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研究成果の概要（和文）： 

 	 α--ジストログリカン上の糖鎖はラミニンなどの細胞外基質との結合に重要であり、その付加不全

は先天性筋ジストロフィーの発症に関連する。本研究において HHNNKK--11 糖鎖合成に関連する硫酸基転

移酵素（HHNNKK--11SSTT）が、α--ジストログリカン上の糖鎖の発現調節に関与していることを見出した。

さらにメラノーマ細胞を用いて HHNNKK--11SSTT によるα--ジストログリカン上の糖鎖の硫酸化が細胞の移

動性を制御することを明らかにした。 	 

 
研究成果の概要（英文）： 
 	 α-Dystroglycan undergoes extensive glycosylation required for the interaction between α-dystroglycan and 
the extracellular matrix such as laminin and aberrant glycosylation of α-DG has already been identified in the 
pathogenesis of several types of congenital muscular dystrophy.  In this study, we revealed that a 
sulfotransferase, HNK-1ST, suppressed the glycosylation and reduced the ligand-binding activity of 
α-dystroglycan. We also found that HNK-1ST regulated the migration of melanoma cells through the 
glycosylation state on α-dystroglycan. 
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１．�研究開始当初の背景 
 	 糖鎖修飾は、生理活性分子であるタンパク

質の生合成過程において転写・翻訳に次ぐ、

最終段階での機能制御を担う重要なステッ

プである。近年、糖鎖自身が特徴的な機能を

もつ「機能性糖鎖」の存在が明らかにされつ

つある。α--DDGG は、骨格筋や神経、上皮など

広範な組織の細胞膜上に存在する接着分子

で、ラミニン等の細胞外基質との結合により

細胞と基底膜とをつなぎ、組織構造の維持に

寄与している。α--DDGG とラミニンとの結合に

はα--DDGG 上の OO--MMaann 型糖鎖が重要であり((図

11))、その糖鎖付加不全は、筋組織では筋ジス

トロフィーを、神経系では大脳皮質構造の異

形成を引き起こすことが知られている

((NNaattuurree 	 22000022,,441188,,441177--2222))。事実、先天性筋
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ジ ス ト ロ フ ィ ー ((CCMMDD)) に 分 類 さ れ る

