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研究成果の概要（和文）：　近年、脳の高次機能に糖鎖が深く関わることが次々に示され、神経系における糖鎖研究の
重要性が増している。本研究では神経可塑性の調節に重要な役割を持つHNK-1糖鎖、およびシナプス可塑性調節に中心
的な役割を担うAMPA受容体に発現するN型糖鎖を中心に解析を行った。その結果、AMPA受容体上のN型糖鎖が、その細胞
表面発現量、細胞表面上での側方拡散の調節などに関わることを明らかにした。また、ペリニューロナルネット上に存
在する新規HNK-1糖鎖を同定し、神経可塑性調節に重要なコンドロイチン硫酸鎖の合成を制御していることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）： Glycosylation is one of the major post-translational protein modifications. 
Recently, it has become increasing clear that glycans are involved in higher brain function including 
neural plasticity. In this study, we mainly focused on elucidating the functional roles of N-glycans 
expressed on AMPA receptors (AMPAR) and HNK-1 glyco-epitope expressed in perineuronal nets (PNNs). AMPAR 
and PNNs are known to be key players in the regulation of neural plasticity. Using a series of mutants 
lacking potential N-glycosylation sites on AMPA-type glutamate receptors, we demonstrated that 
site-specific N-glycans have the potential to regulate AMPA receptor functions including the cell surface 
expression, channel property, and lateral diffusion. We also identified a unique HNK-1 glyco-epitope on 
aggrecan in PNNs. The HNK-1 epitope had an ability to suppress the chondroitin sulfate chains, which play 
an important role in neural plasticity.

研究分野：糖鎖生物学, 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 神経系は正確な神経回路が構築され、学習
記憶などの脳の高次機能が発揮される。しか
し、その構造は普遍的なものではなく、外界
からの刺激により変化しうる可塑性と呼ばれ
る柔軟性をもつ。神経可塑性は主にシナプス
において起っていると考えられており、興奮
性シナプスの多くは樹状突起上のスパインと
呼ばれる構造体上に形成される。またグルタ
ミン酸受容体のうちAMPA 受容体は、興奮性
シナプス伝達において中心的な役割を担う受
容体であり、シナプス膜上での存在量は神経
伝達効率に大きな影響を与える。申請者らは
神経系において特徴的な発現様式を示す
HNK-1 糖鎖に関する研究を行い、本糖鎖が
神経可塑性の指標とされる長期増強 (LTP) 
に関わることや、学習記憶などの脳の高次機
能に必須の糖鎖であることを明らかにしてい
た。さらに、視覚野などの臨界期の成立に重
要と考えられているペリニューロナルネット 
（PNN）に、従来知られているHNK-1 糖鎖
とは異なる構造のHNK-1 糖鎖が存在するこ
と示す結果も得ていた。このような背景のも
と本研究課題では申請者が糖鎖研究分野にお
いて世界をリードしてきたHNK-1糖鎖を分
子ツールとして、神経科学者との融合研究を
行い、糖鎖による神経機能制御機構を総合的
に理解しようと考えた。 
 
２．研究の目的 
 近年、脳の高次機能に糖鎖が深く関わるこ
とが次々に示され、神経系における糖鎖研究
の重要性が増している。例えば神経系に特徴
的に発現するポリシアル酸 (PSA) や HNK-1
糖鎖が神経可塑性の指標である長期増強 
(LTP) に関わること、PNNと呼ばれる構造体
に発現するコンドロイチン硫酸 (CS) 鎖が視
覚における眼優位性などの神経可塑性を調
節していることなどが明らかになりつつあ
った。本領域の全体構想としては神経機能を
制御する糖鎖の機能ドメインを明確にし、神
経科学者と糖鎖生物学者の有機的な連携に
より、神経機能の統合的理解を目指すもので
ある。その中で申請者は神経可塑性や学習記
憶に重要と考えられる HNK-1 糖鎖とそれに
関連する複合型糖鎖(N 型糖鎖)が担う神経機
能制御機構の解明を目指すことを目的とし
た。HNK-1糖鎖は硫酸化グルクロン酸を糖鎖
末端に持つ神経系に高発現する糖鎖であり、
申請者らが中心となってその機能解明を進
めている糖鎖である。具体的にはシナプス可
塑性の制御に重要な役割を担う AMPA 型グ
ルタミン酸受容体上に発現する N 型糖鎖や、
ペリニューロナルネット上に存在する新規
HNK-1 糖鎖を中心にその構造および機能解
析などを行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 糖ペプチド試料調製法の開発とAMPA型
グルタミン酸受容体の部位特異的な糖鎖の

