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研究成果の概要（和文）：βサルコグリカンはその細胞外ドメインに EGF 様のアミノ酸配列を持

っている。βサルコグリカンと EGFR との相互作用を in	
 vitro で解析したところ両者の相互作

用が確認され、またこの細胞外ドメインが EGFR との相互作用に必要であることを明らかにした。

筋ジストロフィー関連遺伝子であるシントロフィン１と２遺伝子の二重変異系統の作製に成功

し、両遺伝子の生体内機能を明らかにした。細胞質多角体ウイルスの VP3 由来の固定化シグナ

ルをβサルコグリカンタンパク質に導入したコンストラクトを作製し、ショウジョウバエ培養

細胞で発現させることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：β-sarcoglycan	
 contains	
 EGF-like	
 amino	
 acid	
 sequences	
 in	
 its	
 
extracellular	
 domain.	
 In	
 vitro	
 analyses	
 demonstrated	
 thatβ-sarcoglycan	
 can	
 interacts	
 
with	
 EGFR	
 via	
 this	
 extracellular	
 domain.	
 Double	
 mutant	
 for	
 Syntrophin	
 1	
 and	
 2	
 has	
 been	
 
established.	
 Analyses	
 with	
 this	
 double	
 mutant	
 clarified	
 in	
 vivo	
 roles	
 of	
 these	
 two	
 genes.	
 
Recombinantβ-sarcoglycan	
 tagged	
 with	
 Cypovirus	
 VP3	
 has	
 been	
 successfully	
 expressed	
 in	
 
cultured	
 Drosophila	
 cells.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 ジストロフィン関連糖タンパク質複合体
（DGC）は細胞膜に局在し、細胞外マトリッ
クスと細胞内アクチン骨格を連結している
(Circ. Res. 94, 1023-1031, 2004)。ジストロ
フィン遺伝子の突然変異はデュシェンヌ型
やベッカー型筋ジストロフィーの原因とな
り、サルコグリカン複合体構成因子をコード

する遺伝子の突然変異は、常染色体劣性遺伝
する肢帯型筋ジストロフィーの原因となる
(Muscle Nerve 23, 1456-1471, 2000)。ヒト
DGC 構成因子の遺伝子群がファミリーを作
って存在しているのに対し、ショウジョウバ
エでは、それぞれの祖先型遺伝子が１つずつ
の場合が多く、遺伝学を用いた生体内機能解
析に優れたモデルとなる(FEBS Lett, 482, 
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13-18, 2000)。 
	
 これまで哺乳動物培養細胞を用いた研究
で、サルコグリカン複合体は、DGC 構成因
子として、筋形質膜を機械的な負荷から保護
し安定に保つと言われてきた  (Muscle 
Nerve, 32, 563-576, 2005)。しかし、個体レ
ベルでの研究が不十分なため、サルコグリカ
ン複合体の生体内機能は未だ不明な点が多
い。サルコグリカンの生体内機能を解明する
ことは、肢帯型筋ジストロフィーの病態解明
および治療法の確立に必要不可欠である。研
究代表者らは、βサルコグリカンがショウジ
ョウバエ発生過程で予想以上にダイナミッ
クに、細胞内局在を変化させることを明らか
にしている（Cell Struct. Funct. 31, 173-180, 
2006）。また複眼原基特異的にβサルコグリ
カン遺伝子をノックダウンした系統を世界
に先駆けて樹立し、それと種々のシグナル伝
達関連因子突然変異系統の交配実験により
βサルコグリカンが、Rhomboid 遺伝子を標
的として EGFR（上皮増殖因子受容体）シグ
ナル伝達経路を制御すること（Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 348, 212-221, 
2006 ） ま た 転 写 関 連 因 子 Mirror, 
Single-mindedやカルシウムイオンチャンネ
ル TRP と遺伝的相互作用することを世界で
初めて明らかにしている。これらの成功は、
さらにゲノムワイドな大規模遺伝的スクリ
ーニングを本研究で行なうことにより、βサ
ルコグリカンと遺伝的相互作用する未知の
遺伝子群の同定が可能であることを意味す
る。一方、研究分担者森はウイルス粒子が多
角体に固定化される現象が、ウイルスコート
タンパク質 VP3 と多角体タンパク質の相互作
用によるものであることを明らかにしてい
る（Nature	
 446,	
 97-101,	
 2007;	
 Proteomics	
 
6,	
 54-66.2006）。この VP3 由来の固定化シグ
ナルを機能性タンパク質に導入し、多角体タ
ンパク質とともに発現させると、機能性タン
パク質が多角体中に活性を保った状態で固
定化されることがわかり、表面プラズモン共
鳴等を利用した分子間相互作用の定量的解
析に利用できるプロテインチップ開発への
道を開いている。	
 
２．研究の目的 
・遺伝的スクリーニング実験によりβサルコ
グリカン遺伝子と遺伝的相互作用する遺伝子
群をゲノムワイドに探索し、同定するととも
にそれらの生体内機能を解明する。	
 
