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研究成果の概要（和文）：Ras ファミリーおよび Rho ファミリーGTPase は、細胞内シグナル伝達

系において、分子スイッチとして重要な機能を担っている。近年、細胞内シグナル伝達系の細

胞内部位特異的な調節メカニズムが注目されており、その解明が重要な課題となっている。本

研究では、当該 GTPase のうち、Rac1、RhoA、Rap1 に着目し、それらが関与する新規のシグナ

ル伝達系における細胞内部位特異的な制御機構の解析を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Ras and Rho family GTPases play an important role as a molecular 
switch in intracellular signal transduction. Recently, its subcellular region-specific 
regulatory mechanisms are featured. In this study, we analyzed the subcellular 
region-specific regulatory mechanism underlying newly identified signaling pathways 
involving the GTPase Rac1, RhoA, or Rap1. 
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１．研究開始当初の背景 
 低分子量 GTPase（GTP 結合蛋白質）は、種々
の哺乳動物細胞の細胞内シグナル伝達系に
おいて、重要な機能を担っている。このうち、
Ras ファミリーは、主に増殖や分化を制御し、
Rho ファミリーは、形態、接着、運動、小胞
輸送などを制御していることがよく知られ
ている。個体レベルでは、種々の器官形成や
神経回路網の構築などの高次生命現象の発
現に非常に重要であると考えられている。一
方、これらの GTPase の機能の異常は、癌を

はじめとする様々な病態を引き起こす。さら
に、細胞内シグナル伝達系においては、これ
らの GTPase が複雑なネットワークを形成し
ている。したがって、Ras ファミリーおよび
RhoファミリーGTPaseのネットワークの調節
機構の解明は、高次生命機能や細胞癌化の分
子レベルでの理解に必須であり、今後の重要
な課題である。 
 Ras は主として細胞膜内側に、一部はゴル
ジ装置などの細胞内膜系に局在し、Rho ファ
ミリーは、小胞体やゴルジ装置を含む種々の
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細胞内領域に存在している。いずれも、細胞
質、細胞内膜系、細胞膜の間でダイナミック
に局在が変化しており、それぞれの細胞内部
位で選択的な活性調節を受けて機能してい
ると予想される。したがって、Ras ファミリ
ーおよび Rhoファミリー蛋白質が形成するシ
グナル伝達ネットワークを制御する分子機
構を解明するためには、各分子の細胞内領域
特異的な活性化を検出し、三次元的に情報を
解析することが非常に重要である。さらに、
細胞内部位に特異的な活性制御に関与する
調節因子の同定を行う必要がある。 
 細胞内シグナル伝達研究における空間情
報の重要性は、国内・国外で広く認識されて
いる。実際、多くのシグナル伝達分子の細胞
内空間情報を含む活性化状態の可視化に蛍
光共鳴エネルギー転移（FRET）法が応用され
ている。しかし、FRET 法の場合は、遺伝子導
入を介してインディケータを細胞内で発現
させる必要があり、内在性分子の活性化動態
を検出することはできない。そこで我々はこ
れまでに、内在性のRasファミリーおよびRho
ファミリーGTPase の活性化を可視化する手
法の開発にとり組み、遺伝子操作マウスなど
への応用を目指して研究を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々が最近開発を進めている
分子イメージング法を応用して、各分子の細
胞内領域特異的な活性化を検出することに
より、哺乳動物細胞において、Ras ファミリ
ーおよび Rhoファミリーのシグナル伝達ネッ
トワークやクロストークの三次元情報を含
めた解析を行うことを目的としている。具体
的には、シグナル伝達の空間的な制御が重要
と考えられる(1) 骨格筋における糖取り込
み、(2) エンドサイトーシス、(3) 細胞分裂
と中心体複製、(4) 胎生期の血管形成の系に
関して、これまでの研究成果をより発展させ
ることを目指している。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞表面に露出したときに抗 Mycタグ抗
体で細胞外から検出される GLUT4レポーター
を用いて、マウス骨格筋での GLUT4 の細胞膜
への移行を検出する系を確立し、この系を用
いて、Rac1 の重要性を証明する計画である。
GLUT4 レポーターの発現プラスミドをマウス
腓腹筋にエレクトロポレーション法によっ
て導入し、48時間後にインスリンを尾静注し、
腓腹筋を単離後、共焦点レーザー顕微鏡下で
の観察および画像解析により、GLUT4 レポー
ターの細胞膜への移行を検出、定量する計画
である。予備的な解析により、エレクトロポ
レーション法による遺伝子導入が可能であ
ることは既に確認している。また、インスリ
ン依存性のレポーターの細胞膜移行も検出