構造解析 
 細胞由来の遊離糖鎖の網羅的解析により、
様々な生命現象や疾患と糖鎖との関連性が明
らかになってきているが、『どのタンパク質のどの
位置のどのような糖鎖が関与しているか』を明ら
かにした例は極めて限定的である。その主な理
由として、部位特異的糖鎖構造解析に必要な糖
ペプチドの質量分析において、糖ペプチドのイ
オン化が、混在するペプチドや界面活性剤によ
って抑制され、良好なマススペクトルを取得する
ことが困難であること、また、糖鎖の持つ高い不
均一性により解析が難しいことがあげられる。そ
こで、質量分析による糖ペプチド解析の課題を
克服するためグアニジン塩酸を用いた改良ゲル
内消化法およびアセトンによる糖ペプチドの選
択的回収法の開発が研究分担者の川崎らによ
って行われた。AMPA 型グルタミン酸受容体に
関しては、２週齢のマウス脳から P2画分を調
製し、GluA1 および GluA2 に対する抗体を
用いて精製した。免疫沈降物を SDS-PAGE
後、CBB染色を行い、GluA1および GluA2
のバンドを切り出し、部位特異的な糖鎖構造
を質量分析により研究分担者の川崎らと共
同で解析した。 
 
(2) AMPA型グルタミン酸受容体の部位特異
的な糖鎖の機能解析 
 AMPA 型グルタミン酸受容体のシナプス
後膜での量的変化がシナプス可塑性の調節
に重要であることが知られている。その調節
には、細胞内から細胞表面への輸送、細胞表
面での側方移動、細胞内への取り込みなどの
様々な過程が存在する。これらの過程に N型
糖鎖がどのように関与しているのかを明ら
かにするために、N型糖鎖付加部位に変異を
導入したGluA1, およびGluA2を作成した。
野生型および糖鎖付加部位変異体を
HEK293 細胞で強制発現させ、GluA1 およ
び GluA2 の特定の糖鎖付加部位変異による
細胞表面発現量の変化および HNK-1 糖鎖発
現量の変化を解析した。また、一分子イメー
ジング法を用いて細胞表面上における
GluA1 および GluA2 の側方拡散速度および
単量体同士の会合時間に及ぼす糖鎖の影響
を総括班員の鈴木らと共同で解析した。 
 
(3) ペリニューロナルネットに発現する新規
HNK-1糖鎖抗原の解析 
 脳内の大部分の HNK-1 糖鎖の合成には
GlcAT-P が関与しているが、PNN に発現す
るHNK-1糖鎖抗原はGlcAT-P遺伝子欠損マ
ウスでもその発現が維持されていた。そこで、
その生合成に関与する酵素を明らかにする
目的で、もう一つの HNK-1 糖鎖合成酵素で
ある GlcAT-S 遺伝子欠損マウスを作成した。
さらに GlcAT-P と GlcAT-S の両遺伝子を欠
損するマウスを交配により作成し、PNN に
発現する HNK-1 糖鎖抗原の解析を行った。
また、PNNにおけるHNK-1糖鎖抗原のキャ
リアータンパク質が aggrecan であることが



明らかになったことから、aggrecanの発現ベ
クターを構築し、 in vitro において新規
HNK-1 糖鎖の発現がコンドロイチン硫酸鎖
の合成に及ぼす影響を解析した。 
 
(4) αジストログリカン上のラミニン結合性
糖鎖の解析 
 αジストログリカン(DG) 上に存在する糖
鎖はラミニン等の細胞外基質との結合に重
要な糖鎖であり、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。先天性筋ジストロフィーの主症状で
ある骨格筋の壊死については病態解明が進
む一方で、重症例で併発する大脳皮質異形成
（II型滑脳症）については病態発症機構の解
明が遅れている。そこで、先天性筋ジストロ
フ ィ ー の 原 因 遺 伝 子 の 一 つ で あ る
AGO61(POMGNT2)遺伝子欠損マウスを病
態モデルマウスとして、II型滑脳症の病態発
症機構を解析した。本遺伝子欠損マウスは公
募班員の矢木らが作成したものを使用した。
野生型および遺伝子欠損マウスの胎生期の
脳組織切片をラミニン結合性糖鎖に対する
抗体（IIH6）などを用いて染色し、大脳皮質
形成異常の初期過程におけるラミニン結合
性糖鎖の役割を解析した 
 
４．研究成果 
(1) 糖ペプチド試料調製法の開発とAMPA型
グルタミン酸受容体の部位特異的な糖鎖の
構造解析 
 グアニジン塩酸を用いた改良ゲル内消化法の
開発： ゲル内消化法は、質量分析により組織や
細胞に由来する微量タンパク質の同定や糖タン
パク質の糖鎖を解析するための試料調製法とし
て広く用いられている。しかし、微量試料から高
い不均一性と親水性に富む糖ペプチドのマスス
ペクトルを取得することは難しい。そこで、ゲル
中に含まれる SDS－タンパク質複合体が、糖ペ
プチドの解析を困難にしていると考え、これら複
合体から SDS を除去する改良ゲル内消化法を

考案した（図１）。基本的なプロトコルは，従来法
と同様に、①目的とするバンドの切り出し、脱色、
洗浄、②還元・アルキル化、③酵素消化、④ペ
プチド回収の４つのステップより構成されるが、ス
テップ②において、還元液にグアニジン塩酸を
加える点が改良点である。タンパク質の変性剤と
して知られるグアニジン塩酸は、SDS と複合体を
形成して不溶化するため、ステップ②で添加す
ることにより、良好なマススペクトルの取得が可
能となり、生体内微量糖タンパク質の糖鎖構造
を結合部位ごとに解析することができるようにな

