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研究成果の概要（和文）：Rabファミリータンパク質の一つRab2のER-Golgi intermediate compartment (ERGIC)
局在化メカニズム解明を目指し、細胞膜を透過性にしたセミインタクト細胞系を用いて、GFP標識Rab2リコンビ
ナントタンパク質のERGICターゲティング再構成系を構築した。既知あるいは新規Rab2結合タンパク質群に対し
本再構成系を用いて検証した結果、Rab2局在化制御因子を２つ同定した。これらの因子は一つは細胞質、もう一
つは膜近傍でRab2と結合することがわかり、Rab2ターゲティングを協調的に制御することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Rab2, a member of small GTPase protein family, specifically targeted to 
ER-Golgi intermediate compartment (ERGIC). To reveal its regulatory mechanism, we reconstituted the 
targeting of GFP-tagged Rab2 recombinant protein to ERGIC in semi-intact HeLa cells, the plasma 
membrane of which was permeabilized with streptococcal pore forming toxin, streptolysin O. The 
targeting assay using the inhibitory antibodies revealed the involvement of two proteins, X and Y 
(the names of the proteins can not be open to the public since the paper relating to the results is 
now under submission), in the Rab2 targeting among the Rab2-interacting proteins. X was found 
interacting with Rab2 in cytoplasm and functioned for retaining the GTP-bound form of Rab2, while Y 
was bound to Rab2 near ERGIC membrane. These results suggested that Rab2 targeting to ERGIC was 
sequentially regulated by interacting with two distinct proteins.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 再構成　オルガネラ　タンパク質局在　Rab2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セミインタクト細胞アッセイは細胞内構造の維持が必要不可欠なタンパク質の局在化研究に適した細胞側ツール
であると言える。本研究で構築するアッセイは汎用性が高く、蛋白質の局在化と機能相関が重要である細胞生物
学分野において学術的に意義がある。また、本申請研究で注目するRab2は、小胞輸送だけでなく、シグナル伝
達、インスリン分泌・分解制御、オートファジーなどの細胞機能にも関与する。他にも自閉症スペクトラム障害
や精神分裂病でRab2A点変異が報告されるなどRab2の生理機能の重要性はますます注目されており、その局在化
機構解明はこれらの生命現象にも深く関わる重要なテーマである。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞内にあるタンパク質は、各タンパク質に適した場所に局在することでその機能を最大

限に発揮することができる。不適切な場所に配されたタンパク質は、相互作用すべきタンパ

ク質・脂質・糖などと会合できず、適切な修飾などを受け得ない。よって、タンパク質の適

切な局在化はすべてのタンパク質の機能に共通に関係する重要な生物学的課題である。タ

ンパク質の局在化機構については、そのタンパク質自身が持つ局在化シグナル配列につい

て盛んに研究されてきた。その一方で、アミノ酸配列に依存せず、エフェクター因子と相互

作用し特定の場所に集積する機構も存在する。本研究で対象とする small GTPase ファミ

リーの一つ Rabタンパク質は後者の例の一つである。 

 Rabファミリーは主に小胞輸送に関与する約 60種類のタンパク質からなる巨大なファミ

リーの一つであり、GTP結合ドメインと脂質修飾配列を共通に持つ。それぞれの Rabタン

パク質はそのホモロジーの高さに関わらず異なるオルガネラに局在し、リクルートされた

オルガネラでの小胞輸送過程などに機能する。Rab タンパク質の脂質修飾が膜へのリクル

ート・繋留に必要であることが報告されているが、それぞれの Rab タンパク質のオルガネ

ラ特異性のメカニズムは各タンパク質のアミノ酸配列上にはなく、むしろ結合するエフェ

クターに依存すると考えられている。 

 本申請研究で注目する Rab2 は、ER-Golgi intermediate compartment(ERGIC)に局在

し、COPI小胞依存的輸送に関与する Rabファミリータンパク質の一つである。Rab2は近

年小胞輸送以外の細胞機能にも関与することが報告されている。Luoらは Rab2AがMKP3

ホスファターゼによる Erk1/2 の不活性化を阻害することで Erk シグナル伝達を活性化す

ること、Rab2発現が乳がんにおける致死率と高い相関にあることを報告している（Luo et 

al., Cell Rep., 2015）。また、我々は 2014年に、インスリン分泌細胞MIN6細胞において

Rab2はインスリン分泌と分解の制御スイッチであることを見出した（Sugawara et al., Sci. 

