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情報伝達蛋 白質 Ras ，
　Raf1 相互 作用 の ダイ ナ ミク ス とキ ネテ ィ ク ス

大阪大学生命機能研究科ナ ノ生体科学 日比野佳代、佐 甲靖志

　人工的な情報処理 回路 と較べ た細胞内情報処理回 路の 著 しい 特徴は 、構成素子で あ る蛋 白質分

子が 単純な on／0ff　2状態で なく多状態 を取 り得 る こ と、素子 の 間の 結合が ゆ るく各 々 の 素子が

常に細胞内を動的に動 き回 りなが ら相互 作用 す る こ と 、 状態遷移や相互 作用 が確率的に起 こる こ

と、細胞 内構 造 ・環境が 不均
一

で あるた め に素子の 動 きに連れて 反応条件 が様 々 に変わ り得る こ

とな どで あろ う。 本稿で は 、細胞内で 分子 ス イ ッ チ とし て 働 くとい われ る低分子 量 GTPase 　Ras

と、その 相互 作用相手 （効果器 ：effecter と呼ばれ る）Raf1 の 反応を例 と して 、 細胞内情報蛋 白間

の 反応 ダイナ ミク ス とキネテ ィ ク ス を見 て ゆ く。

Ras とRafl

　Ras は低分子 量 GTPase と呼ばれ る
一群 の 蛋 白質の ひ とっ で あ り、その 名 の 通 り GTP 加水分解

酵素で ある が、自律 的な加水分解反応 の 回転は非 常に遅 く、GTP 結合 時 と GDP 結 合時の 構 造の

違い を利用 して様 々 な分子 との相互作用 を On／0ff し、それ らの 活性 を制御す るの が役割 で ある

と考え られ て い る。C 端近 くの 修飾に よ り、 も っ ぱ ら細胞膜に 局在 して い る 。
　 GDP 結合 時が不

活性型 （effecter と結合 しない ）GTP 結合 時が活性型 で 、GDPIGTP の 交換は GEF （Guanine　nucleotide

exchange 　factor）で加速 され、　 GTPase 活性 は GAP （GT［Pase　activating 　protein）で 加速 され る とい う活

性制御 を受 ける 。 （細胞内濃度は GTP が GDP よ りも遙か に大 きい 。）

　上皮成長因子（EGF ）受容体の 活性化は Ras の 活性化 を起 こす反応 の ひ とつ で ある 。 細胞膜で活

性化 した受容体 に細胞質か ら Grb2／Sos 複合体が 結合 して くる。
　 Sos は Ras の GEF で あ り 、 Sos

が膜に濃縮す る こ とに よっ て Ras との 衝突頻度 が上が り Ras が活性化 され ると考え られ て い る。

細胞内で 蛋 白質局在を変化させ て 局所濃度 を調節 し 、 反応制御を行 っ て い る訳で あ り、細胞 内分

子 ダイ ナ ミク ス が生理的に重要で ある こ とを示す例 と言える。

　GTP 結合型 Ras（Ras−GTP ）の 効果器 は多数存在す るが、セ リン ・ス レオ ニ ン リン 酸化酵素 Raf1

はその
一

つ で ある （図 1 ）。Raf1 は可溶性の 蛋 白質で

通常細胞質 に存在 して い るが、Ras−GTP が細胞膜 に多

数現れ る と 、 そ こに結合す るために細胞膜に局在変化

す る。Raf1 は それ 自身の セ リ ン ・チ ロ シ ン リン酸化 に

よっ て活性化 され る 。 そ の 反応 の詳細は い まだ明 らか

で ない が、リン 酸化酵素は細胞膜 に存在す ると言 われ

てお り、こ こで も局在変化 による活性制御が行われ て
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図 2　Raf1 の 局在

