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研究成果の概要： 哺乳動物には、START ドメインを持つ Rho ファミリー低分子量 G タンパク
質に対する GTP アーゼ活性化タンパク質(START-GAP)をコードする遺伝子が３つ存在し、これら
の遺伝子産物の抗腫瘍活性が注目されている。それぞれの生化学・細胞生物学的性質を比較解
析したところ、START-GAP の接着斑への局在化が細胞運動性や形態維持に重要な役割を果たし
ていることが判明した。また、局在化に必要な領域を同定し、その分子機構の一部を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト染色体上には、GAP（GTPase 活性化タ
ンパク質）ドメインの C末端側にセラミドや
コレステロール結合タンパクに存在する
steroidogenic acute regulatory-related 
lipid transfer (START)ドメインを含む、相
同性のある分子量約 12 万のタンパク質をコ
ードする３つの遺伝子が存在する［図１］。
これらは哺乳動物に共通しており、機能と構
造的特徴とから、我々はこれらの遺伝子産物
を START-GAP と呼んでいる。ヒトの場合、
START-GAP をコードする遺伝子は、8 番染色
体に存在する DLC(deleted in liver cancer)1 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９５７０１８４ 

研究課題名（和文）抗がん遺伝子産物ＳＴＡＲＴ－ＧＡＰファミリーの構造と機能 

                     

研究課題名（英文）Structure and function relationships of the anti -oncogenic  

 START-GAP family gene products  

研究代表者 

八木澤 仁（HITOSHI YAGISAWA） 

  兵庫県立大学・大学院生命理学研究科・准教授 

   研究者番号：４０１９２３８０ 
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(human START-GAP1)と 13 番染色体の DLC2 
(human START-GAP2)である。これらは、逆遺
伝学的解析などにより、肝がんや乳がんなど、
転移をともなうがんの一部で欠失あるいは
不活化されている抗腫瘍遺伝子として同定
され、実際に一部のがん細胞の増殖や転移を
抑えることが細胞培養系や動物実験で判明
している。DLC1のラットオルソログは、ホス
ホリパーゼ C(PLC)δ1 結合タンパク質として
我々の研究協力者である本間好博士（福島県
立医大）がクローニングした p122RhoGAP で
ある。本研究開始とほぼ同時期に、我々と米
国の Popescu らは、X 染色体にも START-GAP
をコードする遺伝子（DLC-3 あるいは human 
START-GAP3）が存在することを見いだした。
しかし、当初 START-GAP3/DLC3 の生化学的性
質や細胞内分布は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究はSTART-GAP/DLC遺伝子産物ファミ
リーの構造と機能を比較解析することによ
り、細胞のがん化および発生におけるこれら
のタンパク質の役割を解析しようとするも
のである。 
 
３．研究の方法 
(1) START-GAP1 の接着斑局在化機構の解
析：内在性の START-GAP1 について調べるた
め、本研究の準備段階で START-GAP1 に対す
る特異抗体を作成した。ラット NRK 細胞を用
いて免疫染色を行ったところ、細胞内および
細胞周辺に斑点状の分布を示した。各種の細
胞骨格系タンパク質やオルガネラ特異的タ
ンパク質に対する抗体を用いた蛍光免疫染
色を手段として、顕微染色像を比較すること
により、斑点状の分布は、細胞・細胞基質間
接着を担う接着斑(focal adhesions)である
ことを明らかにした［図２］。 
 次に、START-GAP1 の接着斑局在に関わる領
域を調べた。緑色蛍光タンパク質 GFP を融合

した各種変異体を作成して細胞に発現し、N
末端側の 286-459 アミノ酸領域内に、接着斑
局在化機能が存在することを、本研究の開始
段階までに明らかにした。この START-GAP1
の 接 着 斑 局 在 化 領 域 （「 FAT(focal 
adhesion-targeting)領域」と命名：図３参
照）を発現した細胞では、内在性 START-GAP1
が接着斑から解離しており、細胞運動性、お
よび、進展などの形態の変化において、

