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研究成果の概要（和文）：ムチン型糖鎖の合成は，Nーアセチルガラクトサミン転移酵素(以後，GalNAc-T)によ
り開始される．本研究は，脊椎生物以降でのみ発現するが，酵素活性が検出されていない4つのGalNAc-Tアイソ
ザイム，及びシアル酸転移酵素ST3GalIVの神経発生における機能を解析した．まず，GalNAc-T8, -T9, -T17, 
-T18, ST3GalIV遺伝子をすべて単離し，組織発現を明らかにした．次に，GalNAc-T8,ST3GalIVを除く３つのアイ
ソザイムの欠失変異体を作製した．アイソザイムは互いに機能補完しており，それらの機能解析には多重変異体
の作製が必要であることが分かった．

研究成果の概要（英文）：Biosynthesis of mucin-type carbohydrates is initiated and modified by the 
action of polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferases (GalNAc-Ts), and a sialyltransferase, 
ST3GalIV.  This research investigates functions of four vertebrate-specific GalNAc-T isozymes, in 
vitro activities of which have not been reported so far, and ST3GalIV, during early development of 
zebrafish.  First, all the genes for GalNAc-T8, -T9, -T17, -T18, and ST3GalIV were isolated and they
 were found to have tissue-specific, although overlapping, expression patterns,  Next, mutant 
zebrafish that lack these genes except GalNAc-T8, ST3GalIV were established, and phenotypes of early
 embryos were analyzed.  We found that the genes have overlapping functions, and compensate the 
activity of a deleted isozyme in zebrafish.   
Thus, deletions of more than one isozyme would be necessary to observe phenotypic alterations. 

研究分野：生化学，糖鎖生物学

キーワード： ムチン型糖鎖　糖転移酵素　ゲノム編集　ゼブラフィッシュ　初期発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はゲノム編集を利用して，ムチン型糖鎖合成に関わる酵素（GalNAc-T）欠失ゼブラフィッシュ変異体を作
製し，初期発生におけるムチン型糖鎖の機能を解明しようとするものである．GalNAc-Tは大きな遺伝子ファミリ
ーを形成するが本研究では，in vitroの酵素活性が検出されていないオーファンアイソザイムの機能解析を行っ
ている．特にこれらの中のGalNAc-T17は神経細胞に特異的に発現し，知的障害，特徴的な認知特性を特徴とする
ウィリアムズ症候群に関連する遺伝子として知られている．本研究を通じて，糖転移酵素およびムチン型糖鎖の
脳における機能の解明が期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質に付加する主要な糖鎖としてSer/Thr残基にＮ−アセチルガラクトサミン（GalNAc）

が結合するムチン型糖鎖（GalNAca1→Ser/Thr）がある．ムチン型糖鎖の合成はＮ−アセチルガ
ラクトサミン転移酵素(GalNAc-T)により開始される．この酵素はヒトでは 20 種類のアイソザイ
ムからなる大きな遺伝子ファミリーを形成しているが，in vitro の酵
素活性が未だ検出されず，基質が未同定の４種類のオーファンアイソ
ザイムがある（右図）．これらは互いに相同性を有し，脊椎生物にの
み保存されるアイソザイムである．研究代表者らはその中の２つのア
イソザイム(GalNAc-T9, -T17)を単離し，それらが脳特異的に発現して
いること，これら４つのオーファン酵素がゼブラフィッシュでも発現
しており，GalNAc-T9, -T17 が神経特異的であること，GalNAc-T8，-T18
も脳において高発現していることを見いだした． 
 我々は GalNAc-T17 については，成体脳の海馬や視床，小脳の神経細
胞に特異的に発現し，培養細胞において膜輸送の調節を介してマクロ
ピノサイトーシス経路を負に制御することなどを明らかにし， 
GalNAc-T17が脳神経系において機能的な分子であることを示してきた．
また，GalNAc-T17 遺伝子座では，精神遅滞，極度の社交性を特徴とす
る Williams-Beuren 症候群の原因候補遺伝子の 1つであると見なされており，Wbscr17 
(Williams-Beuren syndrome critical region 17) とも呼ばれている．またある種のアルツハ
イマー病，およびオオカミ/イエイヌ間で GalNAc-T17 の一塩基多型が認められる．これらの情
報より，神経系に発現するオーファンアイソザイムの解析を通じて，これまで全く情報のない
脳神経系におけるムチン型糖鎖の生理機能を解明することが可能と考えられる． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，タンパク質の主要な翻訳後修飾反応の一つであるム

