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研究成果の概要（和文）：αジストログリカノパチーは脳の発達異常を伴う先天性筋ジストロフィー症であり、αジス
トログリカン上のO-マンノース型糖鎖異常に起因する。本研究では、この糖鎖はリビトールを含む新奇な構造であるこ
とを明らかにした。さらに、これまで機能が不明であった3つの原因遺伝子fukutin（福山型）、FKRP（肢帯型）、ISPD
（ワーカーワーブルグ症候群）について、fukutinとFKRPがリビトールリン酸転移酵素であること、ISPDはその糖供与
体（CDP-リビトール）を作る酵素であることを明らかにした。こうした新奇O-マンノース型糖鎖及びその生合成経路が
脳の機能発現において重要であることを解明した。

研究成果の概要（英文）：α-Dystroglycanopathy is a type of congenital muscular dystrophies with 
neurological abnormality. Defect of O-mannosyl glycan on α-dystroglycan is a primary cause of 
α-dystroglycanopathy. In this study, we elucidated the precise structure of O-mannosyl glycan that 
contains ribitol 5-phosphate (Rbo5P); [GlcA-Xyl]n-Rbo5P-1Rbo5P-3GalNAcβ1-3GlcNAcβ1-4(phospho-6)Man. 
Rbo5P forms a tandem repeat and functions as a scaffold for the formation of the ligand-binding moiety. 
We also revealed that three α-dystroglycanopathy-causing proteins with unknown function, fukutin 
(Fukuyama Congenital Muscular Dystrophy), FKRP (Limb Girdle Muscular Dystrophy) and ISPD (Walker-Warburg 
syndrome), are involved in the synthesis of tandem Rbo5P. Fukutin and FKRP are Rbo5P transferases and 
ISPD synthesizes CDP-Rbo. We reported a novel O-mannosyl glycan structure and provided new insight into 
the molecular basis of its biosynthetic pathway and its role in nerve function in the brain.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 筋ジストロフィーは、未だ治療法が無い遺
伝子異常による疾患である。その中でも α ジ
ストログリカン（αDG）の糖鎖不全に起因し、
脳奇形や精神発達遅延を伴うより重篤な病態
を示す一群があり、α ジストログリカノパチ
ーと総称されている。α ジストログリカノパ
チー発症機構の研究の発展のきっかけは、研
究代表者らによる一連の発見に基づいている。
独自の糖鎖構造解析技術による αDG の O-マ
ンノース（O-Man）型糖鎖の発見、O-Man 型
糖鎖の合成に関わる protein O-mannose β1,2 
N-acetylglucosaminyltransferase 1（POMGnT1）
が 先 天 性 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー で あ る
muscle-eye-brain 病（MEB）の原因遺伝子であ
る こ と 、 MEB の 類 縁 疾 患 で あ る
Walker-Warburg 症候群（WWS）の原因遺伝子
で あ る POMT1 と POMT2 （ protein 
O-mannosyltransferase）が O-Man 転移酵素であ
ること、などである。これらの疾患の筋組織
では、αDG の O-Man 型糖鎖の構造異常が起こ
る結果、αDG はラミニンなどの細胞外マトリ
ックス成分と結合できなくなるため筋膜の破
綻が起こる。これらの研究を契機に日本で患
者の多い福山型先天性筋ジストロフィーの原
因である fukutinや肢帯型先天性筋ジストロフ
ィーの原因である FKRP（fukutin のホモログ）
も糖鎖異常と関連していることが明らかにな
った。この二つの原因遺伝子は、いずれも糖
転移酵素ホモログであるが、機能は未解明で
ある。最近もう一つの類似疾患の原因である
LARGE は、キシロース（Xyl）とグルクロン
酸（GlcA）の繰り返し構造を作る酵素である
ことが明らかにされたが、O-Man 型糖鎖上で
の詳細な構造は不明である。さらにリン酸化
O-Man の存在など O-Man 型糖鎖の修飾は、ユ
ニークかつ複雑であることが明らかになって
きたことで、構造のみならず機能的にも興味
深いタンパク質修飾として注目を浴びている。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではO-Man型糖鎖による脳神経機能
の調節の分子基盤を明らかにし、その破綻に
よる疾患病態を解明する。 
 
