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研究成果の概要（和文）：低分子量 G蛋白質 Rab33は、脊椎動物に広く保存され、何らかの特異

的な膜輸送過程を制御するものと考えられているが、これまでその役割は明らかではなかった。

本研究では、活性化型の Rab33に特異的に結合するエフェクター分子として Atg16Lや RUFY2/3

などを新規に同定することにより、オートファゴソームの成熟過程の制御や神経機能への関連

性を初めて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Small GTPase Rab33 is mostly conserved in vertebrates and has been 
suggested to be involved in specific membrane trafficking events, although its precise 
role remained to be determined. In this study, we identified Atg16L and RUFY2/3 as novel 
GTP-Rab33-specific binding proteins and demonstrated the possible involvement of Rab33 
in the regulation of autophagosomal maturation and neuronal function. 
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１．研究開始当初の背景 
 低分子量 G蛋白質 Rabは真核生物に普遍的
に保存された膜（小胞あるいはオルガネラ）
輸送の制御因子で、Ras スーパーファミリー
の中で最大のファミリーを形成している。出
芽酵母では 11 種類、線虫・ショウジョウバ
エでは約 30 種類の Rab アイソフォームが存
在するのに対し、ヒトやマウスでは 60 種類
以上の Rabアイソフォームがゲノム上に存在
することから、高等動物の高度に特殊化した

組織・細胞での複雑化した膜輸送との関連性
が示唆されている。本研究課題の対象である
Rab33 は脊椎動物に広く保存されており（マ
ウスの場合には Rab33A/Bの二種類）、脊椎動
物に特異的な何らかの膜輸送過程を制御す
るものと考えられる。一般的に、Rab の膜輸
送における役割を解明するためには、その下
流の因子である特異的なエフェクター分子
（活性化型の GTP-Rabに結合する分子）の同
定とその機能解析が不可欠である。従って、
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Rab33 に関しても特異的なエフェクター分子
の同定・機能解析が不可欠と考えられるが、
これまでその詳細は明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Rab33 に特異的に結合するエ
フェクター分子群をまずスクリーニングし、
同定した分子の機能解析を通して、Rab33 が
制御する膜輸送過程（生命現象）の分子メカ
ニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)活性化型固定化 Rab33（Rab33A/B）を bait
に用いて、酵母 two-hybrid 法によるスクリ
ーニング及び GST-Rab33プルダウン法により
各種細胞抽出液から Rab33結合蛋白質の単離
を行った。後者の GSTプルダウン法により得
られた結合分子の同定は、質量分析により行
った。また、Rab パネル（Rab の網羅的解析
ツール）を用いて、同定された結合分子が実
際に活性化型の Rab33にのみ特異的に結合す
るのかを検証した。 
 
(2)同定された Rab33 結合分子の Rab33 結合
部位を同定するため、PCR 法により各種欠失
変異体を作成し、酵母 two-hybrid法や COS-7
細胞を用いた共免疫沈降実験により結合を
評価した。 
 
(3)Rab33 の膜輸送における機能を明らかに
するためには、その時空間的制御基盤（活性
化酵素・不活性化酵素）を明らかにすること
が重要である。本研究では、Rab の不活性化
に関与する TBC（Tre-2/Bub2/Cdc16）ドメイ
ンを含む分子（TBC蛋白質）に注目し、Rab33
を特異的に不活性化する TBC 蛋白質
（Rab33-GAP）を網羅的にスクリーニングし
た。具体的には、ヒトに存在する 40 種類の
TBC蛋白質に緑色蛍光蛋白質（GFP）を付加し
たものを一つずつマウス胚性線維芽細胞
（MEF 細胞）に発現させ、オートファゴソー
ム形成に対する影響を検討した（LC3 のドッ
ト形成を免疫染色により評価）。また、この
スクリーニングで得られた候補 TBCタンパク
質が in vitro で実際に GAP 活性を示すのか
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)活性化型固定化 Rab33を baitにした酵母
two-hybridスクリーニング及びGST-Rab33プ
ルダウン実験を行い、Rab33 結合タンパク質
として、 RUFY2/3 (RUN and FYVE domain 
containing 2/3) 及 び Atg16L1/2 
(autophagy-related 16-like 1/2)を同定す
ることに成功した。RUFY3 は Singar1 とも呼
ばれ、神経細胞の軸索形成への関与が示唆さ
れており、また Atg16L1はオートファゴソー

