
１． は じ め に

細胞は，アクチンフィラメントや微小管などの細胞骨格

を使ってその形態を変化させたり維持したりしている．細

胞骨格は，外界からの刺激によって引き起こされる細胞内

のシグナル伝達によって厳密にコントロールされており，

そのシグナル伝達に重要な役割を担っているのが Rho

ファミリー低分子量 Gタンパク質である．Rhoファミ

リー Gタンパク質は，GTPが結合することにより活性型

に，GDPが結合することにより不活性型になることで，

細胞内シグナル伝達の分子スイッチとして働いている．活

性化された Gタンパク質は，その活性型特異的に結合可

能な標的分子（エフェクター）に作用して，多様な細胞機

能を発揮する．Rhoファミリー Gタンパク質は，グアニ

ンヌクレオチド交換因子（guanine nucleotide exchange fac-

tor, GEF）の働きによって GDP-GTP交換反応が引き起こ

され活性化される一方，GTPase活性化因子（GTPase-

activating protein, GAP）によって GTPの加水分解反応が

促進され不活性化される．Rhoファミリー Gタンパク質

を活性化する GEFは，Dblホモロジー（DH）領域を共通

に持つグループと，Dockファミリーと呼ばれる独自の活

性化領域を持つグループとの二つに大きく分類される１～３）．

哺乳類ではこれまでに，GEF及び GAPがそれぞれ約８０

種類報告されている１，４，５）．一方，個々の Gタンパク質に対

するエフェクター分子もそれぞれ複数存在している．この

ように約２０種類の Rhoファミリー Gタンパク質に対して

GEFや GAP，エフェクターが数多く存在することで，

様々な刺激に対する細胞の複雑かつ多様な形態変化が厳密

に制御されていると考えられている．特にエフリンやセマ

フォリンなどのガイダンス因子は，その受容体や機能の違

いによって様々な Rhoファミリー Gタンパク質に対する

GEFや GAPを使い分けていることが報告されており，

様々な組織における発生過程に重要な役割を担っているこ

とが知られている６，７）．

２． RhoGの特徴

Rhoファミリーの一員である RhoGは，もともと繊維芽

細胞において成長因子の刺激依存的に誘導される遺伝子産

物として同定された分子である８）（そのため RhoGの“G”

は“growth related”に由来する）．RhoGは Racと最も高

い相同性を示し（図１A），その当時の培養細胞を用いた過

剰発現系の実験から，RhoGが Rac１と同じ機能を有する

といった報告もなされていたことから，しばしば Racサ
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ブファミリーに分類されることがある．ところが，RhoG

には Racとは異なる働きが存在することを示す証拠が幾

つか見つかっている．現在までに Kalirin９），Trio１０，１１），及び

Vav１２，１３）が Racと共通の GEFとして報告されているが，

SGEF１４，１５），Ephexin４１６，１７），PLEKHG６１３，１８）などは RhoG を特

異的に活性化する GEFとして働くことが明らかにされて

いて，RhoG特異的なシグナル伝達が存在すると考えられ

る（図１B）．GAPについては，現在までに RhoG特異的

に働く GAPが存在するとの報告はないが，細菌の感染時

に働くエンテロコリチカ菌（Yersinia enterocolitica）由来

のタンパク質が，RhoGに対する GAP活性を有するとの

報告がある１９）．GDP結合型 Gタンパク質に結合するグア

ニンヌクレオチド解離阻害因子（GDI）には，GDPの解離

を阻害することにより，低分子量 Gタンパク質の不活性

化状態を維持する機能があり，RhoGDI-１と RhoGDI-３が

RhoGと結合することが知られている２０，２１）．RhoGDI-３につ

いては，RhoGの細胞内の局在をも制御しているとの報告

がなされている２２）．一方，現在までに RhoG特異的エフェ

クター分子として，ELMOと Kinectinが同定されてい

る２３，２４）（図１B）．また，Racや Cdc４２と同様に RhoGがホ

スファチジルイノシトール３-キナーゼ（PI３K）を活性化

することも明らかにされている２５，２６）．RhoGによる ELMO

と PI３Kを介したシグナル伝達とその機能については後で

詳しく述べる．

図１ Rhoファミリー Gタンパク質 RhoGとその活性制御
（A）Rhoファミリー Gタンパク質は哺乳動物で２０種類報告されている．
（B）RhoGは他の Rhoファミリー Gタンパク質と同様，GEF（guanine nu-
cleotide exchange factor）によって活性化され，GAP（GTPase activating pro-
tein）によって不活性化される．活性化された RhoGは特異的エフェクター
分子と結合することで下流へとシグナルを伝達し，そのシグナル特異的な
機能発現が引き起こされる．一方，不活性化された RhoGは GDI（guanine
nucleotide dissociation inhibitor）と結合する．
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３． RhoGによる Rac活性制御

