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研究成果の概要（和文）：好中球は細菌を貪食し、サイトカインを分泌して生体防御の第一線で機能している。
我々は独自の研究から、破骨細胞の分化過程で増大する新規遺伝子Rab44を発見し、さらにRab44が好中球にも発
現していることを見出した。本研究では、好中球の前駆体細胞である骨髄細胞でのRab44の発現量と細胞内局在
について解析を行った。さらに骨髄細胞から分化する好中球、マクロファージ、樹状細胞などの代表的な免疫細
胞のRab44の発現量について比較解析した。

研究成果の概要（英文）：Neutrophils phagocytose bacteria, secrete cytokines, and function at the 
forefront of biological defense. From our own research, we discovered a novel gene, Rab44, that 
increases during osteoclast differentiation, and found that Rab44 is also expressed in neutrophils. 
In this study, we analyzed the expression levels and intracellular localization of Rab44 in bone 
marrow cells, which are precursor cells of neutrophils. Furthermore,we comparatively analyzed the 
expression levels of Rab44 in some immune cells such as neutrophils, macrophages, and dendritic 
cells that differentiate from bone marrow cells. 

研究分野： 口腔病原微生物学

キーワード： Rabタンパク質　好中球　歯周病

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は世界に先駆けて新規遺伝子Rab44を破骨細胞で同定したが、Rab44が好中球にも発現していた。Rab44が関
与する破骨細胞と好中球の機能が異常になれば、歯周病の感受性が変化することは容易に予測される。本研究で
は破骨細胞や好中球に特異的に発現しているRab44の役割について解析を進めた。本研究によるRab44の分子基盤
の解明は破骨細胞の骨吸収機構や好中球の分泌機構、貪食・殺菌機構の解明にとって有益な情報となるだけでな
く、新しい骨代謝治療薬あるいは歯周病治療薬への手掛かりになる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）リソソームに局在する新規遺伝子 Rab44 の発見  
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、分化前のマ

クロファージと破骨細胞との mRNA を抽出し、逆転写～DNA マイクロアレイ解析を行なった。そ
の結果、全く論文報告されていない Rab44 遺伝子を同定することができた。Rab44 遺伝子は破骨
細胞の分化成熟化過程で発現レベルが増大する。 
 
（２）Rab44 の特徴的構造 
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。
Rab44 遺伝子はヒトで 1021 個、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 個前後であることを考えると、Rab44 は大きいタンパク質であることが分かる。Rab44
の構造的特徴は、他の Rab タンパク質にはない、オルガネラの係留に関与する Coiled-coil ドメ
イン、他のタンパク質と結合に関わるプロリンリッチドメイン（PRD）、カルシウム結合領域であ
る EF ハンドモチーフを持つことである。これらのドメインの機能は未だわかっていない。 
 
２．研究の目的 
我々は Rab44 が好中球の前駆細胞である骨髄顆粒球前駆細胞や成熟した好中球にも発現して

いることを見出した。本研究は我々が初めて機能を見出した Rab44 について、破骨細胞だけでは
なく、好中球における新しい機能について明らかにすることを目的としている。我々は既に
Rab44 ノックダウン破骨細胞が巨大化・多核化し、マーカー遺伝子の発現レベルが上昇して、破
骨細胞が活性化することを見出した。Rab44 が好中球にも発現していることは、Rab44 が免疫応
答に深く関与することを示唆する。Rab44 は一般的な Rab1～43 のように低分子量タンパク質で
はなく、N末端にいくつかの機能ドメインを包含する独特の構造を有する。Rab44 は 1 つの分子
上に Ca2+センサードメインを持ち、独自で活性を制御している可能性がある 
好中球はアズール顆粒等を脱顆粒させることにより、サイトカインや炎症性メディエーター

を放出し、炎症性免疫応答を惹起する。また、好中球は主に生体内に侵入してきた細菌類を貪食・
殺菌を行うことで、感染を防ぐ役割を果たす。貪食された細菌類は、リソソームと融合してスー
パーオキサイドにより殺菌され、リソソーム性加水分解酵素により分解される。Rab44 が好中球
での膜輸送に関与するとすれば、Rab44 は好中球でのサイトカインや炎症性メディエーターの分
泌もしくは、細菌の貪食や殺菌の分子機構に関与していると予測される。 
 
３．研究の方法 
骨髄細胞、好中球、マクロファージの採取 

組織はマウス（C57BL/6）8 週齢から採取し、骨髄細胞はマウス脛骨、大腿骨より骨髄を採取し
使用した。初代培養としてマウス由来骨髄細胞を用い、マクロファージへの分化には M-CSF を、
樹状細胞への分化には GM-CSF を用いた。好中球は 4％チオグリコレートをマウスの腹腔内に注
射し、14 時間後に回収、2時間インキュベーションし、非接着細胞を好中球として使用した。解
析方法は定量性 real-time PCR(QPCR)法、Western blot 法、免疫組織化学染色法、蛍光免疫染色
法を行った。 
 
４．研究成果 
（１）骨髄細胞での Rab44 の発現量と細胞内局在 
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（図１）。

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、これらのバンドは Rab44 特異的である（図２）。 
骨髄におけるRab44陽性細胞をさらに詳しく解析するため、造血幹細胞マーカーであるCD117、

Sca-1 を用いて蛍光免疫染色を行ったところ、Rab44 の発現は CD117 陽性細胞と一致したが、Sca-
1 陽性細胞では検出できなかった。CD117 陽性かつ Sca-1 陽性細胞は骨髄顆粒球前駆細胞である
ことを示しており、顆粒球の前駆細胞、すなわち、好中球、好酸球、好塩基球、マスト細胞、単
球（マクロファージ）等の分化前の細胞に多く発現していることが明らかとなった。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１: （左）Rab44 の mRNA 発現量（Long form と Short form の総量）及び（右）Long form の
みの mRNA 発現量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：Rab44 のタンパク質発現量（ウエスタンブロッティング） 
 
（２）免疫系細胞での Rab44 発現量と機能 
次に、骨髄細胞から分化する好中球、マクロファージ、樹状細胞などの代表的な免疫細胞の

Rab44 の発現量を解析した（図３）。 RT-PCR 分析により、好中球の Rab44 発現量は骨髄細胞の約
10％であることが明らかになった。同様に、骨髄マクロファージの Rab44 発現量は約 10％であ
るが、樹状細胞の発現量は約 15％であった。従って、好中球、マクロファージ、樹状細胞の Rab44
のレベルは、骨髄細胞と比較して非常に低いことが分かった。現在、Rab44 ノックアウトマウス
を用いて種々の炎症誘導によって遊走される好中球数の差異について解析を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：Rab44 のｍRNA 発現量 
Bone marrow:骨髄細胞、BMMs:骨髄由来マクロファージ、NEUT:好中球、DCs：樹状細胞 
 
 
 
 
 

 

さらに骨髄細胞由来のマクロファージでの
Rab44 はリソソームに局在していた。具体的に
は Rab44 は顆粒状コンパートメントに局在し、
リソソームマーカーである LAMP1 と部分的に
共局在していた。しかし、初期エンドソームマ
ーカーである EEA1、ゴルジ体マーカーである
GM130、小胞体マーカーである KDEL とは共局在
しなかった。これに対して、以前の研究ではマ
ウス・マクロファージ RAW-D で過剰発現させる
と、Rab44 は主にゴルジ複合体とリソソームに
両方に局在していたので若干局在様式が異な
っていることが分かった。 
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