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研究成果の概要（和文）：RH-RhoGEF ファミリーの一員である p115RhoGEF (guanine 
nucleotide exchange factor for Rho)は、核内に移行して蛋白複合体を形成し、HL60白血病細
胞株の分化に関与している。 
 
研究成果の概要（英文）：The signal through p115RhoGEF in the nucleus, collaborating with the 
canonical Gα13~p115RhoGEF~RhoA pathway at the plasma membrane, may regulate the 
differentiation of HL60 cells. 
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
2009年度 1,200,000	 360,000	 1,560,000	 

2010年度 1,300,000	 390,000	 1,690,000	 

2011年度 1,000,000	 300,000	 1,300,000	 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,500,000	 1,050,000	 4,550,000	 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：小児血液学 
 
１．研究開始当初の背景 
Leukemia-Associated	 RhoGEF	 (LARG)は、Gα

サブユニットの内因性 GTP 水解活性を促進す

る	 RGS(Regulator	 of	 G	 protein	 Signaling)	 

Homologyドメイン	 (RH)を有するRho活性化

因子(RH-RhoGEF)の一員である。私たちは、

LARG が、三量体 G 蛋白質の一つ、G12 ファミ

リー(G12/G13)によって直接活性化され、低

分子量G	 蛋白質Rhoのグアニンヌクレオチド

変換を促進するとともに、Ga サブユニットを

不活化することを既に報告している。このよ

うに、LARG は G 蛋白質共役型受容体(GPCR)

のある膜近傍で機能するものと一般に考え

られていた。Leukemia-Associated	 RhoGEF	 

(LARG)は、元来、急性骨髄性白血病患者より、

mixed	 lineage	 leukemia	 (MLL)と融合蛋白を

形成するパートナーとして同定された。MLL

融合遺伝子の発現は小児白血病の 70%にみ

られ、非常に予後不良であることが知られ

ている。MLL 融合タンパクは造血幹細胞の
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みでなく、分化した白血球にも本来を持た

ない自己複製能や幹細胞様遺伝子発現プロ

グラムを与え、白血病幹細胞化させる。50

種ほどの融合パートナーの多くが DNA 結合

蛋白であり、その解析は進んでいるが、LARG

の様な本来細胞質にあると思われる蛋白の

核における意義については不明な点が多か

った。一方で、私たちは、独自に作成したポ

リクロナール抗体を用いた蛍光免疫細胞染

色により、LARG が核内にも存在することを見

いだしていた。実際、他の RhoGEF または RGS

蛋白も、細胞質—核シャトリングをおこし、

核において転写制御に関わることも示唆さ

れている。そこで、LARG 自身が造血細胞の

分化・自己複製機能に関する遺伝子発現調節

に核内で何らかの機能を果たしているので

はないかと仮説を立てた。	 

	 

２．研究の目的 
そこで、本課題では LARG の核内機能とその

標的分子の同定を目標として研究を開始し

た。経過中、HL60 細胞株においては、LARG

ではなくそのホモログの p115RhoGEF が重要

な役割を果たしていることが解ったため、

p115RhoGEF の核内機能を中心に解析した。特

に次の 2点、	 

（1）	 LARG の細胞質—核シャトリング制御

機構の解明	 

（2）LARG の核内標的分子の同定・核内機

能の解析	 

明らかにして、p115RhoGEF の HL60 細胞の分

化における役割を明らかにするのが目的で

ある。 
３．研究の方法 
p115RhoGEF 抗体を用いたショットガンプロ

テオミクスによる核内標的分子の同定と、形

成される複合体の分子生物学的・生化学的な

解析が軸となった。	 

（1）	 実験モデルとして、HL60 白血病細胞

の ATRA や PMA による好中球や、マクロファ

ージへの分化系のシステムを用いる。	 

（2）	 p115RhoGEF 特異的・高親和性モノク

ローナル抗体の開発	 

（3）	 p115RhoGEF の核内標的分子の同定：	 

1 で得られたモノクローナル抗体を用いて、

高感度免疫沈降法による、核内 LARG 蛋白複

合体の LC-MS 解析（ショットガンプロテオミ

クス）をして、核において LARG と複合体を

形成している分子を同定する。	 

（4）	 p115RhoGEF の細胞質—核シャトリン

グ制御機構の解明：生化学的な実験におい

ては細胞分画法により、細胞質と核成分を

分離する。それぞれの細胞分画成分につい

てショットガンプロテオミクスを行い、比較

することで、核内 p115RhoGEF の蛋白質修飾

の同定を行う。修飾や部位が同定されれば、

点変異体を作製して、細胞に強制発現して、

細胞内局在を蛍光免疫細胞染色等を行い観

察する。	 

（5）	 レ ン チ ウ イ ル ス を 用 い て 、

p115RhoGEFをHL60細胞に強制発現させたり、

ノックダウンすることで、HL60 細胞の分化に

及ぼす影響を、フローサイトメトリーを用い

て解析する。	 

	 

４．研究成果	 

私達は、“RH-RhoGEF 自身が、直接細胞悪性化

に関与する”	 という仮説を立て、白血病細

胞 HL60 の分化誘導系を用いて今まで不明で

あった RH-RhoGEF の核内標的分子の同定と核

内機能解析を遂行した。その結果、RH-RhoGEF

が HL60 細胞分化を誘導する事を見い出した。

（１）	 HL60 細胞の分化誘導時に、核と細胞

質で p115RhoGEF の著明に蛋白発現が増加し

た。	 

（２）内因性 RH-RhoGEF を認識できる高感度



特異的なモノクローナル抗体を」開発した。

（３）ショットガンプロテオミクスによる

RH-RhoGEF の新たなターゲットを同定した。

（４）核内 RH-RhoGEF が、転写抑制因子 RFP

（	 Ret	 Finger	 Protein、TRIM27）、細胞増

殖抑制作用を持つと考えられている PML	 

(Promyelocytic	 Leukemia、TRIM19)と分化

に応じて動的な蛋白複合体を形成する可能

性が示唆された。	 

（５）RH-RhoGEF の HL60 細胞への強制発現に

より分化促進作用を観察した。	 

（６）HL60 細胞分化に応答して修飾される

p115RhoGEF のリン酸化部位の同定、リン酸化

による細胞質—核シャトリング制御機構につ

いて明らかにすることができた。	 

今後、RH-RhoGEF の急性骨髄性白血病細胞分

化促進機構のより詳細な分子機構の解析が

できれば、新しい分化誘導療法の開発のため

の低分子化合物の開発に発展できると考え

る。	 
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