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研究成果の概要（和文）：本研究では低分子量G蛋白質Rhoシグナル、特に創薬標的となりうる下流のリン酸化酵素に焦
点を当てて、疾患の発症や進行の分子基盤の解明を目指した。まず、インタラクトームを基盤としたリン酸化酵素の基
質スクリーニング法の開発を行い、効率良くRho-キナーゼやPKN、aPKC等の基質候補を得ることに成功した。Rho-キナ
ーゼの基質としてがん抑制蛋白質であるScribや、心筋症の原因遺伝子産物であるCARPやMYL2等を得た。リン酸化によ
ってScribやCARPの機能がどのように調節されるかを示した。また、PKAがRho-キナーゼをリン酸化することを見出し、
両者の間にクロストークが存在することを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the analysis of protein kinases downstream of Rho 
family small GTPases as therapeutic targets. We developed the novel substrate screening method based on 
the interactome analysis. By this method, a number of candidate substrates were identified for several 
kinases including Rho-kinase, PKN, and aPKC. We identified tumor suppressor protein Scrib and 
cardiomyopathy-related gene products such as CARP and MYL2 as novel Rho-kinase substrates. We identified 
phosphorylation sites, and analyzed the modes of action for Scrib and CARP upon the phosphorylation by 
Rho-kinase. We also found that PKA phosphorylates Rho-kinase, suggesting the crosstalk between PKA and 
Rho-kinase.

研究分野：生化学、分子生物学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質のリン酸化は細胞内において重要
なシグナル伝達手段であり、多数のプロテイ
ンキナーゼ（以下、キナーゼとする）とホス
ファターゼが極めて精緻な制御を行ってい
る。ヒトゲノムには 500 種以上のキナーゼが
存在している。これらキナーゼの多くは様々
なシグナル経路とリンクしながら、複数の基
質蛋白質をリン酸化することでシグナルネ
ットワークを形成し、生理機能を遂行すると
考えられる。一方でその制御異常が様々な疾
患発症や進行に関わる例が多く知られてい
る。例えば、受容体型チロシンキナーゼをタ
ーゲットとした数多くの分子標的薬がすで
に抗がん剤として使用されている。それ以外
にも多数の非受容体型チロシンキナーゼや
セリン／トレオニンキナーゼが、循環器疾患
やがん、代謝疾患、アレルギー、神経変性疾
患等の疾患の発症や進行に寄与している。 
 細胞外シグナル／受容体から個々のキナ
ーゼに至るまでの細胞内シグナル経路の解
析に比べると、キナーゼから下流のシグナル
経路についての理解は未だ十分とは言えな
い。最近のリン酸化プロテオミクス技術の進
歩により生体内のリン酸化蛋白質の検出感
度が格段に向上し、報告されるリン酸化部位
の数が漸増している。ヒトゲノムにコードさ
れているキナーゼの数（約 500）から考えて
も、各々のキナーゼについて未同定の基質が
多数存在することが示唆される。疾患と疾患
に関連するキナーゼの役割を包括的に理解
するためには基質の網羅的解析が必須であ
るが、特定のキナーゼの基質を同定する方法
は長らく確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では細胞内シグナル伝達に中心的な
役割を果たす蛋白質リン酸化に焦点をあて、
ヒト疾患(循環器疾患、がん、精神・神経疾
患等)の発症や進行におけるリン酸化シグナ
ルネットワークの全体像を理解するための
分子基盤を構築することを目的とする。低分
子量Ｇ蛋白質Rhoファミリーの下流のキナー
ゼや疾患に関連が示唆されるキナーゼを中
心に、リン酸化プロテオミクスやバイオイン
フォマティックスの手法を基盤とした網羅
的な基質同定・解析を行い、キナーゼを中心
としたリン酸化シグナルネットワークを明
らかにすることで、疾患の発症・進行の分子
メカニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)キナーゼ基質スクリーニング法の開発 
 インタラクトームによるキナーゼの基質
スクリーニング法の開発・最適化を目指す。
具体的には、キナーゼの触媒領域を用いたア
フィニティカラムクロマトグラフィーによ
り、触媒領域と相互作用する蛋白質を得た後、
ショットガン LC-MS/MS による相互作用蛋白
質の同定を試みる。キナーゼの特性に応じて

諸条件の至適化を図る。 
 
(2)疾患関連キナーゼの基質スクリーニング 
 上述の方法を用いて、Rho ファミリーに関
連のある疾患関連キナーゼ（Rho-キナーゼ、
PKN、aPKC、PAK など）の基質のスクリーニン
グを行う。スクリーニングで得られた基質候
補蛋白質とそのリン酸化部位情報は、リン酸
化シグナルネットワークの一次情報として
蓄積する。この情報を用いて in silico にて
パスウェイ解析を行い、キナーゼとその基質
がどのようなシグナルネットワークに帰属
するか検討する。 
 
