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研究成果の概要（和文）： 
生物の基本単位である細胞が生存していくためには、外界との物質交換が必要である。その際
に細胞は小胞を形成して必要に応じて物質を取り込んでいる。本研究ではこの物質輸送のメカ
ニズムを明らかにする事を目的として、Rab5 という低分子量 G 蛋白質（”On”, “Off”状態を取
る事で輸送を制御すると言われている分子）を活性化する RIN family に関する研究を行い、
RIN family が Rab5 以外にも複数の Rab を活性化する事を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Exchanging materials between outer environments is essential for cells to maintain their 
homeostasis.  Cells accomplish it by utilizing vesicular trafficking called endocytosis and 
exocytosis.  Rab proteins are part of the Ras superfamily of small GTPases, which works 
switch molecules by undergoing a cycle between GDP-bound and GTP-bound form.  Our 
research is focused on the molecular mechanism how Rab5, one of Rab family, regulates 
endocytosis.  We have elucidated that multiple Rab proteins are activated by RIN family 
proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)細胞膜から初期エンドソームに向けて

の輸送小胞によるエンドサイトーシスに

おいて、低分子量Ｇ蛋白質である Rab5 が

中心的な役割を果たすことが知られてい

るが、エンドサイトーシスにおける低分子

量Ｇ蛋白質に関する新しい知見は Rab5 を

含め今なお集積しており、エンドサイトー
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シスをめぐる研究動向も新たな局面を迎

えており、細胞機能に立脚した制御メカニ

ズムの解明とその制御系が介在する生理

的意義や合目的性についてのより深く統

合的な理解が必要な段階へと進んでいる。 
(2)特に、複数の低分子量Ｇ蛋白質をリンク

する足場/プラットフォーム因子の同定、あ

るいは輸送する物質に応じて複数の低分

子量Ｇ蛋白質がどのように使い分けられ

るのか、またそれらの時間・空間的に活性

化が調節される機構など未解明な部分が

多い。 
 

２．研究の目的 
 創薬研究とも密接に関わる細胞のエンド
サイトーシス制御機構をより精密に同定す
るために、「エンドサイトーシスにおける複
数の低分子量Ｇ蛋白質の活性制御機構の統
合的な理解」という視点に立った解析を目的
とし、これまでの申請者らの研究領域を踏ま
えて、様々なチロシンキナーゼ系受容体刺激
に伴う細胞内シグナル伝達における Rasファ
ミリーと Rab5 ファミリーのクロストークに
よるエンドサイトーシスの制御機構の解明
を試みた。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は先に RIN 因子群が Rab5 を活
性化する事を見出していた。そこで、RIN 因
子群が Rab5 と相同性の高い Rab21, 22, 31
を活性化するかを生化学的解析、細胞生物学
的解析により解析した。 
 
(1) RIN 因子群に結合する Ras ファミリーの

同定 
RIN の RA ドメインに結合する Ras ファミ
リーを同定する。様々な Ras ファミリー
の恒常的活性化変異体のリコンビナント
体（GST 融合蛋白質）を大腸菌より精製す
る。RIN 因子群は FLAG タグを付けてバキ
ュロウィルス発現系を用いて発現/ 精製
する。これらを混合し、抗 FLAG 抗体によ
る免疫沈降法あるいは GST プルダウン法
により、RIN 因子-Ras ファミリー複合体
を同定する 
 

(2) RIN因子群による Rab5サブファミリーに
対するGEF (Guanine nucleotide exchange 
factor)活性の in vitro 評価 
FLAG-RIN 因子群を昆虫細胞由来 Sf9 細胞
にバキュロウィルスを用いて感染/発現
させ、アフィニティーカラムにより精製
し、リコンビナント体を作製した。Rab5
ファミリー(Rab5, Rab21, Rab22, Rab31)
は GST-融合蛋白質として大腸菌から精製
した。Rab5 サブファミリーに対する

[35S]-GTPgS 結合活性により RIN 因子群の
GEF 活性を評価した。 
 

(3) RIN因子群による Rab5サブファミリーに
対する GEF 活性の in cell 評価 
培養細胞内での Rab5ファミリーのヌクレ
オチドフォームを指標に検討する。培養
細胞に RIN、Rab5 を発現させた後に、細
胞内のヌクレオチドを [32P]によりラベ
ルする。Rab5 ファミリーを免疫沈降し、
結合した GDP/GTP の比率を定量する。さ
らに RIN のノックダウンや RIN の各機能
ドメインを欠く変異体の遺伝子導入が与
える効果を検討する。 
 

４．研究成果 
(1) RIN 因子群に結合する Ras ファミリーの

同定 
リコンビナント体の活性型 Ras と RIN 因
子群との結合実験を行った結果、RIN2 が
H-RasおよびR-Rasと結合することを見い
だした。この結合が培養細胞内でも起き
るかを検討した。myc-H-Ras の野生型、活
性化型変異体、不活性型変異体と
FLAG-RIN2 を HEK293T 細胞に発現させ、
FLAG 抗体により免疫沈降したところ、
RIN2 が H-Ras の野生型および活性型変異
体と相互作用した。さらに RIN2 の C 末に
存在する RA (Ras Association)ドメイン
を欠損した変異体は H-Ras とは相互作用
しなかったことから、RIN2 は RA ドメイン
を介してGTP型(活性化型)H-Rasと相互作
用することが明らかとなった。 
 

(2)  RIN 因子群による Rab5 サブファミリー
に対する GEF 活性の in vitro 評価 
精製 RIN 因子群および他の Rab5 GEF であ
る Rabex-5 による Rab5 サブファミリーへ
の GEF 活性を検討した（図 1A-D）。Rabex-5
は Rab5 以外に Rab21 に対しても GEF 活性
を示した（過去の知見通り）。一方、RIN2, 
RIN3 は Rab21 に対しては GEF 活性を示さ
なかったが、Rab5, Rab22, Rab31 に対し
て顕著な GEF 活性を示した。 
 



 

 

(3) RIN因子群による Rab5サブファミリーに
対する GEF 活性の in cell 評価 
In vitro で評価した RIN 因子群の Rab5 サ
ブファミリーへの GEF 活性が培養細胞内
でも見られるかを検討した。[32P]標識し
た HEK293T 細胞から Rab5 を免疫沈降した
画分に結合しているヌクレオチドを TLC
展開し、その放射活性を定量することで、
Rab の GDP, GTP 結合量を評価することが
出来る。図 2 には Rab31 で行った結果を

示す。RIN 因子群および Rabex-5 の中でも
RIN2, RIN3 は顕著に GTP 型 Rab31 のの割
合を増加させた。 
さらに、RIN 因子群は Rab5 GEF に保存さ
れた VPS9 ドメインを有しており、VPS9 ド
メイン内に GEF 活性に必要なアミノ酸も
保存されている。そこで、RIN 因子群の
VPS9 ドメイン変異体を 2 種作製し、同様
に細胞内の Rab31 への GEF 活性を測定し
たところ、RIN 因子群の変異体はすべて 
Rab31 への GEF 活性を喪失していた。 
以上のことから、RIN因子群、中でも RIN2, 
RIN3は Rab5以外にもRab22, Rab31へ GEF
活性を示すことが生化学的に示され 
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図 2  [35P]無機リンを用いた RIN 因子群に
よる Rab31 に対する GEF 活性の in cell 評
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図 1  [35S]-GTPgS 結合アッセイによる RIN
因子群による Rab5 サブファミリーに対す
る GEF 活性の in vitro 評価。10 pmol 
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を測定。 
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