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[第 1章] 序論

1.1 Rasタンパク質

ras 遺伝子はラット肉腫ウイルスからがん遺伝子として見いださ

れたが，正常細胞にも存在していることが明らかになり，細胞の増

殖や分化に関わっていると考えられている [Barbacid， 1987トヒト

正常細胞には， Ha-ras， Ki-ras， N-rasの 3種類の ras遺伝子が存在

し，その遺伝子産物 Rasは，アミノ厳 189残基または 188残基からな

る約 21k D aのタンパク質である. G D Pあるいは GTPを一分子結合して

おり，弱い GTPase活性を持つ .G T P結合タンパク質である大腸菌の

elongation factor-Tu (EF-Tu)との類似から， R a sタンパク質の機

能制御のメカニズムは次のように考えられた(図1.1) [Kaziro， 

1978 1 .すなわち， R a sタンパク質は普段は GDPを結合しているが，

何らかの増殖因子刺激によって GDPをGTPに交換し，活性型になる.

そこでタ ゲツ卜と相互作用し，シグナルを伝達する その後 GTP

を加水分解し，不活性型である GDP結合型に戻る 12:1書のアミノ酸

をグリシンからプロリン以外のアミノ酸に置換したり， 61番のグル

タミンを他のアミノ酸に置換すると， GTPase活性が低下し活性型で

ある GTP結合型に留まるので，シグナルを伝え続けるために，発活

性になる.このサイクルに関わるものとして， G D Pの解離を促進す

る因子や， GTPase活性を上昇させる GTPase activatibng protein 

(GAP) ， NFlなどが存在する.これらの Rasタンパク質と相互作用

することが知られているタンパク質についてはこの章の 4節で述べ

る

1.2 Rasタンパク質の 構造

Rasタンパク質については，変呉体による解析や他の GTP結合タン

パク質との比較から，一次構造上での機能ドメインが，明らかにさ
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れていた(図 1. 2) . ア ミ ノ酸残基で 10-1 6番， 57 -61番， 116-119 

番，および 144-147番が，グアニンヌクレオチドの結合に関わって

いる [Barbacid， 1987]. また， 32-40番のアミノ酸に変異を導入す

るとシグナル伝達活性が失われることから，この領域はターゲット

と相互作用する部位と考えられており，エフエクタ ー 領域と呼ばれ

ている [Sigal et al. ，1986; Wiilumsen et al.， 1986; Stone et 

al.， 1988]. 

Rasタンパク質の高次構造は， x線結晶解析や NM Rによる解析
によって明らかになってきている .U.C.BerkleyのKim，Max-Planck 

InstituteのWittinghoferの 二 つのグループで， x線結品解析によ

る短鎖型Ra 5タンパク質 (Ras'-"'，Ras'-''') の高次構造が報告

されている [deVos et al.， 1988; Pai et al.， 1989].それによる

と，短鎖型 Rasタンパク質は 6つの β ストランド (β1 -β6  )お

よび 5つの aヘリックス (al-a5) から成っていることが示さ

れている.我々の研究室でも" N標識による二次元および三次元

N M R解析により，短鎖型 Rasタンパク質(1 -171 )のほぼ総ての主鎖

アミドプロトンの帰属を行ない，二次構造を決定している(図 1. 3 ; 

Muto et al.) . GDP結合型では， x線結晶解析と NM Rによる結果

は，細かい点を除いて大部分一致している . これまでに，グアニン

ヌクレオチド結合部位やエフエクター領威は，ル ー プ 1，4， 8， 10 

および 2に対応することが明らかになった

GTP結合型では，いくつかの点で X線結晶解析と N M R による解

析で結果が食い違っている ，我々の研究室では， N M R 法による解

析から ， エフエクタ ー 領減の 一 部を含む逆平行 β シ ー トが ，G D P型

から GTP型に変換する際に，開裂することを示している[Yamasaki 

et al.， 1989] このような構造変化は X線結晶解析では見いださ

れていない X 線結晶解析でも，グアニンヌクレオチド交換に伴い

エフェクター領域 1 およびリン酸基結合部位に大きな俄造変化が起

こることを報告しているが，我々は 1， Nラベルを用いた HSQC法に

より， x線結晶解析では明らかにされていない機造変化や局所的多
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型牲も，見いだしている.結品中では. R a sタンパク質問士がエフ

エクター領域で相互作用しているため，水溶液中とは異なった構造

をとっている可能性がある.

1.3 Rasタンパク質の機能

Rasタンパク質はがん遺伝子であるが，そのことは NIH 3T3細胞に

遺伝子を導入すると，細胞の形態変化が起こることや接着非依存性

が生じることによって証明されている .そのほかに. P C 12細胞の神

経様突起形成 [Nodaet al.. 1985; Bar-Sagi & Feramisco. 1985J 

やアフリカツメガエルの卵成熟，カリウムチャンネルとムスカリン

リセプターとの共役阻害 [Yatani et al.. 1990J等に関わっている

ことが示されている .出芽酵母においては. R a sタンパク質がアデ

ニレートサイクレースの活性化に関わっていることが示されている

[Broek et al.. 1985; Toda et al.. 1985Jし，分裂酵母では ，接

合や減数分裂に関わっている [Fukui et al.. 1986; Nadin-Davis 

et al.. 1986J ショウジョウパエにおいては. sevenlessの下流に

存在し. R7細胞の分化に関わっている [Neuman-Siberberg et al 

19 84] . このように. R a sタンパク質は一見異なった様々な現象に

関わっており，そのシグナル伝達経路は複雑であると考えられる.

l目 4 R a sタンパク質と相互作用するタンパク質

l目 4.1 GTPase activating protein 

Ras タンパク質自身の GTP 加水分解速度は低い (~7xl0-3 min-') 

が .Traheyらは細胞内では in vitroでよりも GTPの加水分解が速い

ことを示し. Rasタンパク質の GTPase活性を上昇させるタンパク質

(GTPase activating protein; GAP) の存在を示した [Tl'aheyand 

McCormick. 1987J そののち精製され [Gibbs et al.. 1988J. 遺



伝子がクローニングされ，分子量 120Kのタンパク質であることが示

された [Trahey et al.. 1988; Vogel et al.. 1988]. GAPは C末綿

334残基 (702-1044) にRasタンパク質の GTPase活性を上昇させる活

性を持つ部位が存在し. N 末端自uには Sr cと相同性を持つ SH2. SH3 

ドメインが存在する(図1.4) [Marshall et al.. 1989; Vogel et 

al. 1988]. 

EF-Tuがリボゾーム上で GTPase活性が上昇する [Kaziro.1978]こと

から. Rasタンパク質もターゲツトと相互作用した後，速やかに GTP

を加水分解ずると考えられたため. GAPはRasタンパク質のタ ゲツ

トではないかと考えられた.シグナル伝達活性を失ったエフェクタ

ー領域の変異体が. G A Pによる GTPase活性の上昇を起こさないこと

からも. G A Pが Rasタンパク質のターゲットであるという仮説が支持

された [Adari et al.. 1988; Cales et al.. 1988; Vogel et al.. 

1988; McCormick. 1989; Farnsworth et al.. 1991] また，カリ

ウムチャンネルとムスカリンリセプターとの共役を Rasが阻害し，

GAPも同じ活性を示すこと [Yatani et al.. 1990J .またアフリカ

ツメガエルの卵成熟の系で. R a sタンパク質の発現も GAPの大量発現

も，同様に phosphatidylcholine phospholipase C (PC-PLC) の活

性化を引き起こすこと [Dominguez et al.. 1991J から. G A Pが Ras

タンパク質のターゲットの一部であることが示唆される 目 さらに，

GAPのSH 2や SH3ドメインが，カリウムチャンネルの共役阻害 .fosの

活性化，アフリカツメガエルの卵成熟に関わっていることが報告さ

れており，シグナル伝達における重要性が指摘されている [Martin

et al.. 1992; Medema et al.. 1992; Duchesneet al.. 1993J 

しかし，後に GAPによる GTPase活性の上昇は起こるのに ，活性を失

っている変異体が存在することや. G A PをNIH3T3細胞で大 f量発現さ

せると .c-rasや 5r cのトランスフォーミング活性を阻害することか

ら，少なくとも GAPだけがターゲッ卜であるのではないということ

が明らかになった [Zhang et al.. 1990a; DeClue et al.. 1991; 

Nori et al.. 1991] McCormickらは GAPおよび Rasタンパク質が ，
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もう一つの因子と複合体を形成し，シグナルを伝達するという仮説

を提案している [DeClueet al.， 1991J. このように， GA Pがター

ゲツトであるか，負の制御因子であるか ，決 着はついていない.

neurofibromatosis 1という遺伝病はNF1遺伝子の欠損によって生

じるが，この NF1が GAPのカタリティックドメインと相向性を持つこ

とが示された [Xu et al" 1990J目 NF1は，遺伝学的解析により RAS

タンパク質の負の制御因子として出芽酵母で見いだされた IRA 1， 2 

[Tanaka et al.， 1989 Jや分裂酵母で見いだされた gap1[Imai et 

al.， 1991J とさらに高い相同性を持つことがわかった(図 l目 4) 

N F 1を欠損した細胞では Rasタンパク質の GTP結合型の割合が高くな

っており，細胞内で実際に Rasタンパク質の GTP型の割合を抑える役

割を果たしていると考えられる [Basuet al.， 1992J. 

また， R a 5タンパク質の GTPase活性を抑えるタンパク質として ，

GTPase inhibitor(GI)が見いだされている [Tsai et al.， 1990J. 

