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研究成果の概要（和文）：　ジストログリカン（DG）は、細胞外でラミニンなどのリガンドとの結合を担うα
-DGと、一回膜貫通型のβ-DGの二つのサブユニットから構成される。α-DGに特徴的に付加されるO-マンノース
型糖鎖がα-DGの機能に必須の役割を担い、α-DGの糖鎖付加不全は大脳皮質形成異常を伴う筋ジストロフィーの
原因となることが知られている。本研究ではα-DG上の糖鎖の発現調節機構や大脳皮質形成異常が引き起こされ
る過程を詳細に解析した。

研究成果の概要（英文）：     α-Dystroglycan (α-DG) is a cell surface glycoprotein that serves as a
 receptor for extracellular matrix components such as laminin. The α-DG-ligand interaction is 
mediated by a unique O-mannose-linked glycan attached to α-DG, and the glycosylation deficiency of 
α-DG causes several forms of congenital muscular dystrophies associated with cobblestone 
lissencephaly, classified as dystroglycanopathy. In this study, we investigated the regulatory 
mechanism for the unique O-mannose-linked glycan expression. We also revealed initial pathological 
events in the developing brain of Pomgnt2-knockout mouse as a dystroglycanopathy model.

研究分野： 糖鎖生物学、生化学

キーワード： ジストログリカン　先天性筋ジストロフィー　O-マンノース型糖鎖　糖転移酵素

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 α-ジストログリカン（α-DG）は、細胞膜
上でラミニンなどの細胞外基質分子と結合
する接着分子である。α-DG に修飾される O-
マンノース（Man）型糖鎖がリガンドとの結
合に重要であり、その糖鎖修飾異常は、骨格
筋の壊死・変性に加えて脳奇形や精神発達遅
滞を併発する先天性筋ジストロフィーの原
因となる（Nature 2002, 418, 417-22）。こ
れまでに、福山型先天性筋ジストロフィーの
原因遺伝子 FKTN をはじめ、多数の糖転移酵
素と推定される遺伝子の変異が報告されて
おり、実際に糖転移活性を有するものも多い。
α-DG のリガンド結合活性を担う構造は、通
常型の O-Man 型糖鎖とは異なり、Man にリン
酸ジエステル結合を介して付加される特徴
的な糖鎖であり、ポストリン酸糖鎖と呼ばれ
る。グルクロン酸（GlcA）とキシロース（Xyl）
の二糖が繰り返し伸長した末端の直鎖構造
がリガンド結合モチーフであると考えられ
ており、LARGE がその伸長反応を触媒するこ
とが明らかとなった（Science 2012, 335, 
93-96）。しかしながら、GlcA-Xyl リピートが
結合する部分の構造を含めたラミニン結合
性糖鎖の全体構造はまだ決定されていなか
った。さらに、先天性筋ジストロフィー原因
遺伝子群のうち FKTN、FKRP、ISPD、B3GNT1、
TMEM5 の酵素活性は同定されておらず、これ
らの遺伝子変異がα-DG糖鎖修飾不全を引き
起こす機序は現在も不明である。このように、
α-DG のラミニン結合性糖鎖の構造と生合成
機構において未だ不明な点が多いために、分
子病態の理解が遅れていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者らが新たに開発した
α-DG 糖鎖構造解析手法を用いて、いまだ明
らかになっていないラミニン結合性糖鎖の
全体構造を明らかにする。また、ポストリン
酸糖鎖はラミニン結合活性を有する重要な
機能性糖鎖であるが、その付加を受ける分子
はα-DG のみである。一方で O-Man 型糖鎖自
体は、脳内では糖鎖含量の約 3割を占める豊
富な構造であり、細胞外基質分子 phosphacan
をはじめ他のタンパク質にも付加される。こ
の事実は厳密なポストリン酸修飾制御機構
の存在を示唆している。そこで、ポストリン
酸修飾の発現制御機構を明らかにする。さら
に先天性筋ジストロフィーの主症状である
骨格筋の壊死については病態解明が進む一
方で、重症例で併発する大脳皮質異形成（II
型滑脳症）については病態発症機構の解明が
遅れている。そこで先天性筋ジストロフィー
の原因遺伝子の１つである Pomgnt2 (AGO61)
遺伝子欠損マウスをモデル動物として本疾
患で生じる II 型滑脳症の病態発症機構を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ラミニン結合性糖鎖の構造解析 

 α-DG のセリン／スレオニン残基から
GlcA-Xyl リピートにいたる構造の解析のた
めに、申請者らが作成した Thr379 の一カ所
だけにポストリン酸修飾がおこるα-DGのド
メイン欠損変異体Δmucin1-Fc を用いた。ま
た、GlcA-Xyl リピート構造を抑制できる
HNK-1ST も利用した。具体的には、HNK-1ST
を共発現させた培養細胞から精製したΔ
mucin1-Fc をトリプシンで消化し、糖ペプチ
ドサンプルを LC/MS で解析する。目的の
Thr379 を 含 む ペ プ チ ド 断 片
374-GAIIQTPTLGPIQPTR-389のLC/MS上でのピ
ーク位置は、化学合成した同配列ペプチドを
利用して特定した。次に、目的ペプチドに存
在する糖鎖構造を多段階質量分析によって
決定した。LC/MS 解析に関しては、国立医薬
品食品衛生研究所の川崎ナナ博士に解析を
依頼した。 
 
