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研究成果の概要（和文）：本研究では各種の新しい低分子量Ｇタンパク質に関して多角的な解析を行い、１）ARL8がフ
ァゴソームとリソソームの融合に寄与し、アポトーシス細胞の効率的除去に必要であること、２）Arl13bのN末端のパ
ルミトイル化修飾とC末端近傍のRVxPモチーフの両方が、Arl13bの一次繊毛への局在化に必要であること、３）Di-Ras2
がSmgGDSとの相互作用により、活性制御を受ける可能性があること、４）線虫においてDi-Rasが神経細胞からのアセチ
ルコリンの放出に促進的に機能すること、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed some atypical small GTPases and found that 1) ARL8 is 
involved in phagosome-lysosome fusion and required for efficient removal of apoptotic cells; 2) both the 
N-terminal palmitoylation and the C-terminal RVxP motif of Arl13b are required for the ciliary 
localization of Arl13b; 3) Di-Ras2 activity may be regulated via interaction with SmgGDS; 4) C. elegans 
Di-Ras homolog functions as a positive regulator for acetylcholine release from neuronal cells.

研究分野：生物化学

キーワード： 低分子量Gタンパク質　メンブラントラフィック　オルガネラ　線虫

  ２版



 

１．研究開始当初の背景 
低分子量Ｇ蛋白質ファミリーは、Ras、

Rho/Rac、Rab、Arf、Ran といったサブファ
ミリーからなり、GTP と GDP の交換反応に
伴う活性化状態の変化を介して、シグナル伝
達系、膜輸送系、細胞骨格系などにおいて重
要な分子スイッチとして機能している。一方
で近年、生化学的性状あるいは一次構造の観
点から、既存の低分子量Ｇ蛋白質ファミリー
とは異なる “アティピカル”な機能未知の低
分子量Ｇ蛋白質群が多数存在することが明ら
かとなり、Ｇ蛋白質の活性調節機構と生理機
能は新たな展開を見せつつある。例えば研究
代表者らは先に、神経細胞特異的に発現する
Di-Ras や、リソソームなどの酸性オルガネラ
に局在する Arl8 が、一般的なＧ蛋白質通常
GDP 結合型で存在するのとは対照的に、主に
GTP を結合した状態で待機していることを
明らかにしてきた。また、グアニンヌクレオ
チドとの結合に必要なＧドメインに加えて、
EF ハンド、コイルドコイル、プロリンリッチ
ドメインなどを有する Rab45 や Arl13b など
のマルチ機能ドメインＧ蛋白質の同定と生化
学的性状を報告してきた。研究代表者らは、
これらのアティピカル低分子量Ｇ蛋白質群の
機能解析を進め、それらがリソソームや一次
繊毛といったオルガネラの形成・機能に関与
することを示唆する知見を見いだした。以上
のような研究経緯から研究代表者は、生化学
的解析・ライブイメージング・線虫を用いた
個体レベルの解析等の多角的な研究アプロー
チによる、“膜オルガネラ動態を制御する新し
いタイプの低分子量Ｇ蛋白質群の機能解析”
という本研究課題を提唱するに至った。 
 
２．研究の目的 
リソソームの融合は効率的な物質分解に重

要であるが、そのメカニズムは余り良く分か
っていない。これまで知られている低分子量
Ｇタンパク質の中で Arl8 は唯一、主にリソソ
ームに局在するＧタンパク質であり、Arl8 が
リソソームの融合などの機能動態を制御する
可能性に関して、線虫や培養細胞を用いて検
討する。 
一次繊毛は、細胞膜から突出した細胞小器

官であり、その形成・機能異常が、嚢胞腎、
Bardet-Biedl 症候群、Joubert 症候群などの
疾患の原因であることが明らかとなっている。
一次繊毛に局在するマルチ機能ドメインＧタ
ンパク質 Arl13b は、Joubert 症候群の原因遺
伝子であるが、その機能的役割に関しては未
解明な点が多い。本研究では Arl13b の繊毛へ
の局在化機構や機能に関して、主に培養細胞
を用いて解析する。 
神経組織特異的に発現細胞内で主に GTP

結合型で存在するというアティピカルな生化
学的特徴を示す Di-Ras は、神経組織特異的に
発現することを見いだしているが、その機能
は未解明である。そこで本研究では Di-Ras
の活性制御機構及び線虫変異体を用いた機能

解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）リソソームにおける Arl8 の機能解析 
線虫 Arl8 欠損変異体（arl-8 変異体）の生

殖腺では、アポトーシス細胞が蓄積するとい
う表現型を見いだしている。そこでアポトー
シス細胞の出現頻度、アポトーシス細胞の貪
食度合い、アポトーシス細胞を含有するファ
ゴソームの成熟状態などを各種のマーカータ
ンパク質を用いて検討する。また、Arl8 の周
辺因子群を同定する目的で、arl-8 変異体と同
様の表現型を示す変異体を RNAi スクリーニ
ングにより探索する。得られた因子群に関し
て、Arl8 との遺伝学的・物理的相互作用を検
討する。 
（２）Arl13b の一次繊毛への局在化機構の解
析 
前述のように Arl13b はＧドメインに加え

て、コイルドコイル、プロリンリッチドメイ
ンを有している。一次繊毛への局在化に必要
なドメインを同定する目的で、各種の Arl13b
欠失変異体の細胞内局在を検討し、Arl13b の
繊毛への輸送機構を解析する。 
（３）Di-Ras の生化学的特性及び機能解析 
内在性 Di-Ras の特性を調べるために

