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研究成果の概要（和文）：Ras association domain family（RASSF）蛋白質は腫瘍抑制分子と作用を共にするこ
とが知られており、その発現抑制がヒト癌で高頻度に認められている。本研究では、RASSF蛋白質と共に作用す
る新たな腫瘍抑制分子の存在が明らかになった。また、人為的に前癌状態へと誘導した細胞ではRASSF蛋白質の
構造変化を導き、癌化を抑制する作用があることが判明した。このようにRASSFは細胞の誤作動障害（癌化）を
防ぐフェイルセーフとして機能すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Ras association domain family (RASSF) cooperates with tumor suppressors. The
 RASSF tumor suppressor genes are frequently inactivated in many types of human cancer. In this 
study we found that a novel tumor suppressor acts through RASSF. We also found that a cellular 
precursor state of tumor changes the structure of RASS protein to suppress tumor formation. Thus we 
propose that RASSF is a primary fail-safe mechanism of oncogene-driven tumorigenesis. 

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) Ras association domain family（RASSF）
蛋白質は低分子量 G蛋白質 Rasのエフェクタ
ー分子の一つとして機能すると考えられた
が、実際には、予想を超える数の蛋白質と相
互作用することによって機能することが分
かってきた。例えば、RASSF 蛋白質は腫瘍抑
制転写因子p53のユビキチンリガーゼである
MDM2と結合し、p53の蛋白質量を増大させる。
また、腫瘍抑制 Hippo シグナルの構成蛋白質
MST2 キナーゼは RASSF 蛋白質と結合し、その
活性が制御されている。ヒトがんに目を向け
ると、RASSF 遺伝子座の多くで不活化された
ことによる発現抑制が生じているため、
RASSF 遺伝子には多様な腫瘍抑制効果がある
と予想されていた。 
 
(2) 国内外の多くの研究者はRASSFファミリ
ーの腫瘍抑制効果を論文等で報告しており、
その作用点は腫瘍抑制因子やシグナル伝達
経路であることを結論とし、大多数の研究者
はこれに異を唱えることなく賛同している。
RASSF ファミリーの中でも、国外研究者の間
で RASSF1 の研究が先行していたことから、
総説などでは RASSF1 が RASSF ファミリーの
代表のように紹介されることが多かった。私
たちはこれに遅れるものの、RASSF ファミリ
ーである RASSF3 と RASSF6 に着目し、両蛋白
質には同様の効果があることを報告してき
た。一方、RASSF6 には代表格の RASSF1 とは
機能的に差異があることを私たちは世界に
先駆けて報告した（Ikeda et al, Sci. Signal. 
2009）。実際、RASSF 蛋白質のいくつかは
RASSF1 様の機能や性状のみで説明しきれる
ものではなく、RASSF6 のように異なるタイプ
のRASSF蛋白質が存在することが報告される
ようになった。このことをきっかけに、私た
ちが行っている RASSF6 の研究は RASSF1 とは
異なる独自路線のものとして論文総説で紹
介され、RASSF 研究者が集う国際学会では
RASSF 蛋白質の新展開として評価されるよう
になった（RASSF symposia 等）。 
 
２．研究の目的 
(1) これまでの研究により、私たちは RASSF6
が細胞死・細胞周期やシグナル伝達経路を制
御することを明らかにしてきた。一方で、
RASSF6 には互いに関連性がない蛋白質の多
くと相互作用することが見出されており、こ
のことは RASSF6 の作用する局面が多岐にわ
たっていることを示唆していた。例えば、脂
質修飾蛋白質シャペロン UNC119A は RASSF6
を bait に用いた酵母ツーハイブリッド法に
よって当研究室から見出されていたが、この
相互作用がどのような生物学的意義をもつ
かについては不明であった。本研究では、
RASSF6とUNC119Aについて課題の一つとして
解析を行った。 
 
(2) これまでの研究により、私たちは RASSF6

がユビキチンリガーゼであるMDM2と結合し、
腫瘍抑制転写因子p53の蛋白質量を増大させ
ることを明らかにしてきた。しかし、RASSF6
がどのような作用から MDM2 との親和性を高
め、MDM2 の無効化による p53 の増加へと導く
かについては不明であった。一方、海外の研
究室からは、RASSF6 が低分子 G蛋白質である
K-RAS と相互作用すること、K-RAS のエフェ
クター分子として腫瘍抑制的に働くことが
指摘されていた。本研究は、まず RASSF6 と
MDM2 の相互作用様式を解明し、次に K-RAS に
よる相互作用への効果について明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) UNC119A との相互作用については生化学
的手法、細胞生物学的手法により検出した。
また、UNC119A などの標的となる遺伝子群に
ついて過剰発現ならびに遺伝子発現抑制を
細胞レベルで行い、細胞死、細胞周期、発現
変動などの表現型について生化学的手法、細
胞生物学的手法、分子生物学的手法によって
解析を行った。加えて、遺伝子改変技術
（CRISPR）による遺伝子改変細胞を作製し、
遺伝子発現抑制と併せた遺伝学的解析につ
いても行った。 
 
