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研究成果の概要（和文）：三量体G蛋白質Gβγサブユニットと直接相互作用し、活性化するRhoファミリー低分
子量G蛋白質特異的活性化因子(RhoGEF)の１つであるPLEKHG2は、その活性中心であるDblホモロジー(DH)ドメイ
ンやpleckstrinホモロジー(PH)ドメイン以外の機能ドメインは明らかではない。本研究では、Gβγサブユニッ
ト以外の分子とPLEKHG2の相互作用を介した機能調節について検討し、PLEKHG2に対し、三量体G蛋白質Gαsサブ
ユニットおよびチロシンキナーゼの１つであるABL1は相互作用を介して抑制的に、FHL1は、相互作用を介して活
性化方向に作用することを見出した。

研究成果の概要（英文）：PLEKHG2 is a Rho family small G protein-specific guanine nucleotide exchange
 factor (RhoGEF) which is activated by the directly interaction with heterotrimeric G protein Gβγ 
subunits. However, there are no functional domains other than the Dbl homology (DH) domain and 
pleckstrin homology (PH) domain, which are active centers, in the structure of PLEKHG 2. In this 
study, functional regulation via interaction between molecules other than Gβγ subunits and PLEKHG2
 was investigated. The interaction between PLEKHG2 and heterotrimeric G protein Gαs subunit, or 
ABL1, attenuate the activity of PLEKHG2. On the other hand, the interaction between PLEKHG2 and FHL1
 activate the activity of PLEKHG2.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
我々は、PLEKHG2 や ARHGEF9 などの Rho フ

ァミリー低分子量G蛋白質特異的活性化因子

(RhoGEF)が、三量体 G蛋白質シグナルにより

制御されることを報告していた。その中で、

PLEKHG2 は、三量体 G 蛋白質 Gβγ サブユニッ

トと直接相互作用し、活性化され、下流で Rho

ファミリー低分子量(Rho)である Rac 及び

Cdc42 を活性化を介して、細胞伸展を制御す

る。さらに、F-actin と相互作用では、その活

性が抑制される。このように、PLEKHG2 は、

他の RhoGEF と同様に種々の細胞内シグナル

により、制御される可能性が示唆された。一

方、多くの RhoGEF について、その立体構造

の詳細は、明らかになっておらず、PLEKHG2

についても、その立体構造についての詳細は

明らかではなかった。 
 

２．研究の目的 
本研究では、種々の生体分子と結合するこ

とが明らかになった PLEKHG2 について、他の

分子との相互作用による活性制御機構の解

析結果を通して、細胞機能を明らかにすると

ともに、PLEKHG2 及び PLEKHG2 と他分子との

複合体の立体構造を明らかにすることを目

的としていた。本研究により、細胞内におけ

る RhoGEF の役割を明確にすると共に、細胞

形態変化に関わるがんなどの疾病に対する

創薬研究に結び付けられることを期待して

いた。 

 
３．研究の方法 
(1) 各種遺伝子の調製：本研究で使用した各

種 RhoGEF 変異体遺伝子は、各 RhoGEF の

野生型(WT)を鋳型にし、PCR を行い、そ

れらを発現ベクターに組み込み調製した。

各種 SFK の WT は、ヒト大脳 cDNA ライブ

ラリーから、PCR を行い、発現ベクター

に組み込み調製した。また、それらの各

種変異体も、PCR を行い調製した。 

(2) 細胞培養及び遺伝子導入：HEK293細胞は、

10%ウシ血清含有ダルベッコ変法イーグ

ル培地(DMEM)を用い、通常の方法により、

培養を行った。遺伝子導入は、ポリエチ

レンイミンにより行い、一定時間後、遺

伝子導入操作を行った細胞は、飢餓状態

にし、さらに一定時間後に、各種解析に

用いた。 

(3) 各種遺伝子転写活性測定：Rho 活性の指

標の１つである serum response 

element(SRE)依存的遺伝子転写活性(SRE

活性)や、Gsシグナル活性化の指標のひ

とつである cAMP response element(CRE)

依存的遺伝子転写活性(CRE活性)を、dual 

luciferase reporter gene assay システ

ムを用い測定した。 

(4) 免疫沈降：細胞内での各種蛋白質の相互

作用を解析するため、各種抗体を用い免

疫沈降後、イムノブロットを行い解析し

た。 

(5) 細胞の免疫染色：各種抗体を用い、常法

に従い、免疫染色後、共焦点レーザー顕

微鏡により、観察し、解析した。 

(6) in vitroでのタンパク質相互作用解析:

大腸菌内から各種 GST 融合蛋白質を調製

し、それらと、各種遺伝子を導入した細

胞ライセートを混合し、グルタチオンビ

ーズを用い、pull-down し、その沈殿を

イムノブロットし、各種蛋白質間の相互

作用の有無を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) PLEKHG2 と Gαs との相互作用による制御 

