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研究成果の概要（和文）：本研究は、「ポストリン酸糖鎖」とよばれる新しい翻訳後修飾体の構造・修飾機序・生理的
意義を解明すること、およびポストリン酸糖鎖不全症の病態の理解と治療法の開発を目的とした。独自の組み換え体を
用いた糖鎖構造解析、ポストリン酸糖鎖不全症の原因遺伝子産物の機能解析を通し、ポストリン酸糖鎖の全容解明への
道筋がひらかれた。また、ポストリン酸糖鎖不全症の原因遺伝子欠損マウスの解析から、新たな筋病態機序が見出され
、それにもとづいた治療戦略の提唱に至った。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at understanding of structure, modification mechanism, and 
physiological roles of novel post-translational modification termed “post-phosphoryl sugar chain”. We 
also examined the pathogenesis of diseases caused by defects in post-phosphoryl modification in order to 
develop therapeutic strategies. Structural analysis on unique recombinant glycoprotein and functional 
analysis of the disease gene products opened a new roadmap toward full understanding of the molecular 
basis of post-phosphoryl modification. Analysis on disease mouse models revealed a new pathogenesis of 
muscular dystrophy, which led us to propose an effective therapeutic strategy for muscular dystrophy.

研究分野：機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 

ジストログリカンは基底膜成分やシナプ
ス分子の膜受容体として、様々な組織で生理
機能を発揮する糖タンパク質である。リガン
ド分子との結合には O-マンノース型の糖鎖
修飾が必要であるが、一方で、その糖鎖異常
は、心筋症や中枢神経障害を併発する筋ジス
トロフィーの発症にかかわることも知られ
ている。糖鎖異常型の筋ジストロフィーの代
表的なものとして、本邦に多い福山型筋ジス
トロフィーが挙げられる。福山型筋ジストロ
フィーは先天性の遺伝性疾患で、1998 年に原
因遺伝子フクチンが発見された。また、2001
年には、福山型患者における糖鎖異常が見出
された。これら本邦の研究者の発見を契機に、
世界中からジストログリカンの糖鎖異常を
認める筋ジストロフィーが相次いで報告さ
れ、その後、これらの疾患は、ジストログリ
カノパチーと総称されるようになった。1998
年から 2005年にかけて、フクチン、POMGnT1、
POMT1、POMT2、FKRP、LARGE の６種の遺伝子
が原因遺伝子として同定されている。ジスト
ログリカンには、哺乳類では稀な O-マンノー
ス型糖鎖（Sia-Gal-GlcNAc-Man）が存在する
が、ジストログリカノパチー遺伝子のうち、
POMT1/2 複合体が Man を Ser/Thr に転移する
酵素、POMGnT1 が O-Man に GlcNAc を転移する
酵素であることが本邦の研究者の手によっ
て報告されている。 
近年のゲノム解析技術の発展にともなっ

て、2012 年以降、新たなジストログリカノパ
チー遺伝子が続々と報告され、現在、その数
は１８種にのぼる。2010 年、米国のグループ
が 、 新 た な O- マ ン ノ ー ス 型 糖 鎖
（GalNAc-GlcNAc-Man）を発見し CoreM3 と名
付けたが、新規ジストログリカノパチー遺伝
子のうち、POMGnT2 と B3GALNT2 がこの合成に
かかわり、SGK196 は Man をリン酸化する活性
をもつ。また、2013 年には長年の疑問であっ
た、リガンド結合性の糖鎖構造が、LARGE が
合成する、キシロースとグルクロン酸の２糖
繰り返し構造であることが示された。一方で、
リン酸化 CoreM3 構造とキシロース/グルクロ
ン酸繰り返し構造をつなぐ修飾体は同定さ
れておらず、便宜的に“ポストリン酸糖鎖”
と呼ばれている。このポストリン酸糖鎖の構
造と修飾機序は不明であるが、その異常は、
ジストログリカンの機能障害、筋ジストロフ
ィー発症に直結することから、生命にとって
重要な翻訳後修飾のひとつであることは明
白である。 
研究開始当時は、続々とジストログリカノ

