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要旨 

低分子量Gタンパク質の活性は，GTPが結合する活性化型とGDPが結合する不活性化型のスイッチ

機構により調節されている。多くの低分子量Gタンパク質はGDP結合型で待機し，GDPからGTP

への結合ヌクレオチドの変換により，活性化型であるGTP結合型となり下流のエフェクター分子

に作用する。一方，GTPの加水分解によってGDP結合型すなわち不活性型へ戻ると考えられてい

る。 

Di-Ras(Distinct subgroup of the Ras family, Di-Ras1及びDi-Ras2)は，Rasファミリーに属しRasタンパ

ク質に共通の構造上の特徴を有するが，分子系統樹上は他のRasタンパク質とは異なるサブグルー

プを形成する。生化学的性質をみても他のRasタンパク質とは異なり，内在性のGTP加水分解活性

が低く，GTPへの結合親和性が高いという特徴をもつ。培養細胞に発現させたDi-Ras1/Di-Ras2は

前述の生化学的特徴を反映し，主にGTP結合型で存在する。このようなDi-RasのGTP結合型をとり

やすいという生化学的性質が，生体内ではどのように調節されているのか，並びにDi-Rasがどの

ような生理機能をもつか，ほとんどわかっていない。これまでの研究によってDi-Ras2タンパク質

は脳組織に特異的に発現していること，また脳組織のDi-Ras2は細胞膜とともに細胞質に多く局在

し，細胞質に局在するDi-Ras2はSmgGDSとの複合体として精製され，この2分子の結合は直接の相

互作用であることが示されている。そこで本研究では，Di-Ras2とSmgGDSの相互作用の生理的意

義を解明することを通じて，GTP結合型をとりやすいDi-Ras2の活性制御機構を解明しようと試み

た。過去の研究によりSmgGDSはRhoA及びRhoCのグアニンヌクレオチド交換促進因子(GEF)とし

て働くことが示されていたが，Di-Ras2に対してはGEFとして作用せず，相互作用に伴って，Di-Ras2

のグアニンヌクレオチド結合親和性を低下させる作用がみられた。さらにパルスチェイス法によ

り①Di-Ras2はその生合成後すぐにSmgGDSと複合体となること，②Di-Ras2とSmgGDSの複合体は

Di-Ras2の安定性に寄与すること，③複合体形成はDi-Ras2 CAAXモチーフに依存すること，がみら

れた。これらの結果から，GTP結合型をとりやすいDi-Ras2は，その生合成後すぐにSmgGDSとの

複合体を形成し，グアニンヌクレオチド低親和性の状態で細胞質に安定に存在すると考えられた。 

Di-Ras2のように活性化型で待機する低分子量Gタンパク質として最もよく知られているものに，

ヒト癌にみいだされた変異型K-Ras等，癌組織にみられるRAS遺伝子の体細胞変異産物(G12, G13, 

Q61等にみられるミスセンス変異)がある。いずれの変異型Rasも内在性のGTP加水分解活性低下に

よる恒常活性化体である。近年，悪性黒色腫患者の腫瘍サンプルやヒト癌由来細胞株からヒト腫

瘍の成長ドライバーとして，低分子量Gタンパク質RAC1遺伝子の複数の体細胞変異が同定された。



変異型Rac1で置換されたアミノ酸残基の位置はいずれも変異型Rasの変異箇所とは異なる。変異型

Rac1であるRac1(P29S)，Rac1(N92I)，Rac1(C157Y)はいずれも活性化型をとりやすいことがみいだ

されているが，その活性化メカニズムは未解明であった。そこで，各変異型Rac1タンパク質が活

性化型をとりやすい特性を解析したところ，いずれの変異体も内在性GTP加水分解活性を野生型

と同様に保持しているものの，GDP解離及びGTPS結合が促進がみられ，グアニンヌクレオチド

交換反応の促進した変異体であることがわかった。また，変異型Rac1の性質と細胞増殖能の間に

も関連があると考えられた。すなわち，GTPSをすみやかに解離する性質をもつRac1 C157Y変異

体は，表現型である細胞増殖能が弱く，GTP結合状態の維持も細胞増殖に寄与していると考えら

れた。 
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略語一覧 

 

ATP  ： adenosine 5’-(tetrahydrogen triphosphate) 

BSA  ： bovine serum albumin 

cDNA     ： complementary DNA 

DMEM   ： Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

DTT  ： dithiothreitol 

EDTA     ： ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

FBS      ： fetal bovine serum 

GAP  ： GTPase activating protein 

GAPDH  ： glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GDP      ： guanosine 5’-diphosphate 

GDS  ： guanine nucleotide dissociation stimulator 

GEF       ： guanine nucleotide exchange factor 

GST  ： glutathione S-transferase 

GTP      ： guanosine 5’-triphosphate 

IP        ： immunoprecipitation 

IPTG  ： isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside 

NCBI  ： National center for biotechnology information 

mAb      ： monoclonal antibody 

PBD  ： p21-binding domain 

PCR       ： polymerase chain reaction 

SDS-PAGE ： sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS       ： tris-buffered saline 

TCL  ： total cell lysate 

TLC  ： thin layer chromatography 

TF  ： trigger factor 

tris      ： tris(hydroxymethyl)aminomethane 

v/v        ： volume per volume 

w/v        ： weight per volume 
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1.1. 低分子量Gタンパク質の活性調節機構 

低分子量Gタンパク質は150以上のメンバーからなるRasスーパーファミリーを形成し，5つ

のサブファミリーが同定されている。例えばRas GTPaseはサブファミリーのひとつを構成し

ており，細胞の増殖や分化を含む様々な細胞生理機能に関わることが知られている(1–3)。

Ras GTPaseは構造上，グアニンヌクレオチド/Mg2+結合ドメインやGTP加水分解ドメイン，

カルボキシル末端のプレニル化修飾部位(CAAXモチーフ: C, A 及びXはそれぞれシステイン, 

脂肪族アミノ酸, 不特定のアミノ酸,をあらわす)からなる低分子量Gタンパク質間で保存さ

れた機能ドメイン(Gドメイン)を有している。Ras GTPaseを含む低分子量Gタンパク質は，グ

アニンヌクレオチド交換により不活性化型であるGDP型から，活性化型であるGTP結合型へ，

またGTP加水分解により再びGDP結合型となる，オン・オフのスイッチにたとえられる制御

機構をもっている。このGTP結合型・GDP結合型間の変換にあたっては，別の機能分子によ

る調節を受ける事も知られている。Ras GTPaseの活性化を促す分子として知られているのは

グアニンヌクレオチド交換因子(GEF)であり，Ras GTPaseのGDP/GTP交換反応を触媒し，Ras 

GTPaseを活性化させる。活性化されたGTP結合型のRas GTPaseは下流のエフェクター分子

に作用し，上流のシグナルを下流に伝達するとともに，結合したGTPが加水分解されGDPに

なることで不活性化型へ戻る。この加水分解の過程は，GTPase活性化因子(GAP)により触媒

されることが知られている (4)。この機構により，一般的に低分子量Gタンパク質はGDPの

結合した不活性化型で待機していると考えられているが，一方で，GTP結合した活性化型で

いることを好む低分子量Gタンパク質もみいだされている。多様な生物種で脳組織特異的に

発現するRas GTPaseであるDi-Rasや，近年ヒト腫瘍に新たにみいだされた低分子量Gタンパ

ク質の活性化型変異である変異型Rac1があげられる。 

1.2. アティピカル低分子量Gタンパク質 Di-Ras2 

Di-Ras1及びDi-Ras2は分子系統樹において，Ras GTPaseファミリーに属する他のRas GTPase

とは異なるサブグループを形成している(5,6)。Di-Ras1及びDi-Ras2はともに，Ras GTPase間

で高度に保存されている構造上の特徴(Gドメイン及びCAAXモチーフ)を有するが，生化学的

に他のRas GTPaseとは異なる特徴を有している。例えば，内在性のヌクレオチド交換反応速

度は，H-Rasのそれと比べ非常に大きく(6,7)，またGTP結合親和性が高い(6)。またDi-Ras1及

びDi-Ras2は，それ単独ではGTPase活性をほとんどもたないため，結合したGTPはほとんど

加水分解されない(6,7)。Di-Rasでは，H-RasでGTPase活性に関与するとされるアミノ酸残基
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(Ala-59及びGln-61)に相当するアミノ酸残基がThr-63及びSer-65にそれぞれ置換されており，

