
１． はじめに

糖鎖はタンパク質や脂質に付加され，それらの機能をさ
まざまに修飾していることが多くの研究で示されていた
が，生体内での重要性については糖転移酵素遺伝子の欠損
マウスが作製されるようになって初めて明らかとなってき
た．１９９４年に糖転移酵素としては初めて，高マンノース
型 N 型糖鎖に N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）を転移
して，複合型やハイブリッド型の N 型糖鎖合成の鍵とな
る GlcNAcT-Iの欠損マウスが作製され，胎生致死である
ことが報告された１，２）．この糖転移酵素が欠損すると複合型
N 型糖鎖がまったく形成されないので，これらの糖鎖は
哺乳類の発生に必須であることが示され，遺伝子欠損マウ
スの手法を用いることで糖鎖の重要性がはっきりと認識さ
れることとなった．
我々のグループでは１９９７年に最も主要な -１，４-ガラク

トース転移酵素（４GalT）である ４GalT-Iの欠損マウス
の報告をして以来，４GalT 遺伝子群に注目して研究を進
めてきた３）．本稿では，４GalT-I 欠損マウスの解析から明
らかになったさまざまなガラクトース糖鎖の機能と，その

後作製した ４GalT-II 欠損マウスと ４GalT-V 欠損マウス
の解析からわかった新たな機能を解説し，４GalT群の役
割分担について考察する．

２． ガラクトース転移酵素

ガラクトース転移酵素は，糖タンパク質や糖脂質などの
糖鎖の非還元末端に，糖供与体である UDP-ガラクトース
からガラクトースを転移する II型膜タンパク質の酵素で
ある．ガラクトースの結合様式によって，１→３，１→４，
１→３，１→４の４種類が知られており，それぞれが複数
の遺伝子からなるファミリーを形成している（表１）４）．特
に -１，３-ガラクトース転移酵素（３GalT）と ４GalTは，
哺乳類では前者に六つ，後者に七つの遺伝子が存在する．
同じ結合様式でガラクトースを転移する酵素が多数存在す
ることから，それぞれに役割分担があると思われるが，そ
の詳細はまだよくわかっていない．４GalT群の酵素間で
アミノ酸配列を比較すると，４GalT-Iと-II，４GalT-IIIと
-IV，４GalT-Vと-VIの相同性が高く（図１），各ペアは機
能的にも近いことが推測されるが，４GalT群の役割分担
についてはよくわかっていない．なお，４GalT-VIIはプ
ロテオグリカンの結合領域に位置するキシロースにガラク
トースを転移する活性を持っており，系統樹からもほかの
六つとは離れている．
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３． ４GalT-I 欠損マウス

ガラクトースを含む糖鎖は，初期胚の発生や炎症細胞の
遊走，がん細胞の浸潤や転移，関節リウマチなどの疾患へ
の関与などさまざまな機能が示唆されていたので，

４GalT 遺伝子の欠損マウスを作製してその機能を解析す
ることにした．当時はまだヒトやマウスの全ゲノムが解読
されておらず，４GalT 遺伝子としては最も広範囲に強く
発現している ４GalT-I だけしか知られていなかった５，６）．
４GalT-I 欠損マウスは１２９／Svと C５７BL／６の交雑系で

は予想に反して胎生致死ではなく無事に生まれてきた．し
かし，出生後の成長が遅延し，半数近くのホモ欠損マウス
は離乳前に死亡した７）．小腸や皮膚での上皮系細胞の増殖
と分化に異常がみられた．特に，授乳期の ４GalT-I 欠損
マウスでは小腸上皮の分化が乱れており，ミルク中のラク
トース（乳糖）を分解するラクターゼの発現が低下し，逆
に餌を食べるようになると必要なマルターゼやスクラー
ゼ，イソマルターゼの発現が上昇していた．この消化酵素
の発現異常が授乳期の成長遅延を引き起こしたと考えられ
た．一方，生き残ったホモ欠損マウスは雌雄ともに生殖能
力に問題はなかったが，母親は子どもを育てることができ
なかった．以前より ４GalTがミルク中では -ラクトアル
ブミンと結合してラクトース合成酵素として働くことが示
されていたが，４GalT-I 欠損母マウスのミルク中のラク
トースは検出限界以下であり，４GalT-Iがラクトース合成
酵素を担うことが明らかとなった．-ラクトアルブミン欠
損マウスでも報告されているが８），ラクトースが含まれな
いミルクは粘性が高くなり，仔マウスがミルクを吸入でき
ないことがその生育不全の原因であることがわかった．な
お，当初は受精や初期発生に異常を生じたり，関節リウマ
チを発症する可能性も考えられたが，そのような異常は認
めなかった．同じころ，Shur博士らも ４GalT-I 欠損マウ
スの作製に成功し，脳下垂体後葉の低形成を見いだし，こ
れが成長遅延の原因ではないかと考察している９）．しかし，
我々のマウスではそのような異常はみられなかった．また
彼らは，自然交配での受精には問題がなかったが，体外受
精では ４GalT-I 欠損精子の卵子への結合が若干遅れると
報告している１０）．