RhoGは，Rac１と７２％，そして Cdc４２とは６２％といっ

た高いアミノ酸配列の相同性を示す．ところが RhoGが見

つかって以降，Rac１や Cdc４２のエフェクターとして知ら

れている PakやWASP，IRSp５３などには RhoGが結合し

ないことが明らかになり，Racや Cdc４２とは異なる機能を

有している可能性が考えられた２７，２８）．筆者らは，神経細胞

のモデルとして当時よく用いられていた PC１２細胞に様々

な Rhoファミリー Gタンパク質を過剰発現させ，その後

の形態変化を Gタンパク質ごとに調べたところ，RhoGを

発現させた場合でのみ非常に長い神経突起が形成されるこ

とを見いだした２９）（図２A）．この RhoGによる神経突起の

形成には Rac１の活性化が必要であり，実際に RhoGの常

時活性型変異体を PC１２細胞内に過剰発現させると細胞内

の Rac１の活性が上昇することが確認された．このことか

図２ RhoGによる ELMO-Dock１８０を介した Racの活性化と PC１２細胞における神経突起形成
（A）血清存在下で増殖中の PC１２細胞に， green fluorescent protein（GFP）とともに野生型 RhoG，
あるいは ELMOと結合できない変異体，RhoG-A３７をそれぞれ発現するベクターを導入し
た．４８時間後，細胞を固定したのち GFPの蛍光（写真右側パネル）が検出される細胞の形態
変化を観察した．GFPのみを発現させたコントロール細胞と RhoG-A３７発現細胞では PC１２細
胞に大きな形態変化が見られなかったが，野生型 RhoGを発現させた細胞では非常に長い神経
突起の形成が見られた．Bar: ２５µm.（B）ELMOと Dock１８０の構造．RBD: RhoG-binding do-
main, EID: ELMO inhibitory domain, EAD: ELMO autoregulatory domain, SH３: Src homology３do-
main, DHR: Dock homology region, PR: proline-rich region, PH: pleckstrin homology domain.（C）活
性化された RhoGは ELMOと結合し，細胞質に存在する ELMOと Dock１８０の複合体を細胞膜
へと移行させ，そこで局所的に Racの活性化を引き起こす．
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ら，RhoGには同じ Rhoファミリーに属する別の Gタン

