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研究成果の概要（和文）：

これまで、我々は、種々の細胞において、三量体Ｇ蛋白質による Rho ファミリーG 蛋白質の
活性化機構の存在を示してきた。この機構解明には三量体Ｇ蛋白質シグナルによる Rho ファミ
リーG 蛋白質に特異的な GTP-GDP 交換反応促進因子（RhoGEF）の活性化機構の解明が重要
であると考え、本研究ではかずさ DNA 研究所のデータベースにある RhoGEF の遺伝子クロー
ン中、三量体 G 蛋白質サブユニット（G）により活性化される RhoGEF 分子として同定し
たFLJ00018と相互作用する生体分子の同定とその生理機能について解析を進めた。その結果、
FLJ00018 のもつ Pleckstrin homology(PH)ドメインには、ホスファチジルイノシトール(4,5)
ビスリン酸を含むいくつかのイノシトールリン脂質とホスファチジン酸が結合することが明ら
かになった。このことから、この FLJ00018 の活性制御にはリン脂質代謝経路が密接にかかわ
ることが分かり、その代謝酵素であるホスホリパーゼ C やホスホリパーゼ D2 との共発現によ
り、FLJ00018 の活性抑制が見られた。このことから、ホスファチジルイノシトール(4,5)ビス
リン酸やホスファチジン酸との相互作用が活性制御に働いていることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：
Rho family GTPase-specific guanine nucleotide exchange factors of Dbl family regulate a

variety of cellular events including cytoskeletal arrangement, signal transduction, and
gene expression through activation of Rho family GTPases. FLJ00018/CLG/PLEKHG2 is a
guanine nucleotide exchange factor (GEF) for Rho family of small GTPases and Dbl homology
(DH), Pleckstrin homology (PH) domains. FLJ00018 possesses a region that binds to
heterotrimeric GTP-binding protein subunits. This interaction activates the GEF activity of
FLJ00018, and thereby enhances serum response element (SRE) dependent gene transcription and
affects cell spreading. In this research project, we have examined the functional significance of
the PH domain of FLJ00018. We show here that the PH domain of FLJ00018 interact to
phosphoinositide containing PtdIns(4,5)P2, PtdIns(3,4,5)P3 and phosphatidic acid.
Phosopholipase C and phospholipase D regulate FLJ00018 functions through the PH domain.
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１．研究開始当初の背景
近年、三量体 GTP 結合蛋白質（G 蛋白質）

共役型受容体の刺激により、細胞形態が制御
を受けることが報告されている。この過程で、
アクチン細胞骨格制御に関わることが知ら
れている低分子量 G 蛋白質の一種である
RhoファミリーG蛋白質を介したシグナルが
関与していることも知られている。三量体 G
蛋白質により、どのように Rho ファミリー低
分子量 G 蛋白質が制御されるのかについて
は、Rho ファミリーG 蛋白質特異的に働く
GDP-GTP 交換反応促進因子 (RhoGEF)や
GTPase activating protein(RhoGAP)などの
関与が考えられた。我々は、三量体 G 蛋白質
サブユニット (G)により活性化される
RhoGEF の 同 定 を 試 み 、
FLJ00018/PLEKHG2/clg を同定した。この
FLJ0018 は、Gと直接相互作用し、Rho ファ
ミリーG 蛋白質の中の、Rac や Cdc42 を活性
化させることが明らかになった。しかし、そ
の詳細な制御機構は不明であった。

２．研究の目的
我々が同定した FLJ00018 は、Rho ファミ

リ ー G 蛋 白 質 の 活 性 化 に 関 わ る Dbl
homology (DH) ドメインや生体膜との相互
作用に関わるとされる pleckstrin homology
(PH)ドメイン以外に既知のドメインはいま
のところなく、どのような機序で活性制御が
なされるのかについては不明であった。本研
究では、PH ドメインと C 末端に存在する
PDZ ドメイン含有蛋白質相互作用配列に着
目し、その機能について、明らかにすると共
に、その他 FLJ00018 と相互作用する分子に
ついて明らかにすることを目的とした。

３．研究の方法
FLJ00018 ワイルドタイプ(wt)、FLJ00018

の PH ドメイン欠損変異体(PH)、及び、PH
ドメイン(FLJ00018PH)発現プラスミドを作
製した。脂質代謝酵素として、ホスホリパー
ゼ C 及びホスホリパーゼ D の発現プラスミ
ド を 調 製 し た 。 ま た 、 FLJ00018 及 び
FLJ00018 と同様に Gと直接相互作用し、
活性化することが知られている P-Rex1 の PH
ドメインを GST 融合蛋白質として、調製する
ため、発現ベクターを調製し、それを用い、
大腸菌からそれぞれの蛋白質を調製した。
RhoGEF の活性化の指標としては、 serum
response element 依存的な転写活性を測定し、
その上昇の度合いを指標とした。具体的には、