これらの Rasタンパク質の GTPase活性を制御する因子は，いずれも

脂質によって活性が影響される [Tsai et al.， 1990; Bollag and 

McCormick， 1991J. たとえば，アラキドン酸やホスフアチジン酸に

よって GAPおよび NF 1の活性が阻害されるが， N F 1の方が低い温度で

阻害される また， G Iは逆にアラキドン酸によって活性化される.

このように，脂質が作用し，それぞれの活性が変化することによっ

て， R a 5タンパク質の GT P結合型の割合が制御されているものと考え

られる.たとえば，血清刺激によりアラキドン酸やホスファチジン

酸は細胞内で増加するが，それによって GA Pの活性は抑えられ， G I 

の活性は活性化されるため， G T P結合型の割合が増加すると考えら

れる.

1.4.2 GDP/GTP exchange factor 

EF-T uの GDPの解離は遅いが， EF-Ts存在下では解離が速くなり速

やかに活性型である GT P結合型になる Rasタンパク質の GDPの解離

の速度は遅い (r>/，=30min) ため，やはりなんらかの GDP解離促
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進因子が存在すると考えられてきた .GAPが見いだされたことによ

って， GAPの不活性化によって GTP~が増加するという考え方がされ

たが，最近実際に Rasタンパク質の GDPの解離を促進するタンパク質

が見つかっている . 出芽酵母における RA S 1， 2にたいするグアニン

ヌクレオチド交換因子である CDC25や S0 C 2 5との相向性を持つ遺伝子

が，マウスからクローニングされ ，RasのGDPの解離を促進すること

が確認された [Shou et al.， 1992].また， K-Rasや， Krev-lの GDP

の解離を促進する GDPdissociation stimulator (GDS) が見いださ

れている [Yamamoto et al.， 1990].これらの活性がどの様に制御

されているかは未だ明らかではない .

1.5 Krev-lタンパク質

最近多くの GTP結合タンパク質が見いだされ，細胞の分化やタン

パク質の細胞内輸送に関わ っ ていることが示されている ，特に注目

すべきなのは， rapla (Krev-l， smg p21A) で，これは Rasタンパク

質と非常に紹向性が高く，特に，エフェクタ ー 領域である 32-4 0番

のアミノ酸残基は完全に一致していたにもかかわらず， Rasの作用

を抑えることが見いだされている [Pizon et al.， 1988; Kawata et 

al.. 1989; Kitayama et al.， 1989]. したがって， RasとKrev-lの

活性は，エフェクター領成以外の部位によって区別されていると考

えられた すでにキメラを用いた研究により， 17 -3 1番のアミノ酸

が RasとKrev-lの活性の切り替えに重要であること， 40-60番のアミ

ノ酸が Rasのトランスフォ ー ミング活性に重要であることが示唆さ

れている [Zhang et al.， 1990bl . さらに， Krev-)はRasタンパク

質にたいする GAPによって，その GTPase活性は上昇しないものの，

結合はすることが報告されている.したがって，エフェクター領域

以外に GAPと結合する領域が存在することが示唆される. GAPとRas

タンパク質の結合がシグナル伝達活性に必須であるかどうかを解析

すると同時に， Krev-)がどのように Ra sタンパク質の作用を抑制す
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るかを調べるためにも ，Rasタンパク質における GAPの認識部位を同

定することは重要である .

1.6 Rasタンパク質のシグナル伝達経 路

最近， R a sタンパク質のシグナル伝達の経路に関する因子が多数

見いだされつつある(図 1.5) . R a sタンパク質の上流の因子として

は ，血小板由来成長因子(P D G F) ，上皮成長因子(E G F) ，インシ

ユリン刺激などにより，活性型である GTP結合型が増えることが，

示されている [Gibbs et al.， 1990; Satoh et al.， 1990a; Satoh 

et al. 1990b; Burgring et al.， 1991J . また ， インターロイキ

ン(I L) 2， I L 3 ，神経成長因子 (NGF) ， GM-CSFなどの刺激によっ

ても， Rasタンパク質が活性化する [Satoh et al.， 1991; Qui et 

a!.. 1991; Nakafuku et al..1992; Muroya et al.. 1992J ー また

v-srcによるトランスフォ ー メ ー シヨンが， GAPを大量発現すること

によって抑制されることが 示 されている したがって，これらのシ

グナル伝達の下流に Rasタン パ ク質が存在していると考えられる

ショウジヨウバエでは， EGFリセプターと相向性を持つ sevenless，

および出芽酵母の CDC25と相向性のある son of sevenless の下流

に， r a s 1が存在すると考えられている [Neuman-Silberberg et a! 

1984; Rogge et al.， 1991J .最近， Rasの活性を優性に抑える変

異体 Se r 1 7→ A s nを用いた研究により， R a sが MAP kinaseおよび Raf-l

の活性化に関わっていることが示された [deVries-Smits et al .. 

1992; Wood et a!.， 1992; Thomas et a!.， 1992J さらに，アフ

リカツメガエル来受精卵の可溶性函分に Rasタンパク質を加えるこ

とによって， MAP kinase activatorが活性化されることが報告され

ている [Shibuya et al.， 1992; Hattori et a!.， 1992]. Raf-l力ま，

MAP kinase activatorをリン酸化すると言う報告 [Denl et a! 

1992; Howe et a!.. 1992]もあり， R a sタンパク質のシグナル伝達

の経路がかなり明らかにな っ てきている
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1.7 本研究の目的

上で述べた様に ，R a sタンパク質のシグナル伝達に関わる様々な

現象が，いままでに見いだされている. MAP kinaseや Raf-1の活性

化， c-fosの活性化 ，細 胞内脂質の変化，カリウムチャンネルの共

役阻害など，多様な現象が Rasタンパク質の活性化によって引き起

こされるが，それらが構成する情報ネットワークの全容は明らかに

されていない.また Krev-1のように， Rasタンパク質と相向性があ

りながら，全く逆の活性を持つタンパク質が見いだされており，シ

グナル伝達にどのように関わ っ ているのか，興味深い.

また， G A Pや NF1，GI， GDSといった Rasタンパク質の活性を制御す

るタンパク質が， R a sタンパク質のシグナル伝達に複雑に絡んでい

ると思われる .特に GAPについては， GAPがシグナルを伝達するター

ゲツトであるか，負の制御因子であるか，またはその両者であるか

わかっておらず， Rasのシグナル伝達の多様性の一端を担っている

可能性がある. G A Pとの結合部位としては，エフェクター領域およ

びリン酸基結合部位 (Q61-S65)が同定されているが，その他にも

相互作用する領域が存在する可能性がある エフェクタ ー 領域にお

いては，シグナル伝達活性と GAPの結合は多くの場合 一 致している

が，それ以外の領域でも 一 致しているかは明らかにされていなかっ

た

現在までに， R a sタンパク質の変異体が数多く作られており，そ

の活性が調べられている.その結果，グアニンヌクレオオチド結合

部位 ， エフェクタ ー 領減， c末端のイソプレノイド修飾部位などの

機能部位が同定されている [Barbacid， 1987] .しかし， R a sタン

パク質の多機能性を考えると，現在同定されている以外にも， R a s 

タンパク質のシグナル伝達に関わる機能部位が存在している可能性

があった . また， R a sタンパク質の活性を制御する綴々なタンパク

質の結合部位を同定することも重要である 。本研究では，すでにシ

グナル伝達に関わっているらしいことが示唆されていたエフェクタ

ー 領主主 C 末端側領域， K42-L53に変異を導入し，シグナル伝達に必



須なアミノ酸残基を同定することを試みた . さらに， R a sタンパク

質の活性を制御するタンパク質のうち，ターゲットの候補のひとつ

である GAPとの相互作用を調べることにした.このようにして Rasタ

ンパク質の新しい機能部位を見いだすことによって， R a sの機能の

うち特異的な作用だけを失った変異体が得られれば， R a sタンパク

質のシグナル伝達経路を単純化して考えることが出来，シグナル伝

達経路の解析の手がかりとなることが期待される .
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S.cerevisiae， p320 

GAP1 
Drosophilla， p130 

gap1 
S.pombe， p80 

-圃 catalyticdomain 
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図 1，4 G A Pおよびその類似タンパク質の一次 椛 迭の比較

(Hall et al" 1992) 
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GF-Receptor 

図 l，j Rasタンパク質のシグナル伝達経路
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[第 2章]

エフェクター領域 C末端側領域の変異体のシグナル伝達活性

2. 1 序

近年，数多くの GT P結合タンパク質が発見されており，細胞の増

殖やタンパク質の分泌に関わっていることが示されている.そのー

っとして， v-K-rasによりトランスフォームした NIH 3T3細胞を，正

常細胞に戻す遺伝子 I工旦工ーlがみいだされ，この遺伝子によってコー

ドされるタンパク質が， R a 5タンパク質と高い相同性を持つ Rapla，

smgp21Aであることが明らかになった [Pizon et al.， 1988; Kawata 

et al.， 1989; Kitayama et al.， 1989J. Krev-lとRasにおいて，

特にエフェクター領域と呼ばれる 32-4 0番のアミノ酸配列は完全に

一致していた そこで， Krev-lとRasの活性の遣いを担うアミノ酸

残基がいままで言われていたエフェクター領域 32-4 0番以外にも存

在すると考えられた その後， Krev-lとRasタンパク質のキメラを

用いた実験で，その活性を調べると 17-3 1番のアミノ酸残基が二つ

のタンパク質の活性の差を担っており， 40-60番のあいだに Rasタン

パク質のトランスフォーミング活性に重要な残基が存在することが

明らかになった(図 2.1) [Kitayama et al.， 1990; Zhang et al.， 

1990 b J .そこで，それぞれのタンパク質の活性を担うアミノ酸残基

を同定し， R a 5タンパク質と Krev-lの機能を解析するために，エフ

ェクター領域の C末端側に変異を導入することにした.
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2. 2 実験材料及び方法

2 . 2. 1 変異遺伝子の作成(図 2. 2 ) 

大塚らによって完全人工合成されたヒト c-H a-工旦旦遺伝子を， トリ

プトファンプロモーターの下流に組み込んだ pBR322由来のベクタ-

pHR-L9 [Miura et al.. 1986J を大腸菌発現用ベクターとして用い

た(図 2. 3 a ) 

部位特異的変異を導入するため. pHR-L9より Iよ旦1• 1旦よIで切り

出した .12番目のアミノ酸をグリシンからパリンに置換した工主旦遺

伝子 (ras V12 ) を ~1/1主よ 1 s i t eで M1 3に組み込んだものを用い

た .変異の導入は kunkel法に従い. CycloneTH  Plus (Milligen/Bio 

re sear ch )により合成したoN A .および in vitro mutagenesis kit 

Muta-GeneTH  (Bio-Rad) を用いて行なった .変異導入した工主主遺伝

子は塩基配列を確認した.

