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研究成果の概要（和文）：低分子量 G蛋白質間のクロストークを仲介する Rap1 活性調節因子（グ

アニンヌクレオチド交換因子）であるRA-GEF-1とRA-GEF-2及びホスホリパーゼC・ (PLC・) の

全身的及び組織特異的遺伝子ノックアウトマウスの作製と表現型解析により、RA-GEF-1 の神経

細胞移動と胎生期血管（脈管）形成における重要な機能、RA-GEF-2 の精子形成における重要な

機能、ならびに、PLC・ の炎症と発癌における重要な機能を解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：RA-GEF-1, RA-GEF-2, and phospholipase C (PLC) are specific 
activators (guanine nucleotide exchange factors) for Rap1, which mediate cross-talks 
between different species of small G proteins. We have elucidated crucial functions of 
RA-GEF-1 in fetal blood vessel formation and neuronal migration, of RA-GEF-2 in sperm 
formation, and of PLC in inflammation and carcinogenesis through generation and 
phenotypic characterization of whole body and conditional knockout mice of the respective 
genes.  
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研究分野：細胞内情報伝達 
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ス、血管形成、神経細胞移動、帯状異所性灰白質症、精子形成異常 
 
１．研究開始当初の背景 
低分子量G蛋白質のGDP結合型（不活性型）か
らGTP結合型（活性型）への変換、すなわち
活性化は、低分子量G蛋白質各々に特異性を
持つグアニンヌクレオチド交換因子(GEF: 
guanine nucleotide exchange factor)によ
り触媒されており、形質膜の様々な受容体等
からのシグナルはGEFの活性調節を介して低
分子量G蛋白質の活性を調節する。Rap1（1A, 

1B）は、Rasと強い相同性を持ち、細胞の増
殖、接着や分泌などの調節に重要な働きを有
しており、特に、インテグリン依存性の細胞
－基質、細胞－細胞接着やカドヘリン依存性
の細胞－細胞接着に重要な働きを有するこ
とが示されている。また、B-Rafの活性化を
介した細胞増殖及び癌化促進機能も知られ
ている。これらの研究は、主に培養細胞を用
いて行われてきており、今後個体レベルでの



機能解析、特に高次生体機能における機能解
析に発展する段階にある。Rap1 のGEFには、
アダプター蛋白質Crkを介してチロシンキナ
ーゼと結合して調節されるC3G、cAMPにより
調節されるEpac/cAMP-GEFIとII, Repacや、
Ca2+とジアシルグリセロールにより調節され
るCalDAG-GEF/Ras-GRPファミリーなど、様々
な上流シグナルにより調節を受ける多数の
種類があり、この上流シグナル特異性が各
GEFの発現の時期特異性や組織特異性と相俟
って、Rap1 の多彩な機能を特異的に調節して
いると考えられる。逆に言えば、多種類の
Rap1-GEF各々の生体内機能を解析すること
により、Rap1 の多彩な機能を識別解析するこ
とが初めて可能になる。 
我々は、Rap1 による Ras 依存性 Raf-1 活性化
の阻害機構 (J. Biol. Chem. 272:11702, 
1997; J. Biol. Chem. 274: 48, 1999)なら
びに B-Raf の活性化機構(Mol. Cell. Biol. 
19:6057, 1999)を解析してきたが、新しい
Rap1-GEFを2つ発見してRA-GEF-1, RA-GEF-2
と命名し、その調節機構を解明してきた（J. 
Biol. Chem. 274:37815, 1999; J. Biol. Chem. 
276: 28478, 2001; J. Biol. Chem. 276: 42219, 
2001）(図 1)。RA-GEF-1, RA-GEF-2 は、各々
rapgef2, rapgef6 とも呼ばれる。 
 