４． ４GalT-I が合成する糖鎖構造

次に ４GalT-I 欠損マウスの肝臓抽出液中の -１，４-ガラ
クトース転移酵素活性を測定したところ，欠損マウスでは
ほとんど活性が消失していた．しかし，野生型の５％程度
の残存活性が検出され，それはその後発見されたほかの
４GalT群に由来するものと思われた．レクチンブロット
法により糖鎖構造を解析したところ，欠損マウスの肝臓タ
ンパク質は Gal１→４GlcNAcを認識するヒマレクチン
RCA-Iにはほとんど反応せず，逆に露出した GlcNAcを認
識するムジナタケレクチン PVLには強く反応した．以上
のことから肝臓のほとんどの糖タンパク質の Gal１→
４GlcNAc合成は ４GalT-Iが担っているが，一部はほかの
４GalTが関わることが明らかとなった７）．さらに，高速液
体クロマトグラフィーとマトリックス支援レーザー脱離イ
オン化飛行時間型質量分析法（MALDI-TOF-MS）を用い

表１ ガラクトース転移酵素ファミリー

転移酵素名 遺伝子名 マウス
染色体

セントロメア
からの距離

４GalT B４galt１ ４ ２０．４６ cM

B４galt２ ４ ５３．７０ cM

B４galt３ １ ７９．２９ cM

B４galt４ １６ ２６．８７ cM

B４galt５ ２ ８７．２２ cM

B４galt６ １８ １１．４８ cM

B４galt７ １３ ３０．０６ cM

３GalT B３galt１ ２ ３９．５３ cM

B３galt２ １ ６２．５２ cM

B３galt４ １７ １７．９８ cM

B３galt５ １６ ５６．８８ cM

B３galt６ ４ ８７．６６ cM

B３galt７, C１galt１ ６ ３．３７ cM

４GalT A４galt １５ ３９．４０ cM

３GalT A３galt１, Abo ２ １９．０６ cM

Ggta１ ２ ２３．６０ cM

A３galt２, iGb３ ４ ６２．２３ cM

Ceramide GalT Cgt, Ugt８A ３ ５４．６８ cM

ガラクトースの結合様式により，４（１→４），３（１→３），４
（１→４），３（１→３）の４種類が知られており，セラミドに
ガラクトースを転移する CGTもこのファミリーに含まれる．
B３galt３は ３GalTではなく，-１，３-N-アセチルガラクトサミン
転移酵素（３GalNT）であることがわかり，このファミリーに
含まれない．主として GlycoGene DataBase （http:／／jcggdb.jp／
rcmg／ggdb／）と Mouse Genome Informatics（http :／／www.
informatics.jax.org／）のデータを元に作成．

図１ -１，４-ガラクトース転移酵素遺伝子群
七つの遺伝子からなる -１，４-ガラクトース転移酵素遺伝子群の
系統樹．（文献３より引用）
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て，肝細胞表面と血清の糖タンパク質の N 型糖鎖の構造
解析を行った．レクチンブロットの結果と一致して Gal１
→４GlcNAc構造は激減していたが，予想外に Gal１→
３GlcNAc構造が増加していた．これは N 型糖鎖の基本構
造が２型から１型に変換したことを意味している．それに
伴って，シアル酸の結合も Sia２→６Galから Sia２→３Gal
に変換しており，４GalT-Iの欠損によりガラクトースが転
移されなかった GlcNAcの一部には，３GalT群によって
ガラクトースが補填されていることがわかった１１）．
産業技術総合研究所の成松先生のグループとの共同研究

により，肝臓で発現している糖タンパク質のうち，
４GalTの標的になっているものを網羅的に検出する解析
を行った１２）．４GalT-I欠損マウスと野生型マウスの肝臓の
糖タンパク質について，４-Galを特異的に認識する
RCA１２０（RCA-I）レクチンを用いた Lectin-isotope-coded gly-
cosylation site-specific tagging（IGOT）-LC／MS法により比
較分析を行ったところ，同定された約１，０００種類の糖タン
パク質のうち，８２％が ４GalT-Iを含む複数の ４GalTの
標的になっていたが，１８％は ４GalT-Iだけの標的である
ことがわかった．この ４GalT-I特異的な糖タンパク質の
多くが，１回膜貫通型の膜タンパク質であることもわかっ
た．ほかの ４GalTについても同様の解析を行うことによ
り，それぞれの転移酵素の役割分担が明らかになるかもし
れない．