・カイコ多角体病ウイルス機能を利用してβ
サルコグリカン関連タンパク質や他の疾患関
連タンパク質を固定化したマイクロフローセ
ルチップを開発する。	
 
・シントロフィン等の DGC 構成因子の突然変
異系統やノックダウン系統を作製し、新たな
モデルショウジョウバエを開発する。	
 
・各種疾患モデルショウジョウバエを組み合

わせた合成薬剤・天然物由来機能性因子のス
クリーニング方法を確立し、新しい創薬プロ
セスを開発する。	
 
３．研究の方法	
 
・筋ジストロフィー病態解明のためのβサル
コグリカン遺伝子の生体内機能解明：研究代
表者らはショウジョウバエ複眼原基特異的
にβサルコグリカン遺伝子をノックダウン
すると複眼形態異常（rough	
 eye 表現型）が
誘導されることを見出している。この rough	
 
eye表現型をEGFRシグナル伝達経路の構成因
子であるロンボイド遺伝子の突然変異が抑
圧すること、さらにノックダウン系統の網膜
では、ロンボイド遺伝子の発現が亢進し、そ
れに伴い ERK の活性化が起こる。ロンボイド
はゴルジ装置に局在するセリンプロテアー
ゼで EGFR のリガンドを活性化するので、β
サルコグリカンはロンボイド機能を通常抑
制していることが考えられる。またβサルコ
グリカンはその細胞外ドメインに EGF 様のア
ミノ酸配列を持っているので、これが細胞膜
上で EGFR の機能を抑制する可能性も考えら
れる。このモデルを検証するため抗βサルコ
グリカン抗体を用いた免疫沈降を行ない
EGFR が共沈するか調べる。また両遺伝子を
pETDuet プラスミドにクローン化し大腸菌で
共発現させた後、in	
 vitro プルダウンアッセ
イを行い、両タンパク質の相互作用ドメイン
を決定する。	
 
・新規診断マーカー開発をめざしたβサルコ
グリカン遺伝子と遺伝的相互作用する遺伝
子群のゲノムワイドスクリーニングと同定
した遺伝子群の機能解明：筋ジストロフィー
の正確な診断には、患者に負担が伴う筋生検
を要し、コストと時間がかかる遺伝子診断が
当用されている。そこで、筋ジストロフィー
患者の血清中や尿中に放出される因子など、
検出しやすい因子を同定することができれ
ば、有用な診断マーカーになり得る。そこで
筋ジストロフィーモデルショウジョウバエ
とストックセンターから入手可能な 20,000
系統の突然変異系統を逐次交配し、表現型を
回復させる突然変異をスクリーニングし、β
サルコグリカン遺伝子と遺伝的相互作用す
る遺伝子群を同定する。ヒトゲノムテータベ
ースを探索して、同定した遺伝子のヒトホモ
ログを同定する。これらの因子の中には病態
化でその発現量や局在に顕著な変化を伴う
ものが存在すると予想され、抗体による検出
などこれらの因子を検出するアッセイ系を
樹立し、診断キット開発に発展させる。	
 
・シントロフィン等の DGC 構成因子の突然変
異系統やノックダウン系統を作製し、新たな
モデルショウジョウバエを開発する。：DGC 構
成因子であるシントロフィン 1、2 の突然変
異系統やノックダウン系統を樹立し、両遺伝
子の生体内機能を明らかにする。	
 



 

 

・カイコ多角体病ウイルス機能を利用したβ
サルコグリカン関連タンパク質のマイクロ
フローセルチップの開発：細胞質多角体ウイ
ルス粒子が多角体に固定化される現象が、ウ
イルスコートタンパク質 VP3 と多角体タンパ
ク質の相互作用によるものであることを利
用し、この VP3 由来の固定化シグナルをβサ
ルコグリカンタンパク質に導入したコンス
トラクトを作製し、多角体タンパク質ととも
に発現させ、βサルコグリカンを多角体中に
生物活性を保った状態で固定化する。	
 
４．研究成果	
 
・βサルコグリカン遺伝子と EGFR 遺伝子を
pETDuet プラスミドにクローン化し大腸菌で
共発現させた後、in	
 vitro プルダウンアッセ
イを行った。その結果両タンパク質の直接的
相互作用が示唆された。両タンパク質の欠失
変異体を作製して in	
 vitro プルダウンアッ
セイを行った結果、βサルコグリカンの細胞
外ドメイン（EGF 様配列を含む）が EGFR との
相互作用に必要であることが明らかになっ
た（論文投稿中）。一方抗βサルコグリカン
抗体を用いた免疫沈降を行ない EGFR が共沈
するか試みたが、これまでのところ成功して
いない。	
 
・筋ジストロフィー関連遺伝子であるシント
ロフィン１遺伝子とシントロフィン２遺伝
子の二重変異系統の作製に成功した（Nagai, 
R. et al. Exp. Cell Res. 316, 272-285, 2010）。
この二重変異系統では生存率の顕著な低下
が見られた(Nagai, R. et al.  Exp. Cell Res. 
316, 2313-2321, 2010)。この生存率を向上さ
せる低分子化合物のスクリーニングを行っ
た。約１０００種類の低分子化合物のスクリ
ーニングを行った結果、約５％の確立で候補
物質が得られた。しかしながら、これらの候
補化合物について２次スクリーニングを行
ったが再現性の良い結果が得られなかった。
今後エサに添加する化合物の量を増やす等
再現性の良い結果が得られる方法を検討す
る必要がある。	
 
・細胞質多角体ウイルスの VP3 由来の固定化
シグナルをβサルコグリカンタンパク質に
導入したコンストラクトの作製に成功した。
ショウジョウバエ培養細胞でこれを発現さ
せることにより、βサルコグリカンが多角体
中に固定化されていることを確認している。
今後その生物学的活性を測定する必要があ
る。	
 
・癌や白血病など筋ジストロフィー以外の疾
患モデルショウジョウバエについてもあわ
せて開発し、一定の研究成果が得られている。
今後これら種々の疾患モデルも並行して用
いて、治療薬候補物質のスクリーニングシス
テムの開発を試みて行きたい。	
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