パク質の活性を調節するというユニークな機能が存在する

ことが明らかとなった．

筆者らの報告以外でも，RhoGが Racと一部同じような

シグナル経路を活性化するとの報告が幾つかなされてい

た１０，１１，２７，３０）．ところが，RhoGがどのようにして Racの活性

化を引き起こしているかについては全くわかっていなかっ

た．特に前述したとおり，RhoGはこれまで報告のある他

の Rhoファミリー Gタンパク質のエフェクターとはどれ

とも強い親和性を示さず，RhoG特異的なエフェクターの

存在が強く示唆されていた．そこで筆者らは，酵母の

two-hybrid法を用いて RhoGの活性型と結合するタンパク

質の探索を行い，ELMOを Racの活性を制御する RhoGの

エフェクターとして同定した２４）．

ELMOはもともと，Racの GEFとして働く Dock１８０の

結合タンパク質として見つかってきたもので，哺乳動物に

おいては ELMO１，ELMO２，ELMO３と３種類のサブタイ

プが存在するが，機能的な違いは今のところ確認されてい

ない３１）．ELMOの N末端側に RhoGとの結合領域が存在

し，この領域と他の Rhoファミリー Gタンパク質との結

合は今のところ確認されていない（図２B）．このことから

ELMOが RhoGの特異的エフェクターとして働いているこ

とが考えられるが，最近になって ARFファミリーに属す

る低分子量 Gタンパク質 Arl４Aが，ELMOの RhoG結合

ドメインに結合し Racの活性化さらには細胞骨格の制御

を引き起こすとの報告もなされている３２）．ELMOには，

RhoGとの結合領域以外に C末端側に Dock１８０との結合領

域が存在するが，この Dock１８０との結合領域には EAD

（ELMO autoregulatory domain）と呼ばれる領域が存在し，

この領域が RhoG結合領域のすぐ近くに存在する EID

（ELMO inhibitory domain）と呼ばれる領域と分子内で結合

している．ELMOはこの分子内結合によって自己抑制さ

れていることが報告されており，活性型の RhoGが結合す

ることによってこの自己抑制が解除される仕組みになって

いる３３）．一方 Dock１８０は，Dockファミリー共通に存在す

る DHR-１ドメインと DHR-２ドメインを持ち，DHR-２ド

メインを介して直接 Racを活性化する３４，３５）．DHR-１ドメイ

ンは，ホスファチジルイノシトール３-リン酸（PIP３）との

結合能を有し，Dock１８０の細胞膜への局在に重要であると

の報告がなされている３６）．ELMOと結合する Dock１８０の

SH３ドメインは DHR-２ドメインと分子内結合することが

示されており，ELMOと同様この分子内結合によって Rac

活性化能が抑制されていることが示されている３７）．した

がって，Dock１８０と ELMOが結合することによってこの

自己抑制が解除される仕組みになっている．さらには，

ELMOが Dock１８０に結合することによって，Dock１８０が

ユビキチン化され分解されるのを抑制する働きもあるとさ

れている３８）．ELMO-Dock１８０の複合体は，通常何も刺激の

ない状態では細胞質に局在している．そこへ何らかの刺激

によって RhoGが活性化されると，活性化された RhoGは

ELMOの N末端側に結合し，ELMO-Dock１８０の複合体を

細胞質から細胞膜へと移行させる２４）．細胞膜へ移行した

ELMO-Dock１８０複合体は，細胞膜上に存在する Racを活

性化し，その結果，ラメリポディアの形成などアクチン細

胞骨格の再構成が引き起こされる．このような分子メカニ

ズムによって RhoGは Racの活性化を引き起こし，細胞の

形態を制御していると考えられる（図２C）．

筆者らは実際に，RhoGによる神経突起伸展作用に

ELMOや Dock１８０が関与しているかどうか検討を行った．

ELMOあるいは Dock１８０のドミナントネガティブ変異体

を発現させることにより RhoGによる神経突起伸展作用は

強く抑制された．さらに ELMOと結合できない RhoG変

異体，RhoG-A３７では神経突起の伸展作用が見られなかっ

た（図１A）．また，神経成長因子（NGF）による神経突起

伸展も，RhoG，ELMO，あるいは Dock１８０のドミナント

ネガティブ変異体により抑制されることが示された．した

がって RhoG-ELMO-Dock１８０-Rac１の経路が，PC１２細胞の

神経突起形成に関与していることが示唆された．PC１２細

胞の神経突起形成においては，NGF存在下で RhoGが

Trioによって活性化されることも報告されている１１）．また

上頸神経節（SCG）の交感神経ニューロンでは Kalirinが

RhoGを活性化し，軸索形成を行っているとの報告もなさ

れている９）．

４． RhoGによる大脳皮質神経前駆細胞の増殖制御

我々の脳は，無数の神経細胞がシナプスを介して複雑な

神経回路を形成することによりその機能を発揮している．

その中でも大脳皮質は，哺乳動物において特に発達してお

り，記憶や学習，運動などの高次機能を担う重要な部位と

なっている．興奮性の神経細胞は，大脳皮質の発達初期に

おいて脳室に沿った脳室帯（ventricular zone）及びそのす

ぐ外側の脳室下帯（subventricular zone）と呼ばれる部位で

誕生する（図３A）．脳室帯には皮質に対して垂直に伸びる

長い突起を持った放射状グリア細胞と呼ばれる神経前駆細

胞が豊富に存在し，これらの細胞が様々な細胞外因子や転

写因子などの制御を受けることで自己増殖するとともに，

一部多極性を持った神経前駆細胞を生み出し，脳室下帯に

おいてさらに増殖する３９，４０）．これらの神経前駆細胞からそ

の後非対称分裂によって誕生した神経細胞は，中間帯（in-

termediate zone）を通って脳表面側へ放射状グリア細胞に

沿って移動し，６層構造を持つ皮質板（cortical plate）を形

成する４１）．その後，個々の神経細胞が神経突起を成長させ

それぞれの投射先においてシナプスを形成し，複雑な神経

回路ネットワークが完成される．神経前駆細胞は，一度神
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経細胞へと分化するとそれ以上増殖することができないた

