
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成23年6月16日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：SGSM（Small G protein Signaling Modulator）ファミリータンパク

はパーキンソン病の疾患原因遺伝子産物である NURR1（Nuclear Receptor-related 1）と相互

作用し、細胞内小胞輸送に関与する。申請者は分子生物学的手法を用いて、SGSMファミリータ

ンパクの性状および機能を解析したところ、SGSM2 がトランスゴルジ網に局在し、クラスリン

被覆小胞に基づいた細胞内小胞輸送に関与することが分かった。また、Mammalian 2-hybrid法

を用いて、SGSM2と低分子量GタンパクRABファミリータンパクとの相互作用を調べたところ、

SGSM2は異なるRABファミリーメンバーに対し、ある程度の特異性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：SGSM family proteins interact with NURR1, encoded by the pathogenic 

gene of Parkinson’s disease, and associate with intracellular vesicular transportation. 

The function of SGSM family proteins was analyzed by molecular biological approaches and 

the results indicated that SGSM2 was localized at trans-Golgi network and involved in 

the clathrin-dependent vesicular transportation. The association between SGSM2 and small 

G protein RAB family proteins was investigated by mammalian 2-hybrid system and the 

results suggested that SGSM2 show certain specificity for different RAB family proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 中枢神経系のドーパミンニューロンはヒ

トの運動・記憶などを制御する。転写因子で

ある NURR1（Nuclear Receptor-related 1）

はパーキンソン病の疾患原因遺伝子の産物

の一つであり、中枢神経系のドーパミンニュ

ーロンで強く発現し、胎児期の神経前駆細胞

からドーパミンニューロンへの発達および
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成熟したドーパミンニューロンの機能維持

に重要な役割を果たしている。 

 申請者は RUN と TBC モチーフを併せ持つ

SGSM1/2/3 （ Small G protein Signaling 

Modulator）を発見し、これらの 3 遺伝子を

SGSMファミリーと命名した。ノーザンブロッ

トおよびin situ hybridizationの結果、SGSM

ファミリーは中枢神経系のニューロンにお

いて強く発現していた。さらに、SGSMタンパ

クが RAB（RAS-related in Brain）ファミリ

ーおよびRAP（RAS-related Protein）ファミ

リータンパクと相互作用することを明らか

に した （ Yang, H., et al., Genomics, 

90:249-260, 2007）。これらの解析結果から、

SGSM タンパクはシグナル伝達のメディエー

ターとして、ニューロンのRAPシグナル伝達

経路からのシグナルによりRAB小胞輸送経路

を制御していることが予想される。米国のグ

ループにより、ドーパミンニューロンにおい

て SGSM タンパクが NURR1 と相互作用するこ

とが報告された（Yu, L., et al., J. Neurosci, 

31（20）:9277-9286, 2008）。そこで、SGSM

タンパクが介在して NURR1、RAP シグナル伝

達経路およびRAB小胞輸送経路との相互作用

により、パーキンソン病の発症機序に関与す

ることが予想された。 

  

