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研究成果の概要（和文）：赤芽球の脱核の際リソソームと異なる多数の小胞が認められ、EHBP1L1KOマウスと野
生型マウスの赤血球細胞膜の間で異なる蛋白質を同定した。EHBP1L1結合蛋白の候補分子同定を同定した。
SNAP23結合分子としてVAMP8,syntaxin1Bを同定し、SNAP23, VAMP8, syntaxin1B KD全てでcadherinの細胞表面へ
の輸送が低下した。live imagingにより、VAMP8とcadherinが同じ小胞で輸送されることを示した。新規のRab11
結合蛋白RELCHを同定しRELCHはOSBPと結合してコレステロールをTGNへと輸送することを示した。

研究成果の概要（英文）：We identified many vacuoles distinct from lysosomes in enucleating 
erythroblasts. Different sets of proteins were identified between EHBP1L1 KO and WT RBC membranes by
 massspec. We identified candidate binding proteins for EHBP1L1.VAMP8, syntaxin1B were found to be 
binding proteins for SNAP23 and their knockdown perturbed the transport of N-cadherin to the plasma 
membrane of neural progenitor cells. By live imaging, we showed that VAMP8 and N-cadherin were 
co-migrated in cell processes. We identified novel Rab11 binding protein, RELCH. RELCH binds OSBP 
and Rab11-RELCH-OSBP complex localized between the recycling endosomes and the trans Golgi network 
(TGN) and plays a role in cholesterol transport from the recycling endosomes to the TGN. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞極性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで知られていなかった赤芽球の脱核における膜輸送の分子機構を明らかにしつつある。これは異なる細胞
で普遍的な極性輸送に分子機構があることを示唆する。また効率的に赤血球を作製できれば貧血の治療に役立つ
可能性がある。SNAP23のKOマウスで大脳小脳の低形成が生じたため、SNAP23が脳の疾患の原因遺伝子に関係する
可能性が示された。またcadherinの細胞膜への輸送経路の解明に寄与出来た。未知の点が多いコレステロール輸
送にRab11やその結合分子RELCH, OSBPが関与する結果を得ることが出来た。コレステロールの輸送異常は様々な
疾患を生じるため、その治療等に寄与する可能性もある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
上皮細胞は、apical 面、basolateral 面という細胞極性を持つ。細胞極性は組織の正常な発生
や、分泌等の機能に必須であり、その異常は様々な疾患を生じる。細胞極性の形成、維持には、
合成された分泌蛋白や膜蛋白がトランスゴルジネットワーク（TGN）等で輸送小胞に分配・濃縮
後、apical・basolateral 面へ輸送される。この方向性を持つ輸送を極性輸送と呼び、様々な蛋
白の関与が知られている。 
今日まで極性輸送の研究は、主に培養細胞株に対し、目的分子の過剰発現や siRNA 等による発現
低下を用いて行われてきた (EMBO J. 23, 4166；JCB 163, 339 等)。しかしこの手法では (1) 
組織や個体での機能が解明できない (2) siRNA では目的分子を完全には無くせない上、目的分
子以外に影響を及ぼす可能性がある、などの限界がある。そのため我々は他に先駆けて、様々の
極性輸送関連蛋白の遺伝子欠損 (KO) マウスを作成した 
前頁に記したような KO マウスの解析結果より、我々は apical 面への輸送が組織やその中の細
胞に対して以下のような影響を及ぼすことを見出した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では更に、細胞の apical 面への輸送に関わる既知の蛋白 (syntaxin3, SNAP23 Rab11 等) 
やその結合蛋白(EHBP1L1, Rab11BP) を欠損したマウスの作製と解析等を通じて 
（１）apical 面への輸送が組織、個体でどのような役割を果たすのか？ 
（２）apical 面への輸送の分子機構はどうなっているのか？ 
という問いに対する答えを見出す。 
 
３．研究の方法 
 
研究１～３の３つを並行して行った。 
（研究１）Rab8 結合蛋白 EHBP1L1 に関する研究（研究分担者森脇を中心に行った） 
EHBP1L1 の KO マウスでは赤血球の脱核に異常が生じ非常に重篤な貧血を呈した。そこで脱核過
程における EHBP1L1 の機能を解析する。更に EHBP1L1 の結合分子を検索し、apical 面への小胞
への積み荷の選別・出芽機構について詳細な解析を行った（下記①～③）。 
①光顕・電顕レベルでの免疫染色による EHBP1L1 の赤血球等の細胞内局在の解明  
②KO マウスと野生型マウスの赤血球の細胞膜の精製と iTRAQ 法による蛋白の組成の比較 
③赤血球、上皮細胞等を用いた EHBP1L1 結合蛋白の同定：上皮で候補分子同定済。 
 
