
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(S)

2015～2011

新奇Ｇサイクルの起動制御と新たな存在様式・作動原理の統合的解析

Analysis of the regulation and mode of action of atypical G-protein cycles

１００８８８５９研究者番号：

堅田　利明（KATADA, TOSHIAKI）

東京大学・大学院薬学系研究科（薬学部）・教授

研究期間：

２３２２９００１

平成 年 月 日現在２９   ５ ２３

円   173,700,000

研究成果の概要（和文）：Ｇ蛋白質は、GDP/GTP結合型のコンホメーション転換（Ｇサイクル）により、細胞の
様々なシグナル伝達系で分子スイッチとしての役割を果たしている。本基盤研究(S)では、これまでに解析の進
んだ刺激依存活性化型とは異なる、特異な生化学的特性や構造を有する新奇のＧ蛋白質群を対象に、それらの存
在様式・作動原理を細胞レベルから個体レベルに至るまで広範な階層で解析した。これらの新奇Ｇ蛋白質群のＧ
サイクルは、リソソームの形成・成熟やエンドサイトーシス・エキソサイトーシスといった細胞内小胞輸送経路
で機能していることを新たに見出し，Ｇ蛋白質が果たす生理的役割の拡大に貢献した。

研究成果の概要（英文）：G proteins, which cycle between the two different GTP- and GDP-bound 
conformations (G cycles), play important roles as a "molecular switch" in many intracellular 
signaling pathways. In the Grant-in-Aid for Scientific Research (S), we investigated how the G 
cycles of atypical G proteins are regulated dependent on their modes of actions in intracellular 
vesicle transport system and found that the novel G proteins containing unique biochemical 
properties and/or structures are involved in the regulation of endosome dynamics, such as lysosome 
biogenesis, endocytosis, and exocytosis.

研究分野： 生物系薬学、機能生物化学
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  １版



 

 
１．研究開始当初の背景 

 広範な細胞のシグナル伝達経路で、Ｇ蛋
白質は分子スイッチとして機能しており、
GDP 結合型から GTP 結合型へのコンホメー
ション転換（Ｇサイクル）によってシグナ
ルを伝達するという基本的な概念が確立し
て久しい。Ｇ蛋白質は、蛋白質生合成過程
を制御する翻訳因子群、受容体刺激のシグ
ナルを伝達するαβγヘテロ三量体、遺伝
子発現を介して細胞の増殖・分化を制御す
る Ras や細胞の運動や輸送・分泌に介在す
る Rho、Rab、Arf などの低分子量Ｇ蛋白質
等に分類され、多彩な細胞機能の発現にお
いて重要な役割を果たすことが明らかにさ
れてきた。これまでに、Ｇ蛋白質の活性調
節系として、低分子量Ｇ蛋白質を活性型へ
転換する GTP-GDP 交換因子（GEF）と不活性
型に転換する GTPase 活性化因子（GAP）が
同定され、三量体Ｇ蛋白質においては、共
役する受容体（G protein-coupled receptor, 
GPCR）が活性化因子として機能し、GAP 様
因子群として Regulator of G protein 
Signaling（RGS）が同定されている。 
 しかし、細胞の分化・増殖に関わると考
えられた Ras サブファミリーに属するＧ蛋
白質が、Rho あるいは Rab 様機能である細
胞接着や小胞輸送系にも介在することが見
出され、さらに申請者らは、既存のＧ蛋白
質ファミリーがもつ生化学的性状や構造と
は異なる新奇のＧ蛋白質を多数同定し、Ｇ
蛋白質の活性調節機構と機能はさらに広が
りを見せている。また、Ｇ蛋白質とその制
御因子の遺伝子変異に起因する疾病も、引
き続き多く見出されている。 
 以上のような背景と申請者らによる最近
の研究進展から、病態の解明に向けて、ま
た、創薬研究とも密接に関わる細胞の機能
制御部位をより精密に同定するために、「新
奇Ｇサイクルの始動制御と新たな存在様
式・作動原理」を様々な視点から統合的に
解析することが重要かつ必須と考え、本研
究課題を基盤研究(S)として申請するに至
った。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、申請者らの研究領域と実績
を踏まえて、これまでに解析の進んだ既知
のタイプとは異なるＧ蛋白質群、すなわち、
1) 従来の刺激依存性 GDP-GTP 交換による
コンホメーション転換型とは異なる GTP 結
合待機型Ｇ蛋白質（申請者らが先に同定し
た、Arf/ArlとRasファミリーに属するArl8
と Di-Ras など）、2) 既知の低分子量Ｇド
メインに加えて別の機能領域も有するユニ
ークな構造のマルチ・ドメイン型Ｇ蛋白質
（同じく、Arf/Arl ファミリーに属する
Arl13b、栄養感知から mTOR へのシグナル伝

