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論 文 内 容 の 要 旨

RhoはRas類似型低分子量GTP結合蛋白質の一群に属し,RacおよびCdc42と共にRhoサブファミ

リーを構成する｡Rhoサブファミリーはアクトーミオシン系の制御を通じ細胞運動,細胞接着,細胞質分

裂,並びに転写の調節を行い,ガン細胞の浸潤,転移-の関与も示唆されている｡無血清培地にて処置し

た培養細胞を血清成分であるリゾフォスファチヂン酸 (LPA)で刺激すると,ストレス線維の尤進およ

び細胞接着斑の増加とともに細胞内チロシンリン酸化レベルの克進,セリン/スレオニンキナーゼの活性

化が認められる｡ これらは,Rhoを非活性化するボツリヌス菌菌体外酵素C3により阻害される｡ これら

の結果から,細胞外刺激による細胞接着には細胞内でRhoが分子スイッチとして機能し,この作用発現

の少なくとも一部にキナーゼカスケードが存在することが考えられる｡ しかし,この分子機構については

全く不明であった｡そこで本研究はRhoの細胞内情報伝達機構を明らかにするため,Rhoが直接働 く標

的蛋白質の同定を試みた｡

Rhoは,GDP型 (不活性型)からGTP型 (活性化型)-の変換により下流の分子に情報を伝達する｡

従って,標的分子は活性化型であるGTP結合型Rhoに選択的に結合すると考えられる｡ そこで,GTP

の非水解アナログであるGTPγSにより標識したRhoをプローブに用い,ヒト血小板ホモジェネ-トに

ついて1igandoverlayblottingにより結合蛋白質の同定を試みた｡その結果,SDS-PAGE上での分子量

約 160kDa付近に活性型Rhoと選択的に結合する蛋白質を得た0(以下p160と称する)そこで,ヒト血

小板よりp160を精製し,Rhoサブファミリー内での結合特異性を検討したところ,活性化型Rhoに強

く結合し,Rac,Cdc42との結合は認められなかった｡また,[γ-32P]ATPと混和することにより,p160

に自己リン酸化を認めた｡このリン酸化はphosphoaminoanalysisにより,セリン,スレオニンリン酸化
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であると同定された｡また精製 p160にヒストンを基質とするリン酸化酵素活性を認めた｡さらに,活性

型Rhoにより,p160のリン酸化活性の上昇を確認した｡以上の結果から,p160はセリン/スレオニン

蛋白質リン酸化酵素であることが示唆された｡

次に,精製p160の部分アミノ酸配列を得,これをもとに,MEG-01S細胞 cDNAライブラリーから

p160cDNAを単離 した｡p160は新規の蛋白質であり,N端にキナーゼ触媒領域,中央にcoiled-coil形

成領域,C端にはpleckstrinhomology(PH)とシステインに富んだ領域を有 した｡これら特徴から,

p160を Rho-associatedcoiled-coilcontainingproteinkinase,p160ROCK と命 名 した｡ 次 い で

P160ROCKcDNAを発現させ,Rhoとの結合,その結合によるキナーゼの活性化を in vivoで検討した｡

COS-7細胞にRhoとp160ROCKを共発現させ,p160ROCKを免疫沈降したところ,その沈降物中に

Rhoが認められ,その際キナーゼ活性は発現ベクターにみのものと比して,有意な上昇が認められた｡

これらの結果は,inm't710で確認された結果と一致するものである｡

p160ROCKのキナーゼ触媒領域には筋硬直性ジス トロフィーの原因遺伝子,myotonicdystrophypro-

teinkinase(MD-PK)と高い相合性が認められた｡MD-PKは骨格筋,平滑筋,心筋において筋線維が

細胞膜に結合する部位に集積することが知られており,その部位において機能することが予想される｡ こ

れらの構造は培養細胞での細胞接着斑と極めて類似した構造である｡ これらのこと,および細胞接着斑の

形成にはRhoが不可欠であることから,160ROCKはRhoによる細胞接着斑の形成に極めて重要な分子

であると考えられた｡以上,本研究は,Rhoによる細胞運動,細胞接着,細胞質分裂の分子機序に解明

に大きな寄与を果たしたものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

低分子量GTP結合蛋白質Rhoはアクト-ミオシン系を通じ細胞運動,細胞接着,細胞質分裂の制御

を行い,ガン細胞の浸潤,転移-の関与も示唆されている｡ しかし,これらの分子機構については全く不

明であった｡本研究はこの点を明らかにするため,Rhoが直接働 く標的蛋白質の同定を行ったものであ

る｡

ヒト血小板ホモジェネ-トを用い,活性型 Rhoをリガンドにoverlay法を試みた｡その結果,活性型

Rhoと選択的に結合する約 160kDaの蛋白質 (以下p160と称する)を同定した｡そこで数種のカラムク

ロマ トグラフィーを用い p160を精製,精製蛋白か ら部分アミノ酸配列 を得て,これをもとに,

MGE-01S細胞 cDNAライブラリーからp160cDNAを単離した｡p160は新規のセリンスレオニキナー

ゼであり,キナーゼ触媒領域の他に,coiled-coil形成領域,C端にはpleckstrinhomologyとシステイン

に富んだ領域を有 していた｡これらの特徴から,これをROCK (Rho-associatedcoiled-coilcontaining

proteinkinase)と命名した｡ROCKのリン酸化酵素活性はinvitroの活性化型Rho添加で約2倍上昇し,

COS-7細胞での発現実験で Rhoとの複合体形成 とin vivoでの活性化を認めた｡これらの結果から

p160ROCKは細胞内でも活性化型Rhoと結合し,活性化される蛋白質リン酸化酵素であることが判明し

た｡

以上の研究は,Roh分子機序の解明に貢献し,細胞生物学の発展に寄与することが多い｡
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従って,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成9年2月10日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認

められたものである｡
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