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研究成果の概要（和文）：Walker-Warburg症候群（WWS）の原因遺伝子であるGTDC２が、小胞体においてαジストログ
リカン（αDG）のムチン様領域にCTD110.6抗体に反応性を示すGlcNAcエピトープを生成し、WWSで見出されたGTDC2の遺
伝子変異によりこの糖鎖が減少することを明らかにした。また、ゼブラフィッシュにおけるGTDC2の機能阻害は、目の
異常と脳室の拡大などの、WWSに関連性のある異常を示した。以上より、GTDC2は小胞体でαDGのGlcNAc修飾を触媒する
糖転移酵素であり、ゼブラフィッシュがαDGのGlcNAc修飾を解析する有用なモデル生物であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Hypoglycosylation is a common characteristic of α-dystroglycanopathy, which is a 
group of congenital muscular dystrophies. More than ten genes, including GTDC2, have been implicated in 
α-dystroglycanopathies. In this study, we showed that GTDC2 generates CTD110.6 antibody-reactive 
N-acetylglucosamine (GlcNAc) epitopes on the α-dystroglycan (α-DG) within the mucin-like domain of 
α-DG in the endoplasmic reticulum. Mutations of GTDC2 identified in Walker-Warburg syndrome resulted in 
decreased glycosylation. Inactivation of GTDC2 function in zebrafish resulted in enlarged cerebral 
ventricle and microphthalmia, that is associated with dystroglycanopathy. Thus, GTDC2 is a novel 
glycosyltransferase catalyzing GlcNAcylation of α-DG in the endoplasmic reticulum. Zebrafish will serve 
as a suitable model organism to study GlcNAc modification of α-DG and to analyze defective 
O-glycosylation in α-dystroglycanopathies.

研究分野：生化学・糖鎖生物学

キーワード： α-Dystroglycan　GTDC2　CTD110.6　zebrafish
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1. 研究開始当初の背景 

 
	
 糖鎖は第 4 の生命鎖として知られるが、
DNA・RNA やタンパク質と異なり、未だに
一次構造の決定は不完全である。それに一致

して、酵素活性が証明されていない糖鎖合成

酵素（オーファン糖転移酵素）が多数存在す

る。オーファン糖転移酵素の機能解明は、糖

鎖一次構造の完全理解につながり、機能的糖

鎖（糖鎖コード）の意義解読に向けた重要な

ステップとして位置づけられ、医学的には、

糖鎖異常を伴う多くの疾患の病態の解明に

貢献できる。 
	
 申請者らは、これまでに植物の糖転移酵素

に弱い相同性を示すオーファン糖転移酵素

(EOGT)の機能解明に成功し、EOGT が N−
アセチルグルコサミン(GlcNAc)から始まる
新規の糖鎖構造の生合成を開始することを

明らかにした  (Okajima T et al. Nature 
Commun. 2011)。一方で、高等動物において
は、類似の遺伝子(GTDC2)が存在し、同様に
新規の糖鎖構造の形成に関与すると予想さ

れるが、酵素活性や酵素機能については全く

不明である。2012 年９月、エキソーム解析
により GTDC2の遺伝子変異が脳異常を伴う
先天性筋ジストロフィー（Walker-Warburg
症候群）の患者に同定された(Manzini MC et 
al. Am.J.Hum.Genet. 2012)。Eogt-likeに遺
伝子変異を有する患者は、脳室の拡大（水頭

症）と脳回の消失（滑脳症）といった脳奇形

や眼球異常を認め、生後数週間以内に致死と

なる。 
	
 本研究課題では、世界に先駆けてオーファ

ン糖転移酵素 GTDC2の機能解明を行なうこ
とを目的とする。GTDC2 が生合成に関与す
る糖鎖構造の同定により、糖鎖一次構造の完

全理解に向けて前進するのみならず、

Walker-Warburg 症候群と関連した先天性
脳疾患の病態の解明や新たな治療戦略の創

出に大きく役立つと考えられる。 

 
２．研究の目的 
	
 我々が同定した新規糖鎖構造（細胞外

O-GlcNAc 型糖鎖）の生合成を開始する糖転
移酵素 EOGTに相同性を示す Eogt-like遺伝
子に変異を有する患者が見つかり、先天性脳

疾 患 を 伴 っ た 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー

（Walker-Warburg症候群）に類似した症状
を呈することが、2012 年の９月に報告され
た。しかしながら、GTDC2 の酵素機能や修
飾タンパク質は全くの不明である。本研究で

は、オーファン糖転移酵素 GTDC2の基質の
特定や、GTDC2 の触媒する糖転移反応の決
定に挑戦した。本研究のゴールは、GTDC2
が触媒する糖修飾の異常と GTDC2変異に伴
う先天性脳疾患との関連性の解明に道筋を

つけることであった。また、GTDC2 の機能
解析を進める上でのゼブラフィッシュのモ

デル生物としての有用性を検証した。 

 
３．研究の方法 
  GTDC2 の発現ベクターを構築し、αジス
トログリカン（αDG）の発現ベクターと共
に、HEK293T 培養細胞に遺伝子導入した。
また、Walker-Warburg症候群の患者におい
て見出された遺伝子変異を持った GTDC2の
発現ベクターを作成し、生成される糖鎖の変

化について、CTD110.6抗体を用いたイミュ
ノブロットにより解析した。また、CTD110.6
抗体を用いた免疫染色により、生成した糖鎖

抗原の細胞内分布を検出した。 
	
 また、モデル生物としてゼブラフィッシュ

を用いて、GTDC2 の生物学的役割について
解析を行った。 
	
 

４．研究成果	
 

（１）GTDC2 は CTD110.6 により認識され

る糖鎖を生合成する。 

 

