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研究成果の概要（和文）：Ralタンパク質はRasスーパーファミリー低分子量GTP結合タンパク質のメンバーであり、増
殖、生存、膜輸送、細胞骨格の再構成など多くの細胞機能を制御している。これまでの多くの知見はRalがヒトの癌化
や癌進展に必須であることを示唆しているが、その分子機構は多くが未知である。本研究では新規のRalエフェクター
タンパク質を精製、同定した。これらはRalによる癌化、浸潤・転移の制御に関わっている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Ral proteins are members of the Ras superfamily of small GTP-binding proteins 
that regulate many cellular processes including proliferation, survival, membrane traffic, and 
cytoskeletal reorganization. Accumulating evidence suggests that Ral is essential for human tumorigenesis 
and tumor progression. However, its molecular mechanism is largely unknown. In this study we purified and 
identified novel effector proteins of Ral that may regulate tumorigenesis, invasion, and metastasis.

研究分野： 生化学
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１． 研究開始当初の背景 
 
Ras に代表される低分子量 GTP 結合タンパク
質はヒトでは約 150種存在し Rasスーパーフ
ァミリーを形成している。これらのうち、Ral
（Ras-like）は Rasに最も高い類似性を有し、
哺乳類では約 80%の相同性をもつ RalA と
RalB が存在する。Ral は細胞の増殖、生存、
細胞内膜輸送や細胞骨格の制御など様々な
細胞機能を担っている（Shirakawa et al, J 
Biochem, 2015）。Ral も他の低分子量 G タン
パク質と同様に GDP が結合した不活性型と
GTP が結合した活性型の２つのコンフォメー
ションをとり、その活性化は Ral guanine 
nucleotide exchange factor（RalGEF）によ
り、不活性化は Ral GTPase-activating 
protein（RalGAP）により制御される。 
 現在RalGDSをはじめ、6種のRalGEF
が知られているが、これらのうち 4 種は
RalGEFドメインに加えRas結合ドメインをも
ち、Ras の直接結合により活性化される。し
たがって、Ral は Ras の下流において活性化
される。発癌性Rasの下流経路としては、MAPK
経路や PI3K経路が詳細に解析されているが、
これまでの多くの知見により Ras 下流での
Ral の活性化がヒト細胞の癌化に必須である
ことを示されている。Ral は発癌性 Ras 依存
性の転移にも関わっており、前立腺癌細胞の
骨転移に重要であることなどが報告されて
いる。また、膵臓癌組織では Ral の恒常的な
活性化が見られることなどが知られている。
このように癌化、癌悪性化における Ral の関
与を示す知見は蓄積しており、Ral の阻害剤
が開発されるなど（Chao Yan et al, Nature, 
2014）、癌分野において Ral は非常に注目さ
れているといってよい。 

Ralの不活性化因子RalGAPの分子実体に
ついては長いあいだ未知であった。研究代表
者らは恒常的活性化型Ralアフィニティーカ
ラムを用いブタ脳細胞質よりRalGAPを精製、
分子同定することに成功した（Shirakawa et 
al, JBC, 2009）。RalGAP は GAP ドメインを有
する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
は約 50%の相同性をもつ 2 つのアイソフォー
ム（α1およびα2）が存在し、それぞれがβ
サブユニットと複合体を形成する（すなわち
α1-β複合体およびα2-β複合体）。前者を
RalGAP1、後者を RalGAP2 と呼ぶ。RalGAP 複
合体は低分子量 G タンパク質 Rheb の GAP で
あり結節性硬化症の原因遺伝子産物である
tuberous sclerosis complex に構造上の類似
性をもつ。RalGAPβサブユニットはユビキタ
スに発現しているが、αサブユニットはアイ
ソフォームにより組織ごとに発現が異なる。
α1 は脳や胸腺で、α2 は肺や大腸、膀胱で
発現が強い。RalGAP の活性制御機構、またそ
の生体における役割については多くが未知
である。 
 

２． 研究の目的 
 
これまでの多くの知見が、Ral の異常な活性
化が細胞癌化、浸潤・転移に重要であること
を示唆している。しかしながら、生体におい
て Ral の関与を示した知見は少なく、また、
癌化、浸潤・転移を担う Ral 下流の分子メカ
ニズムについては多くが不明である。本研究
では研究代表者らが同定した RalGAP のノッ
クアウトマウスを用い、Ral の異常な活性化
が生体におよぼす影響を癌化、浸潤・転移を
中心に明らかにすることを目的とした。 

