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論 文 要 旨
I

論文題目 PARO1, a protein tyrosine phosphatase-associated RhoGAP, 

as a putative Rap2 effector 

(PARGlはチロシン脱リン酸化酵素と結合する RhoGAPで

あり Rap2の標的分子として機能する）
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（目的）

低分子量 G 蛋白質 Rap2は、 ras癌遺伝子産

物 (Ras) の類縁分子であり、同じ Ras ファミ

リーに属する Rapl と同様に、 Rasの標的分子

の殆どと結合する。一方、 Ras と Rapl の標的

分子結合領域が同一であるのに対し Rap2のそ

れはアミノ酸残基が 1つ異なる (F39)。従っ

て、 Rap2 にのみ特異的に結合する未知の標的

分子が存在し Rap2がそれを介して Rasとは異

なる独自のシグナル伝達経路を制御する可能

性がある。ヒトのシグナル伝達分子の殆どは

線虫 C エレガンスにも相同分子が存在するこ

とから、今回我々は線虫を用いて Rap2の未知

の特異的標的分子を検索した。

（方法）

線虫 Rap2に結合する分子を酵母 Two-hybrid

法により線虫 cDNA ライブラリーからスクリ

ーニングし、得られた分子のヒト相同分子を

ヒト Rap2の標的候補分子とした。標的候補分

子と Rap2の結合の特異性と分子機構は、酵母



Two-hybrid 法と組替え蛋白質同士の試験管内

結合実験で検討した。また、両者により制御

される下流シグナル伝達経路の出力指標とし

て、アクチン細胞骨格の再編成による細胞形

態の変化を定量解析した。

（結果）

スクリーニングの結果、線虫分子 ZK669.1a 

をコードするクローンが得られたので、その

ヒト相同分子 PARGl をヒト Rap2の標的候補

分子とした。 PARGl は Ras、Rapl には結合せ

ず、 Rap2 とのみ特異的に結合した。 PARGl と

ZK669.laは ZPHと呼ばれる機能未解明の領域

を持つが、 Rap2 との結合の分子機構として、

この ZPH領域が Rap2の GTP結合型コンフォ

メーションにおける F39 を認識することが判

明した。また、 PARGlと ZK669.laはアクチン

細胞骨格の制御に関与する低分子量 G 蛋白質

Rhoを不活性化する RhoGAPドメインを持つ。

そこで、培養細胞で PARGl を強制発現し、ア

クチン細胞骨格の再編成による細胞形態の変



化を観察したところ、 PARGl は Rhoの不活性

化状態に特有の形態変化を引き起こした。し

かし、PARGlに加えて Rap2を共発現させると、

この形態変化が抑制された。一方、 ZPH領域

を欠く変異体 PARGl も細胞に同様の形態変化

を引き起こしたが、 Rap2 による抑制は認めら

れなかった。

（考察）

以上の結果は、 PARGlが Rap2の特異的標的

分子として Rho を介するシグナル伝達を制御

することを示しており、 PARGl は Ras ファミ

リーと Rhoファミリーという 2つの代表的低

分子量 G 蛋白質ファミリーのクロストークに

関与する分子として進化を越えて保存されて

きた可能性が高い。一方、 PARGl は C 末端で

チロシン脱リン酸化酵素 PTPLl と結合してい

るため、低分子量 G 蛋白質とチロシンキナー

ゼシグナル伝達経路とのクロストークに関与

する可能性もあり、今後の解析を要する。
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（論文題目）

PARGl, a protein tyrosine phosphatase-associated RhoGAP, as a putative Rap2 effector 

（論文審査結果の要旨）

上記の論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意義と学

術水準について慎重に検討し、以下のような審査結果を得た。

1.研究の背景と目的

Rap2は癌遺伝子産物 Rasの類縁分子であり、 Rasと同様に細胞癌化や癌細胞

の悪性形質に関与すると考えられている。 Rasは標的分子と物理的に結合してシ

グナルを伝達する。 Rap2は Rasの標的分子群と結合することから、 Rasと同じ

シグナルを伝達すると考えられていた。しかし実は、 Rap2と Rasでは、標的分

子との接触面 9アミノ酸残基のうち 1アミノ酸が異なる。従って、このアミノ酸

（フェニルアラニン 39) を認識して Rap2に特異的に結合する未知の標的分子が

存在する可能性がある。

一方、線虫 C.エレガンンスはヒトゲノムプロジェクトの前哨戦として全ゲノ

ムの解読が行われたモデル生物であり、多くのシグナル伝達分子をヒトと共有す

る。そこで著者らは、線虫を用いて Rap2の未知の標的分子を探索し、得られた

線虫分子のヒトにおける相同分子を解祈するという戦略を試みた。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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論文審査結果の要旨 (2) 

2.研究内容

線虫 Rap2に結合する分子を Two-hybrid法によるゲノムワイドスクリーニング

で探索し、新規 Rap2結合分子として線虫 ZK669.la蛋白質を得た。 ZK669.laと

そのヒト相同分子PARGlは、両者の頭文字から ZPHと呼ばれる機能未解明のド

メインを持つ。この ZPHドメインが Rap2のフェニルアラニン 39を認識して結

合することが、 Two-hybrid法と組替え蛋白質同士の試験管内結合実験から判明し

た。 ZPHドメインはRasを含め他の類縁分子とは結合せずRap2とのみ結合した。

また、 ZK669.laとPARGlは低分子量 G蛋白質 Rhoを不活性化するドメイン

(RhoGAPドメイン）も共有する。しかし、 PARGlの RhoGAPドメインの細胞

内機能は解析されていなかった。 Rhoはアクチン細胞骨格を介して細胞の形態を

制御することから、 PARGlを強制発現した細胞の形態を観察した。その結果、

PARGlは Rhoの不活性化状態に特有の形態変化を引き起こすことが判明した。

この形態変化は Rap2の共発現により抑制されたが、 ZPHドメインを欠く変異体

PARGlは抑制を受けなかった。

以上の結果から、 PARGlはRap2の新規特異的標的分子であり、 PARGlのZPH

ドメインと Rap2が結合することで PARGlの RhoGAPドメインの機能が抑制さ

れると結論した。

3.研究結果の意義と学術水準

本研究は、重要なシグナル伝達分子が進化を越えて保存されることを利用し

てRap2の新しい特異的標的分子PARGlを発見し、 Rap2がPARGlを介して Rho

を制御することを明らかにしたものである。

Rap2は Rasファミリーに属し、 Rhoは Rhoファミリーに属する。 Rasファミ

リーは癌細胞の異常増殖能、 Rhoファミリーは癌細胞の浸潤転移能に関わると考

えられている。本研究は PARGlが両ファミリーのクロストークに関与すること

を初めて明らかにしたものであり、癌細胞の悪性形質の成り立ちを解明する端緒

となる有意義で高い水準にある研究と考えられる。

以上により、本論文は学位授与に十分に値するものであると判断した。