これがGTPase活性の低い理由ではないかと考えられている。これらの生化学的特徴を反映

して，Di-Ras1及びDi-Ras2は実際に細胞内において主にGTP結合型で存在する(6)。この観察

結果は，他のRas GTPase，例えばH-Rasが細胞内で主にGDP結合の不活性化型で存在するこ

とと対照的であった。In vitroでの検討の報告の中には，Rap1GAP1やRap1GAP2がDi-Ras2の

GTPase活性を高めるとの報告があるものの(7)，これまでの研究を通じて，細胞内でのDi-

Ras1及びDi-Ras2の活性調節メカニズムは未解明である。 

Di-Rasの生体内での機能については不明な点が多いが，Di-Ras1の過剰発現によりH-Rasが誘

導する細胞の形質転換や転写因子Elk-1の活性化が阻害されるとの報告がある(5)。この知見

は，Di-Ras1がH-Rasのエフェクターへの作用に拮抗的に働き，H-Rasを介したシグナル伝達

を阻害しうる可能性を示唆している。一方で，Di-RasはRasのエフェクター分子であるRafや

RalGDSのRas結合ドメインには結合しないとの結果も報告されている(6,7)。また，Di-Rasの

発現分布をみると，Di-Ras1 mRNAはマウスの脳組織及び心臓組織に特異的に発現し，また

Di-Ras2 mRNAは脳組織特異的に発現していることがわかっている(6)。また最近の線虫C. 

elegans を用いた検討により，drn-1(C. elegans のDi-Ras ホモログ)が神経細胞に特異的に発

現しており，シナプス活動の調節にかかわることが示唆されている(8)。 

これまでの研究で，脳組織中のDi-Ras2タンパク質は，そのカルボキシル末端にCAAXモチー

フを有するにも関わらず，細胞膜とともに細胞質に多く局在するという特徴があり，更に，

細胞質に局在するDi-Ras2はSmgGDSとの複合体として部分精製された(9)。SmgGDSは

Rap1AへのGEF活性をもつタンパク質として同定されたが，その後Rasファミリー及びRhoフ

ァミリー分子を含む，多くの低分子量Gタンパク質と結合することがわかっている(10-14)。

一方，最近のリコンビナント体を用いた検討で，SmgGDSは特にRhoA及びRhoCのGEFとし

て働くことが報告されている(15)。本研究では，Di-Ras2とSmgGDSの相互作用の詳細な解析

をおこない生理的意義を解明することを通じて，GTP結合型をとりやすい特性をもつDi-

Ras2の活性制御機構を解明しようと試みた。 

1.3. ヒト腫瘍組織にみいだされた変異型Rac1 

一方，Di-Ras2のように活性化型で待機する低分子量Gタンパク質として最もよく知られて

いるのは，癌組織にみられるRAS遺伝子の体細胞変異産物であり，これまでに恒常活性化体
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として知られる体細胞点変異が複数同定されている。たとえば，K-RAS遺伝子変異はもっと

も頻度が高く，膵癌の約90%に認められるほか，大腸癌，肺癌にも高頻度に認められる (16)。

RAS遺伝子の変異としてコドン12，13，あるいは61の変異が知られ，いずれの変異型も内在

性のGTP加水分解活性低下による恒常活性化体である。Ras以外の低分子量Gタンパク質に

関して，その遺伝子の体細胞変異は長らく見出されてこなかったが，最近，Krauthammer M.

ら及びHodis E.らの二つの研究グループはほぼ同時期に，悪性黒色腫患者由来の腫瘍組織に

RAC1遺伝子のミスセンス体細胞変異を報告し(29番目のプロリンがセリンへ置換された変

異体Rac1 P29S)(17, 18)，またRac1 P29Sは活性化型をとりやすいことを考察している。Racは

Rho GTPaseファミリーに属する低分子量Gタンパク質で(19)，細胞膜のラッフル部やラメリ

ポディア形成，細胞接着，細胞増殖を含む多くのプロセスの制御に関与することが報告され

ている(20)。また，Racを介したシグナル伝達経路がRasの下流で癌化，浸潤，転移といった

悪性の形質転換にも重要な役割をもち，Rac1へのG12V変異導入も細胞の癌化を誘導する

(21)。 

河野らは，ヒト肉腫由来細胞株 HT1080から，Rac1 の新たなミスセンス体細胞変異(産物は

Rac1 N92Iタンパク質)を同定した(22)。その他に，データベース及び他のヒト由来癌細胞株

の検索により，変異型 Rac1として既に報告のある Rac1 P29S，そして Rac1 C157Yを同定し

ている。これら 3 つの変異型 Rac1 はいずれも活性化型を好むが(22)，その活性化メカニズ

ムは未解明である。また，変異型の種類によりその強さは異なるが，これら 3つのいずれの

変異型 RAC1を遺伝子導入された細胞株も，増殖能を獲得することが示されている(22)。そ

こで本研究では，各変異型 Rac1 タンパク質の GTP 結合型をとりやすい特性の解明を試み

た。 
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2. アティピカル低分子量Gタンパク質 Di-Ras2 
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2.1. 実験方法 

2.1.1. 抗体 

本研究で使用した抗体は，抗 Di-Ras2抗体  (2D6), 抗GAPDH抗体  (Millipore), 抗

SmgGDS(Rap1GDS1)抗体 (Sigma-Aldrich), 抗Myc抗体(9E10)及び 抗FLAG抗体 (M2, Sigma-

Aldrich)である。 

2.1.2. 大腸菌からのリコンビナントDi-Ras2, RhoA及びSmgGDSタンパク質の精

製 

以下のタンパク質アミノ酸残基に対応するcDNAをGST融合タンパク質発現ベクター

pGEX6P-1 (GE Healthcare Life Sciences)に導入し，大腸菌でのリコンビナントタンパク質発

現に用いた。ヒトSmgGDSへの点変異(N338A, R112A+N116A+Y119A)を，PCR-based site-

directed mutagenesis法により導入した。 

・ ヒトDi-Ras2 (NCBI Reference Sequence: NP_060064.2, アミノ酸残基1–195) 

・ ヒトRhoA (NCBI Reference Sequence: NP_001655.1, アミノ酸残基1–189)  

・ ヒトSmgGDS (NCBI Reference Sequence: NP_001093898.1, アミノ酸残基1–559) 

目的遺伝子を導入した発現ベクターを大腸菌BL21-CodonPlus DE3株(Stratagene)に形質転換

させ，GST融合タンパク質の発現を，0.1 mM Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside(IPTG)，20 °C

の条件下で16時間培養することで誘導した。発現したリコンビナントタンパク質を

glutathione-Sepharose 4B beads (GE Healthcare life Sciences)を用いて精製した後，PreScission 

