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研究成果の概要（和文）：α-dystroglycan の O-Man 型糖鎖は、工夫を重ね質量分析しているが、

未だ構造が不明である。O-Man 型糖鎖合成に関わる既知の分子は、相互に結合していることが

明らかになり、さらに未知の結合分子を探索している。α-DGpathy 治療として、アデノ随伴ウ

イルスベクターを用いた遺伝子治療、SVA 挿入変異に対するアンチセンス治療の可能性を in 

vivo で示した。中枢神経特異的 fukutin 欠損マウスを創生し、脳の病変を観察した。 
 
研究成果の概要（英文）：The structure of the O-Man type glycan of α-dystroglycan is still 
unknown in spite of our many efforts for mass spectrometry. We found that some known 
proteins involved in the O-Man type glycan synthesis are bound to one another and we are 
searching for other unknown binding molecules. We showed potential in vivo of the gene 
therapy by adeno-associaterd viral vector and the antisense therapy for the SVA insertion 
mutation as treatments of α-DGpathy. We successfully made central nervous 
system-specific fukutin-deficient mice, and observed abnormality of the brain. 
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１．研究開始当初の背景 

福 山 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー (FCMD) 、
muscle-eye-brain 病(MEB)、Walker-Warburg
症候群は、互いに類似疾患とされ、先天性筋
ジストロフィー、神経細胞移動異常である II
型滑脳症、眼奇形の 3症状を示す代表的な常
染色体劣性遺伝性神経筋疾患である。患児は
生涯歩行不能で、高度の知能・言語発達遅延

を伴い、全面的な介護を必要とする。決定的
な治療法はなく、多くは 20 歳以前に死亡す
る。以前からこれらの原因遺伝子の単離へ向
けた研究が世界的に精力的に行われてきた
が、研究代表者はポジショナルクローニング
法により、日本に特異的に多い FCMD の原因
である fukutin 遺伝子の同定に成功した。ま
た研究代表者は候補遺伝子アプローチ法に
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より、新規の糖転移酵素 POMGnT1 の遺伝子が
MEB 原因遺伝子であることを明らかにした。 

fukutin は機能未知の新規タンパク質とし
て同定されたが、FCMD 患者において、細胞膜
と基底膜を繋ぐα-dystroglycan(α-DG)上
の O-マンノース(O-Man)型糖鎖に異常がみら
れ、糖鎖修飾酵素であろうと推測されていた。
また、POMGnT1 は O-Man に N-アセチルグルコ
サミンを転移する糖転移酵素であり、MEB 患
者においても同様にα-DG の O-Man 型糖鎖に
異常がみられた。これらの研究代表者らの研
究成果により、糖鎖異常が筋ジストロフィー
の新たな発症メカニズムであることが解明
され、世界の筋ジストロフィー研究に大きな
影響を与えた。そして、症状の類似する筋ジ
ストロフィーの原因遺伝子が相次いで発見
され、αジストログリカノパチー(α
-DGpathy)という新しい疾患概念が確立され
た。 

DG は骨格筋、心筋、脳に多く発現する糖タ
ンパク質である。細胞外サブユニット(α
-DG)が基底膜成分と、膜貫通サブユニット
(β-DG)が骨格系タンパク質や細胞内シグナ
リング分子とそれぞれ結合し、細胞膜構造の
維持や細胞内シグナリングに関与する。α
-DG のリガンドには、laminin、agrin、
parlecan などの基底膜分子や、前シナプスに
存在する neurexinがあるが、その結合には、
O-Man 型の糖鎖修飾が必須である。α
-DGpathy の筋肉では、O-Man 型糖鎖の異常に
より、基底膜中のリガンドとの結合能が低下
し、筋細胞膜が脆弱化、筋細胞が壊死・変性
に陥り、筋ジストロフィーが起こると考えら
れている。 
 