①  GαsによるPLEKHG2誘導性SRE活性

の抑制：HEK293 細胞において、

PLEKHG2とGαsの恒常的活性化型変

異体(QL 体)を共発現させた場合、

PLEKHG2 誘導性 SRE 活性が抑制され

ることを見出していた。さらにその

詳細に検討した結果、この抑制は、

細胞をコレラ毒素処理することでも

見られた。一方、Gαsシグナルの指



標である CRE 活性は、PLEKHG2 のみ

を発現させた細胞では、その上昇が

見られず、PLEKHG2 と GαsQL 体を共

発現させた場合には上昇した。さら

に、この SRE 活性抑制は、Gs 共役型

受容体野１つである TGR5 刺激によ

っても確認でき、生理的条件下でこ

の反応が起こっている可能性が示唆

された。また、Gαsシグナルで活性

化される PKA について、PKA の恒常

的活性化型変異体(CA 体)を用い検

討した。その結果、PLEKHG2 と PKACA

体とを共発現させた細胞では、

PLEKHG2 誘導性 SRE 活性抑制は見ら

れなかった。 

② Gαs と PLEKHG2 の相互作用：①で見

られた SRE 活性抑制が、PLEKHG2 と G

αsの直接的な相互作用により起こ

っている可能性を調べるため、

PLEKHG2とGαsQL体を共発現させた

細胞を用い、免疫沈降を行った。そ

の結果、PLEKHG2 と Gαsが細胞内で

相互作用していることが示唆された。

さらに、PLEKHG2 の各種変異体を用

い、免疫沈降を行った結果、PLEKHG2

の活性を担う DH ドメイン付近のア

ミノ酸配列と Gαsが相互作用する

ことが明らかになった。また、この

相互作用が、in vitro で見られるか

どうかについて、PLEKHG2 の DH ドメ

インを含むアミノ酸配列を含むポリ

ペプチドの GST 融合蛋白質を使用し

検討した結果、やはり、in vitro に

おいても相互作用することが明らか

になり、Gαsとの直接的な相互作用

が、PLEKHG2 の活性を抑制すること

が明らかとなった。 

(2) PLEKHG2 と FHL1 の相互作用とその機能 

① PLEKHG2 の相互作用分子としての

FHL1 の同定：現在まで、いくつかの

RhoGEF が、細胞内の種々のシグナ

ルにより制御されることが報告され

ている。そのことから、RhoGEF の

１つである PLEKHG2 も、三量体 G

蛋白質Gβγや F-actin等の他の細胞内

分子によりその活性が調節されるこ

とから、PLEKHG2 の配列を bait と

し、酵母Two-hybridシステムを用い、

さらに相互作用する分子の同定を試

みた。その結果、FHL1 が PLEKHG2

の DH ドメインを含むアミノ酸配列

を含む領域と相互作用する分子とし

て同定された。 

② FHL1との相互作用によるPLEKHG2の

制御：FHL1 は、PLEKHG2 の DH ドメイ

ン近傍と相互作用することにより、

PLEKHG2 の活性を上昇させることが

明らかとなった。また、Neuro2a 細

胞を使用した細胞染色の結果、その

相互作用が細胞突起伸展を促進させ

ることが明らかとなった。 

(3)PLEKHG2 と ABL1 の相互作用とその役割 

③ PLEKHG2とABL1とのチロシンリン酸

化非依存的相互作用：PLEKHG2 は、

SRC により 489 番目のチロシンがリ

ン酸化され、そのリン酸化チロシン

を介して、ABL1 及び PI3K の調節サ

ブユニットと相互作用することを過

去に報告した。その際、ABL1 はチロ

シンリン酸化非依存的にも相互作用

することを示唆する結果を得ていた。

そこで、その相互作用にそれぞれの

蛋白質のどのアミノ酸配列が寄与し

ているのかについて検討行った。そ

の結果、ABL1 の C末端側のアミノ配

列の領域とPLEKHG2のDHドメイン付

近を含むアミノ酸配列の領域が相互

作用すること明らかになった。 

④ ABL1 の PLEKHG2 機能に対する影響：

ABL1とPLEKHG2を共発現させた細胞



において、PLEKHG2 依存的 SRE 活性

の抑制がみられた。この SRE 活性抑

制は、①で示した ABL1 の C末端側の

アミノ配列の領域との共発現でも見

られる。また、PLEKHG2 の DH ドメイ

ン付近を含むアミノ酸配列の領域と

ABL1 の WT との共発現細胞でも見ら

れる。これらのことから、この ABL1

の C末端領域が、PLEKHG2 の活性を

担う DH ドメイン付近に結合するこ

とを介して、PLEKHG2 の活性を抑制

することが示唆された。今後、この

相互作用の細胞機能について検討す

る必要があると考えられた。 
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