化 A、6FP−Rafl の蛍 光
画 像。　EGF 刺 激後 の時 聞を

すaB ． A の細胞の 1 − 3 の 細 胞 膜 部 位に お け る蛍

強度変 化 。部位1から1ま15 − 30 分 の 間、盛 んに

足が形成 さ れ
た

。 A のスケ

ル は 10 脚 素であ り、そ の活性 化は細 胞増 殖や

化に関係した 新 規遺 伝子発 現の誘

などを起こす。 　生化学的 な 解析 から、EGF で

激され た 細 胞
は 、 数

分後 に ピ ークを 迎 える一 過

のRas の 活性化と Rafl の細胞膜移 行が起こし

数十分 後に は刺激前の 状

に戻ると言 われていた。

af1 の細 胞内局在　匕 　Raf1 の細 胞内 局 在変

を 可 視 化す るために、緑色 蛍光蛋白質（Green 　fluorescent 　

otein ，　GFP ）と Raf1 の 融 合遺 伝 子

作 成し、 細胞に 発 現させた 。 　細胞を EGF で 刺 激

ると 、 数分
後
に細 胞膜 の 広い範 囲 で GFP − Raflの 密度

昇が起こ る （図
2 ）。EGF は細 胞全体 にほぼ 均一に結

し 、Ras の活性 化を表すRaf1 の局在変化 も

応初期は細 胞膜一面で ほぼ同様 に 起こ る
。

その 後 Ra

の集 積部 位 の 分 布 は 不均一 になり 、差 し渡し数ミクロ ンの範 囲 で数 カ所、さらに顕著な 集 積が見ら

るのに対し 、他 の 細胞膜部 位のRaf1 密度は 減少して い く。Raf1 の顕著 な集積部 位からは 仮 足 の

成 があ り、一方で R

1 が集積して こ な い 部位は退縮 する。 　細胞骨格系 の 破壊 により
仮

足形 成を阻 害 し ても、
Ra

の分布は 不 均一 に なる 。 従 っ て、不 均 一 分 布 は細胞の 変 形 の 結果で はな く、む しろ Ras の活 性部

の 偏り
が

細胞変形を誘 導 し ている可能性 が 高

い。均一な 入力刺激あるいは初期分 布か ら 、 不 均 一

活性 化部位の分

が形成 されてく る メカ ニ ズ ム は不明であ る。 　 生 化 学 実 験で 示されて いたとお り 、多数の細胞の

均 で 見 る と60 分 後には Raf1 の 多 くは細 胞 質に 戻 って
お

り 、 数 ％ が 細胞 膜 に 残ってい る だけで

る。 しかし 、一部 の 細胞では少数の Raf1 が細 胞膜 局所に濃縮されてお り、濃 縮部位で は 長期間に

た る 細胞 変 形が観 察される。YFP （GFPの変異体で ある黄色の 蛍光 蛋白質）・ Ras とGFP − Raf

ﾌ 間 の蛍 光 共 鳴エネルギー 移 動の可視 化 実験か ら、どの時 間 帯 に おいても 、 細胞

上のRaf1 はRas と 直 接相

作用 する
こ
とが分か った。 Ras 　Raf1の1 　子動態 　GFP ， 　 YFP で 標識さ れ たRas やRa

を、 全反射 蛍 光顕微鏡 を使って 1 分 子観察す る と、発現量の少 ない細胞では（あ る い は多 く の分

が光 褪色した後に 〉細胞 膜上 を動き回る輝
点

を見 ることができ る （図 3 ） 。
多く の輝 点の 明

さは時間 的に一定 で、突然 消失する 。 細胞 をメタ ノール処 理 して 蛋 白質分 子 を細胞膜 に固定

ると輝点

運動は
消
失し 、 個 々 の 輝 点 は 1 般（ ま れ に 2 段 ）の階段 状 一
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に褪 色す る 。 階段 の 幅は ほ ぼ一定 してお り、この 幅が 1分