生化学的活性を調べるためには，変異が導入された M13DNAを旦主主H

1 1 . H i n d 1 1 1により切断し. 12番めのアミノ酸がグリシンである正

常型の pHR-L9 の ~HII /!!l旦 d111断片とつなぎ変えた .P C 1 2細胞での

発現のためには. M13DNAを旦且旦1.l旦よIにより切断し，旦主旦1/1主よIで

切断した H南乳動物発現用ベクタ -pMAM-neo (Clontech) につないだ

(図 2. 3 b ) 

2.2.2 PC12細胞における Rasのシグナル伝達活性の測定

P C 1 2細胞は. Dulbecco's modified Egls' medium (白水) . 10% 

牛胎児血清 (Gibco) .5% 馬血清(G i b c 0 )の培地で. 37.C. 0.5 

% C 02で培養した

変異を導入した pMAM-ras(VI2)5μgを，リン酸カルシウム法 [Chen

and Okayama. 1987]によって PC 1 2細胞に導入した 抗生物質 G418

( 4 00μg / m 1 )を添加した培地で培養し，形質転換した細胞を選択

した .2 x 1 0 5個の形質転換細胞を直径 35mmのシャーレにまきなおし

て .24時間後に培地中にデキサメタゾン(最終温度 lμM)を加えて
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Rasタンパク質の発現を誘導した.神経様突起形成率は， R a 5タンパ

ク質の発現を誘導して 24時間後に細胞を観察して，突起が細胞の半

分以上の長さを占めている細胞の数を全体の細胞数の百分率で示し

た.対照として，神経成長因子 nervegrowth factor (NGF) による

神経様突起形成を見るときには， 50口g/mlになるように NG Fを加え，

24時間後に観察した

2.2.3 PC12細胞内の変異Rasタンパク質のウエスタンプロッテイン

グによる検出

変異 ras遺伝子を組み込んだ PC 1 2細胞を lxl0' cells/dishの濃度

で90mmdishにまき， 24時間後に培地中にデキサメタゾン(最終法

度 lμM)を加えて Rasタンパク質の発現を誘導した 24時間後に細

胞を集め， sample buffer [62.5mM Tris-HC1(pH6.8)， 2% SDS， 10% 

glycerol， 5%β-mercaptoethanol J 100μlを加える 細胞抽出物

300μgを 15% SDS-PAGE にかけ，ニトロセルロース膜にトランスフ

アーし， 3 %ゼラチンでプロッキングしたのち，抗 Ras抗体 NCC-RAS-

004 [Kanai et al.， 1987)と室温でインキユベートした.その後，

horse radish peroxidase-conjugated protein Aでインキユベート

し， 3， 3'一diaminobenzidinetetrahydrocloride により検出した

2.2.4 Rasタンパク質の大量調製

それぞれの変異の入った ras 遺伝子をつないだベクターを HB 101 

株にトランスフォ ーメーションし，グルコ ス(5 g /l )とカザミノ

酸(4 g /l )を加えた M9培地で渚養した.

まず， over-night cultureにした 100mlの前培養液を 2Lの借地に

加え，対数増殖期中期でインドールアクリル酸を 50mg/Lになるよう

加えで Rasタンパク質の発現を誘導した 対数増殖期後期に培養を

停止し，集菌したところ，培養液 1Lあたり 5~ 10gの菌体を得た.菌

休 Igあたり 7mlの緩衝液 o[50mM Hepes-NaOH (pH7. 5)， 10mM DTT， 

lmM EDTA， lmM PMSF， 0.01% NP-40， 25% glucose Jに， 100μg / m 1 



lysozymeを加えた溶液中でo'C， 15分間溶菌した.これに 2mM MgCl， 

および 100μg/ml DNaseIを加え， 1 5分たったのちに， 30，000xgで 20

分間遠心し，上清を得る . これを精製用 Hepes緩衝液 [50mM Hepes 

NaOH (pH7. 5) ， 5mM DTT， 5mM MgCl" lmM PMSF]を用いて， DEAE-

Sephacel(Pharmacia)による陰イオンカラムクロマトグラフィー，

次に Sephadex G-75 superfine (Pharmacia) によるゲルろ過を行な

い精製した.精製の全過程はo~ 4 'Cで行なった. R a 5タンパク質の

最終的な純度は， SDS-PAGEを行ないクマジー染色により 95%以上で

あることを確認した.

2.2.5 GTPの非水解アナログ GMPPNPを結合した変巽体のマイクロイ

ンジェクション

Rasタンパク質は，精製時 GDPを結合している.精製した変異 Ras

タンパク質に GTPの非水解アナログ GMPPNPを結合させ，その活性を

測定した .GMPPNP は， GT Pの β と 7 のリン酸の聞の酸素がイミド基

になったものである o . 4 m gの RasGlY12を， EDTA存在下， Mg'イオン

をキレートした条件で， 100nmolの GMPPNPと30'C，10minインキユベ

ー卜したのち， M g C 1 2で反応を止めセントリコン 10 (Amicon) で遊

離のヌクレオチドを除去した この交換反応を 3 回繰り返し， 9 5 % 

以上交換していることを HPLCにより確認した .Rasタンパク質を 4mg

/ m 1に滋縮して， P C 1 2細胞にマイクロインジェクションした .イン

ジェクトスコープ IMT2-SYFを用い， 100~200cell にインジェクショ

ンした

2.2.6 GDPおよび GTP解離速度の測定

精製した Rasタンパク質(2μM) 450μlに 5mM EDTA存在下， [8， 

5' _3H] GTPまたは [8，5'_3H]GDP (2Ci/mmol， 100μM) 10μlを加え，

37'C， 10minインキユベ ー トし，結合ヌクレオチドを交換する 1 M 

MgCl，を 5μiおよび GTP (100μM， 10μ1 )を加え，交換反応を開始す

る .各時間反応後，反応浴液から 100μlずつ， ニ トロセルロースフ
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ィルターにのせ， 20mM Tris-HCL(pH7.5)， lmM MgCl， 2mlで 5回洗

浄する.フィルターに残った 3 H放射活性を液体シンチレーション

カウンターで測定する.片対数プロットにより， GD Pおよび GTPの解

離速度を求めた.

2目2.7 GTP加水分解速度の測定

精製した Rasタンパク質溶液(4μM， 75μl) をlmM EDTA存在下で

[8，5'_3H)GTP (28μM， 43.6Ci/mmol) 10μlと370C，5minインキユ

ベートし，ヌクレオチドを交換する.そこに精製用 Hepes緩衝液 l皿l

を加え， Centricon-)Oを用いた限外ろ過により， )00μlまで濃縮す

る.さらに精製用 Hepes緩衝液 1m 1で希釈し，再び滋縮することで遊

離のヌクレオチドを除去した.最終的に 100μlに浪縮した Rasタン

パク質溶液を 25μlとり， 37 oCで反応させる 目反応開始後，時間ご

とに 5μIずっとり， 5μlの溶液 2[5mM GDP， 5mM GTP， 10mM EDTA， 

0.5% SDS] と混ぜ， 70・Cに熱し，タンパク質を変性させヌクレオ
チドを遊離させた後，ポリエチレンイミンセルロース薄層プレート

(Merck) にスポットし，展開液 [O.5M LiCl， 1M HCOOH] で展開し

た.そして， G DPとGTPの部分を切り取り，液体シンチレーションカ

ウンターで放射活性を測定した

2 . 3 結果

Rasタンパク質のエフェクター領域 C 末儲伽IjK42-L55に(図 2. 4 ) 

のような変異を導入した. Krev-)と比較して， Krev-)とRasタンパ

ク質の間で異なるアミノ酸については，それぞれ Krev-)タンパク質

の対応するアミノ厳に置換した . また，それぞれのアミノ酸残基に

ついてアラニンの置換体を作成した .
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2 . 3. 1 変異体の PC 12細胞におけるシグナル伝達活性

