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研究成果の概要（和文）：KRAP相同遺伝子を同定し、同分子がリンパ球におけるIP3R制御分子であり、小胞体(ER)とミ
トコンドリアといった細胞内小器官の連関に関わる可能性を示唆するとともに、細胞外カルシウムイオン流入依存的な
KRAP相同分子のリン酸化という新たな現象を見出した。興味深いことに、KRAP分子に関しても癌細胞においてカルシウ
ムイオン流入依存的なリン酸化の現象が認められた。細胞外カルシウムイオン貯蔵と細胞内カルシウムイオン貯蔵であ
るERとの間で、密接な連携が存在し、互いに制御しあう機構の存在が示唆される。さらなるカルシウムイオンシグナリ
ング制御機構の理解が制癌法の開発には必要である。

研究成果の概要（英文）：Through the analysis of the molecular interaction between KRAP and IP3Rs, KRAP 
homolog gene was identified. KRAP homolog protein was specifically expressed in T- and B-lymphocytes and 
was found to interact with IP3Rs. KRAP homolog protein was localized around microdomain between ER and 
mitochondrial membranes, and appeared to regulate calcium ion flow from ER to mitochondria. It was worthy 
to note that both KRAP homolog and KRAP were phosphorylated upon extracellular calcium ion influx in 
lymphocytes and cancer cells, respectively. In this study, chemical screening to explore candidate of 
cancer drug targeting to KRAP-IP3R interaction was failed. However, elucidation of the molecular 
mechanisms underlying posttranslational modification of KRAP family proteins may provide a novel strategy 
for cancer theraphy.

研究分野：分子・細胞生物学、分子病態学
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１．研究開始当初の背景 
 
KRAP 遺伝子は癌で高発現している遺伝子と
して我々が独自にクローニングしたもので
あり、癌病態に及ぼす影響について研究を行
ってきた。 
さらにKRAPの生理的機能を解析する目的で、
KRAP 欠損マウスの樹立・表現型解析を行った。
興味深いことに、同マウスは顕著な糖・脂質
代謝異常を呈し、肥満・糖尿病発症に対して
強い耐性を示したことから、全身性(個体レ
ベル)でのエネルギー恒常性の制御に重要な
役割を果たす遺伝子であることが明らかに
されていた。 
開始当初、KRAP 分子機能の解明を目的とした
KRAP 結合蛋白探索において、細胞内カルシウ
ムシグナリングに重要な役割を担うイノシ
トール 3 リン酸受容体(IP3R)分子を同定し、
KRAP 分子機能の一端を明らかにする手掛り
を掴んだ。 
 
 
２．研究の目的 
 
癌制御法開発の基盤構築を目的とした、
KRAP-IP3R 間相互作用の機序および生物学的
意義の解明の一環として、KRAP-IP3R の分子
レベルでの結合機序および、細胞レベルでの
同相互作用を基点とするシグナル経路の同
定を行う。また応用研究として、IP3R との相
互作用に重要な KRAP 分子領域をプローブに
用いた化合物アレイライブラリースクリー
ニングを展開することで、KRAP-IP3R 相互作
用を阻害するバイオプローブの取得を目指
す。 
得られるバイオプローブは将来的な KRAP 機
能制御剤、IP3R 機能制御剤、癌・代謝疾患制
御剤開発のためのリード化合物になり得る
可能性を有する。KRAP-IP3R 間の相互作用機
序に関する情報は、将来的な高次構造解析に
よる分子構造情報取得に必要であり、化合物
アレイライブラリースクリーニングとは異
なる手法によるKRAP/IP3R機能制御剤開発に
通じるものである。また、KRAP-IP3R 相互作
用が制御するシグナル経路の同定は、癌・代
謝疾患を対象とした、KRAP-IP3R 相互作用部
位を標的とする第一標的に続く、第二・第三
の創薬標的の同定に繋がるものである。 
KRAP に関する研究は、我々のグループが世界
的にリードしている状況であるため、保持し
ているマテリアルや関連情報をもとに、
KRAP-IP3R 相互作用に限定することなく、よ
り広い視野の下で研究を発展させるべく結
果に応じて臨機応変に軌道修正しつつ取り
組む。 
 