Rep., 2014）。他にも自閉症スペクトラム障害や精神分裂病における Rab2A点変異（Takata 

et al., Neuron, 2016）が報告されるなど Rab2の生理機能における重要性の高まりと相ま

って、Rab2の ERGICでのターゲティング・局在化機構解明はこれらの生命現象にも深く

関わる重要な学術的テーマと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、Rab ファミリータンパク質の一つ Rab2 の ER-Golgi intermediate 

compartment (ERGIC)局在化メカニズムを明らかにすることを目的とする。そのために、

形質膜を透過性にしたセミインタクト細胞系を用いて、Rab2タンパク質の ERGICターゲ

ティングを再構成する。さらに、Rab2結合タンパク質を抽出し、その中から Rab2局在化

に関与する因子を、構築した ERGICターゲティングアッセイを基に同定する。さらに、セ

ミインタクト細胞・生細胞アッセイの両方のアプローチで、Rab2 局在化因子および Rab2

の ERGIC局在化の生物学的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

セミインタクト細胞とは、連鎖球菌毒素であるストレプトリシン O を形質膜に作用させる

ことにより、形質膜を部分的に透過性にした細胞のことである(図１)。ここに新たに外部よ

り分画した細胞質を添加し、細胞質に依存的な細胞内のイベントを再構成し、その中で生起

する生命現象を生物物理学的、生化学的に解析できる。申請者は今までに 20種類を超える

細胞アッセイ系を構築し、その成果を多くの査読付き国際誌に発表してきた(JCS 2009, 



Genes to Cells 2005, 2005, MBC2004, 2000, JCB 2000など)。セミインタクト細胞では形

質膜が特異的に穿孔されているため、細胞

内にあるオルガネラや細胞骨格の形態や

配置はほぼインタクトに保たれているこ

とが大きな特徴である。2015 年には、今

回対象とする Rab2 と同じ Rab ファミリ

ーに属するRab6のゴルジ体ターゲティン

グアッセイを構築し、Rab6 のゴルジ体局

在に必要な因子として BICD2を同定した

（Matsuto et al., BBA, 2016）。本申請研究

はまさにこのアッセイを基盤とし、応用した

ものである。具体的な研究項目は以下の通りである。 

（１）Rab2の ERGICターゲティングアッセイの構築：GFP標識 Rab2リコンビナントタ

ンパク質（GFP-Rab2）を細胞質や ATP再生系とともにセミインタクト HeLa細胞に添加

しインキュベーションする。GFP-Rab2タンパク質の局在化を可視化し、ERGICターゲテ

ィングアッセイを構築する。（２）Rab2の ERGICターゲティング局在化因子の抽出：ター

ゲティングに必要な因子として Rab2結合タンパク質に着目する。既存の Rab2結合タンパ

ク質だけでなく、質量分析により新規 GST-Rab2 結合タンパク質を同定し、候補タンパク

質とする。（３）Rab2の ERGICターゲティング局在化因子の同定：候補タンパク質を生化

学的に除去・機能阻害した細胞質を用いた ERGICターゲティングアッセイ並びに RNAiな

どの生細胞アッセイにより、ERGICターゲティングに関わる Rab2結合タンパク質を同定

する。（４）Rab2の ERGICターゲティングと細胞機能の関連の解明：Rab2と同定された

局在制御因子との相互作用について検証する。さらに局在制御因子に関して Rab2が関わる

細胞機能を検定することで、Rab2の ERGICターゲティングの生理的意義を明らかにする。 

 
４．研究成果 

研究項目に沿って、成果を記載する。 

（１）Rab2の ERGICターゲティングアッセイの構築： 

大腸菌発現系を用いて Rab2リコンビナントタンパク質を精製し、連鎖球菌毒素ストレプト

