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研究成果の概要（和文）：我々は独自の研究から、破骨細胞の分化過程で増大する遺伝子Rab44を発見した。本
研究では、Rab44の機能を特に免疫系細胞について明らかにした。まず分子メカニズムとして、Rab44欠損はリソ
ソームからのカルシウム流入を増大させる事を見出した。次に組織分布を調べると、Rab44は骨髄細胞に高レベ
ルで発現し、他の組織では低いレベルで発現することが分かった。さらにRab44遺伝子欠損マウスを作製し、ア
ナフィラキシー反応を惹起すると同マウスは野生型マウスに比べ、アナフィラキシー症状が半分程度減少するこ
とが分かった。これらの結果から、Rab44はアレルギー反応を調節することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Our previous study identified the gene Rab44, which is increased during 
osteoclast differentiation. In this study, the function of Rab44 especially in immune cells was 
elucidated. First, as a molecular mechanism, we found that Rab44 deficiency increases calcium influx
 from lysosomes. Subsequent examination of tissue distribution revealed that Rab44 was expressed at 
high levels in bone marrow cells and at low levels in other tissues. Furthermore, we generated 
Rab44-deficient mice, and we compared wild and Rab44-defieint mice when anaphylactic reaction was 
induced. As a result, the anaphylactic reactions of Rab44-defieint mice were reduced by about half 
compared with wild-type mice. These results indicate that Rab44 regulates allergic reaction.

研究分野： 歯科薬理学

キーワード： Rab44　免疫系細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が作製したRab44欠損マウスを用いた結果では、Rab44はマスト細胞の脱顆粒とIgEを介したアナフィラキシ
ーを調節することが明らかとなった。従って、Rab44を抑制すれば、アナフィラキシー反応、さらには種々のア
レルギー反応が抑制される可能性が示唆される。Rab44は酵素分子であることから、Rab44の抑制薬を開発すれ
ば、抗アレルギー薬として用いる可能性が考えられる。さらにRab44欠損マウスを持ちいた病態解析を今後行っ
ていけば、Rab44の生体での役割が明らかにできる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）破骨細胞での新規 Rab44 遺伝子の発見 
破骨細胞は骨を分解する多核細胞であり、骨吸収時には“分泌リソソーム”を骨面に放出する。
分泌リソソームはミネラルを溶解するプロトンや有機質成分を分解するタンパク質分解酵素が
含まれる。我々は破骨細胞におけるリソソーム機能を制御する新規遺伝子を同定するため、分化
条件の異なる破骨細胞で mRNA を抽出し、逆転写～DNA マイクロアレーを行なった。発現レベル
に差異のあった遺伝子を分類し、膜タンパク質群と膜輸送調節因子群に分けた。この方法で全く
論文報告されていない Rab44 遺伝子が同定できた。さらに詳細な解析で我々はこの Rab44 遺伝
子が破骨細胞の分化成熟化過程で発現レベルが増大することを見出した。Rab44 タンパクはヒト
で 1021 個のアミノ酸、マウスで 725 個のアミノ酸から構成される。一般的な Rab タンパクは 210
個前後であるので、Rab44 は大きいタンパク質である。Rab44 の構造的特徴はオルガネラの係留
に関与する Coild-coil ドメインと他のタンパク質と結合することができるプロリンリッチドメ
イン（PRD）を持つことである。さらにヒト Rab44 にはカルシウム結合領域である EF ハンドモチ
ーフが存在するのに対して、マウスでは欠落している。一般的に Rab タンパク質は小胞輸送や膜
輸送を調節することが知られている。Rab タンパク質は GTP が結合した活性化型と GDP が結合し
た不活性化型をサイクルとした分子スイッチとして機能する。それぞれの分子が特定のオルガ
ネラに局在してエフェクターと呼ばれる特異的な結合分子を膜上にリクルートすることでそれ
ぞれのオルガネラの機能に必要な分子を供給する。 
 
（２）破骨細胞における Rab44 遺伝子ノックダウン及び過剰発現による解析 
Rab44 遺伝子をマクロファージから破骨細胞に分化する間、siRNA でノックダウンして TRAP 染
色を行なった。Rab44 ノックダウン破骨細胞は細胞同士の融合が活発になっており、巨大化・多
核化した。さらに Rab44 ノックダウン破骨細胞は殆どのマーカー遺伝子は発現レベルが上昇し
ていたことなどから Rab44 が欠損すると破骨細胞が活性化することが明らかとなった。Rab44 遺
伝子を過剰発現させたマクロファージ系 RAW-D 細胞に RANKL 刺激を行って、破骨細胞分化させ
ると、単核細胞に留まる細胞が多く、破骨細胞分化が抑制されていた。この知見は Rab44 遺伝子
ノックダウンと逆になっていた。 
 
２．研究の目的 
破骨細胞のみならず免疫細胞であるマクロファージ及びマスト細胞における新規分子 Rab44 の
機能を明らかにするために、これらの細胞での siRNA によるノックダウンとベクター導入によ
る過剰発現細胞を用いた解析を行った。さらに Rab44 遺伝子欠損マウスの作製を行って、野生型
マウスと欠損マウスの比較解析により個体レベルでマウスでの骨組織・骨代謝の変化、アレルギ
ー疾患モデルマウスでの Rab44 の機能の解析を行った。本研究により、これまで全く解析されて
いなかった新規分子 Rab44 のマクロファージ及びマスト細胞における分子メカニズムの解明と
個体レベルでの病態の解明が行った。 
 
