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研究成果の概要（和文）：低分子量GTP結合蛋白質RalAは、細胞の増殖や、遊走、細胞内小胞輸送、癌化など様々な機
能を制御している。多くの知見は、RalAの活性化が発癌性Ras誘導性のヒト細胞の癌化に必須であることを示している
が、その分子メカニズムは明らかでない。本課題では、ラット脳細胞質よりRalAエフェクターを精製することを目的と
し、硫安沈殿分画、イオン交換クロマトグラフィー、RalAアフィニティークロマトグラフィーを用いることにより、Ra
lAに特異的に結合するエフェクター複合体を精製することに成功した。本複合体はキナーゼ活性を有し、RalA依存性の
細胞癌化に関わっている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The small GTPase RalA regulates many cellular processes such as cell proliferation
, migration, membrane traffic, and tumorigenesis. Accumulating evidence shows that activation of RalA GTPa
se is essential for oncogenic Ras-induced human cell tumorigenesis. However, the molecular mechanism by wh
ich RalA regulates tumorigenesis remains elusive. I tried to identify RalA effector proteins in rat brain 
cytosol and succeeded in purifying a RalA effector complex using several chromatography steps including am
monium sulphate precipitation, ion-exchange chromatograhpy, and RalA affinity chromatography. This effecto
r complex may be involved in RalA-dependent tumorigenesis.
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１．研究開始当初の背景 
低分子量 GTP 結合蛋白質はヒトでは約

150種存在し、Rasスーパーファミリーを
形成している。このうち Ral(Ras-like)は、

一次構造上 Ras に最も高い相同性を示し、

Ras、Rap、Rhebとともに Rasサブファミ
リーを形成する。他の GTP 結合蛋白質と

同様に、Ralは GTPの結合した活性型と、

GDP の結合した不活性型の 2 つの立体構
造をとり、その活性化、不活性化はそれぞ

れ GEF(guanine nucleotide exchange 

factor)、GAP(GTPase-activating protein)
により制御される。RalGDS(Ral GDP 

dissociation stimulator)を初めとして現在

知られている RalGEF の多くは RalGEF
ドメインに加え Ras 結合ドメインを有し、

Rasの直接結合により活性化される。この

ことは、RalGEF/Ralが Ras誘導性の発癌

において何らかの役割をもつことを示唆す

るが、Robert Weinbergらは、ヒト線維芽

細胞、胎児腎細胞、乳腺上皮細胞を用いた

解析より、どの細胞種においても Ras下流

での RalGEF/Ral径路の活性化が、細胞の

癌化に必須であることを示している

(Rangarajan, Cancer Cell, 2004)。この知

見は培養細胞系を用いて示されたものであ

るが、K-Rasに変異をもつヒト膵臓癌検体

で異常な Ral の活性化が見られること

(Lim, Curr Biol, 2006)、RalGDSの遺伝子

欠損マウスがRas誘導性の皮膚発癌モデル
に抵抗性を示すこと (Gonzalez-Garcia, 

Cancer Cell, 2005)など、生体においても、

Ralが Rasの主要な下流因子であることが
強く示唆されている。 

 Ral には約 80%の高い相同性をもつ

RalAとRalBの 2つのアイソフォームが存
在する。RalA と RalB は C 末端の

hypervariable regionを除いてほぼ同一の

アミノ酸配列をもち、これまで知られてい

る Ralの標的分子は RalA、RalB、両者に

結合する。しかしながら、RNA 干渉法に

よるRalA、RalBそれぞれの抑制実験から、
両者の細胞機能は同一でないことが示され

ている。すなわち、RalA は Ras 誘導性癌

細 胞 の 足 場 非 依 存 性 増 殖

(anchorage-independent growth)に必須

であり (Lim, Cancer Cell, 2005)、一方
RalB は Ras 誘導性癌細胞のアポトーシス

回避に必要である(Chien, Cell, 2006)。こ

れらの知見は、RalAと RalBが、それぞれ
に特異的なシグナリング径路を制御するこ

とを示唆している。最近の研究により、

RalB の活性化によるアポトーシス回避の
分子機構としては、RalB の下流で非古典

的な IκB キナーゼ TBK1 および NFκB

径路が活性化され、抗アポトーシスシグナ

ルが伝えられることが示されている

(Chien, Cell, 2006、Barbie, Nature, 2009)。

一方、RalA の活性化による足場非依存性
増殖制御の分子機構については、現在のと

ころ全く明らかにされておらず、本研究分

野における最も重要な課題の 1つとなって
いる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は RalA の下流においても何ら

