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研究成果の概要：細胞骨格系の制御は細胞の伸展や遊走に深く関わっている。Rho ファミリー

低分子量 G タンパク質である Rac の活性化は、細胞骨格の構成分子であるアクチンの再構築を

促し、葉状仮足形成を引き起こす。脂質代謝酵素ジアシルグリセロールキナーゼγ（DGKγ）は、

Rac を不活性化し葉状仮足形成を抑制するが、そのメカニズムは不明であった。本研究によっ

て、Rac を不活性化するβ2-chimaerin を DGKγが活性化する機構が明らかとなった。  
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１．研究開始当初の背景 
(1) ジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）

は、細胞を構成する脂質成分を産生すると

いうよりも、むしろ細胞内の限られた場に

おいてセカンドメッセンジャーであるジ

アシルグリセロール（DAG）を積極的に代

謝することによりシグナル伝達と細胞機

能を制御していると考えられている。DGK

には 10 種類のアイソザイムが存在する事

から、DGK はシグナル伝達において非常に

多岐にわたる役割を担っていることが考

えられる。 

 

(2) Rho ファミリー低分子量 Gタンパク質で

ある Rho、Rac、Cdc42 はアクチンの再構築

を促し細胞形態を制御する因子として非常

に重要であることがよく知られている。 

 

(3) Rho ファミリーG タンパク質と DGK は互

いの活性を調節し細胞機能を制御している

ことが近年報告されている。また当研究室で

も、DGKγが Rac 活性を抑制することを報告
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している。しかしながら、DGK と Rho ファミ

リーG タンパクはどのようなメカニズムで互

いを制御するのか、まだ不明な点も多い。 

 
２．研究の目的 

(1) β2-chimaerin は Rac 特異的 GTPase 

activating protein（GAP）であり、Rac 活性

を抑制する分子である。また、β2-chimaerin

はホルボールエステルと DAG に応答性を示す

C1 ドメインを有し、ホスファチジン酸（PA）

により活性化される。これらのことにより、

我々は DGKγのエフェクター分子としてβ

2-chimaerin に 着 目 し 、 DGK γ が β

2-chimaerin を介して Rac 活性を制御する可

能性を考えた。また最近、β2-chimaerin は

上皮増殖因子（EGF）および血小板由来増殖

因子（PDGF）の刺激に応答して Rac 活性を制

御することが報告されている。増殖因子に応

答した DGKγによるβ2-chimaerin の活性制

御機構の解明を目的として解析を行う。 

 

(2) EGF 刺激によって DGKγとβ2-chimaerin

の相互作用が促進することが明らかとなっ

たため、さらに詳細にその相互作用のメカニ

ズムの解明を行う。EGF 刺激により細胞内 DAG

濃度および活性酸素濃度が上昇することが

報告されている。我々は、DAG アナログであ

るホルボールエステルと過酸化水素で細胞

を 刺 激 す る と 、 相 乗 的 に DGK γ と β

2-chimaerin の相互作用が増強されることを

見出した。DGKγとβ2-chimaerin の相互作用

におけるホルボールエステルと過酸化水素

の役割を見つけ出すことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養および発現̶COS7 細胞に DGKγ

とβ2-chimaerin をコードするプラスミドを

トランスフェクトし、EGF、ホルボールエス

テルまたは過酸化水素で刺激を行った。 

 

(2) Rac-GTP 定量̶細胞溶解液に GST と融合し

た PAK 1 の p21-binding domain とグルタチ

オンセファロースを加えインキュベートし

た。沈降した Rac-GTP は抗 Rac１抗体を用い

たウェスタンブロッティングで検出した。 

 

(3) 免疫沈降実験̶細胞溶解液に抗体を加え

インキュベートし、プロテイン A/G アガロー

スを加えさらにインキュベートした。ビーズ

を洗浄した後、ウェスタンブロッティングに

用いた。 

 

(4) 蛍光顕微鏡観察̶蛍光タンパク質を細胞

に発現させ刺激を行い、共焦点レーザー顕微

鏡で観察した。 

 

