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研究成果の概要（和文）：　高次脳機能を司る神経細胞のネットワークは、神経細胞同士が神経突起を互いに伸
ばし、シナプスを形成することにより成り立っている。神経突起の伸長には脂質膜の供給が不可欠であり、近年
小胞輸送の制御因子・低分子量G蛋白質Rabの関与が示唆されている。これまで当研究室では、Rab8やRab35など
によるリサイクリングエンドソームから突起方向への小胞輸送機構の存在を明らかにしてきたが、どのような仕
組みでこれらのRabが活性化され、神経突起の伸長が促進されるのかは明らかではなかった。本研究課題では、
これらのRabの上流活性化因子（GEF）を同定し、Rab活性化の分子基盤の一端の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Neurite outgrowth, which is a prerequisite for neuronal network formation, 
requires massive addition of proteins and lipids to the tips of growing neurites by membrane 
trafficking.  Accumulating evidence has suggested that several Rab small GTPases such as Rab8 and 
Rab35 on recycling endosomes promote neurite outgrowth, but their regulatory mechanisms during 
neurite outgrowth are poorly understood.  In this study, we identified DENND1A as a Rab35-GEF and 
Rabin8 as a Rab8-GEF and found that both GEFs are required for neurite outgrowth of PC12 cells.  
Knockdown of Rabin8 resulted in inhibition of neurite outgrowth, whereas its overexpression promoted
 it.  We also found that Rabin8 is recruited to recycling endosomes in a Rab11-dependent manner and 
that it activates Rab8 and Rab10 there during neurite outgrowth.  Furthermore, we comprehensively 
screened TBC proteins/Rab-GAPs and Rabs and succeeded in identifying TBC1D12 and Rab20 as novel 
negative regulators of neurite outgrowth.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 高次脳機能を司る神経細胞のネットワー
クは、神経細胞同士が神経突起と呼ばれる構
造を互いに伸ばし、シナプスを形成すること
により成り立っている。神経突起を伸長する
ためには、細胞骨格の再編成に加えて、突起
を伸ばすための脂質膜の供給（すなわち小胞
輸送）が不可欠であり、近年小胞輸送の普遍
的制御因子である低分子量G蛋白質Rabの神
経突起伸長への関与が示唆されている。これ
まで当研究室では、Rab8 や Rab35 などによ
るリサイクリングエンドソームから突起方
向への小胞輸送機構の存在を明らかにして
きたが、神経成長因子（NGF）などのシグナ
ルを受けてどのような仕組みでこれらの Rab
が活性化され、神経突起の伸長が促進される
のかは明らかではなかった。一般的に、Rab
は GTPを結合した活性化型と GDPを結合し
た不活性化型の二つの状態を取り、GTP型と
GDP型のサイクルは活性化因子（グアニンヌ
クレオチド交換因子：GEF）及び不活性化因
子（GTPアーゼ活性化蛋白質：GAP）により
制御されると考えられている。しかし、Rab
の GEFや GAPの神経突起伸長制御への関与
はこれまでほとんど解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究課題では、NGF刺激により神経細胞
様に分化させた PC12 細胞を神経突起伸長の
モデル系に用いて、Rab8 や Rab35 の上流活
性化因子である GEFを同定し、その機能解析
を通してRab活性化の分子基盤の解明を目的
とした。また、Rab の不活性因子と考えられ
ている TBC 蛋白質をゲノムワイドで網羅的
に探索することにより、神経突起伸長を負に
制御する仕組みの解明にも着手した。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒトやマウスに存在する約 40 種類の
Rab-GEF 候補のうち、in vitro で Rab35-GEF
活性を有すると考えられる幾つかの分子に
焦点を当て、培養細胞レベルで Rab35の活性
化能を有するかを、GTP-Rab35プルダウン法
により検証した（Methods Mol. Biol. 2015; 
1298:207-216）。Rab35活性化能を有していた
ものに関しては、特異的な siRNAを用いて内
在性分子のノックダウンを行い、神経突起伸
長に対する影響を検討した。 
 