 
２．研究の目的 
 現在までにα-DGpathyの原因として6種類
の遺伝子が同定されている（fukutin、
POMGnT1、FKRP、LARGE、POMT1、POMT2）。そ
の中で POMT1-POMT2 複合体と POMGnT1 は、α
-DG の O-Man 型糖鎖を直接合成する糖転移酵
素として既に活性が同定されているが、他の
分子には糖転移酵素活性は見出されておら
ず、機能の詳細は未知である。近年研究代表
者は、fukutin は糖鎖合成を直接担う酵素で
はないが、POMGnT1 と結合する、O-Man 型糖
鎖の合成に不可欠な調節・制御因子であるこ
とを示した。FKRP や LARGE もこのような生理
機能をもつ可能性が考えられる。また、LARGE
がα-DG と結合し、その結合はα-DG の糖鎖
修飾に不可欠であることが報告された。これ
らの報告は、α-DGpathy 関連タンパク質間の
相互作用を解析することで、未だ不明な点が
多いα-DG の O-Man 型糖鎖修飾の機序を解明
できる可能性を示唆している。そこで本研究
では、これら分子の O-Man 型糖鎖合成への関

与部位や分子相互作用を検討することで、
O-Man 型糖鎖合成の分子機構の解明を目指す。 
 デュシャンヌ型筋ジストロフィー(DMD)に
関する治療研究は世界各国で盛んに行われ
ている。一方で、FCMD 原因遺伝子同定を契機
にα-DGpathy の研究が大きく進展し、診断法
が大幅に進歩したが、治療としては未だ研究
報告がほとんどない。申請者らは、fukutin
欠失細胞や RNAi による fukutin ノックダウ
ン細胞などの FCMD モデル細胞系をすでに確
立し、さらに FCMD モデル動物として fukutin
欠損 ES 細胞由来のキメラマウス、大部分の
FCMD患者が持つSVAレトロトランスポゾン挿
入変異を導入したノックインマウスを作成
して病態解析を行っており、また様々なコン
ディショナルノックアウトマウスもできつ
つある。そこで本研究では、FCMD をα
-DGpathy のモデル疾患とし、遺伝子治療、細
胞移植治療の治療実験を行って、臨床応用可
能な治療法を確立する。また一方で最近、
LARGEをα-DGpathy由来の細胞に強制発現さ
せると、変異が生じている分子によらず、糖
鎖異常が起きているα-DG に代替的な糖鎖修
飾が高度に進行し、低下していたリガンド結
合能が改善するということが報告された。そ
こで、LARGE を利用したα-DG の代替糖鎖修
飾という糖鎖治療が考えられ、本研究では
FCMD モデル動物を用いた糖鎖治療の検討も
行う。 
 α-DGpathy はほぼ全例において、脳奇形を
合併する。これは、大脳グリア境界膜の破綻、
神経細胞移動異常に起因すると考えられて
いる。しかし、中枢神経系における、特に高
次脳機能に対する O-Man 糖鎖の意義は、現在
のところ殆ど解明されていない。研究代表者
らは、fukutin 遺伝子が神経細胞に発生段階
から発現していることを現在までに明らか
にしている。また、fukutin 遺伝子をノック
ダウンすると、その神経細胞は脳室周辺に留
まる、もしくは移動が遅いという現象も報告
されている。興味深いことに、自閉症を合併
する MEB 患者例も報告され、また一方では自
閉症家族例に、α-DG にリガンドとして結合
する neurexin の遺伝子異常が見出されてい
る。申請者らは眼において、新たなα-DG の
リガンドである網膜特異的な pikachurin の
欠損により、α-DGpathy に合併する眼の異常
の一部が説明されることを示していること
もあり、これらの事実は、α-DG の O-Man 型
糖鎖が脳の形態形成だけでなく、高次脳機能
の発達・獲得にも関与していることを強く示
唆している。そこで本研究では、研究代表者
らの中枢神経特異的ノックアウトモデルマ
ウスを用いて行動学的解析を行い、O-Man 型
糖鎖の高次脳機能に対する意義を明らかに
する。そして、未解明な部分の多い、α
-DGpathy に合併する脳発達障害、自閉症の発



 

 

症機構に迫る。 
 我が国に特異的に多い FCMD をはじめとす
るα-DGpathy の治療法は未だなく、患者のみ
ならず家族の負担は大きい。α-DG における
O-Man 型糖鎖の合成分子機構を明らかにする
ことで、重篤な先天性疾患であるα-DGpathy
の発症機序を理解でき、治療標的発見の可能
性に繋がる。最新の AAV ベクターを用いた遺
伝子治療や iPS細胞を用いた細胞移植治療は
α-DGpathy にはまだ適応されておらず、また
α-DG の糖鎖異常を改善する代替療法の開発
は、斬新で、かつα-DGpathy に広く普遍的な
糖鎖治療法の確立につながる可能性を有し
ている。また、研究代表者らが世界に先駆け
て作成している中枢神経特異的に O-Man型糖
鎖異常を示すモデルマウスを解析すること
で、殆ど未知の領域である O-Man 型糖鎖と高
次脳機能との関連を示す画期的な成果が期
待される。例えば、高次脳機能の発達・獲得
に重要な糖タンパク質の同定が期待できる。
更に、この研究の発展により、ほぼ未解明で
ある脳発達障害（自閉症や精神発達遅滞）の
発症機序の解明や治療法の構築につながる
ことも期待できる。 
 