Protease (GE Healthcare Life Sciences) を用いた酵素切断によりGST部位を除去した。GST部

位が切断されたタンパク質を回収するにあたり，SmgGDS回収時は予めTMDNバッファー 

(50 mM Tris·HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, and 100 mM NaCl) で平衡化されたSephadex 

G-25ゲルろ過カラム(GE Healthcare Life Sciences)を使用した。RhoA及びDi-Ras2回収時は0.1% 

(w/v) Lubrol PX (Nakalai Tesque) を添加したTMDNバッファーで予め平衡化したSephadex G-

25ゲルろ過カラム(GE Healthcare Life Sciences)を用いた。カラムからリコンビナントタンパ

ク質を含むフラクションを回収し，使用時まで−80 °Cで保管した。 

2.1.3. グアニンヌクレオチド結合アッセイ 
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グアニンヌクレオチド結合アッセイ ([35S]GTPγS (非水解性GTPアナログ ) もしくは 

[3H]GDP 結合アッセイ)は，文献(6)に従った方法でおこなった。具体的には，精製したRhoA

あるいはDi-Ras2 (5–10 pmol)を，SmgGDS (40 pmol) の存在下あるいは非存在下で，1 μM 

[35S]GTPγS (20,000 cpm/pmol) もしくは5 μM [3H]GDP (4,000–6,000 cpm/pmol) を添加し30°C

でインキュベーションした。ヌクレオチド結合反応は，50 μlのTMDNバッファー(0.002% 

(w/v) Lubrol PX及び100 μg/ml BSAを含む)中でおこなった。30 °Cで所定の時間インキュベー

ト後，タンパク質に結合した[35S]GTPγS量もしくは[3H]GDP量を，ニトロセルロース膜結合

法により回収・定量した。具体的には，回収した反応液を1 mLの氷冷した洗浄バッファー

[20 mM Tris·HCl (pH 7.5), 20 mM MgCl2, 100 mM NaCl]に希釈し，反応液中のタンパク質をニ

トロセルロース膜 (0.45-μm pore size; Advantec MFS)に吸着させた。ニトロセルロース膜を2 

mLの氷冷した洗浄バッファーで4回洗浄し68 °Cで乾燥させ，ニトロセルロース膜の放射活

性を液体シンチレーションカウンターで計測した。 

2.1.4. グアニンヌクレオチド解離アッセイ 

40 μlのTMDNバッファー(0.002% (w/v) Lubrol PX及び100 μg/ml BSAを含む)中で，RhoAもし

くはDi-Ras2タンパク質 (5〜10 pmol) をそれぞれ所定の時間(RhoAの場合は6時間，Di-Ras2

の場合は30分間)，[35S]GTPγS (1 μM) もしくは [3H]GDP (5 μM)と共にインキュベートし，予

めグアニンヌクレオチドを結合させた。その後，SmgGDS(40 pmolもしくは0 pmolを含む溶

液10μl)を反応液へ加え，更に所定の時間インキュベートし，タンパク質に結合している 

[35S]GTPγS量もしくは [3H]GDP量を，ニトロセルロース膜結合法により回収・定量した。 

2.1.5. ゲルろ過クロマトグラフィーによる複合体形成の解析 

Di-Ras2 (0.6 μM) もしくはRhoA (0.6 μM) 及び5 μM GTPγSを，SmgGDS (4μMもしくは0 M)

と共に，500μlのTMDNバッファー(0.015% (w/v) Lubrol PX及び150 μg/ml BSAを含む)中で

30°C，30分間インキュベートした。その後反応液をSuperdex 200 prep grade (GE Healthcare 

Science) カラムクロマトグラフィー (1.6 × 50 cm, 80 ml bed vol.)により分離し，各フラクシ

ョンをSDS-PAGE及びイムノブロッティングにより解析した。 

2.1.6. 細胞培養とトランスフェクション 
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HEK293T細胞を37 °C，5% CO2の条件下で，10% (v/v) FBSを含むDMEMを用いて培養した。

細胞への発現ベクターのトランスフェクションにはLipofectAMINE 2000及び，6-cm dishの場

合は2 g，10-cm dishの場合は5 gのプラスミドDNAを使用した。トランスフェクション後，

24時間もしくは48時間のインキュベーションの後，各実験に使用した(インキュベーション

時間は実験内容により異なるが同一実験内では統一している)。 

以下のタンパク質アミノ酸残基に対応するcDNAをFLAG-taggedタンパク質発現ベクター及

びMyc-taggedタンパク質発現ベクターに導入し，トランスフェクションに用いた。 

・ ヒトDi-Ras2 (NCBI Reference Sequence: NP_060064.2, アミノ酸残基1–199) 

・ ヒトSmgGDS (NCBI Reference Sequence: NP_001093898.1, アミノ酸残基1–559)の野生

型及び変異型(N338A, R112A+N116A+Y119A) 

2.1.7. 培養細胞中のDi-Ras2に結合したグアニンヌクレオチドの分析 

文献(6)の方法に従い，HEK293T細胞にFLAG-Di-Ras2及びMyc-SmgGDSもしくはMyc-Mock

を発現させ，その後FLAG-Di-Ras2に結合したグアニンヌクレオチドを薄層クロマトグラフ

ィー(TLC)法により解析した。具体的には，トランスフェクションしたHEK293T細胞を48時

間培養した後，更に2時間32Pi (1.85 MBq/dish) を混合したphosphate-free DMEM中で培養する

ことにより，グアニンヌクレオチドの標識を行った。その後，細胞を洗浄バッファー(50mM 

Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM Na3VO4)で洗浄した後，0.5 mlの氷冷したTMDNバッファ

ー[1% (w/v) Lubrol PX, 2 μg/ml aprotinin, 0.5 mM AEBSFを含む]に溶解し，抗FLAG M2 agarose 

affinity gel (Sigma-Aldrich)と混合し4 °Cで15分間インキュベートした。Affinity gelを0.1%(w/v) 

Lubrol PXを含むTMDNバッファーで洗浄後，サンプルバッファー[20 mM Tris-HCl pH7.5, 20 

mM Na-EDTA, 2% (w/v) SDS]に懸濁し68℃，10 minインキュベートした後，溶出された

GTP/GDPをTLC法により分離，BAS-1500 imaging analyzer (Fuji film)により検出・定量した。

また，Di-Ras2タンパク質をウエスタンブロットにより検出・定量した。 

2.1.8. パルスチェイス法による解析 

パルスチェイス実験は，Bonifacinoらの方法により実施した(23)。FLAG-Di-Ras2及びMyc-

SmgGDSあるいはFLAG-Di-Ras2及びMyc-mockを共発現させたHEK293T細胞を準備し，

EasyTag Express-[35S] Protein Labeling Mix (PerkinElmer) (2.775 MBq/dish) を混合した
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methionine/cysteine-free DMEM中で1時間培養することでパルス標識を行い，その後最大48時

間まで追跡した。各タイムポイントで，HEK293T細胞を0.5 mlの氷冷したTMDNバッファー

(1% (w/v) Lubrol PX, 2 μg/ml aprotinin, 0.5 mM AEBSFを含む)に溶解し，M2 agaroseでのプレ

クリアを行ったのち，抗FLAG-M2 agarose affinity gelと2時間4°Cでインキュベートした。

Affinity gelを0.1%(w/v) Lubrol PXを含むTMDNバッファーで洗浄した後，200 g/mlのFLAG

ペプチドを含む同バッファーで溶出を行い，SDS-PAGEにより分離後，Typhoon FLA9000 

phosphorimager (GE Healthcare Life Sciences)を用いて溶出物を解析した。 
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2.2. 結果 