５． ４GalT-I 欠損マウスと炎症反応

糖鎖の機能として最もよく研究が進んでいる分野は，セ
レクチンとそのリガンド糖鎖の研究である．炎症時の白血
球と血管内皮細胞の接着やリンパ節へのリンパ球のホーミ

ングにおける糖鎖リガンドについては，さまざまな糖転移
酵素遺伝子欠損マウスを用いることで詳細な解析が行われ
た１３）．
炎症や感染が起きるとその部位に白血球が集積してくる

が，その際いくつかの細胞接着分子が段階的に作用するこ
とが知られている．高速で血管内を流れている白血球は，
まず炎症部位の血管内皮細胞との間の弱い接着によりス
ピードダウンして，いわゆるローリングを始める．この接
着を担うのが，血管内皮細胞に発現するセレクチンと白血
球に発現するセレクチンリガンドである．白血球が血管内
皮に弱く接着すると，血管内皮細胞に発現するケモカイン
が作用して白血球を活性化する．続いて白血球においてイ
ンテグリン分子群の発現が亢進し，血管内皮細胞に発現す
るインテグリンリガンドとの間で強い接着が起きる．その
後，白血球は血管内皮細胞の間隙を通って血管外へ脱出
し，炎症部位へ浸潤していく（図２）．
炎症の際に血管内皮細胞に発現が誘導されるセレクチン

は，E-セレクチン（CD６２E）と P-セレクチン（CD６２P）で
ある１４）．どちらも N末端側にある Cタイプレクチン様ド
メインを介して，白血球の糖鎖リガンドとカルシウム依存
性に結合して細胞接着を引き起こす．E-セレクチンのリガ
ンド糖鎖としてはシアリルルイス x（sLex）とシアリルル
イス a（sLea）が知られているが，正常白血球に発現する
のは sLexだけで，sLeaは白血球と血管内皮の接着には関
与しないと考えられている．P-セレクチンのリガンド糖鎖
は同じく sLexであるが，そのキャリアータンパク質であ
る PSGL-１の硫酸化チロシン残基も P-セレクチンとの結合
に関与するようである１５）．E／P-セレクチンのダブル欠損マ
ウスを用いて炎症反応について詳細な解析がなされた．ダ
ブル欠損マウスは易感染性となり，日和見感染を起こ

図２ 白血球と血管内皮細胞の接着に関与する分子群
最初にセレクチンとそのリガンド糖鎖の弱い接着によりローリングが起こり，次にプロテオグリ
カン上に提示されたケモカインが作用して白血球が活性化される．最後にインテグリンを介した
強い接着が起こって，白血球は組織内に浸潤する．炎症時は E／P-セレクチンとシアリル Lexの結
合が重要であり，白血球のリンパ節へのホーミングには L-セレクチンと硫酸化シアリル Lexの結
合が重要である．この図では便宜上一つの白血球に両方を記載した．（文献１３より一部改変して
引用）
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す１６，１７）．また，髄外造血が亢進し，顕著な白血球増多症，
特に好中球増多症を示した１６）．急性や慢性の炎症反応が顕
著に減弱し，炎症部位への好中球の浸潤が低下した１８，１９）．
生体顕微鏡を用いた解析から血管内皮での白血球のローリ
ングが顕著に低下していることが確認された１６，１７）．
一方，E／P-セレクチンのリガンド糖鎖である sLexは，

シアル酸，ガラクトース，GlcNAc，フコースの４糖から
なっており（図３），sLexを形成する糖転移酵素の同定が
遺伝子欠損マウスの解析により進められた２０）．先にも述べ
たように同じ糖転移酵素活性を持つ遺伝子が複数存在して
ファミリーを形成しているので，sLexの生合成を担う糖転
移酵素の同定は容易ではなかった．まず，-２，３-シアル酸
転移酵素（ST３Gal）は６種類のアイソザイムのうち，
ST３Gal-IVが sLexの生合成を担い，ST３Gal-VIも若干寄与
していることが欠損マウスの解析から明らかとなった２１）．
-１，３-フコース転移酵素（FucT）については八つの可能性
があったが，FucT-VIIが主要な役割を担い，FucT-IVと