 
３．研究の方法 

本研究では以下の実験を行う。(1)fukutin、
FKRP、LARGE の O-Man 型糖鎖合成への関与を
解明するため、各遺伝子を欠損させた細胞よ
りα-DG を調製し、その糖鎖構造を生化学的
に解析する。(2)fukutin、FKRP、LARGE 間の
分子相互作用の検討や、それらと結合する他
のタンパク質の探索を行って複合体形成を
確認し、O-Man 型糖鎖合成機序を解明する。
(3)FCMD モデルマウスの骨格筋に fukutin 遺
伝子、LARGE 遺伝子、または ES 細胞、iPS 細
胞由来の筋前駆細胞を導入し、糖鎖異常と病
態の改善効果を検討することで、α-DGpathy
に対する治療法を確立する。(4)中枢神経特
異的 fukutin 欠損マウスの行動解析を用い、
O-Man 型糖鎖と脳発達障害との関係を明らか
にする。また、高次脳機能に関与する O-Man
型糖鎖を持つ新規タンパク質を探索する。 
 
(1)O-Man型糖鎖合成における fukutin、FKRP、
LARGE の役割の検討 

fukutin、FKRP、LARGE が O-Man 型糖鎖の合
成のどこの場面で関与しているかを検討す
る。 

①fukutin、FKRP、LARGE を欠損させたα-DG
発現細胞株の樹立と異常α-DG の大量調製 
既にα-DG を大量調製するシステムを確立

した。α-DG強制発現細胞株を用い fukutin、
FKRP、LARGE に対する RNAi により産生された
異常α-DG を大量調製する。RNAi の効果は定
量 PCR にて確認し、糖鎖異常は糖鎖修飾型α

-DG に対する抗体の反応性や、α-DG の分子
量を指標に評価する。 
②大量調製α-DG からの糖鎖調製と O-Man

型糖鎖の変化の検討 
大量調製α-DG からヒドラジン分解やβ

-elimination によって、O型糖鎖を遊離させ
る。遊離させた O型糖鎖の HPLC マッピング
を行う。人工合成した O-Man 型糖鎖を標準試
料として比較検討し、fukutin、FKRP、LARGE
が O-Man 糖鎖の合成に関与するか評価する。 
③糖鎖構造の決定 
異常型糖鎖を含むと推定される HPLC 画分

を回収して、順列的にエキソグリコシダーゼ
処理し、HPLC 溶出位置の移動を観察すること
で、異常糖鎖の詳細構造を明らかにする。 
 
(2)O-Man 型糖鎖の合成機序の解明 
fukutin、FKRP、LARGE が、他の糖転移酵素

活性の調節や、糖転移酵素とジストログリカ
ンを結ぶ役割をすることで、O-Man 型糖鎖の
合成に関わる可能性が考えられる。タンパク
質間相互作用を検討し、O-Man 型糖鎖の合成
機序を解明する。 
①fukutin、FKRP、LARGE、α-DG、POMGnT1、

β4GalT-II、GnT-IX 間での分子相互作用の検
討 
培養細胞に共発現させ免疫沈降法で結合

を検討する。GST-pull-down 法等により結合
の確認を行う。 
②O-Man 型糖鎖合成における分子相互作用

の必要性の検討 
結合ドメインの決定の後、それに相当する

ペプチドを合成し、培養細胞に過剰導入して、
ジストログリカン糖鎖に異常が生ずるか生
化学的に検討する。 
③各分子と結合するタンパク質の探索 
two-hybrid 法等を用いて結合タンパク質