め，神経前駆細胞の増殖を制御することは，大脳皮質の神

経細胞の総数を決定し機能的な大脳皮質を形成する過程に

おいて非常に重要な要素となっている．

筆者らは，胎仔期の脳における RhoGの発現を in situ ハ

イブリダイゼーション法を用いて調べ，胎生期１２日齢か

ら１６日齢のマウス大脳皮質の脳室帯及び脳室下帯にその

発現が強く見られることを見いだした４２）（図３B）．脳室帯

や脳室下帯で RhoGの発現が見られた時期は，神経前駆細

胞が豊富に存在し，増殖が起こりつつ神経細胞へと分化す

る時期であったことから，RhoGが神経前駆細胞の増殖や

分化に何らかの機能を担っている可能性が考えられた．そ

こで筆者らは，大脳皮質の発生に関わる制御因子の解析に

おいて確立されている子宮内エレクトロポレーション法を

用いることで，RhoGの神経前駆細胞における役割をマウ

スの生体内で調べることを試みた．子宮内エレクトロポ

レーション法は，生きたままのマウスの子宮内にいる胎仔

の脳室に遺伝子を注入し，電気パルスをかけることで脳室

帯に存在する神経前駆細胞に遺伝子導入する手法であ

る４３，４４）．胎生期１４日齢の胎仔に遺伝子を導入し，その２日

図３ マウス胎仔期の大脳皮質における RhoGの発現分布と神経前駆細胞の増殖制御への関与
（A）マウス大脳皮質における神経前駆細胞の増殖とその後分化した神経細胞の移動．（B）（上
段）胎生期１２日齢（E１２）マウス脳の冠状切片における RhoG mRNAの発現を in situ ハイブリ
ダイゼーション法を用いて観察した．（下段）胎生期１２日齢（E１２），１４日齢（E１４），１６日齢（E
１６）の大脳皮質における RhoG mRNAの発現を拡大した画像．PP: preplate. Bar:２００µm（上段），
１００µm（下段）．（C）（左側）コントロールあるいは常時活性型 RhoG（RhoG-V１２）を発現させ
るプラスミドを胎生期１４日齢のマウス大脳皮質の神経前駆細胞に子宮内エレクトロポレーショ
ン法を用いて導入した．胎生期１６日齢に脳を取り出して固定後，細胞増殖のマーカーである
Ki６７に対する抗体で染色を行い，遺伝子導入された細胞に対する Ki６７陽性細胞の割合を計数し
た．（右側）コントロール（ルシフェラーゼ）shRNA，RhoGに対する shRNA（A，Bの２種類），
及びマウスの RhoG shRNAによって発現抑制を受けないヒトの野生型 RhoGを一緒に導入した
神経前駆細胞において，同様に Ki６７陽性細胞の割合を計数した．
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後に脳を摘出して組織切片を作製したのち，細胞増殖マー

