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研究成果の概要（和文）：RagGTPase の cDNA を分離•解析し、発生期における発現の時空間分布

と両遺伝子の欠損や翻訳抑制が発生にあたえる影響を解析した。その結果、発生胚における

RagGTPase 群の２種のファミリー分子の発現量比が発生期に大きく変化することが解った。ま

た、この２つの RagGTPase 群の量比の変動が富栄養下で速い分裂する初期発生胚の分裂様式と、

貧栄養下や飢餓状態で速度低下した場合の分裂様式や休眠状態に対応することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We	
 isolated	
 the	
 RagGTPase	
 family	
 genes	
 and	
 mapped	
 their	
 spatial	
 
and	
 temporal	
 expression	
 pattern	
 in	
 the	
 developing	
 embryo.	
 We	
 also	
 analyzed	
 the	
 effects	
 
of	
 the	
 gene	
 defects	
 such	
 as	
 gene	
 deletion	
 or	
 the	
 translation	
 blockage	
 on	
 the	
 cell	
 division	
 
mode	
 in	
 the	
 developing	
 embryo.	
 The	
 expression	
 of	
 two	
 RagGTPase	
 genes	
 showed	
 unique	
 pattern,	
 
and	
 the	
 expression	
 ratio	
 of	
 these	
 two	
 genes	
 were	
 drastically	
 changed	
 in	
 the	
 developing	
 
stage.	
 This	
 ratio	
 changing	
 of	
 two	
 genes	
 suggested	
 to	
 switch	
 the	
 two	
 cell	
 division	
 modes	
 
during	
 the	
 embryonic	
 development.	
 The	
 one	
 is	
 a	
 rapid	
 cell	
 division	
 mode	
 in	
 nutrient-rich	
 
condition	
 (early	
 embryonic	
 cell	
 division	
 with	
 sufficient	
 york),	
 and	
 another	
 is	
 slow	
 cell	
 
division	
 mode	
 in	
 nutrient-poor	
 condition	
 (late	
 embryonic	
 cell	
 division	
 or	
 starved	
 
animal).	
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１．研究開始当初の背景	
 
分裂酵母でアミノ酸感知に関わり、かつ小分
子量 G 蛋白質 Ran に遺伝的にリンクする小分
子量 G 蛋白質群−RagGTPase は近年、細胞成長
シグナルの重要な経路であるラパマイシン
標的因子群に含まれ、外界の栄養源感知に関

わることが解ってきていた。しかし発生過程
における動態やその機能についてはほとん
ど調べられていなかった。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 癌化過程や栄養飢餓状態にたいする応答
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経路ではない「正常な状態」の多細胞生物に
おける生物学的プロセス、発生における細胞
分裂様式の調節や組織分化過程において
RagGTPase や TOR 経路に関わる分子群の役割
を解明することを目指す。そのため初期発生、
器官形成時の RagGTPase の発現様式を逐一明
らかにする。また初期発生胚における
RagGTPase を含む TOR 蛋白質群複合体形成を
調べることにより、両分子群が細胞増殖の様
式や栄養依存性にどのように影響するか？
を明らかにすることを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 モデル実験生物としてアフリカツメガエ
ル、線虫、哺乳類の３種類の動物を用いた。
それぞれの RagGTPase 群とその関連遺伝子を
クローニングし、それら分子群の発現パター
ンを含む発現・機能制御の時空間分布を解析
するとともに、遺伝子発現の抑制あるいは遺
伝子欠損の表現形を発生胚で調べ、細胞増
殖・成長に対する両分子の役割を解析した。	
 
	
 

４．研究成果	
 

（１）アフリカツメガエル(X.	
 laevis)の

RagGTPaseが哺乳類RagA/BとRagC/Dに相当す

る２遺伝子（XRag1/2）からなることが判明し

た。配列情報により、その翻訳抑制が期待で

きるモルフォリノアンチセンスヌクレオチド

を合成し、受精卵に注入して発生における両

蛋白質の機能不全による表現型の検出を試み

た。当初、抑制が不十分であったため、ツメ

ガエルゲノムの倍数性を考慮して、両遺伝子

の非翻訳領域（特に 5’側上流域の転写開始部

位から）の配列情報と、exon-intron 境界領域

配列を再確認した。これらの結果をふまえ、

5'領域と exon-intron 境界に対する複数個の

新たなモルフォリノを合成し受精卵に注入し

た結果、XRag1 の転写産物は有為に減少し、胚

の細胞の分裂速度が遅くなった。	
 

	
 

（２）	
 哺乳類の RagGTPase の解析のためマウ

スの相同体(mRagA,B,C,D)をクローニングし

たところ、新たに mRagB に２つ、mRagC に１つ

の splicing	
 variant を見いだした。（図１）	
 

mRagBΔexon4はGTPase	
 activating	
 domain

のうち、PM2-PM3 間に欠失があり、結果と

して PM1-G1-PM2-PM3（PM：リン酸/Mg 結合

もチーフ、G：GTP 結合モチーフ）の各間隔

が全く mRagA と同じものになる。他動物の

相同体との比較からmRagBの本来の発現様

式であることが予想された。一方 mRagCΔ

exon2 は G1-PM2-PM3 が欠失し、mRagCΔ

exon4&7はexon4の欠失に加えG3モチーフ

をも持たない。このことから GTP/GDP サイ

クルによる活性調節を受けない、あるいは

C 端側のエフェクターとの結合領域のみか

らなる蛋白質となる。RagGTPase 群はこれ

らの variants との混合で機能調節されて

いる可能性が示唆された。	
 

	
 

