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研究成果の概要（和文）：人の骨格筋組織において、O-linked-β-N-acetylglucosamine

(O-GlcNAc)修飾蛋白は、主に細胞膜と核に存在していることを初めて示した。様々な筋疾患の

再生筋線維や萎縮筋線維の細胞質、封入体筋炎とDMRVで空胞を持つ筋線維の細胞質はO-GlcNAc

陽性であった。これらの細胞質での亢進は細胞ストレス反応と推定された。また、封入体筋炎

と DMRV の縁どり空胞壁に O-GlcNAc 修飾蛋白強陽性反応がみられ、これについては核膜蛋白由

来と推定された。今後 O-GlcNAc 修飾蛋白の解析・同定が必要である。

研究成果の概要（英文）：O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) is a ubiquitous

posttranslational modification of nucleocytoplasmic proteins, which introduces the

attachment of N-acetylglucosamine to serine or threonine residues of a protein. Unlike

other protein glycosylation, this modification is highly reversible and like

phosphorylation, it plays important roles in various cell signaling. Here, we

immunolocalized O-GlcNAc-modified proteins in muscle biopsy specimens. In normal muscle

fibers, O-GlcNAc was found along plasma membranes and in nuclei. Diffuse and increased

cytoplasmic staining of O-GlcNAc was detected in: 1) regenerating muscle fibers in

muscular dystrophy, myositis and rhabdomyolysis; 2) a proportion of atrophic fibers in

myositis, such as those found in perifascicular regions in dermatomyositis; 3) vacuolated

fibers in sporadic inclusion body myositis (s-IBM) and distal myopathy with rimmed

vacuoles (DMRV). The increases of O-GlcNAc glycosylation could be associated with the

stress response, as these lesions have been shown to be positive for several stress markers.

Meanwhile, vacuolar rims in s-IBM and DMRV were sometimes sharply lined by

O-GlcNAc-positive deposits, which reflects myonuclear breakdown in the diseases.
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１．研究開始当初の背景

封入体筋炎は炎症性ミオパチーの一種

であるが、骨格筋の筋線維内に電顕で管状

フィラメント状の封入体を認めることが

特徴である。高齢発症の筋疾患では最も多

数を占める。多発筋炎、皮膚筋炎と異なり、

副腎皮質ステロイドなどの治療に抵抗す

る。このため、病態解明・治療法の開発が

急務とされている。われわれは主に免疫組

織学的に封入体筋炎の病理を検討し、以下

の知見を得た。（１）封入体筋炎の筋細胞

質には異常なリン酸化蛋白質、リン酸化酵

素が発現しており、細胞内シグナル伝達の

乱れが示唆される (Nakano et al.

Neurology,1999、Neurology,2001)。（２）

封入体筋炎の封入体形成は核内蛋白質が

正常に核に移行しないことが関係してい

るではないかと推定された(Nakano et al.

Neurology,2003)。（３）細胞質にpoly(A)

を持つRNAとその結合蛋白質である

poly(A)-binding protein が異常凝集し

ていることを明らかにし、原因として何ら

かの免疫異常によるmRNAの分解の障害の

可能性を指摘した (Nakano et al.

Neurology,2005)。（４）Histone H1が核

膜を超えて細胞質に遊離している像、また、

封入体筋炎の病理学的特徴である縁取り

のある空胞（rimmed vacuole）を縁取りし

ている像がえられ、縁取り空胞は核由来と

推定された(Nakano et al. Neuromuscul

Disord, 2008)。（５）Histone H1が核外

に遊離する原因として、電離放射線などに

よるDNA二本鎖切断がある。封入体筋炎で

この可能性を検討した。DNA二本鎖切断の

マーカーである-H2AX (histone 2Aの

variantのリン酸化されたもの)が空胞壁

のDNA上に認められた。DNA二本鎖切断修復

因子も同様に空胞壁のDNA上に認められた

（(Nishii et al. Neuromuscul Disord,

2011 [研究業績○10]）。

以上のように多岐にわたる異常は、（１）

の蛋白質リン酸化が多種の系に影響を与

える可能性があり、より上流と考えられる。

本研究の発端は、遺伝性の筋疾患である

縁取り空胞を伴う遠位型ミオパチー

（distal myopathy with rimmed vacuole:

