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研究成果の概要（和文）：RalはRasファミリーに属する低分子量GTP結合タンパク質であり、細胞の増殖、膜輸
送、アクチン細胞骨格の制御など多様な機能を担っている。また、Ralの異常な活性化はがんの悪性化を促進す
ることが知られる。本研究ではRalの恒常的な活性化が膵臓がん細胞の浸潤・転移を促進することを明らかにし
た。また、遺伝子発現解析によりRalの活性化に伴い発現、分泌の上昇するサイトカインを同定し、浸潤・転移
を担うRal下流の分子機構の一部を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ral is a low molecular weight GTP-binding protein belonging to the Ras 
family and regulates diverse cellular processes including cell proliferation, membrane traffic, and 
actin cytoskeleton reorganization. Aberrant activation of Ral is known to promote malignant 
transformation of cancer. In this study, we found that the constitutive activation of Ral promoted 
the invasion and metastasis of pancreatic cancer cells. In addition, gene expression analysis 
identified a cytokine whose expression and secretion increased with Ral activation. These findings 
reveal the molecular mechanisms downstream of Ral that play a role in invasion and metastasis of 
pancreatic cancer cells.

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの多くの知見は、Ralの異常な活性化が、がん化、がんの浸潤・転移に重要であることを示している。
特に膵臓がんにおいてはRalの活性化が顕著であることが知られる。しかし、がんの悪性化を制御するRal下流の
分子メカニズムについてはこれまで不明であった。本研究において膵臓がんの浸潤・転移におけるRalの役割を
明らかにした。現在、Ral経路を標的とする抗がん剤の開発が進められており、本成果は膵臓がんに対する新た
な治療薬の開発につながりうるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

Ras ファミリーの低分子量 GTP 結合蛋白質 Ral は、細胞増殖、膜輸送、アクチン細胞骨格の制御

など、多様な細胞機能を担っている。哺乳類では RalA と RalB の 2 つのアイソフォームがある。

他の Gタンパク質と同様に、Ral は GTP 結合型あるいは GDP 結合型で存在し、GTP 結合型で下流

のエフェクタータンパク質に作用しシグナルを伝達する。これまでの多くの知見は、膵臓がんを

はじめとした多くのがんにおいて Ral の異常な活性化が見られること、Ral の恒常的な活性化

が、がん化、浸潤・転移に重要であることを示している。代表者は、これまでに Ral の不活性化

因子、Ral GTPase-activating protein (RalGAP)を分子同定し、がん細胞株、および RalGAP ノ

ックアウトマウスを用いた解析により、RalGAP の発現低下による Ral の異常な活性化が膀胱癌

や大腸癌の浸潤・転移に重要であることを明らかにした。しかし、がんの浸潤・転移を担う Ral

下流の分子メカニズムについてはほとんどわかっておらず、本分野における重要な課題となっ

ている。一方、抗糖尿病薬として広く用いられているビグアナイド薬は血糖降下作用のみならず、

抗炎症、抗腫瘍作用を持つことが疫学的に明らかにされつつある。しかし、ビグアナイド薬によ

る腫瘍抑制のメカニズム、特に Ral の活性に及ぼす影響については全くわかっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究は、Ral の活性化が膵臓がん細胞の浸潤・転移に及ぼす影響を明らかにすること、および

浸潤・転移における Ral 下流の分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)RalGAP はαサブユニットとβサブユニットからなるヘテロ複合体である。αサブユニットに