WWaallkkeerr--WWaarrbbuurrgg 症候群（WWWWSS）では OO--MMaann 型

糖鎖の最初の MMaann を転移する糖転移酵素

((PPOOMMTT11//22))、また mmuussccllee--eeyyee-- 	 bbrraaiinn 病（MMEEBB）

では２番目の,, 	 GGllccNNAAcc を転移する酵素

((PPOOMMGGnnTT11))がその原因遺伝子である((図 11BB))。

さらに、CCMMDD の原因遺伝子には他にも、

FFuukkuuttiinn 	 ((FFCCMMDD;; 	 福山型筋ジストロフィー))、

LLAARRGGEE 	 ((MMDDCC11DD))などがある。しかし、FFuukkuuttiinn

や LLAARRGGEE は構造的には糖転移酵素と推定され

るものの、合成する糖鎖の詳細に関しては不

明である。また最近ではリン酸基を介した新

規な OO--MMaann 型糖鎖（図 11AA）が重要であるなど

の報告もある 	 ((SScciieennccee 	 22001100,,332277,,8888--9922))。

一方、我々は HHNNKK--11 糖鎖と呼ばれる硫酸化グ

ルクロン酸を末端にもつ機能性糖鎖の解析

を行い((図 22))、本糖鎖が神経可塑性などの高

次脳機能に重要な糖鎖であることを明らか

にした 	 ((JJ..BBiiooll..CChheemm.. 	 22000022,,227777,,2277222277--3311,, 	 

NNeeuurroosscciieennccee 	 22000099,, 	 116644,,11668855--9944))。我々は

既にα--DDGG の OO--MMaann 型糖鎖の末端に HHNNKK--11 糖

鎖が付加されることを示唆する結果を得て

いたことから、HHNNKK--11 糖鎖とα--DDGG の機能（ラ

ミニンとの結合）との関係を調べていた。そ

の過程で HHNNKK--11 糖鎖生合成酵素遺伝子の導入

により、α--DDGG の糖鎖付加状態が大きく変化

し、ラミニンとの結合が減弱することを見出

した。しかし驚いたことに、その作用には

HHNNKK--11 糖鎖生合成に必須のグルクロン酸転移

酵素は必要ではなく、HHNNKK--11SSTT 単独の作用に

より引き起こされることが明らかとなった。

従ってα--DDGG の機能制御機構において、HHNNKK--11

糖鎖ではなく、HHNNKK--11SSTT が認識し、硫酸基を

転移する新規の糖鎖構造が存在すると考え

られた。 	 

 	 

２．�研究の目的 	 

 	 α--DDGG の糖鎖付加不全が原因となって生じ

る先天性筋ジストロフィーには、未だ変異遺

伝子が不明の症例が多く、根治療法も現時点

では存在しない。さらに図１AAに示すように、

LLAARRGGEE や FFuukkuuttiinn が合成する糖鎖の詳細な構

造も明らかとなっていない。このことは治療

法を考える上でも、疾患の病因を解明する上

でも大きな障害となっており、ラミニンとの

結合に必要な糖鎖構造の解析は非常に重要

な課題である。そこで本研究では、我々がα

--DDGG の機能調節に関わる分子として新たに見

出した硫酸基転移酵素 HHNNKK--11SSTT を手がかりと

して、α--DDGG 上の機能性糖鎖の構造と生合成

機構を明らかにする。また HHNNKK--11SSTT による硫

酸基の導入が持つ生理学的意義を、細胞を使

った実験によって検証し、細胞移動や筋組織

形成といったα--DDGG が関与する細胞機能にお

いて HHNNKK--11SSTT の果たす役割を明らかにするこ

とを目的とした。 	 

 	 

３．�研究の方法 	 

（１）HHNNKK--11SSTT の作用によって生じる硫酸化

糖鎖の解析 	 

 	 HHNNKK--11SSTT のα--DDGG 糖鎖付加調節作用におい

て、HHNNKK--11SSTT の硫酸基転移活性が重要である

かどうかを検討するため、118899 番目のアルギ

ニンをアラニンに置換することによって、硫

酸基転移活性を持たない HHNNKK--11SSTT 変異体を作

製した。作製した HHNNKK--11SSTT 変異体を、FFcc タグ

を付加したα--DDGG（α--DDGG--FFcc）および 	 mmyycc タ

グを付加した LLAARRGGEE（LLAARRGGEE--mmyycc）とともに培

養細胞に発現させ、ラミニンとの結合に生じ

る変化を llaammiinniinn 	 oovveerrllaayy 	 aassssaayy により解析

した。 	 
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 	 次に、HHNNKK--11SSTT によってα--DDGG 上に硫酸基

