
大阪大学・薬学研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

挑戦的研究（萌芽）

2019～2018

ゲノム変異集積領域に着目したがん特異的タンパク質間相互作用解析

Protein-protein interaction analysis focusing on mutational hotspots in cancer 
genome

９０４６９９１６研究者番号：

樋野　展正（Hino, Nobumasa）

研究期間：

１８Ｋ１９４０３

年 月 日現在  ２   ６   １

円     4,800,000

研究成果の概要（和文）：がん変異に影響される蛋白質間相互作用の戦略的な同定手法の確立を目指した．ま
ず，がんゲノム変異と蛋白質立体構造データを組み合わせ，KEAP1蛋白質表面に変異クラスターを特定した．次
に，この領域に結合する因子を独自の細胞内光クロスリンク法により解析し，Rab8aを同定した．さらに，KEAP1
はRab8aの抑制を介してMT1-MMPの輸送を阻害すること，また，KEAP1のがん変異によりRab8aとの相互作用が破壊
され，MT1-MMPが解放される結果，細胞遊走能が亢進する可能性を示した．これらの結果は，変異クラスターに
着目すればがん変異に影響される蛋白質間相互作用が同定できることを示している．

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish a strategy for identifying protein-protein 
interactions affected by cancer mutations. By combining datasets of cancer genome mutation and 3D 
protein structure, we identified structural mutations cluster on the protein surface of KEAP1. We 
analyzed proteins binding to this surface by in vivo site-specific photo-cross-linking approach and 
identified Rab8a. Rab8a contributes to cell migration through the recruitment of MT1-MMP to the 
plasma membrane. Actually, Rab8a gene knockdown reduced cell migration activity, while additional 
KEAP1 knockdown cancelled this effect, suggesting that KEAP1 negatively regulates Rab8a activity. 
Furthermore, KEAP1 blocked MT1-MMP transport by tethering Rab8a in the perinuclear region, and the 
KEAP1 mutation disrupted its interaction with Rab8a, releasing the Rab8a-MT1-MMP complex. These 
results indicate that the focused analysis on structural mutations cluster can identify 
protein-protein interactions affected by cancer mutations.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのがんゲノム創薬研究は既知のがん遺伝子変異をターゲットにしたものがほとんどであり．新規創薬標
的の枯渇が問題視されている現状を鑑みると，その研究の方向性を大きくシフトする必要がある．本研究は，こ
れまでほとんど利用されてこなかった低頻度変異情報から新たな創薬標的を見出す戦略を確立することを目指
し，実際に，がん変異により異常をきたす新たなタンパク質間相互作用を発見することに成功した．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 国際的がんゲノム研究の成果として，がん種ごとの特徴的な遺伝子変異パターンが見出され，
がん患者のカテゴライズや個別化医療へと応用されている．しかしながら，がん関連遺伝子の高
頻度変異に特化した解析は新規創薬標的の枯渇という負の側面を招いた．一方で，がんゲノム変
異の大部分の変異情報はほとんど利用されておらず，これらの中〜低頻度の変異情報から新た
な創薬標的を見出すストラテジーさえ確立できれば，がんゲノム創薬研究は飛躍的に進歩する
と考えられる． 
最近になって，がん遺伝子のミスセンス変異（アミノ酸置換を伴う変異）をタンパク質の立体構
造上にプロットすると，タンパク質間相互作用のインターフェースとなる部分に集積する傾向
にあることがわかって来た．逆に言えば，このような「変異集積領域」に着目した相互作用解析
を行うことにより，がんで異常を生じるタンパク質間相互作用を効率よく見出だすことができ
ると期待される． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，がんゲノム解析から見出される一群のミスセンス変異情報からタンパク質間相
互作用に影響を及ぼしうる「変異集積領域」を特定し，さらに，その領域を介して生じる相互作
用を細胞内光クロスリンク法という独自手法を用いて集中的に解析する．これにより，これまで
研究対象とならなかった中〜低頻度の変異情報からがん細胞で異常をきたすタンパク質間相互
作用を効率よく見出すためのスキームを確立する（図１）．さらに，同定した異常なタンパク質
間相互作用が実際にがん細胞の生育や機能に有利に働くかどうかを調べることによって，この
解析スキームの有効性・妥当性を検証する． 

 
３．研究の方法 
（１）KEAP1 タンパク質立体構造上の変異集積領域の取得 
 研究対象とする遺伝子としては，非小細胞肺癌の約 30%で変異が見られるKEAP1を選択した．
KEAP1 遺伝子のがん突然変異部位は The Cancer Genome Atlas (TCGA) の公開データベースであ
る cBioPortal (https:// www.cbioportal.org/)から取得した．KEAP1 タンパク質の立体構造情報は日
本タンパク質構造データベース PDBj（https://pdbj.org/）から取得した（PDB ID: 4N1B）．KEAP1
タンパク質立体構造上の変異集積領域は 3D hotspots（https://www.3dhotspots.org/）を利用して取
得した． 
 