DMRV）の変異がシアル酸合成の第一段階に

関係する酵素 UDP-N-acetylglucosamine

2-epimerase/N-acetylmannosamine-

kinase (GNE)であることが明らかにされ

たことである。この DMRV という疾患の筋

病理は、炎症細胞浸潤は認めないが、その

ほかの点では、rimmed vacuole や管状フ

ィラメントを有するなど、封入体筋炎と同

じである。また、上記１）のリン酸化の異

常以下、（５）までの結果は DMRV でも同様

である。GNE 酵素の機能異常が推定される

ことから研究がなされ、DMRV では細胞膜

上の糖鎖含有蛋白質のシアル酸含有量の

低下が認められるという報告がされてい

るが、そのことと上記の（１）－（５）の

知見を結び付ける仮説を立てることは困

難である。そこでわれわれは GNE と基質を

同じくする O-GlcNAc 転移酵素（OGT）によ

り触媒される蛋白質 O-GlcNAc 修飾の研究

を始めるに至った。蛋白質の O-GlcNAc 付

加は、リン酸化同様、動的な反応で、リン

酸化とは相互的あるいは拮抗的な作用を



する。たとえば、転写因子・Elf-1 はリン

酸化と O-GlcNAc 化が同時に起こることに

よりはじめて核に移行する。また、核孔蛋

白質を介する核内外の輸送は、核孔蛋白質

リン酸化、O-GlcNAc 化の状態により調節

されている。

以上のような背景により、本研究では蛋白

質の O-GlcNAc 付加の封入体筋炎における異

常を解析する。

２．研究の目的

封入体筋炎筋細胞における蛋白質の動的

糖鎖付加の異常を研究する。具体的には、OGT

とその産物である O-GlcNAc 修飾蛋白質につ

いて、特異抗体を用いて組織化学的に分布を

検討し、封入体筋炎における異常を明らかに

する。次に筋ホモゲネートの免疫ブロット・

免疫沈降により、タンパク質全体あるいは特

定の蛋白質の O-GlcNAc 修飾の変化を明らか

にする。

３．研究の方法

O-GlcNAc 修飾蛋白質について、特異抗体を

用いて組織化学的に封入体筋炎やその他の

筋疾患骨格筋で検討する。次に筋ホモゲネ

ートの免疫ブロット・免疫沈降により、蛋

白質全体あるいは核孔蛋白質など特定の蛋

白質の O-GlcNAc 修飾の変化を明らかにす

る。

４．研究成果

診断目的で得られた 40 症例の生検筋の連

続切片を作成し、O-GlcNAc に対する抗体を用

いて免疫組織化学法にて評価した。正常対照

筋線維では O-GlcNAc 修飾蛋白は細胞膜と核

に認められた。O-GlcNAc は筋ジストロフィ

ー・筋炎・横紋筋融解症における再生筋、筋

炎における萎縮筋の一部、封入体筋炎・縁取

り空胞を伴う遠位型ミオパチー（DMRV）の空

胞を持つ筋線維において細胞質にび漫性に

染色された。神経原性筋萎縮の target

formation は O-GlcNAc 陽性であった。封入体

筋炎と DMRV では、空胞壁に強い線状の

O-GlcNAc 陽性反応がみられ、蛍光染色におい

てこの O-GlcNAc と核膜蛋白 emerin との重な

りを確認した。封入体筋炎と DMRV の縁どり

空胞には核の崩壊産物が認められることよ

り、空胞は核の変性産物であると推定されて

いる。核膜マーカーの emerin と重なってみ

えた O-GlcNAc 修飾蛋白については核膜蛋白

由来と推定される。

次に、筋ホモゲネートの電気泳動、免疫沈

降により、O-GlcNAc 修飾蛋白を分析した。筋

組織における筋ホモゲネートの O-GlcNAc の

免疫プロットでは、10 本程度の陽性バンドが

みとめられ、疾患によりパターンに差を認め

た。核孔蛋白質 nucleoporin p62 に対する抗

体あるいはシグナル蛋白 Elk-1に対する特異

抗体を用いた筋ホモゲネートの免疫沈降に

より、筋組織では Nuc62、Elk-1 はリン酸化

を受けていること、および O-GlcNAc 修飾さ

れていることが分かった。また、筋ホモゲネ

ートを細胞質と核分画に分けると核分画中

の 75kD の蛋白質が、筋炎組織で強く発現し

ていることをみいだした。核膜成分やシグナ

ル分子のうち、この分子量をとるものをいく

つか検討したが、それらの分子に対する特異

抗体で生検筋のホモゲネートを免疫沈降し

た後に、抗 O-GlcNAc 抗体を用いて免疫プロ

ットを行ってもバンドは陽性反応を示さず、

その候補分子が確かに目的の O-GlcNAc 修飾

蛋白質であるという裏づけが今のところ得

られていない。今後さらに質量分析法などの

方法も加え、検討予定である。
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