2.2.1. Di-Ras2のグアニンヌクレオチド親和性はSmgGDSの結合に伴い低下す

る 

SmgGDSは，その分子内にタンパク質間相互作用に関わることが知られるアルマジロモチー

フを複数有するタンパク質である。当初，Rap1のGEFとして同定されたSmgGDSは，その後，

様々な低分子量Gタンパク質と相互作用しうることが示されている。更に近年，リコンビナ

ント体を用いた解析により，SmgGDSは特に， RhoA及びRhoCのGEFとして作用することが

報告されている (15)。このことから本研究ではまず，大腸菌で発現・精製したDi-Ras2，RhoA，

SmgGDSを用いて，Di-Ras2のグアニンヌクレオチド結合特性にSmgGDSがどのような作用

をもたらすかを検討した。 

最初に，グアニンヌクレオチド結合アッセイによりDi-Ras2及びRhoAのグアニンヌクレオチ

ド結合特性へのSmgGDSの作用を検討したところ，SmgGDSはRhoAへのGTPγSあるいはGDP

の結合をいずれも促進するのに対して，Di-Ras2へのGTPS結合量およびGDP結合量をいず

れも減少させた(図1 A)。次に，SmgGDSがDi-Ras2のグアニンヌクレオチド結合親和性を低

下させている可能性を調べるため，Di-Ras2，RhoAへのGTPS結合若しくはGDP結合が平衡

状態に達した後にSmgGDSを添加した。SmgGDS添加後，Di-Ras2に結合するグアニンヌクレ

オチド量は急速に減少し別の平衡状態へ移行した。一方，RhoAに結合するグアニンヌクレ

オチド量にはSmgGDS添加による変化はみられなかった(図1 B)。 

GEFは一般に，グアニンヌクレオチドの結合したGタンパク質よりもグアニンヌクレオチド

非結合状態のGタンパク質により強く結合するといわれている。他研究グループによって，

SmgGDSはグアニンヌクレオチド非結合のRhoAとin vitroで複合体を形成し，ゲルろ過クロ

マトグラフィーにより検出されるが，グアニンヌクレオチドの結合したRhoAとの複合体は

検出されないことが報告されている(15)。このことは，GEFがグアニンヌクレオチド非結合

状態のGタンパク質とより強く結合することを示唆している。脳細胞質からDi-Ras2は

SmgGDSとの複合体のまま精製されてきたことも考慮すると，Di-Ras2にみられたSmgGDS

存在下でのグアニンヌクレオチド結合親和性低下は，両分子の安定な複合体形成に伴って

起きた可能性を考えた。すなわち，SmgGDSが作用することでDi-Ras2，RhoAともにグアニ

ンヌクレオチドが解離する点は共通しているが，その後RhoAではSmgGDSが離れグアニン

ヌクレオチドが再結合するグアニンヌクレオチド交換反応が起こる一方，Di-Ras2では

SmgGDSが安定に結合したままとなり，グアニンヌクレオチドが再び結合しないという反応
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のモデルが考えられた(図2 A,B)。 

そこで，Di-Ras2及びSmgGDSが上記のグアニンヌクレオチド結合反応と同じ条件下で複合

体を形成しうるかどうかゲルろ過クロマトグラフィーにより確認したところ，GTPS存在下

でRhoAとSmgGDSはそれぞれの大きさに伴う別の挙動を示し，複合体は検出されないのに

対し，Di-Ras2とSmgGDSは挙動を共にした(図3 A-C)。以上の結果から，RhoAと異なり，Di-

Ras2はグアニンヌクレオチド存在下でもSmgGDSとの安定な複合体を形成し，それに伴いグ

アニンヌクレオチド結合親和性が低下し，すなわちグアニンヌクレオチド結合しにくい状

態となっていると考えられた。 

 

2.2.2. RhoAの活性化に重要なSmgGDS上のあるアミノ酸残基(N338)はDi-Ras2

との結合にも重要である 

Hamel B.らは，23の生物種のSmgGDS間で高度に保存されたアミノ酸残基へ点変異を導入・

解析することにより，カルボキシル末端側に近いAsn-338をAlaに置換した変異体N338Aが，

RhoAへのGEF活性を失うことをみいだしている(15)。一方，アミノ末端側の保存領域への変

異導入は(SmgGDS/R112A+N116A+Y119A変異体)，RhoAへのGEF活性に影響しない(図4 A及

び (15))。 

SmgGDSによるDi-Ras2グアニンヌクレオチド結合親和性低下への，これら変異型SmgGDS

の影響を調べたところ，SmgGDS/N338Aは野生型SmgGDSのもつ作用を消失するが，

SmgGDS/R112A+N116A+Y119Aは，野生型SmgGDSと同様の作用を保持した(図4 A)。次に，

Di-Ras2及び変異型SmgGDSの複合体形成を，ゲルろ過クロマトグラフィーにより解析した

ところ，SmgGDS/N338AはDi-Ras2と複合体を形成しないが，SmgGDS/R112A+N116A+Y119A

は野生型SmgGDSと同様にDi-Ras2と複合体を形成した(図4 B)。  

更に細胞内でのDi-Ras2・SmgGDS複合体形成を，FLAG-Di-Ras2及びMyc-SmgGDSを発現さ

せたHEK293T細胞での抗Myc抗体による免疫沈降により検討した。Di-Ras2は野生型

SmgGDSと共沈したが，SmgGDS/N338A変異体との共沈はほとんどみられなかった(図5)。以

上の結果から，SmgGDS上の同一の部位(Asn-338)が，RhoAへのGEF活性及びDi-Ras2との安

定な相互作用に関わると考えられた。 
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2.2.3. 細胞内にてSmgGDSはDi-Ras2へのグアニンヌクレオチド結合量を低下

