
生
命
シ
ス
テ
ム
情
報

− 72−− 72−

公募研究：生命システム情報

活性型低分子量GTPase の細胞内局在の網羅的定量解析技術の開
発とその応用
●佐藤 孝哉　◆上田 修司
 神戸大学大学院医学研究科

＜研究の目的と進め方＞
細胞内情報伝達系においては、多数の蛋白質が複雑なネット

ワークを形成している。その制御機構を理解する一つの手法とし
て、あるファミリーに属する蛋白質の活性動態を網羅的に解析す
ることは非常に有用であると考えられる。しかし、蛋白質の活性
動態に関しては、ゲノム、トランスクリプトーム、プロテオーム
などの場合と異なり、網羅的な解析がほとんど行われていない。
そこで本研究では、細胞内シグナル伝達系で機能している一群の
低分子量 GTP 結合蛋白質（GTPase）のうち、細胞の増殖、生存、
分化、運動、接着、分裂など、多岐にわたる生命現象に関与して
いる Ras ファミリーと Rho ファミリーを研究対象として、それ
らの活性動態の網羅的解析を目指している。具体的には、18 種
類の Ras ファミリー GTPase および 20 種類の Rho ファミリー
GTPase について、それぞれの活性型（GTP 結合型）を in situ
で可視化する方法を開発し、特異的な活性制御機構を網羅的に解
析することを目的としている。さらに、種々の細胞系においてこ
れらの GTPase が構成するネットワークの調節機能を比較するこ
とも目指している。

RasファミリーおよびRhoファミリーGTPaseは、細胞内の様々
な部位に局在して、多様な生理機能を担っているが、同一の分子
種であっても担っている機能ごとに異なる細胞内部位で異なる調
節を受けていると考えられる。従来の生化学的な解析法では、各
GTPase の細胞全体での活性化状態を定量的に測定することは可
能であったが、細胞内部位特異的な活性化を検出することは不可
能であった。このため、細胞内での局在や空間性を考慮した制御
機構の解析は、現在でも非常に遅れている。本研究の特色は、単
に生化学的に酵素活性を定量するのではなく、共焦点レーザー顕
微鏡を駆使して、活性型分子の細胞内での局在を三次元的に可視
化するという点である。すなわち、通常行われるプロテオミクス
解析においては、主に蛋白質の種類と量を測定するのに対して、
活性化状態を位置情報とともに網羅的に検出するという意味で、
大変ユニークななアプローチであると考えられる。

低分子量 GTPase は、細胞内の様々な部位に局在するととも
に、それらの活性は、特異的なグアニンヌクレオチド交換因子
（GEF）を介して調節されている。全ての GTPase は GTP を結
合したコンフォメーションが活性型であるので、GTP 結合型（活
性型）には結合するが GDP 結合型（不活性型）には結合しない
ポリペプチド（蛋白質ドメイン）との結合を測定することにより、
活性型を検出することが可能である。本研究では、各 GTPase に
特異的な標的蛋白質中の GTPase との結合に関与するドメインを
測定用プローブとし、エピトープタグを利用して免疫蛍光染色法
によりプローブを検出することで、GTP 結合型のみを in situ で
可視化する実験系の確立を目指す。そのためには、18 種類の Ras
ファミリー GTPase および 20 種類の Rho ファミリー GTPase つ
いて、可能な限り特異性の高いプローブポリペプチドを作製する
必要がある。特異性の高い標的蛋白質が既に知られている
GTPase については、その結合ドメインをプローブとして応用す
る。特異性の低い標的蛋白質しか知られていない GTPase につい
ては、結合ドメインへの変異導入などにより、結合特異性がより
高いプローブを作製する必要がある。これらについて、それぞれ