（研究項目 1）O-Man 型糖鎖合成の制御機構  
 一般に糖転移酵素は単独で機能するが、
我々は O-Man 型糖鎖の開始は、少なくとも
POMT1 と POMT2 の二つのタンパク質による
複合体形成が酵素活性発現に必要であること
を発見した。また POMGnT1 は、タンパク質
に結合したManだけを基質にするという高い
特異性を持つ。一方、他の α ジストログリカ
ノパチーの原因遺伝子、fukutin と FKRP は糖
転移酵素ホモログであるが機能は分かってい
ない。我々は、fukutin は POMGnT1 に結合し

酵素活性を制御することを明らかにした。一
方、LARGE は Xyl と GlcA の繰り返し糖鎖を
作るが、硫酸化によってこの糖鎖形成は制御
されることを明らかにしている。さらに、リ
ガンド結合や α ジストログリカノパチー発症
に関与する構造として、O-Man 型糖鎖の Man
上にリン酸ジエステル構造を介して存在する
新規の修飾（ポストリン酸構造）が重要であ
ることが明らかになってきた。我々は、fukutin、
FKRP、LARGE はいずれもポストリン酸修飾
に関与することを明らかにした。そこで本研
究項目では、複数のコンポーネントによる
O-Man 型糖鎖合成の制御機構、ポストリン酸
構造の詳細や修飾機序、糖転移酵素の基質特
異性の決定因子、機能未知な疾患原因タンパ
ク質の機能解明研究を行なう。 
 
（研究項目 2）O-マンノシル化タンパク質の
探索およびO-Man型糖鎖関連酵素欠損動物の
解析 
 糖鎖は細胞間や外部リガンドとの相互作用
や認識において重要な役割を果たしている。
本研究項目では、O-マンノシル化タンパク質
およびそのリガンドの網羅的な解析を行ない、
O-Man 型糖鎖を介した認識機構を明らかにす
る。α ジストログリカノパチーは脳奇形を起
こすが、我々は MEB のモデルである
POMGnT1 遺伝子欠損マウスを作製し、脳に
おける病理解析を開始している。たとえばこ
の欠損マウス脳では、多小脳回、大脳皮質層
構造の欠如、大脳半球の癒合、くも膜下腔へ
のグリアやニューロンの遊走が認められ、小
脳表面には異所性に定着した顆粒細胞の集団
が、海馬では歯状回の顆粒細胞層の乱れと
CA3 領域の錐体細胞層が 2 本見える、などの
異常を観察している。こうした脳奇形はニュ
ーロンが正しい位置情報を得られず本来ある
べき場所に到達できないことに起因すると考
えられるが、O-Man 型糖鎖の異常がなぜ細胞
移動障害をもたらすか、詳細なメカニズムは
不明である。そこで生化学・解剖学・病理学
的な解析により脳奇形と知能発達遅滞を始め
とした脳機能の異常について解析を進め、脳
病理が出現するメカニズムや脳における
O-Man 型糖鎖の役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
（研究項目 1）これまでに fukutin と POMGnT1
が相互作用することを明らかにし、fukutin が
POMGnT1 活性を制御している可能性を示し
ている。そこで、fukutin による POMGnT1 活
性の制御機構を調べる。さらに、最近 LARGE
が fukutin と POMGnT1 の相互作用に関与する
ことを示唆する結果を得たので、LARGE との
関連を検討する。さらに LARGE により形成
される Xyl と GlcA の繰り返し構造と O-Man



