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学位論文の内容要旨

Cell endogenous activities of fukutin and FKRP coexist with the ribitol 

xylosyltransferase, TMEM5 

リビトールキシロース転移酵素TMEM5と共在する fukutinとFKRPの細胞内在性活性

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

分子脳科学

（指導教員：和氣弘明教授）

西原竜太

学位論文内容要旨

a・ジストログリカノパチーはa.ジストログリカン(a・DG)の糖鎖修飾の異常により生じる疾患である。 a・DG

は細胞膜貫通蛋白である f3・DGに接する形で細胞表面に存在するが、細胞内骨格とも親和性を有する f3・DGと

細胞と隣接する基底膜との間で結合を保つ働きを持ち、基底膜と細胞骨格との間の機械的張力の担体として機能

する。 a・DGは表面に 0・マンノース糖鎖による糖鎖修飾が行われており。この糖鎖が基底膜のラミニン蛋白と

親和性を有する事で、前述のa・DGと基底膜との親和性が生じる。 0・マンノース糖鎖の合成には複数の糖転移酵

素が関与するが、遺伝子異常などでこれらの糖転移酵素の機能が欠損した時などにはa・DGの糖鎖修飾の異常が

生じ、これにより前述の張力が失われ、細胞間の結合が保たれなくなる事により、様々な病態が出現する。 aージ

ストログリカノパチーはこの糖鎖修飾異常が主な病態であり、例えば O・マンノース糖鎖の合成に関連する糖転

移酵素の一つの fukutinの欠損では福山型筋ジストロフィーが、 POMT1/POMT2の欠損ではWalker-Warburg

症侯群が発症する。 これらのa・ジストログリカノパチーは筋ジストロフィー症状、脳の形成異常、眼症状とい

う共通する 3徴が見られる。

近年、当研究室（分子脳科学講座）の研究により、 fukutin、FKRPがそれぞれリビトールリン酸を O・マンノ•一

ス糖鎖に転移する事で糖鎖合成に関与する働きを有し、また、やはり 0・マンノース糖鎖の合成に関連する

TMEM5が、 fukuti.n、FKRPの転移させたリビトールリン酸の隣にキシロースを転移させる働きがあるキシロ

ース転移酵素である事が判明した(Figure1A)。これによりこの3種の糖転移酵素は 0・マンノース糖鎖に存在す

るそれぞれ隣り合う糖の転移を行う事が確認されたが、以前の研究で、 POMT1/POMT2が複合体を形成して糖

転移活性を持つ事や、 fukutinがPOMGn Tl(Fig~e には未掲載）と複合体を形成する事が報告されていた。それ

らの内容を踏まえ、 fukutin、FKRP、TMEM5の3種の糖転移酵素が複合体を形成している可能性や、複合体形

成をして酵素活性を有している可能性を検討する事とした。

まず、 fukutin・FLAG、FIIBP・V5、TMEM5・Mycの3種を共発現させた HEK293T細胞より細胞溶解ライセ

ートを回収し共沈実験を行った。それぞれ抗FLAG、抗V5,、抗Myc抗体が付加した免沈用ビーズで免沈し、ゲ

ル泳動、PVDF膜に転写した後に抗FLAG、抗V5、抗Myc抗体でブロットした結果、共発現サンプルではfukutin

で免沈したサンプルがFKRP、TMEM5と共沈しており、また、 FIIBPで免沈したサンプルがfukutin、TMEM5