させる 

次に，細胞レベルでDi-Ras2のグアニンヌクレオチド結合型へSmgGDSが与える影響を検討

する目的で，FLAG–Di-Ras2及びMyc–SmgGDSを共発現させたHEK293T細胞を32Piで2時間代

謝ラベルし，FLAG免疫沈降物中のグアニンヌクレオチド，Di-Ras2及びSmgGDSをそれぞれ，

薄層クロマトグラフィー，ウエスタンブロットにより解析・定量した。Myc-SmgGDSはDi-

Ras2とともに免疫沈降された。また，Myc-SmgGDSの共発現は，細胞内でDi-Ras2に結合し

たGDP/GTPの比を変えることはないが，単位Di-Ras2あたりのGDP結合量並びにGTP結合量

は，Myc-SmgGDSの共発現により有意に減少した (図6)。以上の結果から，細胞内でSmgGDS

はDi-Ras2に相互作用し，Di-Ras2のグアニンヌクレオチド結合親和性低下・結合量低下をも

たらすと考えられた。 

2.2.4. SmgGDSとの相互作用によりDi-Ras2タンパク質は安定化する 

HEK293T細胞による前述の一連の実験を通じ，SmgGDS共発現時のDi-Ras2タンパク質発現

レベルが，Di-Ras2のみを発現した場合と比べて高いことを経験していた。また，脳細胞質

画分にもDi-Ras2はSmgGDSとの複合体で存在しえたことから，Di-Ras2タンパク質が

SmgGDSと複合体を形成することで安定となっている可能性を考えた。そこで，[35S]標識メ

チオニン/システインによるパルスチェイス実験によりHEK293T細胞に発現させたDi-Ras2

の半減期を検討したところ， Di-Ras2のみを発現させた際のDi-Ras2の半減期は16時間であ

ったのに対し，SmgGDSを共発現させた際のDi-Ras2の半減期は33時間であった(図7 右)。ま

た，1時間の標識終了直後にはDi-Ras2・SmgGDS複合体が検出されることから(図7 左)，Di-

Ras2は生合成の直後にはSmgGDSとの複合体を形成すると考えられた。 

他研究グループにより，SmgGDSはプレニル化された低分子量Gタンパク質と特異的に結合

すると報告されている(24,25)。Di-Ras2も他の低分子量Gタンパク質と同様に，そのカルボキ

シル末端にプレニル化部位(CAAXモチーフ)をもつことから，CAAX部位の有無がDi-Ras2と

SmgGDSの結合に与える影響をパルスチェイス実験により検討した。CAAX部位を欠失した

Di-Ras2(Di-Ras2C4)はSmgGDSとの複合体をほとんど形成せず(図8 A)，またDi-Ras2∆C4の

半減期はSmgGDSによる影響を受けなかった (図8 B)。以上の結果から，Di-Ras2は生合成後
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にプレニル化を受けるとともにSmgGDSとの安定な複合体を形成し，その結果Di-Ras2が安

定に細胞質に局在できるようになると推測された。 
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2.3. 考察 

本研究では，Di-Ras2の活性がSmgGDSとの複合体形成を通じて，他の低分子量Gタンパク質

とは異なる様式で調節される可能性を示した。すなわち，Di-Ras2のグアニンヌクレオチド

結合親和性はSmgGDSとの相互作用に伴い低下し，in vitro及び培養細胞の両方で，Di-Ras2へ

のヌクレオチド結合量が低下した状態をもたらすことを示す実験結果を得た。さらに，Di-

Ras2はその生合成後すぐに，CAAXモチーフ依存的にSmgGDSとの複合体となり，Di-Ras2と

SmgGDSの複合体形成がDi-Ras2の細胞内での安定性に寄与していることが示された。これ

らの結果から，GTP結合型をとりやすいDi-Ras2は，生合成後，おそらく脂質修飾された後，

速やかにSmgGDSとの複合体を形成し，グアニンヌクレオチド低親和性の状態で安定に存在

すると考えられた。 

 

先行研究により，細胞質画分のDi-Ras2は，SmgGDSとの複合体として精製されたことから，

脳細胞質でDi-Ras2はSmgGDSとの複合体で存在しうると考えられた(9)。SmgGDSは当初，

Rap1AのGEFとして脳細胞質より精製・同定されたタンパク質である。その後，多くの低分

子量Gタンパク質と相互作用し，GEFとして作用しうるとの報告が蓄積されている(10-14)。

近年，Hamel, B.らは，リコンビナント体として精製した各低分子量Gタンパク質への

SmgGDSの作用を検討し，SmgGDSが種々の低分子量Gタンパク質のうち特にRhoA及び

RhoCを活性化すると報告している。具体的には，種々の低分子量Gタンパク質に対するGDP

蛍光アナログ(Mant-GDP)の結合・解離特性へのSmgGDS添加時の作用を検討し，RhoAから

のMant-GDPの解離及び結合が，SmgGDS濃度依存的に促進されることを示している(15)。 

本研究でのRhoA並びにDi-Ras2へのグアニンヌクレオチド結合特性へのSmgGDSの作用の

分析から，RhoAへGEFとして作用するSmgGDSは，Di-Ras2に対してはグアニンヌクレオチ

ド親和性を低下させる作用を有しており，また，SmgGDSはDi-Ras2からグアニンヌクレオ

チドが解離した後のグアニンヌクレオチド再結合を妨げていると考えられた。 

GEFは，グアニンヌクレオチド結合型の低分子量Gタンパク質よりも，非結合状態の低分子

量Gタンパク質と，より親和性高く複合体を形成すると言われており，RhoAとSmgGDSの複

合体に関しても，GTP存在下あるいはGDP存在下では検出されないが，EDTA存在下のグア

ニンヌクレオチド非結合の状態をとりやすい条件下では，複合体形成が報告されている(15)。

一方，Di-Ras2とSmgGDSの結合はGTPS存在下であっても観察されており，グアニンヌクレ

オチド結合アッセイの結果，及び細胞レベルでSmgGDSの結合に伴い単位Di-Ras2タンパク
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質あたりのグアニンヌクレオチド結合量が減少した観察結果とあわせると，SmgGDSはDi-

Ras2からグアニンヌクレオチドを解離させるとともに，ヌクレオチド非結合Di-Ras2と安定

な複合体を形成し，グアニンヌクレオチドの結合しにくい状態を維持していると推測され

る。 

なお，図1にみられるように，SmgGDS存在下でもDi-Ras2の一部にはグアニンヌクレオチド

が結合しており，さらに，過剰量のSmgGDSの存在下においてもDi-Ras2タンパク質の全て

からグアニンヌクレオチドが解離することはないことから(data not shown)，SmgGDSはグア

ニンヌクレオチド結合型のDi-Ras2とも，複合体を形成することができると推測される。 

 

Di-Ras1及びDi-Ras2タンパク質はそのカルボキシル末端に，プレニル化修飾を受けるシグナ

ル配列(CAAXモチーフ)をもち，またDi-Ras1は実際にファルネシル化を受けることが報告さ

れている(5)。また，SmgGDS(ただし，本研究で用いたSmgGDSと同様のshort form。SmgGDS

にはshort form, long formのスプライシングバリアントが存在する)は細胞内で，プレニル化

修飾を受けた低分子量Gタンパク質と特異的に相互作用することが報告されている (24,25)。

これらの先行知見を受け，Di-Ras2のCAAXモチーフ欠失体(Di-Ras2C4)をもちいて，培養細

胞の系でDi-Ras2 CAAXモチーフのSmgGDSとの相互作用への寄与を検討したところ，

SmgGDSとDi-Ras2C4の複合体はほとんどみられなくなり(図8 A)，またDi-Ras2C4の安定

性はSmgGDS存在下で変化しなかった(図8 B)。プレニル化修飾はタンパク質生合成の後，速

やかにおこるプロセスであると考えられており(26)，このことを考慮すると，Di-Ras2はプレ

ニル化を受けた後にSmgGDSと結合し，細胞内で安定して存在するようになると推測された。

また，プレニル化されたDi-Ras2とSmgGDSの複合体は解離することなく安定であり，この

安定な結合によってDi-Ras2のグアニンヌクレオチド結合親和性の低下した状態が保たれる

と推測された。 

本研究ではDi-Ras2・SmgGDS複合体形成に関して，実験系により結果に若干の相違がみら

れる。リコンビナント体として精製しin vitroアッセイに用いたDi-Ras2はプレニル化されな

いDi-Ras2C4に相当するものの，同じくリコンビナント体として精製したSmgGDSと，安定

した複合体を形成する(図3)。このことは，HEK293T細胞で実施したパルスチェイス実験の

結果(図8)や，免疫沈降ではSmgGDSとDi-Ras2との結合に比べて，Di-Ras2C4との結合はわ

ずかにしか検出されないことと(data not shown)，異なる結果であると思われた。他グループ

の研究でも，培養細胞の系ではSmgGDSはプレニル化修飾を受けた低分子量Gタンパク質と
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特異的に相互作用するが，in vitroの結合アッセイではプレニル化修飾を受けていないリコ

