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(要約)

G M2 activatorは GM2ガングリオシドの代謝酵紫

である， β-Hexosaminidase Aの活性化因子であり，

その欠損はGM2 gangliosidosisを引き起こ

は， GM2 acti va torが， リン脂質の分解酔

あるホスホリパ…ゼ Dを活性化することを明ら

かにした。本研究では， GM2 activatorの翻訳後修飾

が，ホスホリパ…ゼ Dの活性化能に及ぼす影轡を調

べた。翻訳後修飾として， リン酸化および糖鎖の付加

を取り上げた。

まず，ウエスタンブロッティングによって，ラット

腎臓より精製したGM2 activatorがリン酸化チロシン

ることを明らかにした。アルカリホスファター

したGM2 activatorは，処理前のものと

のホスホリパ…ゼ D活性化能を有しており GM2

activatorのリン酸化がホスホリノfーゼ D活性化能に

しないことが明らかになった。

さらに，ラット GM2 activatorそ糖鎖付加抑制剤で

あるツニカマイシン存在下に昆虫細胞で発現させると，

野生裂に比べ，約1.5-2.0kDa おし1タンノfク

質が得られた。しかし，糖鎖を欠損したGM2 acti va tor 

は野生型のものと同等のホスホリバーゼ D活性化能

を示した。

以上のことから， GM2 activatorの翻訳後修飾は，

ホスホリパーゼ Dの活性化能には容与しないことが

示唆された。 (593字)

緒

ホスホリバーゼ Dは， リン脂質の分解酵紫であり，

その代謝産物であるホスブァチジン酸を介して，細胞

内小胸輸送，ブァゴサイトーシスや活性酸紫産生，細

その活性調節機構については多く

り，種々の活性化因子が発見されている(1叶)。

において，新たなホスホリバーゼ D

活性化因子として， GM2 activator者見い出した

GM2 activatorは，ガングリオシド代謝酵素である，

s -Hexosaminidase Aの活性に必須の耐熱性タンパ

ク質であり，その欠損はGM2 ガングリオシド…シス

の原因となる GM2 activatorおよび β“Hexo帥

問 minidaseAの組織分布が必ずしも一致しないこと

から本因子の新たな作用が推測されていた

リン酸化や糖鎖付加は，代表的な翻訳後修飾であり，

前者は，酵素の活性制御やタンパク質…タンパク

五作用の調節等に，後者は，免疫細胞による個体識別，

タンパク質の細胞内局在や輸送等に震要な役割安果た

しているo 大腸繭で発現させたGM2 activatorは一般

に翻訳後修飾奇受けないが， s -Hexosaminidase A 

を野生型のものと同等に活性化した (9，mo このことは，

GM2 activatorのs-Hexosaminidase A活性化には翻

訳後修飾が必要でないことを示すものである O 本研究

では， ラット GM2 activatorのリン酸化および糖鎖付

加のホスホリパ…ゼ D活性化能への影響を明らかに

することを目的とするO

キーワード:GM2 activator，ホスホリノf…ゼ D，翻訳後修飾， リン酸化，糖鎖付加
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方法

1) GM2 activatorの精製

ラット腎臓より，前報に従って精製した(11)。

2 )ウエスタンプロッティング

試料を12.5%SDS-PAGE Csodium dodesyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis) にかけた後，

タンパク質のバンドを PVDF (polyvinilydene di-

fluoride)膜に転写し GM2 activatorをラット GM2

activatorに対するポリクローナル抗体で， リン酸化チ

ロシンを 4G10(Upstate biotechnology， Lake Plasid， 

NY)で検出した。

3 )アルカリホスファターゼ処理

ラット腎臓由来のGM2activatorを以下の組成の反

応液中で 37
0

C，一晩， アルカリホスファターゼ

(alkaline phosphatase， New England BioLab， 

Beverly， MA) 処理した;100mM NaCl， 50mM 

Tris-HCl (pH7.0)， 50mM MgC12， 1mM DTT， and 

11.4Uアルカリホスファターゼ。氷中につけることで

反応を停止し，反応液を用いて，ホスホリパーゼ D

活性の測定および， GM2 activatorとリン酸化チロシ

ンの検出をウエスタンブロッティングによって行っ

た。

4 )グリコシダーゼ処理

ラット腎臓由来のGM2activatorを Extonらの方

法(凶に従って， endoglycosidase F (New England 

Biolabs)で処理した。処理後のGM2activatorを，

12.5% SDS-PAGEにかけ，抗GM2activator抗体を用

いてウエスタンブロッテインクーした。

5 )ホスホリパーゼ D活性の測定

ホスホリバーゼ活性の測定は前報に従って行った (4)。

簡単に記すと， 14C標識のホスファチジルコリンを基

質とし，ホスホリパーゼ源としては， Extonらの方

法(ω によって得た ratrecombinant PLDlを用い，

エタノール存在下で生成したホスファチジルエタノー

jレ(PEt)の放射活性を定量し，反応液中の総放射活性

に対するパーセンテージでホスホリパーゼ活性を示し

fこ。

6 )ラット GM2activatorの昆虫細胞発現用ベクター

の構築およびウィルスの取得，およびラット GM2

actlvatorの発現

ベクターの構築およびウィルスの取得は前報に従っ

(34 ) 