(2)Rab8 の活性化因子として知られている
Rabin8 に着目し、この分子の GEF 活性の特
異性を酵母 two-hybrid 法（bait として常時不
活性化型・活性化型 Rab変異体を使用）を用
いて再検証すると共に、Rabin8のノックダウ
ンあるいは過剰発現による神経突起伸長へ
の影響を検討した。 
 
(3)Rab 不活性化に関わる TBC ドメインを持
つ 43種類の TBC蛋白質に GFPを付加し、神
経突起伸長への関与が示唆されるリサイク

リングエンドソームに局在するものをスク
リーニングした。次に、リサイクリングエン
ドソームに局在した TBC 蛋白質の神経突起
伸長への関与を検討するため、siRNAによる
ノックダウンあるいは過剰発現実験を行っ
た。 
 
(4)Rab8や Rab35以外に神経突起伸長を制御
する新規の Rabを同定するため、siRNAによ
る全てのRabの網羅的ノックダウンスクリー
ニングを行った。 
 
４．研究成果	
 
(1)GTP-Rab35 プルダウン法による解析の結
果、DENND1A/B の２種類の分子が細胞内で
強い Rab35-GEF 活性を示すことが明らかに
なった。次に、PC12 細胞でこれらの分子の
ノックダウンを行ったところ、DENND1Aの
ノックダウンでのみ神経突起の伸長が顕著
に抑制された。従って、DENND1Aが神経突
起伸長時におけるRab35の上流活性化因子と
して機能している可能性が強く示唆された。 
 
(2)Rab変異体を baitに用いた酵母 two-hybrid
法による解析の結果、Rabin8 は Rab3/8 だけ
でなく、Rab10の活性化能も有していること、
活性化型のRab11に特異的に結合することが
明らかになった（図１）。その後の局在解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Rabin8の Rabの基質・結合特異性 

 
から、Rabin8は Rab11依存的にリサイクリン
グエンドソームに局在することにより、Rab8
やRab10の活性化を介して神経突起伸長を促
進することを突き止めた。また、Rabin8 の
GEF活性欠損変異体の解析から、Rabin8には
Rab8/10の GEF活性非依存的に神経突起伸長
を促進する効果が備わっているという意外
な事実も見出し、この効果には Rab11との結
合が必須であることも明らかにした。 
 
(3)TBC蛋白質の局在解析から、TBC1D12が
活性化型のRab11に特異的に結合してリサイ
クリングエンドソームに局在すること、及び
Rab11 依存的に神経突起伸長の制御に関与す
ることを明らかにした。興味深いことに、こ
の TBC1D12 による神経突起伸長制御には
Rabの不活性化（GAP活性）は関与せず、む
しろ TBC1D12 は Rab11 のエフェクター分子
として機能することが示唆された（図２）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ TBC1D12の神経突起伸長への影響 

（左）TBC1D12の野生型（WT）と GAP活性欠
損変異体（RK）による神経突起伸長の促進。 
（右）TBC1D12 による神経突起伸長の促進は
Rab11ノックダウンにより消失。 
 
(4)Rab の網羅的ノックダウンスクリーニン
グを行い、神経突起伸長を負に制御する新た
な Rabとして Rab20を同定することに成功し
た。すなわち、PC12 細胞に内在性の Rab20
をノックダウンすると神経突起伸長が有意
に促進されたが、逆に野生型 Rab20や常時活
性化型変異体の過剰発現により神経突起伸
長は著しく阻害された。この Rab20による神
経突起伸長の抑制は switch II領域（エフェク
ター結合部位）のアミノ酸変異により消失す
ることから、特異的な Rab20エフェクター分
子との結合がこの抑制効果には不可欠と考
えられた。今後、神経突起伸長を負に制御す
るRab20エフェクターの同定も引き続き行っ
ていく予定である。 
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