ムの前駆体である隔離膜形成に必須の因子
として知られている。Rabパネルを用いた Rab
結合特異性の検討の結果、 RUFY3 及び
Atg16L1/2 は活性化型の Rab33 特異的に結合
したが、RUFY2は Rab33以外にも Rab4や Rab6
といった他のアイソフォームとの結合も観
察された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ RUFY2/3の Rab結合特異性 

（CA/CN, constitutive active/negative変異体） 
 
(2)RUFY2/3及びAtg16L1/2の各種欠失変異体
を作成し、Rab33 結合部位の絞り込みを行っ
た。その結果、RUFY2/3 では、二つあるコイ
ルド-コイル領域のアミノ末端側（CC1）で
Rab33 を結合することが明らかとなった（図
２）。興味深いことに、RUFY2では CC1とは異
なる領域で Rab4や Rab6と結合し、デュアル
エフェクターとして機能する可能性が示唆
された。Atg16L1/2 に関しても同様に、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ RUFY2の Rab33結合部位の同定 
 



 

 

Atg16L1/2 の中央部分に存在するコイルド-
コイル領域を介して Rab33と結合することが
明らかとなった。しかし、Atg16L2 の Rab33
結合能は、Atg16L1 と比較してかなり弱いも
のであった。Atg16L1のコイルド-コイル領域
を MEF細胞などに過剰発現させると、オート
ファジーが顕著に阻害されることから、
Rab33 のオートファジー（自食作用）制御へ
の関与が示唆された。 
 
(3)LC3のドット形成を指標として、ヒトに存
在する 40 種類の TBC 蛋白質を網羅的にスク
リーニングした結果、LC3 のドットが顕著に
減少するような TBCタンパク質を得ることは
出来なかった。しかし、予想に反して、LC3
陽性のオートファゴソームに局在する TBCタ
ンパク質が複数存在することが明らかとな
った（図３上段）。例えば、OATL1（TBC1D25
とも呼ばれる）は、細胞外の栄養が豊富な条
件下では細胞質中に存在するが、飢餓条件下
では LC3陽性のオートファゴソームにリクル
ートするという非常に興味深い挙動を示し
た（図３下段）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ OATL1のオートファゴソームへの局在 
 
 OATL1 のオートファゴソームへの局在化の
メカニズムを探るため、そのアミノ酸配列を
詳細に検討した結果、p62 などの LC3 結合タ
ンパク質で既に明らかになっている LC3認識
配列に類似した配列（SPLLEDWDIISPKDVI）を
有することが明らかとなった。実際、点突然
変異体を用いた解析から、OATL1 はこの配列
を介して、直接 LC3と結合することによりオ
ートファゴソーム上に局在することが確認
できた。また、OATL1 のオートファジーへの
影響を詳細に検討した結果、OATL1 を過剰に
発現する細胞では、オートファゴソームの成
熟、すなわち形成されたオートファゴソーム
とリソソームが融合し分解される過程が顕
著に遅くなっていることが判明した。この成
熟の遅延には TBCドメインによる GAP活性が
不可欠で、GAP 活性に必須のアルギニン残基
をリジンに置換した RK 変異体ではオートフ
ァゴソームの成熟遅延は観察されなかった。

さらに、OATL1の基質を in vitro GAPアッセ
イにより探索した結果、Rab33 が特異的なタ
ーゲットであることを突き止めた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ OATL1の Rab33-GAP活性 
 
 Rab33 の GTPase 活性を欠損させた QL 変異
体の過剰発現でも同様なオートファゴソー
ムの成熟遅延が観察されたことから、オート
ファゴソームとリソソームの融合過程には
Rab33 の GTP 加水分解活性が重要と考えられ
る。(1)で上述したように、Rab33はオートフ
ァジー必須の因子 Atg16L1と特異的に結合す
ることから、図５に示すような Rab33、
Atg16L1(Rab33 effector)、OATL1(Rab33-GAP)
によるオートファジー制御モデルが想定さ
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ Rab33-Atg16L1-OATL1による 

オートファジー制御モデル 
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