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研究成果の概要（和文）：我々は今回新たにGα12とp115RhoGEFのRHドメインの複合体結晶構造を決定した。先に報告
したGα13とp115RhoGEFのRHドメインの複合体構造と比較して、p115RhoGEF活性化の違いを結晶レベルで解明した。大
腸癌細胞においてがGRP受容体~Gα13~PDZ-RhoGEFシグナルが作用し、癌細胞の転移浸潤に関わっていることを明らかに
した。更に、急性骨髄性白血病細胞の分化系システムをプロテオミクス解析する事で、新規RH-RhoGEFシグナルが分化
の過程で作動していることを発見した。

研究成果の概要（英文）：RH-RhoGEFs (Rho guanine nucleotide exchange factor containing a regulator of G 
protein signaling homology domain) including PDZ-RhoGEF, p115RhoGEF, and leukemia-associated RhoGEF 
potentiated by direct binding with activated heterotrimeric G proteins G12/13 have been thought to play a 
pivotal role in malignancy progression through the small GTPase RhoA activation. Here we describe a key 
mechanism for GRPR-regulated colon cancer cell migration through the Gα13~PDZ-RhoGEF~RhoA~ROCK pathway. 
We have also found that GEF-independent function of p115RhoGEF, one of RH-RhoGEFs promotes 
differentiation of human leukemic cells. In addition, we successfully solved the crystal structure of 
Gα12 and the RH domain of p115RhoGEF. We are solving the mechanism by which p115RhoGEF is activated by 
Gα13, but not Gα12.

研究分野： 生化学

キーワード： G蛋白質　癌細胞
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１．研究開始当初の背景 
Ｇタンパク質共役受容体(GPCR)を介する細

胞情報伝達系は多様な細胞外シグナルの受

容に用いられる分子機構で、三量体型Ｇタン

パク質を介して下流のエフェクター分子の

活性を制御することによりほとんどすべて

の生理機能に関与している。現在使われてい

る薬物の半数以上が GPCR を標的とするこ

とからも明らかなように、GPCR は薬物の

標的分子としても極めて重要である。 

 特に G12/G13 を介する伝達系は、細胞の増

殖や癌化に関連が深いことが報告されてい

る。しかし、その分子機構には未だ不明の点

が 多 い 。 研 究 代 表 者 は p115RhoGEF

（RhoGTPaseに対するグアニンヌクレオチ

ド交換因子）を G12/13 の直接のエフェク

ターとして世界に先駆けて同定した

（Kozasa et al. Science 280, 2109-11, Hart et al. 

Science 280, 2112-2114, 1998）。これは全く新し

い GPCR 伝達系の発見であり、細胞外刺激

がGPCRを介してRhoGTPaseの活性を制御

する分子機構を解明した点で重要である。 

哺乳動物細胞では G12/13のエフェクター

と し て 機 能 す る RhoGEF と し て

p115RhoGEF, LARG, PDZ-RhoGEFの三種が

RGS-RhoGEF ファミリーを形成している。

これらの RhoGEF はアミノ末端に G12/13

と特異的に相互作用をする RGS (Regulator 

of G protein Signaling)ドメインを有し、この

G-RGS の相互作用が DH/PH ドメインの

構造変化をもたらしてRhoを活性化すると

考えられる。更に、G12/13-伝達系は細胞増

殖、癌細胞の転移や浸潤で重要な役割を果

たしている。野生型 G12 は、NIH3T3 の発

癌遺伝子として同定された唯一の Gサブ

ユニットであり、LARG は急性骨髄性白血

病で MLL 融合遺伝子として同定された。 

更に最近、前立腺癌、乳癌、卵巣癌などの

癌の転移浸潤に G12/13 シグナルが重要で

あることが示された。 また、 GRP, S1P な

どの G12/13 共役 GPCR の異所性過剰発現

が乳癌、大腸癌などを含む様々な癌におい

て高率に報告されている。更に、我々は 細

胞接着因子受容体のインテグリンの細胞内

ドメインと G13 の直接相互作用が RhoA

の活性化を調節して細胞接着能を制御する

ことを示した(Gong H et al.: Science  237: 

340-343, 2010) 。これにより、 細胞接着、

癌転移などに関わるインテグリン系と

G13-RhoGEF 伝達系とのネットワークがは

じめて明らかになった。 上記の結果は、

G12/13-RhoGEF シグナル伝達系が発癌、癌

転移あるいは浸潤に重要であることを強く

示唆している。 

 