った（Takakura et al., Proteomics, 14: 196-201 
(2014)）。アセトンによる糖ペプチドの選択的回
収法の開発：疎水性ペプチドはアセトンに溶解
するが、親水性の高い糖ペプチドはアセトンに
溶解せず、沈殿物として回収される。糖ペプチド
のこの性質を利用して、ペプチドと糖ペプチドの
混合溶液から、５倍用のアセトンを加えることに
より，すべての N-糖ペプチドを沈殿物として回
収する糖ペプチド濃縮法を開発した（図２）

（Takakura et al., Journal of Proteomics, 101: 
17-30 (2014). Takakura et al., Proteomics, 16: 
47-59 (2016)） 。本改良法を用いて AMPA型グ
ルタミン酸受容体のGluA1およびGluA2の部位
特的な糖鎖構造の解析を行ったところ、GluA1
に関しては、6 カ所の糖鎖付加部位のうち複合
型糖鎖は限られた部位（3 カ所）にのみ発現して
いることが明らかとなった。GluA2 に関しても４カ
所の糖鎖付加部位のうち複合型糖鎖が付加さ
れる部位は３カ所に限定されていた。また、N 型
糖鎖の付加が見られない部位の存在も明らかと
なった。（論文準備中） 
 
(2) AMPA型グルタミン酸受容体の部位特異的
な機能解析 
 HNK-1糖鎖はイオンチャネル型のグルタミ
ン酸受容体の中でもAMPA型受容体の構成サブ
ユニットであるGluA2に特異的に発現してお
り、AMPA受容体の表面発現量の調節に関与し
ている。GluA2上に存在する4カ所のN型糖鎖付
加部位に変異を導入したGluA2を解析した結
果、4番目N型糖鎖(N413)上にHNK-1糖鎖が主に
発現していることが明らかになった（図３ 
赤色で示された糖鎖）。また、N末から２番目
の糖鎖付加部位（N370）の変異体では、GluA2
の細胞表面発現量が大きく減少することが明
らかとなった（図３ 青色で示された糖鎖）

(Takeuchi et al., PLoS One. 10(8), e0135644. 
(2015))。AMPA型グルタミン酸受容体の主要
な構成サブユニットであるGluA1についても
同様の解析を行い、6カ所存在するN型糖鎖の
中で特定の2カ所の糖鎖付加部位変異体で細
胞表面発現量が大きく減少していることが明



らかとなった。また、領域内の融合研究によ
り、GluA1の特定のN型糖鎖がチャネル機能
に影響があること（電気生理学的な解析は計
画研究班員の高宮らとの共同研究）、また、特
定のN型糖鎖がGluA1の細胞表面上での会合
時間に大きく影響することが明らかとなった
（１分子イメージング法を用いた解析は総括
班員の鈴木らとの共同研究）。（投稿準備中） 
 
(3) ペリニューロナルネットに発現する
HNK-1 糖鎖抗原の解析 
 HNK-1 抗体は古くからペリニューロナルネ
ット(PNN)を検出するツールとして利用され
てきていたが、抗体の認識するエピトープに
関しては不明であった。従来から知られてい
る HNK-1 糖鎖生合成酵素である GlcAT-P およ
び GlcAT-Sの両遺伝子欠損マウスの解析の結
果、PNN に存在する HNK-1 糖鎖抗原はプロテ
オグリカンの橋渡し４糖構造に硫酸が付加
させたものであり、そのキャリアータンパク
質がアグリカンであることを領域内の融合
研究により証明した（計画班員 北川、公募
班員 木塚、研究分担者 川崎、竹松との共
同研究）。また、その機能的な役割として橋

渡し４糖構造に硫酸化されることによりコ
ンドロイチン硫酸鎖の伸長を制御する可能
性を示す結果を得た。PLoS One. 10(12), 
e0144560 (2015).  
 
(4) α-ジストログリカン（α-DG）上のラミ
ニン結合性糖鎖の解析 
 α-DGに存在するO-マンノース型糖鎖合成
不全が大脳皮質形成異常を伴う筋ジストロ
フィーの原因となることが知られている。し
かし、大脳皮質形成異常の初期過程について
は不明な点が多かった。領域内の融合研究
（公募班員 矢木、研究分担者 竹松）によ
り、原因遺伝子の一つである AGO61(Pomgnt2)
遺伝子欠損マウスを作成し、解析を行うこと

により、基底膜破綻はカハール・レチウス細
胞、サブプレート細胞による凝集塊の形成に
よって引き起こされ、さらに異常な形態を示
す神経細胞が無秩序に移動した結果、クモ膜
下腔への遊出および神経細胞の層形成不全
が生じることを示す結果を得た。（Scientific 
Reports. 5, 11163 (2015). Scientific Reports.3, 
3288 (2013)）.  
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