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研究成果の概要（和文）：アラキドン酸リポキシゲナーゼ(LOX)は動脈硬化、血小板凝集、慢性炎症、がんの進
展などに関与する多機能蛋白である。我々はRho family GTPaseをbaitにした網羅的アフィニティクロマトグラ
フィーとそれに続くマススペクトロメトリー(LC/MS-MS)の実験系を確立し、GTP結合型の活性型活性型RhoAに特
異的に結合する複数の蛋白を同定した。そのうち12-LOXが活性型RhoAに結合を確認した。両者の直接的結合はな
く、12-LOXはforminを介して活性型RhoAに結合することが明らかになった。GTPase阻害剤による実験により、
12-LOXとの活性化依存性の結合が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Lipoxygenase (LOX) is a multifunctional protein involved in atherosclerosis,
 platelet aggregation, chronic inflammation, and cancer development. We established an affinity 
chromatography system using Rho family GTPases as bait followed by mass spectrometry (LC/MS-MS) and 
identified several proteins that bind specifically to the active form of Rho GTPase. Among them, 
12-LOX was confirmed to bind to active Rho GTPases. There was no direct binding between the two, 
indicating that 12-LOX binds to active Rho GTPases via their effectors, and experiments with GTPase 
inhibitors revealed activation-dependent binding of 12-LOX.

研究分野：血液内科学

キーワード： アラキドン酸　small GTPase　エフェクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アラキドン酸リポキシゲナーゼ(LOX)とその下流の脂質メディエーターは動脈硬化、血小板凝集、慢性炎症、が
んの進展などに関与する多機能蛋白である。LOX下流の脂質メディエーターについては活発に研究が行われてい
るが、上流の制御メカニズムについては殆ど報告がなされていない。当該研究ではALOX上流の制御メカニズムを
解明することで、血管をターゲットにした治療応用の基盤としたい。

※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、研究者個人に帰属します。



 
 
 
 
１．研究開始当初の背景 
血小板は止血血栓にとどまらず，動脈硬化・血管新生・炎症・アレルギー・がん転移等を含む
種々の病態に関与している。この多機能性は血小板が数多くの生理活性物質を貯蔵・産生し，活
性化に伴って細胞外へ放出することと関連している。その中でも血小板の粘着・顆粒からの内容
物分泌・凝集は血栓形成において不可欠なプロセスである。トロンビン、ADP、トロンボキサン
A2(TXA2)等のアゴニストはそれぞれの受容体に結合し、複数の受容体からのシグナルは G13
を介して低分子量 GTPase RhoA を活性化する。その結果①血小板の形態変化②濃染顆粒内容
物の分泌をおこす。 
血小板細胞膜から遊離したアラキドン酸は、プロスタグランジン(PG)、ロイコトルエン(LT)等
の生理活性物質に代謝される。PG、TXA2 を生成するシクロオキシゲナーゼ(COX)はよく研究
されているが、血小板にはアラキドン酸を基質とするもう１つの酵素、リポキシゲナーゼ(LOX)
が存在する。LOX には酸素添加部位の違いによって 5-LOX、12-LOX、15-LOX が知られてい
る。血小板には 12-LOXのみが発現し 12-HETE等の脂質メディエーターを産生する。12-HETE
は血小板外に分泌され、血小板活性化、顆粒分泌、血餅退縮を惹起する。阻害剤を用いた研究で
12-LOXは GPVIや FCRIIAを介した血小板活性化に重要な役割を果たしている。12-LOXの
ノックアウトマウスで血栓形成が阻害されることからも 12-LOX 経路は向血栓性に働くと考え
られている。 
我々はアフィニティクロマトグラフィーにより活性化 RhoA が 12-LOX に結合することを見
いだした。我々はさらに活性化 RhoA に特異的に 12-LOX が結合し、フォルミンファミリー蛋
白がこれを仲介することを明らかにしてきた。血小板のフォルミンはmDia1、Daam1、FHOD1
等でアクチン重合の起点となって活性化血小板の形態変化、進展、収縮を制御しているが、12-
LOXとの結合は未報告である。現在のところ 12-LOXの活性制御機構は明らかになっておらず、
また 12-LOX は血小板活性化時に細胞質から細胞膜へ輸送されるが、そのメカニズムは解明さ
れていない。さらに血小板の形態変化、濃染顆粒分泌以外の RhoAの機能は明らかになっていな
い。以上の学術的背景と、我々のこれまでの研究成果を踏まえて活性型 RhoA-フォルミンが細
胞膜近傍に効果的に 12-LOX をリクルートすることで LOX 活性を制御するという仮説を立て
た。一方で FCRIIAによる血小板凝集では IP3、ジアシルグリセロール(DAG)をセカンドメッ
センジャーとして産生する phospholipase C2(PLC2)が key moleculeである。12-LOXによる
血小板凝集には①PLC2の上流分子と 12-LOXの相互作用、②12-HETEの血小板上の受容体、
双方の重要性が報告されているが、どちらも同定されていない。以上の背景から本研究グループ
では蛋白生化学的実験、細胞生物学的実験を計画した。 
 
２．研究の目的 
１） 血小板 12-LOX の局在と活性制御における RhoA-フォルミン familyの役割の解明 
２） 血小板 12-LOX 新規結合蛋白の探索と同定 
 
３．研究の方法 
I  フォルミン(Daam1, mDia1, FHOD1)の 12-LOX 結合部位同定 
我々は既に Daam1 の N 末領域に 12-LOX の C末領域が結合することを生化学的に証明している。
血小板に発現する mDia1、FHOD1 について同様の検討をするとともに COS7 細胞での発現実験、プ
ルダウンアッセイにより 12-LOX 側、フォルミン側双方のより詳細な結合部位を同定する。 
II 12-LOX と新規結合蛋白に関する研究 
ヒト血小板 lysate を用いた液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置(LS-MS/MS)を立ち上
げ、GST-12-LOX(全長、1stLH2、2ndLH2 ドメイン)を bait にしたアフィニティクロマトグラフィ
ーに LC/MS-MS を組み合わせる shotgun プロテオミクス解析を行う。これにより網羅的に 12-LOX
への血小板における結合蛋白を同定する。新規結合蛋白を同定した場合、COS7 細胞を用いた発
現実験により直接結合を証明し、更に PLC2経路との直接の関与につき生化学的検討を行う。 
 
４．研究成果 
我々は RhoA, Rac1,Cdc42 などに加え、RhoH, Rac2 等の血球特異的 GTPase を bait にした網羅的
アフィニティクロマトグラフィーとそれに続くマススペクトロメトリー(LC/MS-MS)の実験系を
確立し、GTP 結合型の活性型活性型 RhoA に特異的に結合する複数の蛋白を同定した。そのうち
12-LOX が活性型 RhoA に結合することを見いだした。RhoA と 12-LOX を COS-1 細胞内で発現した
ところ両者の直接の結合は認められなかった。一方で RhoA エフェクターフォルミンと 12-LOX の
結合が発現実験で証明された。このことから 12-LOX はフォルミンを介して活性型 RhoA に結合
することが強く示唆された。GTPase 阻害剤による実験により、12-LOX との活性化依存性の結合
が明らかになった Rho family 分子を同定した。GTPase 阻害剤を内因性の 12-LOX が発現した細
胞に添加し、脂質メディエーター(ロイコトリエン、リポキシン、HETE など)の産生抑制を定量
する実験系を確立した。今後引き続き実験を進め、血小板における 12-LOX の活性制御機構、ま



た 12-LOX は血小板活性化時に細胞質から細胞膜への輸送機構について明らかにしたい。 
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