子 の 蛍光強度で ある と考え られ る。生 きて い る細胞で 動 き

回 っ て い る輝点の 蛍 光強度 もほ ぼ同様 の 値 で 、
1 分子 の

Ras，　Raf1で ある ことがわか る。

　Ras
，
　Raf1 と も輝点の 運動は 150msまで の 短時間領域 で

は 自由拡散と見分けが つ かず 、 拡散係数 は 0．04pm21s 程度

で あ る（図 4 ）。 こ の 値は細胞膜蛋 白質 として は標準的な もの

で あ り、Rasが末端 の イ ソ プ レ ニ ル 化 、パ ル ミチ ル 化 で 細

3，4sec
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津

胞膜 の 半分 に埋 ま っ て い る に 過 ぎない こ とを考え る と、む 図 3Rast 　 Raflの 1分子動態

しろ小 さい と も言 え る 。 た だ し 、 ほ とん どの 獺 騒 噸 蹣鸞 黔黎翻購鐶翻謝
跡

で 見 つ か る不動成分は存在 しな い
。 また、Raf1 の 拡散運動がRas と同様 で ある こ とは 、

　Raf1 が

Rasに結合 して膜局在 して い る こ とと矛盾 しない
。

　 も っ と長い （秒以上 ）時間領域で は 、Ras，　 Raf1 とも運動範囲 に制限が あ る軌跡が しば しば見

られ る（図 3）。 これは Ras 活性化部位 の 空間情報 を下流 に伝 えるの に
一

役買 っ て い るか も しれ な

い 。 もっ と も、後 で 見 る よ うに、Ras／Raf1 の
一

回の 相互 作用は 1 秒程度で 終わ る の で 、上 の 拡

散係数で は相互作用中にRaf1 が遠 くに行 っ て しま うこ とはな い が 、　 Rasの 活性化 部位 を局在 さ

せ るた め には 有効で ある 。 多分子 平均 として みたRafl の 数μm2 に局在化 し た 集積が 、数 10 分 も

持続す るの に 対 し（図 2）、 拡散領域に制限 がなけれ ばRasは 1，2 分で集積部位 の 外側に 出て しま

うこ とに なる。

　　　　 Accumuiation　 Bulk 　 　 Ras　 Raf1 の 互 用時間
　 A

　　　 　　　　　GFP −Raf1 の 輝点は突然細胞膜上 に現れ 、 突

　　1 然消失す ・．黻 ・で の 膜粧 嚇 ・同条件下

　　　 　　　　にお け る GFP の 褪色の 時定数 9．6 秒 に 較 べ て 遙

　　　　　　　　　DurattOn（sec）　　　 　　　 か に速 く、ほ とん どは膜か らの 解離に よる もの

　 B 　　 　　　　 　　　　 　　　　 　　 と考え られ る。つ ま り、数十分にわた っ て Rafl

l 欝欝躑錨贐論簾撫
　　　　 。、昂罷、。， 。。。瀧，，，，。

21
，》 　 して お り・図 ・ ｝・見た麟 的な ・… の 局 在化は ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　動的 な（準）定常状態 と し て 実現 され て い る こ と
pa　4 　 kaftの 細胞膜滞在時間 と拡散係数

GFP−Raflの 濃縮部位（ACCUfi”Jlation 冫とそ れ 以外 （Bulk＞に が わか る 。

騰 野講 詮懸鑞饂纏 階袴欝 個 ・ の ・FP’Ra・・の 膜滞鶴 間 と騰 係数 を、

難 誰 騾 覊 y灑 欝 墜贅雛麁 GFP ・・… が特 ・簸 ・て い ・所 とそれ以外 ・

盤 に 固定 され た分 子 の見かけの 拡散係数の 分嶺 。　　　 所 で 比較 した （図 4 ）。 細胞膜滞在時間の ヒ ス ト
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グラ ム を指数 関数で 近似す る と、普通 の 細胞膜上 で は時定数 0 ．41 秒 の 1 成分 であ っ たが 、 集積

部にお い て は 、よ り長時間の 結合が存在す るこ とが わ か っ た （2 成分近似 した 見か けの 時定数は

O．4 秒 と 1．6 秒）。Raf1 の 短期的拡散係数は集積部位 とその他 の 膜上で 、ともに 平均 0，04 μm21s

で あ り、拡散係数 と滞在時間の 問に相 関は見 られなか っ た。

9aUQmaen

　図 4 の 実験は、EGF 添加 後 30 分経過 して Rafl の 不 均
一

な

集積が は っ き りし て きた時点の もの で あ る 。 反応初期（1−5 分）

にお い て膜 滞在時間 を計測す ると、
一

凵」型 の 分布 に 見え る（図

5 ）。 これは Raf1 と Ras の 結合 中に相互作用の 変化 が あ る こ と

を示唆 して い る 。

　Raf1 は、　Ras 結合 ドメイ ン （Ras　binding　domain ；RBD ）と呼

ばれ る部位 と Cystein　rich 　domain （CRD ）と い う部位の 2 カ所

で Ras と相互作用す る と考え られて い る。　 N 端側 か ら RBD ，

CRD に続い て リ ン 酸化酵素 ドメイ ン が存在す る。　 RBD もし く

は RBD −CRD に GFP を融合 させ て膜滞在 時間を計測す ると、

RBD は指数 関数 、　 RBD −CRD は
一

山型 の 分布 を示 した（図 5 ）。

Ras との 相互 作用 変化 に は RBD と CRD 両方 が関与す る らし

い
。
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図 5　 反応 初 期 の 飛aれ 、またRBD．
R［坦一CRDの 膜 滞在 時 闘 分 布