のスクリーニング行い、複合体構成成分を明
らかにする。 
④O-Man 型糖鎖合成に最低限必要な分子の

同定 
in vitro 糖鎖合成系で O-Man 型糖鎖合成に

必須な分子を特定し酵素補充治療への応用
を検討する。 
 
(3)α-DGpathy に対する治療法の構築

（FCMD モデルマウスを用いて） 
①遺伝子治療、糖鎖治療 
FCMDモデルマウスにfukutin遺伝子を戻す

遺伝子治療と、LARGE による代替糖鎖修飾を
利用した糖鎖治療が、in vivo において O-Man
型糖鎖異常の改善と、筋症状の改善に有効か
を検討する。 
・fukutin 遺伝子、LARGE 遺伝子を組み込

んだアデノ随伴ウイルスベクターの構築 
骨格筋に対して感染性が高く、遺伝子導入

効率の高い、免疫応答を惹起せず長期の遺伝



 

 

子発現が可能である AAV8、AAV9 ベクターを
用いて、コンストラクトを作成、ウイルスを
大量精製する。 
・FCMD マウス骨格筋へのウイルス導入、症

状改善の評価 
FCMD マウス骨格筋に注射し、骨格筋標本を

得る。免疫染色やウエスタンブロット法によ
り骨格筋の組織切片や組織抽出液を解析し、
糖鎖異常の改善を評価する。また組織化学的
に染色することで病態の進行度を観察し、病
態改善効果を評価する。個体の運動能力、筋
張力等も検討する。 

②細胞移植治療 
筋ジストロフィー治療研究の世界的な潮

流として骨格筋前駆細胞を用いた再生療法
が注目されているが、最近 ES 細胞由来の筋
前駆細胞を用いた筋ジストロフィーモデル
の治療報告があり、さらに iPS 細胞樹立の報
告もあった。本研究では ES 細胞、iPS 細胞を
用いた FCMDモデルマウスの治療を検討する。 
・ES 細胞、iPS 細胞の Pax3 遺伝子を用い

た筋前駆細胞への分化誘導 
Pax3 遺伝子を誘導発現できる ES 細胞、iPS

細胞を樹立して筋前駆細胞へ分化誘導し、
PDGFαR、Flk1 をマーカーとしてセルソータ
ーで目的の細胞集団を得る。 
・FCMD マウス骨格筋への細胞導入、症状改

善の評価 
FCMD マウス骨格筋に注射し骨格筋標本を

得る。上記遺伝子治療と同様にして治療効果
を検討する。 
 

(4)高次脳機能と O-Man 型糖鎖との関係の
検証 

中枢神経特異的に O-Man型糖鎖の異常を引
き起こしている中枢神経特異的 fukutin欠損
マウスを創生し、高次脳機能と O-Man 型糖鎖
との関係を明らかにする。 

①中枢神経特異的 fukutin欠損マウスの創
生 

fukutin floxマウスと中枢神経細胞特異的
に Cre リコンビナーゼを発現するマウス
（nestin-Cre マウス）とを掛け合わせること
で、中枢神経特異的な fukutin 欠損マウスを
得る。 
②中枢神経特異的 fukutin欠損マウスの中

枢神経機能の評価 
中枢神経特異的な O-Man 型糖鎖異常をα

-DG の糖鎖により生化学的に検討する。マウ
スの学習記憶能力と行動を解析し、O-Man 型
糖鎖異常と高次脳機能との関係を明らかに
する。学習記憶能力は Morris水迷路テスト、
高架式十字迷路テスト、高次脳機能は社会的
相互作用テスト、母性行動テスト、自発運動
解析、新奇環境適応テストなどで評価する。 

③fukutin 欠損により糖鎖変化が生じる糖
タンパク質の探索 

fukutin 欠損によって糖鎖変化が生じるタ
ンパク質は、高次脳機能に関わる可能性が高
い。fukutin 欠損脳の抽出液を二次元電気泳
動で展開し、変化が生じているスポットのタ
ンパク質を質量分析する。 
 
 
４．研究成果 
 本研究では以下の実験を行ってきた。 
(1)O-Man型糖鎖合成における fukutin、FKRP、
LARGE の役割の検討 
 fukutin、FKRP、LARGE が O-Man 型糖鎖の合
成のどこの場面で関与しているかを RNAi を
用いて検討してきたが、これらの分子はそも
そも微量にしか存在せず、RNAi 実験ではうま
く機能を抑制することができなかった。最近、
これらの遺伝子は O-Man型糖鎖へのリン酸基
を介した未知の糖鎖修飾に関わる可能性が
報告された。そこで、α-DG 強制発現細胞株
から laminin 結合型と非結合型のα-DG を大
量調製し、laminin 結合に関与する未知の糖
鎖修飾がどのような構造かを明らかにすべ
く、質量分析を行った。しかし、通常の方法
では、複数の糖鎖が存在していること、全く
未知の糖鎖なので追跡できないことなどよ
り、全く研究が進まなかった。一方で、大量
調整したα-DG を様々なグリコシダーゼ酵素
等を用いた分析を行い構造決定を試みたが、
成果は得られなかった。 
上記の問題を解決するために、1 本の糖鎖