 
３．研究の方法 
 

①KRAP-IP3R 相互作用の結合機序解析 

 

KRAP-IP3R 間の相互作用を司る必要最小領域
を同定するために、各蛋白の欠損変異体を作
成し、共免疫沈降による検討を行うことで相
互作用に必要な領域を決定する。さらに必要
に応じて点変異体を作成することで、より詳
細な相互作用必須領域を絞り込む。 
 

②バイオプローブ(KRAP-IP3R 相互作用に対

する阻害化合物)の取得 

 

化合物アレイライブラリーにタグ付きプロ
ーブ蛋白を反応させ、1 次抗体として抗タグ
抗体を、2 次抗体として蛍光標識 2 次抗体を
用いて、各スポットの蛍光強度を検出する流
れである。タグ付きプローブ蛋白は大腸菌リ
コンビナント蛋白として作製する。 
 

③バイオプローブの機能的検証 

 

上記②のスクリーニングで陽性と判定され
る化合物は、KRAP 部分蛋白への結合能を有す
るものである。この中から KRAP-IP3R 相互作
用を機能的に阻害する化合物(バイオプロー
ブ)を選別する。 
 
④KRAP-IP3R 複合体の癌における役割の解明 
 
機能的なバイオプローブが入手できた場合、
これを研究のツールとして、癌細胞における
KRAP-IP3R 複合体の生物学的役割を明らかに
するための研究を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)IP3R との分子レベルでの物理的相互作用
に必要な KRAP 蛋白分子の最小領域を N 末端
領域 220 アミノ酸長(human KRAP)または 218
アミノ酸長(mouse KRAP)と同定した。また、
この領域内の 202,203 番目(human KRAP の場
合）、または 204, 205 番目(mouse KRAP の場
合）の連続するフェニルアラニン残基が同相
互作用に重要であることを明らかにした。 
同定された最小領域を大腸菌リコンビナン
ト蛋白として作製に成功し、化合物アレイラ
イブラリースクリーニングのプローブとし
て用い、弱いながらも結合能を有するヒット
化合物を１つ得るに至った。 
しかし、その後の検証実験において、培養細
胞を用いた免疫複合体形成阻害能を指標と
したアッセイでは候補化合物の機能的効果
は認められなかった。大腸菌由来リコンビナ
ント蛋白と哺乳類細胞由来の蛋白では構造
が異なるためか、あるいは化合物の細胞透過
性や蛋白抽出溶液中での安定性などに問題
がある可能性も否定できない。 



 
(2)KRAPとIP3Rの相互作用領域を解析するな
か、KRAPのN末端領域とアミノ酸一次配列上、
相同性を示す遺伝子を同定するに至った。そ
の遺伝子機能解析の結果、同分子がリンパ球
におけるIP3R制御分子であることを見出し、
同分子が小胞体からミトコンドリアへのカ
ルシウムイオン流入に関与する可能性を示
唆するとともに、新たな現象「KRAP/KRAP 相
同分子が細胞外カルシウムイオン流入依存
的にリン酸化される」を導き出した。 
KRAP は高分子量蛋白であることから、これま
での研究においては翻訳後修飾の存在は全
く知られておらず、より低分子量の KRAP 相
同分子での知見を手掛かりに明らかにされ
た点で予想しえない成果に繋がった。すなわ
ち、多岐の生命現象において重要な役割を果
たすカルシウムシグナリング制御に IP3R 制
御を介してKRAP/KRAP相同分子が関与するの
みならず、細胞外カルシウムイオンといった
ER とは物理的に離れた場所に貯蔵されてい
るカルシウムイオン動態によって、細胞内カ
ルシウムイオン貯蔵場所にアンカーリング
するKRAP/KRAP相同分子がシグナル制御を受
けることが示唆された。細胞外と細胞内のカ
ルシウムイオン制御部位を結ぶシグナル経
路をより詳細に解析することは、新たな制癌
法の開発に繋がるかもしれない。 
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