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研究成果の概要（和文）：浸潤性膀胱癌において、RalGAPα2 の発現低下により Ral が活性化

されており、RalGAPα2 強制発現により Ral 活性を抑制することで in vitro における細胞遊

走能や in vivo における肺転移が抑制された。マウス膀胱化学発癌実験において、Ralgapα2

をノックアウトしたマウスでは腫瘍浸潤能が助長された。膀胱癌組織の免疫染色の検討では、

RalGAPα2 低発現は臨床病期の進行や予後不良と相関していた。これらの結果より、RalGAP

α2 の発現低下は Ral 活性上昇を介して膀胱癌の進行に寄与することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Ral was highly activated in invasive bladder cancer cells due to 

reduced expression of RalGAPa2. Exogenous expression of RalGAPa2 in bladder cancer 

cells with invasive phenotype resulted in attenuated cell migration in vitro and lung 

metastasis in vivo. Genetic ablation of Ralgapa2 promoted tumor invasion in a 

chemically-induced murine bladder cancer model. Immunohistochemical analysis of 

human bladder cancer specimens revealed that lower expression of RalGAPa2 was 

associated with advanced clinical stage and poor survival of patients. Collectively, these 

results are highly indicative that attenuated expression of RalGAPa2 leads to disease 

progression of bladder cancer through enhancement of Ral activity. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 成長因子や接着因子などの細胞外からの
刺激は多様なシグナル伝達経路により集約
される。そのひとつに Ras に代表される低分
子量 G 蛋白質経路がある。低分子量 G 蛋白

質のうち Ras、Rap1、Ral、Rheb が Ras 

subfamily を形成する。これらは分子スイッ
チとして機能し、GEF(guanine nucleotide 

exchange factor)により活性のあるGTP結合
型 と な り （ ス イ ッ チ オ ン ）、 GAP 

(GTPase-activating protein) により不活性
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の GDP 結合型となる（スイッチオフ）。Ras

の GAPである NF1の変異が神経線維腫症の
原因であることや、Rheb の GAP(TSC1/2)

の変異により結節性硬化症が発症すること
は広く知られている。また Rap1 の GAP で
あるSpa-1のノックアウトマウスはすべて白
血病を発症することが知られており、Ras 

subfamily protein はそれぞれの GAP を介し
て、癌の生物学において重要な役割を果たし
ていると考えられる。Ral の GAP は連携研
究者堀内らによって世界に先駆けて同定さ
れた分子であるが、癌における機能を含め、
制御機構や下流シグナルなどの詳細は不明
である。 

 転移を有する進行癌は、集学的治療を行っ
ても根治は困難である。進行癌の治療成績向
上のためには転移の分子機序に基づいた治
療法開発が急務と考えられている。我々の専
門である泌尿器癌では、進行性腎癌に対する
抗血管新生療法の導入による生存率の向上
が報告されているが、前立腺癌や膀胱癌では
未だそのような成果は得られていない。 

 我々は、乳癌における SPA-1 の転移促進に
関する報告（文献 1）をもとに平成 20 年度基
盤研究 C『ヒト前立腺癌における Rap1 GAP 

SPA-1 を介した転移機序の解明』（以下、先
行基盤研究 C と略す。）を行い、前立腺癌に
おける SPA-1 蛋白（Rap1 の GAP）の発現量
やその制御機構について検討した。その結果
転移性前立腺癌組織における SPA-1 蛋白の
高発現を、また前立腺癌細胞株を用いて
SPA-1 蛋白発現と転移能の相関性を見出し
た。SPA-1 mRNA の発現は転写レベルでの
制御である可能性が示唆され SPA-1 プロモ
ーター解析にて、約 20 種類の転写因子が
SPA-1 発現を制御する可能性を見出した。現
在これらの転写因子の機能解析を行ってい
る。 

Spa-1/Rap1 シグナルと低分子量 G 蛋白質
Ral のシグナル経路は RalGDS(前述の Ral

を活性化する GEF のひとつ)と Rap1 の相互
作用を通じてクロストークを有することは
以前から知られていたが、その意義について
は全く分かっていない。近年 Ral 経路は発癌
や癌転移に関与するシグナルのひとつとし
て重要視されるようになっている(文献 2)。
前立腺癌と膀胱癌においては Ralとこれらの
癌の転移との関連性を示唆する報告が出始
めている(文献 3･4)。従って泌尿器癌転移に
おける SPA-1/Rap1 シグナルの下流標的分子
を明らかにする上で、SPA-1/Rap1経路とRal