FucT-VIIのダブル欠損マウスにおいて sLexが完全に消失
したことから，FucT-IVも寄与していることが示され
た２２，２３）．また，FucT-IV／VII ダブル欠損マウスは E／P-セレ
クチンダブル欠損マウスと同様に顕著な白血球増多症を呈
した２３）．一方，セレクチンのリガンド糖鎖は O 型糖鎖の
コア２側鎖上に形成されることが多いといわれているが，
O 型糖鎖のコア２分岐を担うコア２N-アセチルグルコサミ
ン転移酵素（GlcNAcT）の候補は三つが知られていた．そ
のうち Core２ GlcNAcT-I 欠損マウスは P-セレクチンのリ
ガンド糖鎖の形成が低下していることが明らかとなっ
た２４）．
以上のように sLexの形成を担う糖転移酵素についてか

なりのことが明らかとなったが，４GalTについてはまっ
たくわかっていなかった．セレクチンのリガンド糖鎖は O
型糖鎖のコア２や N-アセチルラクトサミンリピートの末
端に形成されることが多いので，我々の作製した ４GalT-
I 欠損マウスの白血球のコア２O 型糖鎖の構造を調べたと
ころ，コア２の８０％以上でガラクトースが欠損していた．
さらに可溶型 P-セレクチンを用いた FACS解析により，
４GalT-I 欠損マウスの好中球や単球の P-セレクチンへの
結合が顕著に低下していることがわかった．以上のことか
ら ４GalT-I 欠損マウスではセレクチンのリガンド糖鎖の
発現が減少していることがわかった２５）．４GalT-I 欠損マ
ウスも末梢血の白血球，特に好中球と単球が対照群より
２～３倍に増加しており，白血球増多症を示した２５）．しか
し，E／P-セレクチンダブル欠損マウスや FucT-IV／VII ダブ
ル欠損マウスと比較するとその程度は軽く，Core２
GlcNAcT-I 欠損マウスと同程度であった（表２）．このこと
から，４GalT-I 欠損マウスでは sLexの発現が完全に消失
しているのではなく，コア２の末端の sLexが欠損してい
ることが示唆された．次にいくつかの実験的炎症反応を調
べてみた．ザイモサンを耳介に塗布する急性炎症反応およ
び接触過敏症反応（CHS）や遅延型過敏症反応（DTH）の
慢性炎症反応について調べたが，４GalT-I 欠損マウスは
いずれの炎症反応も減弱しており，炎症部位への好中球の
浸潤が低下していた２５）．しかし，E／P-セレクチンダブル欠
損マウスや FucT-IV／VII ダブル欠損マウスのように完全に
炎症反応が消失するわけではなかった．リンパ節へのリン
パ球のホーミングには L-セレクチンと硫酸化 sLexが主要
な役割を担っているが，４GalT-I 欠損マウスは Core２
GlcNAcT-I 欠損マウスと同様にリンパ球のホーミングは正
常であった．４GalT-Iは硫酸化 sLexの生合成には関わら
ないと思われた．
皮膚創傷治癒反応でもセレクチンとそのリガンド糖鎖は

重要な役割を果たすと思われる．４GalT-I 欠損マウスの
背部に傷をつけて治癒過程を追跡した．受傷部での皮膚の
再上皮化やコラーゲンの産生，血管新生が低下し，皮膚創
傷治癒が遅延した．創傷部位への好中球やマクロファージ
の浸潤が低下しており，そのことが原因と考えられた．
E／P-セレクチンダブル欠損マウスでも皮膚創傷治癒が遅延

図３ O 型糖鎖上に形成されるシアリル Lexと硫酸化シアリル
Lex

O 型糖鎖は Ser／Thrに順番に糖転移酵素が作用して形成され
る．この図の上段に延びた側鎖をコア２，下段に延びた側鎖を
コア１と呼ぶ．４糖からなるシアリル Lex（点線内）はコア２の
先端に，シアリル Lexのフコースが硫酸化された硫酸化シアリ
ル Lex（点線内）はコア１の先端に形成される．（文献１３より一
部改変して引用）
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することが報告されている．したがって，４GalT-I 欠損
マウスではセレクチンのリガンド糖鎖の発現低下により炎
症細胞の遊走が抑制されて，皮膚創傷治癒の遅延が起こっ
たと考えられた２６）．以上のことから，sLexなどの E／P-セレ
クチンのリガンド糖鎖の合成を担う主なガラクトース転移
酵素は ４GalT-Iであり，その欠損マウスは炎症細胞の炎
症部位への遊走が抑制されて，炎症反応の減弱や皮膚創傷
治癒の遅延が生じることが明らかとなった．