Di-Ras の 2 つのサブタイプ（Di-Ras1 と
Di-Ras2）を特異的に認識するモノクローナ
ル抗体を作成し、それらを用いて Di-Ras の発
現パターンや局在を検討する。また予備的実
験から線虫 Di-Ras が神経細胞特異的に発現
していることを見いだしているので、線虫
Di-Ras の欠損変異体（drn-1 変異体）を用い
て、神経機能における Di-Ras の生理的役割を
解析する。 
 
４．研究成果 
（１）Arl8 はファゴソームとリソソームの融
合に寄与する。 

arl-8 変異体ではアポトーシス細胞の出現
頻度は正常であるが、貪食細胞 sheath cells
での分解が非常に遅延することが、アポトー
シス細胞の蓄積の原因であることが明らかに
なった。アポトーシス細胞を取り込んだファ
ゴソームは、ファゴソームの成熟初期マーカ
ーである RAB-5 及び成熟後期マーカーであ
る RAB-7 の局在は野生型と同様であったこ
とから、ファゴソームは後期段階までは成熟
することが明らかになった。一方、最終的に
起こるべきリソソームとの融合が殆ど観察さ
れなかった。以上の結果から、Arl8 はファゴ
ソームとリソソームの融合過程に促進的に機
能し、アポトーシス細胞の効率的な分解除去
に重要な低分子量 G タンパク質であることが
明らかとなった。さらに arl-8 変異体と同様の
表現型を示す変異体を探索した結果、HOPS
複合体の構成因子である vps-39 や vps-41 の
欠損変異体が arl-8 変異体と同様の表現型（ア
ポトーシス細胞の蓄積）を示すことを見いだ
した。さらに生化学的解析から、Arl8 の GTP



結合型が VPS-41 と物理的に相互作用するこ
とを見いだし、VPS-41 が Arl8 のエフェクタ
ーとして機能することが示唆された。酵母で
は、HOPS 複合体は液胞の膜に局在し、繋ぎ
止め因子とし液胞の融合を正に制御している
ことから、Arl8 は HOPS 複合体をリソソーム
やファゴソームにリクルートすることで、そ
れらの融合に寄与しているのではないかと考
えられた。 
（２）Arl13b の繊毛局在性に関する解析 

Arl13b の各種欠損変異体・点変異体の細胞
内局在解析から、Arl13b の繊毛局在性には、
N 末端のパルミトイル化修飾と C 末端近傍に
存在する RVxP モチーフの両者が必要である
ことが明らかとなった。RVxP モチーフの繊
毛局在性における十分性を調べる目的で、ゴ
ルジ体に局在する膜タンパク質に RVxP 配列
を付与したところ、それが繊毛に局在するよ
うになった。またゴルジ体に局在する DHHC
ファミリータンパク質によって、Arl13b がパ
ルミトイル化修飾される可能性を見いだした。
以上の結果から、Arl13b は、ゴルジ体でパル
ミトイル化修飾を受けたのち、RVxP モチー
フが認識されて繊毛へと輸送される可能性が
考えられた。 
（３）Di-Ras の機能解析 

Di-Ras1 及び Di-Ras2 に対して特異的なモ
ノクローナル抗体を作製し、それぞれの発現
を検討したところ、脳における Di-Ras は
Di-Ras2 がメインであり、Di-Ras1 は殆ど発
現していないことが明らかとなった。ラット
脳ホモジェネートを用いた検討から、
Di-Ras2 は細胞膜に加えて細胞質にも存在す
ることを見いだした。さらに、細胞質中の
Di-Ras2 は SmgGDS と複合体を形成してい
ることを見いだした。SmgGDS は RhoA など
の低分子量 G タンパク質に対してグアニンヌ
クレオチド交換促進活性を有することが知ら
れている分子である。SmgGDS が Di-Ras2
に与える影響について検討したところ、
SmgGDSによってDi-Ras2のGDP及びGTP
に対する親和性が低下することが明らかとな
った。また、培養細胞レベルにおいても、
Di-Ras2 のグアニンヌクレオチド結合量は
SmgGDS の共発現により減少した。よって、
RhoA などに対する効果とは異なり、
SmgGDS との結合によって Di-Ras2 のグア
ニンヌクレオチド親和性は低下すると考えら
れた。また、パルスチェイス法により Di-Ras2 
と SmgGDS の動態を解析したところ、
Di-Ras2 は生合成後速やかに SmgGDS と結
合し、その結合により Di-Ras2 の安定性が上
昇することが明らかとなった。以上により、
Di-Ras2 は生合成後に SmgGDS と複合体を
形成し、細胞質中でグアニンヌクレオチド低
親和性の状態で存在するという活性制御を受
けている可能性が示唆された。 
さらに Di-Ras の生理的役割を解析する目

的で、線虫 Di-Ras 欠損変異体（drn-1 変異体）
を用いた薬理学的解析を行った。その結果、

drn-1 変異体は野生型に比べて、aldicarb に
低感受性であり、levamisol に対しては同程度
の感受性を示すことが分かり、drn-1 変異体
では神経筋接合部におけるアセチルコリンの
放出量が低下していることが示唆された。さ
らに生化学的解析から、Di-Ras が神経伝達物
質の放出に関与するEpac2と物理的に相互作
用することを見いだした。以上により、Di-Ras
は Epac2 と協調して、神経細胞からの神経伝
達物質放出に寄与することが考えられた。 
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