RA-GEF-1, RA-GEF-2共に細胞質に局在するが、
RA ドメインで、別の Ras 類似蛋白質である
M-Ras の GTP 結合型と結合して形質膜へ移送
され、GEF ドメインの作用により Rap1 を活性
化する。また一方では、Rap1 の GTP 結合型と
結合してゴルジ複合体へ移送され、Rap1 を自
己増幅的に活性化する。RA-GEF の cNMP ドメ
インは環状ヌクレオチド結合活性を持たず、
PDZ ドメインの結合蛋白質も未発見である。
また、Ras/Rap1 の新規エフェクターとしてホ
スホリパーゼ C(PLC)を発見した(J. Biol. 
Chem. 273: 6218, 1998; J. Biol. Chem. 276: 
2752, 2001)が、PLCも Ras, Rap1, Rap2 と結
合する RA ドメインと Rap1-GEF 活性を持つ
GEF ドメインを有していた(J. Biol. Chem. 
276: 30301, 2001) (図 1)。さらに、我々は、
RA-GEF-1, RA-GEF-2 の遺伝子ノックアウト

(KO)マウスを世界に先駆けて作製し、
RA-GEF-1 KO マウスでは胎生期の血管(脈管)
形成の顕著な異常による胎生期致死性の表
現型を見出した(Biochem. Biophys. Res. 
Comm. 363:106, 2007)。一方、RA-GEF-2 KO
マウスは正常に発育したが、脾臓腫大を示し
B リンパ球の腫瘍壊死因子 (TNF-)誘導性
のインテグリン LFA-1依存性細胞接着が顕著
に低下していた(Mol. Biol. Cell 18:2949, 
2007)。また、PLC KO マウスも世界に先駆け
て作製し、心臓半月弁弁膜症の発症（Mol. 
Cell. Biol. 25:2191, 2005）や皮膚化学発
癌と炎症反応に対する抵抗性(Cancer Res. 
64:8808, 2004; Cancer Res. 68:64, 2008)
を証明した。本研究は、これらの独創的成果
を背景とし、RA-GEF-1, RA-GEF-2 及び PLC
の 3つの Rap1-GEF の機能解析を通じて、Rap1
の生理的機能とその分子作用機構を解明す
ることを目的としている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの試験管内実験により
細胞増殖や細胞接着等の調節に多彩な役割
を有することが示唆されている低分子量 G蛋
白質 Rap1 の個体レベルでの機能を、その多
数の活性調節因子（グアニンヌクレオチド交
換因子、GEF）の遺伝子 KO マウスの作製と表
現型解析により解明することを目的とする。
特に、我々が発見し、その活性調節機構およ
び生体内機能について独創的な成果をあげ
てきた、異なった低分子量 G蛋白質間のクロ
ストークを仲介する Rap1-GEF である
RA-GEF-1とRA-GEF-2及びPLCに焦点をあて、
その血管(脈管)形成、リンパ球接着と炎症、
脳神経系形成と機能などにおける役割を解
明し分子作用機構を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) RA-GEF-1, RA-GEF-2 の生体内機能解析：
RA-GEF-1 とRA-GEF-2 の遺伝子KOマウスを作
製する。胎生期致死性を示す場合は、cre- 
loxP系を用いてconditional KO (cKO) マウ
スの作製を行う（結果的に、RA- GEF-1 全身
KOマウスのみが胎生期致死性を示した）。全
身KOマウス及び組織特異的cKOマウスの表現
型を肉眼的あるいは組織学的に詳細に解析
することにより、RA-GEF-1 とRA-GEF-2 の生
体内機能を調べる。さらに、異常を示す組織
から初代培養細胞を樹立し、細胞増殖、細胞
接着や細胞移動などの異常を細胞生物学・
子生物学的に解析する。 

分

(2) PLCの発癌と炎症における機能と分子作
用機構の解析：PLC KOマウスを用い、既に検
証した二段階皮膚化学発癌モデルに加え、癌
抑制遺伝子AP に変異を持つAPCC Minマウスとの
交配による腸腺腫発生モデルや紫外線照射
による皮膚発癌モデルなどを適用し、腫瘍形