カーである Ki６７に対する抗体を用いて染色を行った．そ

の結果，活性型 RhoGを導入した細胞においてはコント

ロール細胞に比べて有意に Ki６７陽性細胞の割合が増加し

ていた（図３C）４２）．一方，マウスの RhoGに対する発現抑

制効果を持つショートヘアピン RNA（shRNA）を導入し

た場合では， Ki６７陽性細胞の割合が有意に減少していた．

このときマウスの RhoGに対する shRNAに影響を受けな

いヒトの野生型 RhoGを同時に導入した場合では，RhoG

shRNAによる Ki６７陽性細胞の減少がコントロールレベル

にまで回復していた．このことから，内在性の RhoGが確

かに神経前駆細胞の増殖に関与していることが確認され

た．このような RhoGによる神経前駆細胞の増殖促進作用

は，細胞周期の S期にのみ取り込まれるブロモデオキシ

ウリジン（BrdU）の取り込みを観察することによっても

示された．また，分散培養した神経前駆細胞を用いた in

vitro の実験系においても，RhoGによる神経前駆細胞の増

殖促進作用が確認された．筆者らは RhoGが神経前駆細胞

から神経細胞への分化過程にも関わっている可能性につい

て検討を行ったが，RhoG shRNAを導入したことによる神

経前駆細胞，あるいは神経細胞の割合についてはコント

ロールと有意な差が見られなかった．このことから，

RhoGは神経前駆細胞の分化過程には関与していないこと

が示唆された．

筆者らは次に，RhoGによる神経前駆細胞の増殖促進作

用に関わる下流のシグナル伝達経路について検討を行っ

た．はじめに ELMOと結合できない変異体を用いて神経

前駆細胞の増殖作用を検討したが，ELMOと結合できな

い活性型変異体 RhoG-V１２A３７は RhoG-V１２とほぼ同程度

の増殖促進作用を示した．したがって，RhoGによる神経

前駆細胞の増殖制御は，ELMOを介さない経路によって

引き起こされていることが示唆された．筆者らは以前に，

RhoGが PI３Kの p８５ regulatory subunitに存在する BH領域

に結合し，PI３Kを活性化することを見いだしていた２６）．そ

こで RhoGによる神経前駆細胞の増殖制御における PI３K

の関与を調べたところ，常時活性型 RhoGによる神経前駆

細胞の増殖促進作用が，PI３K阻害剤の処理によって抑制

された．実際に PI３Kの下流で働く Aktのリン酸化レベル

が常時活性型 RhoGを導入した神経前駆細胞では有意に上

昇していた．以上の結果から，RhoGは胎仔期の大脳皮質

神経前駆細胞に発現しており，その増殖を正に制御してい

ること，また RhoGによる神経前駆細胞の増殖制御には，

PI３Kの活性が必要であることが示された（図４）．PI３Kは，

発生過程における細胞増殖を制御する主要な因子の一つで

あり，神経前駆細胞においても細胞周期に関連する遺伝子

の発現を調節することで細胞増殖を促進していることが報

告されている４５）．したがって RhoGが，大脳皮質神経前駆

細胞において PI３Kの活性を制御する重要な因子の一つと

して働いている可能性が考えられる．

５． がん細胞における RhoG

（１） RhoGによるがん細胞の運動性の制御

近年，主に神経軸索や血管の誘導因子として研究が進め

られてきたエフリンは，ノックアウトマウスなどを用いた

これまでの研究から，個体の発生や生理機能において非常

に多くの役割を担っていることが明らかとなっている．そ

の受容体である Ephファミリーは，チロシンキナーゼ型

膜貫通受容体としては最も大きなファミリーを構成してお

り，これら多くの受容体の存在がエフリンの多様な機能に

つながっていることが知られている．最近になって，エフ

リン及び Eph受容体が，がんの進行や悪性化に関わりを

持つことを示す論文が多数報告されるようになっている．

このうち EphA２受容体は，乳がんをはじめ様々な上皮組

織由来のがんで，特に悪性度の高いがん細胞に高発現して

いる．その上，EphA２受容体の発現量とがんの進行，悪

性化との間には相関関係が存在するとの報告もなされてい

る４６～４８）．これらのことから，EphA２はがん治療における

ターゲットの一つとして最近注目されてきている．悪性度

の高いがん細胞における EphA２の発現量の上昇は，がん

遺伝子として知られている Rasによる Raf-MAPキナーゼ

を介したシグナル経路によって引き起こされていることが

報告されている４９）．しかしながら，過剰に発現した EphA２

受容体が，どのような分子メカニズムによってがん細胞の

運動性や浸潤性を増大し，がんの悪性化を引き起こしてい

るかに関しては，まだまだ不明な点が数多く残されてい

る．

EphA２は他の Eph受容体ファミリーと同様，細胞内の

部分にチロシンキナーゼ活性を持つ領域とステライル α
モチーフ（sterile α motif, SAM）領域を持つ．リガンドで

あるエフリン A１によって刺激を受けると，細胞内領域の

図４ RhoGによる大脳皮質神経前駆細胞の増殖制御
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自己リン酸化を引き起こし下流へとシグナルが伝達され，