ポストリン酸構造との関係を明らかにする。
そこで fukutin 欠損（福山型）や FKRP 欠損の
患者由来培養細胞、および fukutin 変異トラン
スジェニックマウス由来培養細胞を用いて、
αDG の糖鎖変化をレクチン染色、O-Man ポス
トリン酸構造に注目し糖鎖を解析する。これ
らの糖鎖構造情報をもとに、fukutin と FKRP
の関与する糖鎖合成ステップを明らかにする。
また、WWS 患者の遺伝子変異解析から原因遺
伝子が未同定のものが存在することから、
POMT1とPOMT2以外にO-Man糖鎖合成に関
与する分子があることが予想される。最近
POMT1 と POMT2 いずれにも変異がないが酵
素活性が著しく低下している患者を見つけた。
そのうちの一つは、糖供与体であるDol-P-Man
合成に関わる分子であることが分かった。こ
のように疾患原因遺伝子を同定しさらに遺伝
子産物の機能を解明する。 
 
（研究項目 2（1））αDG 以外の O-マンノシル
化タンパク質を網羅的に探索する。POMGnT1
遺伝子欠損マウスの O-Man 型糖鎖は、伸長せ
ずマンノースで終了している。そこで N 型糖
鎖を除去した後抗体やレクチンを用いてO-マ
ンノシル化タンパク質だけを選択的に回収す
る。この方法を脳組織に応用する。 
 
（研究項目 2（2））POMGnT1 欠損マウスの脳
病理学解析をすでに実施し、研究の目的欄に
記述したような特徴的な異常を観察している。
脳特異的 POMT1 欠損マウスの作出に成功し
たので、病理学的解析を開始する。POMT2 は
酵素以外の機能を有する可能性があるので、
POMT2 の脳特異的コンディショナルノック
アウトマウスも作製し、POMT1 欠損マウスと
比較する。これらの各マウスにおける病理の
差異を明らかにし、脳の形態形成や神経移動
におけるO-Man型糖鎖の機能を明らかにする。
また、O-マンノシル化タンパク質のコアタン
パク質部分に対する特異抗体を作製し、野生
型および各ノックアウトマウスにおけるO-マ
ンノシル化タンパク質の脳組織分布を解析し、
糖鎖の影響を検討する。 
 
４．研究成果 
（研究項目 1）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。このうちコア M3 の 6 位のリン酸基に
続く足場構造の先に Xyl-GlcA 繰り返し構造
が形成されることが提唱されていた。我々は、
これまで不明だったこの足場構造には、2 つ
のリビトールリン酸（RboP）が直列に結合し
た構造が含まれることを明らかにした。また、
fukutin と FKRP はその合成を担う RboP 転移
酵素であることを証明することができた。
Fukutin がまず１個目の RboP を転移させ、

FKRPが２個目のRboPを転移させることによ
り、RboP の直列構造は完成することが判明し
た。さらに、fukutin と FKRP の RboP 転移反
応には糖ヌクレオチド CDP リビトール
（CDP-Rbo）が利用され、WWS の原因遺伝子
ISPD が CDP-Rbo 合成酵素であることを明ら
かにした。さらに、ISPD 欠損 WWS モデル細
胞における O-Man 型糖鎖不全は、細胞培地へ
の CDP-Rbo 添加により回復できることを示
した。今回明らかとなった RboP を含む糖鎖
構造は新奇性が高く、哺乳類では初めての発
見である。糖供与体となる CDP-Rbo の合成経
路については未だ不明な点が多く、今後
CDP-Rbo の合成に関わる酵素が α−ジストロ
グリカノパチーの新たな原因遺伝子として同
定される可能性がある。本研究により、O-Man
型糖鎖構造の全体像をほぼ明らかにできたこ
とから、α−ジストログリカノパチー病態解明、
さらに治療法開発に向けて大いなる貢献が期
待される研究成果である。 
 また、本糖鎖の多様性をもたらす分岐構造
の 合 成 に 関 わ る POMGNT1 、 GTDC2 、
B3GALNT2、SGK196 の基質特異性の解析を
進めると同時に、POMGNT1 については構造
解析など酵素の性状や機能について詳細な解
析を行っている。 
 POMT1、POMT2 の糖供与体であるドリコ
ールリン酸マンノース（Dol-P-Man）の合成酵
素 DPM が POMT1-POMT2 複合体と相互作用
している可能性を見いだした。DPM は３つの
サブユニット DPM1、DPM2、DPM3 からなる
複合体であり、α-ジストログリカノパチー様
の症状を呈する先天性糖鎖異常症の原因遺伝
子であるが、さらに α-ジストログリカノパチ
ー様の症状を呈することが報告された。特に
DPM3 の変異によって O-Man 型糖鎖の異常が
顕著に現れることが報告されている。一方、
Dol-P-Manの利用に関わる分子としてMPDU1
が存在するが、その機能は不明である。
MPDU1 変異では N 型糖鎖異常による症状が
見られることが知られている。これらのこと
より、DPMs、MPDU1 が、Dol-P-Man を O-Man
型糖鎖合成と N 型糖鎖合成のどちらに使うの
かの選択に関わっている可能性が考えられた。 
 
