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研究成果の概要（和文）：α-ジストログリカン(α-DG)は糖鎖を介して細胞外のラミニンと結合することで細胞
膜を安定化している。α-DGの糖鎖修飾に関わる糖転移酵素の遺伝子異常は筋ジストロフィー、脳奇形、眼球異
常など多彩な症状を呈しこれらはα-ジストログリカノパチーと呼ばれる。本研究ではこの原因となる糖転移酵
素の投与によりα-DGの糖鎖修飾を回復させて疾患治療を目指す糖転移酵素補充療法の開発に向けての基礎的な
研究を行った。そしてCRISPR/Cas9のゲノム編集技術により培養細胞を用いた糖転移酵素補充療法のアッセイ系
を確立するとともに、糖転移酵素を小胞体へ運搬するための担体としてリシンBサブユニットの利用を提唱し
た。

研究成果の概要（英文）：α-Dystroglycan (α-DG) stabilizes plasma membrane by binding with laminin 
via its glycan chain.
Mutations of glycpsyltransferases involved in the glycosylation ofα-DG lead to multi-organ 
disorders including muscular dystrophy, brain anomaly and eye abnormality, which is called α
-dystroglycanopathy. In this study, we conducted basic research to develop glycosyltransferase 
replacement therapy forα-dystroglycanopathy, which aims to treat the patients by correcting 
abnormal glycan structure of α-DG with glycpsyltransferases protein. Further, using CRISPR/Cas9 
genome editing technology, we established cell culture assay system for the glycosyltransferase 
replacement therapy, and advocated to use ricin-B subunit as a trafficking tag to the endoplasmic 
reticurum.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 α-ジストログリカン(α-DG)はジストロ
フィン糖蛋白複合体の構成蛋白質であり、糖
鎖を介して細胞外のラミニンと結合するこ
とで細胞膜を安定化している。近年α-DG の
糖鎖修飾の異常により筋ジストロフィー、脳
奇形、心筋症など多彩な疾患が発症すること
が明らかとなりこれらはα-ジストログリカ
ノパチーと総称されている。本邦においては
福山型先天性筋ジストロフィーが最も発症
頻度が高くが高く代表的な疾患である。本疾
患群では糖転移酵素をコードする遺伝子の
変異によりα-DG の糖鎖修飾が未熟な状態に
とどまり、この結果α-DG とラミニンとの結
合が断たれることが原因と考えられている。
本研究はα-ジストログリカノパチーの原因
となっている糖転移酵素を体外から投与す
ることによりα-DG とラミニンとの結合性を
回復させて疾患の治療を目指す、すなわち糖
転移酵素補充療法の実現に向けての基礎的
な研究を行うことを目的としている。 
２．研究の目的 
 近年Gaucher病や Pompe病などライソゾ
ーム酵素欠損病において酵素補充療法が実
用化され大きな成果を挙げている。これらラ
イソゾーム酵素欠損病で欠損しているのは
ライソゾームに局在する糖や脂質の分解酵
素である。一方-ジストログリカノパチーで
欠損しているのは主としてゴルジ体に局在
している糖転移酵素である。我々はこのゴル
ジ体酵素欠損病として位置づけられる-ジ
ストログリカノパチーに対しても酵素補充
療法が試みられるべきであると考え本研究
を開始した。 
 糖転移酵素補充療法の成否に最も影響す
る要因の一つは、体外から投与された酵素が
細胞内へ取り込まれてその機能を発揮すべ
きゴルジ体まで輸送される際の運搬効率に
あると考えられる。そこで本研究では細胞外
からゴルジ体への輸送を担う運搬体として
コレラトキシンあるいはリシンを利用する
ことを検討した。現在細胞外からゴルジ体へ
と輸送されることが知られている物質はこ
れら数種類の蛋白質のみである。いずれも A
サブユニットと B サブユニットから構成さ
れ Aサブユニットは毒素であるが、Bサブユ
ニットは A サブユニットの運搬体としての
み機能しており毒性は全くない。そこで本研
究ではこれら B サブユニットと糖転移酵素
との融合蛋白質を作製することで将来的な
酵素補充療法の可能性を検討する事を目的
とした。 
３．研究の方法 
（１）糖転移酵素補充療法のアッセイ系 
 糖転移酵素補充療法を検討するにあたっ
て、その効率などを判定するためのアッセイ
系を確立する必要がある。このために HEK293
細胞に対してCRISPR/Cas9を用いて福山型先
天性筋ジストロフィーの原因遺伝子である
フクチンの機能が欠損する細胞を作製した。

具体的にはフクチン遺伝子のエクソン 5 に
guide RNA を設計し、Cas9 とともに HEK293
細胞へトランスフェクションを行った。その
後遺伝子導入細胞を薬剤耐性により選別し
変異導入株のクローニングを行った。フクチ
ン遺伝子の変異はシーケンスにより確認し
た。 
（２）フクチン-リシンＢ融合蛋白質 
 フクチン遺伝子とリシンBサブユニットを
発現プラスミド pEF4 ならびに pCMV6 にクロ
ーニングした。この際融合蛋白質を可溶性画
分に回収するためにフクチンの膜貫通ドメ
インは欠損させた。これらプラスミドを上述
のフクチン欠損 HEK293 細胞へトランスフェ
クションを行った。目的とする融合蛋白質の
発現はウエスタンブロット法により確認し
た。 
４．研究成果 
（１）培養細胞を用いた糖転移酵素補充療法
のアッセイ系の確率 
 本研究ではα-ジストログリカノパチーの
なかでも特に本邦において発症率の高い福
山型先天性筋ジストロフィーに標的を絞り
研究を行った。始めに本症で欠損しているフ
クチンと、小胞体への運搬体として利用する
コレラトキシンBサブユニットあるいはリシ
ンBサブユニットとの融合蛋白のコンストラ
クトを作製した。そしれこれらを細胞に遺伝
子同導入してα-DG の糖鎖修飾が正常化する
かどうかをフクチン欠損マウス ES 細胞を用
いて検討した。しかしリポフェクション法、
エレクトロポレーション法などを試みたも
のの遺伝子導入効率が低く、十分な量の蛋白
質の発現が得られなかった。そこで細胞の系
を遺伝子導入効率の高いHEK293に変更して、
CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術を用いて
フクチンノックアウト細胞株の作製を試み
た。そしてフクチン遺伝子のエクソン５に 1
塩基が挿入される結果その下流においてフ
レームシフトおよび終止コドンが生じ、不完
全なフクチンを産生する細胞株（indel 1 と
命名）を得た。 
 この細胞株をウエスタンブロットで確認
すると、α-DG のラミニン結合能を反映する
糖鎖修飾に対する抗体である IIH6 に対する
反応性は消失する一方、α-DG のコア蛋白に
対する抗体では通常よりも分子量の小さい
α-DG の発現を認めた（図１）。このことか
ら indel 1 株はフクチンが機能不全に陥りα
-DG の糖鎖修飾が不完全となっている、すな
わち福山型先天性筋ジストロフィーのモデ
ル細胞と見なすことができる。これに pEF4
や pCMV6などのフクチン発現プラスミドをト
ランスフェクションするとフクチンの機能
が回復してα-DG の糖鎖修飾が正常化した
（図１）。以上より HEK293 細胞、indel 1 株
はフクチンの糖転移酵素補充療法を開発す
るにあたってのアッセイ系として有用であ
ることが明らかとなった。 
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