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研究成果の概要（和文）： 
急性骨髄性白血病(AML)患者の 75%程度は一時的に寛解を得るが、高率に再発するため長
期無病生存率は 20-30%と低い。造血幹細胞の生存には血管周囲細胞、骨芽細胞を中心と
した骨髄ニッチへの接着が必須であることが報告されている。白血病細胞は骨髄ニッチに
接着することにより化学療法抵抗性を獲得していることが示唆されている。研究代表者ら
は平成 19-20年度基盤研究 Cにおいは血球特異的 GTPase RhoH低発現は AMLの全生存
率と無病生存率において独立した予後不良因子であることを明らかにした。RhoH が Rac
のインヒビターであること、Racは悪性腫瘍で活性化していることを考え合わせると,Rac
活性が高いことが腫瘍残存に影響する可能性が示唆された。RhoHが Racを不活性化する
メカニズムについては詳細不明であったが、今回我々は GST-RhoHを baitとして、血小
板細胞質画分を用いたアフィニティクロマトグラフィーを行い、LC/MS/MS を用いて
RhoHエフェクターの同定を試みた。その結果 RhoHの新規エフェクター候補の一つとし
て T cell activated GAP (TAGAP)を同定した。TAGAPは活性型 RhoHに特異的に結合し、
細胞内の Racを不活性化した。RhoHは TAGAPの GAPドメインに結合する事が明らか
になった。以上のことから白血病細胞の接着、生存の key moleculeである Racの上流制
御機構が明らかになりつつある。 
研究成果の概要（英文）： 
Rho GTPases have been widely studied because they are critical regulators of cellular 
signaling mediated by G-protein-coupled receptors, tyrosine kinase receptors and 
integrins. RhoH, a member of the Rho family, is specifically expressed in the 
hematopoietic cells, including bone marrow progenitor, differentiated myeloid and 
lymphoid cells.  RhoH antagonizes Rac, however, the molecules that inactivate Rac 
downstream of RhoH have not been identified.  Here we perform GTP-RhoH affinity 
column chromatography.  Using triple quadrupole liquid chromatography tandem 
mass spectrometer, 83 different proteins associated with active RhoH were identified.  
They include Rho GTPase activating proteins (RhoGAP), serine/threonine kinases, 
phosphatidylinositol kinases, and others.  Among them, we focused on T-cell 
activation RhoGTPase activating protein (TAGAP), which is specifically expressed in 
the hematopoietic cells.  TAGAP binds to RhoH through its GAP domain.  
Expression of both full length and GAP domain of TAGAP effectively deactivates Rac, 
whereas GAP domain deleted TAGAP did not.  These results suggest that RhoH 
negatively regulates Rac through TAGAP. 
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(AML)患者の 75%程度は
一時的に寛解を得るが、高率に再発するため
長期無病生存率は未だに 20-30%と低い。造
血幹細胞の生存には血管周囲細胞、骨芽細胞
を中心とした骨髄ニッチへの接着が必須で
あることが報告されている。我々の検討では
造血幹細胞と白血病幹細胞はニッチを共有
している可能性があり、白血病細胞は骨髄ニ
ッチに接着することにより化学療法抵抗性
を獲得していることが示唆されている。Rac
は Rho family Small GTPase であり、イン
テグリンを介した細胞―細胞外マトリックス
接着、CD44の engagement, SDF-1α/CXCR4、
SCF/C-kit系、古典的Wnt経路、さらにカド
ヘリンを介した細胞ー細胞間接着によって
活性化され、細胞骨格、転写活性、細胞の生
存、細胞周期調節等を制御している。つまり
白血病細胞―骨髄ニッチ間の成長因子、細胞
接着からの多彩なシグナルを中継、伝達する
重要な分子スイッチが Rac である。Rac は
GTP 結合型(活性型)と GDP 結合型（不活性
型）の間をサイクリングしており、その間の
変換を亢進することにより Rac を活性化す
る分子群がグアニンヌクレオチド変換因子
(GEF) であり、不活性化する分子群が
GTPase activating protein (GAP)である。研
究代表者は平成 19-20年度基盤C研究でRho 
family GTPase RhoHの発現を AML90例に
つき測定し、 RhoH遺伝子低発現群で AML
の予後が有意に不良であること、多変量解析
によりRhoH遺伝子低発現は全生存率と無病
生存率において独立した予後不良因子であ
ることを明らかにした。RhoHが Rac活性の
インヒビターであること、Racは悪性腫瘍で
活性化していることを考え合わせると,Rac
活性が高いことが腫瘍残存に影響する可能
性がある(Iwasaki T, Katsumi A et al, Eur J 
Haematol. 2008)。哺乳類では既に Rho 
family GTPase に対して約 69 種類の GEF,
約 80種類の GAPが同定されている。このう
ち何が白血病(幹)細胞において主流かという
ことについては結論が出ておらず、それを明
らかにする事で Rac 上流を標的とした白血
病治療の基盤となりうるものと考えられた。 
  
