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研究成果の概要（和文）：最近我々は、新規血管新生制御因子としてE3ユビキチンリガーゼの一つである
CUL3-KCTD複合体を発見した。本研究では、CUL3-KCTDのユビキチン化標的タンパク質を、コムギ無細胞タンパク
質合成系を駆使して作成したタンパク質アレイを用いて探索した。その結果、RhoAの活性制御分子を同定するこ
とに成功した。CUL3またはKCTDを発現抑制すると、その基質の細胞内蓄量積依存的に血管新生が阻害されること
がわかった。これらの結果から、CUL3-KCTDは、血管伸長過程において、RhoA活性制御を担う標的基質の分解を
介して血管新生を正に制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have recently found CUL3-KCTD complex, one of the E3 ubiquitin ligase, as
 a novel angiogenic factor. In this study, we screened the substrate of CUL3-KCTD complex using 
wheat cell-free synthesized protein array, resulting in the successful identification of regulator 
of GTP-RhoA. Knockdown of CUL3 or KCTD led to severe anti-angiogenic phenotypes due to accumulation 
of the substrate in endothelial cells. These data suggested that CUL3-KCTD would tightly regulate 
the substrate protein which might play a crucial role for vascular elongation during angiogenesis.

研究分野：血管生物学
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１．研究開始当初の背景
 
 血管新生を制御することは、
糖尿病の治療に
においては、
がん細胞への栄養や酸素の供給を阻止
るという概念から
に臨床
の血管新生阻害剤は、副作用や薬剤耐性など
の多くの問題点を抱えており
的分子の発見が必要不可欠である。これまで
血管新生は、血管内皮細胞内において、促進
シグナルと抑制シグナルのバランスによっ
て制御されていることが知られているが、最
近我々は、そのマスターレギュレーターであ
る CUL3
した。
プラットフォームタンパク質
は CUL3
すると考えられている。
は KCTD
合が起こり、それに伴って血管新生が強く阻
害されることをこれまで我々は見出してい
る。従って、
胞において、
とそれ
介してアクチン骨格制御
ると考えられるが
全く不明であ

 
２．研究の目的

 
 本研究では、
的タンパク質の同定と、その標的基質の機能
解析を実施し、血管新生における役割につい
て、in vitro
を目的とした。また、
開発を目指して
ド化合物の導出
 
３．研究の方法

 
 コムギ無細胞タンパク質合成系を用いて、
ビオチン化
た、同系を駆使して作成したヒトタンパク質
２万アレイと、パーキンエルマー社製の
AlphaScreen
より、
羅的に探索した。見出したタンパク質につい
ては、血管内皮細胞で過剰発現、あるいはノ
ックダウンを実施し、コラーゲンゲル内三次
元培養系により血管新生の表現型解析を行
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後から８時間の間に分解されるのに対し

ではほとんど分解され
安定的

KCTD 軸 は
のタンパク質安定性を制御して
活性化を介した血管新生

調節機構に必須であることを新たに見出し

を標的とした機能阻害剤リード化合

をベイト
３との



AlphaScreen assay系を樹立している。このア
ッセイ系は、二者間の結合強度を定量的かつ
はいスループットに評価できるため、阻害剤
開発に極めて有用である。そこで我々は、東
京大学創薬機構の 9600 化合物コアライブラ
リーを用いて、25k-protein-2と KCTD間、及
び 25k-protein-2-CUL3 間の結合を阻害する化
合物のスクリーニング実験を実施した。 
 その結果、両結合間の阻害活性を示す候補
化合物として 48 分子を見いだすことに成功
している。現在、これらの分子に対して、血
管新生阻害効果（IC50）、アクチン過重合活
性、細胞毒性の評価を進めており、細胞毒性
が低く、アクチン過重合により血管新生を阻
害する化合物に対しては、がん細胞を移植し
たゼノグラフトモデルを用いて、その腫瘍縮
小効果について in vivoで評価する予定にして
いる。 
 
②KCTDの in vivoでの機能解析 
 血管内皮細胞特異的 KCTD ノックアウト
マウスを作成するため、Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR 
associated protein 9（CRISPRCas9）技術を用い
て loxPサイトをマウス Kctd遺伝子のエキソ
ン 3前後のイントロンに挿入する実験を行っ
た。しかしながら、ゲノムへの挿入効率が低
いため、現在も作成に時間を要している。今
後 floxed KCTDマウスを樹立し、血管内皮細
胞特異的に Creリコンビナーゼを発現するマ
ウスと交配することで、内皮細胞特異的に
KCTD遺伝子をノックアウトし、野生型との
比較により in vivoでのKCTD機能解析を進め
る予定にしている。 
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