が転移されるかどうかを検討するため、α

--DDGG--FFccとHHNNKK--11SSTTを共発現させた培養細胞に

放射性同位体 3355SS で標�識された硫酸ナトリウ

ムを添加し、取り込まれた放射性同位体 3355SS

をオートラジオグラフィーによって検出し

た。 	 

（２）HHNNKK--11SSTT によるα--DDGG 機能調節に伴う

細胞機能変化の解析 	 

 	 マウス由来の SS9911 メラノーマ細胞株を用い

て、細胞移動性の変化における HHNNKK--11SSTT の役

割を解析した。11 	 μMM レチノイン酸（RRAA）の

存在下で培養し分化誘導させた SS9911 細胞を用

いて、以下の解析をおこなった。コントロー

ルとしては DDMMSSOO のみを添加した培地で培養

した細胞を用いた。HHNNKK--11SSTT を含む HHNNKK--11 糖

鎖生合成酵素の mmRRNNAA の検出には RRTT--PPCCRR を用

いた。HHNNKK--11 糖鎖の発現は HHNNKK--11 抗体を用い

たウエスタンブロットによって検出した。RRAA

処理によるα--DDGG の糖鎖付加状態およびラミ

ニン結合活性の変化は、ビオチン化法によっ

て細胞表面タンパク質を回収し、IIIIHH66 抗体

（糖鎖付加を受けたα--DDGG に対する抗体）を

用いたウエスタンブロットおよび llaammiinniinn 	 

oovveerrllaayy 	 aassssaayy によって解析した。HHNNKK--11SSTT

のノックダウン実験には、HHNNKK--11SSTT に対する

配列の異なる二種類の ssiiRRNNAA を用いた。ノッ

クダウン効率は RRTT--PPCCRR を用いて確認した。

SS9911 細 胞 の 細 胞 移 動 性 は 、 TTrraannsswweellll 	 

mmiiggrraattiioonn 	 aassssaayy を用いて解析した。インサ

ート膜には 1100 	 μgg//mmll のラミニンでコートし

たものを用いた。 	 

 	 