12番めのグリシンがパリンになっている発癌性の ras遺伝子にた

いして，前述の変異を導入した変異体を PC 1 2細胞で発現させ，変異

のシグナル伝達活性に与える影響を調べた その結果， Gly12→Va 1 

ILys42→ Ala， Gly12→ Val/Glu45→ Val， Gly12→ Val/Gly48→ C y s ， 

および G1 y 12→Val/Leu53→A 1 aの変異体を組み込んだ PC12細胞は，

デキサメタゾン添加後も神経様突起形成は全く見られなかった.ま

た， G 1 y 12→ Val/Ile46→ A 1 aおよび G1 y 1 2→Val/Gly48→ A 1 aの変異体

を組み込んだ細胞では，形態は親細胞と比べて変化が見られたが，

突起形成率は明らかに低下していた(図 2. 5) .細胞の直径と同程

度に突起を形成している細胞の割合を計算したところ， G 1 y 12→Val 

を組み込んだ細胞は，約 90%の細胞が神経様突起を形成していた

G 1 y 1 2→ Val/Lys42→ Ala， Gly12→Val/Glu45→Val， Gly12→ Val/Gly 

48→C y s，および G1 y 12→ Val/Leu53→ Alaでは 2-3% ， Gly12→ Val/lle 

46→Alaでは 20%，Gly12→ Val/Gly48→ A 1 aでは 45%まで低下してい

た.他の変異体は，ほ lま70-90%の神経様突起形成率を示した(図 2

6) .シグナル伝達活性が低下している変異体については， P C 12細

胞内でタンパク質が発現していることを ，Rasタンパク質のモノク

ローナル抗体 NCC-RAS-004[Kanai et al.， 1987J を用いたウエス

タンプロット法により確認した(図 2. 7 ) 

次に，完全に活性が失われていた変異体について，大勝菌から精

製した Ra 5 (12番めのアミノ酸はグリシン)に GTPの非氷解アナログ

である GMPPNPを結合させて， P C 12細胞にマイクロインジェクシヨン

を行なった.すると，正常型の Rasタンパク質は，マイクロインジ

ェクションした細胞のうち， 70 %程度が神経様突起を形成した.ま

た， Leu53→A 1 a変異体をインジェクシヨンした細胞は， 20%程度が

神経様突起を形成した.しかし，残りの変異体はやはりシグナル伝

達活性を回復しなかった(図 2. 8 ) 

さらに， N G F刺激による神経様突起形成を，これらの変異体が阻

害するかどうか調べた デキサメタゾンを培地に加えて 24時間後，
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変異 Rasタンパク質が発現したのちに， N G Fを加え，神経様突起を形

成している細胞の割合を Rasタンパク質を発現していない細胞と比

較した.しかし，この領域の変異体では， NGF刺激の阻害は見られ

なかった，

2.3.2 GDPおよび GTPの解離速度

シグナル伝達活性を失った変異体について，大腸菌から精製した

変異 Rasタンパク質の GDPおよび GTPの解離速度を測定した. 12番の

アミノ酸が野生型と同様にグリシンのままの Rasを用いた.野生型

では， GDPの解離が GTPの解離よりも速かった .変異体でも， Leu53 

→Ala変異体以外ではその傾向は変化していない Leu53→A 1 a変異

体では， G D Pの解離速度が野生型の約 2. 8倍， GT Pの解離速度の約 5倍

上昇していた. Lys42→Ala， Va145→Glu， Ile46→Ala， Gly48→Ala 

および Gly48→Cys変異体では， GDPおよび GTPの解離速度は，野生型

(それぞれ 5.5xl0-3および 4.4xl0-3 min-') とほとんど差が無かっ

た(表 2. 1 ) 

2 . 3 . 3 変異体の GTPase活性

作成した変異 Rasタンパク質について， 37 ocでの GTP加水分解速度

を測定した.その結果， Leu52→ Met/Asp54→G 1 u変異体は， GTPase 

活性が野生型に比べ，約 2倍に上昇していた.他の変異体では，シ

グナル伝達活性を失っているものも，保持しているものも，ほとん

ど野生型の GTP加水分解速度 (1.4xl0-2minω，)と差は見られなかっ

た(図 2. 9 ) 

2 . 4 考察

Rasのエフェクタ ー 領域の C末線側領域では，シグナル伝達活性

を失う変異体の報告は少ない 現在までに報告されている例として

は， Lys42→ Asp変異体がシグナル伝達活性を失うこと [Willumsen
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圃_..

et al.， 1986]，また， Gln43→Argが温度感受性変異体になること

[Stein et al.. 1986J が報告さ れ ているのみである.本研究では

この C末端側領減 (K42-L53)にシグナル伝達活性に必須なアミノ

酸残基が ，複数個存在していることを新たに示した. Va145→G 1 u ， 

および G1 y 4 8→ Cysについては，すでに FEBS Letterにて報告済みで

ある [Fujita-Yoshigaki et al.. 1991]. Va145→G 1 u変異体がシグ

ナル伝達活性を失うことは，他のグループからも最近報告されてお

り，本研究の結果と一致している [Marshall et al.， 1991; Nur-E 

Kamal et al.， 1992]. Krev-lの配列と比較してみると， Krev-lと

共通しているアミノ酸残基 (Lys42，Leu53) でも一致していないア

ミノ酸 (Va145，Ile46， Gly48) でもシグナル伝達に重要なアミノ

酸が存在していることがわかる.

今回変異を導入した領域は， R a sタンパク質の二次構造では， β2

および β3ストランドから成る逆平行 βシートを形成している(図 2目

10) .β3につらなるループ 4はりん酸結合部位であり， Asp57はマ

グネシウムイオンとの結合に関わっていることが示されている . β

3の Leu52，Leu53， Asp541こ変異を一導入すると，ル ー プ4に影響をあ

たえ，グアニンヌクレオチドとの結合が変化しているのかもしれな

い .Leu53→A 1 aの変異は GDPおよび GTPの解離速度が共に速くなって

いるが ，G T Pの解離の方が特に速くなっている ， このことが， G 1 y 1 2 

→Val/Leu53→Alaの変異体が活性を失っている一因であり，あらか

じめ GMPPNPを結合させた Leu53→A1 a変異体が 20%程度のシグナル伝

達活性を示したことと，対応すると考えられる . また，完全にはシ

グナル伝達活性が回復しないことから，それ以外の原因もあると考

えられる. Leu53はRasタンパク質の内側に存在しており，全体の高

次構造を支えているために，変異が構造に影響を与えたのではない

か.今回導入した変異がこの逆平行 β シート構造に与える影響は様

々である 目Gly48は11型 βタ ー ンを形成しているが，これをグリシ

ン以外のアミノ酸に笹 換 すると I型 β ターンに変換する . しかしそ

れだけでは，まわりの機造を大きく変えるものではない .他の変異
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では.例えば， Va145→ Gluは β シートを崩しやすい変異であるし，

Lys42→A 1 aは逆に β シートを安定化する変異である. 1 1 e 46→Alaや

Leu53→ A 1 aは，ほとんど二次構造には影響しない.

Rasタンパク質の X線結晶解析の結果によれば，今回シグナル伝

達活性に重要であることが明らかになったアミノ酸残基は， Leu53 

以外はタンパク質の表面に露出している(図 2. 11 ) .この高次構造

は短鎖型 Ra sタンパク質(R a s 1 -け つであり， c末端 18残基および

C 末端のイソプレノイドや脂肪酸の修飾が存在すると，必ずしもタ

ンパク質表面にあるとは限らない しかし，明らかに内側に存在し

おそらくタンパク質の構造を支えている Leu53と他の残基は性質が

異なると考えられる 他の残基は，直接なんらかのターゲツ卜と相

互作用している可能性がある .

しかし，これらの変異がエフェクター領域の高次構造を崩してい

る可能性もあるため，失活した変異体のひとつ 11 e 4 6→Ala変異体の

NMR解析を行なった.野生裂と 11 e 4 6→A 1 aの変異体の， G D P結合型お

よびGTP結合型の高次構造を比較したところ，変異を導入した近辺

の構造には差があったが，エフェクター領域の構造は二つのタンパ

ク質でほとんど差が見られなかった(図 2.12; Onozuka et al.) 

つまり. 1 1 e 46→A 1 aの変実は，エフェクター領域の構造には影響を

与えなかった 我々の研究室では既に， R a sのグアニンヌクレオチ

ドの交換に伴い，エフェクター領域を含む逆平行 β シートが関裂す

ることを報告している [Yamasaki etal.， 1989]. Ile46→ A 1 a変異体

について解析した結果，この逆平行 β シートにおけるコンフォメー

ション変化も野生型同様，観察された(図 2. 13 )φ すなわち，ヌク

レオチドの交換に伴うエフェクター領域の高次繕造変化も正常に起

こっていると考えられる.にもかかわらず，活性が失われているこ

とから，このアミノ酸残基は，シグナル伝達に直後関わっていると

考えられる そこで，構造を崩したと思われる Leu53→ A1 aの変異を

除いて 2 残りのアミノ酸残基は第 2のエフェクター領域と言うこと

が出来る そこで，この領域をエフェクター領域 (E領威)に対し

2 3 



て E'領域と呼ぶことにした.

ただ，図 2.12で見られる様に. 1 1 e 46→A 1 aの変異は E'領減だけで

なく. c末端側にも構造変化が及んでいる .c末の α ヘリックスは

空間的に E'領域に近いことが示されている [deVos et al.. 1988]. 

C末端のシステインは，イソプレノイドや脂肪酸の修飾を受けるこ

とが知ら れ ており，しかもシグナル伝達活性に重要な役割を果たし

ている [Gutierrez et al.. 1989; Hancock et al.. 1989]. ターゲ

ットがイソプレノイドの修飾や修飾による高次構造変化を認識して

いる可能性も指摘されている[K u r 0 d a e t a 1 .• 1 9 9 2 ]. E'領減の変

異体がイソプレノイドの修飾や，ターゲットによるイソプレノイド

の認識，修飾による高次構造変化を妨げている可能性もある.

また E'領域の Gln-Val-Valという配列はシステインプロテアー

ゼインヒビターであるシスタチンと相向性があり，実際に Rasタン

パク質が，カテプシンB.L. およびパパインなどのシステインプロ

テアーゼを阻害することが示されている (Hiwasa et al.. 1987). 