６． ４GalT-I 欠損マウスと IgA腎症

４GalT-I 欠損マウスは生後に成長遅延を示し，約半数
が離乳前に死亡することを最初に述べたが，離乳後も死亡
する個体が頻発して，１年以上生存するマウスはまれで
あった．４GalT-I 欠損マウスは IgA腎症を自然発症する
ことがわかったが，その詳細はすでに本誌の「みにれびゅ
う」に掲載させていただいたので２７），ここではポイントだ
けふれることにする．４GalT-I 欠損マウスは２～３か月齢
からアルブミン尿が検出され，加齢とともに顕著となっ
た．腎臓の組織切片像からはメサンギウム基質の激しい増
生がみられ，電子顕微鏡像からはメサンギウムからパラメ
サンギウム領域への免疫複合体の沈着が観察された．蛍光
免疫染色ではメサンギウム領域への IgAの強い沈着とと
もに，IgGや IgM，補体 C３の糸球体への沈着が認められ
た．以上の病理所見はヒト IgA腎症の診断基準に合致し
ており，４GalT-I 欠損マウスは IgA腎症を自然発症する
ことがわかった２８）．
IgA腎症は我が国の慢性糸球体腎炎の３０％以上を占め

る代表的な腎疾患である２９）．IgAが腎糸球体に沈着するこ
とにより発症し，徐々に糸球体硬化を起こして進行する
が，１９９３年の日本とフランスからの報告では，２０年の歳
月を経て約４０％の患者が人工透析や腎移植を必要とする
末期腎不全に移行する．その原因にはまだ不明な点が多い
が，患者の IgAの糖鎖に異常があることが報告されてい
る．ヒト IgAには IgA１と IgA２のサブクラスがあるが，
IgA１分子のヒンジ部には少なくとも５か所の O 型糖鎖付
加部位があり，患者ではその O 型糖鎖のガラクトースや
シアル酸が欠損していることが報告されている３０，３１）．IgA
腎症では糖鎖不全の IgAが凝集して糸球体に沈着するの
ではないかと考えられている．４GalT-I 欠損マウスは患
者と同様に高 IgA血症を示し，血中 IgAが多量体を形成

していた．しかし，マウスの IgA分子にサブクラスはな
く，O 型糖鎖が結合しないので，２か所結合する N 型糖
鎖の構造をMALDI-TOF MSにより分析したところ，ガラ
クトースやシアル酸が完全に欠損していた．ヒトとマウス
では IgAの糖鎖構造が異なるので，単純には比較できな
いが，IgAの糖鎖不全が IgAの多量体形成を誘導して，糸
球体への沈着を引き起こしている可能性が示唆された２８）．
このマウスは糖鎖異常により IgA腎症を発症するユニー
クな IgA腎症モデルマウスであり，IgA腎症の発症機構の
解明や治療法の開発に役立つことが期待される．

７． シアル酸合成酵素 GNE点変異マウスと腎疾患

ガラクトース転移酵素ではないが，シアル酸合成の律速
酵素である UDP-N-アセチルグルコサミン-２-エピメラー
ゼ／N-アセチルマンノサミンキナーゼ（UDP-N-acetylglu-
cosamine２-epimerase／N-acetylmannosamine kinase：GNE）の
点変異マウスを作製したところ，若年より顕著なアルブミ
ン尿を呈し，ネフローゼ症候群様の病態を示したので簡単
に紹介する．GNE 遺伝子は遺伝性筋疾患の縁取り空胞型
遠位型ミオパチー（distal myopathy with rimmed vacuoles：
DMRV）の原因遺伝子として同定され３２），日本人家系では
キナーゼ領域の V５７２L変異が知られていたので３３），当初
は DMRVのモデルマウスを目指して GNE 遺伝子の
V５７２L点変異マウスを作製した．しかし，予想に反して
骨格筋の組織像や運動機能には明らかな異常はみられず，
若年より顕著なアルブミン尿が観察され短命であった．生
後１０日齢からアルブミン尿が検出され，シスタチン Cの
値も高く，糸球体濾過機能に異常がみられた．腎臓の組織
像からは若年より顕著な糸球体の肥大化と硬化，メサンギ
ウム基質の沈着などが観察された．しかし，IgAをはじめ
免疫グロブリンの沈着は ４GalT-I 欠損マウスと比較して
低いレベルであった．さらに，４GalT-I 欠損マウスでは
観察されなかったが，電子顕微鏡観察により糸球体上皮細
胞（ポドサイト）の足突起が扁平化・融合していた．以上
のことより GNE 点変異マウスは IgA腎症ではなく，ネフ
ローゼ症候群様病態を発症していると診断された３４）．レク
チンを用いた解析から GNE 点変異マウスの糸球体上皮細
胞は低シアリル化状態にあり，特に糸球体バリアーに重要
な役割を果たしている高シアリル化タンパク質のポドカリ
キシンはシアル酸付加が顕著に減少していた．

