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研究成果の概要（和文）：ラット心筋細胞 H9c2 に酸化ストレス刺激を与えると、EGF 受容体を

介した経路により Ralt の発現が誘導された。Ralt を安定発現する H9c2 細胞を樹立し、解析し

た結果、この細胞において HB-EGF を介したシグナル伝達系が抑制されていることがわかった。

さらに、Ralt と結合する心筋の内在性分子を同定するためにプロテオミクス解析を行った。そ

の結果 Ralt は 14-3-3 タンパク質ファミリーと、そのリン酸化状態に依存せずに安定な複合体

を形成することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that rat embryonic heart-derived H9c2 cells treated with 
oxidative stress exhibited a significant induction in Ralt mRNA and protein. Stable 
overexpression of Ralt in H9c2 cells prevented HB-EGF-induced signal transduction. To 
identify endogenous proteins that bind to Ralt in cardiac cells, we carried out a proteomic 
analysis and found that Ralt specifically bound to several different isoforms of 14-3-3 
proteins independently of its phosphorylation status. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 心筋への持続的な低酸素刺激や虚血再灌
流時において、局所で産生された酸化ストレ
スよって心筋細胞死が誘導されることが知
られている。このストレスシグナルを仲介す

るために重要な役割を果たす受容体の一つ
が、ErbB family に属する上皮成長因子受容
体（EGFR/ErbB1）である。EGFR は、メタロプ
ロテアーゼを介した shedding によって細胞
膜上から遊離した HB-EGF によって活性化す
ることが知られている（トランス活性化）。



そして、下流のレドックス感受性シグナル伝
達経路を介して、最終的に心筋アポトーシス
を促進するような心筋の遺伝子発現を誘導
するが、同時に、このシグナル伝達を抑制す
る内在性の負のフィードバック制御因子も
多数誘導される。 
 我々はこれまでに、ラット心臓の虚血再灌
流モデルにおいて、細胞内アダプター分子と
して知られていた Ralt の発現が、心筋や心
線維芽細胞で急速に誘導されることや、培養
心筋細胞への酸化ストレス刺激や、HB-EGF の
刺激でも強発現することを報告した。 

近年、これまでに機能不明であった Ralt
が、腫瘍細胞等において ErbB family と結合
し、ErbB を介したシグナル伝達系を負に制御
することが複数報告された。これらの結果は、
Ralt が酸化ストレスによる心筋細胞死や病
的な心肥大のシグナル伝達系において誘導
される内在性の負のフィードバック制御因
子であり、結果として心保護的に働く因子で
あることを示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、Ralt の心筋細胞内での役
割を明らかにすることである。特に、心筋の
酸化ストレス傷害や、病的な心肥大の進展に
重要な役割を果たすことが知られている
HB-EGF-EGFR を介した情報伝達経路に注目し、
Ralt がこのシグナルに対する負のフィード
バック制御因子として機能するのか否かに
注目した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Ralt を安定発現する心筋細胞株の解析  
  

ラット心筋由来の myoblasts である H9c2
細胞株は、心筋の酸化ストレスシグナル伝達
系の解析等において、広く利用されている心
筋細胞株である。Ralt 発現ベクターの導入、
及び G418 による薬剤セレクションにより、
Ralt 安定発現細胞株 (G33sc) を樹立した。
そして、HB-EGF 刺激による下流の情報伝達系
に及ぼす変化を遺伝子・蛋白質発現、下流の
情報伝達因子のリン酸化の変化、レドックス
感受性遺伝子の上流プロモーター活性に及
ぼす影響についてそれぞれ解析を行った。 
 
(2) Ralt 結合能を有する心筋内在性分子の

同定 
 
 心臓における Ralt の機能をさらに解析す
るために、心筋細胞内で Ralt と結合する内
在性分子の同定を試みた。Ralt 安定発現細胞
株を材料にして、免疫沈降法と質量分析を用
いたプロテオミクス解析によって、Ralt 複合

体を構成する新規の分子を同定し、その遺伝
子の単離も行った。次に、この遺伝子の一過
性発現により、さらに詳細な生化学的解析を
行い、Ralt との相互作用に重要な部位を同定
した。 
 
４．研究成果 
 
(1) G33sc 細胞の解析 
 
 H9c2 細胞を、HB-EGF で刺激すると、すみ
やかに EGFR の活性化を介した Akt/PKB や
Erk1/2 など下流の経路の活性化が認めらた
が、G33sc 細胞では抑制されていた(図１)。
さらに G33sc 細胞においては、HB-EGF による



Egr-1 の発現が抑制されていた(図２上)。 
興味深いことに、H9c2 細胞において、

HB-EGF 刺激によって、HB-EGF 自身の遺伝子
発現も誘導された (auto-induction) が、
G33sc細胞ではHB-EGF遺伝子発現の誘導は認
められなかった（図２下）。 

さらに、Egr-1 に対する siRNA を H9c2 細胞
へ導入し、この遺伝子発現を抑制すると
HB-EGF の auto-induction が観察されなくな
ることから、この経路には Egr-1 の発現誘導
が関与していることを示した（図３）。また、
HB-EGFによって誘導されるEgr-1の DNA標的
配列における結合活性を、ゲルシフトアッセ
イにより解析した結果、Ralt の安定発現によ
って、標的配列に結合する Egr-1 の減弱が見
られた。 

これらの結果から、Ralt は、酸化ストレス
によって惹起される HB-EGF-EGFRの活性化を
介した HB-EGF 遺伝子の auto-induction を抑
制することで、持続的な心筋の EGFR 活性化
シグナルを負に制御する役割を果たすこと
が示唆された。 

 
(2) Ralt 結合能を有する心筋内在性分子の

同定 
 
 免疫沈降法と質量分析を用いたプロテオ
ミクス解析によって、Ralt 複合体を構成する
分子の一つとして、14-3-3 蛋白質を同定した。
さらに、Western Blot 解析を行った結果、い
くつかの内在性 14-3-3 蛋白質と Ralt が結合
することが確認できた（図４）。この内、心
筋の発生過程や細胞死に関与することが知
られる 14-3-3 theta アイソフォームに注目
し、Ralt との結合調節機構の解析を行った。

その結果、14-3-3 theta 内の 49 番目のリジ
ンをグルタミン酸へ、176 番目のバリンをア
スパラギン酸に置換した変異体は、野生型
Ralt との結合能が失われることがわかった。
また、Ralt 内の 250 番目のセリン残基をアラ
ニンに置換した変異体では、野生型 14-3-3 
theta との結合が抑制されることが明らかと
なった。さらに、protein phosphatase1（PP1）
で脱リン酸化処理を行った組換え Ralt 蛋白
質は、14-3-3 theta との結合に影響は無かっ
たことから、この結合には Ralt のリン酸化

状態に依存しないことを示唆した。しかしな
がら、他の全ての 14-3-3 蛋白質アイソフォ
ームとの結合において、Ralt のリン酸化状態
に依存しないのかどうかに関しては、theta
アイソフォームも含め、今後さらなる詳細な
解析が必要であると考えられる。 
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