達に介在するヘテロ二量体のＧ蛋白質 Rag
など）を研究対象に選定した。 
 Arf/Arl ファミリーの Arl8はリソソーム
特異的局在を示す初めてのＧ蛋白質である。
線虫 Arl8 欠失変異体は、リソソームが小型
化するという形態異常を示し（MBC 2010, 
Neuron 2010）、Arl8 がリソソーム形成に
必須の役割を果たすことを先に見出した。
この Arl8 は初期状態で GTP 結合型であり、
リソソーム病への関与も期待される。また、
Rasファミリーの Di-Ras は生後の神経組織
で特異的に発現してくるユニークなＧ蛋白
質で、同様に GTP 結合型で存在する（JBC 
2002）。さらに、GTP 結合型を好む Di-Ras
が細胞質において smgGDS と会合状態にあ
り、低分子量Ｇ蛋白質が異なる分子とヘテ
ロ二量体を形成するという新しい存在様式
を見出した。 
 他方、繊毛性疾患 Joubert 症候群の原因遺
伝子と同定され、Arf 相同領域に加えて
coiled-coil と Pro に富む領域を有する
Arl13b（JCB 2010, BBRC 2008）は、繊毛に限
局して存在し、繊毛内物質輸送の制御に介在
することが期待されている。さらに、C末端側
coiled-coil 領域を介してヘテロ二量体化す
る Rag は、アミノ酸栄養感知から mTOR へのシ
グナル伝達に介在し、後期エンドソーム・リ
ソソームに局在化する。 
 これら GTP 結合型のコンホメーションを
好むＧ蛋白質とマルチ・ドメイン型Ｇ蛋白
質の生化学的特性・制御機構を、分子・細
胞レベルから個体レベルに至るまで種々の
階層で解析し、新奇Ｇサイクルの作動原理
と生理的役割の解明を目指した。本研究の
進展から、一次構造に基づくこれまでのＧ
蛋白質の分類を超えて、新たな視点でのＧ
蛋白質ファミリーの再編が可能となり、Ｇ
サイクルが果たす生理的役割の拡大と病態
の解明、さらにはＧサイクルの制御技術の
開発による創薬展開に向けて、大きな貢献
が期待できる。 
 
３．研究の方法 

 本研究では、新奇Ｇサイクルの時空的起
動制御と新たな存在様式・作動原理の解明
に向けて、精製蛋白質標品を用いた生化学
的解析、遺伝子導入やノックダウンによる
細胞レベルでの分子生物学・細胞生物学的
解析、さらにモデル生物（線虫・マウス）
の遺伝子破壊による個体レベルでの分子遺
伝学的解析等により統合的に諸種の階層で
研究を進めた。特に、研究手法の特色とし
ては、Ｇサイクルの存在様式、Ｇ蛋白質相
互作用因子群の探索・同定に向けて、組織・
細胞内でのインタクトな存在状態が反映さ
れるよう、生体試料からの精製・生化学的
バイオアッセイ法を進め、さらに個体レベ



ルでの解析では、Ｇファミリーメンバーの
数が比較的少ない線虫の遺伝学的スクリー
ニングを進めた。 
 本研究目的を達成するために、生化学（研
究代表者：堅田）、細胞生物学（連携研究
者：紺谷）、分子生物学（連携研究者：梶
保、齋藤）、分子遺伝学（連携研究者：福
山）といった異なる手法をもつ同じ研究室
所属の教員 5 名を組織し、研究協力者とし
て研究室に属した博士・修士課程大学院生
十数名が参画した。したがって、連絡調整
等を含めて緊密な協力・連携体制にあり、
広範かつ統合的な実験系の遂行が可能とな
った。蛋白質精製、分子・細胞レベルでの
解析は、主に堅田、梶保、齋藤が担当した。
また、マウスに加えて、各Ｇ蛋白質ファミ
リーを構成するメンバーの数が比較的少な
い線虫をモデル生物とした個体レベルでの
解析は、紺谷、福山が担当し、これに、線
虫を用いた繊毛・神経機能の解析には、既
に共同研究の実績をもつ海外研究者の
Blacque OE (Univ. College Dublin)と Shen 
K (Stanford University)が研究協力者とし
て加わった。 
 
