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研究成果の概要（和文）： 

低分子量 G蛋白質は様々な細胞内シグナル伝達においてスイッチ分子として機能する重要な

分子である。本研究では RIRAG法と名付けた新たな手法を様々な低分子量 G蛋白質に適用し、

それぞれの下流シグナル経路の解析を行った。その結果、CDC42 から ERK へとつながるシグナ

ル経路が存在することを新たに見いだすことに成功した。RIRAG 法による解析が困難な例もい

くつか見つかったが、CDC42-ERK 経路の解析においては数分オーダーの分解能でのシグナル解

析が可能であることなど、本法がシグナル解析において大きな可能性を持つことが明らかとな

った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Small GTPases play pivotal roles in diverse intracellular signal transduction pathways. 
In this study, we applied RIRAG method to several small GTPases and found novel signaling 
pathway that ERK activation was induced by CDC42. The RIRAG method, in the case of 
CDC42-ERK pathway, was able to dissect the signaling by minute-order. The method 
potentially becomes a novel tool for the analysis of small GTPase-mediated signaling 
pathways, although RIRAG method has difficulties in controlling some small GTPases.  
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１．研究開始当初の背景 
①シグナル伝達分子：G蛋白質 

 G 蛋白質は多彩な細胞内シグナルを制御す

るスイッチ分子であり、結合するグアニンヌ

クレオチド（GDP または GTP）によってその

機能が制御されている。一般的に G 蛋白質は

GTP が結合することによって活性化型となり、

下流エフェクター分子と相互作用してシグ

ナルを伝達する。細胞内には多様な G蛋白質

が存在するが、それぞれが特異的なエフェク

ター分子を介してシグナルを伝達しており、

そこには高いシグナル選択性が認められる。

アゴニスト刺激などの生理的なインプット

を細胞に与えた場合には複数の細胞内シグ

ナル系が応答し、それに伴った複数の G蛋白

質の活性化がほとんど同時に観察される。こ

のような場合に、どの G蛋白質がどの細胞内

シグナル系に責任を担っているかを検証す
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ることはシグナル解析の上で重要な課題と

なっている。 

②細胞内シグナルへの G蛋白質の関与－従来

の解析手法とその問題点 

 従来、G 蛋白質の細胞内シグナルへの関与

を検証するために様々な手法が開発されて

きた。特に低分子量 G蛋白質の場合、その活

性化型変異体（GTP水解活性を失った変異体）

やドミナントネガティブ変異体（ヌクレオチ

ド非結合型変異体）がよく利用されている。

しかしながら、これらの手法では発現させた

変異体が恒常的に細胞内シグナルに影響を

与えるため、その影響を考慮しなくてはなら

ない。特に対象としている G 蛋白質やシグナ

ル系がフィードバック制御を受ける場合に

は、これらの手法によるシグナル解析は困難

を伴った。 

③RIRAG 法－ラパマイシンを用いて迅速に低

分子量 G蛋白質シグナルを活性化する新たな

手法 

 そこで我々は低分子量蛋白質を介した細

胞 内 シ グ ナ ル を 解 析 す る た め RIRAG

（Rapamycin-Induced Rapid Activation of 

small GTPase）法と名付けた手法を新たに開

発した。RIRAG法は、mTOR-FRBドメインがラ

パマイシンを介して FKBP12 と結合すること

を利用した、低分子量 G蛋白質シグナルの新

たな活性化手法である。この手法では、まず

図に示すように「低分子量 G 蛋白質（活性化

型変異体）」と共に「サプレッサー」分子を

細胞内に発現させて、G 蛋白質からのシグナ

ルを抑制しておく。なお、ここで用いるサプ

レッサー分子は、標的とする低分子量 G蛋白

質に結合するドメインの両端に FRBドメイン

および FKBP12 を繋げた融合蛋白質である。

ラパマイシンの添加によってサプレッサー

分子内の FRB ドメインと FKBP12 の会合を誘

導して、サプレッサー分子の立体構造変化を

惹起する。その結果 G蛋白質からサプレッサ

ー分子が遊離し、G 蛋白質シグナルを活性化

させる。我々は、これまでに、NWASP-CRIBド

メインを含むサプレッサー分子と Cdc42を組

み合わせた本手法が細胞内で機能すること

を見いだした。 

 