START-GAP1 が接着斑で機能することを示し
ている。本研究では FAT 領域そのものの機能
とともに、これに対する他の分子内領域の影
響を検討した。 
 (2) FAT 領 域の絞り込み、および、
START-GAP1結合タンパクtensin2との相互作
用の解析：本研究では、FAT 領域をさらに細
分化し、これらのサブ領域の欠失変異体や単
離発現変異体を組み合わせて、FAT 領域中で、
接着斑局在化に必須な領域を絞り込んだ。ま
た、本研究開始直後に、国外の２つのグルー
プから、接着斑構成因子の一つであり、イン
テグリンのシグナルをアクチンに伝達する
のに重要であるとされる tensin ファミリー
が START-GAP1 の FAT 領域近傍と相互作用す
るとの報告がなされたために、上記変異体を
用いて tensin2 と START-GAP1_FAT 領域との
間の分子間相互作用の詳細を、FAT サブ領域
変異体ならびにアミノ酸点変異を導入した
変異体を用いて、主としてインビトロの結合
実験で解析し、相互作用に重要な領域と残基
を同定した。 
(3) START-GAP1 結合タンパクの探索：我々
は、ラット肝臓抽出液から START-GAP1 の FAT
領域の GST 融合タンパクをベイトとして、FAT
領域に特異的に結合するタンパク質の候補
を SDS-PAGE 法によっていくつかのバンドと
して分離した。それらのタンパク質バンドの
各々を MALDI-TOF 質量分析法を利用したペプ
チドフィンガープリント法によって解析し
たところ、小胞体輸送関連分子である Sec23A、
転写因子である p105 coactivator, 脂質代謝
酵 素 で あ る 17β-hydroxysteroid 
dehydorogenase IV などが同定された。これ
らの中で最も高い候補タンパクとしての統
計的スコアーを与えた Sec23A について、実
際に細胞内において START-GAP1 との結合が
おこるかどうかを、Sec23A の細胞内発現系を
用いることによって解析した。 
(4) START-GAP ファミリーの生化学的性質の
比較：前述のように、哺乳動物においては
START-GAP フ ァ ミ リ ー は START-GAP1, 
START-GAP2, START-GAP3の３つのアイソフォ
ームからなる。これらのアイソームが一部の
がん細胞に対して増殖・転移抑制活性を示す
ことは本研究開始前および開始直後に報告
されていたが START-GAP2, START-GAP3 の生

図３ FAT ドメインを含む START-GAP1 の模式図 



化学的性質についての解析はほとんどなさ
れていなかった。本研究では、これら３つの
アイソフォームの Rho ファミリータンパク質
（GTPase 活性）と PLCδ1（PIP2 分解活性）に
対する影響を検討した。 
(5) 抗START-GAP2および抗START-GAP3抗体
の作成と細胞内分布の解析： 
 START-GAP2, START-GAP3に対する抗体は市
販 さ れ て い な い の で 、 START-GAP2, 
START-GAP3 に対する特異的なウサギポリク
ローン性抗体を作成した。これらの抗体を用
いて、内在性 START-GAP2, START-GAP3 の細
胞内分布を蛍光顕微鏡下において解析した。 
 
４．研究の成果 
(1)  前項(1) および(2) の結果より、
START-GAP1 の接着斑局在化に必要な領域は
314-452 の約 140 アミノ酸からなる領域に絞
られ、この中でも 359-396 領域が特に重要で
あることが判明した。また、START-GAP1 の過
剰発現による形態変化には、FAT 領域と GAP
領域が相乗的に関与することが明らかにな
った。また、START-GAP2 にも機能的な FAT 領
域がほぼ同じ部位に存在し、この領域の細胞
内発現は内在性 START-GAP1 の接着斑への局
在化を抑制し、細胞の形態にも影響を与えた。
このように細胞の形態の維持において、
START-GAP の FAT 領域を介する接着斑標的化
が重要な役割を担っていることが示された。
また、START-GAP1 では FAT 領域中の 359-396
領域に存在する数個のアミノ酸残基が、
tensin2 のインテグリンとの結合領域である
ことが報告されている PTB（リン酸化チロシ
ン結合）領域と、チロシンリン酸化に依存し
ない様式で結合することを見いだし、
START-GAP1 がインテグリンシグナルの直接
制御因子である可能性を示した［図４，５］。 

