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研究成果の概要：EGF（上皮細胞増殖因子）受容体からの情報伝達経路は、正常な細胞の営み

に欠かせないものであるが、一方でその破綻が細胞のがん化やがん悪性化につながることも明

らかになっている。我々は EGF 受容体からの情報伝達機構をより詳細に理解するために、プ

ロテオミクス解析により同定した EGF 刺激時に細胞内で機能する新規タンパク質の解析を行

っている。本研究費により主に 3 種類の下記タンパク質の機能解析を行い、学術論文として発

表することができた。 
・ 新規ミトコンドリア指向性 RNA 顆粒形成タンパク質 CLPABP の機能解析 

・ 新規ペルオキシソーム特異的Lonプロテアーゼの機能解析 

・ 新規Grb2結合タンパク質GAREMの機能解析 
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１．研究開始当初の背景：様々な生物種にお
けるゲノム配列が決定され、詳細な遺伝子情
報データベースが確立し、さらに、質量分析 
装置を用いたタンパク質解析技術の急速な 
発展に伴い、現在ではそれらを応用すること
により、微量なタンパク質からでもそのアミ
ノ酸配列を決定することが可能となった。そ
して、その技術を用いた様々なタンパク質の

網羅的解析（プロテオミクス）が盛んに行わ
れている。我々は、複数のチロシンリン酸化
抗体を組み合わせて用いることにより、EGF
刺激した扁平上皮がん由来 A431 細胞より効
率的にチロシンリン酸化タンパク質を回収
した。銀染色で可視化した後、質量分析装置
によりこれらすべてのアミノ酸配列を決定
したところ、150 種類以上のタンパク質が同
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定できた。そして、同定できたタンパク質の
中から新規なものに着目し、それら新規タン
パク質の抗体作製、リン酸化部位の同定、結
合タンパク質の解析、ならびに細胞内におけ
る局在観察などについて優先的に行い、それ
らの役割を調べた。そして、その内の 2 種類
については 2006 年に Ymer 及び CFBP とし
て報告した。これらは EGF 受容体のリガン
ド依存的な細胞内移行及び分解に関与する
ものであり、新規の EGF 受容体代謝調節タ
ンパク質であった。 
 
２．研究の目的：一般的に、細胞増殖因子受
容体は細胞外領域でリガンドと結合すると
細胞内領域のタンパク質リン酸化酵素活性
が上昇し、受容体自身もしくは他の基質をリ
ン酸化することにより、下流へのシグナル伝
達が開始される。EGF をはじめとして、細胞
増殖因子のシグナル伝達機構は細胞増殖の
みならず、細胞の形態変化や運動能獲得、細
胞周期進行など、細胞の様々な生理現象に関
与する。また、そこで機能するいくつかのタ
ンパク質は、受容体自身を含め、がんや他の
疾病との直接的関与が見出され、臨床面から
も注目されており、細胞増殖因子受容体抗体
や受容体リン酸化酵素活性阻害剤が分子標
的医薬として開発され、がん治療等に利用さ
れている。そのような背景から、細胞増殖因
子やサイトカインシグナル伝達機構をより
詳細に理解するために、それらの刺激により
細胞内でリン酸化されるすべてのタンパク
質を網羅的に明らかにするためのリン酸化
プロテオミクスが盛んに行われている。とこ
ろで、リン酸化タンパク質の同定数や、リン
酸化量の刺激依存的変動を解析することも
重要であるが、我々は同定できたタンパク質
の中から新規なものに着目した。プロテオミ
クスの共通の盲点として、多数のタンパク質
が同定された後、特に新規なものに関しての
解析が進まないことが挙げられる。当然のこ
とながら、新規タンパク質の目的プロテオミ
クスにおける意義づけ及び機能解析におい
て効率的な方法は特になく、これまでと同様
に多大な労力を必要とする。しかし、その工
程を避けていてはせっかく得られた新規タ
ンパク質の機能はおろか、本当に解析サンプ
ルに含まれていたのかさえも不明のままに
なってしまう。現在、世界中で様々な細胞情
報伝達系に着目した大規模なプロテオミク
ス研究が実施されているが、そこから見出さ
れた新規タンパク質の機能解析については
あまり研究が進んでおらず、我々はこのよう
な新規タンパク質の中に、EGF 受容体経路の
研究分野におけるブレークスルーをもたら
すような因子が含まれていると考え、それら
の機能を網羅的に解析する目的で研究を行
っている。 

