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研究成果の概要（和文）：

ゼブラフィッシュのゲノム上には、ヒトで 20 種類存在する ppGalNAcT のうち 18 種類のアイソ
ザイムが存在することを見出した。これら全てのゼブラフィッシュ ppGalNAcT のクローニング
を行い、初期発生期における mRNA の発現を検出したところ、それぞれのアイソザイムは特徴的
な組織発現パターンを有しており、その多くが網膜や脳・筋肉に発現することを明らかにした。
アンチセンス法を用いて T17 や T18 の機能阻害を行ったところ、それぞれ脳神経系や尾の形成
に異常が認められた。

研究成果の概要（英文）：
We cloned and identified 18 genes encoding ppGalNAcT from zebrafish cDNA library,
corresponding to 20 isozymes in human genome. Then, we detected their mRNAs in the
embryos during early developmental stages, and found that each of members has
characteristic expression patterns mainly in eye, brain and skeletal muscle. Suppression
of ppGalNAcT17 and T18 using antisense RNA led to developmental defects in the central
nervous system and tail, respectively.
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１．研究開始当初の背景
タンパク質に付加した糖鎖は、タンパク質

の立体構造を安定化するだけでなく、分子間
あるいは細胞間の認識などに直接関与し、
様々な生物現象において重要な機能を担っ
ている。代表的な糖鎖として、タンパク質中
のセリンもしくはトレオニン残基にＮ−アセ
チルガラクトサミン（GalNAc）が結合する
ムチン型糖鎖が知られている。ムチン型糖鎖
は、上皮細胞を覆う粘液タンパク質に多く含
まれ、細胞の保護や潤滑物質として機能する。
また、ムチン型糖鎖は細胞膜タンパク質ある
いは分泌タンパク質にも存在するが、その糖

鎖の機能については未だ十分理解されてい
ない。

ショウジョウバエを用いた研究からムチ
ン型糖鎖が初期神経発生に必須の役割を果
たしていることが示されており、また、古く
から網膜の組織染色にムチン型糖鎖を認識
する PNA 等のレクチンが用いられる等、ム
チン型糖鎖が眼や神経系の発生あるいは維
持に関与する事が示唆される。しかしながら、
現在までに作製されたムチン型糖鎖合成開
始酵素をコードする ppGalNAcT 遺伝子の欠
損マウスでは、発生に顕著な異常は確認され
ていない(Tabak (2010) Semin. Cell Dev. Bio.
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21, 616) ことから、脊椎動物の初期発生にお
けるムチン型糖鎖の機能については殆ど何
の情報も得られていない。

２．研究の目的
上記の様な背景を踏まえて、脊椎動物の発

生過程におけるムチン型糖鎖の機能の解明
を目的とする。特に、眼や神経系の発生に焦
点をあて、ヒトで 20 種類以上からなる大き
な遺伝子ファミリーを形成する ppGalNAcT
遺伝子(Fig.1)の網羅的な機能解明を目的と
する。

Fig.1 A phylogenetic tree of human ppGalNAcTs

３．研究の方法
モデル実験動物にゼブラフィッシュを用

いて、ppGalNAcT 遺伝子の初期発生段階に
おける網羅的な発現解析を行い、網膜神経発
生に関与する候補遺伝子の探索を行う。候補
遺伝子に対する合成アンチセンス RNA を用
いて ppGalNAcT 遺伝子を阻害してやり、初
期発生過程に与える影響を解析する。特に複
数のパラログ間において重複して網膜領域
に発現する因子については、同時阻害実験を
行い、その影響を観察する。

４．研究成果
ゲノムプロジェクトにより解読されたゼブ
ラフィッシュゲノムデータベースに対し、ヒ
ト ppGalNAcT アミノ酸配列を元に、相同性
検索を行い、ppGalNAcT がコードされてい
ると予測される 23 領域を見出した。このう
ち 4 領域は、機能を持たない偽遺伝子である
と考えられた。残りの 19 領域に対して特異
的な DNA プライマーを作製し、ゼブラフィ
ッシュ cDNA ライブラリーから、全 19 種類
の ppGalNAcT をクローニングした。ヒト
ppGalNAcT5、T15、T19 に対するゼブラフ
ィ ッ シ ュ 相 同 遺 伝 子 は 存 在 せ ず 、

ppGalNAcT8 と T18 がそれぞれ２種類のパ
ラログ遺伝子を有することを見いだした。次
に，決定した塩基配列をもとに、ゼブラフィ
ッシュの初期発生段階(主に２４時間胚)にお
け る 発 現 を whole mount in situ
hybridization (WISH) 法により解析した。
その結果、それぞれのアイソザイムは特徴的
な発現パターンを有するものの、その多くは
脳、および尾の筋肉に発現する事が明らかと
なった(Fig. 2)。このうち、過去にヒトやマウ
スにおいて、脳・神経系に発現することが報
告されている 8 種類のメンバーは、ゼブラフ
ィッシュの神経初期発生時においても発現
が確認されたことから、脊椎動物において神
経系におけるムチン型糖鎖の機能が保存さ
れていることが示唆された。一方で、網膜で
は ppGalNAc-T1, -T2, -T7, -T9, -T13, -T17,
-T18 の発現を確認した。特に ppGalNac-T2,
-T13 は網膜 背側領域で強い発現を確認した。
さらに、ppGalNAc T18 については発現抑制
実験を行い、機能阻害胚において尾部に嚢胞
が生じる等の表現型の変化を観察した。尾部
凍結切片を解析したところ、細胞接着に関わ
るカドヘリンやインテグリンの局在性に変
化があることを見いだした。
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Fig. 2 Expression of GalNAc-Ts in zebrafish embryos
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