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研究成果の概要（和文）：蛋白質キナーゼROCKには2つのアイソフォームが存在し、癌悪性化におけるそれらの特異的
機能の解明が必須であった。本研究は、ROCK2特異的内在性阻害因子（CRMP２L）由来のペプチドを大腸癌細胞に単独で
発現することにより癌細胞の遊走・浸潤能を抑制できること、GSK3によるCRMP2Lのリン酸化によってCRMP2LによるROCK
依存的大腸癌細胞の移動/浸潤能の阻害が調節されることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Specific functions of two homologous protein kinases ROCK in tumor progression 
was needed to be revealed. This study found that a peptide derived from a ROCK2 specific endogenous 
inhibitor, CRMP2L, alone is capable of inhibiting cell migration and invasion of colon carcinoma cells, 
and that GSK3 phosphorylation of CRMP2L regulates inhibition of ROCK-dependent colon carcinoma cell 
migration/invasion by CRMP2L.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

Ser/Thr リン酸化酵素 ROCK は、GTP−Rho の

下流で機能する細胞骨格制御因子で、細胞の

浸潤、増殖、分化などを調節し、循環器病、

神経再生、癌転移、糖尿病など様々な疾患治

療の標的候補分子である。ほ乳類には ROCK1

と ROCK2 の２種類が存在し、両アイソフォー

ムに作用する阻害剤が日本で開発され、循環

器病の治療に使われている。アイソフォーム

特異的機能が、我々や他のグループによって

細胞および動物レベルで見いだされ、循環器

病、糖尿病でのアイソフォーム特異的機能が

示唆されたが、癌悪性化については殆ど明ら

かになっていなかった。 

 癌の悪性化は、癌細胞の形質転換に加え、

それを取り巻く癌微小環境によっても大き

く影響される。癌微小環境は、線維芽細胞、

免疫細胞、血管、これら細胞から放出された

可溶性因子、細胞外マトリクス等から成り、

癌細胞の上皮間葉転換、浸潤転移制御、転移

先での生存や再増殖に影響する。ROCK は、癌

細胞の転移能に加え、癌組織の細胞外マトリ

クス再構成に影響することが示唆されてい

た。循環器病では免疫細胞の浸潤、内皮細胞

機能維持に関わるため、癌組織のこれら細胞

種での ROCK の寄与が予想された。 

 

２．研究の目的 

 蛋白質キナーゼ ROCK は、癌悪性化への寄

与が示唆されていたが、その機構は不明であ

った。ROCK には 2つのアイソフォームが存在

し、癌悪性化においてそれらの特異的病理学

的機能の解明が必須であった。本研究は、

我々の ROCK2 特異的内在性阻害因子（CRMP２

L）の発見から発想した、新規の細胞内 ROCK 

アイソフォーム活性検出法と阻害剤の開発、

癌組織構成細胞での活性型 ROCK アイソフォ

ームの検出及びアイソフォーム特異的阻害

効果の解析を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) ROCK1 および ROCK2 触媒部位結合ペプ

チドの最小化と、活性型 ROCK アイソフォー

ム特異的阻害剤としての評価 

 

 我々が先に同定した内在性ROCK2阻害因子

Collapsin response mediator protein-2 

long form (CRMP2L)由来の ROCK2 阻害フラグ

メントを最小化するため、より細分化した欠

失変異体を大腸菌で発現させ、ビーズに結合

させ、昆虫細胞で発現させた ROCK2 の酵素活

性ドメインとの結合試験に用いた。また、動

物細胞で発現できるよう緑色蛍光タンパク

質との融合タンパク質として発現できるプ

ラスミドを構築した。同様に ROCK1 阻害因子

由来のペプチドを発現するため、動物細胞発

現プラスミド、大腸菌発現プラスミドを構築

した。得られた組み換えペプチドを活性評価

用の培養細胞に発現あるいは添加し、表現型

の変化を検証した。 

 

(2) 癌組織を構成する細胞種における ROCK 

アイソフォーム特異的機能の解析 

 

 ROCK 触媒ドメインと（１）で得られたペプ

チドを癌細胞や線維芽細胞内に発現し、免疫

蛍光染色法において、ペプチドの触媒部位へ

の結合特異性を検討した。 

 ROCK 依存的な癌細胞の移動、浸潤能の測定、

線維芽細胞の細胞外マトリクス形成能、移動

能の測定を行った。癌細胞と線維芽細胞の共

培養下で癌細胞の増殖生存に与える線維芽

細胞の影響を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) ROCK1 および ROCK2 触媒部位結合ペプ

チドの最小化と、活性型 ROCK アイソフォー

ム特異的阻害剤としての評価 

 

 CRMP2L 由来の ROCK2 結合フラグメントを



短くした５種類のフラグメントをコードす

る cDNA を構築し、大腸菌で発現させた。こ

れが結合したビーズと、ROCK2 触媒部位との

結合試験により、ROCK2 触媒部位結合ペプチ

ドをさらに短くすることに成功した。また、

CRMP2 と ROCK2 の相互作用が、CRMP2 のリン

酸化によって下方制御されること、そのリン

酸化はリン脂質合成酵素 PI3-キナーゼの下

流で働くタンパク質リン酸化酵素 GSK3 によ

っておこることを見いだした。 

 

(2) 癌組織を構成する細胞種における ROCK 

アイソフォーム特異的機能の解析 

 ROCK2 結合フラグメントを大腸癌細胞に

単独で発現することにより、ROCK 依存的な大

腸癌細胞の遊走能、浸潤能を抑制できること

を見出した。さらに、CRMP2 のリン酸化状態

は ROCK2 との結合を制御するため、CRMP2 に

よる ROCK 依存的大腸癌細胞の移動能、浸潤

能の阻害が調節されることを見いだした。

ROCK1 結合ペプチドを線維芽細胞に発現す

ることで、ROCK1 依存的アクチン線維形成が

阻害されることを示した。 

 癌組織を構成する細胞種の一つである線

維芽細胞に着目し、細胞外マトリクス量の測

定法を構築した。また、癌細胞との共培養下

で癌細胞の増殖生存に与える線維芽細胞の

影響を評価する系を構築した。構築した方法

を用い、ROCK の上流因子を調節することで、

癌細胞の増殖を阻害できることを示す結果

を得た。 
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