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研究成果の概要（和文）： 

 Ｇ蛋白質は細胞内のシグナル伝達系で重要な分子スイッチとして機能し、これまでに多くの
ファミリーが同定されてきた。しかし、近年のゲノムプロジェクトの進展から、機能未知のＧ
蛋白質も数多く存在することが明らかとなった。本特定領域「Ｇ蛋白質シグナル」研究では、
従来の刺激依存性 GDP-GTP 交換によるコンホメーション転換型とは異なる GTP 結合待機型、ま
た、既知のＧドメインに加えて別の機能領域も有するマルチ・ドメイン型の新奇なＧ蛋白質に
ついて解析を進め、それらがリソソームの形成・成熟に、また、繊毛の形成やリサイクリング
エンドソームの動態に重要な役割を果たすことを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

G proteins, which cycle between the two different GTP- and GDP-bound conformations, play 
important roles as a “molecular switch” in many intracellular signaling pathways.  The G protein 
families include the translation factors, the trimeric G proteins, and the small GTPases.  Although the 
small GTPases are involved in the regulation of cell growth/differentiation, vesicle trafficking, and cell 
shape/adhesion, there are still many other GTPases, of which functions are unknown.  In the Scientific 
Research on Priority Areas “G-protein signal”, we investigated novel GTPases exhibiting unique 
biochemical and/or structural properties different from typical small GTPases and found that the atypical 
G proteins play important roles in lysosome biogenesis, cilia formation, and recycling-endosome 
dynamics.  Thus, our findings contributed much toward an understanding of the novel functions of G 
proteins.   
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１．研究開始当初の背景 

 Ｇ蛋白質は、上流からの刺激に応答して
GDP の結合した不活性型から GTP の結合した
活性型へとそのコンホメーションを転換し、
下流へとシグナルを伝達するスイッチ分子
である。これまでに、三量体Ｇ蛋白質、Ras、
Rab、Rho/Rac、Arf、Ran などの低分子量Ｇ蛋
白質、翻訳因子群が同定され、それらは受容
体から細胞内へのシグナル伝達器として、ま
た細胞の分化・増殖、小胞輸送、接着・形態
形成、核内輸送、さらに翻訳制御等の多彩な
細胞機能に介在することが明らかにされて
きた。しかしながら、既存のサブファミリー
には属さない機能未知のＧ蛋白質も数多く
残されている。ゲノムプロジェクトの成果を
活用してユニークな新規Ｇ蛋白質を単離・同
定し、その機能を解析することは、新しいＧ
蛋白質シグナル伝達系の解明、さらにはＧ蛋
白質の多様性と特異性の理解に貢献する。さ
らに、Ｇ蛋白質の異常は癌をはじめとする
様々な疾病の原因となることも知られてい
る。新規分子を含めたＧ蛋白質の包括的な解
析は治療薬の新たな開発にも貢献すること
から、Ｇ蛋白質の新たな生理的役割の拡大に
向けて研究の進展が望まれていた。 
 
２．研究の目的 

 本特定領域研究では、細胞膜受容体と共役
する三量体Ｇ蛋白質及び翻訳終結と mRNA の
動態を制御する eRF3 ファミリーについての
これまでの研究実績を踏まえて、最近当研究
室で独自に同定したアティピカルな新規Ｇ
蛋白質群が介在するシグナル伝達系と生理
機能を解明し、Ｇ蛋白質シグナルに関わる新
しい概念化を目指した。 
 Arf/Arl ファミリーに分類され、多細胞生
物以降に存在する Arl8 は、進化的に最も保
存性の高いＧ蛋白質の一つである（ヒトと線
虫でのアミノ酸配列の相同性は 84%）。さらに、
Arl8 はＮ末端及びＣ末端への脂質修飾部位
を欠き、その細胞内局在がリソソームに限定
される点でユニークなＧ蛋白質である。
Di-Ras (Distinct subgroup of Ras-family 
GTPase)は、Ras と一次構造上の相同性を有す
るが、細胞内において主に GTP が結合した活
性型で存在するといった点でアティピカル
である。Di-Ras は、Ras ファミリーに属する
既存のメンバーとは異なり、Raf-MAPK 系や
PI3K 系を標的とはせず、さらにその発現が神
経組織に限定される点でユニークなＧ蛋白
質である。 
 低分子量Ｇ蛋白質の多くは分子量 20〜30 
kDaであるが、当研究室で同定したRab45は、