チン型糖鎖修飾が神経機能に及ぼす影響を解明することである．本研
究では機能未知サブファミリーの GalNAc-T8, -T9, -T17, -T18，さら
にムチン型糖鎖のシアル酸修飾に関わる ST3GalIV などの糖転移酵素
の機能の解明を通じてムチン型糖鎖の脳，特に神経発生における機能
を見いだすことである． 
 研究代表者らはこれまでゼブラフィッシュを用いてモルホリノオリ
ゴによる GalNAc-T17 発現抑制実験を行い，後脳領域の形態異常が認め
た（右図）が，この知見を遺伝子欠失個体の作製を通じて確認する．
さらにその他のアイソザイムについても，同様に遺伝子欠失個体を作
製することで機能を評価する．本研究では急速に広まりつつある
CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術をゼブラフィッシュ，培養細胞に応用して，機能未知
GalNAc-T サブファミリー，および ST3GalIV の高次機能の解析を行い，従来の生化学的な解析
では入手困難な情報を得る．さらに，高次機能の解析をプロテオーム解析，糖鎖プロフィール
解析に結びつけて，アイソザイムの分子レベルの機能情報も得る．脊椎生物にのみ保存される
サブファミリーに関するこれらの研究を通じて，高等生物におけるムチン型糖鎖の機能的重要
性を解明する． 
 
３．研究の方法 
 実験系にはゼブラフィッシュと胚性癌細胞 P19 細胞を用いる．いずれも変異体の作製を通じ
て，生化学的な情報のない GalNAc-T サブファミリー，および ST3GalIV の機能を解析する．ゼ
ブラフィッシュでは，変異体の初期発生におけるそれぞれの酵素の役割を解明する．P19 細胞
はレチノイン酸存在下で培養することで神経分化を誘導できるため，神経分化における酵素の
機能を観察する． 
変異体の作製には，CRISPR法を用いたゲノム編集を行う．標的とするGalNAc-Tアイソザイム，
および ST3GalIV はいずれも脳で発現しているため，おもに胚発生における脳神経系への影響を
指標として各酵素の機能を評価する．表現型に変化が見られない場合には，アイソザイム間の
機能補完を考慮して二重／三重変異体も作製する． P19 細胞では，神経分化に対する形態的な
影響，さらに神経分化に関わるマーカー分子の発現への影響を調べる．また，変異の特異性は
標的分子 mRNA を導入して機能回復を見て確認する．ゼブラフィッシュ，培養細胞で得られた情
報に基づいて，主に変異体/遺伝子導入個体あるいは細胞を用いて，LC-MS などによるタンパク
発現の変動の解析，糖鎖構造の解析，基質の同定などの実験を行い，アイソザイムの役割，お
よび機能的糖鎖を同定する． 
 
４．研究成果 
(1) ゼブラフィッシュ galnt ファミリーの発現解析 
 標的 GalNAc-T 欠失変異体作製に先立ち，ファミリーをコードする遺伝子 galnt のゼブラフィ
ッシュアイソザイムの初期胚における発現解析を行った．ゲノム DNA 塩基配列をデータベース
検索により，ゼブラフィッシュは galnt15，19 を除く 18 種類のアイソザイムを持つことが明ら



かとなった．我々はこれらすべてのゼブラフィッシュ galnt 遺伝子をクローニングして，正確
な塩基配列を決定した．その情報に基づいて作製したプローブを用いて，whole mount in situ 
hybridization を行い，全アイソザイムの
初期胚における発現パターンを決定した．
その結果，それぞれのアイソザイムは互い
に重複するものの，特異的な発現パターン
を示すことを明らかにした．また，哺乳類
において脳特異的に発現するアイソザイム
（galnt9, galnt13, galnt17, galnt20）は，
ゼブラフィッシュにおいても脳に強く発現
していた（右図）．これらの機能欠失体の
解析を通して，脳におけるアイソザイムの
機能解明が期待できる． 
 
(2) galnt9,17 遺伝子変異体ゼブラフィッシュの作製 
 これまでに我々は，galnt17 の発現をモルホリノアンチセンスオ
リゴを用いて抑制すると，発生において脳，特に後脳形態に異常が
生じることを報告した．この異常が変態においても観察できるかど
うかを確認するために，ゲノム編集技術である CRISPR システムを用
いて，まず galnt17 の触媒領域を標的として CRISPR single guide 
RNA （sgRNA）, Cas9 mRNA（あるいは Cas9 タンパク質）をゼブラフ
ィッシュ受精卵にインジェクションした．変異の導入は，インジェ
クション胚から調製したゲノム DNA を HMA（heteroduplex mobility 
assay）により解析した（右図）．インジェクション胚においては高
分子領域にスミアなバンドが認められたことから，効率的なゲノム
編集が起こったことが確認できた．  
ゲノム編集の効率を上げるために，CRISPR single guide 