だけ結合する、またペプチド部分を短くした
コンストラクトを用い、再度強制発現細胞系
を作成するなどの工夫をし、糖鎖の質量分析
を進行している。またつい最近、LARGE の糖
転移活性の検出が報告された。グルクロン酸
とキシロースの反復糖鎖の合成の活性であ
った。そこで、リン酸化糖鎖と LARGE 糖鎖の
繋がりの箇所で fukutin、FKRP が関わってい
ることが考えられ、グルクロニダーゼ、キシ
ロシダーゼなどを用いた酵素的な糖鎖構造
決定を行っている。また糖鎖マイクロアレイ
による構造予測のために、その糖鎖と疾患で
見られる異常糖鎖に対するモノクローナル
抗体を作成している。 
 
(2)O-Man 型糖鎖の合成機序の解明 
 fukutin、FKRP、LARGE、POMGnT1 が、他の
糖転移酵素活性の調節や、糖転移酵素とジス
トログリカンを結ぶ役割をすることを検討
し て き た 。 強 制 発 現 系 の 共 沈 実 験 と
two-hybrid 法において、すべての分子が相互
に結合している、非常に複雑な分子相互作用
が明らかになった。さらに、fukutin、FKRP、
LARGE、POMGnT1 の抗体を作成し、内在性の
fukutin、FKRP、LARGE、POMGnT1 の共沈実験
を行ったところ、やはりすべてが結合してい
ることが明らかになった。大きな複合体が形



 

 

成されている可能性を示唆する。一方で、未
知の結合タンパク質を同定するために、
fukutin や LARGE の共沈物の質量分析を行っ
ている。その結果として結合タンパク質の候
補をいくつか見出し、強制発現系および内在
性タンパク質で共沈実験を行ったが、結合は
再現できなかった。fukutin などの分子は非
常に微量であることを考え、大量の組織抽出
物から共沈することを試みている。 
 
(3)α-DGpathy に対する治療法の構築 
 FCMDモデルマウスにfukutin遺伝子を戻す
遺伝子治療と、LARGE による代替糖鎖修飾を
利用した糖鎖治療の有効性を検討するため、
CMV プロモーターや MCK プロモーターと共に
fukutin 遺伝子、LARGE 遺伝子を組み込んだ
アデノ随伴ウイルスベクターAAV9 を作成し
た。まず CMV プロモーターfukutin 遺伝子の
アデノ随伴ウイルスベクターを用いて、FCMD
マウスに筋肉注射、および腹腔内注射を行っ
たところ、ウエスタンブロッティング、免疫
染色共に、糖鎖異常の改善が見られた。さら
に MCK プロモーターfukutin 遺伝子、CMV プ
ロモーターLARGE 遺伝子のアデノ随伴ウイル
スベクターを FCMD マウスに筋肉注射、およ
び腹腔内注射を行ったところ、同様に糖鎖異
常の改善が見られた。これらのベクターによ
る治療は有効である可能性を示唆した。細胞
移植治療については、iPS 細胞の入手までで
留まった。また、FCMD マウスにおいて、SVA
挿入変異に対するアンチセンス治療が有効
であることが示唆された。一方で脳の治療の
可能性を開くために、超音波を用いた脳への
導入を試み、まずマーカー色素が導入される
ことが示された。 
 
(4)高次脳機能と O-Man 型糖鎖との関係の検
証 
 中枢神経特異的に O-Man型糖鎖の異常を引
き起こしている中枢神経特異的 fukutin欠損
マウスを創生するために、fukutin flox マウ
スと中枢神経細胞特異的に Creリコンビナー
ゼを発現するマウス（nestin-Cre マウス）と
掛け合わせ、中枢神経特異的 fukutin 欠損マ
ウスを創生した。脳組織の異常は、疾患と同
様、大脳と小脳に見られたが、軽症であった。
現在行動解析を行うことを予定している。 
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