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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト疾患（循環器疾患や精神疾患等）の発症に関わる低分

子量GTPase Rhoファミリーシグナル伝達系分子の同定とその分子基盤を明らかにすることを
目的としている。Rho ファミリーメンバーの Racの活性抑制因子である ARHGAP9の PH ド
メイン中に存在するSNP (Ala370Ser) が薬物誘発性冠攣縮と関連が認められることを見出し、
SNPによって細胞接着や遊走能に差が生じることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify and characterize the disease-related 
genes involved in Rho family small GTPase signaling pathways to understand the 
pathogenesis of cardiovascular diseases and mental disorders.  We found that the SNP 
(Ala370Ser) within PH domain of ARHGAP9, which is a negative regulator of Rac, was 
associated with a significant risk of coronary artery spasm.  The Ala370Ser polymorphism 
counteracted ARHGAP9-reduced cell migration, spreading and adhesion, suggesting that it 
results in a critical difference in ARHGAP9 function.  
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１．研究開始当初の背景 
 個体発生や組織の再構築、癌細胞の浸潤、
循環器疾患等においては、細胞形態や細胞接
着のダイナミックな再構築と細胞の収縮や
遊走が重要な役割を果たしている。このよう
な過程には空間的位置情報と時間情報が細
胞内に伝達・統合され、細胞骨格分子、接着
分子が再構築されることが必須である。低分
子量 GTPase Rho ファミリーがこの過程に

重要な役割を果たすことは知られていたも
のの、疾患の発症や進展過程における詳細な
分子メカニズムには不明の部分が多かった。 

 申請者らは、平成 18，19 年度の基盤研究
（Ｃ）においてRhoファミリー分子およびRho
ファミリーの活性制御因子の３８遺伝子（特
にアミノ酸置換を伴う 57 SNPs）について解
析を行い、薬物誘発性冠攣縮と関連が認めら
れる候補遺伝子（ARHGAP9 A370S）を見出し
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た。これは、冠攣縮性狭心症（異型狭心症）
の診断に用いられるアセチルコリン等の負
荷試験により、冠動脈に攣縮が認められた群
と認められなかった群を比較した結果によ
る。冠攣縮性狭心症は日本人に多いとされ、
突然死の原因ともされている。しかし、この
時点では ARHGAP9 の生理機能や SNP の影響に
ついてはほとんどが明らかにされていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 前述の研究成果を基盤として、平成 20~22
年度の基盤研究（Ｃ）においては ARHGAP9 の
生理機能や疾患への関与、SNP の影響などを
明らかにすることを目的とした。さらに、他
のRho ファミリー関連分子についても疾患へ
の関わりについて解析を試みることとした。 

 
３．研究の方法 
 通常、冠動脈にアセチルコリンを作用させ
ると血管内皮細胞に作用して血管の弛緩が
起こるが、アセチルコリンが血管の収縮を起
こすことがある。これは、血管内皮が障害さ
れてアセチルコリンが平滑筋に直接作用す
る、あるいは血管内皮の NO 産生能が低下し
ている、などの理由が考えられているが、そ
の実体については不明の部分も多い。薬物誘
発性冠攣縮との関連が認められたARHGAP9 は
Rho ファミリーの不活性化因子であり、保存
された GAP ドメイン（Rho ファミリーの不活
性化を担うドメイン）と共に SH3 ドメインと
PH ドメインから構成されている(図１)が、詳
細については殆ど明らかにはされていない。 

（図１：ARHGAP9 のドメイン構造と SNP の位置） 

 
 Rho/Rac/Cdc42 は低分子量 GTPase Rho フ
ァミリーのメンバーであり、アクチンや微小
管などの細胞骨格や細胞接着を制御するこ
とが知られている。ARHGAP9 の 370 番目のア
ラニン型とセリン型の変異体を作製し、生化
学的および細胞生物学的な解析を行った。PH
ドメイン内の変異であるので、脂質との親和
性や細胞内局在、ダイナミクスに差があるか
どうかも検討した。in vitro および in vivo
で Rho/Rac/Cdc42 GAP 活性に差があるかどう
かも検討した。さらに、細胞にアラニン型と
セリン型のそれぞれを過剰発現させて細胞
の形態や接着性、運動性に差があるかも検討
した。 
 また、ARHGAP9 以外にも疾患への関連が示
唆されているRho ファミリーシグナル系分子、