と、 TMEM5と免沈したサンプルが fukutin、FKRPとそれぞれ共沈している事が確認された (figurelB)。

また、これら 3種の蛋白が細胞内で共在している事を確認するため、上記と同様の fukutin・FLAG、FIIBP・V5、

TMEM5・Mycの3種を共発現させた HEK293T細胞を抗FLAG、抗V5、抗Myc抗体の3種の抗体で3重免疫

染色した。染色細胞の顕微鏡観察の結果、 fukutin、FIIBP、TMEM5の3種の強制発現蛋白が、細胞内で共在す

る事が確認された (Figure2A)。

さらに、 fukutin、FIIBP、TMEM5はゴルジ局在する事が知られているため、それを確認するた為に上記の3

種蛋白を共発現させた HEK293T細胞の抗ゴルジ抗体による免疫染色を行った。それぞれ抗 FLAG抗体と抗ゴ

ルジ抗体(GM130)で共染色した細胞、抗V5抗体と GM130で共染色の細胞、抗Myc抗体と GM130で共染色し

た細胞を顕微鏡観察した所各共発現蛋白はゴルジに局在する事も確認された(Figure2B)。

これらの結果、各糖転移酵素は共在し、複合体を形成している可能性が示唆された。

次に、我々はこれらの糖転移酵素が共在した状態で各個の糖転移活性を維持しているかどうかを確認した。

HEK293細胞に強制発現させたTMEM5・Mycの細胞ライセート 10枚分(90mm.dish)を抗Myc抗体ビーズで免

沈する事で、酵素(TMEM5)付加ビ,___,_ズを回収し、この酵素付加ヒ‘ーズにfukutinまたはFIIBPの酵素反応に必

要な基質（アクセプター、ドナー）を加え酵素活性を確認する実験を行った。

酵素付加ビーズと基質を加えて十分時間経過したサンプルの中に fukutin、FKRPの酵素活性産物が含まれて

いるかどうかを確認した。この時コントロールとしては特に遺伝子導入は行っていない HEK293細胞の細胞ラ



イセート 10枚分をMyc抗体ビーズで免沈した物を用意し、同じ基質（アクセプター、ドナー）を加え反応結果を

見る事で比較を行った。

活性産物は HPLCで活性ピークを測定、活性ピークが非常に微細である事が判明したため、基質に放射性同

位体(14C)が入っている物を使用し、放射性同位体のカウントによって酵素活性産物が生成されているかどうか

を定量した。

その結果、強制発現TMEM5付加ビーズでfukutin、FKRPの酵素活性がコントロールと比較して明らかに強

い酵素活性で計測された(Figure3A、B)。活性測定実験用のサンプルではTMEM5のみを強制発現させており、

fukutin、FKRPは遺伝子導入、強制発現させておらず、この例においてfukutin、FKRP活性が計測される理由

は強制発現のTMEM5に細胞内在性のfukutin、FKRPが付加している為であると考えられた。

これを確認するために上記の強制発現TMEM5付加ビーズと同様操作の酵素付加ビーズにSDSサンプルバッ

ファーを加えて、付加酵素蛋白を溶出させた泳動用サンプルを作成し、共沈のウエスタンブロットを行った。

コントロールは活性計測時のコントロールと同様に、遺伝子導入を行っていないHEK293T細胞のライセートを

同じビーズで免沈した物を使用した。

これらの結果、 TMEM5強制発現サンプル免沈、 fukutin抗体ブロットの例で細胞内在性の fukutinと思われ

るバンドが確認された(Figure3A)。同じTMEM5強制発現サンプルをFKRP抗体でブロットした例では内在性

のFKRPは確認されなかった(Figure3B)。この理由は元々、これらの糖転移酵素は細胞内では発現は非常に微

