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研究成果の概要（和文）：Rab8a,b, PKD1,2, FAPP2 ノックアウト（KO）マウスの解析結果を論文で発表した。Syntaxi
n3小腸特異的KOについてはCRISPR法による培養細胞でのKOも用いて解明中である。SNAP23膵臓特異的KOマウスについて
はインスリン分泌亢進の分子機構の解明を終了し論文投稿中。Rab8a結合分子の同定と、apical輸送への関与機構をほ
ぼ解明し論文準備中。apical markerの輸送機構の解明については、Apical markerのモデル分子を作成し正常な腸の初
代培養細胞に導入した。線虫等で同定した新規の極性輸送関連遺伝子について既にKOマウスを作成し解析中。

研究成果の概要（英文）：We published papers containing analyses of Rab8a,b, PKD1,2, and FAPP2 knockout 
mice. We finished analysis of pancreas-specific SNAP23 knockout mice and identified molecular mechanism 
for increased insulin secretion in these mice. The results were summarized and submitted to a journal. We 
are analyzing the molecular mechanisms underlining phenotypes of syntaxin3 knockout mice by generating KO 
cell lines by CRISPR/Cas9 method. For identifying molecular mechanism of apical transport, we discovered 
a Rab8a binding protein and its role for apical transport. For monitoring the transport of apical 
proteins, we generated a model protein and introduced it into cultured intestinal organoids. We found out 
novel candidate molecules for apical transport using C. elegans. We generated knockout mice lacking these 
molecules and analyzing their phenotypes.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
上 皮 細 胞 は 頂 端 面 （ apical ）、 側 底 面
（basolateral）、神経細胞も軸索、樹状突起と
いう極性を持つことが、組織、器官の正常な
発生や、分泌, 刺激の伝達等の機能に必須で
あり、その形態の破綻はがんや糖尿病などの
疾患にもつながる。この細胞の極性の形成、
維持には、合成された分泌蛋白や膜蛋白が
TGN（トランスゴルジネットワーク）等で輸
送小胞に分配、濃縮された後、apical や
basolateral に運ばれる必要がある。この方向
性のある輸送を極性輸送と呼ぶ。極性輸送に
は、低分子量 GTP 結合蛋白質、SNARE 蛋白
などが重要であることが知られていたが、こ
れらの蛋白の研究はこれまでは主に培養細
胞を用い、当該分子の過剰発現や antisense 
DNA, siRNA 等による発現低下を用いて行わ
れてきた。しかしこの手法では (1)他の組織
や個体での当該分子の機能が全く分からな
いこと (2)siRNA でも目的の蛋白を完全には
無くせないことや、目的分子以外の分子に働
く可能性もあること、などの限界があった。
更に、(3)極性輸送関連蛋白を欠損する動物の
作製、解析は殆ど行われておらず、我々がか
つて細胞の basolateral への輸送に関わるとさ
れていた Rab8a が apical への輸送に関与する
ことを示した（Nature 448, 366, 2007）。 
 
２．研究の目的 
上記の体験から、代表者は細胞極性に重要と
される蛋白の正確な役割を知るためにはこ
れらの蛋白を個体レベルで欠損させて再検
討する必要があると考えた。本研究では最新
のマウス分子遺伝学と蛋白質工学を用いて、
組織中の細胞の極性輸送の分子機構とその
破綻による疾患病態の解明を行うことを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
１）現在まで作製した既知の極性輸送関連分
子欠損マウスの解析 
２）apical 面への輸送の分子機構の解明 
３）線虫で同定した新規の極性輸送関連分子
の組織特異的欠損マウスの作製と解析 
の３つを行う。 
 
１）現在まで作製した既知の極性輸送関連分
子欠損マウスの解析 
I. Rab8a,b KO 及び DKO の解析 
II. Syntaxin3 小腸特異的 KO の解析 
III. SNAP23 膵臓特異的 KO の解析 
IV. PKD1,2KO の解析 
 
２）apical 面への輸送の分子機構の解明 
I. Rab8a 結合分子の探索とその機能の解明 
II. syntaxin3 結合分子の探索と機能の解明 
III. 腸の初代培養法を用いた apical marker の
輸送の解明 
 
３）線虫で同定した新規の極性輸送関連分子

の組織特異的欠損マウスの作製と解析 
I. これらの遺伝子の組織特異的欠損マウス
の作製 
II. これらの遺伝子産物（蛋白質）に対する特
異的抗体の作製 
III. WB にてどの組織を解析すべきか調べ、そ
の後、機能を解明する。 
 
４．研究成果 
１）現在まで作製した既知の極性輸送関連分
子欠損マウスの解析 
I. Rab8b KO 及び Rab8ab DKO の解析 
IV. PKD1,2KO の解析 
については既に論文（下記 3, 4, 5, 8, 11）で公
表した。他にも FAPP2 KO の解析結果を論文
6 で報告した。 
II. Syntaxin3 小腸特異的 KO の解析 
増殖因子の発現上昇の原因を CRISPR/Cas9
によって培養細胞の KO を行うことで解明中
である。 
III. SNAP23 膵臓特異的 KO の解析 
外分泌の低下と内分泌の亢進の原因の分子
機構の解明を殆ど終了し、現在論文を投稿中
である。 
 
２）apical 面への輸送の分子機構の解明 
I. Rab8a 結合分子の探索とその機能の解明 
結合分子の同定と、apical への輸送の分子機
構をほぼ解明し、論文投稿準備中である。 
II. syntaxin3 結合分子の探索と機能の解明 
技術的困難さから、まだ結合分子は同定でき
ていない。 
III. 腸の初代培養法を用いた apical marker の
輸送の解明 
Apical marker のモデル分子を作成できたため、
正常な腸の初代培養細胞にレンチウイルス
で導入し、これからその輸送を追跡する。 
 
３）線虫等で同定した新規の極性輸送関連分
子の組織特異的欠損マウスの作製と解析 
I. 組織特異的欠損マウスの作製 
いくつかの遺伝子について既にマウスを作
成し、現在その異常を解析している。 
II. これらの遺伝子産物（蛋白質）に対する特
異的抗体の作製 
既に抗体を作成し、WB, IF で使用可能である
ことを確認した。 
III. WB にてどの組織を解析すべきか調べ、そ
の後、機能を解明する。 
全身での KO マウスは致死のため、腸特異的
KO マウスで解析中である。 
既に Rab11 の腸特異的 KO マウスの解析結果
については、論文１で報告した。 
他に細胞極性に重要な遺伝子について解析
結果を論文 2, 7, 9, 10 で報告した。 
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