表２ セレクチンの結合障害を呈するノックアウトマウス（KO）における白血球増多症の比較

各ノックアウトマウスにおけるコントロールマウスに対する血球細胞数の増加率

血球細胞の種類 ４GalT-I KO Core２GlcNacT-I KO E／P-selectin KO FucT-VII KO FucT-IV／VII KO

全 白 血 球 ２．２ ２．４ ３．９ ３．２ ２．９
好 中 球 ２．３ ４．３ １６．６ ７．４ １８．４
リ ン パ 球 ２．５ １．６ １．５ ２．０ １．２
単 球 １．６ １．４ ９．８ ２．９ ４．２

文献２５より改変．元のデータは ４GalT-I KO２５）, Core２GnT KO２４）, E／P-selectin KO１６）, FucT-VII KO２２）, FucT-IV／VII KO２３）を参照．
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GNE 遺伝子の点変異によりシアル酸が欠乏したことが
発症の原因と考えられたので，シアル酸の一つである N-
アセチルノイラミン酸（Neu５Ac）を補給して発症の抑制
を試みた．胎生期より母親に Neu５Ac溶液を飲ませ，出生
後も２か月齢まで飲ませ続けたところ，糸球体上皮細胞の
低シアリル化が改善された．それに伴い，アルブミン尿が
有意に軽減され，糸球体の肥大化や硬化および足細胞の形
態異常も改善した．シアル酸がたくさん付加するポドカリ
キシンなどはその負電荷により糸球体バリアーの形成に関
わっていることが知られている．したがって，GNE 点変
異マウスではポドカリキシンなどの低シアリル化により，
足細胞の形態が異常となり，糸球体濾過機能が破綻してネ
フローゼ症候群様病態を発症したと考えられた３４）．なお，
DMRVの患者では腎臓疾患の報告はなく，GNE 遺伝子の
同じ点変異でヒトとマウスでこのような違いが生じる理由
はよくわからない．

８． ４GalT-II 欠損マウスと脳神経機能

脳神経系でも糖鎖は重要な役割を担っていると考えられ
る．４GalT-Iはいろいろな組織で広く発現しているが，脳
神経系での発現は大変弱い．実際に ４GalT-I 欠損マウス
の脳での -１，４-ガラクトース転移酵素活性は，野生型の約
６５％が残存しており，脳ではほかの ４GalTが重要である
ことがわかった３５）．４GalT-IIは ４GalT-Iと最も相同性が
高く，脳での発現が強かったので，次に ４GalT-II 欠損マ
ウスを作製した．４GalT-II 欠損マウスはメンデルの法則
に従って出生し，正常に成長して外見上の異常は観察され
ず，雌雄とも生殖能力にも問題はなかった．
４GalT-IIは脳での発現が強かったので，行動解析によ

り脳神経系の機能を解析した．４GalT-II 欠損マウスは
１２９系統の ES細胞を用いて作製したが，１２９系統は行動
解析に適していないので，行動解析の標準系統である
C５７BL／６に戻し交配を行って実験に用いた．標的となる
脳機能がわからないこのような場合は，同じマウスにスト
レスの小さい行動テストから順次さまざまなテストを実施
していくテストバッテリー方式の行動解析が有効である．
具体的には活動性や情動性，学習・記憶，注意機能，運動
学習・協調運動などの測定を順番に行った．その結果，
４GalT-II 欠損マウスはモリス型水迷路による空間学習・
記憶とロータ・ロッドとバランスビームによる運動学習・
協調運動に障害が認められた．次に脳の組織学的解析を
行ったところ，成体での脳重量が約１０％減少して大脳皮
質に若干の萎縮がみられたのと小脳のプルキンエ細胞に異
常がみられた．特にプルキンエ細胞の数の減少と配列の乱
れが観察され，この異常が運動機能の障害を引き起こした
と考えられた３６）．
脳神経系では HNK-１糖鎖とポリシアル酸（PSA）が機

