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研究成果の概要（和文）：本研究では、低分子量GTP結合タンパク質Ralの異常によるがん化、がん悪性化の分子
メカニズムを解析した。RalGAPの発現低下によるRalの恒常的な活性化が、口腔扁平上皮がん細胞や膵臓がん細
胞の遊走、浸潤の促進に関わっていることを明らかにした。また、口腔がん組織においてRalGAPα2の発現が低
下しており、プロモーター領域のDNA、ヒストン修飾が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the molecular mechanisms of oncogenesis by 
activation of the small GTPase Ral. Constitutive activation of Ral by the reduction of RalGAP 
expression is involved in promoting the migration and invasion of oral squamous cell carcinoma cells
 and pancreatic cancer cells. In addition, expression of RalGAPα2 is reduced in oral cancer tissue,
 possibly due to DNA  and histone modifications in the promoter region of RalGAPα2 gene.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Rasファミリーの低分子量Gタンパク質Ralは、多くのがんで活性化されており、その阻害剤が開発される（Yan 
et al. Nature, 2014）など非常に注目されている。本研究ではRalの抑制性調節因子であるRalGAPの発現が、が
んにおいて転写レベルで低下しており、それがRalの高度な活性化につながることを示した。Ralの機能制御機構
の理解は新しいタイプの抗がん薬の開発につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
Ral は Ras ファミリーの低分子量 G タンパク質であり、哺乳類では RalA と RalB が存在する。
他の G タンパク質と同様に、Ral は GTP が結合した活性型と GDP が結合した不活性型の 2 つの
立体構造をとる。Ral の活性化は RalGEF（Ral guanine nucleotide exchange factor）により、
不活性化は RalGAP（Ral GTPase-activating protein）により制御される。RalGDS をはじめ、
多くのRalGEFは GEF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 下流において活性化され、Raf 経路、PI3 キナーゼ経路とともに主
要な Ras エフェクター経路を構成する。Robert Weinberg らは Ral 経路の活性化が Ras により
誘導されるヒト細胞のがん化に必須であることを示している(Rangarajan et al,Cancer 
Cell,2004)。この Ras 誘導性の細胞がん化には RalA が主要な役割をはたす(Lim et al,Cancer 
Cell,2005)。Ral 経路はがん化のみならず、浸潤・転移にも関わっており前立腺がん細胞の実
験骨転移に重要であることなどが知られている(Yin et al,MCB,2007)。さらに、RalGDS のノッ
クアウトマウスがRas依存性の化学皮膚発がんモデルに抵抗性を示すこと(Gonzalez-Garcia et 
al,Cancer Cell,2005)など、in vivo においても Ral と癌化、浸潤・転移との関連を示す知見
は蓄積している。また、研究代表者らは浸潤性膀胱がん組織で異常な Ral の活性化が見られる
こと(Saito et al,Oncogene,2013)を報告している。しかしながら、がん組織における Ral 活性
化のメカニズムや、がん化、浸潤・転移を担う Ral 下流経路の分子メカニズムについては未知
の部分が大きい。 

研究代表者はこれまで、Ral の抑制因子 RalGAP を初めて分子同定し、解析を進めてきた。
RalGAP は、GAP ドメインを持ち約 2000 残基からなるα触媒サブユニットと、約 1500 残基から
なるβ共通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 55%の相同性を
もつ 2つの相同体 RalGAPα1 および RalGAPα2 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（α1・β複合体およびα2・β複合体）。RalGAP は結節性硬化症の原因遺伝子産物
であり、Rheb の GAP としてはたらく tuberous sclerosis complex(TSC)に構造上の類似性を持
つ。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 
 
現在までの多くの知見が、Ral の恒常的な活性化と、がん化、がん悪性化との関連を示してい
る。しかし、それらの多くは培養細胞レベルで示されたものであり、生体レベルあるいは実際
のヒトがん検体を用いた解析は少ない。また、がん組織における Ral の恒常的活性化の分子機
序については多くが不明である。本研究では、口腔扁平がん組織や、膵臓がん組織を用いて Ral
の活性化や、RalGAP の発現を解析し、がんにおける Ral 活性化の分子メカニズムを明らかにす
る。 

また、研究代表者が分子同定した RalGAP の膵臓組織特異的コンディショナルノック
アウトマウスを用い、K-Ras 誘導性膵臓がんの浸潤・転移における Ral の役割について生体を
用いて解析する。 