HEK293 細胞に必要な遺伝子を共発現させ、
dual luciferase assay を使用し、測定した。ま
た、NIH3T3 細胞を用い、各種遺伝子を導入
した細胞における FLJ00018 の局在等につい
て蛍光顕微鏡を用い観察した。
FLJ00018 の PH ドメインがどのようなリン脂
質と結合するかについて、PIP stripを用い、
各種イノシトールリン脂質との相互作用に
ついて検討行った。

４．研究成果
(1)FLJ00018 の PH ドメインの機能

FLJ00018WT と Gを共発現させた場合は、
SRE 活性は顕著な有意に上昇した。それに対
して、FLJ00018PH では、その活性上昇は
見られず、FLJ00018WT のみを発現させた細胞
で見られていた活性も認められなかった。こ
のことから、他の RhoGEF でも言われている
ように、その活性には PH ドメインが必要で
あることが分かった。また、FLJ00018WT と
Gさらに FLJ00018PH を共発現させた細
胞では、SRE 活性上昇が、有意に抑制された。
このことから、FLJ00018wt 内にある PH ド
メ イ ン の 働 き を 、 過 剰 に 発 現 し た
FLJ00018PH が阻害することにより、活性が
抑制されたと考えられた。この点からも、
FLJ00018のRhoGEF活性化にはPHドメイ
ンが必要であることが示唆された。

図 1. PH ドメイン欠損変異体（PH）では、活

性低下が見られる。（未発表データ）

一般的に、PH ドメインは、イノシトール
リン脂質と結合することが知られている。そ
こで、FLJ00018 が持つ PH ドメインがどの
ようなイノシトールリン脂質と相互作用す
るのかについて、種々のイノシトールリン脂
質が塗布されたPIP stripを用い検討行った。



そ の 結 果 、 FLJ00018PH に は 、
phosphatidylinositol(4,5)bisphosphate(PIP
2),phosphatidylinositol(3,4,5)tisphosphate(
PIP3)などが相互作用することが明らかにな
った。また、phosphatdic acid(PA)も相互作
用することが明らかになった。一方、
FLJ00018 と同様に Gと直接相互作用し、
活性化することが知られている P-Rex1 の PH
ドメイン(P-Rex1PH)は、FLJ00018PH とは異
なり、３位にリン酸基が結合したイノシトー
ルリン脂質が主に相互作用することが明ら
かになった。この結果は、P-Rex1 が PIP3 依
存的に活性化することと一致している。これ
らの結果から、FLJ00018 は、PIP2 や PA と生
体膜上で相互作用することが考えられ、リン
脂質代謝により、その活性が制御される可能
性が考えられた。

そこで、次にイノシトールリン脂質代謝と
の関係を調べるため、代謝酵素としてイノシ
トールリン脂質特異的ホスホリパーゼ Cβ
(PLC)及び PA 産生酵素としてホスホリパー
ゼ D の２種類にアイソザイム（PLD1 及び
PLD2）との関係について検討した。その結果、
FLJ00018 と PLCとの共発現により、SRE 活
性上昇が有意に抑制された。これは、細胞膜
上の PIP2 が減少し、FLJ00018 と膜との相互
作用が弱まったためと考えられた。さらに、
PLD1 及び PLD2 のそれぞれと FLJ00018 を共
発現した細胞について、PLD1 との共発現で
は、SRE 活性については大きな変化は認めら
れなかった。一方、PLD2 との共発現では、
SRE 活性に有意な抑制が見られた。これらの
結果は、一般的に活性化型と考えられている
PLD2 の存在下で、PA が産制され、その PA
が FLJ00018 と相互作用することにより、SRE
活性が抑制されたと考えられた。
以上の結果から、FLJ00018 は、分子内に存

在する PH ドメインを介して、生体膜に存在
する PIP2 などのイノシトールリン脂質なら
び PA と相互作用することにより、その
RhoGEF 活性が制御される。その制御につい
ては、PLC や PLD などのリン脂質代謝酵素
の活性が密接に関係していることが明らか
になった。（この結果についての論文は、現
在投稿準備中である。）

(2)FLJ00018 の PDZ ドメイン含有蛋白質結
合モチーフの機能

FLJ00018 の C 末端には、PDZ ドメイン含
有蛋白質結合モチーフに類似の構造が存在
する。本研究のもう一つの研究目的として、
この部位に結合する PDZ 含有蛋白質を同定
することを試みた。

FLJ00018wt と５種類の PDZ 含有蛋白質を
共発現させ、免疫沈降法により、相互作用す
る蛋白質の同定を試みた。その結果、PSD-95
が強く結合することが示唆された。さらに、
PSD-95 と FLJ00018wt 及び Gを共発現させ

た細胞での SRE 活性は、FLJ00018wt と G
を共発現させた細胞に比べ、有意に減少した。
この結果から、FLJ00018 の C 末端に存在す
る PDZ ドメイン含有蛋白質結合モチーフを
介して、結合する PDZ 含有タンパク質により、
FLJ00018 の活性が調節される可能性が示唆
された。しかし、現在、ヒトの PDZ 含有蛋白
質は、約 200 あると考えられていることから、
もう少し網羅的に本当のリガンドとなる
PDZ 含有蛋白質を同定する必要があると考
えられ、現在検討中である。
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