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研究成果の概要（和文）：我々はRho GTPaseをbaitとしたアフィニティクロマトグラフィーとそれに続くマスス
ペクトロメトリー実験系を確立した。血小板細胞質分画のアフィニティーカラム精製の結果、既知のエフェクタ
ー (mDia, PKN1, Rho kinase, IQGAP2, Daam1等)に加えて、アラキドン酸リポキシゲナーゼ(ALOX)が活性型RhoA
に結合することが見いだされた。RhoAとALOXの結合はDaam1を介していることが判明した。さらにALOXのLH2ドメ
インがDaam1のN末に結合することが明らかになった。以上の結果からALOXの細胞内局在にRhoAが関与しているこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：Rho family proteins play a role in organelle development, cytoskeletal 
dynamics, cell movement, and other common cellular functions.To identify novel downstream effectors 
of RhoA, we performed GST-RhoA affinity column chromatography by using platelet lysates. Cytosol 
fraction of platelet was loaded onto affinity columns on which GST, GST-RhoA-N19, or GST-RhoA-L63 
was immobilized. Using triple quadrupole liquid chromatography tandem mass spectrometer, several 
proteins associated with active RhoA were identified.  Arachidonate lipoxygenase (ALOX) binds to 
GST-RhoA-L63, but not to GST-RhoA-N19 along with the known RhoA effectors. ALOX does not directly 
bind to RhoA-L63, although Daam1 is shown to bind to ALOX.  The second LH2 domain of ALOX directly 
binds to N-terminal of Daam1, suggesting that Daam1 functions as a scaffolding protein for the 
assembly of ALOX. We further investigate the roles of Daam1 on ALOX activity and subcellular 
localization of these molecules.  
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アラキドン酸リポキシゲナーゼ(ALOX)とその下流の脂質メディエーターは動脈硬化、血小板凝集、慢性炎症、が
んの進展などに関与する多機能蛋白である。ALOX下流の脂質メディエーターについては活発に研究が行われてい
るが、上流の制御メカニズムについては殆ど報告がなされていなかった。当該研究ではLOXの細胞内局在をRho 
family GTPaseが制御しており、動脈硬化部位、免疫器官など多様な臓器に脂質メディエーターをリクルートす
る際にこの経路が重要であるという新たな知見を得た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脂質メディエーターの動脈硬化、血栓症、免疫細胞の遊走など様々な生体反応への重要性が近
年再認識されている。アラキドン酸リポキシゲナーゼ(ALOX)は種々の刺激により細胞膜から切
り出された遊離アラキドン酸から炎症を惹起するロイコトリエン(LTA4~E4)、抗炎症作用を持つ
リポキシン(LX)等の種々の脂質メディエーターを生成する。ALOX にはアラキドン酸への酸素添
加部位の違いによって ALOX5, ALOX12、ALOX15 などが知られている。ALOX は LDL（low density 
lipoprotein）の酸化、下流の LT による動脈硬化への影響(ALOX5,ALOX12,ALOX15)に加えて、血
小板凝集(ALOX12)、慢性炎症、癌の進展(ALOX5, ALOX15)、造血、白血病幹細胞の維持(ALOX5, 
ALOX15)に必須な多機能蛋白である。ALOX は通常細胞質内に局在しているが、脂質メディエー
ターの産生には細胞膜へ輸送されることが必須である。しかしながらその輸送メカニズムにつ
いては、ほとんど解明されていない。研究代表者らは数年来一貫して造血細胞における Rho 
GTPase の機能につき研究を進めており、悪性リンパ腫、白血病における RHOH 遺伝子の変異、
発現異常につき報告している(Hiraga J et al, Leukemia 2007, Iwasaki T et al, Eur J Haematol 
2008)。また RhoF 欠失マウスを作成し、脾臓辺縁帯の形成に RhoF が必須であることを明らかに
した(Kishimoto M et al, Nagoya J Med Sci 2014)。これまでの研究の蓄積と、ALOX family
蛋白は血小板凝集、血管の慢性炎症、単球や Tリンパ球の遊走などの生体反応を制御している
ことなどから、我々は動脈硬化において、Rho family による ALOX の細胞内局在の変化が重要
な役割を果たすという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
アラキドン酸リポキシゲナーゼ(ALOX)とその下流の脂質メディエーターは動脈硬化、血小板凝
集、慢性炎症、がんの進展などに関与する多機能蛋白である。ALOX 下流の脂質メディエーター
については活発に研究が行われているが、上流の制御メカニズムについては殆ど報告がなされ
ていない。当該研究では ALOX の細胞内局在を Rho family GTPase が制御しており、動脈硬化部
位、免疫器官など多様な臓器に脂質メディエーターをリクルートする際に Rho-ALOX 経路が重
要であるという仮説を証明するために蛋白生化学、マススペクトロメトリー、加齢マウスモデ
ル、各種ノックアウトマウスを用いた動物実験を計画した。 
 
３．研究の方法 
我々は RhoA, Rac1, Cdc42 などに加え、RhoH, Rac2 等の血球特異的 GTPase を bait にした網羅
的アフィニティクロマトグラフィーとそれに続くマススペクトロメトリー(LC/MS-MS)の実験系
を確立している。この実験システムを用いて、既に我々は GTP 結合型の活性型 Rho family 蛋白
の一部に ALOX が結合することを明らかにしており、さら に複数の活性化 Rho GTPases と複数
の ALOX family の結合の証明を目的とする。次に GTP 結合型 Rho family と ALOX を COS7 細胞で
共発現し、両者の直接結合を証明する。直接結合が認められない場合は既知のエフェクターを
介した結合を証明する。また相互の結合に必要なドメインの同定を行う。GTPase の阻害薬によ
るALOX下流脂質メディエーターの抑制効果の証明 ALOXとの活性化依存性の結合が明らかにな
った Rho family 分子につきそれぞれの阻害剤(ボツリヌス毒素、RhoA 下流阻害剤 Y-27632, Rac
阻害剤 NSC23766, Cdc42 阻害剤 ZCL278 など)を内因性の ALOX が発現した細胞に添加し、脂質メ
ディエーター(ロイコトリエン、リポキシン、HETE など)の産生が抑制されるかどうかを ELISA
で検討する。 
 
４．研究成果 
我々は Rho family GTPase を bait としたアフィニティクロマトグラフィーとそれに続くマスス
ペクトロメトリー（LC/MS-MS）実験系を確立し、活性型 RhoA に特異的に結合する複数の蛋白を
同定した。そのうちアラキドン酸リポキシゲナーゼ-12(ALOX12)が活性型 RhoA に結合すること
を見いだした。RhoA と ALOX12 を COS-1 細胞内で発現したところ両者の直接の結合は認められ
なかった。一方で RhoA エフェクターDaam1 と ALOX12 の結合が COS-1 細胞での発現実験で証明
された。このことから ALOX12 は Daam1 を介して活性型 RhoA に結合することが判明した。さら
に ALOX12 の LH2 ドメインが Daam1 の N末に結合することが明らかになった。 
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