２．研究の目的 

本計画では、G12/13-RhoGEF シグナル制御

の複合体の構造解析、生化学的解析、およ

び癌細胞でのプロテオミクス解析を行い

G12/13-RhoGEF 伝達系の分子機構を詳細に

理解することを目指す。 

主に以下の 3つを目的とした。 

（１）G12/13-RhoGEF の複合体の構造と

機 能 の 解 析 : 本 計 画 で は 、 G13 、

RGS-RhoGEF及びRhoの三者複合体を精製

してその結晶構造を明らかにする。G12

と G13 は相同な Gであるが機能的には

明らかな違いがある。そこで、G12 と

RGS-RhoGEF の複合体構造を決定し、G13

の複合体の構造と比較して両者の機能の差

を理解する。 

（２）RGS-RhoGEF のリン酸化修飾と機

能の解析 RhoGEF メンバーの多くはリン

酸化修飾によりその機能が制御されている

（Schmidt and Hall Genes Dev 16, 1587-1609, 

2002）。RGS-RhoGEF も細胞内でリン酸化

修飾を受け、特に LARG のチロシンリン酸

化は G12 との共役に必須である（Suzuki et 

al. PNAS 100, 733-8, 2003）。本計画では

RGS-RhoGEFの細胞内でのリン酸化修飾の



解析を行い、その機能を解明する。 

（３）G12/13-RhoGEF シグナル伝達系の

プロテオミクス解析  G12/13 あるいは

RGS-RhoGEFに対するモノクローナル抗体

を用いて、癌細胞より内在性のシグナル複

合体を免疫沈降しショットガンプロテオミ

クス解析を行い、相互作用するタンパク質

を同定する。また、G12/13 共役型の GPCR

のアゴニスト刺激に伴うシグナル複合体の

変化を解析する。 
 
３．研究の方法 

（１）G12/13-RhoGEF の複合体の構造と

機能の解析: 研究代表者は、現在までに

G12/13 単体、及び G13 と p115RhoGEF

の RGS ドメイン複合体の X-線結晶構造を

明らかにした（Kreutz et al. Biochemistry 45, 

167-74, 2006, Hajicek et al. J Biol Chem. 

286:20625-20636 (2011) この構造解析と SPR

による相互作用の解析よりG13のRGSド

メインへの結合がアロステリックに

DH/PH ドメインの構造を変化させ、

RhoGEF 活性化をもたらすことを明らかと

した（Suzuki et al. JBC 284, 500-9, 2008）。（図３）。 

今後、 更に G13-RhoGEF 伝達系を理解す

るためには、RGS, PH/DH ドメインを含む

RGS-RhoGEFとG12/13の複合体の結晶構

造を決定することが極めて重要である。 し

か し 最 近 の 実 験 か ら 、 精 製 し た

p115RhoGEF では RGS ドメインと DH/PH

ドメインの間のリンカー領域が構造上極め

て不安定なため、その結晶化を妨げている

ことが明らかとなった。そこで、p115 と

LARG についてこのリンカー領域の欠失変

異体作成し、これらの変異体について HeLa

細 胞 を 用 い て SRE (Serum Responsive 

Element) のルシフェラーゼレポーターア

ッセイ、GTP 結合 Rho の pulldown アッセ

イを行い、活性型 G13 により RhoGEF が

活性化されるような欠失変異体を選択する。

上記アッセイで選ばれた変異体について、

そのリコンビナントタンパク質を Sf9-バキ

ュロウイルス系を用いて発現精製し、

G13-RhoGEF 二 者 複 合 体 及 び

G13-RhoGEF-Rho 三者複合体を調製する。

これら複合体について結晶条件のスクリー

ニングを行い、X-線結晶構造を決定する。

（２）RGS-RhoGEF のリン酸化修飾と機

能 の 解 析 : 研 究 代 表 者 は 内 在 性 の

p115RhoGEF を認識する特異的モノクロー

ナル抗体を作製し、 川村らと共同で HL60

細胞の分化に伴う p115 の特異的リン酸化

部位を高感度質量分析計を用いて同定する

ことに成功した。図４に示すように、細胞

分化特異的にリン酸化部位が同定された。

本研究計画では、この手法を用いて種々の

癌細胞における RGS-RhoGEF のリン酸化

部位の特定と、その機能に及ぼす影響を解

析する。PDZ-RhoGEF についても、モノク

ローナル抗体が得られている。各モノクロ

ーナル抗体を低ノイズ磁気ビーズに固定化

し、癌細胞株（MCF-7, T47D, PC-3 など）

から内在性の RGS-RhoGEF を免疫分離し、

オービトラップ質量分析計を用いてリン酸

化修飾部位を同定する。 課題１の複合体構

造から RhoGEF の機能に影響を及ぼすと予

想されるリン酸化部位について、リン酸化

欠損あるいは疑似リン酸化変異体を作製し

て再構成実験を行いその機能を解析する。

（３）G12/13-RhoGEF シグナル伝達系の

プロテオミクス解析: 癌と G12/13 シグナ

ルの関連を解明するためには、がん細胞

（ での G12/13 あるいは RGS-RhoGEF を

含むシグナル複合体のプロテオミクス解析

が重要と考える。各タンパク質に対する抗

体を用いて癌細胞株（例えば HL60, Caco2, 

MCF-7）から免疫沈降を行い、 細胞周期

や分化段階のそろった細胞を FACS と細胞

分配機で集め内在性のシグナル複合体をシ

ョットガンプロテオミクスで網羅的に解析

する。 新規タンパク質が同定されれば、そ



の機能について更に解析を進め、癌細胞に

おける G12/13 を介したシグナルネットワ

ークを明らかにする。 

 
４．研究成果 

我々は今回新たに Gα12 と p115RhoGEF の

RH ドメインの複合体結晶構造を決定した。

先に報告した Gα13 と p115RhoGEF の RH ド

メ イ ン の 複 合 体 構 造 と 比 較 し て 、

p115RhoGEF 活性化の違いを結晶レベルで

解明した。大腸癌細胞においてが GRP 受容

体〜Gα13〜PDZ-RhoGEF シグナルが作用し、

癌細胞の転移浸潤に関わっていることを明

らかにした。更に、急性骨髄性白血病細胞

の分化系システムをプロテオミクス解析す

る事で、新規 RH-RhoGEF シグナルが分化の

過程で作動していることを発見した。 
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