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研究成果の概要（和文）：1.Rab44結合タンパク質の同定：Rab44過剰発現細胞を用いて、結合候補分子を2つ同
定した。また、Rab44の野生型、EFハンドモチーフ欠損型はダイニンとも結合することも明らかになった。
2.Rab44のカルシウム感受性の解析：カルシウムイオノフォアであるML-SA1刺激による野生型、恒常的活性型、
恒常的不活性型のRab44の局在の変化は観察されなかった。EFハンドモチーフ欠損型でもRab44の局在に変化はな
かった。
3.Rab44遺伝子欠損マウスの作製および骨組織・骨代謝解析：マイクロCT解析の結果、Rab44遺伝子欠損マウスで
は海綿骨の骨梁に変化が現れる傾向が認められた。

研究成果の概要（英文）：1. Identification of Rab44 binding protein: Two binding candidate molecules 
were identified using Rab44 overexpressed cells. It was also revealed that the wild type of Rab44 
and the EF hand motif deletion type also bind to dynein.
2. Analysis of calcium sensitivity of Rab44: No change was observed in the localization of 
wild-type, constitutively active or dominant negative Rab44 by ML-SA1 stimulation of calcium 
ionophore. The localization of Rab44 was not changed even in the EF hand motif deletion type.
3. Preparation of Rab44 knockout mice and analysis of bone tissue and bone metabolism: As a result 
of micro-CT analysis, changes in the trabecular bone  were observed in Rab44 knockout mice.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
破骨細胞は骨の吸収を行う細胞で、骨表面へリソソーム酵素やプロトンを放出するといった極性を持った小胞輸
送を行う。この独特な極性小胞輸送に関する研究は、分化調節因子やシグナルの研究に焦点が当てられてきたた
め、あまり進んでいない。Rab44はこの小胞輸送を司る遺伝子であり、これまでに破骨細胞分化を制御すること
を明らかにしてきた。さらにRab44がどのような分子と相互作用するのか、またRab44が個体レベルで骨組織に影
響を及ぼすことを明らかにした。小胞輸送関連因子の分子レベルでの機能解明と個体レベルでの骨形成、吸収に
対する影響を明らかにすることは、骨疾患治療への新しい切り口となることが期待される。

※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 
研究代表者らはこれまでに破骨細胞の分化成熟過程に関与する遺伝子群の解析を行い、その過
程で Rab44 遺伝子を新規に発見した（引用文献①）。破骨細胞は骨分解を担う多核細胞であり、
骨表面に向けてリソソーム酵素やプロトンを放出するといった極性を持った小胞輸送を行う。
破骨細胞に特異的な極性輸送に関する研究は、分化調節因子やシグナルに焦点が当てられてい
ることから、現在までのところあまり進
んではいない。 
研究業績１より、Rab44 をノックダウン
すると破骨細胞の巨大化・多核化（図 1）
および破骨細胞マーカー遺伝子群の発現
レベル上昇などが観察され、Rab44 が欠
損すると破骨細胞分化が活性化し、過剰
発現で分化が抑制されることが明らかに
なった。しかしながら、なぜ Rab44 ノッ
クダウンによって破骨細胞が巨大化・多
核化するのか、その分子メカニズムは明ら
かではない。 
 
２．研究の目的 
この研究では、まず in vitro 解析として Rab44 と結合するタンパク質を同定する。結合する
タンパク質が既知のものであれば、極性小胞輸送が破骨細胞分化をどのようなメカニズムで制
御しているのかが明らかになる。次に、in vivo 解析として同遺伝子ノックアウトマウスを用い
て骨格形成と骨組織の解析を行う。このことによって Rab44 が制御する極性小胞輸送が個体レ
ベルの骨形成・吸収に及ぼす影響が解明でき、骨疾患治療や予防研究のための基礎的なデータの
蓄積が期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１）Rab44 結合タンパク質の同定 
 Rab44 タンパク質に結合するエフェクタータンパク質を同定し、その機能を解明する。 
破骨細胞内在性のタンパク質について免疫沈降法、質量分析法を用いて結合候補分子を同定す
る。次に Rab44 過剰発現細胞を用いて Rab44 プルダウンアッセイを行い、結合タンパク質を質量
分析法により同定する。同様に恒常的活性型、恒常的不活性型の Rab44 を発現させた細胞で実験
を行い、結合タンパク質の差異を検証する。 
 