能性糖鎖としてよく研究されている．HNK-１糖鎖や PSA
の形成を担う糖転移酵素遺伝子の欠損マウスの解析から，

これらの糖鎖は神経ネットワークの形成や神経可塑性に重
要な機能を果たしていることが報告されている．そこで
４GalT-II 欠損マウスの脳における HNK-１糖鎖と PSAの
発現を調べた．PSAの発現は野生型と違いがみられな
かったが，HNK-１糖鎖は大脳皮質や海馬でほとんど発現
が消失していた．両者とも Gal１→４GlcNAcの２型基本構
造の末端に形成されることが知られているが，４GalT-II
が生合成する Gal１→４GlcNAcには HNK-１糖鎖が形成さ
れて，PSAは形成されないことがわかった３６）．以前に京都
大学の川㟢先生・岡先生との共同研究において，HNK-１
糖鎖の生合成を担うグルクロン酸転移酵素（GlcAT-P）の
欠損マウスを作製した．このマウスはモリス型水迷路に障
害があり，海馬 CA１領域の長期増強（long term potentia-
tion：LTP）が低下していた３７）．したがって，４GalT-II 欠
損マウスにみられた空間学習・記憶の障害は，海馬での
HNK-１糖鎖の発現消失が原因であるといえる．一方，
GlcAT-P 欠損マウスの運動学習・協調運動は正常であった
ので，４GalT-II 欠損マウスの運動機能の異常は HNK-１
糖鎖以外の糖鎖が関わると考えられた．さらに岡先生との
共同研究により，神経細胞のゴルジ体において ４GalT-II
と GlcAT-Pが物理的に会合しており，４GalT-IIと GlcAT-
Pが順番に作用することによって HNK-１糖鎖が形成され
ている可能性が示されている３８）．

９． ４GalT-V 欠損マウスと胚発生

４GalT-Vは ４GalT-IIと同様に脳神経系で強く発現して
いるので，次にこの遺伝子の欠損マウスを作製した．
４GalT-Iと-IIは完全に遺伝子を破壊するタイプのノック
アウトであったが，４GalT-Vは Cre-loxPシステムを用い
たコンディショナルタイプとした（図４）．転移酵素活性
部位を含むエキソン４～７を loxP配列ではさむように遺伝
子改変を行った．４GalT-Vがどのような糖鎖形成に関わ
るのかはわかっていなかったので，まずは ES細胞におい
て Creを作用させて遺伝子を破壊してから，通常の
４GalT-V 欠損マウスを作製した３９）．予想に反してヘテロ
どうしを交配してもホモ欠損マウスは出生せず，胎生期に
致死となることがわかった．胎生期の各ステージにおける
ホモ欠損胚の同定を行ったところ，胎生７．５日（E７．５）か
らホモ欠損胚は成長遅延を示し，E１０．５以降は生存してい
なかった．なお，同時期に長岡技術科学大学の古川清先生
のグループからも ４GalT-V 欠損マウスは胎生致死を示す
ことが報告された４０）．
N 型や O 型糖鎖のガラクトース転移を主要に担う

４GalT-Iの欠損マウスでさえ胎生致死とはならなかったの
で，４GalT-Vは糖タンパク質ではなく，糖脂質のガラク
トース転移を担う可能性が考えられた．グルコシルセラミ
ド（GlcCer）に １→４結合でガラクトースを転移するラク
トシルセラミド（LacCer）合成酵素は，ラットの脳から精
製後遺伝子クローニングされて，４GalT-VIであることが
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報告されたが４１），４GalT-Vは ４GalT-VIと最も相同性が
高いので，４GalT-Vも LacCer合成酵素を担う可能性があ
る．また，GlcCer合成酵素欠損マウスが同じ時期に胎生
致死となること４２）からもこの可能性が示唆された．九州大
学の伊東先生に依頼して，E７．５胚を用いて酵素活性を測
定したところ，４GalT-V 欠損胚では GlcCer合成酵素活性
は野生型胚と差がなかったが，LacCer合成酵素活性は顕
著に低下していた．胚盤胞から調製した胚体外内胚葉
（XEN）細胞を用いて LacCer合成酵素活性を定量的に測定
したところ，４GalT-V 欠損 XEN細胞では野生型の１０％
程度に低下していた．以上の結果により，少なくとも初期
胚では ４GalT-Vが主要な LacCer合成酵素であり，残り
の１０％程度を ４GalT-VIが担うことが示唆された．最近
４GalT-VI 欠損マウスについて報告がなされたが，外見上
の異常は検出されず，脳やマウス胎生線維芽細胞（MEF）
で も 主 要 な LacCer合 成 酵 素 は ４GalT-VIで は な く
４GalT-Vであることが示された４３）．一方，４GalT-V 欠損
XEN細胞サンプルの RCA-Iを用いたレクチンブロットで
は野生型とバンドパターンに違いはなく，４GalT-Vは N
型や O 型糖鎖の合成に寄与しないことが示唆された３９）．
なお，具体的にいくつかのタンパク質の N 型糖鎖構造が
解析され，４GalT-Vはそれらの N 型糖鎖合成に関与しな
いことが示された４４）．
致死となる前の E７．５胚では三胚葉マーカー（Foxa２,