HEK293T 細胞にαDG と GTDC2 を共発



現させ、CTD110.6 抗体によりイミュノブロ

ットを行った。その結果、GTDC2 をトラン

スフェクションすることにより、αDG 上に

CTD110.6 反応性糖鎖が生合成されることが

明らかになった(Fig.1A)。 

合成される糖鎖構造を明らかにするため

に、Pomt1の siRNAにより O-マンノシル化

反応を阻害したところ、αDG の CTD110.6

反応性が大きく低下した(Fig. 1B)。従って、

GTDC2は、αDG の O-マンノース依存的に

CTD110.6 反応性糖鎖を生合成することが明

らかになった。 

一方、グリコシダーゼ処理により、αDG

の CTD110.6反応性が増加することを見出し

た(Fig.1C)。その中でも、βヘキソサミニダ

ーゼ処理の結果、CTD110.6 反応性が顕著に

増加した(Fig. 1D)。これらの結果、GTDC2

はβHexNAcによる伸長を受ける糖鎖の生合

成に関与することが明らかになった。 

 

（２）GTDC2 はαDG のムチン様ドメイン
の O-マンノース残基の GlcNAc 修飾に関与
する。	
 

	
 

	
 GTDC2 がαDG のどの領域の修飾に関与
するか明らかにするために、αDG の欠失変
異体を作成した（Fig. 2A）。各種変異体にお
ける GTDC2による修飾の有無を検討した結
果、O-マンノシル化を受けることが知られて
いるムチン領域を欠失させた変異体では、

GTDC2 による修飾が消失することが明らか
になった（Fig. 2B）。また、O-マンノシル化
部位をアラニン置換した変異体においても、

GTDC2 による修飾が消失することが明らか
になった（Fig. 2C）。 
	
 以上の結果より、GTDC2 はαDG のムチ
ン様ドメインの O-マンノースを修飾するこ
とが明らかになった。	
 

 

 Figure 1. GTDC2によるαDGの糖鎖付加 
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Figure 2. GTDC2によるαDGの修飾部位 
 
（３）Walker-Warburg 症候群に関連した
GTDC2 の遺伝子変異はαDG の糖修飾能を
低下させる	
 

	
 

	
 次に、Walker-Warburg 症候群（以下、
WWS）で見出された GTDC2 の遺伝子変異
により、GTDC2 の糖転移能が影響するか検
討した。WWS の患者で同定された３種類の
遺伝子変異を GTDC2 に導入した（Fig. 3A 
下段）。また、EOGT と GTDC2 に共通する
アミノ酸配列についても変異を導入した

（Fig. 3A 上段）。これらの変異体の糖転移能
を検討したところ、どの変異体においても糖

転移能の低下もしくは消失が観察された

（Fig. 3B）。以上の結果より、GTDC2 の糖
転移活性低下に基づくαDG の糖鎖異常が

WWS の原因となることが明らかになった。

また、GTDC2 の酵素活性として、EOGT に

関連した小胞体 GlcNAc修飾に関与すること

が示唆された。 

 
Figure 3. Walker-Warburg症候群に関連し
た GTDC2変異体の糖転移能 
 
（４）GTDC2 は小胞体 GlcNAc 修飾に関与
する 

 
	
 GTDC2 の細胞内局在を解析したところカ
ルネキシンの局在と一致したことより、小胞

体に存在することが明らかになった（Fig. 
4A）。そこで、GTDC2によるαDGのGlcNAc
修飾が小胞体で生じるか明らかにするため

に、αDG やその変異体を用いて CTD110.6
による細胞免疫染色を行った。その結果、

GTDC2 存在下で生じる GlcNAc エピトープ
が小胞体に局在することが明らかになった

（Fig. 4B）。以上の結果より、GTDC2 はα
DG を小胞体にて GlcNAc 修飾に関与する糖
転移酵素であることが示唆された。 
	
 

（５）GTDC2 はゼブラフィッシュの発生に
関与する 
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Figure 4. GTDC2 はαDG を小胞体にて

GlcNAc修飾する 
 
ンによる遺伝子発現パターンの解析をおこ 
なった。その結果、Eogt-Lは神経系に高発現
することが明らかになった（Fig. 5上段）。ま
たモルフォリノを用いた遺伝子発現阻害の

結果、目の異常と脳室の拡大を呈することが

明らかになった（Fig. 5下段）。以上の結果よ
り、Zebrafish における GTDC2の機能阻害
は、WWS に関連性のある異常を示すこと
が明らかになった。 

 
（６）結語	
 

	
 糖鎖の減少は、先天性筋ジストロフィー

の１種であるα-ジストログリカノパチーに
共通の特徴である。GTDC2を含め１０種類
以上の遺伝子が、α-ジストログリカノパチ
ーの原因であると示唆されている。本研究

では、GTDC２が小胞体において α-ジスト
ログリカン（α-DG）のムチン様領域に
CTD110.6 抗体に反応性を示す GlcNAc エ
ピトープを生成することを見出した。

Walker-Warburg 症候群で見出された
GTDC2の遺伝子変異は、この糖鎖の減少を
もたらした。ゼブラフィッシュにおける

GTDC2の機能阻害は、目の異常と脳室の拡
大などの、α-ジストログリカノパチーに関
連性のある異常を示した。以上の結果より、

GTDC2は小胞体で α-DGのGlcNAc修飾を
触媒する糖転移酵素であることが明らかに

なった。ゼブラフィッシュは、α-DG の

GlcNAc 修飾やα-ジストログリカノパチー
おける糖鎖異常を解析する有用なモデル生

物となるであろう。 

	
 

Figure 5. ゼブラフィッシュにおける
GTDC2変異体の表現型 
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