て行った(ω。ウィルスを Sf9細胞に感染させ， 5， 10， 

20μg/mlのツニカマイシン CNacalaiTesque， Kyoto) 

の存在下でラット GM2activatorを発現させた。 72時

間後に細胞および培養液を回収して，その各々につい

てラットGM2activatorの発現をウエスタンプロッティ

ングで確認するとともに，組織からのGM2activator 

の精製の手順に従って，発現したラット GM2acti va tor 

を精製し，ホスホリパーゼ Dの測定に供した。

結果

1 )ラット GM2activatorにおけるリン酸化チロシン

の検出

図 lに示すように， ラット GM2activatorにおいて

リン酸化チロシンが検出された。 GM2activator中

のリン酸化チロシンが，実際に抗体によって検出さ

れたのはこれが始めてである。これをホスファター

ゼ処理すると， このバンドは検出できなくなった(図

1)。

抗GM2 activator抗体による染色

処理前 処理後

抗リン酸化チロシン抗体による染色

処理前 処理後

図 1 ラット GM2activatorにおけるリン酸化チロシ

ンの検出

ラット腎臓より精製したGM2activatorを抗GM2

activator抗体(A)および抗リン酸化チロシン抗体(B)

を用いてウエスタンブロッテイングした。それぞれ，

同量のタンパク量をのせた。

2 )ラット GM2activatorのホスファターゼ処理によ

るホスホリパーゼ D活性化能への影響

ラット GM2activatorは，従来からホスホリパーゼ

D 活性化因子として知られている ARF(ADP-

ribosylation factor)と相乗的にホスホリパーゼ Dを

活性化するのでは ここでも ARFとの相乗効果を見

た。図 2に示すように，ホスファターゼ処理前後にお

いてホスホリパーゼ D活性化能には違いが見られな

かっ fこ。
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2 ラット GM2 activatorのホスファターゼ処理に

よるホスホリパ…ゼ D活性化能への影響

ホスホリパーゼ D活性は，反応液中の総放射活性

に占める，ホスファチジルエタノ W叫ルの放射活性の割

合で示した。

3 )ラット GM2 activatorのグリコシダーゼ処理

グリコシダーゼ処盟前後に約1.5-2.0kDa

の差が見られ， これは，ラット GM2 activatorにその

大きさの糖鎖があったこと告示した(図 3)。

処理前 処理後

図 3 ラット GM2 activatorのグリコシダーゼ処開

グリコシダーゼ処理前後の電気泳動像を示す。

4 )ツニカマイシンによるラット GM2 activatorの発

現への影響

図 4に示すように，ツニカマイシン存在下でもラッ

トGM2 activatorの良好な発現が見られた。プロット

ノfターンより，ツニカマイシン 5μg/ml以上で糖鎖

の無いラット GM2 activatorが発現されたことが示さ

れ，その分子量の差は約1.5-2.0kDaであった。

また，ツニカマイシンなしで発現させた，糖鎖のある

GM2 activatorは培地中への分泌も見られたが，糖鎖の

ないものでは，分泌はほとんど見られなかった(悶 4)。

培養液 細胞破砕物

iii;;;;i;O 51020 O S 1020 
図 4 ツニカマイシンによるうット GM2acti va torの

発現への影響

種々の濃度のツニカマイシンとともにラット GM2 acti剛

vatorを発現させた後，培養液および Sf9細胞破砕物を

プロットした。それぞれ，問議のタンパク聾そのせた。
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5)ラットGM2activatorの糖鎖の有無のホスホリパ…

ゼD活性化能への影響

ラット GM2activatorを発現した Sf9細胞を回収し，

ラット GM2 activatorを精製した後，ホスホリパ…ゼ

p活性化能を測定した。

図 5に示すように， ラット GM2 activatorの糖鎖の

有無はホスホリパーゼ D活性化能に寄与しなかった。

(35 ) 

ツニカマイシン添加

ツヱカマイシン無添加

O 10 20 30 

ホスホリバーゼO 活性 (%) 

図 5 ラット GM2 activatorの糖鎖の有無のホスホリ

ノfーゼ D活性化能への影響

閲2と同様にホスホリパーゼ D活性奇測定した。

それぞれツニカマイシン無添加および添加(5μg/ml)