パチー遺伝子が同定され、ジストログリカノ
パチーと診断される患者数が増加の一途を
たどっていた。従って、ポストリン酸糖鎖の
分子基盤の理解のみならず、その生理的意義
と病態の解明が強く望まれていた。しかしな
がら、ジストログリカノパチー原因遺伝子を
欠損させたマウスは胎生致死に至る場合が
多く、病態解明や治療法開発に有効な新たな

疾患モデルが必要とされていた。 
 

２．研究の目的 

哺乳類において、ポストリン酸糖鎖修飾は、
まったく新しい翻訳後修飾である。従って、
その構造や形成機序、生理的役割を明らかに
することは、翻訳後修飾の新たな原理の確立、
さらには、疾患機序の解明や治療法の開発に
もつながるため、重要であり、解明が急がれ
る課題である。そこで、本研究では、ポスト
リン酸糖鎖の構造と修飾機序を明らかにす
ることを目的とした。また、ポストリン酸糖
鎖欠損モデルを開発し、骨格筋幹細胞や心筋
細胞におけるポストリン酸糖鎖の生理的役
割と、その不全による発症メカニズムを解明
することを目指した。得られる知見に基づき、
筋ジストロフィーの克服にむけたトランス
レーショナル研究に重要な情報が得られる
と期待される。 
 

３．研究の方法 

（１） ポストリン酸糖鎖の構造解析 
ポストリン酸糖鎖が効率的に修飾された独
自の組換え体モデルと、質量分析、糖質化学
的手法を駆使して、ポストリン酸糖鎖の構造
を同定する。 
（２）ポストリン酸糖鎖修飾機序の解析 
ジストログリカノパチー原因遺伝子のうち
機能未知であるフクチンと FKRP の活性を明
らかにし、ポストリン酸糖鎖の修飾機序を解
明する。 
（３）ポストリン酸糖鎖の生理的意義と病態
の解明 
ポストリン酸糖鎖不全の疾患モデルとして
フクチン cKO マウスを作出し、骨格筋幹細胞
と心筋におけるポストリン酸糖鎖の生理機
能、および病態機序を解明する。 
（４）筋ジストロフィー克服にむけた遺伝子
治療 
ポストリン酸糖鎖不全の疾患モデルとして
フクチン cKO マウスと LARGE 変異マウスを用
い、筋線維選択的な遺伝子治療の有効性、お
よび最適な治療条件を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１） ポストリン酸糖鎖の構造解析 
生体組織のジストログリカンは発現量が低
く、糖鎖解析に十分な量は確保できないため、
組換え体を用いる必要があった。しかし、ポ
ストリン酸糖鎖が効率的に修飾される組換
え体の発現は世界的にみても前例がない。
我々は、ポストリン酸糖鎖が効率的に修飾さ
れる培養条件を見出し、得られた糖ペプチド
を質量分析法で解析した。現在、ポストリン
酸糖鎖が修飾された糖ペプチドが同定でき
ており、今後の NMR 解析などに重要な知見・
基盤となることが期待される。 
（２）ポストリン酸糖鎖修飾機序の解析 
ポストリン酸糖鎖の構造が決定された際、フ
クチンと FKRP が、その生合成に関わる酵素