されている。まずはこの系において、種々の
RhoファミリーGTPaseの恒常的活性型変異体
を共発現させた場合の効果を検討する計画
である。培養細胞系の場合と同様に、活性型
Rac1 がインスリンと同様の効果を示すこと
が期待される。次に、骨格筋特異的 rac1 ノ
ックアウトマウスを用いて同様の実験を行
い、インスリン依存性の GLUT4 の細胞膜移行
が阻害されるかどうか、検討する計画である。
さらに、プルダウンアッセイおよび我々が開
発した活性化部位の可視化法により、インス
リンを尾静注後に腓腹筋において実際に
Rac1 が活性化されていることを証明する計
画である。 
(2) Rac1の下流で小胞輸送が抑制されるメカ
ニズムの解析を進める。エフェクター変異体
の効果や既知の標的分子の siRNAによる発現
抑制などの効果を検討する。標的分子の一つ
として既にシナプトジャニン 2が報告されて
いるが、Rac1 の細胞内膜系での特異的な活性
化とシナプトジャニン 2の作用機構には不明
の点が多いので、解析を進める計画である。 
(3) HeLa 細胞において RhoA のグアニンヌク
レオチド交換因子である ARHGEF10 を RNAi 法
によりノックダウンすると、細胞分裂時に多
極化が誘導されることを見出した。また、
ARHGEF10と相互作用する分子としてKIF3Bを
同定し、これらの分子が細胞分裂と中心体複
製を制御するメカニズムの解析を行ってい
る。本研究では、RhoA の活性化部位を可視化
し、ARHGEF10 の特異的作用を解析する計画で
ある。また、セルソーターを用いた解析から、
多極化が細胞質分裂の異常に起因している
のか、中心体の過剰複製に起因しているのか
明らかにする予定である。 
(4) RA-GEF-1 ノックアウトマウスは、胎生致
死であり、胎生 7.5 日以降の胎児本体と胚膜
での血管形成に異常が認められた。この表現
型はインテグリンやカドヘリンのノックア
ウトマウスの表現型に類似しており、
RA-GEF-1 が内皮細胞の接着を制御し、血管形
成に関与している可能性を示唆している。本
研究では、胎児由来の培養細胞系を用いた解
析を進める予定である。胎生 7.5 日の尿膜を
単離し、24 時間培養することにより血管網の
形成が観察されるが、RA-GEF-1 ノックアウト
マウスの場合は、どこに異常があるかを検討
する。一方、ES 細胞からの in vitro 血管形
成の系も導入する。既に作成済みの RA-GEF-1 
flox/+ ES 細胞から RA-GEF-1 flox/flox ES
細胞を樹立し、Cre リコンビナーゼを導入し
て RA-GEF-1 -/- ES 細胞を単離する。この細
胞と野生型 ES 細胞からの三次元培養下での
血管形成を比較する計画である。 
 