２．研究の目的 
①Cdc42 の活性化に伴う下流シグナル分子の

動態解析 

 RIRAG 法は細胞内シグナルの“スイッチ”

分子である低分子量 G 蛋白質の「OFF→ON」

を迅速に制御することが可能な手法である。

低分子量 G蛋白質の場合、迅速な活性化手法

がこれまで存在していなかったため、その下

流シグナルを高い時間分解能で解析するこ

とは困難だと考えられていた。ここでは

NWASP-CRIB ドメインを利用した RIRAG 法を、

多様な細胞機能を制御する Cdc42シグナルの

解析に適用し、その下流シグナル分子群の動

態を解析することで、RIRAG 法がこれまでに

なかった新たな知見を引き出す手法となる

ことを検証する。 

②RIRAG 法の適用範囲の拡大－システムの構

築 

 RIRAG 法を適用するためには、それぞれの

低分子量 G蛋白質に結合し、かつシグナルに

対して阻害的に作用する蛋白質（の一部ドメ

イン）が必要である。これまで、Cdc42 に対

する NWASP-CRIB ドメインや RalA に対する

Sec5-RBD ドメインが阻害的に働く蛋白質ド

メインとして知られており、事実、前者の組

み合わせは RIRAG法に応用できることは上記

の通りである。このことは、低分子量 G 蛋白

質に対する下流エフェクター分子の G蛋白質

結合ドメインが、最も可能性が高い「サプレ

ッサー」候補分子となることを示している。

そこで、ここでは様々な低分子量 G 蛋白質に

関して、その下流シグナルに対して阻害作用

を示す（エフェクター分子の）結合ドメイン

を探索し、それぞれの低分子量 G蛋白質シグ

ナルに RIRAG法を適用することを試みる。 

 
３．研究の方法 
①RIRAG 法を用いた Cdc42 下流シグナルの解

析 

 我々は既に NWASP-CRIB ドメインを用いた

「サプレッサー」が細胞内で V12-Cdc42（活

性化型変異体）と結合してシグナルを抑制す

ること、またラパマイシンの添加に応答して

「サプレッサー」と V12-Cdc42が解離するこ



とを見いだしている。 

 Cdc42 の主要な下流シグナル経路には、

NWASP、Arp2/3 を介したアクチン細胞骨格再

編成（フィロポディア形成）経路などが知ら

れている。そこで、まずは Cdc42 シグナルを

モデル実験系として、RIRAG 法の適用によっ

てこれらの下流シグナル動態の経時変化を

詳細に追跡できることを示すことを試みた。

ここでは HeLa 細胞を用いて、NWASP など

Cdc42 下流シグナルに関わる分子群の、RIRAG

法による Cdc42活性化（ラパマイシンの添加）

に伴う細胞内局在変化を蛍光抗体法等で、ま

たリン酸化の変化をウェスタンブロット法

で解析した。また数秒～数十秒のオーダーで

の変化を捉える目的で、EGFP アクチンの挙動

をライブイメージングの手法を用いて追跡

した。 

②様々な低分子量 G 蛋白質シグナルへの

RIRAG 法の応用 

 ヒトゲノム上には 145個の低分子量 G蛋白

質が存在し、それぞれが数個から十数個の下

流エフェクター分子を持つ。ここでは、目的

とした低分子量 G蛋白質に対して阻害的に働

く（エフェクター分子の）G 蛋白質結合ドメ

インを用いて RIRAG 法の構築を試みた。G 蛋

白質結合ドメインの両端にそれぞれ FRBドメ

インおよび FKBP12 を付加した「サプレッサ

ー」コンストラクトを作製し、対応する低分

子量 G蛋白質（活性化型変異体）と共に細胞

に発現させ、ラパマイシンに応答した低分子

量 G蛋白質シグナルの活性化が起こるか、す

なわち RIRAG 法が機能するかを検討した。

Rac1 に対しては PAK1-CRIB、H-Ras に対して

は Raf1-RBD、RalAに対しては RalBP1-RBDお

よび Sec5-RBD を用いて「サプレッサー」コ

ンストラクトを作製した。リンカー部の最適

化（長さ、配列の変更）やドメイントポロジ

ーの最適化はそれぞれの組み合わせに対し

て行った。G 蛋白質下流シグナルの解析は下

流エフェクター分子の細胞内局在やリン酸

化の変化を前項と同様の手法で検出して行

った。 

 