リジン O 処理により形質膜に穴をあけたセミインタクト HeLa 細胞に添加することで

ERGICターゲティングアッセイを構築した。まずGFP標識Rab2タンパク質（GFP-Rab2）

を、キチン結合ドメインタンパク質とインテインの融合タンパク質として大腸菌に発現さ

せ、キチンカラムへ吸着させたのち、インテインの自己切断能を利用してタグから遊離させ

精製した。これによりタグのターゲティングへの影響を排除し、かつ GFP標識タンパク質

であるためその細胞内局在を抗体による染色なしで検出することが可能になった。精製し

た GFP-Rab2をセミインタクト HeLa細胞へ添加すると、細胞質非存在下でも ERGICに

局在し、細胞質は局在化を促進するものの必須ではないことがわかった。また GFP-Rab2

の ERGICターゲティングの時間依存性、GFP-Rab2の濃度依存性を検証し、ターゲティン

グアッセイとして最適な条件を決定した。 

（２）Rab2の ERGICターゲティング局在化因子の抽出 : 

Rab2の ERGICターゲティングは細胞質非依存的であったため、ターゲティング制御因子

はセミインタクト細胞内にあることが予想された。そこで、セミインタクト細胞のライセー

図１ セミインタクト細胞を用いた 
      Rab2ターゲティングアッセイ 
 



トからGFPあるいはGFP-Rab2に結合するタンパク質を免疫沈降法により回収した。SDS-

PAGE 後 Ruby 染色を行い、GFP-Rab2 存在下で特異的に検出されるバンドを切り出し、

質量分析を行った。その結果、２つの新規 Rab2結合タンパク質が同定されたが、Rab2と

の強い結合が検出されない、細胞内局在が ERGICではなくミトコンドリアである、などの

結果が得られたため、Rab2ターゲティング制御因子である可能性が低いと考えられた。 

（３）Rab2の ERGICターゲティング局在化因子の同定： 

本課題で構築したセミインタクト細胞を用いた GFP-Rab2 タンパク質の ERGIC ターゲテ

ィングアッセイを用いて、既知の Rab2結合タンパク質の関与を検証した。その結果、Rab2

結合タンパク質 X と Y（発表前であるため、名前を伏せる）に対する抗体をセミインタク

ト細胞に添加したところ、GFP-Rab2の ERGICターゲティングが減少した。さらに、Xあ

るいは Yの RNAiによる発現抑制を行ったところ、内在性 Rab2の ERGIC局在が Xでは

弱いながらも有意に、Y は顕著に減少させることがわかった。これらの結果は、X と Y は

それぞれ Rab2の ERGICターゲティングの異なる過程を制御する可能性を示唆する。 

（４）Rab2の ERGICターゲティングと細胞機能の関連の解明： 

X と Y の局在に着目したところ、X はほとんどが細胞質と若干 ERGIC 膜近傍に濃縮して

おり、Yはシスゴルジ体膜（ほとんど ERGIC膜と光学顕微鏡レベルでは同一に見えるゴル

ジ体膜領域）にあった。近接ライゲーションアッセイ（Proximity Ligation Assay）による

Rab2と Xおよび Rab2と Yの細胞内での近さを調べたところ、Xは細胞質で、Yは ERGIC

膜近傍で Rab2 に近接することがわかった。さらに、近接する Rab2 と Y に起因する蛍光

シグナルは Xのノックダウンにより有意に少なくなることが明らかになった。よって、Yは

Rab2の膜へ強固に結合させ、Rab2と Xとの細胞質結合はその過程を促進するというモデ

ルが考えられる。先行研究から Rab2の小胞輸送、ERストレス依存的細胞死、オートファ

ジーなどへの関与が示されていることから、現在これらのタンパク質群およびタンパク質

間相互作用の当該生命現象への影響を検証し、それらの結果をまとめて論文化の準備をし

ている。 
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