４．研究成果 
(1) マウス骨格筋においても、インスリン応



答性の糖取り込みに Rac1 が重要であるかど
うか、検討を行った。エレクトロポレーショ
ン法により、糖輸送担体 GLUT4 のレポーター
の発現ベクターをマウス骨格筋に導入した
後、発現した GLUT4 レポーターの細胞外領域
のタグを免疫蛍光染色法により検出するこ
とで、GLUT4 の細胞膜への移行（糖取り込み）
を評価した。その結果、コントロールマウス
の骨格筋においては、尾静注により投与した
インスリンに応答した GLUT4レポーターの細
胞膜への移行が観察されたが、骨格筋特異的
rac1 ノックアウトマウスではそれが完全に
抑制されていた。一方、恒常的活性型 Rac1
の発現により、コントロールマウスでも骨格
筋特異的 rac1 ノックアウトマウスでも、イ
ンスリン刺激がない状態で、GLUT4 の細胞膜
移動が誘導された。以上の結果より、インス
リン応答性の糖取り込みに Rac1 が重要であ
ることが、マウス骨格筋においても示された。
内在性の GLUT4分子の電子顕微鏡観察からも、
同様の結論が導かれた。さらに、従来インス
リン受容体の下流で GLUT4の細胞膜移行を誘
導する重要なシグナル伝達分子と考えられ
ていたセリントレオニンキナーゼAktとRac1
との関係についても、マウス骨格筋の系で検
討を行った。コントロールマウスおよび骨格
筋特異的 rac1 ノックアウトマウスにインス
リンを尾静注した後、単離した骨格筋におけ
る Akt の 473 番目のセリンのリン酸化を解析
したところ、両者に有意差は認められず、
Rac1はAktの上流では機能していないことが
示唆された。 
(2)エフェクター変異体の効果や既知の標的
分子の siRNAによる発現抑制などの効果を検
討したが、標的分子の同定には至っていない。
Rac1 の細胞内膜系での特異的な活性化のシ
ナプトジャニン 2への作用についても解析を
進めている。 
(3) 特異的 siRNA によって RhoA を部分的に
ノックダウンすると、ARHGEF10 をノックダウ
ンした場合と同様に分裂装置が多極化する
ことが明らかとなった。また、ARHGEF10 のノ
ックダウンによる分裂装置の多極化は、活性
型 RhoA の異所性発現によって回復した。以
上の結果より、ARHGEF10 は、RhoA を介して、
細胞周期進行に伴って中心体数が適正にな
るように制御していると考えられる。細胞分
裂の際の中心体数の異常が起こる原因とし
ては、中心体複製の異常と細胞質分裂の異常
による多核化が考えられる。そこで、セルソ
ーターを用いて検討したところ、ARHGEF10 を
ノックダウンした細胞においても多核化の
有意な上昇は認められなかった。したがって、
ARHGEF-RhoA 経路は、中心体の複製過程を調
節しており、過剰な複製が起こらないように
していると確認された。さらに、KIF3B をノ
ックダウンした細胞でも分裂装置の多極化

が観察された。したがって、KIF3B は、
ARHGEF10 の活性や細胞内局在を制御するこ
とで、RhoA 依存的な中心体複製の負の制御系
の調節に関与していることが示唆された。 
(4) RA-GEF-1がマウス胎生期の血管形成に必
須である分子機構を解析した。野生型マウス
と RA-GEF-1 ノックアウトマウスの胎生 8.5
日の胎児から単離した尿膜嚢の器官培養や
OP9 細胞上での血管内皮細胞培養を応用して、
RA-GEF-1 ノックアウトにより、血管内皮細胞
の集積、管腔構造の形成と細胞接着因子 VE
カドヘリンの内皮細胞接着面への集積、なら
びに Rap1 の活性化が顕著に低下することを
明らかにした。また、これらの低下は、恒常
的活性型 Rap1 のレンチウイルスベクターに
よる発現により是正された。これらの結果は、
RA-GEF-1 による Rap1 活性化が血管内皮細胞
の VE カドヘリン依存性の接着の促進を介し
て、胎生期の血管（脈管）形成を誘導すると
いう機構を強く支持した。 
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