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研究成果の概要（和文）：　Rab10に結合する機能未知のタンパク質を酵母ツーハイブリッド法を用いて同定し
た。当該分子はトランスゴルジネットワーク(TGN)及びリサイクリングエンドソーム(RE)に局在した。またRab10
のKO細胞にPI4Kの阻害剤を処理すると、TGNおよびRE膜からの離脱が認められた。このことより当該分子はRab10
およびPI(4)P, あるいはPI(4,5)P2, PI(3,4,5)P3のいずれかに依存してTGN及びRE上に局在することが予想され
る。しかしながら当該分子をKDした結果、当該分子は上皮極性輸送に限定した機能ではなく、より普遍的な輸送
経路を制御する分子であることが分かった。

研究成果の概要（英文）： We identified a novel Rab10-binding protein with yeast two hybrid methods.
The Rab10-binding protein was localized on the trans-Golgi Network (TGN) and the recycling endosome 
(RE). Rab10-BP rapidly dissociated from TGN and RE membrane upon PI4K inhibitor, PAO treatment, 
suggesting that the association of Rab10-BP to the organelles were depend on either PI(4)P, PI(4,5)
P2, or PI(3,4,5)P3. Rab10-BP-KD revealed that the molecule function is not only for the polarized 
traffics. 

研究分野： 細胞生物学　生化学　

キーワード： Rab　membrane traffic

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回同定した分子は全く解析がされていないものであった。その機能の一旦を明らかにしたことは、研究コミュ
ニティーへの大きな貢献であると考えている。本研究は細胞内輸送のメカニズムの全貌を明らかにするという壮
大なプロジェクトのほんの一部分であるが、このような研究の積み重ねにより細胞とは、そして生命とは何かと
いう問いに答えることができるのである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Rab10 は細胞内のリサイクリングエンドソーム（RE）に局在し、トランスゴルジネットワ
ーク（TGN）から送られてきた輸送タンパク質を細胞膜や細胞外など適切な場所に選別する役
割が知られている。特に線虫やショウジョウバエにおいては上皮細胞において RE から側底面
方向の輸送に機能することが示唆されているが哺乳動物細胞ではその役割について不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では Rab10 の哺乳動物由来の上皮細胞での極性輸送への関与を明らかにし、他の
Rab10 類似分子（Rab8 や Rab13 など）との機能的差異を詳細に記述することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
⑴ Rab10 に結合する機能未知のタンパク質を、酵母ツーハイブリッド法を用いて同定した。 
⑵ 同定したタンパク質に対する抗体を作製し、その抗体を用いて間接蛍光抗体法を行った。 
⑶ 当該分子をノックダウンして、細胞内輸送および細胞極性形成・維持における役割を明らか
にした。 
  
４．研究成果 

 Rab10に結合する機能未知のタンパク質を酵母ツーハイブリッド法により同定した。まずその

分子に対する抗体を作製し、間接蛍光抗体法を行ったところ、TGN及びREに局在することを明

らかにした（図１）。またRab10以外の哺乳類のRabタンパク質(約60種類)について当該分子との

結合を酵母ツーハイブリッド法及びGSTプルダウンアッセイにより検証したところ、Rab10以外

の分子への結合は確認できなかった。このことから当該分子はRab10特異的な結合分子と考えら

れる。さらにRab10のノックアウト細胞にフォスフファチジルイノシトール-4リン酸キナーゼの

阻害剤であるPAOを処理すると、コン

トロールに比べて明らかなTGNおよび

RE膜からの離脱が認められた（図２）。 

このことより当該分子はRab10および

フォスフファチジルイノシトール

-(4)リン酸, あるいはフォスフファチ

ジルイノシトール-(4,5) 2リン酸、あ

るいはフォスフファチジルイノシト

ール-(3,4,5 )3リン酸のいずれかに依

存してTGN及びRE上に局在すること

が予想される。さらに当該分子に結合

するタンパク質の機能を明らかにす

るため、免疫共沈降反応により相互作

用する分子の同定を行い、数種類の有



力な候補を得ることができた。これら候補分子に対する抗体を作製し、さらにエピトープタグを

付加したcDNAを発現してそれぞれの細胞内局在を観察したところ、Rab10と同様にTGN及びRE

に局在することが確認された。さらにその遺伝子をノックダウンすると、一部分泌タンパク質や

膜タンパク質に輸送速度の低下が見られた。しかしながら、超端面方向および側底面方向への選

択性は確認されなかった。よってRab10の新規結合分子は上皮極性輸送に選択的に機能するする

分子ではなく、より普遍的な機能をTGN及びREで発揮することが分かった。今後は本研究を発

展させ、今回同定されたタンパク質分子の詳細な機能を明らかにしたい。 
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