ンビナント低分子量Gタンパク質との結合も検出されると報告がある(25)。細胞での検討と

in vitroアッセイで異なる実験結果が得られた理由として，ひとつはin vitroの実験系ではDi-

Ras2とSmgGDSが安定した複合体を形成するに十分高いタンパク質濃度で検討されたため

と考えることができる。あるいは，細胞レベルではSmgGDSあるいはDi-Ras2への別の翻訳

後修飾か，別の分子が介在し，複合体形成に影響している可能性が考えられる。 

SmgGDSは他のGEFにみられるようなグアニンヌクレオチド交換活性を触媒する機能ドメ

インを持たないが，タンパク質間相互作用に関わる構造として知られるアルマジロモチー

フの繰り返し構造を有する。このモチーフの繰り返し構造は，植物由来タンパク質から哺乳

動物タンパク質まで，幅広い種に共通して存在する(27)。SmgGDSの結晶構造解析はなされ

ていないものの，Hamel B.らは23の生物種のSmgGDS間のホモロジーモデリング解析によっ

て，生物種間で高度に保存されたアミノ酸残基を同定し，それらの点変異体の解析によって

SmgGDS中の少なくとも二つの領域がRhoAへのGEF活性に関わることを示した(15)。これら

二つの領域のうちの一つは，アルマジロモチーフの繰り返し構造の一部であり，この領域に

変異を導入したSmgGDS/N338A変異体は，RhoAへのGEF作用を消失した (15)。同じSmgGDS

変異体は，Di-Ras2との相互作用及びグアニンヌクレオチド結合親和性低下作用を消失する

ことから，RhoAへの作用に重要とされるN338を含むアルマジロモチーフ構造が，Di-Ras2と

の複合体形成にも同様に重要であると推測される。 

Hamel B.らの研究で示された，RhoAへのGEF活性に関わるSmgGDS上のもう一つの領域は，

酸性アミノ酸が多く含まれ負の電荷を帯びている部位の中にみられた。RhoAカルボキシル

末端側には塩基性アミノ酸に富んだ領域があり，この領域がSmgGDSのRhoAへのGEF活性

に必要であると報告されており(15, 28)，このRhoAの塩基性に富む部位も，SmgGDSの負の

電荷を帯びている部位との相互作用を通じてGEF活性に関わっている可能性が示唆される。

本研究では，SmgGDS上の後者の酸性に富む領域に関しては検討をおこなっていないが，Di-

Ras2のカルボキシル末端側に塩基性アミノ酸が複数含まれる領域があり(Lys-187 to Lys-

195)，SmgGDS中の負電荷を帯びた部位との間で相互作用に関わっている可能性はある。 

SmgGDS・Di-Ras2複合体の構造学的解析により，SmgGDS・Di-Ras2の安定した相互作用や

グアニンヌクレオチド親和性低下の詳細が理解され，またSmgGDS・RhoA相互作用との分

子基盤の違いを検討することを通じてSmgGDSのGEF作用への理解も深まると期待される。 
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SmgGDSと低分子量Gタンパク質との相互作用の生理的意義はよくわかっていない。

SmgGDSがいくつかの低分子量Gタンパク質にはGEFとして作用するというこれまでの知見

に加え，細胞内でSmgGDSが低分子量Gタンパク質に果たす役割として，以下のような可能

性が提唱されている。すなわち，低分子量Gタンパク質が生合成され，新たにプレニル化修

飾された後，ファルネシルトランスフェラーゼからの解離を促す役割，その後低分子量Gタ

ンパク質のERへの移行を助ける役割，翻訳後修飾を受け成熟した低分子量Gタンパク質を

ERから細胞膜へ輸送する役割や，細胞膜から細胞質に低分子量Gタンパク質を引き抜く役

割などの可能性があげられてきた(24,25,28)。Di-Ras2とSmgGDSの間に見いだされた相互作

用も同様に，ファルネシルトランスフェラーゼからの解離を促す役割や，その後のERへの

移行や更なる修飾過程の調節，また，細胞膜へのDi-Ras2の輸送に関わっている可能性は考

えられる。これらの可能性に加え，脳組織中でDi-Ras2が細胞膜と細胞質の両方に存在する

こと，脳細胞質中のDi-Ras2がSmgGDSと複合体として精製されたこと，更に，本研究で得ら

れた観察結果をあわせると，SmgGDSの働きとして特に，プレニル化されたDi-Ras2が細胞

質内で可溶性タンパク質として安定に存在できるようにする役割があると考えられる。ま

た，Di-Ras(Di-Ras1及びDi-Ras2)のGTP加水分解活性は非常に低い性質と，グアニンヌクレオ

チド交換活性が高く細胞内のGTP/GDP比を反映して主にGTP結合型で存在する性質(6,7)を

考えると，その調節機構としてこれまで考察したようなSmgGDSとの相互作用によるグアニ

ンヌクレオチド結合親和性低下作用は，Di-Ras2の自発的活性化を抑制し，不活性状態を保

つ手段であると推測される。これは従来のGDP/GTP交換及び加水分解によるサイクルとは

異なるGタンパク質の制御の型であり，Gタンパク質のスイッチ機構は一様ではなく，多様

性を含んでいるとも考えらえる。 

Di-Ras2と類似した生化学的性質を持つ低分子量Gタンパク質に，Rho GTPaseサブファミリ

ーに属するRnd GTPaseがある。Rnd GTPaseは，GTP加水分解活性が低くGDPへの親和性が低

いため，GTP結合型で存在する(29, 30)。最近，このRnd GTPaseの活性調節に，細胞内シグナ

ル調節タンパク質として知られる14-3-3タンパク質が関わることが報告された。具体的には，

リン酸化されたRnd GTPaseに14-3-3タンパク質が相互作用し，Rnd GTPaseの細胞膜から細胞

質への移行を促し，結果としてその機能を抑制するという活性調節である(31)。Di-Ras2と

SmgGDSの安定な相互作用について，その結合や解離がどのように調節されているかが不明

である。さらに別の因子の関与や，あるいは翻訳後修飾により調節されている可能性があ
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る。この調節機構の解明を通じ，Di-Rasの活性制御の全体像や細胞生理上の働きに対する理

解が進むと考えられる。 
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3. ヒト腫瘍組織にみいだされた変異型Rac1 
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3.1. 実験方法 

3.1.1. リコンビナントRac1タンパク質の精製 

野生型及び変異型Rac1(1-188アミノ酸残基)をコードするcDNAを，河野・間野両博士から提

供されたRac1 cDNAから調整し，pGEX6p-1プラスミド(GE Healthcare Life Sciences)へ導入し，

このプラスミドを大腸菌BL21- CodonPlus DE3 (Stratagene)株にトランスフォーメーションし

た。この大腸菌を0.1 mM isopropyl-1-thio--D-galactopyranosideを加えた培地中で20 °C，16 時

間インキュベートすることで，GST-Rac1融合タンパク質として野生型及びその変異体の発

現を誘導し，Glutathione-Sepharose 4B beads (GE Healthcare Life Sciences)を用いて精製した。

精製した各GST融合タンパク質をPreScission Protease (GE Healthcare Life Sciences)及び

Glutathione-Sepharose 4B beadsと16時間インキュベートすることでGST部分を除去し，切り

出されたRacタンパク質を含む上清は，平衡化バッファー(50 mM Tris·HCl (pH 7.5), 100 mM 

NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.1% (w/v) Lubrol PX (Nacalai Tesque))であらかじめ平衡化し

たSephadex G-25 ゲルろ過カラム(GE Healthcare Life Sciences)に通した。Racタンパク質を含

む画分を回収し，使用時まで−80 °Cで保管した。 

3.1.2. Rac1タンパク質のグアニンヌクレオチド結合アッセイ 

Di-Ras2の解析と同様の手法によりRac1タンパク質の生化学的特性を調べた。すなわち，

[35S]GTPγS結合アッセイでは，50-μL反応溶液(50 mM Tris·HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1.81 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.0008% (w/v) Lubrol PX，200 μg/mL BSA)中で精製タンパ

