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研究成果の概要（和文）：低分子量GTPaseであるRab11はゴルジ体やエンドソーム等に局在し，細胞膜タンパク
質のリサイクリング，細胞移動等の生命にとって重要な役割を担っており，卵巣ガンや乳ガン等の重篤な疾患と
の関連も示唆されている．本研究では、まず我々が発見したRab11のGDP/GTP交換因子，REI-1/SH3BP5ファミリー
がRab11を活性化する分子メカニズムについて結晶構造解析により解明した．また、哺乳類培養細胞において
SH3BP5，SH3BP5Lの機能解析を行い，これらがリサイクリングエンドソームに局在し、インテグリン等の細胞内
輸送を制御することにより細胞移動を調節していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Rab11, which is a small GTPase, is localized in the Golgi apparatus and 
endosomes, and plays important roles such as endocytic recycling of cell membrane proteins and cell 
migration.  Rab11 is also suggested to be associated with serious diseases such as ovarian cancer 
and breast cancer. In this study, we first clarified the molecular mechanism by which the Rab11 GDP 
/ GTP exchange factor, REI-1 / SH3BP5 family, activates Rab11 by crystal structure analysis. In 
addition, we performed functional analysis of SH3BP5 and SH3BP5L in cultured mammalian cells and 
found that they localized to recycling endosomes and regulate cell migration by controlling 
intracellular trafficking of integrins.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 低分子量GTPase　GDP/GTP交換因子　エンドサイトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって，既知のRab GDP/GTP交換因子とは異なるアミノ酸配列を持つREI-1/SH3BP5ファミリータンパク
質がどのようにしてRab11を活性化するのか明らかとなった．この発見は60種以上存在するRabタンパク質の活性
化機構に新たな知見を与えるものであり、学術的意義が高いと言える。また，これらの因子がRab11の活性化を
通じてガン細胞等の細胞移動を制御していることが明らかとなった．Rab11は生物にとって必須であり阻害する
ことは困難であるが，REI-1/SH3BP5タンパク質はRab11が関連するガン等の治療薬開発の新たな標的分子となる
可能性があり、社会的にも意義があると言える．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 

低分子量 GTPase である Rab ファミリータンパク質 (以後 Rab) はヒトでは 60種類以上存

在し，主に細胞内における物質輸送やオルガネラの移動，融合等に関与することが知られている 

(Fukuda, Cell Mol Life Sci. 2008)．これらは GDP と GTP の変換により分子スイッチのように

働き，GTP 型に変換されるとエフェクター分子を介して様々な生理機能を発揮する．この GDP/GTP

サイクルは２種の制御因子によって調節されている．このうち GDP/GTP 交換因子(以後，GEF)は

Rab に結合している GDP を GTP に変換し，Rab の活性化に働く．一方，GTPase 活性化因子 (GAP)

は Rab による GTP 加水分解を促進し Rab の機能をオフにする．多くの Rab のうち，Rab11 はゴル

ジ体やエンドソーム等に局在し，細胞膜タンパク質のリサイクリング，分泌，細胞の移動や伸長，

細胞分裂等の生命にとって非常に重要な役割を担っている．ヒトの Rab11 は 3 種類 (Rab11A，

Rab11B，Rab11C (Rab25)) 存在することが報告されており，Rab11A，Rab11B に関しては，アル

ツハイマー病の１つの原因であるβアミロイドの産生に働くことが報告されている．また，

Rab11C (Rab25) に関しては，卵巣ガンや乳ガンにおいて高発現しており，この因子が細胞表面

にあるα5β1 インテグリンを活発にリサイクリングさせることによって細胞移動を促進し，ガ

ン細胞の転移に関与すると考えられている(Bhuin & Roy, IJMCM, 2015)．このように Rab11 は

非常に多様な機能を持つことが示唆されてきているが，なぜ単一の分子が生体内においてこれ

ほど多くの機能を使い分けることができるのかについてはほとんど明らかとなっていなかった．

特に多様な組織を持つ動物個体においては各細胞の状況に応じて適材適所に Rab を活性化し，

異なる機能を発揮させる必要があると考えられる．つまり，いつどこで Rab を活性化するかがき

わめて重要である．そのキープレイヤーとなりえるのが Rab11 を活性化する GEF であるが，Rab11 

GAP や Rab11 が作用するエフェクター分子に関しては知見があるのに対し，Rab11 GEF は長年不

明であった．そこで我々は，この Rab の活性を時空間的に制御する分子機構を明らかにするため

に Rab11 に結合する因子を探索したところ，線虫からヒトまで保存された Rab11 GEF 活性を持

つ新規因子 REI-1 (Rab Eleven Interacting protein-1) を発見した (Sakaguchi et al, Dev. 