細胞―細胞間の反発作用や増殖の制御など，様々な細胞機

能を引き起こす．一方，がん細胞において過剰に発現して

いる EphA２は，上皮増殖因子（EGF）などの成長因子の

受容体からのシグナルを受け，リガンドであるエフリン非

依存的にがん細胞の運動性や浸潤性を促進している機能が

存在することが知られている５０～５２）（図５A）．逆に，がん細

胞上に過剰に発現している EphA２をエフリン A１で刺激

すると，EphA２によるがん細胞の運動性の促進作用は抑

制され，さらには EphA２が細胞内へとエンドサイトーシ

スによって取り込まれたのち，分解されることも報告され

ている４９，５２，５３）．

筆者らは最近，Rhoファミリー Gタンパク質の GEFの

一つ Ephexin４が，RhoGの特異的 GEFであることを同定

するとともに，EphA２受容体と結合してそのシグナルを

媒介していることを明らかにした１６）．Ephexin４は系統学的

に近い他の五つの GEFとともに Ephexinサブファミリー

を構成している．Ephexinサブファミリーは，すべての分

子において Rhoファミリーの GEFとしての活性を持つ

DH領域と pleckstrinホモロジー（PH）領域，さらに C末

側に Srcホモロジー３（SH３）領域を共通に持ち，RhoA

を活性化するグループである Ephexin１，Vsm-RhoGEF

（Ephexin５），WGEF（Ephexin２），TIM（Ephexin３）と，RhoG

を活性化するグループである Ephexin４，SGEFとの二つに

大きく分けられる（図５B）．このサブファミリーのメン

バーの中では Ephexin１が最も研究が進んでいる．Ephexin１

図５ EphA２受容体と Ephexinサブファミリー
（A）EphA２受容体は，細胞内にチロシンキナーゼ領域と SAM（sterile α motif）領域を有する．
正常な上皮細胞では，リガンドであるエフリン A１の刺激を受け，自身のチロシンキナーゼ活性
により自己リン酸化を受けるとともに，下流へとシグナルが伝えられる．一方，一部の上皮組織
由来のがん細胞では EphA２が過剰に発現しており，EGF受容体などの下流でエフリンリガンド
非依存的に機能していることが報告されている．（B）Ephexinサブファミリーとその構造．
Ephexinサブファミリーは，Dblホモロジー領域（DH）と Pleckstrinホモロジー領域（PH）を持
つ Rhoファミリー Gタンパク質の GEFのサブファミリーの一つで，C末端側に SH３領域を共通
に持つ．このうち，RhoGを活性化する Ephexin４，SGEFと，RhoAを活性化する Ephexin１，
Vsm-RhoGEF，WGEF，TIMとに大きく分かれ，それぞれ様々な受容体に結合することでその機
能を発揮していることが報告されている．
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は神経系に多く発現が見られ，EphA４受容体に直接結合

し，エフリン刺激依存的に RhoAを活性化することで，運

動系神経回路形成における神経軸索ガイダンスや興奮性神

経細胞の樹状突起スパインの形成制御に関わっていること

が知られている５４～５６）．また Ephexin１欠損マウスでは，神

経筋接合部の構造と神経伝達に異常が見られることが報告

されている５７）．EphA４以外に，Ephexin１は FGF受容体

（FGFR）とも結合することが示されている５８）．Vsm-RhoGEF

（Ephexin５）は，血管平滑筋細胞においては Ephexin１

と同様 EphA４と結合し，エフリン刺激依存的に RhoAを

活性化することが知られているが５９），海馬神経細胞におい

ては EphB２と結合し，樹状突起におけるシナプス形成を

制御しているとの報告が最近なされている６０）．WGEF

（Ephexin２）と TIM（Ephexin３）はどちらも RhoAを活性化

するが，in vitro において EphA４によりチロシンリン酸化

を受けるとの報告があるのみで，実際に EphA４の下流で

機能しているかについてはいまだ明らかになっていな

い６１，６２）．一方，RhoGを活性化する SGEFは，血管内皮細

胞において細胞接着分子 ICAM１と結合し，リンパ球の遊

走に関わっていることが報告されているものの１５），Eph受

容体との関係については不明である．

筆者らはこれまで何も報告がなかった Ephexin４が，

RhoGを特異的に活性化することを明らかにした上で，

Ephexin４を特異的に認識する抗体を作製し，どのような

細胞で発現が見られるかについて調べた．その結果，

EphA２の発現量が高く強い浸潤能を有するヒト乳がん由

来のMDA-MB-２３１細胞を含め，上皮組織由来のがん細胞

に広くその発現が認められ，EphA２と Ephexin４が内在的

にMDA-MB-２３１細胞内で結合していることを確認した１６）．

そこで筆者らは，EphA２による乳がん細胞の運動性の増

大が Ephexin４や RhoGを介しているのではないかと考え，

ヒト Ephexin４，RhoG，そして EphA２を標的とした shRNA

を作製し，これらを導入した細胞を用いてトランスウェル

細胞運動アッセイを行い，各 shRNAによるMDA-MB-２３１

細胞の運動性への影響を評価した．その結果，いずれの

shRNA導入細胞においても，EGF刺激に対するMDA-

MB-２３１細胞の運動性は有意に抑制された．さらに，

shRNAに影響を受けない変異体を用いた様々なレス

キュー実験を組み合わせることで，MDA-MB-２３１細胞に

おける運動能の促進に EphA２-Ephexin４-RhoGの経路が大

きく関与していることを示した．実際に EGF刺激による

RhoGの活性化が，EphA２あるいは Ephexin４のノックダ

ウンにより抑制されることも明らかになっている．一方，

EphA２-Ephexin４を介して活性化された RhoGは，その下

流のエフェクター分子である ELMO２と，Dock１８０と構造

がよく似た Rac GEF，Dock４の複合体を細胞質から細胞膜

へと移行させ，EphA２-Ephexin４と ELMO２-Dock４を含め

たシグナル分子の複合体が形成される．その結果，EphA２

が存在するところで局所的に Dock４による Rac１の活性

化，さらにはアクチン細胞骨格の再構成が引き起こされ

て，EphA２が過剰に発現しているMDA-MB-２３１細胞の運

動性が増大していることが考えられた（図６）．そこで筆

者らは，実際にトランスウェル膜細孔内を移動している

MDA-MB-２３１細胞における EphA２，Dock４，及び RhoGの

細胞内局在を免疫染色法により調べた．移動または浸潤し

ているがん細胞では，アクチンが豊富に存在する突起が形

図６ EphA２受容体によるリガンド非依存的ながん細胞の運動性促進とアノイキス抑制の
分子メカニズム
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成され，そこにアクチン結合タンパク質である cortactinが