４．研究成果 

(1) リソソーム局在性のArfファミリーＧ蛋
白質Arl8について 
 リソソームは、細胞が外来から取り込んだ
物質や、細胞自身の物質の分解を担う酸性オ
ルガネラである。リソソームによる物質分解
は、多数の分解酵素に富むリソソームと、分
解すべき物質を含む膜オルガネラ（後期エン
ドソーム、ファゴソーム、オートファゴソー
ム）とが融合することで達成されるが、その
制御メカニズムの詳細は不明であった。研究
代表者らはこれまでに、主にリソソームに局
在する低分子量Ｇ蛋白質ARL8に焦点を当て、
ARL8がリソソームと後期エンドソーム、ファ
ゴソームとの融合に介在することを見出して
きた。本研究では、リソソームの融合過程に
おけるARL8の機能的役割を解析する目的で、
線虫を用いた解析を進めた。まずRNAiスクリ
ーニングにより、線虫ARL8欠損変異体の表現
模写となるものを探索したところ、HOPS複合
体の構成因子であるVPS41やVPS39の機能抑制
が、ARL8欠損変異体と同様の表現型（生殖腺
におけるアポトーシス含有ファゴソームの蓄
積）を呈することを見出した。また、蛋白質
間相互作用の解析から、GTP結合型（活性化型
）のARL8が、GDP結合型よりも強くVPS41と結
合し、VPS41がARL8のエフェクターである可能
性が考えられた。さらに、VPS41やVPS39の欠
損変異体は、体腔部に存在するマクロファー
ジ様細胞においても、ARL8欠損変異体と同様
の表現型（エンドソーム・リソソームの断片
化）を示すことを見出し、ARL8とHOPS複合体

が協調してリソソームの融合過程を制御する
可能性が示唆された（発表論文 #12）。これ
らの知見は、未だ詳細が不明なリソソームの
融合制御の理解に重要な手がかりを提供する
研究成果と考えられる。 
 さらに、哺乳動物個体におけるARL8の生理
的役割を明らかにする目的から、ARL8ノック
アウトマウスを作出し、その表現型を解析し
た。ヒトやマウスではARL8は非常に相同性の
高いARL8aとARL8bが存在するが、ARL8a、ARL8b
のいずれのホモノックアウトマウスも大部分
が胎生致死となり、胚発生におけるARL8ファ
ミリーの重要性を見出した。さらにARL8bノッ
クアウトマウス（ARL8B/KO）については詳細
な表現型解析を進め、ARL8b/KOの胚はコント
ロール胚に比べて体長が小さく、卵黄嚢内胚
葉において多数のLAMP1陽性小胞が散見され
た。さらにそれらのLAMP1陽性小胞には母体由
来タンパク質（アルブミンやIgG）が蓄積して
いた。卵黄嚢内胚葉は、エンドサイトーシス
により母体由来の物質を取り込み、リソソー
ムで分解して、それらの分解産物を胎仔に提
供することで胚に栄養供給を行っていると考
えられている。従って、ARL8b/KOの卵黄嚢内
胚葉ではリソソーム分解に異常が生じ、胎仔
への栄養供給が不全となって、体長縮小など
の胚発生異常が起こる可能性が考えられた。
これらの研究成果は、哺乳動物個体において
ARL8の生理的役割を初めて示した点で意義深
い。 

(2) 神経組織に特異的に発現するRasファミ
リーＧ蛋白質Di-Rasについて 
 神経組織に特異的に発現するDi-Ras2（発表
論文 #18）は、典型的なRasファミリーとは全
く異なった活性制御を受ける可能性を見出し
た。Di-Ras2は通常のRasファミリーとは異な
り、細胞膜画分に加えて細胞質中にも大量に
存在した。その生化学的性状を解析する目的
で、成体ラット脳細胞質中から各種のカラム
クロマトグラフィーによりDi-Ras2を精製し
た。その結果、Di-Ras2と共精製される蛋白質
として、SmgGDSを同定した。さらに精製リコ
ンビナント蛋白質を用いた解析から、両者の
直接的な結合が確認され、脳細胞質中におい
てDi-Ras2とSmgGDSが複合体を形成している
ことが示唆された。これまでの研究から、
SmgGDSは低分子量Ｇ蛋白質RhoAのグアニンヌ
クレオチド交換反応を促進する活性を有し、
RhoAの活性化因子の一つと考えられていた。
しかし、これとは対照的に、SmgGDSとの結合
によってDi-Ras2のグアニンヌクレオチド結
合能が低下することが、精製リコンビナント
蛋白質を用いた解析により明らかとなった。
従って、Di-Ras2は細胞質中でSmgGDSと結合し
てグアニンヌクレオチド低親和性の状態で存
在し、何らかの制御機構によってSmgGDSが解
離することで、グアニンヌクレオチド結合能