であるか検証するために、それぞれの組換え
体を作出した。また、ジストログリカノパチ
ー患者で見出されている点変異を導入した
組換え体も作成した。さらに、フクチンある
いは FKRP が欠損した細胞をゲノム編集技術
によって作出した。本研究により、ポストリ
ン酸糖鎖修飾機序の解明に有効な研究ツー
ルが得られた。 
（３）ポストリン酸糖鎖の生理的意義と病態
の解明 
ポストリン酸糖鎖不全の疾患モデルとして、
ポストリン酸糖鎖修飾に関与するフクチン
の遺伝子欠損マウスが有効と考えられるが、
全身性の欠損マウスは胎生致死であり、患者
変異のノックインマウスは病態を示さない。
そこで、フクチンの LOX マウスと Cre マウス
を掛け合わせることで、骨格筋選択的なフク
チン欠損マウスを作出した。本研究では、
MCK-CreマウスあるいはMyf5-Creマウスとフ
クチン LOX マウスを掛け合わせることで、そ
れぞれ筋管選択的フクチン欠損マウス（MCK-
フクチン cKO）と筋前駆細胞選択的フクチン
欠損マウス（Myf5-フクチン cKO）を得た。
MCK-Cre マウスの病理解析から、筋細胞膜の
脆弱化が発症の引き金になることの直接の
証拠が得られた。しかし、このマウスは非常
に軽度な筋ジストロフィー病態しか示さな
かった。一方で、Myf5-フクチン cKO では、
発症時期が早く、病態進行度・程度も重篤な
症状を示していた。Myf5-フクチン cKO マウ
スから筋衛星細胞を調製し、その細胞活性を
測定したところ、増殖・分化能が低下おり、
その結果、組織再生能も悪化していた。つま
り、ポストリン酸糖鎖不全を起因とする筋前
駆細胞機能の低下が、筋ジストロフィー病態
の重篤度に関与することが初めて明らかに
なった。 
フクチン欠損型のポストリン酸糖鎖不全症
は、筋病変にくわえ、中枢神経・心病変も伴
うが、本研究期間では、フクチン LOX マウス
を用いて、心筋選択的フクチン欠損マウス、
中枢神経選択的フクチン欠損マウスも作出
した。これらのモデルマウスの病態解析も進
行中で、今後の組織病態の解明に重要なツー
ルになると予想される。 
（４）筋ジストロフィー克服にむけた遺伝子
治療 
前項の結果から、ポストリン酸糖鎖不全症の
治療法を考えるに、筋細胞膜の脆弱化の抑制
と筋前駆細胞機能低下の防止、という２種の
アプローチが考えられる。しかし、筋細胞膜
の脆弱化を抑制できれば、筋前駆細胞の不要
な活性化と枯渇の抑制につながり治療効果
が得られると予想される。この治療戦略を検
証するために、筋管選択的にフクチンを発現
させる遺伝子治療を検証した。モデルマウス
としては重篤型のMyf5-フクチンcKOマウス、
筋管選択的にフクチンを発現させるため、筋
管選択的プロモーターMCK の下流にフクチン
cDNA を配した、アデノ随伴９型ウイルスベク

ター（AAV9-MCK-フクチン）を作製した。遺
伝子治療開始時期として発症前と発症後、導
入方法として筋注射による局所導入と経静
脈による全身性導入を検証した。その結果、
発症後の介入であっても筋管選択的なフク
チン遺伝子発現によって有意な治療効果が
得られた。また、それに必要なベクター量も
既報告例に比べ、はるかに少量で済むことも
明らかになり、ベクターに由来する副作用を
低減できる可能性がある。これらの結果から、
ポストリン酸糖鎖不全症に対して遺伝子治
療が有効であることが示された。 
ジストログリカン糖鎖不全症に対して、その
原因遺伝子の種にかかわらず、LARGE 活性を
増強させることで、キシロース/グルクロン
酸の繰り返し構造を増加させ糖鎖不全を解
消する、といった糖鎖治療の概念が提唱され
ている。この可能性を検証するために、Myf5-
フクチン欠損マウスに対して LARGE遺伝子治
療を行ったが、有意な治療効果は得られなか
った。これまで LARGE 糖鎖治療は細胞レベル
あるいは糖鎖残存型のモデルマウスでの研
究が主になされてきたが、今回、LARGE 糖鎖
治療が効果を発揮するためには、フクチン依
存の修飾が必要であることが初めて示され、
今後の LARGE 糖鎖治療法の開発に重要な知見
をもたらした。 
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