ

ールは一般的に糖のアルデヒド基あるいはケト基が還元されて生じることから、哺乳類の RboP 
産生に関わる代謝経路として、①リボース→Rbo、②リブロース→Rbo、③リボースリン酸→RboP、
④リブロースリン酸→RboP の 4 経路が想定される。そこで、アルデヒド基とケト基の還元に関

連する酵素群 Aldo-keto reductase(AKR) family のうち、主に糖の還元に関わることが報告されて

いる AKR1A1、AKR1B1、AKR1C1 を用いて RboP 産生との関連を調べた（図 5）。HEK293T 細

胞の内在性糖還元活性は、①リボース→Rbo が最も高かった。また、組換え型 AKR1 の基質特異

性は AKR1B1 が上記 4 経路全ての反応において最も強い活性を有しており、特に①リボース→

Rbo に対する活性が高いことが示された。さらに AKR1B1 の強制発現は CDP-Rbo の産生量を最

も強く増加させたことから、AKR1B1 によりリボースから還元された Rbo が FGGY によりリン

酸化されて RboP が産生される経路が主に寄与することが明らかとなった 8)。Human Protein Atlas 
（https://www.proteinatlas.org/）によると AKR1B1 は脳と骨格筋で最も発現が高く、これらの組織

ではマトリグリカンが特異的に発現し重要な機能を担っていることから、AKR1B1 が CDP-Rbo
の産生の主要酵素であることが示唆された。 
 



図 5. HEK293T 細胞における RboP 産生経路と還元酵素活性（文献 8 より改変） 
 

RboP 修飾の機能解析 
CDP-Rbo 合成酵素である ISPD/CRPPA の骨格筋特異的ノックアウトマウス（ISPD cKO）を創

生した。cKO マウスの骨格筋ではマトリグリカン糖鎖の欠失と筋ジストロフィー様病変が確認

され、RboP 修飾が筋組織に重要であることが示された。ISPD 遺伝子を組み込んだ AAV9 ベクタ

ーの投与は、CDP-Rbo の産生を回復させ筋ジストロフィー症状に対する治療効果を示した。さ

らに CDP-Rbo 補充による治療効果を検討したところ、筋組織における CDP-Rbo 量の増加とマト

リグリカン糖鎖の産生が確認されたが、その効果は非常に限定的であった。その原因は CDP-Rbo
は親水性が高く細胞膜の透過性が低いためと考えられた。そこで、膜透過性を高める目的で Rbo
の水酸基をアセチル化し疎水性を高めたプロドラッグ（TetA）を作製し投与した結果、筋組織へ

の CDP-Rbo の取り込み量とマトリグリカンの産生量が著しく増加し、筋ジストロフィー病変に

対する治療効果も確認された 9)。なお本解析では、組織の CDP-Rbo を定量する必要があったた

め LC-MS を利用した高感度高精度測定法を開発した。この方法により cKO マウスの骨格筋

で CDP-Rbo は減少し、CDP-Rbo および TetA の投与により CDP-Rbo 量が増加することを示すこ

とができた 10)。 
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