(3)疾患関連キナーゼ基質の機能解析 
 スクリーニングによって得られた個々の
基質とキナーゼのシグナルカスケードにつ
いてその生理機能の解析を行う。具体的には、
in vitroでリン酸化反応を行い基質に機能変
化が起こるかを生化学的に解析し、また同定
したリン酸化部位について変異体やリン酸
化抗体を作製して細胞レベルあるいは組織
レベルでのリン酸化の意義や動態を解析す
る。さらに、疾患との関連について検討する。 
 
４．研究成果 
(1)キナーゼ基質スクリーニング法の開発 
 本研究では、インタラクトームとリン酸化
プ ロ テ オ ミ ク ス 技 術 を 基 盤 と し た
Kinase-interacting substrate screening 
(KISS)法（図１）の開発・至適化を行い、Rho-
キナーゼについて効率良く基質をスクリー
ニングすることに成功した。この方法により、
ラット脳ライセートから140種類の基質候補
蛋白質（既知の基質である MYPT1, MLC, 
Adducin, CRMP2, p190A RhoGAP 等を含む）、
356 箇所のリン酸化部位を見出した。得られ
たリン酸化部位は Rho-キナーゼのリン酸化
コンセンサスとよく一致した（図２）。また、
ラット心臓ライセートを用いることで、心臓
における Rho-キナーゼの基質候補を得るこ
とが出来た。一連の解析により Scrib や CARP 
(ANKRD1)を含む多数の新規基質候補蛋白質
を得た（後述）。 



 
(2)疾患関連キナーゼの基質スクリーニング 
 Rho-キナーゼは、高血圧や血管攣縮、動脈
硬化、心筋症、がん細胞の浸潤など、多数の
疾患との関連が報告されており、創薬標的と
しても注目されている。一方で、それぞれの
疾患において Rho-キナーゼの下流でどのよ
うな基質のリン酸化が重要な役割を果たし
ているかについては、未だ不明の部分も多い。
前述のように、Scrib を含む極性蛋白質、
Spectrinβを含む細胞膜裏打ち蛋白質、CARP
を含む心筋症関連蛋白質のクラスターが得
られた。 
 更に、PKN, PAK, aPKC, PKA, MAPK, CaMK1, 
LYN, FYN, AKT, GSK3β 等のキナーゼについ
てもスクリーニングを行った結果、それぞれ
に既知の基質を含む多数の基質候補蛋白質
が得られた。PKN や PKA は Rho-キナーゼと同
様にリン酸化部位の-2、-3 部位に塩基性アミ
ノ酸を有することが知られており、実際にス
クリーニングで得られた配列にはいずれも
その傾向が認められた（図２）。一方でこれ
ら３種のキナーゼの基質候補蛋白質を比較
したところ、図３のようにそれぞれのキナー
ゼに特異的は基質が得られた。以上のことよ
り、KISS 法により広範なキナーゼの基質スク
リーニングが可能であることが示唆された。 

 
 (3)疾患関連キナーゼ基質の機能解析 
 Scrib は癌抑制遺伝子、および平面極性
(Planar cell polarity: PCP)制御因子とし
て知られており、Scrib 変異マウスでは発生
過程における神経管閉鎖不全や心臓、腎臓の
形成不全等が観察される。これまでに
Rho/Rho-キナーゼシグナル経路がPCPの制御
に関与することが示唆されてきたが、その分
子機序については不明の点も多く残されて
いた。Rho-キナーゼによる Scrib のリン酸化
部位を同定してリン酸化抗体を作製し、細胞
内でRho-キナーゼ依存的なScribのリン酸化
を確認した。さらに、Scrib 結合蛋白質の探
索を行ったところ、Shroom2がリン酸化Scrib
に対してより高い結合性を示すことを見出
した。Shroom2 はこれまでに Rho-キナーゼと
相互作用し、Rho-キナーゼを介して細胞の収
縮能を調節することが示唆されていた。本研
究で Shroom2 が PCP 制御因子である Scrib と
Rho-キナーゼ依存的に結合することが示唆
されたことから、発生過程における組織形成
や、がん細胞と正常細胞の間の細胞競合の分
子基盤の一端が明らかになることが期待さ
れる（図４）。 

 
 心臓の Rho-キナーゼ基質候補として特発
性心筋症関連遺伝子産物が複数得られてお
り、このうち CARP, MYL2, CSRP3, BAG3 につ
いては in vitro におけるリン酸化を確認し
た。特に心保護効果を持つ転写補助因子と考
えられている CARP については、Rho-キナー
ゼによるリン酸化依存的に 14-3-3 に結合す
ること、またその結果、核から細胞質に移行
することを示した。Rho/Rho-キナーゼシグナ
ルが圧負荷やアンジオテンシン依存的な心
肥大に関わっていることは既に報告されて
いるが、その下流の分子基盤についてはほと
んど明らかではなかった。Rho-キナーゼが
CARP やその他の心筋症関連蛋白質をリン酸
化することが心肥大の発症・進行に重要な役
割を持つ可能性が考えられる。 
 また、リン酸化モチーフ抗体を用いた解析
より、PKA が Rho-キナーゼをリン酸化するこ
とも示し、PKA と Rho-キナーゼの間にクロス
トークが存在することが示唆された。 
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