E'領域の変異体の中には，カテプシン Bにたいする阻害活性が変化

しているものも見いだされている (Hiwasa et al.. 1993) . この

ような阻害活性が，生理的にどのような意味を持つかは明らかでは

ないが E'領域の配列が，タンパク質問士の相互作用に関わるモチ

ーフを形成している可能性もある

さらに E'領域が PC 1 2細胞の神経様突起形成以外の Rasタンパク

質の機能(アフリカツメガエルの卵成熟. NIH 3T3細胞のトランス

フォーメーション等)に関わっているかは，これから解析しなけれ

ばならない.これらの Rasの作用が共通のメカニズムによるものか

を解明する手がかりになると思われる .
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図 2. 5 変異 ra s遺伝子を組み込んだ PC 12細胞 a. G 1 Y 1 2→Val; 

b. GlyI2->VallLys42→Ala; c. Glyl2→Val/Va145→G 1 u ; 

d. GlyI2->Val/lle46→Ala; e. Glyl2→Val/Gly48→Ala. 

f. GlyI2->Val/Gly48ー>CyS; g. Glyl2→Val/Leu53→A 1 a. 

lμトIdexamethasone を培地に添加し. 24 11寺!日l後の細胞の形

態変化 を観祭した
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図 2.7 PC12細胞内で発現している変異 Rasタンパク質のウエスタン

プロッティングによる検出 a

1，外来l'a s遺伝子を組み込んでいない PC 1 2細胞，

2， G 1 y 1 2→Val; 3， Gly12→ Val/Lys42→A 1 a ; 

4， G 1 y 1 2→Val/Va145→Glu; 5， Gly12→Val/lle46→A 1 a ; 

6， G 1 y 1 2→Val/Gly48→Ala; 7， Gly12→Val/Gly48→ C y s ; 

8， G 1 y 1 2→Val/Leu53→A 1 a 

それぞれの変異 Rasタンパク突を絡み込んだ PC 1 2細胞の培地

に， 1μM dexamethasoneを添加し， 2 4時 WJi主に集めた紹抱

対l出物にたいして.抗 Ra sモノクローナル抗体 NCC-RAS-004

を用いて i ウエスタンプロッティングを行なった
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a c 

図 2，8 GMPPNPを結合した Rasタンパク質の PC 1 2細胞へのマイクロイ

ンジェクション 。a， wild type; b， Lys42→A 1 a ; 

c， Va145→ Glu; d， Gly48→ Cys; e， Leu53→Ala， 

GMPPNPを結合させた変災 Rasタンパク質 (Glyl2 type; 10mg 

/ m 1 )を 100-200個の PC 1 2細胞にマイクロインジェクション

し ，24時間後に写兵撮影した
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GDP/GTP dissociation rates (k x 103 min 
1
) 

GDP GTP 

WT 5.5 4.4 

Lys42→AJa 5.3 4.6 

Val45→Glu 7.6 5.8 

I!e46→AJa 6.6 5.7 

GJy48→Ala 5.5 4.3 

GJy48→Cys 4.6 4.1 

Leu53→AJa 15.4 21.2 

表 2. 1 変異 Rasタンパク質の GDPおよび GTPの解際速度。

[8，5'_3H]GTPまたは [8，5'_3H]GDPを結合させた変奨 Rasタン

パク質 (Glyl2 lype) に，ラベルしていない GTPを加えて，

M g'・存在下， 37 ocでの[8， 5 '← 3 H ] G T Pまたは[8 ， 5 ' 川1]G D Pの

解書官速度を測定した
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図 2. 1 1 R a sタンパク質の高次構造
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[第 3章]

変異Rasタンパク質と GTPase activating protein (GAP) の相互作

用

[序]

様々な GTP結合タンパク質が発見されるにつれ，それぞれに対応

する GTPase activating protein (GAP) も見いだされ，精製されて

きている. GA P R・'. GAP RhO • GAp K • ・ V-l. GAp.mC' p25などがすでに

見いだされている [Trahey and McCormick. 1988; Garret et al 

1989; Burstein et al.. 1991; Kikuchi et al.. 1989; Polakis 

et al.. 1991J .それらの GAPはそれぞれの GTP結合タンパク質に特

異的であり，交差反応は起こらない しかし. R a 5タンパク質に対

する GAPが. R a 5タンパク質のエフェクター領主義を認識しているらし

いことが明らかになった [Adari et al.. 1989; Cales et al目，

1989; McCormick. 1991J したがって，エフェクター領域が共通

している Krev-lが. G A P R • .と相互作用するのではないかと考えられ

た.その後 Krev-1が. G A P R ，・ による Rasの GTPase活性の上昇を抑制

することが示された [Hataet al.. 1990; Frech et al.. 1990] 

このことから ，Krev-lはGAP'"による GTPase活性の上昇は起こらな

いが. GAP R'・と結合はしていることが明らかになった . 逆に. Ras 

は GAp K • ・ v -，と結合もしないことがわかった そこで. R a 5タンパク

質とその GAPとの相互作用には，エフェクタ ー 領域以外のアミノ酸

残基が関わっていると考えられる.

すでに我々の研究室では. Asp30，および G1 u 3 1が， G A Pによる GTP

ase活性の上昇に必須であることを報告している [Shirouzu et al 

1992 ]しかも， G 1 u 3 1→ Lysという Krev-l型の変異体は， P C 1 2細胞の

分化を引き起こす活性を失い，逆に神経成長因子 (N G F )に よ る分

化を抑制するようになった [Shirouzu el al.. 1992] すなわち，

Krev-lと同様に Rasタンパク質の活性を抑制するようになった. G 1 u 

31→ Lys変異体は， NIH 3T3細胞においても， トランスフォーミング



活性を失い，逆に v-rasによるトランスフォームを抑制するように

なった [Kitayama et al.， 1991]目 このように， G 1 u 3 1が， G APによ

るGTPase活性の上昇と， R a sとKrev-lの活性の切替えの両方を担っ

ていることが明らかになった.また， Asp30， Glu31以外にも，リン

酸基結合部位である 61-65番の残基が GAPとの相互作用に関わってい

るという報告もある [Maruta et al.， 1991] (表 3. 1) .そこで，今

まで見いだされた残基以外にも， Rasタンパク質と GAPとの相互作用

に関わっているアミノ酸残基が存在しているか調べることにした

そして， G APとの相互作用とシグナル伝達活性が，どのように関わ

っているかを検討した.

3 . 2 実験材料および方法

3.2.1 GAPの精製

rat由来の GAP遺伝子を pUCI9につないだベクターを用いた [Satoh

et al.， 1990] このベクターをトランスフォームした大腸菌 H8 1 0 1 

株を L8培地で培養した まず， over-night cultureにした 200m1の

前培養液を 4Lの培地に加え， 1μM IPTG中で GAPの発現を誘導し，一

晩培養する 目集菌した菌休 16gを 100mlの緩衝液 A [50mM Hepes-NaOH 

(pH7.5)， lmM DTT， lmM EGTA， ImM MgCl" ImM PMSF] に 100μ gjml

lysozymeを加えた溶液中で溶菌した.これに DN a s 1を加え， 1 5分間

たったのちに， 30，OOOxgで 30分間遠心し，上清を得る.これを緩衝

液 Bを用いて， DEAE-Sephacelによる陰イオンカラムクロマトグラフ

イー.次に Heparin-Sepharoseによるアフィニティークロマトグラ

フィーを行なった。これにより，ほぽ均一なバンドが得られた

3 . 2 . 2 変異体の GA P感受性の測定

GAPの濃度を変えて， Rasタンパク質の GTPase活性を測定した. 1 

2 -6で述べた方法で調製した [8，5'_3H]GTPを結合した Ra s (4μM) 5 
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μl にたいして， 30nM~1μM GAP 5μlを加えて， 10.Cで 2分間反応

させる ，得た試料からヌクレオチドを遊離させ，それを薄層クロマ

卜グラフィーによって展開し， GDPの割合を求めた.

3 . 2 . 3 ペプチドの作成および精製

Rasタンパク質の逆平行 β シートに対応する 20残基からなるべプ

チド， Asp-Ser-Tyr-Arg-Lys-Gln-Val-Val-Ile-Asp-Gly-Glu-Thr-Cy 

s-Leu-Leu-Asp-Ile-Leu-AspをApplied Biosystem 431Aを用いて合

成した，合成したペプチドを， 0.1% TFA-20% CH3CNに溶かし， H P L C 

AB 1783A， 1406Aおよびカラム C18によって精製し，約 50mgの精製ペ

プチドを得た(図 3φ1) . アミノ厳組成分析によって目的のベプチ

ドであることを確認した(図 3. 2 ) 

3 . 3 結果

3 . 3 . 1 変異体の GAP感受性

シグナル伝達活性を失った変異体について， GA Pにたいする感受

性を調べた .GAPの温度を変え， 10.Cでの GTP加水分解速度を測定し

た .加えた GA Pの量に対して，変異 Rasの GTP加水分解速度が上昇す

る様子を図にプロットした(図 3. 3 ) すると， Va 14 5→ Glu変異体

は，野生型に比べ低い GAP濃度で， G T P加水分解速度が上昇すること

が明らかになった それに対し， 1 1 e 4 6→Ala， Gly48→Ala， Gly48 

→ Cys変異体は，野生型の 2倍程度の GAPを加えなければ， GTPase活

性が上昇しなかった .Lys42→ A 1 aおよび Leu53→ A1 a変異体は，ほ lま

野生型と同程度に GAPによる GTPase活性の上昇が見られた.いづれ

の変異体でも， GAPの温度を十分に高くした条件では， G T P加水分解

速度は ，0.8min-1程度まで上昇した .