３．研究の方法： 
新規タンパク質の解析はいずれについて
も下記の戦略を基本に行っている。 
１、 目的タンパク質の抗体作製 
２、 培養細胞における過剰発現系の構築

と、それを用いた細胞刺激依存的な
チロシンリン酸化の有無の確認 

３、 チロシンリン酸化部位の同定とそれ
を認識するリン酸化抗体の作製 

４、 細胞における目的タンパク質の局在
観察 

５、 過剰発現系を用いた目的タンパク質
の精製と結合タンパク質の同定 

６、 同定された結合タンパク質との関連
づけと機能解析 

 
４．研究成果：これまで機能未知であった３
つの新規タンパク質の細胞における役割を
明らかにした。 
CLPABP 
CLPABP は 611 アミノ酸からなる新規タン
パク質であるが、これまでの解析により、
EGF刺激や H2O2刺激により 305および 456
番目のチロシンがリン酸化されることを明
らかにしている。CLPABP はアミノ末端側に
2 つの PH 領域を持つが、免疫蛍光染色によ
る観察から培養細胞内におけるその局在は
微小管およびミトコンドリア表面に局在し
た。一般的に PH 領域は細胞膜に存在する
様々な脂質に結合し、それを有するタンパク
質は様々な細胞刺激に応じて細胞膜へ移行
することが知られており、CLPABP の局在は
それと大きく異なった。様々な種類の脂質が
ブロットされたメンブレンを用いたドット
ブロット法で解析したところ、ミトコンドリ
アに特異的な脂質で知られるカルジオリピ
ン(CL)およびその分解物のホスファチジン
酸(PA)が CLPABP の PH 領域に結合した。
このタンパク質の名前はこの性質に由来す
る。次に、FLAG タグが付加された CLPABP
を HEK293T 細胞に発現させ、FLAG 抗体を
用いたアフィニティー法にて、このタンパク
質の複合体を精製分離した。それに含まれる
タンパク質を質量分析装置で解析し、それら
のアミノ酸配列を決定した。すると、ミトコ
ンドリアタンパク質でもある SF2Ap32 をは
じめとして、細胞質における mRNA のプロ
セッシングに関わるタンパク質群とリボゾ
ームタンパク質が多数含まれていた。培養細
胞における過剰発現および発現抑制実験に
より、このタンパク質はチトクロームｃなど
のミトコンドリアタンパク質と、その翻訳過
程の mRNA をミトコンドリアに正しく運ぶ
ための新規 RNA 顆粒の形成に重要な役割を
持つことが示唆された。このタンパク質を
RNAi でノックダウンした HeLa 細胞ではチ
トクローム c の発現量がコントロール細胞に



 

 

