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研究成果の概要（和文）：本研究では，神経発生に関わるムチン型糖鎖合成に関わる糖転移酵素

，およびムチン型糖鎖の働きを解明することを目的としている．我々は脳特異的なアイソザイム

であるWBSCR17およびムチン型糖鎖の機能を,神経細胞への分化能を持ったマウス胚性癌細胞P19

，およびヒト胎児腎細胞HEK293Tを用いて調べた．さらにWBSCR17のゼブラフィッシュの神経分化

における役割を調べた．これらの実験を通じてWBSCR17が神経分化や，細胞の膜輸送などに関係

することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to clarify the roles of mucin-type
carbohydrates and glycosyltransferases involved in their biosynthesis in neural
development. We investigated the functions of WBSCR17, a brain-specific isozyme, and
mucin-type carbohydrates in mouse embryonic carcinoma P19 cells, which can differentiate
into neural cells, and human embryonic kidney HEK293T cells. Also the roles of
WBSCR17 in neural differentiation in zebrafish were examined. Through these studies,
we elucidated that WBCSR17 is involved in the neural development and membrane
trafficking in the cells.
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１．研究開始当初の背景
タンパク質への糖鎖の付加は，主要な翻訳

後修飾反応の一つであり，付加された糖鎖は
細胞間の接着や認識などに重要な働きをす
る．糖鎖の構造は，糖とタンパク質の結合様
式によっていくつかのタイプに分類される
が，我々は N−アセチルガラクトサミン

(GalNAc)とタンパク質中のセリン，トレオニ
ン残基のヒドロキシル基との間に形成され
る O −グリコシド型結合（GalNAc1→
Ser/Thr）に注目し，それらの主に脳におけ
る機能を解析している．GalNAc1→Ser/Thr
の構造を有する糖鎖は，消化器官，呼吸器官
等の上皮細胞が分泌する粘性タンパク質で
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あるムチンに多く見られることから，ムチン
型糖鎖とも呼ばれる．この構造の糖鎖はムチ
ン分子のみならず，他の多くの細胞表面や分
泌糖タンパク質中にも存在して，粘膜の保護
のみならず，リンパ球と血管内皮細胞の相互
作用，微生物や毒素の認識などの多くの生物
現象に関与することが知られている．

複雑な細胞間ネットワークを形成する神
経系の細胞では，複合糖質の糖鎖が重要な役
割を果たしており，プロテオグリカンやＮ−
グリコシド型糖鎖（GlcNAc1→Asn）が，シ
ナプスの形態変化や神経回路の形成に関わ
るなどの報告がなされてきた．しかし，ムチ
ン型糖鎖の神経系におけるはたらきについ
ては，ほとんど解析されていない．また脳に
おけるムチン型糖鎖の構造，およびその生合
成の調節機構などについても解析は進んで
いない．近年我々は，ムチン型糖鎖の生合成
開始反応を触媒する脳特異的な酵素遺伝子
（WBSCR17）をクローニングした．我々は，
WBSCR17 は脳におけるムチン型糖鎖の機
能解析の優れたツールになると考え，その分
子の機能解析に着手したところ，WBSCR17
がグリア細胞には発現せず，神経細胞特異的
に発現することを見いだした．このことは，
WBSCR17 が神経細胞の発生や維持などに
必要な糖鎖の合成に関わる可能性を示唆す
るものである．さらに，神経細胞に分化する
P19 細胞において WBSCR17 の発現を抑制
したところ，神経発生が阻害され，アポトー
シスによる細胞死が引き起こされることを
見いだした．また，我々とは別に米国の研究
グループは WBSCR17 がエンドサイトーシ
スに関わる可能性を指摘した．これらのこと
から，WBSCR17 が，膜輸送を介して神経発
生などの生物現象に関係している可能性が
考えられた．