４．研究成果 

①RIRAG 法を用いた Cdc42 下流シグナルの解

析 

 既に最適化されたドメイントポロジーを

持 つ NWASP-CRIB サ プ レ ッ サ ー

（FRB-(Gly)5-CRIB-FKBP12）と V12-CDC42 を 

HeLa細胞に共発現させ、ラパマイシンによる

CDC42下流分子の動態を解析した。PAK1のリン

酸化やNWASP等の細胞内局在には有意な変化

が認められなかった。またEGFPアクチンを発

現させた細胞において同様の処理を行っても

フィロポディア形成などのアクチン細胞骨格

系の再構成は観察されなかった。この結果は

CDC42経路以外のシグナル経路がアクチン細

胞骨格制御系に必要とされている可能性を示

している。その一方で、これまでCDC42下流に

位置するとは考えられていなかったERKのリ

ン酸化誘導がCDC42シグナルの活性化に伴っ

て惹起されることを見いだした。 

 CDC42活性化が誘導するERKリン酸化はラパ

マイシン添加後3～5分で最大値に達し、その

後徐々に減少していくことから、RIRAG法を

CDC42シグナルに適用した場合では数分オー

ダーの時間分解能でシグナル解析が可能であ

ると考えられた。 

 またサプレッサー分子として従来から用い

ているNWASP-CRIB以外にもPAK1-CRIBなどを

検討したが、PAK1-CRIBでは十分なサプレッサ

ー作用が認められなかった。 

②様々な低分子量 G 蛋白質シグナルへの

RIRAG 法の応用 

 HeLa 細胞を用いて RIRAG 法による H-Ras、

Rac1、RalAシグナル解析手法の構築を試みた。

V12-H-Rasに対しては RAF1-RBD、V12-Rac1に

対しては PAK1-CRIBを用いて RIRAG法の構築

を試みたが、FRB および FKBP12のドメイント

ポロジー、またリンカーの配列を変化させて

もラパマイシンに応答したこれらの G蛋白質

下流シグナルの活性化を観察することはで

きなかった。なお H-Rasシグナルは ERKの活

性化、Rac1 シグナルは PAK1 のリン酸化およ

び EGFPアクチンの動態で解析した。 

 またHeLa細胞にL72-RalAおよびRIRAGサプ

レッサーを発現させ、GST-Sec5-RBDを用いた

RalA活性化アッセイを行ったところ、ラパマ

イシンの添加に応答してL72-RalAのRIRAGサ

プレッサーからの解離が起こることが確認さ

れた。次に RIRAG法による RalA活性化が

secretionの亢進を引き起こすかどうかを検

討した。L72-RalAおよびRIRAGサプレッサーを

発現させたHeLa細胞を用いて、RBP4-EGFPをレ

ポーターとするsecretionアッセイを行った

ところ、予想に反してラパマイシンに応答し

たRBP4-EGFPのsecretionの亢進を認めること

ができなかった。RalBP1-RBDをSec5-RBDに置



換したRIRAGサプレッサーを用いた場合にも

同様の結果となった。一方、ER*-L72-RalAを

発現した細胞を4-OHTで処理してRalAシグナ

ルを活性化させる手法では RBP4-EGFPの

secretionの亢進が認められた。なおER*は点

変異を導入したエストレゲン受容体のリガン

ド結合ドメインで、生体内のエストロゲンと

は結合せずに人工リガンドである4-OHTとの

み結合する。 

 以上の結果から、①現在のRIRAG法では適用

出来るG蛋白質シグナルに（阻害ドメインが存

在した場合においても）制限があること、そ

してサプレッサーから遊離した活性化型G蛋

白質の細胞内局在が適切でないことがその原

因の一つと考えられた。②RIRAG法が機能する

G蛋白質－サプレッサーの組み合わせが見つ

かった場合には、これまでの解析手法では見

いだせなかった新たな下流シグナル（CDC42

下流のERK活性化）が見つかる可能性が示唆さ

れた。 

 本研究と同時期にラパマイシンによって

GEFの局在を制御して下流の低分子量G蛋白質

を活性化する手法が開発された。RIRAG法の改

良によって適用範囲を拡げるとともに、GEF

を活性化する手法あるいは本研究でもRalAの

解析に用いたER*を用いた手法を使い分けな

がら応用していくことでG蛋白質シグナルの

さらならる発展に繋がると考えている。 
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