　驚い た こ とに RBD ，　RBD −CRD は細胞 内で は どち らも Ras−GTP と Ras−GDP を見分 ける こ と

が で きな い 。 （細胞膜結合密度が EGF に依存 し ない 。ちなみに 生 化学で は見分 けられ る こ と にな

っ て い る。puU
・down 　assay とい っ て ミク ロ ン サイ ズ の ビ

ーズ に 高密度に RBD や RBD −CRD を

結合 させ 、試料 と混合 ・沈澱 させ る と、Ras・GTP は共沈す るが GDP は しない 。反応速度に 密

度依存性 があ る の だろ うか。） EGF の 有無に 関わ らず RBD は Ras 親和性（膜結合密度）が低 く、

RBD −CRD は 高い 。また 、最 近 Raf1の 酵素 ドメイ ン と RBD −CRD の 相互 作用で分子が開閉 し、

酵素活性 が調節 される とい うモ デル が提唱 され て い る 。 全長 の Raf1 は細胞内で も Ras−GTP と

Ras・GDP を 見分ける こ とがで きるか ら、　 Ras・GTP の役割 は 単な る膜結合部位 の 供給で は な く、

閉 じた Rafl を開 くこ とか もしれ ない （図 6 ）。閉状態の Rafl は Ras・GDP に結合 し に くい が 、ひ

とたび 開状態にな っ て RasGT （D）P に結合すれば 、
　RBD −CRD で も相互 作用変化が起こ る こ とか

ら、その 後 の相互 作用変化は Ras の GTPIGDP 状態には 依存 しない と思 われ る。

　30 分後 の ヒ ス トグラム に ピー
クが 見 られ なか っ た（図 4 ）の は ど うしてだ ろ う。 図 4 は

一
山型

と指数関数型 の ヒ ス トグラ ム が重な っ た もの で あ り、EGF 刺激後 に蓄積 して くる リン 酸化型 の

Raf1 が指数関数型 の 解離曲線 をも っ て い る と い うの が我 々 の 予想で あ る 。 そ うする とリ ン 酸化

型は RBD 類似の 挙動 を示 してお り、Ras に対 する親和性は低 い か もしれ ない 。
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　不活性型 の Raf1は 閉状態