また ， E'領域の変異体と比較するために，エフェクター鎖威の変

異体で，シグナル伝達活性の低下している Pr 0 34→Ala， Asp38→Asn 

4 1 



について， GA P存在下での GTPase活性を測定した.これらの変異体

はGAP感受性が野生型に比べ著しく低下していたため，反応温度を

よげて測定した.加えた GAP:置に対し， 2分間反応後の結合ヌクレオ

チドのうちの GDPの割合をプロッ卜した(図 3. 4) .この条件では，

グラフからわかるように，野生型が300nM GAP存在下で GTPase活性

が上昇しているのに対して， Asp38→Asnは多量の GAP存在下でも分

解速度の上昇の度合が野生型より{尽く，それ以上上昇しない.した

がって， GA Pと結合はするものの， GA Pとの結合の結果生じる GTPase

活性の上昇が十分に起こらないと考えられる. Pro34→Alaは，野生

~に比べ， GAP濃度に依存した GTPase活性の上昇が緩やかであり

GAPとのアフィニティーが低下していると恩われる.

3.3.2 Rasタンパク質による GA P活性の変化

E'領域は，グアニンヌクレオチドの交換によって，高次構造が変

化しない領域である(図 3.5; Ito et al.) .その領域の変異によ

って， GAPによる GTPase活性の上昇の度合が変化することから， GDP 

結合型 Rasタンパク質でも， GAPと結合するのではないかと考えた

そこで， GD P結合型およびGMPPNP結合型の野生型 Rasを調製し，その

添加が， [8，5'_3HlGTPを結合した Ra sのGAPによる GTPase活性の上昇

にどのような影響を与えるか調べた. [8，5'_3HlGTPを結合した Ras

( 4μM )にたいして， 8nMGAP，および， 1-200μHのGDP結合型また

はGMPPNP結合型Ra sを加え， 25"C， 10分間反応させた 様々な濃度

でRasを加えた場合のそれぞれの [8，5'-3HlGTP加水分解速度をプロ

ッ卜した(図 3. 6 ) 今までにも報告されているように， GMPPNPを

結合した野生型Rasの量に依存して， [8，5'_3HlGTP加水分解速度は

低下した それにたいして， G D P結合型Rasを加えると滋度依存的に

[8，5'_3HlGTP加水分解速度が上昇することが明らかにな った . この

ことから， GAPとの結合において， GMPPNPを結合した Ra sは， [8， 5' 

311 1 G T Pを結合した Rasと競合しており，このため， [8， 5 '勺IlG T Pの

加水分解を阻害していることがわかる それに対し， G D P結合型 Ras
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は， GA Pの rR a sタンパク質の GTPase活性を上昇させる」という活

性を促進していることがわかる.

そこで， G A P感受性の上昇していた Va 14 5→G1u変異体と，低下し

ていた G1y48→cy s変異体，エフェクター領域の変異体で， G A Pとの

アフィニティーが低下している Pro34→A1 a変異体， GA Pによる GTPas

E活性の上昇が小さかった Asp38→As n変異体が，野生型 Ra sにたいす

るGAP活性にどのように影響するか調べた . まず， G DP結合型の変異

体を添加したときの，野生型 Rasの GAP依存性 GTPase活性の変化を測

定した. Asp38→Asnを添加したときには，野生型と同程度に野生型

RasのGAP依存性 GTPase活性が上昇した すなわち， Asp38→Asnは，

GDP結合型では野生型と間程度に GAPと相互作用し， GAP活性を上昇

させた P r 0 3 4→A 1 aは野生裂の約 1/2倍， V a 1 4 5→G 1 uは約 1/10倍の

法度で GAP活性を上昇させたーそれに対して. G 1 y 48→c y sでは，多

量に添加しないと. GTPase活性が上昇しなかった(図 3. 7 ) 

次に， GMPPNP結合型における変異体の GAP活性に対する影響を見

た まず. Asp38→ Asnは， GMPPNPを結合した野生型と同程度に GAP

存在下での野生型 Rasの GTP加水分解速度を低下させた すなわち，

野生型と同程度に GAPに結合し E 競合阻害したと解釈出来る .G1y48 

→ Cysは，野生型よりも低い濃度で， G A P依存性 GTPase活性を阻害し

た .Pro34→ A 1 aでは， GMPPNP結合型でも， G D P結合型と同様に GA P活

性を上昇させた ただし，その度合は GDP結合型のときよりも小さ

かった .Va 14 5→ G 1 uは，低い濃度で添加した場合には GA P依存性 GTP

a s e活性を上昇させたが，濃度が高くなると逆に， GTPase活性を低

下させるようになった(図 3. 8 ) 

3.3.3 ペプチドによる GAP活性の変化

E'領域を含む 20f聞のアミノ酸残基からなるペプチド(E'ペプチド)

および 17-3 2番に対応するペプチド(ペプチド 17 -3 2 )を合成して，

これらによる Ras-GAP相互作用にたいする影響を調べた .4μ トIRas 

にたいして， 8 n Mの GAP存在下， E'ペプチドを 1-100μ ト!の滋 j宣で加え
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て， R a sのGTP加水分解速度を測定した.すると，以前から報告され

ていたとおり.ペプチド 17 -3 2は ，GAPによる Rasの GTPase活性の上

昇を阻害した [Schaber et al.， 1989] .それに対し E'ペプチド

は， R a sタンパク質の GAP依存性 GTPase活性を上昇させることがわか

った(図 3.9).GAPは C 末端側 334残基 (702-1044)だけでも， R a sタ

ンパク質の GTPase活性促進能を保持していることが報告されている

[Serth et al.， 1991]. そこで，ウシ由来の GAP702-104‘による Ras

の GTPase活性上昇に E'ペプチドがどのような影響を与えるかを謂

ベた. 4μM R a sに対し， GAP702-10“を 20nMになるように加えて，

ベプチドを 1-100μHの濃度で添加して， GT P加水分解速度を測定し

た.すると， GAp70トリハ依存性GTPase活性の， E'ペプチド添加に

よる上昇は，全長GAPに比べて小さかった(図 3. 10 ) 

3 . 4 考察

いままでに， GA Pとの結合に関わる部位としては，エフェクター

領主義およびループ 4のリン酸結合部位が報告されている [Vogel et 

al.， 1989; Maruta et al目， 1991; Adari et al.， 1989; Cales et 

al.. 1989; McCormick， 1989] .本研究において新たに E'領域が

GAPとの結合に関わっていることが示された . しかも E'領域の結

合によって GAPとRasの相互作用が変化することが明らかになった

変異 Rasタンパク質による GAP活性の様々な変化は，次のように考

えることが出来る エフェクター領域は GDP結合型ではGAPに結合し

ないが， GT P結合型になると GAPの触媒部位に結合する それに対し

て E'領域は GDP結合型でも GTP結合型でも， G A Pの触媒部位以外に

結合して GAPのコンフォメーシヨン変化を引き起こし， G A P活性を上

昇させる すなわち E'領域は GA Pの調節部位に結合していると言

うことが出来る 従って， GDP結合型での GAP活性の上昇は E'領主主

とGAPの相互作用を表すものであるが， GTP結合型での GA P活性の変

化は，エフェクター領域による競合阻害と E'領械による GAP活性の
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上昇効果の両方によるものである(図 3. 11 ) 

この考えに基づいて， 3. 3 . 3の結果を解釈すると，まず GDP結合型

では， Va145→ Gluは低い濃度で GAPの Rasにたいする GTPase活性促進

能を上昇させる . したがって， Va 1 4 5→ G 1 uの変異は， G A Pとのアブ

ィニティーを上昇させたと考えられる .Gly48→Cysはそれに比べ，

結合が弱く GTPase活性を上昇させない . このように E'領域の変異

はGAPの調節部俊との結合の強さを変化させ， G A P活性の促進能に影

響を与える .エフェクター領減の変異体 Asp38→Asnは，野生型とほ

ぼ同程度に GA P活性を促進する .Pro34→Ala変異体は野生型よりも

{互い濃度で GAP活性を上昇させたが，これはプロリンからアラニン

という変異が，高次構造に影響をあたえ， E'領域のコンフォ メ ーシ

ョンを変化させたためであると考えら れ る いづれにしても，エフ

ェクター領域への変異は E'領域の変異に比べ， G A P活性促進能へ

の影響が小さかった

GTP結合型においては，エフェクター領域が GAPの触媒ドメインに

結合出来る Rasタンパク質(野生型， Asp38→Asn， Va145→G 1 u， G 1 y 

48→C y s )は， GAP依存性 GTPase活性を競合的に阻害する グラブか

ら求められる Kiから考えると， Asp38→AsnはGAPによって GTPase活

性は上昇しないが，野生型と同程度のアフィニティーで GAPと結合

していることがわかる .V a 1 4 5→G 1 uは E'領域の GA P活性の上昇効果

が大きいため ，低い濃度では GAP活性を上昇させ，滋度が高くなる

と，エフェクター領減による GAPの競合阻害が起こるのだろう Gly 

48→Cysは E'領主主による GAP活性の上昇効果が弱くなっているため

に，野生型よりも低い滋度で競合阻害が起こる .Pro34→ A 1 aは，エ

フェクター領域が GAPと結合しなくなっているために競合阻害が起

こらず， G T P結合型でも E'領域の効果だけが表れていると考えられ

る . このように，エフェクター領域と E'領域は，それぞれ独立して

G A Pと相互作用していることが明らかになった

このように， Rasタンパク質に GAPとの結合部位が 2個所存在する

ことは ，G A Pにたいする変異 Rasの感受性に影響を与えているものと



考えられる.図 3. 3で示したように E'領域の変異体の GAP感受性が

変化していたが，これは結合の強さが変化しているのではなく， E' 

