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研究成果の概要（和文）： 
本研究で Rab14 の結合タンパク質として、Rab4 の結合因子として知られていた RUFY1を同定

した。RUFY1 がエンドソームで Rab14 や Rab4 と共局在することや RUFY1 が Rab14 や Rab4 と異

なる領域を介して結合すること、RUFY1のエンドソームへの局在は Rab4 ではなく Rab14 を介す

ることを明らかにした。また、RUFY1, Rab14, Rab4がトランスフェリンのエンドソームから細

胞膜へのリサイクリングの経路を調節することを明らかにした。本研究では、RUFY1 がその共

通の結合因子として Rab14と Rab4を機能的にリンクさせていることを示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Here, we report that Rab14 binds in a GTP-dependent manner to RUFY1/Rabip4, which had 
been originally identified as a Rab4 effector. Rab14 colocalizes well with Rab4 on peripheral 
endosomes. Depletion of Rab14, but not Rab4, causes dissociation of RUFY1 from endosomal 
membranes. Coexpression of RUFY1 with either Rab14 or Rab4 induces clustering and 
enlargement of endosomes, while a RUFY1 mutant lacking the Rab4-binding region does not 
induce a significant morphological change in the endosomal structures even when coexpressed with 
Rab14 or Rab4. These findings suggest that Rab14 and Rab4 act sequentially, together with 
RUFY1; Rab14 is required for recruitment of RUFY1 onto endosomal membranes, and subsequent 
RUFY1 interaction with Rab4 may allow endosomal tethering and fusion. Depletion of Rab14 or 
RUFY1, as well as Rab4, inhibits efficient recycling of endocytosed transferrin, suggesting that 
Rab14 and Rab4 regulate endosomal functions through cooperative interactions with their dual 
effector, RUFY1. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞の恒常性は、細胞の中で合成されたタ

ンパク質が TGNおよびエンドソームで正しく

選別され、機能すべき場所へと正しく運ばれ

ることで維持されている。応募者は、複雑な

輸送経路の中で、未解明な部分の多い TGN 以

降の輸送経路（ゴルジ体、エンドソーム、細

胞膜を結ぶ輸送経路の制御機構を明らかに

することを目指している。 

細胞内小器官の間のタンパク質輸送は輸

送小胞を介して行われ、小胞の形成・運搬・

融合の各過程は特定の分子群により制御さ

れている。低分子量 GTPase ARF は小胞の形

成に、Rab は輸送小胞のターゲティングや融

合を調節する分子であると考えられてきた。

ARF や Rab はそれぞれ特異的なオルガネラに

局在し、活性化された GTP結合型はさまざま

なエフェクター分子をオルガネラ膜にリク

ルートし、小胞輸送における分子スイッチと

して重要な役割を担っている。したがって

ARF や Rab とその特異的なエフェクター分子

の作用機構を明らかにすることは輸送過程

を理解することにつながる。 

 
２．研究の目的 

Rab14がエンドソームとゴルジ体の両方に

局在することが分かった。そこで、Rab14 が

ゴルジ体とエンドソームを結ぶ重要な役割

を果たしていると考え、Rab14 と結合するタ

ンパク質の同定し、その分子機構を明らかに

することを目的とした。 

 
1． 研究の方法 

(1) 酵母 two-hybridスクリーニングによ

る Rab14 結合因子の同定 

(2) 相互作用の生化学的検証と分子レベ

ルでの解析 

Rab14 と（１）で同定された RUFY-1の相互

作用を GST pull down法により、生化学的に

検証した。さらに、RUFY-1に関しては、Rab14

や Rab4 と相互作用に必要なドメインを酵母

two-hybrid法や GST pull down法などを利用

して決定した。 

(3) 抗体の作製 

 Rab14 の recombinant protein を用いて特

異的な抗体の作製に成功した。 

(4) 細胞内での相互作用の解析 

Rab14と RUFY-1の細胞内での局在を蛍光抗

体法により調べた。さらに Rab14 の変異体の

発現あるいは RNAi 法を用いた Rab14 のノッ

クダウンによる RUFY-1 の局在の変化を調べ

た。また、細胞内での相互作用を免疫沈降法

を用いて検証した。 

(5) エンドソームでの Rab14 による輸送

の制御機構 

Rab14 の変異体や、RUFY-1 の Rab4 との結

合できない変異体などを発現させ、エンドソ

ームを介する輸送経路やエンドソームの形

態を蛍光抗体法で観察した。これらの輸送を

調べるためには、蛍光で標識した積み荷

（transferrin, EGF）を用いた。さらに、Rab14, 

RUFY-1 のノックダウンによる影響も同様に

調べた。 

 
４．研究成果 

(1) Rab14 を用いた酵母 2-hybrid スクリー

ニングの結果、Rab4の結合因子である RUFY1

を同定した。Rab14や Rab4は RUFY1 の異なる

領域に結合することを pull down 法により確

認した。 

図 1． 

(2) RUFY1 はエンドソームに局在し、Rab14

や Rab4 と良く共局在した。この RUFY1 のエ

ンドソームへの局在は Rab4 ではなく Rab14

に依存的であることが Rab4 や Rab14 のノッ

クダウンにより明らかとなった。(図 1) 



(3) RUFY1 と Rab14 あるいは RUFY1 と Rab4

を共発現させるとエンドソームが肥大化す

ることが分かった。この時にエンドソームは

ブドウのように集まってクラスター作って

いることが画像の deconvolutionにより明ら

かとなった。(図 2) 
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(4) さらにこのエンドソームの肥大化は

Rab4と結合できない RUFY1との共発現では見

られないことから、エンドソームの肥大化は

Rab4 によるものであることが示唆された。

(図 3) 
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(5) Rab14, Rab4, RUFY1 のノックダウンし

た細胞ではトランスフェリンの初期エンド

ソームから細胞膜へのリサイクリングが遅

れていることが分かった。(図 4) 

図 4. 

(6) これらのことから、RUFY1は Rab14 によ

ってエンドソームにリクルートされ、さらに

Rab4 の相互作用することでエンドソームの

繋留や融合を調節していると考えられる。さ

らに RUFY1 を介する Rab14 と Rab4 のクロス

トークはトランスフェリンの輸送を調節し

ていることが明らかとなった。(図 5) 
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