量であると示唆されている事や、 FKRPの性能の良いブロット用の抗体が無い事が考えられた。追加的に、強制

発現TMEM5免沈サンプルでの TMEM5酵素活性やウエスタンブロットでの発現が見られるかどうかも確認し

たが、活性、ウエスタンでの発現共、十分に見られた(Figure3C)。

さらに我々は、これらの内在性酵素活性で産生された産物（部分的な 0-マンノース糖鎖とペプチド）が実際に酵

素反応後の産物に含まれているかをMS解析で確認した。

上記の活性実験のfukutin活性計測用の系で活性実験と同様の手順を行い、内在性fukutinの活性産物付近の

ピークを HPLCで計測し（ネガティブコントロールは活性計測実験と同様に非導入細胞を免沈したサンプルで同

じ基質を加えて反応を行った物）、分取した(Figure4A)。分取した活性サンプルをMS:MS/MS解析し、含有物

のヒ°ーク(mz)を計測した所、基質（アクセプター）に含まれる a-DG-ペプチドの大きさである 1133(mz)のヒ°ーク

が見られ、それとの差分が242(mz)となる 1375(mz)のピーク、さらにそこからの差分が203(mz)となる 1578(mz)、

1781(mz)のピークが連続し、その後に差分が214(mz)となる 1995(mz)のピークがそれぞれ見られた(Figure4B)。

これらのヒ゜ークの差分の解釈として、 a・DGペプチドより分離されたと考えられる 242(mz)はマンノース糖と

リン酸が付加した物の大きさに等しく、また、その後で連続して出現する 203(mz)は GlcNAc、GalNacの連続

した構造が分離した事で計測されたと解釈できる。さらにその後に出現する 214(mz)はリビトールリン酸の分離

による物と希釈出来る。この結果によって TMEM5の強制発現蛋白と共沈した内在性の fukutinの酵素反応後

の産物中にはfukutin酵素活性による活性産物Rbo・P・GalNAc81・3GlcNAc81・4(phospho・6)Manal・peptideが含

まれており、活性産物分取による MS解析においてはそれが分解された単糖やリン酸がピークとなって現れてい

ると言える。これにより、強制発現TMEM5と内在性fukutinは共在しており、その際にも内在性のfukutin活

性は保たれている事が明らかになった。

蛋白質が複合体を形成する例は報告されており、ミトコンドリア蛋白や遺伝子発現、調整などの分野では報告

も多い。 1つの蛋白質は生成してから分解されるまでに複数の蛋白質と共在、複合体形成をするのではないかと

いう示唆もある。今回の実験の対象である 0・マンノース糖鎖の糖鎖形成に関わる糖転移酵素同士は本論文以外

の研究でも複合体を形成する事が既にいくつか報告されているが、前記の分野などに比して報告例は少ない。

本論文の対象は酵素蛋白質であるが、酵素蛋白質同士が複合体を形成する利点としては、例えば2段階の反応

を行う酵素同士が複合体を形成した場合、 1段階目の反応によって生じる反応産物が、近接する 2段階目反応担

当の酵素の酵素活性中心に速やかに移動される事により酵素反応速度が増大する事などが考えられる。細胞内在

性酵素の複合体形成と酵素活性に関しては現在でも報告は少なく、本研究が酵素蛋白質複合体の形成機構やその

意義の解明に今後関与する可能性も考えられる。
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aージストログリカンパチーはaージストログリカンの表面に存在する 0-mannose糖鎖の糖