の GTPase との結合定数を計測することにより、プローブの特性
を検討する必要がある。

動物培養細胞系では、細胞外因子による刺激あるいは細胞周期
の変動などに伴う各 GTPase の応答（活性化）の網羅的な解析を
進めていきたい。これと平行して、細胞内部位に特異的な活性調
節に関わる GEF の同定を進めていく予定である。とくに Rho ファ
ミリーに対する GEF は、Dbl ファミリーと DOCK ファミリーを
合わせて約 80 種類知られているが、細胞内空間やシグナルに特
異的な制御機構が明らかにされている例は多くはない。そこで、
各 GEF の異所性発現や siRNA を用いたノックダウンとその基質
である GTPase の活性化部位の可視化法を組み合わせて、活性調
節機構の解明を目指していく計画である。この際、従来行なわれ
てきたように、特定の分子にのみ着目してシグナルを解析するの
ではなく、あるファミリーに属する全分子の活性化状態を同一条
件下で比較可能な解析を行ないたい。

次に、この手法をマウスの初代培養細胞や組織切片に応用し、
種々の遺伝子改変マウスを用いて、個体レベルでの表現型の解析
と細胞レベルでの解析を結び付けることを目指している。また、
ヒト癌病理切片などに応用し、例えば各種の癌においてどの低分
子量 GTPase が活性化されているかを網羅的かつ定量的に解析す
ることを計画している。一方、ELISA 法や蛍光強度の定量法を
組み合わせることにより、この系を多種類の薬剤のハイスルー
プットスクリーニング法に改変し、分子標的治療、分子標的創薬
に応用できる技術に発展させることも目指している。
＜ 2008 年度の研究の当初計画＞

2007 年度までの研究に引き続き、各種 GTPase に対して特異
的なプローブの作製と検出感度、特異性の向上をはかる予定であ
る。定量化やハイスループット検出系に関しても今後さらに改良
を加える必要がある。一方、遺伝子導入をせずに内在性 GTPase
の活性化部位を可視化できることが本解析法の最大の利点であ
り、FRET 法をはじめとする他の手法では、マウス組織での解析
は困難である。したがって、本解析法を種々の遺伝子改変マウス
に応用し、個体レベルでの解析に関係づけることが非常に重要で
あると考えている。

マウス組織での解析の一つとして、現在、マウス骨格筋におけ
る Rac1 の活性化部位の可視化条件の検討を進めており、2008 年
度には、インスリン刺激に応答した骨格筋の内在性 Rac1 の活性
化の検出を目指す計画である。一方、昨年度までに、Rasファミリー
GTPase で あ る Rap1 の 2 種 類 の 調 節 因 子（RA-GEF-1、
RA-GEF-2）のノックアウトマウスを作製した。それらの表現型
の解析により、RA-GEF-1 が胎生期の血管形成を制御している可
能性が示唆されたので、2008 年度には、マウス胎児から摘出し
た尿膜の血管内皮細胞での Rap1 の活性動態の解析を進めること
を計画している。
＜ 2008 年度の成果＞

以前より骨格筋細胞でのインスリン刺激に応答した糖取込み誘
導のシグナル伝達系の解析を行ない、特に Rho ファミリー
GTPase である Rac1 の重要性を検討してきた。今年度は、この
系において Rac1 の下流で Ras ファミリー GTPase である RalA
が重要な機能を担っている可能性を示唆する結果が得られたの
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で、RalA の活性化部位の可視化を試みた。特異的標的分子 Sec5
の RalA 結合ドメインをもとにプローブを作成し、筋芽細胞株 L6
を分化誘導させた筋管において、遺伝子導入した RalA 活性型変
異体が特異的に強く認識されることが確認できた。今後、このプ
ローブを用いて、インスリン応答性の RalA の活性機構とくに
Rac1 の関与などについて解析を進めていく予定である。