Ｃ末端に存在する Rab 相同領域（Rab ドメイ
ン）に加えて Ca2+結合 EF-hand ドメインとコ
イルドコイルモチーフを有し、構造上アティ
ピカルな約 85 kDa のＧ蛋白質である。さら
に、Arf/Arl ファミリーに属する Arl13b は、
そのＮ末端に存在する Arf/Arl相同領域に加
えてＣ末端にコイルドコイルと Proに富む領
域を有し、動物細胞の繊毛に限局して存在す
るアティピカルな性状のＧ蛋白質である。 
 これらユニークな性状と組織・細胞内局在
を示すアティピカルなＧ蛋白質群、すなわち、
「従来の刺激依存性 GDP-GTP交換によるコン
ホメーション転換型とは異なる GTP結合待機
型Ｇ蛋白質」や「Ｇドメインに加えて別の機
能領域も有するマルチ・ドメイン型のＧ蛋白
質」は、既存のものとは異なる生理機能への
関与が示唆されるものの、介在するシグナル
伝達系及びその制御様式は全く不明である。
これまでの三量体Ｇ蛋白質及び eRF3 ファミ
リーに関わる研究実績が示すように、アティ
ピカルなＧ蛋白質を対象とする本研究の進
展によって、Ｇ蛋白質の生理的役割が拡大し、
独創的で特色のあるシグナル伝達機構の解
明が期待できる。 
 
３．研究の方法 

 細胞レベルでのアティピカルなＧ蛋白質
群の生理的役割については、主に RNAi を用
いた培養細胞での発現抑制や、野生型及び部
位欠失変異型Ｇ蛋白質の過剰発現から機能
解析を進めた。また、Ｇ蛋白質と相互作用す
る分子群（活性制御因子やエフェクター等）
については、酵母の Two-hybrid 系やＧ蛋白
質への特異抗体を用いた免疫沈降法の実験
から候補分子を探索し、活性制御の機構を解
析した。さらに、Ｇ蛋白質のリコンビナント
体を発現・精製して生化学的な解析にも供し
た。 
 個体レベルでの機能解明に向けては、モデ
ル生物線虫での欠失変異体の作出や Feeding 
RNAi ライブラリーを用いたノックダウン実
験から、表現型の解析を進めた（特に、高等
動物細胞では複数の遺伝子が存在するＧ蛋
白質の解析において、線虫での単一遺伝子の
変異体解析は、有用な手段となった）。得ら
れた表現型と類似する既知変異体がある場
合には、それらとの遺伝学的上流・下流関係
を解析し、シグナル伝達経路での位置付けを
同定した。さらに、機能解析が進んだＧ蛋白
質については、高等動物個体での役割の解明
に向けて、ノックアウトマウスの作出にも着
手した。 
 