経路のクロストークの意義を明らかにする
ことは非常に重要であると思われる。さらに
連携研究者である堀内らによって同定され
たRalを不活化するRalGAPの癌における知
見は未だ皆無であるので、泌尿器癌における
RalGAP/Ral 経路に関する研究が新しい癌研

究分野を拓いていくことが期待できる。 
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２．研究の目的 

 

SPA-1/Rap1 経路とクロストークを有する
RalGAP(Ral を負に制御する)/Ral 経路の泌
尿器癌における機能の検証を行い、GAP を介
した泌尿器癌転移の分子機序の解明を目的
とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

1)膀胱癌細胞株および膀胱癌組織検体を用
いて、RalGAP/Ral 経路の膀胱癌における機能
を検討する 
2)膀胱癌細胞株における RalGAP シグナルの
強制発現および発現抑制を行い、遊走能や浸
潤能など表現型の変化を検討する 
3) RalGAPα2 ノックアウトマウスを用いた
BBN 経口摂取による膀胱化学発癌実験を行い、
発癌への影響について検討する 
4) 膀胱癌手術組織検体の免疫染色を用いて、
ヒト膀胱癌における RalGAPα2発現の臨床的
意義について検討する 
5)RalGAP を強制発現した膀胱癌細胞株をヌ
ードマウスの尾静脈に接種する肺転移モデ
ルを用いて、転移に関与しているかどうか検
討する 
6) 上記 1)～5)の方法に準じ、前立腺癌にお
ける RalGAP/Ral 経路の機能について検討す
る 
 
 
 



４．研究成果 
 
1)RalGAP/Ral 経路の膀胱癌における機能の
検討 

膀胱癌細胞株において、浸潤性と Ral 活性
亢進との正の相関がみられた。Ral の活性化
は GEF の活性とは相関せず、GAP の活性低下
と逆相関していた。RalGAP のうち膀胱では
RalGAPα2 が優位に発現し、α1 は発現が低
いため、Ral 活性化経路の主体は RalGAPα2
の発現低下であることが示唆された。 

 

 
 
2)RalGAPα2 の強制発現および発現抑制によ
る膀胱癌細胞株の表現型の変化の検討 
RalGAPα2 低発現株に RalGAPα2 を強制発現
すると、活性化 Ral が減少し、さらに細胞遊
走が有意に抑制された。 

 
 
3) RalGAPα2 ノックアウトマウスを用いた
膀胱化学発癌実験 
BBN を 16 週経口投与したところ、野生型マウ
スの 65%に筋層非浸潤癌を認め、残りの 35%
には悪性所見がみられなかったが、RalGAPα
2ノックアウトマウスの 57%に筋層非浸潤癌、
43%に筋層浸潤癌を認め、腫瘍の進展に関与
していることが示唆された。 

 
 
4)ヒト膀胱癌におけるRalGAPα2発現と予後
との関連の検討 
膀胱癌の臨床検体において RalGAPα2の発現
を免疫染色で検討したところ、筋層非浸潤性
膀胱癌と比較して筋層浸潤性膀胱癌におい
て有意に RalGAPα2 発現の低下がみられた。 

 
 
5)膀胱癌肺転移モデルにおける検討 
ヌードマウスを用いた膀胱癌細胞の肺転移
モデルにおいては、RalGAPα2 強制発現によ
り肺転移結節数が有意に低下した。 

これらの結果より RalGAPα2の発現低下が
尿路上皮癌の浸潤転移に関係することが示
唆された。 

 
 
 



 
 
6)前立腺癌における RalGAP/Ral 経路の解析 
前立腺細胞株において、RalGAPα2 発現量

と Ral 活性化状態との関係を検討した結果、
高悪性度株において RalGAPα2の発現低下と
Ral の活性上昇を認めた。前立腺癌の臨床検
体における RalGAPα2 の免疫染色において、
正常前立腺と比較して前立腺癌における
RalGAPα2 の有意な発現の低下がみられた。
これらの結果より膀胱癌と同様に、RalGAPα
2 の発現低下が前立腺癌の浸潤転移に関係す
ることが示唆された。 
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