(2) RASSF6 および MDM2 についてドメインを
欠損させた変異蛋白質を発現するプラスミ
ドベクターを多数作製した。全長蛋白質と欠
損変異蛋白質、欠損変異蛋白質と欠損変異蛋
白質などを組み合わせて細胞に共発現させ、
その細胞抽出物を用いた免疫沈降実験を行
った。また、p53 の発現誘導やアポトーシス
などの表現型に必要な各ドメインについて
の解析も行った。さらに、K-RAS が RASSF6 と
MDM2 の相互作用にどのような影響を及ぼす
かについて同様の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 内在性の UNC119A と RASSF6 との相互作
用が免疫沈降実験により検出され、また腎臓
組織を用いた免疫学的組織染色により、両者
の共局在が検出された。この相互作用は発現
ベクターを用いた細胞抽出物の免疫沈降実
験においても検出された。 
 
(2) RASSF6による作用が細胞死や細胞周期停
止であるというこれまでの観点から、
UNC119A も同様の作用があると予想して解析
を行った。その結果、UNC119A には、１）ア
ポトーシス誘導の効果がある、２）細胞周期
停止の効果がある、３）紫外線照射による DNA
損傷後の転写応答に必要である、４）DNA 損
傷後の修復応答に必要である、５）その破綻
は倍数性染色体を誘起する、などが明らかに
なった。 
 
(3) RASSF6 が MDM2 を介して p53 を制御して
いることが示されていることから、UNC119A



も同様の作用があると予想して解析を行っ
た。UNC119A の発現抑制を行うと、１）p53
蛋白質の安定性が減少する、２）紫外線照射
後の p53 の発現上昇が見られない、３）これ
らの表現型は MDM2 の薬学的、遺伝学的阻害
により回復する、などが観察された。逆に、
UNC119A の過剰発現を行った場合、p53 の発
現上昇が見られた。 
 
(4) K-RAS と RASSF6 との相互作用の観点から、
K-RAS が UNC119A-RASSF6-MDM2のシグナル軸
に作用することを予想し、三者の相互作用に
対する影響について検証した。その結果、
K-RAS は三者の相互作用を増強させることが
判明した。一方、UNC119A および RASSF6 も
K-RAS を安定化することが明らかとなり、ポ
ジティブフィードバックループの存在が示
唆された。以上の結果は、従来では予想され
ていなかったUNC119Aの新機能を見出したと
共に、K-RAS の腫瘍効果を打ち消すフェイル
セーフ機構を理解する一例となる成果をも
たらした。本研究成果は論文投稿の査読中に
ある。 
 
(5) これまでに私たちは、RASSF6 によって
MDM2 が制御されることを報告したが、どのよ
うな相互作用様式を示すかについては不明
であった。そこで、まず RASSF6 のどのドメ
インが MDM2 と相互作用するか、あるいはそ
の逆はどうであるかについて解析を行った
結果、RASSF6 と MDM2 は単一のドメイン間で
相互作用するのではなく、複数のドメインで
相互作用することが明らかになった。 
 
(6) RASSF6 のどのドメインが p53の発現誘導
に必要であるかについて解析を行った。その
結果、RASSF6 に存在する RAS-association 
(RA)ドメインが p53蛋白質の安定性や p53を
介した表現型に重要であることが明らかに
なった。興味深いことに、RA ドメインは
RASSF6のもう一つのSARAHと呼ばれるドメイ
ンと分子内相互作用していて、普段はこの分
子内相互作用が MDM2 との分子間相互作用を
弱める性質があることが判明した。 
 
(7) K-RAS と RASSF6 との相互作用が RA ドメ
インを介して行われることから、K-RAS が
RA-SARAH 分子内相互作用に何らかの影響を
及ぼすことが予想された。この予想は的中し、
RASSF6 の分子内相互作用による MDM2 との低
親和性はK-RASによって高親和性へと変化す
ることが明らかになった。K-RAS が RASSF6 の
蛋白質高次構造に作用し、MDM2 への親和性が
高い構造に変換したことが推察される。以上
の結果は、K-RAS が複雑な分子内・分子間相
互作用に作用することを示すものであり、従
来の低分子G蛋白質の機能からは予想し得な
かった機能を提唱するものである。本研究の
成果は FEBS Letter 誌で 2017 年に論文発表
された。 
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