特にキナーゼについて解析を行った。 
 
４．研究成果 

(1) ARHGAP9 の性状解析 
 ARHGGAP9 は血球系に特異的に発現が認め
られた。ARHGAP9 は、Rho ファミリー活性を
抑制する GAP ドメインと SH3 ドメイン、PH ド
メインから構成される。Ala370Ser のアミノ
酸置換を生じる SNP は、脂質や蛋白質との相
互作用に関わるPH ドメインの中に位置する。
まず、SNP によって遺伝子発現に差があるか
を、血液サンプルを用いた RT-PCR により検
討したところ、mRNA の発現レベルに顕著な差
は認められなかった。 
 ARHGAP9 は in vitro で Rho ファミリーメン
バーの中でも Rac と Cdc42 特異的に活性抑制
効果があることが報告されていた。そこで、
細胞内においても同様の特異性を示すか、
COS7 細胞を用いて検討したところ、COS7 細
胞において ARHGAP9 は Rac の活性を抑制した
が Cdc42 や Rho の活性は抑制しないことを見
出した。Rac のアイソフォーム(Rac1 と Rac2)
に対してはいずれに対しても効果を示した。
また HeLa 細胞やマクロファージ様細胞であ
る RAW264 細胞に ARHGAP9 を発現させると細
胞の接着能や運動能が低下した。このことは、
Rac が細胞接着や細胞運動に必須の機能を持
つこととよく一致する。さらに SNP によるア
ミノ酸置換が細胞接着能や運動能に影響を
与えるかどうかを解析したところ、370Ala 型
の方が 370Ser 型より接着能・運動能に対す
る抑制効果が強かった(図２)。このことは
370Ser 型を有する白血球やマクロファージ
は 370Ala 型より高い接着能・運動能を持つ
ことを示唆する。冠攣縮が認められた群では
370Ser 型の出現頻度が有意に高く、マクロフ
ァージ等の接着能・運動能の違いが血管内皮
機能の障害に影響している可能性が考えら
れる。 

（図２：HeLa 細胞の接着能に及ぼす影響） 

 
370 番目のアミノ酸置換の生理的意義を詳細



 

 

に検討するために、まず SNP の存在する PH
ドメインに注目し、PH ドメインの脂質に対す
る特異性を調べた。その結果、ARHGAP9 の PH
ドメインは PI(4,5)P2 と PI(3,4,5)P3 に高い
親和性を示した。SNP に伴うアミノ酸置換に
より脂質への結合能に変化があるかを検討
したが、370Ala 型と 370Ser 型の間で顕著な
差は無かった。さらに、ARHGAP9 の SNP が血
球系細胞や HEK293 細胞を用いた再構成系に
おいて活性酸素種の産生に影響を及ぼすか
についても検討したが、顕著な差は認められ
なかった。370 番目の多型の生理機能への影
響については今後のさらなる解析が必要で
ある。 

(2) Rho ファミリーシグナル系のキナーゼの
基質の探索 

 Rho とそのエフェクターであるRho-kinase
の異常な活性化が冠攣縮の原因となりうる
ことが示唆されている。しかしながら、なぜ
Rho/Rho-kinase の活性が冠攣縮部位で高く
維持されるのか、その分子基盤についてはほ
とんど明らかにされていなかった。本研究で
は血管平滑筋細胞においてRho-kinaseがRho
の不活性化因子である p190RhoGAP をエンド
セリンなどのアゴニスト依存的にリン酸化
することを見出した。Rho-kinase によるリン
酸化により p190RhoGAP の活性が抑制される
というポジティブフィードバックループ(図
３)の存在を示唆するデータを得ており、こ
の機構によって Rho/Rho-kinase の活性が高
く維持されうるのではないかと考えている。 

（図３：Rho 活性化のポジティブフィードバックループ） 

 上述の Rho-kinase を含む Rho ファミリー
の下流のキナーゼの基質の網羅的探索と同
定を行った。Rho ファミリーの下流には
Rho-kinase 以外にも PAK, aPKC など複数のキ
ナーゼが存在し、それぞれ疾患への関与が示
唆されている。Rho ファミリーとこれらのキ
ナーゼがどのように疾患の発症や進展に寄
与するかを解析するために、プロテオミクス
の手法を用いて基質の探索を試みた。
Rho-kinase, PAK7, aPKC, PKN についてそれ
ぞれ多数の新規基質候補を得ており、さらに

その一部については in vitro でのリン酸化
を確認した。Rho-kinase については細胞骨格
を構成する分子が、また PAK7 については低
分子量 GTPase の活性化因子や活性抑制因子
が多数得られ、それぞれのキナーゼの機能を
予測する上で有用な情報であると考える。 
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