２．研究の目的
我々は，WBSCR17 の神経発生，および細

胞機能との関係の解明を目的として研究を
進めた．神経発生における役割の解明には，
神経細胞への分化能を持つ培養細胞とモデ
ル生物の実験系を用いた．培養細胞系では薬
物添加により神経細胞に分化する過程にお
ける神経発生を調べた．また，モデル生物と
してはゼブラフィッシュを用いて，その初期
発生における酵素の働きを解明した．これら
の実験系では，培養細胞とゼブラフィッシュ
の実験結果を互いにフードバックしながら
研究を進めることをねらいとした．また，膜
輸送に関しては米国のグループの研究成果
をもとにして，膜輸送，膜のとり込み機構に
注目してより詳細な解析を行うことをねら
いとした．

３．研究の方法
神経発生に関する実験ではおもに P19 細胞

とゼブラフィッシュを用いた．

(1)P19 細胞を用いた解析
①WBSCR17 の発現抑制，およびムチン型糖鎖
伸長阻害剤（benzyl-α-GalNAc, BG）の P19
細胞の神経分化に与える影響の解析

神経分化能を持った P19 細胞において，
RNAi 法により WBSCR17 の発現を抑制する，ま
た培地に BG を添加することによりムチン型
糖鎖の伸長を阻害する実験を行った．また，
WBSCR17 の強制発現実験も行った．これらの
細胞の神経分化を調べるとともに，細胞抽出
液を調製してレクチンブロッティングを行
いムチン型糖鎖の神経発生に与える影響を
評価した．
②神経発生マーカーおよびアポトーシス関
連遺伝子の発現解析

正常細胞，WBSCR17 の発現抑制細胞から調
製した cDNA を用いて PCR を行い，様々なマ
ーカー分子の発現量を比較した．神経発生に
関わる分子群としては，map2, mash1, ngn,
hes, N-cadherin などを対象とした．また，
アポトーシス関連遺伝子の発現は Western
blotting 法により調べた．対象分子としては
カスパーゼ群，PARP などを取りあげた．さら
にミトコンドリア経路の活性化も考慮し，
Bax, Bak,さらには JNK, ERK などの細胞内情
報伝達分子も調べた．

(2) ゼブラフィッシュ WBSCR17抑制胚のマー
カー解析

WBSCR17 の発現抑制胚では，正常な神経発
生が起こらず，アポトーシスによる細胞死が
観察される．これらの知見に基づき，神経発
生に関わるマーカー遺伝子の発現を whole
mount in situ hybridization 法を用いて調
べた．その際，fgf8, pax2a, krox20, hoxb1a,
wnt, fringe, delta などを標的分子として初
期胚における解析を行った．

さらに，細胞膜輸送における WBSCR17 の機
能解析を行った．
(3)HEK293T 細胞を用いた細胞膜輸送の解析

米国のグループの報告に基づき，まず
HEK293T細胞を高い濃度のGlcNAcで処理した
ときの WBSCR17の発現パターン解析を解析し
た．さらに WBSCR17 の発現を抑制する shRNA
発現ベクターを用いた発現阻害実験，
WBSCR17 の強制発現したときに形態的にみら
れる影響を観察した．また，細胞の膜系に及
ぼす影響を評価する目的で，ピノサイトーシ
ス，エンドサイトーシスの効率を測定し，細
胞内膜輸送に関連するマーカー分子の発現
を免疫染色により調べた．さらに細胞内の複
合糖質の局在をおもにムチン型糖鎖を認識



するレクチンを用いたレクチン染色により
解析した．

４．研究成果
培養細胞，およびゼブラフィッシュを用い

た神経発生に関わる研究についての研究成
果を初めに記す．

(1) P19 細胞を用いた実験
①WBSCR17 の発現抑制および強発現，BG 処理
が P19 細胞の分化に与える影響の解析

P19 細胞に WBSCR17 を強制発現させたとこ
ろ，グリア細胞に比して，神経細胞に分化す
る細胞が多くなった．逆に，WBSCR17 の発現
を抑制したところ，神経細胞への分化が抑制
された．一方，BG で細胞を処理しても，グリ
ア細胞および神経細胞への分化効率に変化
が見られないことから，短いムチン型糖鎖が
神経細胞への分化に関わることが示唆され
た．レクチン染色でも，BG 処理で短い糖鎖を
持つタンパク質の発現を確認することがで
きた．
②神経発生マーカーおよびアポトーシス関
連遺伝子の発現解析