 さらに、START-GAP1 の 428-453 残基の部分
は、tensin2 の SH2（Src homology 2）領域
と相互作用することが、上述の PTB ドメイン
との相互作用の解析とほぼ同様の手法で明
らかになった。従って、START-GAP1 の FAT 領
域と tensin2 の間の結合には、相互に独立し

た相互作用が協調しあって働いている可能
性が高い［図６］。 

(2) 前項(3)の結果は、START-GAP1 が接着斑
構成タンパク質以外に細胞内物質輸送に関
わるタンパク質の１つである Sec23 とも相互
作用するという予想外のものであった。一般
に、タンパク質は小胞体で合成された後、
COP(coat protein coplex)II と呼ばれる小胞
によって覆われ、ゴルジ体へと順行輸送され
るが、この COPII を構成するタンパク質の中
に Sec23/24 複合体がある。ゴルジ体から小
胞体への逆行輸送を司る COPI 小胞と Rho フ
ァミリー低分子量 Gタンパク質との関係は報
告されているが、小胞体からゴルジ体への輸
送過程に RhoGTP アーゼが関わるかどうかに
ついては不明であり、このプロセスに
START-GAP ファミリータンパク質が関わって
いる可能性が示されたことは極めて興味深
い。実際、HeLa 細胞内で GFP 融合タンパクと
して発現させた Sec23A およびその複合体パ
ートナーである Sec24C はともに START-GAP1
の FAT 領域に結合した。しかし START-GAP2
の FAT 領域は Sec23A、Sec24C ともに結合せ
ず、これは START-GAP1 と START-GAP2 の機能
の差をするものとして興味深い。また Sec23A

図４ FAT 領域と tensin2 の PTB 領域との相互作用 

図５ Tensin2 PTB 領域との結合に重要なアミノ酸と
結合親和性 



はSTART-GAP1と結合するtensin2の SH2/PTB
領域を含む C 末端領域とも結合し、COPII、
あるいは、その前駆体が接着斑における物質
輸送になんらかの形で関わっていることを
示唆している。 
(3) 前項(4)の結果、START-GAP タンパク質
のいずれもが、Rac1 以外の RhoA および Cdc42
に対する GAP 活性を示し［図７Ａ］、また、
PLCδ1の活性亢進を引き起こすこと［図７Ｂ］
が明らかになった。また、それぞれを細胞に
過剰発現すると、アクチンストレスファイバ
ーが消失して、突起形成と細胞質の収縮を伴
う形態変化（非扁平化）がおこること［図７
Ｃ］が示され、いずれの START-GAP もその正
常な発現が、細胞の形態や運動性の維持にか
かわっていることが示された。 
(4) 前項(5)の結果、内在性の START-GAP2, 
START-GAP3 の一部は接着斑へ局在化するも
のの、一部が細胞核の周辺に分布することが
判明した。特に START-GAP2 は一部がゴルジ
体のマ－カーと共局在した。前述のように、
START-GAP2 と Sec23A や Sec24C との結合は、
現在のところ確認されていないが、START̶
GAP が細胞内物質輸送、特に、ゴルジ周辺で

の小胞輸送や START ドメインを介した脂質輸
送に関わっている可能性が示された。 
 これらの成果をまとめると、本研究により、
START-GAP ファミリー、特に START-GAP1 の接
着斑局在化の分子機構の解明が進み、細胞形
態や運動性の制御における役割がさらに詳
細に明らかになった。また、START-GAP ファ
ミリーが基本的には共通の生化学的性質を
示すことから、機能的によく保存され、進化
的にも近いことが判明した。しかし、内在性
START-GAP の視覚化により、細胞内では微妙
にそれぞれの分布が異なり、おそらく担って
いる役割も若干異なっている可能性が新た
に示された。これまでの細胞内過剰発現系に
よって得られた知見と比べて、これらの新た
な情報は、実際の細胞内での START-GAP の機
能を解析して行く上で重要である。 
 今後の研究の展開としては、それぞれのア
イソフォーム遺伝子のノックダウンやコン
ディショナルノックアウト、あるいは、ノッ
クイン等の方法により、それぞれがどのよう
な細胞機能を担い、また、互いに機能の補完
をするのか、あるいは阻害をするのかなどの
点を調べて行く必要がある。 
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