して発現させたラット GM2 activatorの精製物会用い

fこO

考嬢

GM2 activatorは従来， G M2 の加水分解隣素である，

s -Hexosaminidase Aの活性化凶子として知られ，

その欠損はG M2 gangliosidosisの原因となる GM2

activatorの分布がかならずしも s-Hexosaminidase 

Aの分布と…致しないため，新たな生理作用が予想、

されていた。近年， GM2 activatorは，ホスホリパ…

ゼDの活性化悶子であることが報告されたが，その

は不明である(4)。

ヒトのGM2 activatorを大腸菌中で発現させたもの

は， ヒト胎盤より精製したものと同等の s-Hexosamト

nidase A活性化能を有していた(9.1九細菌において

は通常，翻訳後修飾は起きないため， この知見は3

Hexosaminidase A活性化には翻訳後修飾は必要で

ないことを示すものである。

GM2 activatorのリン酸化については， これまで報

告がないが，そのアミノ酸配列から，数カ所のリン酸

化部位が予想され川 15) 実際に本報告でリン酸化チロ

シンが検出された。また，闘には示さないが，抗リン

酸化セリン抗体および，抗リン酸化スレオニン抗体に

よってもラット G M2 acti va torは染色された。 GM2

activator安代表的なセリンースレオニンリン酸化醗

ある，プロテインキナーゼ Cで処理したところ，

GM2 activatorのリン酸化は見られず，ホスホリパ

ゼ D活性化能への影響もみられなかった (datanot 
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shown)。
ここではリン酸化チロシン， リン酸化セリン， リン

酸化スレオニンのすべてに特異性を有するアルカリホ

スファターゼでGM2activatorを処理した後，ホスホ

リパーゼ Dの活性化能との関係を見た。しかし，処

理前後で，ホスホリパーゼ D活性化能に変化はなかっ

た。以上のことから， GM2 activatorのリン酸化はホ

スホリパーゼ D活性化能に寄与しないことが示され

fこ。

糖鎖付加抑制剤ツニカマイシン処理，およびグリコ

シダーゼ処理によってラット GM2activatorが糖鎖を

持つことが明らかとなり，野生型のものと糖鎖のない

もので，ホスホリパーゼ D活性化能に差が見られな

かった。 GM2activatorの糖鎖もホスホリパーゼ Dの

活性化能に寄与しないことが明らかになった。 GM2

activatorは，分子量約 22kDaの耐熱性タンパク質で

あり，そのアミノ酸配列中に 1ケ所， N-glycosylation 

siteを有し，生体内で種々の糖鎖を持つ分子種が見い

出されている(日)。他のリソソームタンパク質と同様，

マンノース 6 リン酸経路によってリソソームに局

在すると考えられている(叩。また，存在形態としては

マイナーであるが，糖鎖を持たないものも存在し，こ

れらは，小胞体外部に存在するようであるが，詳細は

不明である (5)。

さらに，他のリソソームタンパク質と同様にGM2

activatorは分泌されることが知られており，血中お

よび尿中にGM2activatorが検出される (5，ω。また，

分泌されたGM2activatorが細胞内に再取込みされ

る09，20)。本報告でも，糖鎖を有するものは細胞外に分

泌され，糖鎖のないものは細胞内に留まることが示さ

れた。本報告で、GM2acti va torが糖鎖を持たなくても

ホスホリパーゼ Dを活性化することが明らかとなっ

たので，糖鎖を持たないGM2activatorが細胞質に存

在し，細胞刺激に応じてホスホリパーゼ Dのところに

移動する可能性は否定できな liOまた， GM2 activator 

によるホスホリパーゼ D活性化の生理的意義は未だ

不明であるが，糖鎖の有無により GM2activatorの細

胞内局在が決まり，それぞれの部位に存在するホスホ

リバーゼ Dを活性化することで，それぞれの部位に

特異的な生理作用に関与していることが予想される。

以上のことから， GM2 activatorの翻訳後修飾は m

vitroで、のホスホリパーゼ D活性化には関与していな

いことが明らかとなった。しかし，翻訳後修飾の持つ，

m VWOでのホスホリパーゼ D活性化への意義につい

ては今後検討が必要である。

(36 ) 
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Effect of post-translational modifications of GM2 activator 

on phospholipase D acti va tion 
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650-0017， J apan 

(Abstract) 

GM2 activator activates s -Hexosaminidase A which contributes to the metabo1ism of 

gang1ioside GM2・ Defectin the activator causes GM2 gangliosidosis. Recent1y our 1aboratory 

has reported that GM2 activator activates phospho1ipase D which cata1yses phospholipid 

hydro1ysis. In the present study， we studied the effect of post-trans1ationa1 modifications of 

GM2 activator on phospho1ipase D activation. The effects of phosphory1ation and 

glycosy1ation of the activator were investigated. 

Tyrosine phosphory1ation was detected in the GM2 activator by Western b1otting， however， 

a1kaliphosphatase treatment did not affect the phospholipase D-activating activity of the 

activator. These resu1ts suggest that phosphory1ation of the activator has no effect on the 

activation of phospho1ipase D. 

G1ycosy1ation may account for the 10ss of mo1ecu1ar mass about 1.5-2.0 kDa compared with 

wi1d-type GM2 activator. The smaller form of the protein obtained by the treatment of cells 

with tunicamycin， which inhibits glycosy1ation of proteins， activated phospho1ipase D to 

similar extent as wild type， which suggested that glycosylation of the activator did not 

contribute to phospholipase D activation. 

Taken together， these post-trans1atona1 modifications of GM2 activator did not affect the 

phospho1ipase D-activating activity of the activator. 

(38 ) 