Ral のエフェクター分子としては RalBP1 や Sec5（Exocsyt 複合体）などが知られてい
るが、がん化、がんの浸潤・転移に関わる直接の Ral 下流経路に関しては明らかになっていな
い。本研究では恒常的活性化型 Ral を用いたアフィニティクロマトグラフィーにより、がん化
を担う Ral 下流分子の同定とその分子作用メカニズムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
① 口腔扁平上皮がん細胞、膵臓がん細胞における Ral、RalGAP の解析 
本研究では、まず口腔扁平上皮がん細胞株、膵臓がん細胞株を用い、ウェスタンブロット、定
量 PCR により、これらの細胞における RalGAP の発現を解析する。また、Sec5 の Ral 結合ドメ
インを用いたプルダウンアッセイにより、細胞中の GTP 型 RalA、RalB の量を定量する。 

RalGAPの喪失にともなうRalの恒常的な活性化が細胞の遊走や浸潤性に与える影響を解析
し、さらに、これらの細胞をヌードマウスに移植することで、in vivo での細胞増殖、浸潤・
転移能を評価する。また、Ral の活性化にともなう遺伝子発現変化を明らかにするためにマイ
クロアレイや RNA seq による遺伝子発現解析を行う。 
 
② ヒトがん検体を用いた Ral、RalGAP の解析 
口腔がん、膵臓がん組織切片を抗 RalGAP 抗体により免疫染色し、がん組織における RalGAP の
発現を解析する。また、がん検体を用いたプルダウンアッセイによりがん組織中での Ral の活
性化を解析する。さらに、がん細胞、がん組織での RalGAP 遺伝子プロモーター領域のメチル化、
ヒストン修飾等を次世代シーケンスやクロマチン免疫沈降法により解析する。 
 
③ RalGAP ノックアウトマウスを用いた解析 
RalGAP 複合体のβ共通サブユニットのノックアウトマウスは早期胎生致死であった。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要であるためと考えられた。本研究で



は、早期致死性を回避するために、膵臓組織特異的 RalGAPβコンディショナルノックアウトマ
ウスを樹立し、膵臓がんの発生、浸潤・転移に Ral、RalGAP が与える影響を生体を用いて解析
する。 
 
４．研究成果 
 
① 口腔がん細胞における RalGAP の解析 
口腔がん細胞株で RalGAP をノックダウンすると GTP 型 Ral の量が増加し、細胞遊走と浸潤が促
進された。逆に RalGAP の過剰発現により細胞遊走、浸潤は抑制された。口腔がん患者検体を用
いた免疫組織化学的解析により、口腔がん組織で RalGAPα2 の発現が低下していることを見出
した。RalGAPα2 発現の低下は低い生存率に相関していた。口腔がん細胞株、がん検体を用い
た解析によりプロモーター領域の DNA メチル化、ヒストン H4Ac、H3K27Me 修飾が RalGAPα2の
発現抑制に関連していることが示唆された（論文投稿中）。 
 
② 膵臓がん細胞における RalGAP の解析 
膵臓がん細胞株 Panc-1、MIA PaCa-2 を用いて RalGAP 各遺伝子を CRISPR/Cas9 によりノックア
ウトした。RalGAP ノックアウト細胞では、GTP 型 RalA、RalB の量が増加し、高い遊走、浸潤能
を示した。マイクロアレイによる解析で、RalGAP のノックアウトにより発現が変動する遺伝子
を複数確認した。また、これらの細胞を、ヌードマウス皮下に移植することで in vivo での増
殖能を解析した。さらにルシフェラーゼ導入細胞をヌードマウス膵臓に移植し、in vivo での
浸潤・転移に Ral、RalGAP が与える影響を解析した。また、ヒト膵臓がん検体を用いた解析で
は、正常組織に比べ膵臓がん組織において活性化型 Ral の量が増加している傾向が見られた。
これらの結果は現在、論文作成中である。 
 
③ RalGAP コンディショナルノックアウトマウスを用いた解析 
膵臓特異的に RalGAP 活性を喪失させるために RalGAPβflox マウスと膵臓特異的 cre リコンビ
ナーゼ発現マウス（Pdx1 cre、Ptf1a cre）を交配した。さらに、cre リコンビナーゼ依存性に
K-Rasを発現するマウスと交配することでK-Ras誘導性の膵臓発がん、がん悪性化におけるRal、
RalGAP の役割を解析中である。 
 
④ Ral エフェクターの解析 
がん化に関わる Ral の下流シグナリング経路を明らかにするために、ラット脳細胞質より RalA
結合複合体を精製し、質量分析法により分子同定した。これらの結合因子はエンドサイトーシ
スに関与する可能性が予想され、がん化、がん悪性化との関わりを解析中である。 
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