(2) ポストリン酸糖鎖の発現制御機構の解
析 
 α-DG 上のポストリン酸糖鎖付加部位の決
定がどのような機構で行われているかを検
討するため、先天性筋ジストロフィーの原因
遺伝子として知られている9種類の糖転移酵
素と、α-DG の変異体であるΔmucin1-Fc の
ポストリン酸糖鎖不可部位に変異を導入し
たΔm1-T379A-Fc を LARGE と共に培養細胞に
過剰発現させた。Δm1-T379A-Fc 上に異所性
に発現するlaminin結合性糖鎖を検出するこ
とにより、ポストリン酸糖鎖発現の調節に関
する糖転移酵素を同定した。 
 
(3) ラミニン結合性糖鎖の神経発生過程に
おける役割 
 大脳皮質形成異常を併発する先天性筋ジ
ストロフィーの原因遺伝子の１つである
Pomgnt2(AGO61)の遺伝子欠損マウス用いて、
本疾患で生じる II 型滑脳症の病態発症機構
の解析を行った。具体的には、Pomgnt2 
(AGO61)遺伝子欠損マウスの胎生10.5日から
胎生 16.5 日齢の脳切片を作製し、基底膜ラ
ミニンの染色によって、基底膜が破綻する時
期を特定した。さらに、子宮内電気穿孔法を
用いたGFP遺伝子の導入によって神経細胞の
動態を可視化し、過剰遊走する神経細胞の動
態を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ラミニン結合性糖鎖の構造解析 
 GlcA-Xyl リピートのような長い直鎖構造
は質量が大きいため質量分析が技術的に困
難である。これを克服するため、申請者らが
見出した硫酸基転移酵素HNK-1STによってポ
ストリン酸構造の伸長を抑制した糖鎖を用
いて α-DG のセリン残基から GlcA-Xyl リピ
ートにいたる構造の解析を試みた。その結果
ポストリン酸糖鎖の基礎構造となるリン酸
化 三 糖 [GalNAcβ1-3GlcNAcβ1-4(P-6)Man]
と一致するシグナルが検出された。しかし、



更に伸長した糖鎖構造の検出には至らなか
った。本研究を遂行している過程でセリン／
スレオニン残基から GlcA-Xyl リピートにい
たる詳細な糖鎖構造が報告されたことから
(Cell Rep. 2016, 14, 2209-2223) 、(1)の
課題については、これ以上行わず、以下の(2), 
(3)の課題を中心に取り組んだ。 
 
(2) ポストリン酸糖鎖の発現制御機構の解
析 
 O-Man 型糖鎖を持つ糖タンパク質はこれま
でにも多数知られているが、ポストリン酸糖
鎖を持つのはα-DG のみである。これは末端
の GlcA と Xyl の二糖繰り返し構造を生合成
する LARGE が、α-DG の N 末端領域を認識し
て働くことに起因していると考えられてい
る。しかし、α-DG のムチン様ドメインには
多くの O-Man 型糖鎖付加部位が存在するが、
ポストリン酸糖鎖が付加されるのは特定の 3
カ所のスレオニン残基上のみである。この部
位特異的な発現調節機構を明らかにするた
めに解析を行った。その結果、先天性筋ジス
トロフィーの原因遺伝子として知られてい
る糖転移酵素の中でも、ポストリン酸糖鎖修
飾の足場となる core M3 構造の生合成に関与
する POMGNT2 (AGO61) と B3GALNT2 の過剰発
現によって、α-DG のムチン様ドメインの特
定の部位に異所性にポストリン酸糖鎖を生
合成することが明らかになった。さらに
B3GALNT2 の過剰発現は、ポストリン酸糖鎖の
キャリアタンパク質ではない phosphacan 上
にもこの糖鎖を発現させた。これらのことか
ら、POMGNT2 及び B3GALNT2 がポストリン酸糖
鎖の発現制御を担っている可能性が示めさ
れた。 
 
(3) ラミニン結合性糖鎖の神経発生過程に
おける役割 
 先天性筋ジストロフィーの主症状である
骨格筋の壊死については病態解明が進んで
いるが、一方で、重症例で併発する大脳皮質
異形成（II 型滑脳症）については病態発症機
構の解明が遅れている。II型滑脳症では、脳
表基底膜の破綻と、神経細胞のクモ膜下腔へ
の遊出が観察される。しかしながら、脳表基
底膜が破綻する時期と原因、また過剰遊走に
至るまでの神経細胞の動態など、発症の初期
過程は明らかとなっていない。そこで、
Pomgnt2 (AGO61)遺伝子欠損マウスを先天性
筋ジストロフィーの病態モデルとして使用
し、本疾患で生じる II 型滑脳症の病態発症
機構の解析を行った。その結果、基底膜破綻
が胎生 11.5 日齢（E11.5）で初めて生じるこ
とが明らかとなった。また、E11.5 では興奮
性神経細胞がまだ産生されていないこと、こ
の時期の基底膜の破綻部位において早期発
生細胞であるカハールレチウス細胞とサブ
プレート細胞が異所性の細胞塊を形成して
いたことから、先天性筋ジストロフィーにお
ける II 型滑脳症では、まずカハールレチウ

ス細胞とサブプレート細胞が基底膜を破っ
てクモ膜下腔に遊出した後、興奮性神経細胞
が基底膜の破綻部位から遊出する、という発
症機序が示唆された。さらに、子宮内電気穿
孔法により興奮性神経細胞を GFP で標識し、
移動中の形態を観察した。その結果、Pomgnt2
遺伝子欠損マウス脳の神経細胞では、正常な
双極性の形態がみられず、移動の方向にも異
常をきたしていることが明らかとなった。こ
れらの知見は、先天性筋ジストロフィーで併
発する II 型滑脳症の病態解明に貢献する重
要な知見である。  
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