２．研究の目的 

血球細胞における Rac 活性制御メカニズム
を解明することで白血病治療応用への基盤
とする事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(i) 廃棄ヒト血小板製剤由来凍結血小板から
細胞質画分および P2画分の調製 
凍結血小板に超音波破砕機を用い、氷冷下で
超音波破砕の後超遠心し、その上清を細胞質
画分として回収した。また得られた沈殿に
homogenize bufferを加え、4 ℃で 1時間振
盪し懸濁させた後超遠心し、油層を取り除き
得られた上清を P2画分として回収した。 
(ii) 硫安塩析による細胞質画分および P2画
分の濃縮 
細胞質画分、P2画分 1 L に対し飽和硫安を
加え、細胞質画分は終濃度 80 % 飽和、P2
画分は終濃度 60 % 飽和とした後 20,000 g、
4℃で 1時間遠心し、沈殿を 1×TEDMで溶解
した後、透析チューブに移し 100倍量の
1×TEDMで 3時間、3回透析した。得られた
透析物を100,000 g 、4℃で1時間超遠心し、
上清を濃縮細胞質画分（cyt AS 0-80画分）
または濃縮 P2画分（P2 AS0-60）として回
収した。 
(iii) GST-RhoHおよびその変異体の大腸菌
による発現 
 プラスミド pGEX-2TK-RhoH、
pGEX-2TK-RhoH T36Aを塩化カルシウム
法により Rosetta gami TM 2 Competent 
Cellsに導入し、GST-RhoHおよびその変異
体の融合タンパク質を発現、精製した（図１）。 
(iv) アフィニティーカラムクロマトグラフ
ィー  
GST, GST-RhoH, GST-RhoH-T36A (エフェ
クタードメイン変異体)を Gluthatione 
sepharoseカラムに固層化し、(ii)で精製した
ヒト血小板細胞質画分、P2画分をカラムに
加え、洗浄の後溶出した。溶出サンプルを
LC-MS/MSショットガン法により活性化
RhoHのみに結合する分子群を同定した（図
２）。 
 
４．研究成果 
MS および MS/MS データをもとに、
Swiss-Prot、NCBI 等のデータベースを検索
して新規エフェクター分子を同定した。解析



 

 

結果のうち、細胞質画分および P2 塩溶出画
分から GST、不活性型 GST-RhoH T36Aを
リガンドとした場合に検出されたタンパク
質を非特異的結合タンパク質として除外す
ると、同定されたタンパク質は 83 種類およ
び 68 種類であった。同定されたタンパク質
を機能別により分類すると、主に Rho family 
GAP、ERM タンパク質、serine/threonine 
kinase、phosphatidylinositol kinases、その
他のタンパク質の 5群となった。また、Rho 
family GAP 群として TAGAP および
ARHGAP18が同定された。ERMファミリー
タンパク質群としては、エズリン（ezrin）お
よびラディキシン（radixin）が同定された。
TAGAP は活性型 RhoH に特異的に結合し、
細胞内の Rac を不活性化した。RhoH は
TAGAP の GAP ドメインに結合する事が明
らかになった。以上のことから白血病細胞の
接着、生存の key moleculeである Racの上
流制御機構が明らかになりつつある。 
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図１：凍結血小板からの細胞質画分および P2

画分の精製 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
図２：LC-MS/MS の概略 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：RhoH と TAGAP の結合 
 

 
 
図４：RhoH は TAGAP を介して Rac を不活性化
する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