鎖修飾に異常が生じた場合に発症する疾患群で、神経遊走障害による脳の形成異常、筋ジ

ストロフィー、眼神経異常を 3徴とする疾患群である。 0-mannose糖鎖形成に関与する多

くの糖転移酵素の存在が報告されているが、遺伝子変異などでこれらの糖転移酵素の活性

が低下した場合などにaージストログリカンパチーが発症する事が知られている。

これらの 0-mannose糖鎖の合成に関与する糖転移酵素同士が複合体を作る事も知られて

おり、例えばPOMTlとPOMT2はThr/Serにmannoseを付加させる活性を持つが、これら

は複合体形成している場合の方が、単独で働く場合と比較して高い活性を持つ。他にも

fukutinとPOMGnTl、LARGEと{34GAT1はそれぞれ相互作用しているという報告が既に

されている。

近年、 fukutin、FKRP、TMEM5が 0-mannose糖鎖の形成に関与する糖転移酵素であるとい

う報告がなされ、 fukutinは Ribitol5~Phosphate transferaseで、CDP-Ribitolを基質として0-mannose

糖鎖にリビトールリン酸を供与する働きがある事、 FKRPはfukutinが転移させたリビトー

ルリン酸の後にさらに CDP-Ribitolを基質としてリビトールリン酸を付加させる働きを持つ

事、 TMEM5は Ribitol{3 1,4-Xylosyltransferaseであり UDP-Xyloseを基質としてFKRP修

飾部の後に Xyloseを転移する働きがある事が明らかになっている。

結果的にはこの 3種の糖転移酵素はそれぞれ隣接する位置にある単糖の付加を行っている

という事になるが、この結果を踏まえ、これら3種の糖転移酵素が相互作用しているので

はないかという示唆に基づいて今回の実験を行う事となった。

まず、 fukutin、FKRP、TMEM5の3種の酵素蛋白が共沈しているか否かをウエスタンブロ

ットにて確認した。 HEK.293T細胞にこれら 3種の蛋白を強制発現した後に溶解し、上清に

fukutin、FKRP、TMEM5免沈用ビーズを加えた後にそれぞれの抗体でブロットした結果、

これら 3種の蛋白は共沈している事が分かった。また。細胞に 3種導入を行った後に

fukutin、FK.RP、TMEM5の各免疫染色用の抗体を用いて 3重免疫染色を行った結果でもや

はりこれらの 3蛋白は共在している事が分かった。

その次のステップとして、これらの糖転移酵素を強制発現後、共在した状態のままで酵素

活性を計測してみる方針とした。例えば fukutin、FKRP、TMEM5を強制発現させたサンプ

ルを免沈し、それに fukutin、FKRP反応の基質(CDP-Ribitol) と TMEM5 の基質 UDP~Xylose

を全て加え、インキュベートすると 3段階の修飾が終わった糖鎖構造が得られる可能性を

考えて実験モデルを校構成した。しかしながら、強制発現させた酵素蛋白の活性だけでは

なく発現させていない酵素の活性まで計測された事から、この反応には内在性の fukutin、

FK旺、 TMEM5の関与が考えられたため、内在性の活性を計測する方向に方針を改めた。

具体的にはTMEM5のみ単独で強制発現させ、その免沈サンプルを fukutinや FKRPの活性

計測アッセイにかける事とした。結果的には TMEM5のみ強制発現させたサンプルも

fukutinや FK.RPの活性を持つ事が判明し、これは内在性の fukutinや FKRPが強制発現

TMEM5 と共在し、複合体を形成している事を示唆する物であった。実際に強制発現

TMEM5が内在性の fukutinやFKRPと共沈しているかを確認するウエスタンブロット共沈

も施行したが、内在性 fukutinのバンドは検出されたが、 FKRPのバンドは性能の良い抗体

が無い事もあり検出できなかった。



最後に、強制発現 TMEMSと共沈している内在性の fukutinの活性産物の確認を行うため

に、 HPLC/MSによる解析を行った。強制発現 TMEMSに、活性実験同様の基質を加えて

反応後に検出できた活性ヒ°ーク周囲のサンプルを分取した。この分取サンプルで MS解析

を施行した結果、 fukutin活性によって合成された産物から分離した物と思われる単糖のヒ°

ークが各々計測され、これによって強制発現 TMEMSと共沈している内在性の fukutinの

活性が保たれている事が明らかになった。以上の結果より、強制発現TMEMSと内在性の

fukutin、FK即が各酵素活性を保ったまま複合体形成している可能性が明らかになった。

酵素蛋白質が複合体を形成する利点としては、1段階目の酵素活性の活性産物が速やかに2

段階目の酵素の活性中心に移動出来る事などによって酵素活性速度を上昇させるなどの理

由が考えられる。

細胞内で蛋白質同士が相互作用する事は広く知られているが、酵素蛋白においてはまだ未

知の内容が多い。今回の研究によって糖転移酵素の相互作用の 1例を示す事ができたが、

その意義や利点を証明する事はできなかった。この内容は今後証明されていく課題と考え

られる。

本研究は 0-mannnose糖鎖形成に関わる糖転位酵素である fukutin,FKRP, TMEMSの三量

体形成と酵素活性を解析したもので価値ある業績である。よって本研究は、博士（医学）

の学位を得る資格があると認める。