集積することから，cortactinはこの突起のマーカータンパ

ク質となっている．cortactinは，この突起の構成タンパク

質であると同時に，細胞運動や浸潤に重要な役割を持って

いることが知られている６３，６４）．免疫染色の結果から，トラ

ンスウェルの細孔内を移動中のMDA-MB-２３１細胞におい

て，EphA２，RhoG，Dock４がそれぞれ細胞の突起先端部

分で cortactinと共局在していることが明らかとなった

（図７）．これまでの報告から，Racの活性化は浸潤してい

るがん細胞の運動能や突起形成に必要不可欠であり，

cortactinの細胞内局在についても活性化された Rac１に

よって制御されているとも報告されている６５）．したがっ

て，EphA２を中心として形成されたシグナル分子の複合

体は，そこで局所的に Racを活性化し，その結果 cortactin

が豊富に存在する細胞突起が形成され，細胞極性や運動の

促進が誘導されると考えられる．さらにこれまでの筆者ら

の結果から，がん細胞ではエフリン非依存的に働く EphA２

が，EGFからのシグナル伝達の足場として機能している

ことを示している．

（２） がん細胞のアノイキス耐性における RhoGの関与

上皮細胞が細胞外マトリックス（ECM）に接着するこ

とは，細胞の増殖，生存，及び細胞死の制御に重要な役割

を果たしている．細胞が ECMと結合する際，マトリック

ス受容体であるインテグリンは，細胞を ECMに接着させ

るだけではなく，細胞外増殖因子に応答した成長や増殖を

促進する．正常な上皮細胞は，ECMとの接着を喪失する

とアノイキスと呼ばれるプログラム細胞死におちいること

が知られており，アノイキスは組織の恒常性や発達の制御

に重要であると考えられている６６，６７）（図８）．一方，上皮組

織由来のがん細胞ではアノイキスに対する耐性が獲得され

ており，この耐性はがん細胞が原発巣から他の組織へと転

移していく過程で必要不可欠であると考えられている６８，６９）．

これまでの研究から，がん細胞特異的に引き起こされるア

ノイキス耐性の獲得に関わるシグナル伝達経路として，

PI３Kとその下流の標的分子である Aktを介したシグナル

経路が重要であることが明らかになっている．

筆者らは，RhoGが PI３Kを介して Aktを活性化する作

用を有することから２５，２６，４２），EphA２による Ephexin４を介し

た RhoG活性化のシグナル伝達が，がん細胞のアノイキス

耐性の獲得にも関与している可能性を検討した．そこでア

ノイキス耐性能を持つ HeLa細胞を用いて細胞を浮遊条件

下で培養し，アノイキスを引き起こした細胞の割合を指標

として，アノイキス耐性作用を評価した．shRNAによっ

て内在性 Ephexin４をノックダウンした HeLa細胞を浮遊

状態で培養すると，アポトーシスを起こした細胞の割合が

増加し，アノイキス耐性能の抑制が確認された１７）．また

Ephexin４をノックダウンした細胞では，活性型 RhoG及び

リン酸化 Aktの割合が減少していることが示された．また

同様の手法を用いて EphA２に対する shRNAの影響を調べ

たところ，浮遊条件下の培養によって HeLa細胞のアノイ

キス耐性能の抑制が見られた．一方，それぞれの shRNA

に影響を受けない野生型の EphA２あるいは Ephexin４を用

いてレスキュー実験を行うとアノイキス耐性能の回復が見

られたが，PI３Kあるいは Aktの阻害剤を同時に処理して

おくとその回復が見られなかった．以上の結果から，

EphA２は Ephexin４を介して RhoGを活性化し，下流にあ

る PI３K／Aktシグナル経路を介してがん細胞においてアノ

イキスの抑制を引き起こしていることが示された（図６）．

Aktは，プロアポトーシス Bcl-２ファミリータンパク質の

リン酸化を制御することで，細胞の生存制御において重要

な役割を果たしていることが報告されている６７，７０，７１）．この

Bcl-２ファミリータンパク質は，Aktの活性依存的にリン

酸化を受けることでカスパーゼ-３の活性化を抑制し，ア

ポトーシスを抑制していることが知られている６６，６９）．

以上，がん細胞において過剰に発現している EphA２受

容体によるがん悪性化に関して，EphA２は RhoGの GEF

である Ephexin４と結合していることで，リガンドである

エフリン非依存的に RhoGを活性化し，ELMO２-Dock４を

介して Racを活性化することで細胞の運動性や浸潤性を

図７ トランスウェルを移動中のMDA-MB-２３１細胞における EphA２，Dock４，RhoGの局在
下層に１０ng／ml EGFを加えたトランスウェル上にMDA-MB-２３１細胞をまいて２時間後，細胞を固定し各抗体で細胞染色を行っ
た．各画像の下側の像は，X-Y面における白線の部分の X-Z面の画像である．EphA２，RhoG，Dock４は，それぞれ移動中の細胞
の突起先端部分で cortactinと共局在している．Bar:１０µm.
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促進する一方で，この経路とは別に PI３Kを介して Aktの

