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研究成果の概要（和文）：小胞体で合成された可溶性の分泌蛋白質や膜蛋白質は、輸送小胞に積み込まれ、ゴル
ジ体経由で細胞膜へと輸送される。小胞体から積み荷を含む小胞が出芽する際には、可溶性蛋白質と膜蛋白質は
同じ輸送小胞に選別されており、ゴルジ体からの出芽の際にも同様な仕組みが用いられると広く考えられてい
る。しかし、ゴルジ体から出芽する可溶性蛋白質と膜蛋白質の小胞が本当に同一であるかは明らかではなく、そ
れらの選別・輸送の仕組みについては不明な点が多かった。本研究では、Rab6やその結合分子が可溶性蛋白質の
分泌に重要な役割を果たすことを明らかにし、ゴルジ体における可溶性蛋白質の選別・輸送機構の一端を解明す
ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In the secretory pathway, soluble secretory proteins and membrane proteins 
are packed into small vesicles, which are transported from the endoplasmic reticulum (ER), to the 
Golgi apparatus, and eventually to the plasma membrane. In general, soluble secretory proteins and 
membrane proteins are packed into the “same transport vesicles” in the ER, and a similar mechanism
 is thought to be used when both proteins are sorted into transport vesicles even in the Golgi, 
although their sorting and transport mechanisms are poorly understood.  In this study, we found that
 Rab6 plays an important role in secretion of soluble secretory proteins.  In Rab6-knockout cells, 
secretion of soluble secretory proteins to the culture medium was generally impaired, whereas 
transport of transmembrane proteins to the plasma membrane was only mildly affected. Based on our 
findings, we suggest that soluble secretory proteins and transmembrane proteins are mostly 
segregated into different post-Golgi vesicles.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、可溶性蛋白質と膜蛋白質は必ずしも同じ輸送小胞に選別されるのではなく、少なくともRab6
非存在下では、両者が異なる小胞に選別されている可能性が極めて高いことが明らかになった。今後、Rab6に依
存しない膜蛋白質の輸送の詳細な仕組みが明らかになれば、教科書の記載変更にもつながるものと期待される。
　また、我々の体を構成する細胞は、コラーゲンなど生理学的に重要な様々な可溶性蛋白質を細胞外へと放出し
ている。本研究により明らかになったRab6とその結合分子を介する分泌の詳細な分子基盤が明らかになれば、将
来的には、薬剤スクリーニング等による人為的な分泌制御にも発展する可能性を秘めている。

※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 
 分泌経路とは、小胞体で合成された可溶性の分泌蛋白質（以下、可溶性蛋白質と略）や膜蛋白
質を輸送小胞に包み込み、ゴルジ体経由で細胞膜へと輸送する代表的な小胞輸送（膜輸送）の経
路である。一般的に、小胞体から積み荷を含む小胞が出芽する際には、可溶性蛋白質と膜蛋白質
は同じ輸送小胞に選別されており、ゴルジ体からの出芽の際にも同様な仕組みが用いられると
広く考えられている。しかし、ゴルジ体から出芽する可溶性蛋白質の小胞と膜蛋白質の小胞が完
全に一致しているかは、実はこれまで実験的には証明されていなかった。 
 この分泌経路を含む様々な膜輸送の経路の制御には、酵母からヒトを含む高等多細胞生物に
至るまで、進化的に保存された一群の蛋白質の関与が知られている。中でも、低分子量 G 蛋白
質・Rab ファミリーは膜輸送の制御において、中心的な役割を担うと考えられている。これまで
幾つかの Rab の分泌経路への関与が報告されているものの、可溶性蛋白質と膜蛋白質の輸送の
違いに着目した研究は行われておらず、Rab によるこれら二種類の蛋白質の選別・輸送の制御機
構は明らかでは無かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、イヌ腎臓上皮細胞由来の MDCK 細胞を用いて、哺乳類に共通して存在する 58
種類全ての Rab のノックアウト（KO）細胞株あるいは条件付き KO 細胞株を樹立し、これらの KO
細胞株の網羅的な機能解析を通して、分泌経路における可溶性蛋白質と膜蛋白質の選別・輸送機
構の違いを明らかにすることを目指した。また、樹立した Rab の KO 細胞株の機能解析も進め、
Rab の新たな機能解明にも取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
(1)哺乳類に共通して存在する 58 種類の Rab を対象に、CRISPR/Cas9 のゲノム編集技術を用いて
MDCK 細胞で KO 細胞株を樹立した。尚、同等の機能を有すると考えられるパラログの Rab（例え
ば、Rab6Aと Rab6B等）については全て同時に KO を行った（以下、Rab6 KO と記載）。また、細
胞の生存・増殖に必須の Rab1及び Rab5 については、通常の手法では KO 細胞株が得られないた
め、オーキシン-デグロン法を組み合わせることで、条件付き KO 細胞株を樹立した。 
 