が回復し、GTPを結合した活性化型で細胞膜に
おいて機能するモデルが考えられた（発表論
文 #6）。これらの知見は、これまで考えられ
てきた一般的なRasファミリーのＧサイクル
様式を再考する上で意義深い研究成果と考え
る。 
 また、共同研究から（発表論文 #13, 5）、
メラノーマで同定されたRac1の遺伝子変異が
Rac1蛋白質のグアニンヌクレオチド交換反応
を促進し、細胞内の活性化型Rac1量を増加さ
せることでメラノーマ発症に繋がることを見
出した。この遺伝子変異に伴う活性化型Rac1
の性質は、Rasでよく見られるG12V型変異によ
るGTP加水分解の抑制とは全く異なり、本研究
で解析対象としたGTP結合待機型の様相を呈
する新奇低分子量Ｇ蛋白質とも考えられる。
この研究成果は、変異型Rac1の活性化を特異
的に阻害する化合物がメラノーマ治療に向け
た新たな創薬標的となる可能性を提示してお
り、予備的な実験ながら低分子化合物ライブ
ラリーを用いた解析を進め、いくつかの候補
化合物を見出した。 

(3) 栄養状態の感知に介在するヘテロ二量体
型Ｇ蛋白質Ragについて 
 線虫の Rag をコードする raga-1 および
ragc-1両遺伝子の欠失変異体を用いた解析
から、Rag は食餌中の必須アミノ酸に応答
した神経前駆細胞の活性化に介在すること
を見出した。さらに、インスリン経路で機
能する ptenや foxoと raga-1および ragc-1
が遺伝学的相互作用を示すことから、哺乳
動物と同様に線虫の Rag もインスリン経路
と mTOR を介して相互作用する可能性が示
唆された（発表論文 #17）。そこで、GTP
結合型 RAGA-1 の過剰発現がアミノ酸非存
在下でも神経前駆細胞を活性化し得る点に
着目し、同様の表現型を示す変異体をスク
リーニングしたころ、これまでに数遺伝子
を同定することができた。その中の一つで
ある miR-235 は、哺乳動物のマイクロ RNA 
miR-92 オルソログであり、神経前駆細胞の
活性化を負に制御することを見出した（発
表論文 #11）。さらに、miR-235 の発現は
飢餓時に亢進し、摂食によりインスリン経
路依存的に抑制されることを解明した。 
 また、上に述べた GTP 結合型 RAGA-1 の過
剰発現と同様の表現型を示す変異体を単離
できる順遺伝学スクリーニングシステムを
確立した（発表論文 #7）。近年、ロイシン
やアルギニンの各センサータンパク質が同
定され、それらが Rag の G サイクルに寄与
することで複数のアミノ酸が Rag の活性調
節に関わるモデルが提唱された。そこで、
個々のアミノ酸センサーと Rag のＧサイク
ルとを結ぶ共役機構を明らかにする目的か
ら、メチオニンやロイシン、フェニルアラ
ニンといった、個々のアミノ酸が欠乏した

培地で神経前駆細胞を活性化する変異体単
離のスクリーニング系を構築した。既に複
数の変異体を単離しており、Rag が介在す
る新規共役機構の実体解明が期待される。 

(4) 小胞体からのコラーゲン分泌に関わる
Arf ファミリーＧ蛋白質 Sar1 について 
 生化学・細胞生物学的手法を用いて、小胞
体の分泌小胞出芽部位（ERES）に特異的に存
在する複合体を解析し、その構成成分が、コ
ラーゲンの分泌を特異的に担う積み荷受容体
複合体（cTAGE5/TANGO1L/Sec12）と一般的な
分 泌 に 関 与 す る 複 合 体
（cTAGE5/TANGO1S/Sec12）から形成されるこ
とを見出した（発表論文 #3）。さらに、これ
らの複合体はSec16と共に足場タンパク質と
して機能し、ERESの形成を促していることを
明らかにした（発表論文 #1）。一方、低分子
量Ｇ蛋白質Sar1はArfファミリーに属し、小胞
体からゴルジ体に向けた細胞内小胞輸送系に
おいて機能することがよく知られている。本
複合体群はSar1の活性化因子であるSec12を
内包しており、本複合体によるSec12のERES
への局在化がSar1の活性化を介して、特にコ
ラーゲンの分泌に重要であることを明らかに
した（発表論文 #4, 8）。以上の結果から、
コラーゲンに代表される巨大な分子の分泌に
は、低分子量Ｇ蛋白質Sar1のERESにおける局
所的な効率的活性化が必要であるという「Ｇ
サイクルの新しい作用様式の存在」が提起で
きた。 
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