かのキナーゼが活性化されるのではないか

という仮説のもとに、GTP型 RalAによる

アフィニテイー精製法にオートラジオグラ

フィー法を組み合わせた手法を用い、RalA

に結合するキナーゼの探索を行った。その

結果、ラット脳細胞質中より GTP型 RalA

に結合するキナーゼ活性を見いだすことに

成功した。本キナーゼ活性は、RalA 以外

の GTP 結合蛋白質、RalB、Ras、Rap、

Rho、Rab 等には結合しないことから、
RalA 特異的なシグナリング径路を担うも

のであると考えられる。本研究では RalA

結合キナーゼを分子同定し、その活性化機

構、作用機序を明らかにすることで、未だ

未知である RalA 特異的なシグナリング径

路の分子的解明を目的とした。 
 発癌性 Ras の下流径路としては

Raf/MAPK 径路や PI3 キナーゼ径路が詳

細に解析されているが、RalGEF/Ral 径路
の解析は遅れているのが現状である。しか

し、上述したように RalGEF/Ral径路は発

癌性Rasによるヒト細胞の癌化にとって必
須であり、さらに最近の研究により、腫瘍

抑制因子 PP2Aが RalA自身を標的とする

こと(Sablina, Cell, 2007)、RalAが前立腺



癌細胞の骨転移を制御すること(Yin,MCB 

2007)など、RalAと癌化、癌の進行との関
連を示す知見が蓄積している。このような

状況において、RalA 特異的なシグナリン

グ径路を明らかにすることは極めて重要で

あり、本研究の遂行により RalA シグナリ

ング径路の詳細が解明されれば、RalA に

よる増殖制御機構の解明のみならず、発癌

性Rasの下流径路の統合的な理解につなが

りうると考えられた。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、ラット脳細胞質を出発材
料として連続カラム分画法により、RalA
結合キナーゼを精製、分子同定する。まず、
非水解性GTP類似体GppNHp結合型GST
融合 RalA により、目的キナーゼをプルダ
ウンする。次に、[γ-32P]ATP によるリン
酸化反応後に SDS-PAGE、オートラジオ
グラフィーを行い RalA 結合キナーゼを含
む画分を検出する。最終的には RalA アフ
ィニティーカラムにより RalA 結合キナー
ゼを単一にまで精製する。 
 キナーゼが同定されれば、遺伝子クロー
ニングを行い、リコンビナント蛋白質ある
いは合成ペプチドを用いて抗体の作製を行
う。また、大腸菌発現系、昆虫細胞発現系
を用いてリコンビナント蛋白質を作製し、
それらを用いてキナーゼの活性化機構を明
らかにする。また、RNA干渉による RalA
結合キナーゼの発現抑制、および変異体の
発現がRas誘導性癌細胞の足場非依存性増
殖におよぼす影響をソフトアガー培地を用
いたコロニー形成アッセイにより検討する。
さらに、RalA 結合キナーゼの基質を同定
し、その作用機構を明らかにする。 
 また、ヒト癌細胞、組織中の本キナーゼ
の発現、リン酸化を検討し、Raf/MAPKや
PI3Kなど他の Ras経路との比較を行う。 
  
 
４．研究成果 
本研究ではオートラジオグラフィーによる
RalA依存的リン酸化を指標として、ラット脳
細胞質中よりRalA結合キナーゼを精製した。
本キナーゼは、硫安沈殿分画、陰イオン交
換カラム、ハイドロキシアパタイトカラム、
陽イオン交換カラム、およびゲル濾過カラ
ムにより収量を損なうことなく分離できる
ことを精製の前段階として確認した。また、
本キナーゼは RalB、H-Ras、RhoA、Rheb
には結合しないため、RalA特異的なエフェ
クターであると考えられた。 
 本キナーゼを単離、同定するために、ま
ず、ラット脳細胞質（20匹分）より細胞質を
調製し、硫安沈殿分画により RalA 結合キナ
ーゼの分画を行った。RalA 結合キナーゼは

30％飽和硫安画分に回収された。次に、本画
分を MonoQ 陰イオン交換カラムにより分離
し、キナーゼ活性を有する画分を、さらに
MonoS 陽イオン交換カラムにより精製した。
最終的に MonoSカラムの活性分画より RalA
アフィニティーカラムを用いてキナーゼを
含む RalA 結合蛋白質複合体を精製し、
TOF-MSにより本複合体構成蛋白質を同定す
ることに成功した。 
 今後は本キナーゼおよび、複合体構成要素
のノックダウン等により、本複合体の細胞癌
化における意義を明らかにする予定である。 
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