はα1(RALGAPA1)とα2（RALGAPA2）があり、βサブユニット（RALGAPB）は両者に共通している。

GAP 触媒ドメインはαサブユニットにあるが、その活性にはβサブユニットとの複合体化が必要

である。本研究では代表的な pancreatic ductal adenocarcinoma(PDAC)細胞である PANC-1 と

MIA PaCa-2 を用い、CRISPR/Cas9 法により RalGAP 共通サブユニットである RALGAPB 遺伝子を欠

損させ、Ral が恒常的に活性化した PDAC 細胞を作製した。野生型および RALGAPB KO PDAC 細胞

を用いてwound healingアッセイ、マトリゲル浸潤アッセイによりin vitroでの細胞の遊走能、

浸潤能を評価した。また、ヌードマウス皮下移植モデル、脾臓注入モデルを用いて in vivo での

増殖、浸潤・転移能を評価した。 

(2)がんの浸潤・転移における Ral 下流の分子メカニズムを明らかにするために、野生型、RALGAPB 

KO PDAC 細胞を用いて遺伝子発現の比較を行った。同定された遺伝子について上記 in 

vitro/vivo アッセイを用いて関与を検討した。 

(3)ビグアナイド化合物である phenformin を用いて、培養細胞中の Ral の活性をプルダウン法

により解析した。 

(4)口腔扁平上皮がん細胞を用いて RalGAP の発現が遊走・浸潤に及ぼす影響を解析した。

RALGAPA2 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化、ヒストン修飾を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 膵臓がん細胞における役割を解析するために、代表的な PDAC 細胞である AsPC-1,BxPC-



3,SUIT2,SW-1990,PANC-1,MIA PaCa-2 の計 6細胞株を用いて RalGAP の発現を解析した。このう

ち、PANC-1 と MIA PaCa-2 細胞を用いて CRISPR Cas9 法により RALGAPB KO 細胞株を作製した。

Ral エフェクターSec5 の Ral 結合ドメインを用いたプルダウンアッセイにより GTP 結合型 Ral

を定量したところ、野生型細胞に比べ RALGAPB KO MIA PaCa-2 細胞では GTP 結合型 RalA, RalB

が約 3倍に、PANC-1 細胞では約 5倍に増加していた。これらの RalGAP KO PDAC 細胞は野生型細

胞に比べ、in vitro で高い遊走能、浸潤能を示した。また、ヌードマウス皮下移植において

RALGAPB KO MIA PaCa-2 細胞は野生型よりも強い増殖能を呈した。一方、二次元培養での増殖に

差はなかった。ヌードマウス脾臓注入モデルを用いて in vivo での浸潤・転移能を解析したとこ

ろ、野生型に比べ RAlGAPB KO MIA PaCa-2 細胞は高い肝転移能を示した。また RAlGAPB KO 細胞

を移植した約半数のマウスにおいて野生型には見られない腹膜播種を認めた。これらの結果は

Ral の恒常的な活性化が PDAC 細胞の浸潤・転移に寄与することを示す（文献 1）。 

（2）上記の結果は RalGAP の欠失に伴う Ral の恒常的な活性化が膵臓がん細胞の浸潤・転移の亢

進に重要であることを示すが、浸潤・転移を担う Ral 下流の分子機構についてはほとんど明らか

になっていない。本研究では膵臓がんにおける Ral 下流経路を解析するために、野生型および

RALGAPB KO MIA PaCa-2 細胞を用いて遺伝子発現の比較を行った。その結果、RALGAPB KO 細胞に

おいて一貫して発現の上昇する遺伝子としてTGFB1を同定した。ELISA法によりRALGAPB KO PDAC

細胞培養上清中の TGFB1 の増加を確認した。RALGAPA2 の過剰発現により TGFB1 の mRNA 量、分泌

量は低下したが、RalGAP 活性を欠く変異体の導入では影響なかったことから、Ral の活性化が

TGFB1 の発現上昇に直接関与していると考えられた。RALGAP B KO PDAC 細胞の遊走、浸潤の亢進

は TGFβ受容体阻害剤により顕著に抑制された。また、マウス脾臓注入モデルを用いた in vivo

での解析においても TGFβ受容体阻害剤は RALGAPB KO 細胞の浸潤・転移を抑制した。Ral から

TGFB1 へと至るシグナル経路については JNK の関与が示唆された。TGFB は初期のがんでは細胞

増殖に抑制的にはたらくが、進展したがんにおいては上皮間葉転換を誘導し、浸潤・転移を促進

することが知られる。これらの結果は Ral の活性化に伴う TGFB1 の発現上昇とオートクライン

による作用が膵臓がんの浸潤・転移に関わっていることを示唆する。 

（3）培養細胞を用いてビグアナイド化合物が Ral の活性に与えることを見いだした。ビグアナ

イド化合物による RalGAP 複合体のリン酸化、翻訳後修飾に注目し解析を進めた。 

（4）口腔扁平上皮がん細胞株を用いた解析により RALGAPA2 の発現が低い細胞株は高い遊走・浸

潤能を持つことを明らかにした。口腔扁平上皮がん検体において RALGAPA2 の発現は低下してお

り、エピジェネティックな制御による発現抑制が示唆された（文献 2）。 
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