Brachyury, Otx２）の発現が検出され，三胚葉への分化は問
題ないことがわかった．しかし，E７．５から E９．５の胚切片
を解析したところ，胚体外組織に異常が認められた．子宮

間膜と反対側の対子宮間膜極に血栓や出血がみられ，その
周りに栄養膜巨細胞が集積していた．栄養膜巨細胞は正常
では子宮間膜極側に集積しているので，その局在に異常が
生じていた．LacCer合成酵素が欠損するとなぜこのよう
な異常が生じるのかはわからないが，４GalT-V 欠損胚の
致死の原因は胚体外組織にあることが示唆された．そこ
で，テトラプロイド胚（四倍体胚）を用いたレスキュー実
験を行った（図５）．テトラプロイド胚は胚体外組織には
分化できるが，胚自身には分化できないことが知られてい
る．野生型のテトラプロイド胚と ４GalT-V 欠損胚とのキ
メラ胚を作製して子宮に移植した．４GalT-V 欠損胚の致
死の原因が胚体外組織にある場合は，野生型のテトラプロ
イド胚の胚体外組織への寄与により，胎生致死がレス
キューされるはずである．実際に野生型のテトラプロイド
胚とのキメラ胚は E９．５でも正常な形態を示し，E１２．５ま
で発生するものも存在し，レスキューに成功した．した
がって，４GalT-V 欠損胚の致死の原因は胚体外組織にあ
ることがわかった３９）．
４GalT-Vは脳神経系で強く発現しているので，当初は

脳機能での役割を解析する予定であったが，胎生致死とな
り胚発生の解析を行うことになった．しかし，今回はコン
ディショナルノックアウトができるようにしていたので，
４GalT-Vfloxマウスを作製して Nestin-Creマウスと交配す
ることにより，脳神経系特異的 ４GalT-V 欠損マウスを作
製して解析を進めている（図４）．これについては現在解
析中であるので，次の機会に紹介できたらと考えている．

図４ ４GalT-V 遺伝子改変のストラテジー
４GalT-V 遺伝子に対してターゲティングベクターを構築し，ES細胞に導入して相同組換えにより
４GalT-V 遺伝子座を改変した．完全破壊マウスを作製するときは，ES細胞において Creを発現させ
て，loxPではさまれたエキソン４～７を除去してマウスを作製した（左の流れ）．コンディショナル
に欠損させるときは，ES細胞で Flpを発現させて frtではさまれた neo 遺伝子を除去した後マウスを
作製した（右の流れ）．この ４GalT-Vfloxマウスと Nestin-Creマウスを交配することで，脳神経系特異
的に ４GalT-V 遺伝子を破壊したマウスを作製した．
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１０． おわりに

本稿では三つのガラクトース転移酵素遺伝子欠損マウス
の解析を中心に紹介させていただいた．同じファミリーに
属する遺伝子でもその役割は発生から炎症，神経まで多岐
にわたることが明らかとなった．このプロジェクトを始め
る前は，４GalT 遺伝子だけでもなぜ七つも存在するのか
疑問であったが，それぞれに基質特異性と発現細胞特異性
があって，互いに重複する部分もあるが，それぞれ単独で
機能する部分もあることがわかってきた．タンパク質とは
異なり，糖鎖構造は遺伝子により一義的に決まるものでは
なく，個々の細胞で発現している糖転移酵素や糖加水分解
酵素，糖供与体などと修飾を受けるタンパク質や脂質の組
み合わせにより，複雑に制御されている．一つの糖転移酵
素は多数のタンパク質の糖鎖修飾に関与し，逆に一つのタ
ンパク質は同じガラクトースでも複数のガラクトース転移
酵素の作用を受けており，この複雑さが糖鎖研究を難しく
している．一つ一つの糖転移酵素欠損マウスを詳細に解析
するとともに，基質と発現が重複する糖転移酵素について
は，複数のものを欠損させて解析を行うことが必要であ
る．その点では CRISPR／Cas９法などの新しいゲノム編集
技術は，複数の遺伝子に容易に変異を導入することができ
るので，今後威力を発揮すると思われる．また，糖転移酵
素欠損マウスと野生型マウスのタンパク質を Lectin-IGOT-
LC／MS法などで比較することにより，個々の糖転移酵素
が修飾するタンパク質を網羅的に同定することも重要な知
見を与える．新しい技術を導入することで，複雑な糖鎖修
飾の生物学的な意味がさらに解明できればと考えている．
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