活性化を引き起こし，アノイキスを抑制していることが明

らかとなった．これらのシグナル経路が EphA２によるが

んの悪性化の一端を担っている可能性が考えられる．

６． RhoGと細菌感染

RhoGを介したシグナル伝達が，しばしば病原性を持っ

た細菌の感染に利用されていることが明らかになってきて

いる．非常に病原性の高い赤痢菌（Shigella）は，水や食

料などから経口的に感染し，大腸に到達すると菌は上皮細

胞内に侵入し，その結果粘血性の激しい下痢を引き起こす

ことが知られている．赤痢菌は上皮細胞内に分泌装置を

使ってエフェクターと呼ばれる菌由来の様々なタンパク質

を分泌し，上皮細胞による菌の取り込みを誘導している．

このエフェクタータンパク質の一つ，IpgB１が上皮細胞内

に分泌されると，活性化された RhoGの機能を模倣して上

皮細胞内の ELMOと結合し，ELMO-Dock１８０複合体を介

して Racの活性化を引き起こす．その結果，活性化され

た Racにより細胞膜のラッフリングが形成され，上皮細

胞による菌の取り込みを促進するシステムが働くことが報

告されている７２）．また，食中毒を引き起こすサルモネラ菌

（Salmonella enterica）も，同じように腸管の上皮細胞に積

極的に侵入することで感染することが知られている．サル

モネラ菌の場合は，SopBと呼ばれる別のエフェクタータ

ンパク質を上皮細胞内に分泌し，この SopBが上皮細胞内

に存在する SGEFを介して RhoGを活性化することで，菌

の取り込みを行っているとの報告もある７３）．一方，赤痢菌

やサルモネラ菌と同じ通性嫌気性グラム陰性桿菌の腸内細

菌科に属するエンテロコリチカ菌（Yersinia enterocolitica）

及び仮性結核菌（Yersinia pseudotuberculosis，感染すると

結核様の症状を引き起こす）は，自然界に広く分布する菌

で，ヒトに感染すると腸間膜リンパ節炎や敗血症などを引

き起こす．特にエンテロコリチカ菌は腸炎エルシニア菌と

も呼ばれ，食中毒の原因にもなっている．これらの菌が感

染する際，宿主細胞の細胞膜に存在するインテグリンと結

合し，その結果宿主細胞内で RhoGの活性化が引き起こさ

れることが明らかとなっている１９，７４）．またこれらの菌は

RhoGに対して GAP活性を持つタンパク質を宿主細胞へ

と分泌することもわかっている．このように，様々な病原

性を持つ細菌が宿主細胞へと侵入する際，RhoGを介した

シグナル伝達経路を利用していることが明らかになってき

ている．

７． お わ り に

これまでの Rhoファミリー Gタンパク質の研究は，

RhoA，Rac１，Cdc４２に関する研究が先行しており，筆者

らが RhoGの研究を始めた頃は RhoGについてはほとんど

何もわかっていなかった．筆者らは，RhoGに関して主に

シグナル伝達を中心としてこれまで研究を行ってきたが，

一方で２００４年には RhoGの遺伝子を欠損したマウスにつ

図８ がん細胞のアノイキス耐性
正常な上皮細胞では，細胞―細胞外マトリックス間の接着が喪失するとアノイキス
と呼ばれるプログラム細胞死を引き起こすことが知られており，組織の恒常性や
発生過程において重要な役割を担っていることが明らかになっている．一方，が
ん細胞はアノイキス耐性能を獲得しているため，細胞外マトリックスとの接着非
依存的に生存・増殖することが可能となっており，このことががんの転移に関
わっていることが示唆されている．
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いての論文が発表され，RhoG欠損マウスはほぼ正常に発

達することが報告された７５）．ところが最近になって，

RhoG欠損マウスでは皮膚に付けた傷口の治りが悪いとの

報告がなされた７６）．また，RhoG欠損マウスから得られた

T細胞は，抗原提示細胞からのMHC（主要組織適合遺伝

子複合体）の取り込みに異常が見られるとの結果も報告さ

れている７７）．先にも述べたように，RhoGはがんや細菌感

染などの我々の身近な病気とも密接に関わっていることか

ら，今後 RhoGに関する個体を用いた研究がさらなる展開

へとつながっていく可能性が強いとともに，このような研

究から様々な疾患に対する新たな治療法の開発につながる

ことが期待される．
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