（研究２）apical 輸送に必須な SNARE に関する研究（研究分担者國井を中心に行った） 
syntaxin3, SNAP23 は共に小胞と apical 細胞膜の融合に必要な SNARE 分子である。我々は 
小腸特異的 syntaxin3 KO マウス：小腸上皮細胞の増殖亢進 
神経特異的 SNAP23 KO マウス：大脳皮質や小脳の顕著な低形成 
という表現型を見出したため、下記の研究を行った。 
(1) syntaxin3 KO による細胞増殖亢進の分子機構や癌との関連 
①KO と野生型の小腸で mRNA の種類と発現量を RNAseq や microarray によって比較：KO マウス
でどのようなシグナル伝達系が亢進するか？：同定済。 
②小腸上皮細胞の初代培養で in vivo の現象が再現可能か検証：再現可能なら、初代培養系を
用いた過剰発現や shRNA, CRISPR による遺伝子解析が可能：検証中。 
(2) SNAP23 は神経幹細胞同士の、脳室に面した（apical 面に相当する）部位の adherens junction, 
tight junction 形成への関与が示唆されたため、細胞接着因子を輸送する小胞と細胞膜との融
合に関与するという仮説を立ててその検証を行った（下記）。 
①SNAP23 と結合する小胞に局在する v-SNARE 分子を同定し、その v-SNARE 分子を減少させ、
SNAP23 KO マウス同様の表現型を示すか検証：候補分子同定済。 
②神経幹細胞で SNAP23 等を枯渇し細胞接着因子（cadherin, occludin 等）の細胞表面量の定量
および細胞接着因子の細胞内輸送の live imaging による観察：進行中。 
 
（研究３）新規の Rab11 結合蛋白に関する研究（研究分担者吉村を中心に行った） 
我々は Rab8 に加え、Rab11 も apical 面への輸送に重要なことを示した。その分子機構を解明す
るため新規の Rab11 結合蛋白 Rab11BP を同定した。その機能の解析を行った（下記①②）。 
①GST-pulldown 法等によって Rab11BP の結合蛋白の同定：既に 1つ同定済。 
②Rab11BP の結合蛋白の機能解明：現在解析中。 
 
 



 
４．研究成果 
 
（研究１）Rab8 結合蛋白 EHBP1L1 に関する研究（研究分担者森脇を中心に行った） 
①光顕・電顕レベルでの免疫染色による EHBP1L1 の赤血球等の細胞内局在の解明  
 赤芽球が脱核する際、赤血球になる領域には多数の小胞が認められ、それらは lysosome とは
異なることが判明した。 
 
②KO マウスと野生型マウスの赤血球の細胞膜の精製と蛋白の組成の比較 
 精製した細胞膜をマススペクトル法により KO マウスと野生型マウスの間で異なる蛋白質を複
数同定できたため、それらが本当に KO と野生型で量が異なるかどうか、WBで比較する予定であ
る。 
 
③赤血球、上皮細胞等を用いた EHBP1L1 結合蛋白の同定：上皮で候補分子同定済みだが、その分
子が直接上皮極性に関与する知見がないため、更にその候補分子の結合分子を探索中である、 
 
（研究２）apical 輸送に必須な SNARE に関する研究（研究分担者國井を中心に行った） 
syntaxin3, SNAP23 は共に小胞と apical 細胞膜の融合に必要な SNARE 分子である。我々は 
小腸特異的 syntaxin3 KO マウス：小腸上皮細胞の増殖亢進 
神経特異的 SNAP23 KO マウス：大脳皮質や小脳の顕著な低形成 
という表現型を見出したため、下記の研究を行った。 
 
(1) syntaxin3 KO による細胞増殖亢進の分子機構や癌との関連 
①KO と野生型の小腸で mRNA の種類と発現量を RNAseq や microarray によって比較：KO マウス
でどのようなシグナル伝達系が亢進するか？：同定済。 
 
②小腸上皮細胞の初代培養で in vivo の現象が再現可能か検証：syntaxin3 については、初代
培養で apical 面のマーカーが細胞内に蓄積することを確認できたため再現可能なことを示すこ
とが出来た。 
 
(2) SNAP23 は神経幹細胞同士の、脳室に面した部位（apical 面）の adherens junction, tight 
junction 形成への関与が示唆されたため、細胞接着因子を輸送する小胞と細胞膜との融合に関
与するという仮説を立ててその検証を行った（下記）。 
①SNAP23 と結合する小胞に局在する v-SNARE 分子を同定し、その v-SNARE 分子を減少させ、
SNAP23 KO マウス同様の表現型を示すか検証：VAMP8 を同定し、その KDで SNAP23 KD と同じ表
現型を示すことが出来た。 
②神経幹細胞で SNAP23 等を枯渇し細胞接着因子（cadherin, occludin 等）の細胞表面量の定量
および細胞接着因子の細胞内輸送の live imaging による観察：SNAP23, VAMP8, syntaxin1B KD
で cadherin の細胞表面への局在量が低下することを示すことが出来た。また live imaging に
より、VAMP8 と cadherin が同じ小胞構造に乗って輸送されることを示すことが出来た。 
 
（研究３）新規の Rab11 結合蛋白に関する研究（研究分担者吉村を中心に行った） 
我々は Rab8 に加え、Rab11 も apical 面への輸送に重要なことを示した。その分子機構を解明す
るため新規の Rab11 結合蛋白 Rab11BP である RELCH (KIAA1468) を同定し機能解析を行った（下
記①②）。 
①GST-pulldown 法等によって RELCH の結合蛋白として OSBP を同定した。 
②Rab11BP の結合蛋白の機能解明：OSBP は TGN に局在し、コレステロール輸送に関与することが
知られている。本研究によって、外部から取り込まれたコレステロールがリソソームからリサイ
クリングエンドソームに輸送された後、Rab11-RELCH-OSBP の複合体が、TGN へとコレステロール
を輸送することが判明した。これらの結果をまとめて Journal of Cell Biology に発表した。 
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