ク質(5 pmol) と5 μMの標識ヌクレオチド (7,000 cpm/pmol)を30 °Cでインキュベートした。

所定の時間インキュベートした後，サンプルを回収し，タンパク質に結合している 

[35S]GTPγS量もしくは [3H]GDP量を，ニトロセルロース膜結合法により回収・定量した。 

3.1.3. Rac1タンパク質のグアニンヌクレオチド解離アッセイ 

[3H]GDP解離アッセイ及び[35S]GTPγS解離アッセイでは，各タンパク質にあらかじめ標識ヌ

クレオチドを結合させるため，アッセイバッファー[50 mM Tris·HCl (pH 7.5)，100 mM NaCl，

1 mM EDTA，1.81 mM MgCl2(C157Y変異体) 若しくは0.1 mM MgCl2(P29S及びN92I変異体)，

1 mM DTT，0.0007% (w/v) Lubrol PX，200 μg/mL BSA]中で，精製タンパク質 (5 pmol) を5 

μMの標識ヌクレオチド(2,000 dpm/pmolの[3H]GDP若しくは2,000 cpm/pmolの[35S]GTPS)と
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10分間インキュベートした。C157Y変異体へグアニンヌクレオチドを結合させる際に低

Mg2+濃度(45 nM)では効率よくヌクレオチドを結合させることができなかったことから，

C157Y変異体のみMg2+濃度下(0.8 mM)でヌクレオチドを結合させている。P29S及びN92Iは

45 nM Mg2+濃度下で結合させた。[3H]GDP解離アッセイ及び[35S]GTPγS解離アッセイは，非

標識ヌクレオチド及びMgCl2をそれぞれ終濃度で200 μM及び0.8 mM Mg2+となるよう加える

ことで開始した。所定の時間，30 °Cでインキュベート後， Rac1に結合した[3H]GDP量若し

くは[35S]GTPS量を，ニトロセルロース膜結合法により計測した。 

3.1.4. GTP加水分解活性の測定 

GTP結合バッファー [100 mM Tris·HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1.81 mM 

MgCl2(C157Y変異体) 若しくは0.1 mM MgCl2(P29S及びN92I), 1 mM DTT, 0.0008% (w/v) 

Lubrol PX, 200 μg/mL BSA]中でRac1タンパク質(0.1 M)を5 μM [γ-32P]GTP (4,000 cpm/pmol)

とインキュベートし標識ヌクレオチドをあらかじめ結合させたのち，非標識のGTP及び

MgCl2を終濃度でそれぞれ1 mM及び0.8 mM Mg2+となるよう加え，GTP加水分解反応を開始

させた。30 °Cで規定時間インキュベートの後，5 pmolのRacタンパク質を含む反応液(50 μL)

を750 μLの氷冷した反応停止バッファー[50 mM NaH2PO4, 5% (w/v) 活性チャコール (Wako 

Pure Chemical Industries)]と混合し氷上で15分間インキュベートし，加水分解反応を停止させ

た。この混合液を15,000 × gで10分間，4 °Cで冷却遠心し，液体シンチレーションカウンタ

ーにより上清に含まれる遊離32Pi量を測定した。 
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3.2. 結果 

3.2.1. ヒト腫瘍にみられる変異型低分子量Gタンパク質Rac1はグアニンヌクレ

オチド交換反応の促進した変異体である 

変異型Rac1(P29S)，Rac1(N92I)，Rac1(C157Y)がどのようなメカニズムで活性化するかを明

らかにするため，リコンビナント体として野生型及び各変異型Rac1を精製し，これらのGTP

加水分解活性及びグアニンヌクレオチドの結合・解離特性を検討・比較した。 

最初に，GTP加水分解活性を測定したところ，各変異型Rac1は野生型と同様(P29S及びN92I)

か，あるいは野生型と比較し少し高い傾向(C157Y)のGTP加水分解活性を示した(図9)。この

ことから，変異型Rac1の活性化メカニズムは従来知られる変異型Rasのそれとは異なること

が推測された。 

次に，グアニンヌクレオチド交換反応を検討した。生理的Mg2+濃度(0.8 mM)下において野生

型Rac1と比較し，Rac1(P29S)，Rac1(N92I)，及びRac1(C157Y)の各変異体はいずれも，GTPS

を速やかに結合した(図10 A)。また同条件下でのGDP解離アッセイでは，すべての変異型

Rac1で，野生型と比べ速やかにGDPの解離する性質がみられた(図10 B)。更に，GTPSの解

離について検討したところ，Rac1(C157Y)変異体のみ，速やかにGTPSを解離する性質を示

したが，他変異型及び野生型ではGTPS解離はみられなかった(図10 C)。 

以上の結果から，Rac1 (P29S)，Rac1(N92I)，及びRac1(C157Y)のいずれの変異型Rac1も，GTP

加水分解活性は野生型と類似している一方，グアニンヌクレオチド交換反応が速やかにお

こる性質をもつ変異体であると考えられた。更に，Rac1(C157Y)は他の変異型と異なり，GTP

も解離と結合を繰り返す点で，他の変異体と性質が異なっていた。 
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3.3. 考察 

本研究では，新たにヒト悪性黒色腫組織やヒト癌細胞株から腫瘍増殖ドライバーとしてみ

いだされた複数の変異型Rac1の，活性化型を取りやすいメカニズム解明を目的に，これらの

変異型Rac1タンパク質の生化学的性状を解析した。 

その結果，これら変異型Rac1が活性化型をとりやすい理由はいずれも，GDPからGTPへのグ

アニンヌクレオチド交換反応の亢進であることを明らかにした。低分子量Gタンパク質で過

去に同定された癌成長のドライバーは変異型Rasのみであり，その活性化メカニズムはすべ

てGTP加水分解活性の欠失であったことから，変異型Rac1の活性化メカニズムは，Ras型で

はないメカニズムをもつヒト腫瘍組織・細胞株中の活性化型変異の初めての例である。 

河野らにより，変異型RAC1遺伝子(P29S, N92I, あるいはC157Y変異体をコードする)を導入・

発現する細胞株をマウス皮下へ移植したところ，Rac1野生型を発現する細胞は増殖能を持

たないのに対し，変異型Rac1を発現する細胞株はいずれも細胞増殖能を獲得することが示

されている(22)。この細胞増殖能の強さは変異体により異なり，P29S，N92I変異体と比べ，

C157Y変異体の増殖能は弱い。本研究でのグアニンヌクレオチド結合特性の解析によると，

このC157Y変異体は他の変異型と異なり，GTPを速やかに解離する性質を有していることか

ら，細胞内のみかけ上のGTP結合型量に加え，Rac1タンパク質のGTP結合状態の安定性が，

表現型である細胞増殖能に関連すると考えられる。 

近年，Krauthammer M.ら及びHodis E.らの独立した二つの研究グループはほぼ同時期に，悪

性黒色腫患者由来の腫瘍組織にRac1 P29SをコードするRAC1遺伝子のミスセンス体細胞変

異を報告し(17, 18)，このRAC1遺伝子変異陽性が判明した悪性黒色腫腫瘍サンプルの一部は

BRAF遺伝子変異(BRAF V600E)も陽性であり，これらの体細胞変異は互いに排他的ではな

かった(17, 18)。このことから，RAC1 P29Sが真に発癌のドライバーかどうかについて疑問

は残るが，本研究で検討した変異型Rac1タンパク質はいずれも活性化型変異であり，例えば

GDP解離亢進を抑制する変異型Rac1阻害剤は，変異型Rac1に依存し増殖する腫瘍に対する

有望な治療薬となる可能性がある。 
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4. 図表 
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図 1 