４．研究成果 

(1) Arf/Arl ファミリーに属する Arl8 

 線虫を用いて、低分子量Ｇ蛋白質 Arl8 の
欠失変異体（以下 arl-8 変異体）が、これま
で報告されたことのない特徴的なリソソー
ム・後期エンドソームの形成異常を示すこと
を見出し、Arl8 がリソソームと後期エンドソ
ームの融合過程に介在することを見出した。 
 a) 線虫体腔部に存在するマクロファージ
様細胞 coelomocyte において、Arl8 は主にリ
ソソーム膜に局在した。b) arl-8 変異体
coelomocyte の初期エンドソームの形態はほ
ぼ正常であったが、後期エンドソーム及びリ
ソソームは小型化し、それらの数が増加して
いた。c) 飲作用によって coelomocyte 内に
取り込まれた物質は、野生型において、初期
エンドソーム・後期エンドソームを経てリソ
ソームへと輸送されたが、arl-8 変異体では
リソソームへは到達しなかった。d) 単離
coelomocyte の初代培養系を用いたタイムラ
プスイメージングの実験系を構築し、細胞内
輸送を検討した結果、野生型の coelomocyte
ではエンドサイトーシスされた物質を含む
後期エンドソームがリソソームと融合する
様子が頻繁に観察された。しかし、arl-8 変
異体ではそのような融合がほとんど観察さ
れなかった。e) ヒト mucolipin-1 ホモログ
である線虫 cup-5 の欠失変異体では、後期エ
ンドソームとリソソームのハイブリッドオ
ルガネラからリソソームの再形成能が低下
しており、巨大化したハイブリッドオルガネ
ラが形成される。これに対して cup-5; arl-8
二重変異体では、巨大ハイブリッドオルガネ
ラの形成が抑制され、arl-8 単独変異体と同
様に多数の小型化した後期エンドソーム及
びリソソームが存在した。すなわち、arl-8
は遺伝学的に cup-5より上流で機能すると考
えられた。 

 

図１ 線虫 coelomocyte のリソソーム成熟経路に
介在する ARL-8 Mol. Biol. Cell (2010, in press) 

 以上の結果から、線虫 coelomocyte におい
て Arl8 は、後期エンドソームとリソソーム
の融合過程を促進する機能をもつことが明
らかにされた（図１）。なお、哺乳動物には a
と b の２種の Arl8 が存在するが、既にそれ
らのノックアウトマウスの作出を終え、現在
それらの表現型解析に着手している。 

(2) Ras ファミリーに属する Di-Ras 

 細胞内において、その多くが主に GTP（活
性）型で待機しているというアティピカルな
Di-Ras は、ヒトを含む高等動物において脳組
織に特異的に発現しているという点でもユ
ニークな低分子量Ｇ蛋白質である。Di-Ras の
エフェクタードメインの一次配列は、既存の
Ras ファミリーのメンバーとは異なっており、
Ｇ蛋白質の新しい役割が期待される。 
 a) Di-Ras の相同因子である線虫 drn-1 の
機能を欠失させた変異体解析から、運動神経
からのアセチルコリン放出が減少している
表現型を見出した。b) さらに、神経ペプチ
ドの放出に関与する因子との二重欠失変異
体を用いた解析から、drn-1 変異体における
表現型は、神経ペプチドシグナルの低下に起
因すると考えられた。c) 神経ペプチド放出
への関与が期待される Di-Ras2 は、マウス胎
生期の脳では殆ど検出されないが、出生後に
脳の発達時期と共にその発現量が顕著に上
昇することを見出した。d) 神経芽腫 Neuro2A
細胞に Di-Ras を過剰発現させると、他の Ras
では見られない分岐した神経突起が伸長す
ることから、神経に特異的な Di-Ras の機能
が期待される。 
 なお、Di-Ras ノックアウトマウスに関して
は、現在 Di-Ras1 キメラマウスの作出まで進
んでいる。 

(3) Rab ファミリーに属する Rab45 

 Rab45 は、C末端の Rab ドメインに加えて、
Ca2+結合 EF-hand ドメイン及びコイルドコイ
ルモチーフをもつアティピカルな約 85 kDa
のＧ蛋白質である。 
 a) HeLa 細胞において、Rab45 は主にリサ
イクリングエンドソームに局在した。Rab45
の過剰発現によってトランスフェリン受容
体や Rab11陽性小胞が核近傍へ集積すること
から、リサイクリングエンドソームの動態制
御に関与するＧ蛋白質であることが期待さ
れた。b) さらに、乳癌由来の上皮細胞 MCF-7
での内在性 Rab45 の免疫染色から、Rab45 は
上皮細胞が脱極性化した時に形成される細
胞 内 小 器 官 の VAC （ Vacuolar Apical 
Compartment）に局在することが明らかにさ
れた（図２上段）。c) Rab45 以外のＧ蛋白質
がVACに局在するかを検討したが、既知のRab
ファミリーに属するＧ蛋白質は VACに局在し
なかった。d) VAC の形成率は、野生型及び活
性型 Rab45の強制発現により顕著に増加した