４．�研究成果 	 

（１）HHNNKK--11SSTT の作用によって生じる硫酸化

糖鎖の解析 	 

これまでの研究で、HHNNKK--11SSTT がα--DDGG の糖鎖

付加を抑制することを明らかにしている。そ

こでまず、この作用において HHNNKK--11SSTT の硫酸

基転移活性が重要であるかどうかを検討す

るため、HHNNKK--11SSTT の酵素活性に必須の 118899 番

目のアルギニンをアラニンに置換すること

によって、硫酸基転移活性を持たない

HHNNKK--11SSTT 変異体を作製した。CCHHOO--KK11 細胞に対

し、α--DDGG--FFcc および LLAARRGGEE--mmyycc とともに野生

型、あるいは変異体の HHNNKK--11SSTT を共発現させ、

α--DDGG の糖鎖付加状態を解析したところ、野

生型 HHNNKK--11SSTT は LLAARRGGEE によるα--DDGG の糖鎖付

加を抑制し、ラミニン結合活性を低下させた

が、変異体 HHNNKK--11SSTT の場合ではそのような抑

制作用は観察されなかった。従って、HHNNKK--11SSTT

によるα--DDGG の機能制御には、HHNNKK--11SSTT の硫

酸基転移活性が重要であることが明らかと

なった。即ち、HHNNKK--11SSTT によって硫酸基が転

移される、HHNNKK--11 糖鎖以外の新規の糖鎖構造

が存在し、α--DDGG の糖鎖付加を調節している

と考えられた。 	 

 	 HHNNKK--11SSTT によるα--DDGG 	 の糖鎖付加抑制作用

は、LLAARRGGEE の共発現の有無に関係なく観察さ

れることから、HHNNKK--11SSTT は LLAARRGGEE ではなく

α--DDGG を硫酸化すると考えられた。この仮説

を検討するため、放射性同位体 3355SS で標�識さ

れた硫酸ナトリウムを CCHHOO--KK11 細胞に添加し、

α--DDGG に対する硫酸基の転移を調べた。その

結果、HHNNKK--11SSTT を共発現させたα--DDGG--FFcc にの

み 3355SS のシグナルが検出されたことから、

HHNNKK--11SSTT は α--DDGG に対して硫酸基を転移する

ことが明らかとなった。以上の結果から、

HHNNKK--11SSTT が α--DDGG 上に硫酸化糖鎖を合成する

ことによってラミニン結合性糖鎖の発現を

抑制し、その結果α--DDGG の機能が減弱したと

考えられる。これらの結果はα--DDGG 上の機能

性糖鎖の生合成における硫酸基の重要性を

示唆するとともに、従来の HHNNKK--11 糖鎖生合成

とは異なる、HHNNKK--11SSTT の新たな機能を示すも

のである。 	 

（２）HHNNKK--11SSTT によるα--DDGG 機能調節に伴う

細胞機能変化の解析 	 

 	 最近、メラノーマ細胞にレチノイン酸（RRAA）

を添加すると HHNNKK--11SSTT の発現が誘導され、細

胞移動性が低下することが報告された

((CCaanncceerr 	 RReess.. 	 22000099,,6699,,55221188--2255))。しかしな

がら、HHNNKK--11SSTT の機能と細胞移動性の変化を

結びつける分子機構は未解明であった。そこ

で本研究では、HHNNKK--11SSTT がα--DDGG の機能を調

節することによってメラノーマ細胞の移動



性を変化させるという仮説を検証した。まず、

マウス由来メラノーマ細胞株である SS9911 細胞

に RRAA を添加し、HHNNKK--11 糖鎖生合成酵素の mmRRNNAA

発現を RRTT--PPCCRR により調べたところ、HHNNKK--11SSTT

の発現は報告通り大きく増加したが、HHNNKK--11

糖鎖生合成に必須のグルクロン酸転移酵素

である GGllccAATT--PP および GGllccAATT--SS の発現は検出

されなかった。この結果と一致して、RRAA を添

加した SS9911 細胞においては HHNNKK--11 糖鎖自体の

発現も観察されず、HHNNKK--11SSTT が HHNNKK--11 糖鎖生

合成以外の機能を発揮していることが示唆

された。次に、RRAA 添加細胞におけるα--DDGG の

変化を調べたところ、糖鎖付加状態およびラ

ミニン結合活性が大きく低下していること

が明らかとなった。RRAA によって発現誘導され

た HHNNKK--11SSTT がα--DDGG の糖鎖付加を抑制した可

能性が考えられたため、RRAA 添加細胞に対し、

ssiiRRNNAA を用いた HHNNKK--11SSTT のノックダウンを行

った。その結果、RRAA 添加により低下していた

α--DDGG の糖鎖付加状態およびラミニン結合活

性が HHNNKK--11SSTT のノックダウンによって有意に

回復したことから、SS9911 細胞において HHNNKK--11SSTT

がα--DDGG の機能制御に関わることが示された。 	 

 	 α--DDGG は細胞外基質分子と結合する接着分

子であり、細胞移動性との関連を示唆する報

告がなされていたことから、SS9911 細胞の移動

性におけるα--DDGG の役割を調べた。まず RRAA を

添加した SS9911 細胞について、ラミニンでコー

トしたインサート膜を用いた TTrraannsswweellll 	 

mmiiggrraattiioonn 	 aassssaayy を行ったところ、RRAA の添加

により移動性が大きく低下した。これは RRAA

による分化誘導が生じた結果であると考え

られ、過去の報告とも一致する。次に、IIIIHH66

抗体の存在下、即ちα--DDGG とラミニンとの結

合を阻害した条件で同様に実験したところ、

IIIIHH66 抗体の添加によって DDMMSSOO 添加細胞の移

動性が低下したことから、α--DDGG が SS9911 細胞

の移動に関与することが示唆された。一方で、

HHNNKK--11SSTTのノックダウンによってRRAA添加細胞

の移動性が有意に回復した。以上の結果によ

り、RRAA によって発現誘導された HHNNKK--11SSTT がα

--DDGG 上のラミニン結合性糖鎖の発現を抑制し、

その結果 SS9911 細胞の移動性が低下したと考え

られた。 	 

 	 本研究で得られた成果は、α--DDGG 上の機能

性糖鎖の発現が、拮抗する LLAARRGGEE と HHNNKK--11SSTT

によって制御される可能性を示す新たな知

見である。また今後の解析によって、先天性

筋ジストロフィー病態解明の鍵となる、

LLAARRGGEE の合成する糖鎖構造の解明に向けた重

要な手がかりを与えることが期待される。 	 
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