で あ り、Ras・GTP に よ っ て

構造変化 を誘発 され て 開状

態 1 とし て RasGTP に結合

す る。その 後 、RBD と CRD

の 間で 開状態 2 へ の 構造変

化が起 こ る。開状態全体 と し

て RasGT （D ）P へ の 親和性 は

高 く結合時間は長 い
。 結合 中

　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 ec　6
に未知の リ ン 酸化酵素（X ）に

よ っ て リン 酸化状態とな り、

Ras！Raf1 の 情　 濁 モ デル

　図 6 に我 々 の 考えて い る Ras！Raf1 の 情報伝達モ デル を示 す。 こ の モ デル はまだ予備 的な もの

で あるこ とをお断 りしてお く。

　　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 細胞膜

RasGDP　RasGTP

，

（

RasG丁（D）P　　RasGT（0）P　リン 酸 ｛匕酵 素X　RasGTP

痴
レ

　 　　Rafl の 活 性 化 サ イ ク ル モ デ ル

R，C，　oat は そ れ ぞれ RBD，　CRO，　catalytiG 　domainを、　 Pは リ ン 酸化 を示 す 。

実瞭 に は Raf1の リ ン 酸 傷 部 位 は 多 数 存 在 する 。

膜か ら解離す る。X は細胞膜に存在する と考え られて い る が、構造変化 を見分ける の で あれば可

溶性で あ っ て も良い
。 膜に来ればなん で も リン 酸化する とい うよ りも、構造 をきちん と見分け る

方が反応制御の 精度は上がる だろ う。RasGTP は 閉状態か ら開状態 1 へ の 構造変化 を加速す る

こ とに よ っ て 、Raf1 と X の 相互作用を制御 して い るこ とにな る。　 RBD ・CRD は開状態 1 ，
2 に

擬態して い る と考 えられ る。

　Raf1 の リン 酸化状態は活性化型 で あ り、MEK な どの 標的分子 を リン酸化する 。 リン 酸化状

態 と RasGT （D ）P の 親和性は低 く、解離は 速 い 。こ れ は、リン 酸化 状態が閉状態 の 活 性化 に対 す

る拮抗阻害を行 う可 能性 を低 くしてお り、細胞全体で の Raf1 の 活性化効率 を上 げるた め に合 目

的的で ある。RBD は リン酸化状態に擬態 して い る。脱 リン 酸化 され た Raf1 は 閉状態に 戻る。

　全体 として 、Raf1 は 、閉→ 開 1→ 開 2 → リン 酸化 → （閉）と い うサイ クル を回 っ て い るこ とに

な り、RasGTP と Raf1 の 結合解離平衡 の 調節 とい う従来 の ？モ デル とは全 く異なっ て い る。サ

イク ル を回す エ ネル ギー
は Ras の GTP 加水分解も し くは Raf1 の リ ン酸化に と もな う ATP の

加水分解 、 あるい はその 両者か ら供給 され ると考え られ る 。 サイ ク ル を回す だ けな ら開状態が 2

種存在する必然性は ない の で
、
Ras へ の 結合 に よる ス イ ッ チ の 他に、構造変化が も う

一
つ の ス イ

ッ チ と して 、間違 っ た リン酸化 を防ぐために機能 して い る の か もしれない 。

　以上まだ想像の 段階を出ない が、Ras，　Rafl の 多状態性 を利用 した情報伝 達の 制御機構 が見 え

始め て い る の で は な い か と思 う。今後様 々 な検証実験が必 要で あ る。
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Rasの 動的多型性

　図 2 に示 した Raf1 の 局所的集積 、図 4 の 膜滞在時間 と図 6 の モ デル を合わせ て み る と、EGF

刺激数十分後には 、Ras −GTP は Raf1集積部位 に多 く局在 し、外側はほ とん ど GDP 型 で あるよ

うに 思わ れ る。 し か し、実際はそ ん なに単純で は な い か も しれ な い
。 た とえば Raf1 刺激 30 分

後 、 長い 結合はすで に集積部位 に しか見 られない が（図 4 ）、集積部位の 外側 で も Rafl の 密度 は

刺激前よ り依然 と して 上昇 して い る 。 これ は 、外側がすべ て Ras−GDP だ として も、　 Ras −GDP

に対 し て 、 リ ン酸化状態の Raf1 が閉状態 よ りも大きな親和性 を持 っ て い る とすれ ば定性的に は

説明 で き る の だ が、もっ と危 うい （魅力的な）仮説 もある。

・ 準數撒 瓢
｝
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説）を唱え て い る 。 彼 ら は さらに 、Ras ・GTP が 異な っ た構 造を利 dynqmic　　糖

1翻黛 繋騰 縷 藷噌罷》
が秒 オ ーダーで 遷移す る複数 の 状態を持 っ て い る ら し い こ とは 、

1 分子計測 か らも示唆され て い る 。

　Ras・GTP に多型性 が あ り、各 々 が Raf1 と異な っ た相互 作用 を

する とすれ ば、どうで あろ うか。た とえ ば Rafl の 濃縮部位 には あ

　　
扁
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… …… 

↑
…
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囲 7　 Rasの 勤的 多型性仮読

る構造 の Ras ・GTP が （理 由は分 か らない が）局在 し て い て 、そ の 構造に対 し て は 図 6 の よ うな相

互 作用 が起 こるが 、 外側 の Ras・GTP は違 う構 造で 、
　 Rafl（閉状態）は こ の 構造 に結合 はす るが 、

開状態 1か ら 2 へ の 構造変化が抑制 され、その ために RBD と同様の 速度で解離す る とい う可能

性が考え られ る 。 こ の 場合 Ras −GTP の 多型性 が反応 の 空間制御 に使われて い る こ とにな る 。

　 い ずれにせ よ、 どうして Ras・GTP な り、特定 の 準安 定構造 の Ras−GTP な りが 、細胞膜 の あ

る部位に局在 して くるか とい う問題 がある の だが、全 く未解決 で ある。

　Ras の 活性 は 共 に EGF で 活 性化 され る GEF と GAP で 正 ・負 に調節 されて い るが 、　 EGF 受

容体の 多くは EGF 結合後数分の 時定数 で 細胞に 取 り込 まれて 分解 されて しま う。 数十分 も Ras

の 活性 化が 続 く理 由は 明 らか で ない 。最近 Sos が、　GTP ！GDP 交換に使 うの とは別の 相 互作用面

で Ras ・GTP と結合す る と GEF 活性が上 昇する とい う説が発表 され た 。 反対に Raf1 の 下流

（MAPK ）か ら Sos へ の お そ らく大域的な不活性化 経路 もある。　Ras の 拡散運動範囲は制 限 されて

い る。 うまい モ デル が あるだ ろ うか ？
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