遺伝子操作マウスの組織での解析の一つとして、Rasファミリー
に属する Rap1 の活性化部位の可視化に成功した（論文投稿中）。
Rap1 の調節因子である RA-GEF-1 の全身でのノックアウトマウ
スを作成したところ、胎生期における血管網形成の不全により、
E9.5 までに致死となることが明らかとなった。そこで今年度は、
単離した尿膜の組織培養系での Rap1 の活性化状態の検討を行
なった。E8.5 の野生型および RA-GEF-1 ノックアウトマウスか
ら尿膜を単離し、24 時間培養して血管網の形成を観察したとこ
ろ、RA-GEF-1 ノックアウトマウスでは、野生型マウスで見られ
るような血管網の形成が著しく抑制されていることが明らかと
なった。一方、E8.5 においては、野生型マウスの尿膜の血管内皮
細胞で実際に RA-GEF-1 が発現していることが確認された。そ
こで組織培養前後の尿膜を固定した後、活性型 Rap1 を可視化し
たところ、野生型では E8.5 で単離した直後でも 24 時間培養した
後でも、血管内皮細胞での Rap1 の活性化が観察されたのに対し
て、RA-GEF-1 ノックアウトマウスでは、いずれの時期にも
Rap1 は全く活性化されていなかった。Rap1 に対する活性化因子
は多数知られ、それぞれが細胞種特異的、発生段階特異的、シグ
ナル特異的に機能していると考えられているが、本研究成果によ
り、尿膜における E8.5 からの血管網形成には RA-GEF-1 が主要
な役割を果たしており、この時期の Rap1 の活性制御は他の制御
因子では置き換えられないことが明らかとなった。
＜国内外での成果の位置づけ＞

これまでに、動物培養細胞において Ras ファミリー（Ras、
Rap1、RalA など）および Rho ファミリー（RhoA、Cdc42、
Rac1 など）の活性化領域を可視化する手法を開発してきた。こ
れらの GTPase の内在性分子の活性化領域を選択的に検出する方
法を確立することは、多種類の GTPase の網羅的解析を行なう際
に、非常に重要である。FRET 法に比べて、遺伝子導入の必要が
なく、多重染色が容易であることなどから、今後 Ras や Rac1 が
深く関与している細胞癌化機構などの研究に大きく貢献すると考
えられ、特に多検体解析での有用性が期待される。

また本年度は、マウス尿膜において胎生期の血管新生が誘導さ
れ る 系 に 本 解 析 法 を 応 用 し て、Rap1 の 制 御 因 子 の う ち
RA-GEF-1 が特異的に機能していることを示した。本研究手法を
応用することで、マウス胎児組織での GTPase の活性化の可視化
に初めて成功した一例であり、内在性分子の解析が可能である本
研究法の有用性を示した研究成果といえる。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

多種類の Ras ファミリー、Rho ファミリー蛋白質それぞれに特
異的なプローブを作製する作業は、進行中であるが、当初の見込
みよりも時間を要している。生体組織への応用に関しては、当初
計画のうち、尿膜の血管内皮細胞での検討は完了し、現在論文投
稿中である。しかし、インスリン刺激に応答した骨格筋の内在性
Rac1 の活性化の検出については、現在のところまだ完全なアッ
セイ系は確立できていない。遺伝子導入法や免疫染色法などは確
立されたので、まずは活性型変異体を用いたコントロール実験に
て、可視化法の条件検討を行なう必要がある。

一方、ハイスループット検出系の構築も現在検討中であるが、
ELISA 法で定量化した場合に、刺激に応答した活性化の割合が
低く、阻害効果などを高感度に検出するのはまだ難しい。画像解
析の場合は、非特異的な発光を人為的に除去した上で計測するこ
とができるが、ELISA 法ではそれができないため、検出の時点
での非特異的発光を低くすることが必要であると考えられる。
＜今後の課題＞

今年度までの研究に引き続き、各種 GTPase に対して特異的な
プローブの作製と検出感度、特異性の向上をはかることが重要で
ある。ハイスループット検出系に関しても今後さらに改良を加え
る必要がある。

遺伝子導入をせずに内在性 GTPase の活性化部位を可視化でき
ることが本解析法の最大の利点である。したがって、本解析法を
種々の遺伝子改変マウスの初代培養細胞や組織切片に応用し、個
体レベルでの解析に関係づけることが非常に重要であると考えて
いる。今後はこの点を重要課題として研究を推進していきたい。
また、多種類の GTPase の活性化を同時に計測できることも本研
究法の大きなメリットであるので、それを生かした研究を推進す
ることも重要である。細胞癌化や我々が今年度見出した骨格筋で
のインスリンシグナル伝達系での Rac1 と RalA のクロストーク
のように、複数の GTPase がネットワークやカスケードを形成し
ている系の解析に重点的に取り組む計画である。
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