が、不活性型 Rab45 や他の Rab メンバーの発
現によっては影響を受けなかった（図２下
段）。 
 以上より、GTP 結合型 Rab45 が特異的に VAC
の形成に関与することが明らかにされた。e) 
Rab45 による VAC 形成の制御機構を解析する
ために、Rab45 の各ドメイン欠失変異体を発
現させて VAC 形成率を測定した。その結果、
Rab45 は、Rab ドメインの活性化に加え、コ
イルドコイルモチーフ及び EF-handドメイン
を協調的に働かせることにより、VAC 形成を
促進することが見出された。 

 

 

図２ 上皮細胞の VAC 様構造に局在化する Rab45
（上段）：野生型及び活性型 Rab45 の強制発現によ
って VAC 形成率が顕著に増加する（下段）、MUC1:
アピカル膜,VAC マーカー［未発表データ］ 
 
 上皮 MDCK 細胞を低 Ca2+環境下で培養する
と、VAC 様構造形成の促進も観察されており、
Rab45 がその EF-hand ドメインを用いて細胞
内 Ca2+濃度を感知し、VAC 様構造やリサイク
リングエンドソームの動態を制御する可能
性が考えられる。 

(4) Arf/Arl ファミリーに属する Arl13b  

 Ｎ末端側の Arf/Arl 相同領域に加えて、Ｃ
末端側にコイルドコイルと Proに富む領域を
有するアティピカルなＧ蛋白質 Arl13b は、
哺乳動物細胞の繊毛に限局して存在する。最
近、順遺伝学的手法を用いたスクリーニング
から、その欠失により繊毛の形態や機能に異
常を生じることが、さらにヒトにおいても、
Arl13bの変異が繊毛性疾患であるJoubert症
候群を引き起こすことが報告された。一般に、
Arf/Arl ファミリーのＧ蛋白質は主に小胞輸
送を制御することが知られており、Arl13b も
関連した機能を有することが期待された。 
 a) 哺乳動物細胞を用いた解析から、
Arl13b はＮ末端側へのパルミトイル化修飾

によって繊毛の膜に繋留されることを見出
した（図３）。b) また、線虫を用いた解析か
ら、Arl13b の欠失によって繊毛が短縮し、繊
毛内に異常な膜構造が出現すること、繊毛内
物質輸送システム(IFT)に影響を及ぼすこと、
さらに、IFT により輸送される繊毛内膜蛋白
質の局在が異常となることを見出した。 
 

 
図３ Arl13b の繊毛への局在（上段）：パルミト
イル化されない変異体は繊毛に局在化しない（下
段） J. Cell Biol. 188: 953-969, 2010 
 
 これらの結果から、繊毛膜において Arl13b
が IFTによる膜蛋白質の輸送を直接あるいは
間接的に制御し、繊毛の形態維持に重要な役
割を果たすことが示された。これらの輸送系
の破綻が Joubert症候群の原因となっている
可能性が考えられた。 
 また、Arf/Arl ファミリーに属するＧ蛋白
質 Arl6 の変異も、繊毛の形成不全をもたら
す Bardet-Biedle症候群の原因遺伝子産物と
して報告されている。そこで、この患者で同
定された変異Ｇ蛋白質の生化学的解析を進
めた。c) その結果、グアニンヌクレオチド
に対する結合親和性の減少から Arl6 が不安
定化され、プロテアソームによって分解され
ることを見出した。すなわち、Arl6 変異によ
る Bardet-Biedle 症候群は、Ｇ蛋白質の発現
量の低下によることが解明された。 
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