領域による GAP活性の促進能の変化のためである可能性がある E'

ペプチド，もしくは GDP結合型 Ras存在下で， G A Pの活性を十分に促

進したうえで， G A P感受性を測定すれば，二つの可能性のどちらで

あるかを決定することが出来るであろう

Rasタンパク質による GAP活性の上昇のグラフ(図 3. 7 )から Hi 11 

定数を求めたところ， 1.3-1.5になった.すなわち E'領域と GAPの

調節部位の結合に見かけ上なんらかの協向性がある 実際に GAPに

E'領域の結合部位が 2ヵ所以上存在する可能性もあるが， GAPのア

ミノ厳配列ではそれらしい繰り返し配列もみられない H i 1 1定数が

1以上になるのは，一つの可能性としては， GA Pが aggrigationしや

すいことから考えると， GAPが会合体になっており E'領域が一つ

の調節部位に結合すると aggrigationが解消して，他の調節部位が

露出するという可能性がある.また，基質として存在している 3μH

の [8，5'_3H)GTPを結合した野生型 Rasがすでに GAPを活性化している

ために， G D Pを結合した Rasを添加もても立ち上がりが遅<，見かけ

上 Hi 11定数が大きくなっているとも考えられる.もしそうであるな

らば，基質の Ras濃度を変えれば， GAP活性の促進能は見かけ上変わ

って来るはずである 様々な基質濃度で GAP活性の促進能を測定し

なければならない.現在までにいくつかのグループが， G A Pと変異

体 Rasタンパク質の結合定数を測定し報告しているが，必ずしも一

致していない [Shaber et al.， 1989; Farnsworth et al.， 1991; 

Marshal1 et al.， 1991; Bollag and McCormick， 1991; Gideon et 

al.， 1992J. GDP結合型の Rasを加えると， GA P活性が上昇するとい

う報告も無い . これは，韮質 Ras滋度により GAP活性促進能が見かけ

上変化し，そのため GTP結合裂による GA Pの競合阻害の程度も異なっ

て来るためであると考えられる.したがって E'領域による GA P活

性の上昇を考慮に入れれば， 11 a sとGAPの結合定数を正確に求めるこ

とが可能になると思われる .
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E'領域の結合は GD P型と GTP型とどちらが GAPに結合しやすいであ

ろうか. Pro34→A 1 a変異体で見ると， GDP結合型の方が GTP結合型よ

りも低い温度で GAP活性を上昇させている しかし， Pro34→A 1 aは

変異により野生型と E'領 域の構造が異なっている可能性がある 野

生型では GDP型と GT P型の GAP活性促進能は ，エフェクター領域と GAP

の触媒部位との結合があるため，比較出来ない .やはり E'領域と

GAPの結合を GAP活性の変化では無く，直接検出出来る方法で測定し

なければならない その方法として，蛍光の変化による結合定数の

測定が考えられる Rasタンパク質にはトリプトファン残基が存在

しないので， R a 5タンパク質を添加した際の GAPのトリプトファンの

蛍光変化の測定を予備的に試みたが， GAPには 9残主主トリプトファン

が存在しているため，有意な蛍光変化が検出できなかった ，現在，

一部のトリプトファン残基をフェニルアラニンに置換した変異 GAP

を作成中である また E'ペプチドの GAP存在下での TRNOEを測定す

ることも試みている.

では， R a 5の E'領域は GAPのどの領域に結合しているのだろうか ，

GAPの C末端触媒ドメインだけで Rasの GTPase活性を上昇させること

が以前報告されており [Serth et al.， 1991] ， Rasの GTPase活性

を上昇させる触媒部位は GAPの900番近辺に存在するらしいことがわ

かっている . しかし最近 ，全長 GA Pに比べ， GAP'o，-，。“は， R a 5タ

ンパク質の結合が約 1/5，GTPase活性の上昇が 1/20程度に落ちてい

るという結果が報告された [Gideon et al.， 1992].本研究では全

長 GAPとGAP702-10“の由来が巽なるので一概には比較出来ないが，

GAP'Oト， 0いは，約 2/5程度 GTPase活性促進能が低か っ た 同程度に

Rasの GTPase活性を促進する滋度で， E'ペプチドによる影響を比較

したところ，全長 GAPは E'ベプチドによって GAP活性が上昇したが，

GAP'02ーはいの GAP活性の上昇は小さかった . このことから， E'領域

が GAPの主に N 末端側ドメインに結合している可能性がある . もし

くは GAP70Z-104.‘とも弱い相互作用があることから， c末端恨uド

メインではあるが， N末端側ドメインの近くに結合部位が存在して
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おり. N末端側ドメインを欠損したため高次構造が崩れて E'領域

との稲互作用が弱くなったとも考えられる G A Pの一次構造(図1.4 ) 

を考えると 1-124番は疎水性残基が集まっており，膜結合に関わっ

ているのではないかと考えられている.また，それに続く SH2-SH3-

S H 2ドメインは，それぞれリン酸化チロシン結合部位やアクチン系

結合に関わっていると言われている [Moranet al.. 1990]. 従っ

て. E'領域との結合部位は. 360番以降に存在しているのではない

か 目 このように E'領域は GAPの触媒部位以外の部位に結合してお

り. GA Pのコンフォメーシヨン変化を引き起こすと考えられる.
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図 3.2 E'ペプチドの精製

0.1% TFA-20% CH.CNにペプチドを溶かし， C 1 8カラムを用い

て 20-70% CH.CNのグラジエン卜により浴出した 矢印でペ

プチドの浴出位置を示した
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水分解速度を求めた 目
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図 3. 5 グアニンヌクレオチドの交換に伴う高次構造変化が起こる

領主主

圃 GTP結合型になると術造多型になる領主主

回 ヌクレオチドの交換に伴う 術 造変化が見られた領域
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よる GA P 依存性 GTPase 活性の~響

[8，5'-31l1GTPを結合させた野生型 Ra s (3μM )に対し， 8nM 

の GA Pを加え l さらにラベルしていない GDPあるいは GMPPNP

を結合した野生型 Ra sを図の横輸の浪度で加えて， 25 T ， 10 

分間反応させ， [8，5'-3H1GTPの加水分解速度を求めた.縦

軸は， unlabeled GDPまたは GトIPPNPPを結合した Ra s非存在下

での加水分解速度を l としたときの，速度の比で表してあ

色
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活性の変化

[8.5' -'IIJGTPを結合させた野生型 Ra s (3μ~I )に対し， 8 n M 

の GAPを加え，さらにラベルしていない GDPを総合した変異
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図 3.8 GMPPNPを結合した変異Rasによる聖子生型 Rasの GA P依存性

GTPase活性の変化

[8，5' -'HJGTPを結合させた野生型 Ra s (3μM )に対し ，8 nトl

のGAPを加え b さらにラベルしていない GMPPNPを結合した変

呉Rasを図の償制lの iE2J3iで 加 えて， 25 'C ， 10分 rm反応させ，

野生型 Rasによる 18，5'-'IIJGTPの加水分解速度を求めた I 縦

軸は ，unlabeled GMPPNPを結合した Ra s ~ド存在下での加水分

解 速 度を 1としたときの ，速度の比で表してある
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[8，5' -'II)GTPを結合させた聖子生型 Ra s (3μN )に対し， 8 n M 

のGAPを jJ日え，さらにペプチドを図の f誤射lのilA伎で加えて，

250C， 10分間反応させ，野生型 Rasによる [8，5'-'II)GTPの加

水分解速度を求めた 縦軸は，ペプチド非存在下での jJ日水

分 解速 度を]としたときの ，速度の比で表してある
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図 3，10 E'ペプチドによる野生型 Rasの全長および短鎖 GAP依存性

GTPase活性の変化

[8.5' .3HlGTPを結合させた野生型 Ra s (3μN )に対し. 8nM 

の全長 GAPまたは 20n ~I の GAP'02." " を加え，さらに E' ベプ

チドを図の横 車自の滋度で IJ日えて， 25 'C . 10分間反応させ ，

!8.5'.3I1lGTPの加水分解速度を求めた 。縦紬は，ペプチド

非存在下での加水分解速度を lとしたときの，速度の比で

表してある

0 全長 GA P依 存性 GTPase活性

• GAP"2."い 依存性 GTPase活性
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:ン
GAP 

図 3. 1 1 エフェクタ ー 領主主 (E領域)と E'領主主による GA Pとの相互

作用

エフェクタ 領域はGAPの触媒部位に結合し，その結合に

より Rasタンパク質の GTPase活性が上昇する E'領主主は GAP

の調節部位に結合して GA Pのコンブオメ ー シヨン変化を起

し，触媒部位による GTPase活性の上好を促進する GDP結

合型 Rasは E'領域での紡合しかできないので， [' 11 1 G T l'を結

合した RasのGT P分解 iiliJ主を上昇させるが， G~IPPNP を結合し

たRasはエフ エ クタ ~n J或でも GAPと結合で き るため， ['111 

G T Pを結合した Ra sとGAPの相互作用を阻害する

5 9 



第 4章 総合討論

現在数多くの GTP結合タンパク質が見いだされており ，細胞の増

殖や分化，タンパク質の分泌に関わっていることが示されている.

Rasタンパク質は GTP結合タンパク質の一つであり，様々な現象を引

き起こすことが知られているが，そのメカニズムについてはまだ解

明されていないことが多い.晴乳動物細胞では， P C 1 2細胞の分化や

NIH3T3細胞のトランスフォ ー メ ーションといった一見正反対の現象

を引き起こし，さらに出芽酵母や分裂酵母でも異なる現象に関わっ

ている そして，その他にも Ra sタンパク質による様々な現象が報

告されている 目 たとえば， MAP kinaseや Raf-lの活性化， c-fosの活

性化，細胞内脂質の変化，カリウムチャンネルの共役阻害などが見

られる . また， poriein kinase Cのように ，R a sタンパク質のシグ

ナル伝達の上流にも下流にも存在していると考えられているタンパ

ク質も存在する このような Rasタンパク質の多機能性はどのよう

なメカニズムによって得られるものだろうか.