（２）Rab44 のカルシウム感受性の解析 
Rab44 遺伝子はヒトではカルシウム結合領域である EF ハンドモチーフを持つがマウスでは欠損
している。したがって、ヒト遺伝子型とマウス遺伝子型でカルシウム感受性の違いを検討する。
また恒常的活性型、恒常的不活性型も用いカルシウムイオノフォアによるリソソーム酵素分泌
量の変化を比較し、カルシウムを介した Rab44 の機能を明らかにする。 
 
（３）Rab44 遺伝子欠損マウスの作製および骨組織・骨代謝解析 
Rab44 遺伝子欠損マウスを作製し、個体レベルでの解析を行う。Rab44 遺伝子欠損の胎生期マウ
スあるいは生後数日のマウスの透明骨格標本を作製し、マウス個体レベルでの硬骨形成程度の
比較を行う。さらに成長したマウスに対しては大腿骨、椎骨などの X 線解析を行い、固定後脱灰
パラフィン切片や非脱灰樹脂切片を作製し、HE 染色、TRAP 染色を行い、骨形成を比較する。ま
た非脱灰樹脂標本を作製し骨組織形態計測を行う。骨量、海綿骨数などの計測にはマイクロ CT
解析を用いる。 
 
４．研究成果 
（１）Rab44 結合タンパク質の同定 
Rab44 過剰発現細胞を用いて Rab44 プル
ダウンアッセイを行い、結合候補分子を
質量分析法により同定した。結合候補タ
ンパクに対してコントロールを GFP発現
細胞（図２：ctrl）、対象を GFP-Rab44野
生型発現細胞（図２：Rab44）を用いて免
疫沈降実験を行なった。結果、Rab44 と
候補タンパクとの結合が確認された（図
２）。現在は、同定された２つの結合タン
パクに関して過剰発現細胞を作製してい
る段階である。この細胞を用いて、Rab44
との結合確認実験を行う。Rab44 は
Rab45、CRACR2a と同様に高分子 Rab GTPaseに分類される。Rab45及び CRACR2a はダイニン、ダ

図１：Rab44 による破骨細胞分化制御 

図２：結合候補タンパクとの免疫沈降実験 



イナクチン複合体と結合することによって微小管依存性の移動を制御していることが明らかに
なっている。このことから、ダイニンと複合体を形成するかのプルダウンアッセイを行った。
Rab44 の野生型、EF ハンドモチーフ欠損型はダイニン（図２：DHC）と結合することが明らかに
なった（図２）。 
 
（２）Rab44 のカルシウム感受性の解析 
Rab44 遺伝子はカルシウム結合領域である
EF ハンドモチーフを持つ。カルシウムイオ
ノフォアである ML-SA1 刺激による野生型、
恒常的活性型、恒常的不活性型の Rab44 の
局在の変化は観察されなかった。EF ハンド
モチーフ欠損型でも Rab44 の局在に変化は
なかった。また、粒子径の変化、時間依存性
の変化も認められなかった（図３）。 
 
（３）Rab44 遺伝子欠損マウスの作製および骨組織・骨代謝解析 
Rab44 遺伝子欠損マウスを用いて、大腿骨、脛骨のマイクロ CT 解析を行った。また固定後脱灰
パラフィン切片や凍結切片を作製し、TRAP 染色、蛍光免疫染色をそれぞれ行った。マイクロ CT
解析の結果、Rab44 遺伝子欠損マウスでは海綿骨の骨梁に変化が現れる傾向が認められた（図４）。
一方、パラフィン切片での TRAP 染色では破骨細胞の顕著な変化は認められなかった。ただし、
骨髄から採取したマクロファージを破骨細胞に分化させると、Rab44 遺伝子欠損マウスで巨大化
が認められた（図５）。 
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図３：ML-SA1 添加による野生型 Rab44 の局在 
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図４：マイクロ CTによる海綿骨観察 

野生型マウス Rab44 遺伝子欠損マウス 

野生型マウス Rab44 遺伝子欠損マウス 

図５：Rab44 遺伝子欠損マウスにおける破骨細胞の巨大化 
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