RNA(sgRNA)と核移行シグナルを付加し，コドンをゼブラフィッシュ
に最適化した Cas9 mRNA をゼブラフィッシュ初期胚にマイクロイン
ジェクションした．この方法では高い効率でゲノム編集が起こり，
F0 世代で遺伝子欠失体と同様の表現系の変化が得られるとの報告がある．その結果，F0 で
galnt17 遺伝子の標的部位において 80％以上の効率でゲノム編集されることを見出した．この
F0 モザイク胚の表現型を観察したところ，後脳領域の形態異常が見られた(右図)．この表現型
異常はモルホリノオリゴで発現抑制と類似した形態異常である
ことから，galnt17 は後脳の正常な発生に重要な役割を果たして
いることが考えられた． 
つぎに，この F0 個体から galnt17 変異をヘテロで持つ F1 個体
を確立し，F1 個体同士を掛け合わせて galnt17 ホモ変異体（F2
個体）の解析を行った．予想に反して，galnt17 ホモ変異体では，
モルホリノアンチセンスオリゴによる機能阻害や，前述の F0 個体にて見られた後脳形態異常が
観察されなかった． 
galnt9 についても，同様の方法により galnt9 のホモ変異体を作製することにも成功した．
galnt9 変異体も正常に発生し，異常は観察されなかった．galnt9 と galnt17 は互いに相同性が
高く，どちらも脳に特異的なアイソザイムであるために，互いに機能補完している可能性が考
えられた． 
最近，ゼブラフィッシュにおいて，モルホリノアンチセンスオリゴを用いた遺伝子発現阻害に
より生じる表現型異常が，同一遺伝子の変異体では，類似機能を持つ他の遺伝子の発現亢進に
より回避されることが報告された．我々の結果においても，galnt9 および galnt17 ホモ変異体
で類似の機能を有するタンパク質の発現が上昇していることが考えられる．そこで，galnt17
ホモ変異体において他の galnt 遺伝子の発現を定量解析したところ，galnt9 等の同じサブファ
ミリーに属する遺伝子の発現亢進が認められた．現在は，galnt17 ホモ変異体にさらに galnt9, 
galnt18 の変異を導入する実験を行っている．さらに，変異体で特異的に発現上昇する分子の
同定，さらには表現型異常を回避する機構を明らかにしムチン型糖鎖の脳内での働きを解明す
る． 
 
 
(3) galnt18 欠失ゼブラフィッシュ変異体の作製 
 ゼブラフィッシュゲノムには galnt18a, galnt18b の 2 種類のパラログが存在する．パラログ
間で高度に保存されている 5’側（N末端側）の塩基配列を標的として sgRNA を作製し，２つの
パラログを同時にゲノム編集できるようにした．初期胚に sgRNA と cas9 mRNA を導入し，さら
にゲノム編集された個体同士を掛け合わせることで，galnt18a 欠失体，galnt18b 欠失体，
galnt18a/b の二重欠失体を得た．galnt18a-/+:18b-/+の二重ヘテロ変異体同士を掛け合わせたと
ころ，galnt18a-/-，galnt18b-/-単独の変異体が正常に発生したのに対し，二重変異体
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galnt9, 13, 17, 29 遺伝子の WISH による発現解析 

いずれの遺伝子も脳で強く発現している． 



galnt18a-/-:18b-/-では，初期胚は正常に生まれ稚魚まで生育するが，成魚まで育つものはほと
んど観察できなかった．そこで，二重変異体がどの段階まで生存するか調べる目的で，
galnt18a-/+:galnt18b-/-変異体同士を掛け合わせて生存率を調べたところ，
galnt18a-/+:galnt18b-/+二重ヘテロ変異体同士の掛け合わせの時とは異なり，
galnt18a-/-:galnt18b-/-二重ホモ変異体は成魚まで問題なく成長することがわかった．このこと
は，galnt18b-/-ホモ変異体から生まれた魚は，何らかの機構により，galnt18a-/-:galnt18b-/-

二重ホモ変異体の生存率の低下を回避することを示唆する．(2)の結果とも合わせて，ホモ変異
体では欠失タンパク質の機能を補完する機能が働くことが示唆された． 
 
(4)その他の変異体の作製 
 galnt8 遺伝子については，ゼブラフィッシュを用いて変異体の作製を試みた．galnt8 遺伝子
には４つのパラログ遺伝子が存在するため，変異体の作製は非常に困難である．本実験では，
４つの遺伝子を含む比較的大きな領域を欠失させることで galnt8 遺伝子の欠失変異体を作製
する方法を採用した．ゲノム編集を効率よく導入することに成功し，F0 個体を得ている．現在
は F1 個体のスクリーニングを行い，目的の変異が導入されたかどうかを確認している． 
 ST3GalIV については，RNAi を用いた予備的な実験で ST3GalIV が P19 細胞の神経分化誘導に
関わるとの知見を得ているので，P19 細胞を用いて変異体を作製することとした．P19 細胞につ
いては，他の GalNAc-T アイソザイムについても変異体作製実験を試みたが，CRISPR/Cas9 の細
胞への導入効率が悪く，変異体を作製するには至らなかった．本実験については，トランスフ
ェクションの方法の検討を重ね，さらに変異体作製の実験を継続して行う． 
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