３．研究の方法 
（１）カルシウムオシレーション測定 
マウスのマクロファージ系 Raw-D 細胞について、RANKL で 24 時間刺激した後、RANKL の存在下
で、コントロール siRNA または Rab44 特異的 siRNA を 24 時間トランスフェクトした。その後、
共焦点レーザー走査顕微鏡を用いて、Fluo 4-AM および Fura Red AM を用いてカルシウムオシレ
ーションを測定した。 
 
（２）Rab44 遺伝子欠損マウスの作製 
Rab44 遺伝子の生体内での機能を探るべく遺伝子欠損マウスを作製し、解析を試みた。作製は理
化学研究所生体ゲノム工学研究チームに協力を依頼し、CRISPR/Cas9 による迅速な作製方法で実
行した。受精卵に注入した sgRNA/Cas9 が標的遺伝子の両方のアレルを切断すると変異マウスが
得られた。 
 
（３）マウスでのアナフィラキシー反応 
野生型および Rab44 欠損マウスに抗 DNP マウス IgE 抗体を投与し、24時間後に DNPHSA の静脈内
投与の静脈内注射することによりアナフィラキシーを惹起した。抗原を投与後、直腸デジタル温
度計を使用して、体温を 5分ごとに 30 分間測定した。 
 
４． 研究成果 
（１）Rab44 欠損はリソソームからのカルシウム流入を増大させる 
リソソームの重要な機能の１つとして、細胞内カルシウムの貯留機能がある。リソソーム機能が
異常になれば、カルシウム流入機構に変化が生じ、それに続く様々な細胞内シグナル伝達機構が
異常になることが知られている。リソソームに存在するカルシウムチャネル TRAPML1 のアゴニ
スト ML-SA1 で刺激すると Rab44 ﾉｯｸﾀﾞｳﾝマクロファージでコントロールに比べて大きなカルシ
ウム流入が認められた。この結果よりマクロファージに Rab44 遺伝子が欠損すると 
①リソソーム性のカルシウムオシレーションが増大すること（図１）、 



②初期エンドソームが濃縮化すること、 
③カルシウム依存性転写因子の NFATc1 の量が増大することが分かった。 
従って、Rab44 はリソソームからのカルシウム流入を調節している事が明らかとなった（図２）
この様に、Rab44 欠損が破骨細胞の活性化に繋がる分子メカニズムが解明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1: カルシウムオシレーションの変化    

 
 
（２）Rab44 は骨髄細胞に高レベルで発現し、他の組織では低いレベルで発現する 
Rab44 は骨髄で強く発現し、免疫関連組織ではわずかに発現することが明らかとなった。具体的
には mRNA レベルでは、Rab44 は骨髄で高度に発現し、精巣上体、肺、皮膚、脾臓、胸腺、卵巣、
子宮、および肝臓でわずかに発現した。 Rab44 の発現は、胃、小腸、大腸、心臓、腎臓、大脳、
小脳、膵臓ではほとんど検出されなかった。Rab44 タンパク質の発現を調べるために、ウエスタ
ンブロッティングを行った。骨髄中の Rab44 タンパク質は、分子量が約 75 kDa と 100 kDa の 2
つの形態として検出された。しかしながら、脾臓および胸腺からの Rab44 タンパク質は、約 150 
kDa の分子量を有することが検出された。これらのバンドは、Rab44 ノックアウトマウスの骨髄
または他の組織では検出されなかったため、これらのバンドが Rab44 特異的であることを確さ
れた。 
 
（３）Rab44 欠損マウスはアナフィラキシー反応が減弱する 
マスト細胞はアナフィラキシーとアレルギーを惹起する細胞であり、自然免疫や獲得免疫に関
与する免疫応答を調節する。マスト細胞のエキソサイトーシスを調節する分子メカニズムにつ
いては、まだ詳細には明らかにされていない。そのため、Rab44 欠損マウスを用いてマスト細胞 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果から、Rab44 はマスト細胞の脱顆粒とマウスの IgE を介したアナフィラキシーを調
節することが明らかとなりました。今後は Rab44 を標的とした治療薬への応用や、同マウスを持
ちいた病態解析などが期待される。 
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図 2:Rab44 が欠損するとリソソームからの 

カルシウム流入が増大する 
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図 3: Rab44 欠損マウスはアナフィラキシー反応

が減弱する 

の脱顆粒とそれに伴うアナフィラ
キシー反応におけるRab44の役割に
ついて解析を行った。 
Rab44 は、マスト細胞で最も高い発
現レベルを示し、スプライシングバ
リアントとして2つのアイソフォー
ムで発現することを見出した。さら
に Rab44 欠損マウスを作製すると、
同マウスは野生型マウスに比べ、ア
ナフィラキシー症状が半分程度減
少を示した （図３）。同様に Rab44
ノックアウトマウス由来の骨髄マ
スト細胞は FcεRI を介したヒスタ
ミンとβ-ヘキソサミニダーゼ分泌
が野生型細胞に比べて有意に減少
していた。 
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