（２）KEAP1 がん変異集積領域に結合する因子の細胞内光クロスリンク法による同定 
 既に開発したタンパク質への人工アミノ酸の部位特異的導入方法（Hino N.et al. Nat. Methods 
2005, Kita A. et al. Sci. Rep. 2016）に基づき，KEAP1 のがん変異領域近傍に光クロスリンカーとし
て機能する人工アミノ酸 mTmdZLys を導入した変異体を複数作製した．これらを 293 c18 細胞に
発現させた後，細胞への光照射により，細胞内で相互作用している因子とクロスリンクさせた．
クロスリンク複合体をアフィニティー法により精製し，その構成成分を質量分析法により同定
した．この操作により KEAP1 変異集積領域に結合する因子としてどのような機能を持つものが
が濃縮されているのかについて，DAVID（https://david.ncifcrf.gov/home.jsp）を用いた Enrichment
解析により調べた． 
 
（３）新規 GTPase-KEAP1 間相互作用のがん変異による影響 
 KEAP1 の変異集積領域を構成する変異群を個別に導入した KEAP1 変異体を計７種類作製し，
それぞれの変異が上記手法により同定したGTPaseとの結合親和性に与える影響をプルダウンア
ッセイにより解析した． 
 
（４）KEAP1 による Rab8a 活性抑制機構の解析 
 Rab8a を野生型 KEAP1 もしくは変異型 KEAP1 とともに HeLa 細胞に発現させ，Rab8a および
そのエフェクターMT1-MMP の局在変化を蛍光免疫染色法により解析した． 

 
図１ ゲノム変異集積領域に着⽬したがん特異的タンパク質間相互作⽤解析の流れ 



４．研究成果 
（１）KEAP1 タンパク質立体構造上の変異集積領域の取得 
 本研究では，非小細胞肺がんの 30%で変異が見られる KEAP1 遺伝子をモデルとして用いた．
まず，がんゲノムデータベース cBioPortal に登録された KEAP1 遺伝子のミスセンス変異部位を
既知の立体構造上にプロットしたところ，Kelch ドメインと呼ばれる基質結合ドメイン中に変異
が集積する領域が見出された（図２A）． 
 
（２）KEAP1 がん変異集積領域に結合する因子の細胞内光クロスリンク法による同定 
 そこで，この領域を介して相互作用する因子を独自の細胞内光クロスリンク法を用いて同定
することを試みた．この手法は，細胞内に光クロスリンカーとして機能する人工アミノ酸を部位
特異的に組み込んだ任意のタンパク質を発現させておき，細胞への光照射によってそのタンパ
ク質と細胞内でダイレクトに結合する因子を捕捉・同定する手法である．上記で見出した KEAP1
の変異集積領域は既知相互作用因子である NRF2 の結合部位と重複していた．そこで，この領域
近傍の残基を光架橋性人工アミノ酸 mTmdZLys に置換することにより，細胞内で相互作用する
NRF2 をクロスリンクにより捕捉できるかを調べた（図２B）．その結果，R459，Q528 のそれぞ
れの残基を mTmdZLys に置換した場合に NRF2 とのクロスリンク産物が検出された（図２C）． 
 続いて，KEAP1 とクロスリンクした内在性のタンパク質について質量分析法により同定した．
その結果，光照射依存的に検出された 95 の KEAP1 結合因子のうち，RAB8a を含む複数の GTPase
を KEAP1 の新規相互作用因子として同定することに成功した（図２D）． 
 
（３）新規 GTPase-KEAP1 間相互作用のがん変異による影響 
 次に，KEAP1 のがん突然変異が Rab8a との結合にどのような影響を及ぼすのかをプルダウン
アッセイにより調べたところ，KEAP1 変異集積領域を構成する変異のうちの一つが Rab8a との
結合を顕著に阻害することがわかった．以上より，変異集積領域に着目した解析からがん変異に
影響される新規タンパク質間相互作用を見出すという当初の目的は達成された． 
 
（４）KEAP1 による Rab8a 活性抑制機構の解析 
最後に，両者の機能的関連性について解析を進めた．RAB8a は小胞輸送に関わるタンパク質で
あり，メタロプロテアーゼ MT1-MMP を細胞辺縁へと輸送することでがんの遊走・浸潤に寄与
することが知られている．まず，Transwell assay を用いて HeLa 細胞の遊走・浸潤過程における
両者の寄与を調べたところ，KEAP1 の機能破壊により細胞の遊走・浸潤能が亢進し，その効果
は RAB8a の機能破壊によりキャンセルされた．さらに，免疫染色法を用いた解析から，内在性
の KEAP1 と RAB8a が共局在すること，また，RAB8a 過剰発現時に観察される MT1-MMP の細
胞辺縁への移動が KEAP1 過剰発現により抑制される一方，KEAP1 がん変異体ではその効果が
失われることを示した．これらのことから，KEAP1 は RAB8a による MT1-MMP の輸送を制限
することでがん細胞の遊走・浸潤を抑制する可能性が示された． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２ KEAP1 タンパク質立体構造上の変異集積領域とそこに結合する因子の細胞内光クロスリンク法による同定．
(A) KEAP1 立体構造上の変異集積領域の取得．既知のがん変異部位を緑，クロスリンカー導入部位をピンクで示す．
(B) 光架橋性人工アミノ酸 mTmdZLys の構造と細胞内光クロスリンク法による相互作用解析の概要．(C) ウエスタ
ンブロット法による KEAP1 と NRF2 のクロスリンク解析．KEAP1 の R459, Q528 に mTmdZLys を導入した際，
細胞への光照射に依存して KEAP-NRF2 間のクロスリンク形成を示すシフトバンドが検出された．(D) KEAP1 変
異集積領域に結合する因子の質量分析による同定．複数の GTP 結合因子が特徴的に濃縮されていた． 
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