Cell, 2015)．このREI-1とそのホモログであるSH3BP5,SH3BP5LはSH3BP5 (SH3-binding protein 

5) ドメインや Btk (Bruton’s Tyr Kinase)-binding motif を持つが，既知の Rab GEF に存在

する Vps9 ドメインや DENN ドメインは持っておらず，どのようにして Rab11 に作用して GDP/GTP

交換反応を起こすのか，不明であった．また，これらの哺乳類における生理機能もまったく明ら

かとなっていなかった． 

 
２．研究の目的 
 

そこで，本研究ではまずREI/SH3BP5ファミリーが特異的に作用するRabタンパク質の同定，

そして Rab11 と REI/SH3BP5 ファミリーの結晶構造解析を行うことにより，この新たな Rab GEF

ファミリーの作用機序について分子レベルで解明することを目指した．また，線虫および哺乳類

における Rab11 GEF の生理機能の解析を通じて，細胞環境に応じて Rab11 の活性を時空間的に

制御する分子機構の解明を目指した． 

 
３．研究の方法 
 

本研究では申請者らが発見した新規 Rab GEF である REI/SH3BP5 ファミリーについて生化学

的手法と線虫・マウスといった動物モデルを駆使して研究を行った．まず REI-1 等が特異的に作

用する Rab を探索し，これらの Rab に対する GEF 活性について解析した．また，REI-1 等の脂質



結合性についても検討した．さらに，REI-1・Rab11 複合体の結晶構造解析を行い，その作用機

序の解明を試みた．また，線虫において REI-1 を活性化する上流因子や関連因子を酵母ツーハイ

ブリッド法等で探索し，その機能解析を行った．さらに，哺乳類ホモログである SH3BP5 等の細

胞内機能を解析するとともにノックアウトマウスの作製・解析を試み，動物個体における生理機

能の解明を目指した． 

 
４．研究成果 
 

まず低分子量GTPase Rab11の新規GDP/GTP交換因子 (GEF) 候補であるSH3BP5及びSH3BP5L

について解析を行った．これらのタンパク質を精製し，ヒトにおいて 3種類存在する Rab11 のア

イソフォーム(Rab11a，Rab11ｂ，Rab25)に対する GEF 活性を測定した．その結果，SH3BP5 及び

SH3BP5L ともにこれらすべてに対して強い GEF 活性を示すことが明らかとなった．次に，

SH3BP5/SH3BP5L の細胞内局在性について，GFP 融合タンパク質を発現させた Hela 細胞を用いて

解析した．これらの細胞にトランスフェリンを取り込ませたところ，SH3BP5/SH3BP5L との部分

的な共局在性が認められた．また，SH3BP5/SH3BP5L はリサイクリングエンドソームマーカーで

ある Rab11 とも共局在を示したことから，これらは主にリサイクリングエンドソームに局在す

ることが明らかとなった．また，東大深井グループとの共同研究により REI/SH3BP5 ファミリー

タンパク質の精製及び結晶構造解析を試みた結果，SH3BP5 GEF ドメイン単独およびその Rab11a

との複合体の結晶構造を解明することに成功した． その結果，SH3BP5 は２つのコイルドコイル

を含むＶ字型構造をとっており，α１および α４からなるコイルドコイル領域が Rab11a 結合

および GEF 活性に単独で関与していることが判明した． この際，SH3BP5 は，Rab11a の N末端領

域，スイッチ I，スイッチ間およびスイッチ IIと相互作用して Rab11a のスイッチＩ領域を引き

出して変形させることにより，Rab11a からの GDP 放出を促進することが判明し，これまで知ら

れていた他の GEF とは全く異なる様式で GEF 活性を示すことが明らかとなった．一方，SH3BP5

および SH3BP5L は Rab11 に加え Rab14 とも一部リサイクリングエンドソーム上で共局在を示す

が，Rab14 に対する GEF 活性はないことから，Rab11 ファミリー特異的に作用する GEF であるこ

とが明らかとなった．続いて，哺乳類細胞における SH3BP5，SH3BP5L の生理機能についても解析

を行った．Rab11 ファミリーのうち Rab11C は様々なガン細胞において高発現しており，α5β1

インテグリンを細胞膜へとリサイクリングさせることによって，細胞の移動および浸潤を促進

し，ガン細胞の転移に関与することが示唆されている．そこでまず，肺上皮腺ガン細胞において

SH3BP5，SH3BP5L をそれぞれ，または両者を発現抑制したところ，細胞の移動能が顕著に阻害さ

れた．また，HEK293T 細胞において SH3BP5 と SH3BP5L の欠損細胞と二重欠損細胞を作製し，細

胞移動能を解析したところ，SH3BP5，SH3BP5L の一方でも欠損すると細胞移動が抑制され，二重

欠損細胞ではより強く抑制されることが判明した．これらのことから SH3BP5 と SH3BP5L は細胞

移動を正に制御していることが示唆された．そこで，Rab11 により細胞表面へとリサイクリング

され細胞移動に関わるインテグリンに着目してさらなる解析を行った．まず，ビオチン化法によ

り細胞表面に存在するインテグリンの存在量を確認した．その結果，SH3BP5 等を欠損すること

によって細胞表面のインテグリンα5量が増加することが明らかとなった．また，細胞辺縁部の

細胞外マトリックスへの接着部分におけるインテグリンα5は，これらを欠損することによって

その凝集性に違いが認められた．以上の結果から，SH3BP5 と SH3BP5L は Rab11 の活性化を介し

て細胞膜上のインテグリン量を調節することにより，細胞移動を正に制御していることが明ら

かとなった．現在，SH3BP5 についてはコンディショナル欠損マウス，SH3BP5L については単純欠

損マウスを作製し，表現型について解析を進めている．また，両遺伝子の二重欠損マウスの作製



やコンディショナル二重欠損マウスの作製を進行させている． 

一方，線虫の RAB-11 GEF である REI-1 の上流因子を探索するため，酵母ツーハイブリッド

法による結合因子の同定を試みた．その結果，線虫の REI-1 と相互作用する因子としてゴルジ体

に局在する別の低分子量 GTPase ARF-1 を同定した．REI-1 は ARF-1 の GTP 型変異と特に強く相

互作用を示し，この遺伝子の欠損線虫の卵内では REI-1 の局在異常がみられることから，ARF-1

は REI-1 の局在性を制御する上流因子として機能する可能性が示唆された． 
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