Ral のエフェクター分子としては
Exocyst、RalBP1 など様々な因子が同定され
ているが、癌化・癌悪性化に直接関わるエフ
ェクター分子は同定されていない。本研究で
は癌化、浸潤・転移を担う Ral エフェクター
を同定し、Ral 下流シグナリングの分子機構
を明らかにすることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
① RalGAP の解析 
本研究では RalGAP 各遺伝子（RalGAPα1、α
2、β）のノックアウトマウスを用い、過剰
なRalシグナリングが生体におよぼす影響を、
癌化、癌進展の観点から解析する。各マウス
について自然発癌、および化学発癌モデルを
用いた解析を行う。さらに、RalGAPβのコン
ディショナルノックアウトマウスを作製し、
組織特異的に RalGAP を欠失させ、Ral の抑制
機構の破綻が生体におよぼす影響を解析す
る。 
 RalGAPα2 は悪性度の高い浸潤性膀
胱癌において発現が抑制されている。エピジ
ェネティックな抑制機構の存在が予想され
るため、RalGAP 遺伝子領域の DNA メチル化、
ヒストンアセチル化等の修飾を ChIP 法、
bisulfate シークエンス法により解析する。
また、RalGAP の活性調節機構を明らかにする
ため、RalGAP 結合タンパク質の探索や、
RalGAP のリン酸化等の修飾について解析す
る。 
 
②Ral エフェクターの解析 
癌化、癌悪性化に関わる Ral の新規エフェク
ター分子を同定するために、非水解性 GTP ア
ナログ結合型Ralによるアフィニティークロ
マトグラフィーを行い、活性型 Ral に特定的
に結合するタンパク質を質量分析法により
同定する。同定された分子についてリコンビ
ナントタンパク質を作製し、Ral との結合を
確認し、RNA 干渉によるノックダウン法や
CRISPR/Cas9 を用いたノックアウト法により
増殖や浸潤などの細胞機能を評価する。 
 
４．研究成果 
 
① RalGAP の解析 
RalGAPα2 は膀胱上皮で強く発現しているが、



RalGAPα2 ノックアウトマウスの膀胱では
GTP 型 Ral の量が約 2.5 倍に増加していた。
研究代表者らはRalGAPα2ノックアウトマウ
スが、尿路上皮特異的な変異源である
N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine
（BBN）の投与により、野生型マウスには見
られない浸潤性の膀胱癌を多発することを
明らかにした。 
 ヒト膀胱癌細胞では、非浸潤性膀胱
癌由来の細胞ではRalGAPα2が豊富に発現し
ているが、浸潤性膀胱癌由来の細胞ではその
発現がほとんど消失しており、GTP 型 Ral の
量が増加していた。レンチウイルスにより
RalGAPα2 遺伝子を導入すると GTP 型 Ral の
量が減少することから、これらの細胞におけ
る Ralの恒常的活性化は RalGAPα2の発現低
下によるものであることが示唆された。また、
浸潤性膀胱癌細胞株KU7はヌードマウス尾静
脈注射により肺転移を起こすが、RalGAPα2
の導入により肺転移は著しく抑制された。
GAP 活性を欠く変異体の導入では抑制効果が
なかったことから、RalGAP の発現による Ral
の活性調節が転移に重要であることが示さ
れた。 
 膀胱癌検体を用いた免疫染色では、
正常尿路上皮ではRalGAPα2は強く発現して
いたが、非浸潤性膀胱癌の約半数（52%）、筋
層浸潤性膀胱癌のほぼ全て（93%）で RalGAP
α2 の発現低下を認めた。また、RalGAPα2
の発現低下は転移と生命予後の低下に強く
相関した。 
 浸潤性膀胱癌細胞株T24等では表在
性細胞株 RT4等に比べ RalGAPα2の発現が約
1/100に低下していることをRT-PCR法により
明らかにした。この発現低下はメチル化阻害
剤 5-aza やヒストン脱アセチル化阻害剤 TSA
により部分的に回復することからエピジェ
ネティックな制御の可能性が示唆された。
Bisulfate シークエンス法により浸潤性の膀
胱癌細胞株ではRalGAPα2遺伝子プロモータ
ー領域が高度にメチル化されていることを
見いだした。 
 RalGAPβノックアウトマウスは胎
生期に致死であった。αサブユニットの GAP
活性にはβサブユニットとの複合体化が必
須であるため、本マウスでは RalGAP の活性
が完全に欠失していると考えられた。本研究
では致死性を回避するために RalGAP のコン
ディショナルノックアウトマウスを作製し
た。Ral の関与が示唆されている膵臓癌、前
立腺癌等を解析するために組織特異的creト
ランスジェニックマウスとの交配を進めて
いる。また、RalGAPβコンディショナルノッ
クアウトマウスよりマウス胎児線維芽細胞
を樹立し、培養細胞を用いた解析を進めた。 
 
②Ral エフェクターの解析 
Ral 下流シグナリングの分子機構を明らかに
するため、ラット脳細胞質より RalA 結合キ
ナーゼ複合体を精製し、質量分析法により分

子同定した。さらに、ブタ脳より新規 Ral 結
合蛋白質 p140 を同定することに成功した。
p140 cDNA をクローニングし、バキュロウイ
ルス発現系を用いてリコンビナントタンパ
ク質を作製した、また、CRISPR/Cas9 法によ
り p140 のノックアウト細胞を作製した。こ
れらの分子は Ral による癌化、癌悪性化の分
子基盤の理解につながる可能性がある。 
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