成に対するPLC遺伝子型の影響を解析するこ
とにより、PLCの発癌における役割を検証す
る。また、細胞増殖能、細胞死や炎症反応な
どに対するPLC遺伝子型の影響を解析し、
PLCの分子作用機構を調べる。研究の過程で
PLCと炎症反応の関係が判明した後は、ホル
ボ ー ル エ ス テ ル 12-O-tetradecanoyl 
phobor-13-acetate (TPA) 惹起性皮膚炎モデ
ル、2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)感作
接触性皮膚炎モデルやデキストラン硫酸ナ
トリウム炎症性腸炎モデルなどを用いて、
PLC KOの影響を調べる。さらに、感作リンパ
球のアダプティブトランスファー実験や培
養角化細胞及び真皮線維芽細胞を用いた炎
症性サイトカイン産生実験を行い、PLCの炎
症反応における役割と分子作用機構を解析
する。上記実験と並行して、cre-loxP系を用
いて、皮膚角化細胞特異的にPLCを過剰発現
するトランスジェニック(TG)マウスを作製
し、その発癌や炎症反応に対する影響を解析
し、PLCの分子作用機構を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) RA-GEF-1 の生体機能の解明： 
①胎生期血管（脈管）形成における機能：
RA-GEF-1 の全身KOマウスは、尿膜や卵黄嚢で
の血管（脈管）形成不全により胎生 9.5 日ま
でに致死となる。RA-GEF-1 がマウス胎生期の
血管（脈管）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 KO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
用い、RA-GEF-1 KO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 の活性化が著明に低下することがわか
った。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。 
②大脳皮質形成、神経細胞移動における機能
：RA-GEF-1は中枢神経系の神経細胞で強く発
現していることから、その神経細胞における
機能をRA-GEF-1flox/floxマウスをEmx1-creマウ
ス｛神戸大学（現東京大学）饗場篤教授より
供与｝と交配して作製した背側終脳特異的
RA-GEF-1 cKOマウスを用いて解析した。この
マウスは一見正常に発育するが、その脳は正
常な6層構造を持つ大脳皮質の下に層構造を
失った神経細胞塊（異所性皮質下塊）を有し、
ヒトの発生過程での神経細胞移動異常疾患の
一つである帯状異所性灰白質症（Subcortical 
band heterotopia、ダブル皮質症候群ともい
う）と酷似した組織像を示し、ピロカルピン

誘発性癲癇モデルにおいて感受性亢進を示し
た（図2）。また、胎生の様々な時期における
BrdU標識実験により、後期に生まれる
(late-born)ニューロンの移動が特に障害を
受けていることがわかった。これらの結果は、
Rap1とその活性化因子RA-GEF-1の神経細胞移
動における重要な役割を世界で初めて証明し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図2 背側終脳特異的RA-GEF-1 cKOマウス(cKO)は、異所性

皮質下塊(ECM)を生じ、脳梁(cc)と前交連(ac)を欠損する。 

 
また、背側終脳特異的RA-GEF-1 cKOマウスは、
側脳室の拡大と海馬の構造異常とともに、前
交連や脳梁の形成異常（欠損）を示す（図2）
ので、神経線維の走行を順行性及び逆行性ト
レーシング法により、詳細に解析した。その
結果、両嗅球間連絡神経線維の前交連での途
絶や脳梁の神経軸索が正中線を越えないこと
がわかった。脳梁の神経軸索が正中線を越え
ない部分に一致して、脳梁形成に係る神経軸
索ガイダンスに関与するとされる灰白層グリ
アの消失が見られた。この結果は、Rap1と
RA-GEF-1の神経線維の正中線交叉における重
要な役割を初めて証明した。RA-GEF-1と
RA-GEF-2の遺伝子のコピー数変異（copy 
number variation）が統合失調症患者に特異
的に見い出されることから、両者が統合失調
症の発症に関与するとの米国コロンビア大学
のグループの論文（Nature Genet. 40: 880-885, 
2008; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106: 
16746-16751, 2009）があり、我々のRA-GEF-1
が神経細胞移動や交連線維形成に働くという
研究成果は大きな注目を受けている。 