(5) 亜鉛濃度測定̶C1 ドメインを含むタンパ

ク質を大腸菌で発現させアフィニティー精

製し、ホルボールエステルまたは過酸化水素

とインキュベートした。FluoZin-3 により遊

離した亜鉛濃度を測定した。 

 
４．研究成果 

(1)① COS7 細胞に DGKγとβ2-chimaerin を

発現させ EGF 刺激を行い、Rac1 活性に対する

影響を見た。DGKγはβ2-chimaerin と共発現

させたとき、EGF 刺激依存的に Rac1 活性を抑

制した。またβ2-chimaerin と共発現しない

ときには、DGKγはRac1活性に影響を及ぼさ

なかった。 

 

(1)② DGKγとβ2-chimaerin を共発現させ

た COS7 細胞を、EGF 刺激し DGKγを免疫沈降

したところ、β2-chimaerin の共沈降が見ら

れた。DGKγとβ2-chimaerin の相互作用の程

度は、EGF 刺激後 2 分で最大となり、10 分後

までには元のレベルに戻った。これらの結果

から EGF シグナルによって、DGKγとβ

2-chimaerin の相互作用はダイナミックに制

御されることが示された。 

 

(1)③ COS7 細胞に GFP-DGKγと DsRed-β

2-chimaerin を発現させ、蛍光顕微鏡で観察

を行った。EGF 刺激によりβ2-chimaerin は

細胞膜へと移行した。さらに DGKγを発現さ

せることにより、β2-chimaerin の細胞膜へ

の移行が増強された。 

 

(1)④ 以上より、EGF 刺激により DGKγとβ

2-chimaerin は細胞膜で相互作用し、DGKγが

β2-chimaerin を活性化することが考えられ

た。以下にモデル図を示す。 



図１ DGKγのβ2-chimaerin 活性化機構 

 

 

(2)① COS7 細胞に DGKγとβ2-chimaerin を

発現させ、ホルボールエステルと過酸化水素

で細胞刺激を行った。DGKγを免疫沈降した

ところ、ホルボールエステルおよび過酸化水

素刺激でβ2-chimaerin の共沈降が見られ

た。興味深いことに、ホルボールエステルと

過酸化水素の効果は相乗的であった。 

 

(2) ②  COS7 細 胞 に DGK γ と 開放型β

2-chimaerin 変異体を発現させたところ、ホ

ルボールエステルと過酸化水素の相互作用

に対する相乗効果は消失した。すなわち、過

酸化水素のみの刺激により、DGKγと開放型

β2-chimaerin 変異体は強く相互作用した。

また選択的な亜鉛キレーターである TPEN で

細胞を処理することにより、過酸化水素の効

果を模倣することができた。 

 

(2)③ 精製した DGKγとβ2-chimaerin のリ

コンビナント蛋白質を過酸化水素とインキ

ュベートすると、C1 ドメインからの亜鉛の遊

離が確認された。 

 

(2)④ DGKγとβ2-chimaerinの段階的にドメ

インを削除した変異体を用いた解析から、

DGKγの触媒部位N末端側とβ2-chimaerinの

SH2およびC1ドメインが相互作用することが

分かった。またその相互作用は、チロシンリ

ン酸に非依存的であった。 

 

(2)⑤ 以上より、DGKγとβ2-chimaerin の相

互作用には、β2-chimaerin の DAG/ホルボー

ルエステルによる開放型への変換と C1 ドメ

インからの亜鉛の遊離が重要であることが

明らかとなった。以下にモデル図を示す。 

 

図２ DGKγとβ2-chimaerin の相互作用機構 
 

 

(3)① β2-chimaerin は乳がん細胞において

発現が減少していることが報告されている。

またβ2-chimaerin は Rac 活性を抑制するこ

とにより、細胞の遊走を阻害することも知ら

れている。今回の研究により、DGKγがβ

2-chimaerin を活性化することが明らかとな

り、DGKγのがん抑制因子としての役割が示

唆された。 

 

(3)② DGKγはβ2-chimaerin と同様に小脳

での発現が高いことが知られている。また

Rac は神経細胞の成長円錐形成に重要な役割

を果たしている。DGKγの神経細胞における

働きも非常に興味深く、今後の検討課題であ

る。 
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