（研究項目 2（1））α-DG 以外の O-マンノシル
化タンパク質として受容体型プロテインチロ
シンホスファターゼ(RPTP)β を同定し、その
糖鎖構造について解析した。RPTPβ の O-Man
型糖鎖にはHNK-1構造やLewis X構造も付加
されており、O-Man 型糖鎖が多様性をもつこ
とを明らかにした。Lewis X は脳の発生段階初
期において発現が高い糖鎖構造である。
POMGnT1 欠損マウスの脳では Lewis X がほ
ぼ消失していた。また、野生型マウスの Lewis 
X が N 結合型糖鎖分解酵素によって切断され



なかったことから、脳において Lewis X は主
に O-Man 型糖鎖上に存在すると考えられた。
また、抗 Lewis X 抗体による免疫沈降では、
RPTPβ が共沈してきた。そこで、組み換え型
RPTPβ を大腸菌で作製し、POMT により Man
が転移されるか調べたところ、RPTPβ は基質
となることが確認された。さらに、野生型マ
ウスと POMGnT1 欠損マウスの RPTPβ の分子
量が大きく異なることから、RPTPβ には多数
のO-Man化サイトが存在することが推測され
た。以上より、RPTPβ の O-Man 型糖鎖には
Lewis X 構造も付加されていることが明らか
になった。 
 
（研究項目 2（2））これまでに POMGnT1 欠
損（KO）マウス、POMT1, POMT2 ノックダ
ウン（KD）ゼブラフィッシュを作製し報告し
ている。今回、脳特異的 POMT1 KO マウスと
POMGnT1 KD ゼブラフィッシュを作製した。
POMT1の完全KOマウスは致死性であったた
め Cre-loxP システムと GFAP-Cre マウスを利
用した脳特異的 KO を試みた。脳特異的
POMT1 KO マウスは生まれ、外見上正常に成
長することが確認されたことから、O-Man 型
糖鎖の欠損による脳発生過程への影響の解析
が可能となった。生化学的解析から α-ジスト
ログリカノパチーの特徴であるO-Man型糖鎖
不全が確認され、さらに POMT1 欠損による
脳発生過程における層構造の形成異常を見い
だした。POMGnT1 KD ゼブラフィッシュにお
いても同様に O-Man 型糖鎖不全が確認され、
以前に報告した POMT1, POMT2 KD ゼブラフ
ィッシュと同様に中枢神経系と筋組織の発生
異常が確認された。O-Man 型糖鎖の生合成に
おいて POMT は合成開始、POMGnT1 は 2 番
目に働く酵素であり、POMT1 KO では O-Man
型糖鎖が全く無い状態、POMGnT1 KO は Man
のみ修飾され、その後の伸長反応が起こらな
い状態となるため、これらのモデル動物にお
ける糖鎖異常と病態を比較することで、
O-Man 型糖鎖の機能解明に重要な知見が得ら
れることが期待できる。 
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