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研究成果の概要（和文）：筋ジストロフィーは進行性の筋力低下を伴う重篤な遺伝子疾患の総称であり、基底膜
上のラミニンと筋細胞表面のジストログリカン複合体の結合が損なわれることによって生じる。ラミニンはジス
トログリカン複合体に含まれるAlpha-ジストログリカン上のO-マンノース型糖鎖依存的に結合しており、糖鎖修
飾の異常が病状に直結している。本研究ではO-マンノース型糖鎖修飾に関わるリン酸化酵素Protein O-mannosyl
 Kinase (POMK)について構造生物学的研究によって触媒機構および基質認識機構を明らかにした。この成果は筋
ジストロフィー発症のメカニズム解明の一助となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Congenital muscular dystrophy is a group of diseases caused by defects in 
O-mannose glycosylation of the alpha-subunit of dystroglycan and progressive weakness and wasting of
 skeletal muscle are commonly observed. Alpha-dystroglycan (a-DG) is a component of the 
dystrophin-glycoprotein complex of skeletal muscle cells and directly links several other components
 to the basement membrane. The abnormal O-mannosylation of a-DG leads to severe congenital muscular 
dystrophies due to detachment of extracellular matrix proteins from the basal membrane. 
Phosphorylation at C6-position of O-mannose catalyzed by protein O-mannosyl kinase (POMK) is a 
crucial step in the biosynthetic pathway of O-mannose glycan. In this project, we solved the crystal
 structures of POMK catalytic domain in the absence and presence of substrates. These structures 
provides atomic insights into catalytic reaction mechanism and substrate recognition. These results 
lead to clinical approach to this severe disease.
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１．研究開始当初の背景 
筋ジストロフィーは進行性の筋力低下を
伴う重篤な遺伝子疾患の総称であり、基底膜
上のラミニンと筋細胞表面のジストログリ
カン複合体との結合が損なわれることで生
じる。これまで筋ジストロフィーの発症メカ
ニズムに関する研究は、ラミニンやジストロ
グリカン複合体の構成蛋白質やジストログ
リカン複合体と細胞骨格をつなぐ蛋白質に
関する研究が中心であった。しかしここ数年
の研究で、ラミニンはジストログリカン複合
体に含まれる alpha-ジストログリカン
（-DG）上の O-マンノース型糖鎖修飾依存
的に結合しており、糖鎖合成の異常が病状と
直結していることが明らかになった。昨年、
神戸大学の金川基講師らのグループによっ
て O マンノース型糖鎖修飾の全容が明らか
になり、研究のフェーズが分子の同定からよ
り高次の機能解明に移っていった。 
こうした重要性に比して O-マンノース型
糖鎖修飾に関する酵素群に対する構造生物
学的研究は世界的にも例が限られていた。私
はこれまで蛋白質と糖鎖との相互作用や糖
蛋白質上の糖鎖の構造と機能の関係につい
て、X線結晶構造解析を中心手法とした構造
生物学によって明らかにする研究を続けて
きた。 
そこで本研究では O-マンノース型糖鎖と
蛋白質との相互作用や O-マンノース型糖鎖
の生合成メカニズムに焦点を当てて研究を
行うことにした。 
 
２．研究の目的 
本研究の計画段階での目的は以下の二つ
であった。 
１）ラミニンと-DG特異的 O-マンノース型
糖鎖との相互作用様式を構造生物学的に明
らかにする。 
２）O-マンノース型糖鎖修飾の生合成経路に
関わる SGK196（別名 Protein O-mannosyl 
Kinase, POMK）の基質認識および反応機構
を構造生物学的に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
私の専門はX線結晶構造解析を中心とした
構造生物学であり、興味の中心は糖鎖の果た
す生物学的役割を明らかにする糖鎖生物学
である。本研究も X 線結晶構造解析、NMR 測
定、分子動力学シミュレーションやドッキン
グモデルの作成などを用いて研究を行った。 
 
４．研究成果 
研究目的１については、研究の開始直後に
全く同様の研究をアイオワ大学のキャンベ
ル教授らのグループから報告されてしまっ
た（Briggs et al., Nat.Chem.Biol. 2016）。
このため、この研究に関しては撤退を余技な
くされた。 
そこで研究目的２に注力し、マウス由来
POMK触媒ドメインのX線結晶構造解析に取り

組んだ。POMK は細胞内腔で働く高難度発現蛋
白質である。そこで創薬プラットフォーム支
援事業のサポートを受け、横浜市立大学の禾
晃和准教授、明石知子准教授、根谷崎牧子氏、
大井里香氏にご協力いただき均一な糖蛋白
質の大量発現・精製・結晶化に成功した。さ
らに同事業の追加サポートを受け、高エネル
ギー加速器研究機構の千田俊哉教授、松垣直
宏准教授のご協力で低エネルギーX 線を用い
た単波長異常分散法（SAD 法）による位相決
定にも成功した。こうして得られた POMK 触
媒ドメインの全体構造は蛋白質リン酸化酵
素のフォールドと同じであった（図１）。 

POMK は-DG 上の糖鎖修飾のうち四番目に
働く酵素でGalNAc(1-3)GlcNAc(1-4)Manと
いう三糖が結合した-DG に対して ATP をド
ナー基質として、マンノースの 6 位の OH 基
にリン酸を転移する酵素である。POMK の基質
認識および反応機構を明らかにするために、
ATP の非加水分解アナログである AMP-PNP と
-DG 糖鎖修飾ペプチドとの複合体の結晶構
造解析を行った（図２）。糖ペプチドは東京
都健康長寿医療センターの遠藤玉夫副所長、
萬谷博研究副部長から供与を受けた。その結
果、ドナー基質が分子中央の窪みにはまって
いること、その隣のやや開けたクレフトに
-DG 糖鎖修飾ペプチドがはまることが明ら
かになった。驚いたことに、POMK は糖鎖部分
のみを認識していることなどが明らかにな
った。 
こうした一連の解析によって筋ジストロ
フィー発症のメカニズムに対する分子基盤
の一端が明らかになった。今後は筋ジストロ
フィー治療に向けて、立体構造を基にした新
たな POMK 賦活化剤のデザインなどの応用展
開が考えられる。 
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