本研究では， R a sタンパク質のシグナル伝達に関わる領域を新た

に見いだした . この領域の変異は，グアニンヌクレオチド結合能に

も， GTPas e活性にも影響を与えていなかった N M Rを用いた高次構

造解析によると， R a sタンパク質全体の構造を崩すこともなく，特

にエフェクタ ー領域の構造にはほとんど変化が無かった.また， x 

線結晶解析による Rasタンパク質の構造によると，今回シグナル伝

達に必須であることが示されたアミノ酸残基は， R a sタンパク質の

表面に露出しているらしいことがわかった . したがって，これらの

アミノ酸残基はなんらかのタ ー ゲットと直接相互作用する部位であ

ると考えられ，この領域は第 2のエフェクタ ー領域であると言うこ

とが出来る そこでこの領威を E'領域と呼ぶことにした .

エフェクタ 領域と E'領域は隣接してはいるが，タンパク質表面

上ではむしろ別方向を向いている(図 2. 1 1 ) また，我々の研究室
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では， Rasタンパク質のグア ニンヌク レオチドの交換に伴う高次構

造変化造解析を行なっているが，その結果，エフェクター領減はグ

アニンヌクレオチドの交換に伴い大きな 構 造変化を起こすが E'領

域はほとんど変化が見られなかった そして E'領域の変異が Ras

タンパク質の 構 造に及ぼす影響を NMR解析により調べたとこと E'

領域の変異は E'領域のコンフォメ ーシ ヨンは変化させたが，エフ

エクター領域の構造にはほとんど影響が見られなかった.これらの

ことから，エフェクタ 領域と E'領域は高次構造上かなり独立して

いると思われる.この 2つのエフェクタ 領減の独立性が， R a sタ

ンパク質の多機能性と対応している可能性がある.

さらに E'領域は， GA Pのコンフォメーション変化を引き起こし，

その GTPase活性促進能を上昇させることがわかった .すなわち，エ

フェクター領域は GAPの触媒部位に結合し E'領域は GAPの調節部位

に結合する.このように，エフェクター領域と E'領域は GA Pとの結

合という点でも独立して働いている.それでは， R a sタンパク質の

E'領域と GA Pの調節部位との結合は， Rasのシグナル伝達にどのよう

に関わっているのだろうか.一つには， G A Pになんらかの修飾が入

ると E'領域が GAPに結合しでも触媒部位での GAP活性は上昇せず，エ

フェクター領域と協同してなんらかのシグナルを伝えるということ

が考えられる(図 4. 1 A) .または， E'領域には GA P以外のなんらか

のタ ゲッ卜因子 X が結合し， G A Pの SH2，SH3ドメインや，タ ゲ

ツト X からシグナルが伝わる可能性がある(図 4.18) . Rasタンパ

ク質が過剰に存在しているときや，シグナルを伝え終わった後に，

E'領域が GA Pの調節部位に結合すると， Rasの GTPase活性を上昇させ

て，不活性型である GDP結合型に抑えるのではないか(図 4. 1 C ) 

また ，V a 14 5→ G 1 u変異体では E'領域と GAPとの結合が強くなった

のに対して， Gly48→Cysは結合が弱くなっていた それにもかかわ

らず，二つの変異体はともにシグナル伝達活性が見られなかった a

この結果も二通りに解釈が出来る .一つは ， E'領域が GA Pとの結合

を通してシグナル伝達に関わっている場合で，この場合には Va145 
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→ G 1 u変異体は， G A Pとの結合が強くなり， GAP活性を上昇させるに

かかわらず，シグナル伝達に必要な GA Pのコンフォメーション変化

は引き起こさなかったという可能性がある . もう一つは， GA Pとの

結合は負の制御で，他のなんらかの因子 X との結合がシグナル伝達

に必要である場合には， Va145→ G 1 uおよび G1 y 4 8→ Cys変異体は両方

共 X との結合が弱くなっていると解釈出来る.このように，これだ

けでは E'領域と GAPの結合がシグナル伝達の正負どちらに働いて

いるかを決めることは出来ない.正負のどちらに働いているかを知

るために E'領域の変異体のうち，シグナル伝達活性を失っていな

いものが， G A Pの調節部位と結合しているかどうかを現在検討して

いる E'領域と GAPの結合がシグナル伝達の正負いづれに働いてい

るかを解析し，さらに E'領域に結合する GAP以外のターゲットを検

索することは， R a sタンパク質のシグナル伝達の多機能性を解明す

るために重要であると思われる.また， GAPとGAP以外のターゲツト

Xの E'領域との結合様式に共通点が存在するならば， G A Pとの結合

が強くなっている変異体 Va145→G1 uは，タ ゲツト X の検索に有用

であると期待される.

McCormickらは，カリ ウムチャンネルとムスカリンリセプターの

共役阻害には GAPとRasが両方必要だが， G A Pの触媒ドメインを除い

て N末端側ドメインだけにすると， R a sタンパク質が不要になるこ

とを示している.そこで， R a sが GA Pのコンフォメーシヨン変化を引

き起こしており， GA Pの 8H2，8H3ドメインがシグナルを伝達すると

いう仮説を提案している [Martin et al.， 1992J. このように，

E'領減と GA Pの紹互作用が， Rasタンパク質のシグナル伝達に重要な

役割を果たしている可能性がある。

Rasの変異体の中には， Asp30→Glu/Glu31→ L y sや， 8 e r 1 7→Asn， 

RA81'-
'8'(Gln68→ L e u )のように， Rasの作用を優性に抑える変異体

も見いだされている [8hirouzu et al.， 1992; Feig and Cooper， 

1988: Farnsworth and Feig， 1991; Gibbs et al.， 1989J しか

し E'領域の変異体で， N G F刺激による神経様突起形成を阻害する
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変異体は見いだされなかった.これは. Zhangらによるキメラを用

いた研究の結果とも対応する .Krev-lがRasを抑制する徴構につい

ては. Krev-lは， R a sよりも高いアフィニティ で GAP'.'に結合す

るが， GTPase活性の上昇は受けないことから， R a sの GAPへの結合を

競合阻害するためであるという考え方もある.しかし， Rasを優性

に抑制する変異 Rasである Asp30→Glu/Glu31→Lysは，逆に GAPへの

結合は弱くなっているという報告 [Marshall et al.， 1991 Jもあ

り，抑制機構はよくわかっていない .Va145→ Gluのように， GA Pと

の結合が強くなった変異体が優性に Rasのシグナル伝達を抑えない

ということも. G A Pのシグナル伝達における役割の手がかりになる

かもしれない.

そして ， エフェクタ ー 領域と E'領域の変異体が生体内で，どのよ

うな活性の差を示すかは，興味深い. Ras は， MAP kinaseや Raf-lの

活性化を引き起こしているという報告がある [Pomerance et al.， 

1992; Robbins et al.. 1992]. PC1.2細胞でも， NGF刺激による MAP

kinaseやRaf-lの活性化に Rasタンパク質が関わっているという報告

がある [Thomas et al.， 1992; Wood et al.， 1992].エフェクター

領緩や E'領域の変異体が，これらの kinaseを活性化するかどうか，

その活性化に差が見られるかを調べることは Rasのシグナル伝達経

路の解明に有用である . さらに， fosの活性化，細胞内脂質の変化

など， Rasによって引き起こされるとされてきた綴々な現象も，二

つのエフェクタ ー 領域が協同して担っていると予想される . また，

出芽酵母では， RASl，RAS2はアデ ニ レートサイクレ ー スを活性化し

ていることが明らかになっているが raslras2変異株では，それ以

外に温度感受性が変化する [Morishita el al.， 1992J .酵母と晴

乳動物細胞では Ra 5タンパク質の働きは異なるかもしれないが，ヒ

トの ra 5遺伝子を出芽酵母に組み込んでも相補することができる 。

そこで， raslras2変異株に， E領域および E'領域の変異体を導入す

ることによって，アデ ニ レー トサイクレースの経路 1 または温度感

受性に関わる経路のどちらかを相補することが出来るかどうかを調
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べることは興味深い また，このような経路の二重性が哨乳動物細

胞でも存在し，二つのエフェクター領域の役割と対応している可能

性がある.

本研究により， R a sタンパク質の機能部位として新たに E'領域

が見いだされたが， R a sタンパク質の多機能性を考えると，さらに

シグナル伝達活性に重要な機能部位が存在することも考えられる.

例えば，無細胞系における MAP kinaseの活性化や，酵母でのアデニ

レートサイクレースの活性化には， R a sの C末端のイソプレノイド

の修飾が必要であることが示されており，イソプレノイドおよびそ

の近辺の構造をターゲツトが認識していると考えられる [Horiuchi

et al.， 1992; Kuroda et al.， 1993]固 また GA P以外に， R a sと相互

作用するタンパク質として， N F 1やguanine nucleotide releasing 

prote inなどが存在する.これらのタンパク質との相互作用に関わ

る機能部位についても，さらに解析を行なうべきであろう.このよ

うに， Rasタンパク質の機能部位を同定し，特定の機能が失われた

変異体を得ることによって， R a sタンパク質による複雑なシグナル

伝達を，単純な素過程に分割出来る可能性がある.これが可能であ

れば， Rasタンパク質のシグナル伝達の経路の解析が，容易になる

と期待される.
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