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研究成果の概要（和文）：　網羅的なプロテオーム解析により、繊毛小胞形成に介在することが知られている
Rab11と結合する候補タンパク質として新規GTP結合タンパク質Rab-like 3 (Rabl3)を見出し、Rab11とRabl3が結
合することを示した。また、ヒト網膜上皮由来RPE1細胞においてRabl3の細胞内局在を調べたところ、Rabl3が中
心小体に局在することを検出した。さらに、Rabl3の発現抑制は一次繊毛形成率の低下を引き起こすことを示し
た。

研究成果の概要（英文）：By comprehensive proteome screen, we identified novel small GTPase Rab-like 
3 (Rabl3) as a putative binding partner of Rab11 which is involved in ciliary vesicle formation. We 
showed that Rabl3 physically interacts with Rab11. We also found that Rabl3 localizes to centrioles 
by immunofluorescence analysis in RPE1 cells. Furthermore, we observed that Rabl3 depletion causes 
decrease of primary cilia formation in RPE1 cells. 

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 殆ど全ての哺乳動物細胞に存在する非運動

性繊毛（一次繊毛: Primary cilia）は、受容器
官（センサー）として機能し、光、化学、機

械刺激や Hedgehog, Wnt, PDGFなどのシグナ
ル分子を受容し細胞内へ伝達する。一次繊毛

の構造・機能異常は、繊毛性疾患と呼ばれる

多くの疾患を惹起し、その症状は嚢胞腎、網

膜変性、内臓逆位、無臭覚、呼吸異常、不妊

症、水頭症、肥満、糖尿病、高血圧、多指症

など多岐に渡る。分裂期（M期）の紡錘体形
成を担う中心小体(Centriole)は、細胞が細胞
周期を脱して G0期に入ると、細胞膜近傍へ
移動して基底小体(Basal body)と成り、そこか
ら細胞外方向へ微小管が伸展し一次繊毛が形

成される。 
	
 中心小体が基底小体となる過程の初期段階

に、繊毛小胞（Ciliary Vesicle）と呼ばれる膜
構造が形成されることが知られている。母中

心小体(Mother Centriole)の上部に接着して形
成される繊毛小胞は、伸長する中心小体微小

管を囲んで膨張し、最終的には一次繊毛の外

膜（繊毛膜: Ciliary Membrane）を形成すると
考えられている。繊毛小胞形成過程において

は、低分子量 Gタンパク質 Rab11により活
性化されたグアニンヌクレオチド交換因子

(GEF) Rabin8が低分子量 Gタンパク質 Rab8
を GTP型に変換し、活性化した Rab8がエフ
ェクターである Sec15を介して繊毛小胞形成
を促進するというモデルが想定されている。

一方、申請者らは繊毛性疾患原因タンパク質

である Talpid3, Cep290が Rab8の中心小体局
在、及び繊毛小胞形成に必要であることを以

前に示している。 
 
２．研究の目的 
	
 Rab11-Rabin8-Rab8-Sec15経路(以下、Rabカ
スケード)と Talpid3, Cep290 がどのように有
機的に相互作用して繊毛小胞形成を制御する

のか、またこれらの分子群と協調して働くタ

ンパク質が存在するか、については不明なま

まである。そこで本研究では、細胞生物学的、

生化学的手法を用いてこれらの問いを検証し、

哺乳動物細胞における繊毛小胞形成に介在す

る分子メカニズムを解明することを目的とす

る。 
 
３．研究の方法 
	
 HEK293T 細胞を用いた過剰発現系により、
上記のタンパク質と相互作用する分子を探索

した。タンパク質間相互作用は、免疫沈降法、

及び大腸菌から精製したリコンビナントタン

パク質を用いた in vitro結合実験で調べた。各
タンパク質の細胞内局在や動態については、

免疫染色法で調べた。 
	
 

４．研究成果	
 

	
 網羅的なタンパク質相互作用解析から

Rab11と結合する候補タンパク質として、新
規低分子量 GTP結合タンパク質 Rab-like 3 
(Rabl3)を同定した。 
(1) Rabl3は Rab11と結合する 
	
 Rabl3と Rab11の結合を調べるために、
Flagタグを付加した Rabl3と GFPを付加し
た Rab11を HEK293T細胞に発現させ、抗
Flag抗体、または抗 GFPを用いて免疫沈降
実験を行った。その結果、どちらの抗体を用

いて沈降した場合においても Flag-Rabl3と
GFP-Rab11の共沈降が観察された。次に、大
腸菌発現系を用いて精製したリコンビナント

タンパク質 Rabl3、Rab11を用いて結合実験
を行ったところ、両者の共沈降が観察され

た。これらの結果から、Rabl3と Rab11は相
互作用することが示唆された。 

(2) Rabl3は中心小体に局在する 
	
 Rabl3の細胞内局在を免疫染色法で調べ
た。その結果、ヒト網膜上皮由来 RPE1細胞
において Rabl3が中心小体に局在することが
わかった。また、一次繊毛形成時においても

その局在に変化は見られなかった。 
(3) Rabl3は一次繊毛形成の初期段階に必要で
ある 
	
 RPE1細胞において Rabl3の発現抑制が一
次繊毛形成に影響するか調べたところ、一次

繊毛形成率の低下が観察された。次に、

Rabl3が一次繊毛形成のどの段階に寄与する
かを調べるために、一次繊毛形成時に中心小

体から乖離することが知られている CP110の
動態を調べた。その結果、Rabl3発現抑制細
胞では CP110 が中心小体から乖離せずに留
まっていることがわかった。これらの結果か

ら、Rabl3は一次繊毛形成の初期段階に必要



であることが示唆された。 

(4) まとめ 
	
 以上の結果から、哺乳動物細胞において、

Rabl3は中心小体において Rab11と相互作用
し、一次繊毛形成の初期段階に寄与すること

が示唆された。今後は、Rabl3のノックアウ
ト細胞を樹立し解析を行う予定である。 
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