(2)分泌経路を可視化し、時空間的に解析するため、可溶性蛋白質のモデルとしてシグナル配列
（ss）を付加した成熟時間の短い super-folder GFP [ss-sfGFP]）と膜蛋白質のモデルとして ss-
sfGFP-TM（C末端側に膜貫通領域を結合）を作製した。また、分泌経路に沿った輸送を同調化す
るため、薬剤によりオリゴマー化を人為的に制御できる FM4 ドメインをモデル分子に挿入した
（例えば、ss-sfGFP-FM4）。この FM4を持つモデル分子は、定常状態では小胞体に蓄積するが、
薬剤添加によりオリゴマー化を解除すると、分泌経路に沿った輸送が同調的に開始される。これ
らのモデル分子を KO 細胞株に導入し、分泌経路への影響を検討した。 
 
(3)分泌経路に影響の見られた Rab-KO 細胞株については、適切に輸送されなかったモデル分子
が細胞内のどこに蓄積しているのかを、各種オルガネラマーカーとの共免疫染色により検討し
た。 
 
(4)得られた候補 Rab については、Rab による分泌経路の制御基盤を明らかにするため、共に働
くエフェクター（結合）分子の探索を行った。具体的には、Rab エフェクター候補分子の KO 細
胞株を樹立し、候補 Rab の KO と表現型が同じになるものを探索した。 
 
４．研究成果 
(1)樹立した Rab の KO 細胞株とモデル分泌蛋白質・膜蛋白質を用いて網羅的な機能解析を行い、
Rab6 を欠損すると、膜蛋白質の細胞膜局在にはほとんど影響はみられないが（細胞膜への輸送
の遅延：図１右）、可溶性蛋白質の分泌のみが著しく低下していることを見出した（図１左）。 
 
図１ Rab6 欠損（KO）細胞における可
溶性蛋白質の分泌阻害 
（左）野生型（コントロール）と Rab6
欠損細胞におけるモデル可溶性蛋白
質の相対的分泌量を示す。 
（右）野生型（コントロール）と Rab6
欠損細胞におけるモデル膜蛋白質の
相対的分泌量を示す。 
*, p < 0.05; ***, p < 0.001 



 

 

このため、Rab6の KO 細胞では細胞外マトリックスの成分がほとんど側底膜側に分泌されておら
ず、上皮組織の機能に重要な基底膜が形成できないことを突き止めた（文献①）。 
 
(2)Rab6がどのような仕組みでゴルジ体での可溶性蛋白質の輸送・選別を制御するかを明らかに
するため、候補と考えられる 5種類の Rab6 エフェタクー（結合）分子の KO 細胞株を樹立した。
これらの KO 細胞株を用いて、Rab6 欠損と同じ症状（可溶性蛋白質の分泌不全とリソソームへの
蓄積、及び基底膜形成不全）を示すものがないか解析を行った。その結果、VPS52の KO でのみ、
可溶性蛋白質の分泌不全とリソソームへの蓄積が再現されたが、基底膜の形成には影響が無か
った。すなわち、Rab6 は VPS52 と共に可溶性蛋白質の分泌制御を行うが、基底膜形成において
は、別の未知のエフェクター分子と結合して機能する可能性が示唆された（図２）（文献②）。 

 

 
図２ VPS52 欠損（KO）細胞における可溶性蛋白質の
分泌阻害 
 野生型（コントロール）、Rab6 欠損、Rab6 エフェ
クター欠損細胞におけるモデル可溶性蛋白質の相
対的分泌量を示す。5 種類の Rab6 エフェクター候
補のうち、VPS52 欠損細胞でのみ、Rab6 欠損細胞と
同じく、可溶性蛋白質の分泌量の低下が観察された。 
*, p < 0.05; **, p < 0.01 
 
(3)膜蛋白質のモデル分子を発現する KO 細胞株を用いて、膜蛋白質の分泌経路を制御する新た
な Rab の探索も行い、ゴルジ体から細胞膜への輸送に関わる新たな Rab の同定にも成功した。こ
の分子を欠損する MDCK 細胞では、細胞膜に輸送されなかったモデル膜蛋白質が細胞内にドット
状に蓄積することが明らかになった。従って、可溶性蛋白質と膜蛋白質の選別・輸送は、二種類
の Rab により制御される可能性が強く示唆された。 
 
(4)Rab1 の条件付き KO 細胞株を用いた分泌経路の解析から、Rab1 が可溶性蛋白質と膜蛋白質の
小胞体からゴルジ体への輸送に必須であることを明らかにした。また、Rab1 が初期エンドソー
ム等の細胞内局在（特に細胞辺縁部への輸送）に重要な役割を果たすという予想外の知見を得る
ことができた（文献③）。また、樹立した Rab の KO 細胞株のコレクションを用いて、国際共同研
究等を実施し、シリア形成やエンドサイトーシス経路における Rab の新たな機能解明にも成功
した（文献④〜⑥）。 
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