WBSCR17 の発現を抑制すると，神経細胞へ
の分化の抑制がみられたため，神経分化に関
わる転写因子などの発現を RT-PCR 法で解析
した．その結果，MAP2, Mash1, Ngn1, Ngn2,
NeuroD などの発現の顕著な抑制が見られた．
また，神経細胞に発現する接着因子の
N-cadherin の発現も著しく低下していた．

アポトーシスに関わる分子の発現は特異
的抗体を用いて Western blotting 法により
調べた．その結果，カスパーゼの有意な活性
化，およびミトコンドリアカスケードに関わ
る分子群の活性化も検出された．

(2)ゼブラフィッシュ WBSCR17 抑制胚のマー
カー解析

WBSCR17 発現抑制胚では，脳の発生異常，
特に後脳領域に形態異常が見られ，さらに細
胞塊の蓄積やアポトーシスによる細胞死が
認められる．この原因を調べるため，おもに
後脳の発生に関わるマーカー分子の発現を
in situ hybridization 法により調べた．ま
ず後脳の compartment 形成に関わる分子群，
fgf8, krox20, hoxb1a, epha4a などの発現を
調べたが，これらの分子の発現には影響がな
かったため，後脳 compartment は正常に形成
されているものと思われた．しかしながらそ
の後の compartment 特異的な神経分化に関わ
る因子，Rfng, wnt1, deltaD, ash1, ngn1,
coe2などの発現がWBSCR17発現抑制胚で消失
している，あるいは異所的に発現しているな
どの異常が見られた．さらに，WBSCR17 の発
現抑制胚は，Rfng (radical fringe)発現抑
制胚とよく似た表現型を示すことが分かっ

た．そこで我々は，WBSCR17発現抑制胚と Rfng
発現抑制胚との関係を調べた．その結果，ど
ちらの抑制胚も後脳発生に異常が見られた．
コンパートメント形成は正常に進行してい
るものの，その後の神経細胞の分化に異常が
あることがわかった．また，脳室の中にアポ
トーシスを起こした細胞に由来すると思わ
れる凝集塊が見いだされた．これらの解析を
通じて，WBSCR17 が後脳の compartment 特異
的な神経分化の過程に重要な働きをしてい
ることが明らかとなった．また，Rfng との関
連性から，WBSCR17 が notch シグナルの調節
を介して神経分化に関わっている可能性が
示唆された．

以上の結果より，ムチン型糖鎖の生合成酵
素である WBSCR17は神経特異的に発現してお
り，その発現を抑制すると神経発生に関連し
た分子群の発現が著しく低下することが明
らかとなった．本研究より神経特異的なムチ
ン型糖鎖が発現しており，その糖鎖が神経分
化に重要な役割を果たしていることが示唆
された．また，その WBSCR17 の発現を抑制す
るとアポトーシスによる細胞死を誘発する
ことも明らかとなった．

次に，WBSCR17 が細胞膜輸送に関わること
を示した研究成果を記す．
(3) HEK293T 細胞を用いた細胞膜輸送の解析

HEK293T 細胞における WBSCR17 の発現を
RNAi で抑制することで我々は以下の知見を
得た．まず，我々は細胞内栄養状態の指標で
ある GlcNAc の濃度依存的に WBSCR17 の発現
量が増加することを確認した．次に，
WBSCR17 が液相エンドサイトーシスの一種で
あるマクロピノサイトーシス経路を負に制
御することを見いだした．さらに，細胞内の
リソソームを含む膜系において，レクチンで
染色される凝集体が蓄積することを明らか
にした． 以上の知見より，WBSCR17 は細胞内
の膜輸送に関わっており，その調節メカニズ
ムの破綻は膜タンパク質の輸送異常による
リソソーム病様の症状を引き起こすことを
見いだした．
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