(2) RA-GEF-2の精子形成における機能解明：

RA-GEF-2の全身KOマウスは正常に発育し、す

でに報告した脾臓腫大ならびにBリンパ球の



TNF-誘導性のインテグリンLFA-1依存性細胞

接着の低下(Mol. Biol. Cell 18:2949, 2007)

以外の異常はなかなか発見できなかった。し

かし、本研究の最終年度になり、RA-GEF-2全

身KOマウスのオスにおいて睾丸のサイズの著

しい減少と精子数の著明な減少による雄性不

妊の表現型が見い出された。精細管の分化途

上の精細胞においてRA-GEF-2の強い発現が認

められる一方、RA-GEF-1の発現は白膜 

(tunica albuginea)のみに認められ精細管に

は発現していなかった。本結果は、RA-GEF-2

の精子形成における重要な機能を初めて解明

した。 
(3) PLCの発癌及び炎症における普遍的機能
の 解 明 ： 既 に 発 表 し た 7,12-dimethyl 
benzanthracene (DMBA)(rasの突然変異によ
る活性化を誘発) によるイニシエーション
とホルボールエステルTPAによるプロモーシ
ョンによるマウス二段階皮膚化学発癌モデ
ルを用いて得られた成果に加えて、ApcMinマウ
ス腸腺腫モデルでも、PLC KOにより腫瘍形成
が強く抑制された。二段階皮膚化学発癌モデ
ルにおけるPLCの作用機構を解析し、TPAによ
って惹起される皮膚炎症がPLCノックアウト
により著しく低下することがわかった。さら
に、培養真皮線維芽細胞を用いて、PLCがTPA
刺激⇒PKC とRasGRP3の活性化⇒Rap1活性化
の経路で活性化され、インターロイキン
(IL)-1などの炎症性サイトカインの発現誘
導を通じて炎症反応を引き起こすことを示
した。また、ApcMin腸腺腫モデルでも、PLC
が炎症反応の促進を通じて腺腫の悪性化に
働くことを示した。 
また、種々のマウス炎症誘発モデルを用いて、
PLCが炎症反応の惹起に普遍的に働くことを
示した。DNFB をハプテンとするアレルギー性
接触皮膚炎モデルでも、PLC KO により炎症
反応の著明な抑制が観察された。培養皮膚細
胞を用いて、PLCが、皮膚角化細胞と線維芽
細胞において IL-17 等の T細胞由来サイトカ
イン刺激依存性の炎症性サイトカイン産生
誘導に働くことを示した。また、デキストラ
ン硫酸ナトリウム腸炎モデルでも、PLCノッ
クアウトによる炎症の抑制が観察された。さ
らに、PLCを皮膚角化細胞特異的に過剰発現
する TG マウスを作製し、それがヒトの乾癬
に酷似した慢性皮膚炎を発症することを発
見した。発症時期前後の解析から、角化細胞
での PLC過剰発現がヒト乾癬発症との関係
が報告されている IL-23等の角化細胞での産
生と IL-22 産生 T細胞の皮膚浸潤を誘導する
ことがわかった。 
以上の成果（図 3 にまとめる）は、PLCが炎
症反応の惹起を通じて発癌プロモーション
に普遍的に関与することを示唆している。従
来から、慢性炎症と発癌プロモーションとの

間に密接な連関があることが提唱されてお
り、PLCはこの両者の連関を物質論的に説明
する鍵分子である可能性がある。また、PLC
は、新しい抗炎症薬や癌予防薬の開発に当た
って、新しい分子標的となると考えられる。 
我々の研究により PLCと発癌の関係が解明
された後に、海外の 2つの研究グループによ
り行われた中国人を対象としたゲノムワイ
ド連鎖解析 (GWAS) 研究により、PLC遺伝子
座と食道癌と胃癌の発症との間に強い連鎖
があることが発見された (Wang, L-D. et al. 
Nature Genet. 42: 759-763, 2010; Abnet, C. 
C. et al. Nature Genet. 42:764-767, 2010)。
彼らの論文の中で、我々の論文が先駆研究と
して大きくとりあげられた。 
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