２．研究の目的 

 ドーパミンおよび他の神経伝達物質の産

生および放出はシグナル伝達経路と小胞輸

送経路との相互作用が必要であるが、今まで、

RAP シグナル伝達経路と RAB小胞輸送経路と

の関連は報告されていない。申請者が発見し

たSGSMファミリータンパクは、RUNモチーフ

および TBC モチーフを併せ持つ、RAB ファミ

リーおよびRAPファミリータンパクと相互作

用し、シグナル伝達および小胞輸送に関与す

ると考えた。本研究は、分子生物学的手法を

用いて、SGSMファミリータンパクが細胞内小

胞輸送経路に対する制御機序を解析する。 

 低分子量GタンパクであるRABファミリー

タンパクは細胞内輸送小胞のターゲッティ

ングを制御する。60種類以上のRABファミリ

ーメンバーはそれぞれ異なる小胞輸送過程

に関与する。SGSMタンパクはTBCモチーフを

介して、RAB タンパクと相互作用するが、具

体的な対応関係はまだ不明である。本研究で

は、mammalian 2-hybrid 法を用いて、SGSM

タンパクとRABタンパクとの相互作用を解析

する。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒトの SGSM2 タンパクの推定アミノ酸

配列を解析し、強い抗原性かつマウス Sgsm2

タンパクの推定アミノ酸配列との高い相同

性（＞80%）を示した部分に基づいて、ペプ

チドを合成し、ウサギを免疫して、血清から

抗SGSM2抗体を精製した。ウサギ抗SGSM2抗

体および様々な抗細胞内小器官マーカータ

ンパク抗体を用いて、COS7細胞において、共

免疫染色を行い、SGSM2 の細胞内局在を同定

した。また、SGSM2タンパクにFLAGタグを付

加し、強制発現させてから、抗 FLAG 抗体お

よび様々な抗細胞内輸送小胞のマーカータ

ンパク抗体を用いて、細胞免疫染色を行った。

また、FLAGタグを付加したSGSM2の欠失変異

体を作製し、強制発現させてから、様々な抗

細胞内小器官および輸送小胞のマーカータ

ンパク抗体を用いて、細胞免疫染色を行った。 

（2）従来の方法と比べて、mammalian 

2-hybrid 法はある程度の定量性があるため、

mammalian 2-hybrid 法を用いて、SGSM タン

パクとRABタンパクとの相互作用を解析した。

文献情報に基づいて、最も SGSM タンパクに

関連しそうな数種類の RAB メンバーを選び、

これらの RAB メンバーおよび SGSM2 の ORF

（Open Reading Frame）をPCRで増幅してか

ら、RAB の ORF を pBIND ベクターに、SGSM2

のORFをpACTベクターに挿入した。COS7細

胞に上記の発現ベクターを導入し、SGSMタン

パクおよびRABタンパクを一過性に共発現さ

せ、両タンパク間の相互作用の結果として発

現したルシフェラーゼの活性を測定した。測

定結果を比較することにより、SGSM2タンパ

クと各RABタンパクとの相互作用の強弱を評

価した。 



 

４．研究成果 

 抗SGSM2抗体および様々な抗細胞内小器官

マーカータンパク抗体を用いて、細胞免疫染

色を行ったところ、内在性のSGSM2タンパク

が cis-Golgi のマーカータンパクである

GM130（cis-Golgi matrix protein 130kD）

タンパクの外側（図1）、trans-Golgi network

の マ ー カ ー タ ン パ ク で あ る TGOLN2

（trans-Golgi network integral membrane 

protein 2）と同様な場所に局在することが

分かった（図 2）。以上の結果により、SGSM2

タンパクが細胞内のトランスゴルジ網に局

在することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

図1                 図2 

Red: SGSM2           Red: SGSM2 

Green: GM130         Green: TGOLN2 

Blue: DAPI           Blue: DAPI 

 

 SGSMファミリータンパクはTBCモチーフを

介して、RAB ファミリータンパクと相互作用

し、細胞内小胞輸送に関与すると考えられて

いる。SGSMタンパクが制御する輸送小胞を確

認するために、SGSM2タンパクにFLAGタグを

付加し、強制発現させてから、様々な抗細胞

内輸送小胞のマーカータンパク抗体を用い

て、細胞免疫染色を行った。その結果、SGSM2

タンパクを強制発現させると、内在性クラス

リン被覆小胞の局在が変わることが明らか

となった（図3）。 

 

 

 

 

 

 

図3  Green: クラスリン被覆小胞 

    Red: 強制発現させたSGSM2タンパク 

 

 以上の結果から、SGSM2 タンパクが細胞内

のクラスリン被覆小胞に基づいて小胞輸送

に関与することが示唆された。 

 SGSMファミリータンパクがRUNモチーフお

よびTBCモチーフを併せ持つことから、二つ

のモチーフの内のどちらがクラスリン被覆

小胞輸送に関与するかを確認するために、

FLAGタグを付加した2種類のSGSM2タンパク

の欠失変異体を作製し、強制発現させてから、

内在性のクラスリン被覆小胞の局在を調べ

た。その結果、SGSM2 タンパクのRUN モチー

フを欠失しTBCモチーフのみを含む欠失変異

体（351番目から1006番目のアミノ酸残基か

らなる）を強制発現させた細胞でも、内在性

のクラスリン被覆小胞の局在が影響される

ことから、SGSM2タンパクの TBC モチーフが

クラスリン被覆小胞に関与することが示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Red: 強制発現させたSGSM2 タンパク欠

失変異体（351～1006 番目のアミノ酸残基か

らなる） 

    Green: クラスリン被覆小胞 

 

 また、Mammalian 2-hybrid 法を用いて、

SGSM2と数種類の低分子量GタンパクRABフ

ァミリータンパクとの相互作用について調

べた。その結果、SGSM2がそれぞれの RABフ

ァミリーメンバーに対し異なる結合能を示

したことから、RAB ファミリータンパクに対

し、ある程度の特異性を持つことが分かった

（図5）。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 Mammalian 2-hybrid 法を用いた SGSM2

タンパクとRABタンパクとの相互作用解析。 

縦棒：両タンパク間の相互作用により発現し

たルシフェラーゼの活性。 
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