（３）また酵母を用いた他グループの知見

により、Vam6 が GTR1（酵母 RagGTPase	
 ）

の GEF（グアニンヌクレオチド交換因子）

であり、この反応を通して TORC1 を活性化

している事が解明されたので、我々はその

Vam6 の哺乳類相同体である mTgfbrap1 の

cDNA をマウスより分離し、並行してマウス

の Rag（mRagA,B,C,D）を発現ベクターに組

み込んで HEK293 細胞に遺伝子導入して発

現させ、その挙動を血清飢餓•血清刺激の

前後で調べた。その結果、p70S6K(T389)の

リン酸化で検出される mTOR の活性化が

RagGTPase（特に mRagA,D のコンビネーシ

ョン）との共発現した場合、血清飢餓状態、

血清刺激後共に上昇することや、このとき

mTgfbrap1 と mRagA,B,C,D が結合している

こと、さらにこのとき RagC,D に修飾が入

り高分子側にシフトすることを見いだし

た。（図２）	
 

この結果は栄養状態に依存した細胞増殖

経路においてRagGTPaseのグアニンヌクレ

オチドサイクル、即ち RagGTPase が	
 GTP

型であるか GDP 型であるか、その状態が細

胞増殖の栄養依存性、あるいは感受性を修

飾する可能性を示唆する。	
 

	
 

（４）さらに線虫(C.elegans)の RagGTPase

遺伝子群（CRagA1、CRagC1）の機能解析の

ため、染色体欠失株（deletion 株）を入手

した。（図３）	
 



 

 

Wormbase データ上の RNAi と欠失株の表現

型は多様であるが、実際の欠失株の表現型

も安定せず生存率が低いことが判明した

ので、株個体をクローニングして数を増や

し、致死段階とその表現形を観察したとこ

ろ、複雑な表現型を示すことがわかった。	
 

CRagA1 の遺伝子破壊株は、継代を行う期

間が長くても維持できる系統であり、これ

は産卵数または胚や幼虫の生存率が低い

ことを示唆するため、発生胚を構成する細

胞核数（=細胞数）と細胞サイズを調べた

ところ、産卵後の発生胚であっても、構成

核数が大幅に減少し、逆に細胞サイズは成

長して大型化していることが判明した。

（図４、５）	
 

	
 
線虫の体の構成細胞数は

遺伝的に厳密に決まって

いるので、細胞分裂速度

の低下が発生の遅延と生

存胚数の低下を引き起こ

すためと考えられる。し

かしその後の個体の発生、

成長は緩慢ではあるが正

常に進み成体になる。こ

れに対し CRagC1 の破壊株では飢餓状態で

耐性幼虫にはなるものの正常幼虫へ復帰

ができない表現形を示すことが判った。	
 

	
 

（５）これらのデータから CRagA1	
 (XRag1、

RagA/B 相当)は富栄養状態での成体の生存

には大きな影響を与えず、またその欠損が

発生期の胚細胞の細胞死をもたらすこと

もない。その機能欠損は細胞サイズが成長

（細胞内の環境として富栄養状態である）

しているのにもかかわらず、細胞分裂速度

を低下させる。これはツメガエルの翻訳抑

制実験結果と整合する。つまり CRagA1	
 

(XRag1、RagA/B)の存在は増殖シグナル系

へ細胞の富栄養状態の情報を伝達し、基本

的な細胞分裂を保証することになる。従っ

てその機能欠損（あるいは量的減少）は富

栄養状態であるにも関わらず分裂速度の

減少をもたらし、結果、細胞はサイズを増

したままとなる。	
 

これに対し CRagC1 欠損株では耐性幼虫

から正常幼虫への復帰欠損を示すが、これ

は CRagC1	
 (XRag２、RagC/D 相当)	
 が細胞

の富栄養状態を増殖シグナル系へと伝達

し、かつ CRagA1	
 (XRag1、RagA/B)との共在

が富栄養状態の高速な細胞分裂を保証す

る情報伝達であることを示す。その機能欠

損（あるいは量的減少）は細胞分裂速度を

抑制あるいは個体を耐性休眠状態へ導く

ことになる。この状態で富栄養状態に移行

しても細胞は貧栄養状態のように振る舞

うため、線虫は正常幼虫へ復帰できない。

これはツメガエルのXRag2の転写産物の量

的変化の結果によく一致する。	
 

	
 

３つのモデル生物を用いた実験の結論

として、構造的に良く似ており、かつ種間

でよく保存された２つのRagGTPase群は共

同（結合）して発生期の細胞分裂の様式を

スイッチングするが、これは細胞中の栄養

状態が細胞分裂に適しているか、分裂停止

（あるいは休眠）に適しているかを、両分

子の存在量比で増殖シグナル系に伝えて

いることが強く示唆される結果となった。	
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