Di-Ras2のグアニンヌクレオチド親和性は SmgGDSの結合に伴い低下する 
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図 2 

低分子量 Gタンパク質への SmgGDSの作用のモデル 

A 

B 
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図 3 

GTPS存在下で Di-Ras2と SmgGDSは複合体を形成する 
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図 4 

RhoAの活性化に重要な SmgGDS上のアミノ酸残基(N338)は Di-Ras2との

結合にも重要である 
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図 5 

細胞内での Di-Ras2・SmgGDS複合体形成に N338A は重要である 
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図 6 

細胞内にて SmgGDSは Di-Ras2へのグアニンヌクレオチド結合量を低下さ

せる 
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図 7 

SmgGDS との相互作用により Di-Ras2タンパク質は安定化する 

A B 
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図 8 

Di-Ras2と SmgGDS の相互作用及び Di-Ras2の安定化は CAAXモチーフ依

存的である 

A 

B 
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図 9 

Rac1 の GTP加水分解活性は野生型 Rac1と同様である 



39 

 

  

図 10 

変異型 Rac1はグアニンヌクレオチド交換反応が促進している 

A 

B 

C 
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5. 図表解説 
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図 1. Di-Ras2のグアニンヌクレオチド親和性はSmgGDSの結合に伴い低下する 

A. SmgGDS存在下・非存在下でのRhoA及びDi-Ras2のグアニンヌクレオチド結合アッセイ。 

B. SmgGDS存在下・非存在下でのRhoA及びDi-Ras2のグアニンヌクレオチド解離アッセイ。 

 

図 2. 低分子量Gタンパク質へのSmgGDSの作用のモデル 

A. RhoAへのSmgGDSの作用のモデル 

B. Di-Ras2へのSmgGDSの作用のモデル 

 

図 3. GTPS存在下でDi-Ras2とSmgGDSは複合体を形成する 

A. 精製リコンビナントタンパク質をゲルろ過により分離し，各フラクションのSDS-PAGE

及びウエスタンブロッティングにより分析した。 

B. Di-Ras2をSmgGDSの存在下で30 °C，30分間インキュベートしたのち，その反応液をAと

同様に解析した。 

C. RhoAをSmgGDSの存在下で30 °C，30分間インキュベートしたのち，その反応液をAと同

様に解析した。 

 

図 4. RhoAの活性化に重要なSmgGDS上のアミノ酸残基(N338)はDi-Ras2との

結合にも重要である 

A. RhoA (5–10 pmol) 若しくはDi-Ras2 (5–10 pmol)及び[35S]GTPS(1 M)を，野生型若しく

は変異型SmgGDS(40 pmol)の存在下若しくは非存在下でインキュベート後，各タイムポ

イントでの[35S]GTPS結合量を測定した。 

B. Di-Ras2を野生型若しくは変異型SmgGDSの存在下・非存在下で30°C，30分間インキュベ

ートした後，その反応液をゲルろ過により分離し，各フラクションをSDS-PAGE及びウ

エスタンブロッティングにより分析した。 

 

図 5. 細胞内でのDi-Ras2・SmgGDS複合体形成にN338Aは重要である 

FLAG-Di-Ras2及び野生型若しくはN338A変異型のMyc-SmgGDS発現ベクターを

HEK293T細胞にトランスフェクションし，2日間培養後，抗Myc抗体による免疫沈降を
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行った。免疫沈降物及び細胞ライセート中のFLAG-Di-Ras2及びMyc-SmgGDSを，抗

FLAG抗体及び抗Myc抗体によるウエスタンブロットにより確認した。 

 

図 6. 細胞内にてSmgGDSはDi-Ras2へのグアニンヌクレオチド結合量を低下

させる 

A. FLAG-Di-Ras2をMyc-SmgGDS若しくはMyc-mockとともにHEK293T細胞に一過的に発

現させた。発現ベクターをトランスフェクションし2日後，細胞を32Piで代謝ラベルし，

抗FLAG抗体を用いて免疫沈降した。沈降物に結合したグアニンヌクレオチド及びタン

パク質をそれぞれ薄層クロマトグラフィー(上)及び ウエスタンブロット(下)によりそ

れぞれ解析した。 

B. 沈降物に結合したグアニンヌクレオチド量の定量 n=3; *, p < 0.05 by Student’s t test. 

 

図 7. SmgGDSとの相互作用によりDi-Ras2タンパク質は安定化する 

HEK293T細胞にFLAG-mock及びMyc-mock, FLAG-Di-Ras2及びMyc-mock，若しくは

FLAG-Di-Ras2及びMyc-SmgGDS発現ベクターをトランスフェクションした。トランス

フェクションの2日後，細胞を[35S]標識メチオニン/システインで一定時間標識し，その

後0～48時間追跡した。抗FLAG免疫沈降物をSDS-PAGEにより泳動分離後，乾燥させた

ゲルをオートラジオグラフィーにより分析(左図)するとともに，FLAG-Di-Ras2に相当す

るバンド密度を定量した(右図)。 

図 8. Di-Ras2とSmgGDSの相互作用及びDi-Ras2の安定化はCAAXモチーフ依

存的である 

A. HEK293T細胞に野生型FLAG-Di-Ras2若しくはCAAXモチーフの欠失変異体である

FLAG-Di-Ras2 (Di-Ras2C4)を，Myc-SmgGDSとともに共発現させた。トランスフェクシ

ョンの2日後，細胞を[35S]メチオニン/システインで一定時間標識した後，0時間及び7時

間追跡した。抗FLAG免疫沈降物をSDS-PAGE及びオートラジオグラフィーにより分析

した(左図)。トランスフェクションした細胞でのタンパク質の発現は抗FLAG抗体及び

抗Myc抗体によるウエスタンブロットにより確認した(右図)。 
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B. HEK293T細胞にFLAG-mock及びMyc-mock, FLAG-Di-Ras2C4及びMyc-mock，若しくは

FLAG-Di-Ras2C4及びMyc-SmgGDS発現ベクターをトランスフェクションし，その後図

11と同様にパルスチェイス実験を行った。 

 

図 9. 変異型 Rac1の GTP加水分解活性は野生型 Rac1と同様である 

各Rac1に予め[γ-32P]GTPを結合させ，その後, 0.8mM Mg2+の存在下，非標識GTPを加

え，GTP加水分解反応を観察した。各タイムポイントでRac1から放出されたPi量を測定

した。 

 

図 10. 変異型Rac1はグアニンヌクレオチド交換反応が促進している 

A. 大腸菌で発現・精製したRac1野生型若しくは変異型(Rac1 P29S，N92I，C157Y)各5 

pmolを0.8mM Mg2+の存在下で[35S]GTPγSとともにインキュベートし，各タイムポイン

トで[35S]GTPγS結合量を測定した。 

B. [3H]GDPを結合させた各Rac1に，0.8mM Mg2+の存在下，非標識GTPγSを添加した。各

タイムポイントでRac1に結合した[3H]GDP量を測定し，Rac1からのGDP解離を観察し

た。 

C. [35S]GTPSを結合させた各Rac1に，0.8mM Mg2+の存在下，非標識GTPγSを添加した。

各タイムポイントでRac1に結合した[35S]GTPS量を測定し，Rac1からのGTPS解離を観

察した。 
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