比較して低下した。一方、CLPABP を過剰発
現させた細胞ではチトクロームｃの発現量
が増加した。また、このような細胞株では
CLPABP が蓄積した顆粒においてチトクロ
ームｃが発現する。CLPABP の複合体には確
かにチトクロームｃの mRNA や多数のリボ
ゾームタンパク質が存在したことから、この
複合体は細胞内で mRNA の運搬と翻訳を同
時に行う性質を持つことが示唆された。これ
らのことから、提案者らは、CLPABP はミト
コンドリア表面にターゲティングし、それに
含まれる様々なミトコンドリアタンパク質
を翻訳するための mRNA を運び、同時に翻
訳も行うような RNA 顆粒を形成するのでは
ないかと考えている。一般的にミトコンドリ
アタンパク質は小胞体で翻訳された後、それ
に含まれる局在配列に依存しミトコンドリ
アに運ばれるのが定説であり、培養細胞など
ではそれで充分であろう。しかし、神経細胞
など核や小胞体から遠く離れたアクソンに
存在するミトコンドリアに必要タンパク質
を運ぶためにはタンパク質のみが局在配列
により能動的に移動するよりも、タンパク質
翻訳能を持つ RNA 顆粒によりミトコンドリ
アに運ばれていく方法が有利なのではない
かと考えてもよいのではないだろうか。この
仮説を培養細胞のレベルのみならず、より生
理的条件下で立証するために CLPABP のコ
ンディショナルノックアウトマウスを作製
中である。ヒトでは第１染色体短腕 1p36 に
存在する CLPABP ゲノム遺伝子は、マウス
では第４染色体に存在し、15 のエクソンから
なる。現在、ノックアウトマウス作製は理化
学研究所発生・再生科学総合研究センター相
沢研究室との共同研究により進めている。マ
ウス CLPABP 染色体遺伝子中で、比較的長
いエクソン２と８付近に loxP 配列を挿入し、
Cre リコンビナーゼにより抜き出せるために
構築したトランスジーンを持つ ES 細胞を相
同組換えにより樹立した。さらに、その ES
細胞を用いてキメラマウスを作製した。現在、
野生型マウスとのかけ合わせによる F1 マウ
スを得ている。今後それらをかけ合わせ、染
色体の２対ともにトランスジーンが導入さ
れた個体を得る予定である。それが得られた
後、Cre リコンビナーゼ発現トランスジェニ
ックマウスとの交配により CLPABP を発現
しないマウスの樹立を目指す。基本的には
CLPABP 完全欠失マウスになるよう広範な
組織で発現するプロモーター支配下でCreリ
コンビナーゼを発現するマウスとの交配を
考えているが、その表現系により様々な Cre
トランスジェニックマウスを試す予定であ
る。 
 
pLonプロテアーゼ 
我々の行ったプロテオミクスにより同

定した新規ペルオキシソーム特異的Lon
プロテアーゼ(pLon)の解析を行った。
pLonはこれまでに同定されているミト
コンドリア特異的Lon(mLon)に構造上は
類似しているが、カルボキシル末端に
PTS1（ペルオキシソーム移行シグナル）
配列を持ち、ぺルオキシソームにのみ局
在する。pLonに特異的に結合するタンパ
ク質を解析したところ、PTS1配列を含む
acyl-CoA oxidase(AOX)やPTS2配列を含む
3-ketoacyl-coenzyme A thiolase (PTL)など
が結合した。pLonの過剰発現によりAOXのペ
ルオキシソームへの正しい局在が促進され、
RNAiによるpLonの発現抑制によりそれが阻
害された。しかし、AOXの発現によるPTLのペ
ルオキシソーム移行への影響は見られなか
った。このことから、pLonはPTS1依存的なペ
ルオキシソームタンパク質の正しい局在に
おいて重要なプロセシング酵素であること
が示唆された。ペルオキシソームは活性酸素
などの除去などにおいて重要な働きをする
オルガネラであるが、ペルオキシソーム内の
β酸化酵素活性やカタラーゼ活性にもpLon
の発現が影響した。また、いくつかのβ酸化
酵素はペルオキシソームの正常な分裂、成熟
化に寄与していることが最近報告されてい
る。pLonの発現により、ペルオキシソームの
分裂阻害による肥大化が観察された。これら
のことから、pLonの発現異常はペルオキシソ
ームそのものの働きにも影響することが考
えれる。これについては今後のさらなる解析
が必要である。 
 
GAREM（FLJ21610）  
875 アミノ酸から構成される新規タンパク質
である。構造上、カルボキシル末端に ATPase
と相同性を持つようであるが、その機能はま
ったく不明である。最近、他グループによる
類似プロテオミクス解析においてもこのタ
ンパク質はチロシンリン酸化タンパク質と
して同定されており、さらに 453 番目のチロ
シンがリン酸化されるとの報告がなされた。
申請者らはこのタンパク質自身および上記
リン酸化部位に対する抗体をすでに作製し
た。これらを用いて解析したところ、このタ
ンパク質には上記リン酸化部位以外にも EGF
刺激によりアミノ末端側約 100アミノ酸付近
のチロシンがリン酸化されることを明らか
にしている。また、450 番目付近のプロリン
に富む領域においてシグナルアダプター分
子 Grb2 と結合し、このタンパク質は EGF 刺
激における ERKの活性化を増強する作用を有
することを見出した。現在、EGF 受容体→Grb2
→SOS→Ras→Erk シグナルカスケード特異的
なシャペロン活性を有するのではないかと
考え、ATPase 活性の有無などに着目し解析を
進めている。 
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