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研究成果の概要（和文）：低分子量GTPaseのRABL2とその結合タンパク質であるCEP19の変異は、男性不妊および
病的肥満の原因となることが知られているが、その分子メカニズムは不明である。本研究ではRABL2とCEP19の繊
毛形成における機能に着目して研究を行なった。その結果、RABL2はCEP19と複合体を形成し基底小体に局在して
いるが、グアニンヌクレオチド交換因子によっ てGTP結合型へと変換されるとCEP19から解離すること、そして
IFT74-IFT81二量体と一過的に相互作用することによって、IFT複合体の繊毛内移行を制御していることがわかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Mutation of RABL2 and CEP19 genes are known to cause male infertility and 
morbid obesity, but its molecular mechanism is unknown. In this study, I studied the function of 
RABL2 and CEP19 involved in primary cilium formation. As a result, I found that RABL2 forms a 
complex with CEP19 and localizes at the basal body of primary cilia. When RABL2 is converted to 
GTP-bound form by guanine nucleotide exchange factor, it dissociates from CEP19 and transiently 
interacts with IFT-B complex via IFT74-IFT81 dimer. These results indicate that RABL2 regulates the 
entry of the IFT complex into primary cilium.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 ヒトのほぼ全ての細胞に存在する繊毛は、
多様な外部シグナルを受容するアンテナと
して機能するオルガネラである。繊毛の形成
不全や機能異常は、嚢胞腎、網膜変性、骨形
成異常、病的肥満、精神遅滞、内臓逆位、多
指、不妊など多様な症状を呈する「繊毛病」
を引き起こすことが知られている。したがっ
て、私たちの体が正常に機能するためには、
繊毛が極めて重要な役割を果たしていると
考えられる。 
	 繊毛は基底小体と呼ばれる構造から伸び
る軸糸微小管とそれを取り囲む繊毛膜によ
って構成される。繊毛の根本にあたる基底小
体は中心体の母中心小体が変化した構造で
ある。細胞周期が休止期（G0期）に入ると、
母中心小体は細胞膜とドッキングして基底
小体と呼ばれる構造に変化し、ここから繊毛
が形成される。繊毛の形成時には様々なタン
パク質が基底小体に集積し、繊毛形成を制御
している。 
	 本研究では、繊毛形成の分子基盤の一端を
解明するために、Rab−Like2（RABL2）と
CEP19 に着目した。この遺伝子に注目した
理由は以下の 4つが挙げられる。(1) RABL2
は RAS ファミリーに属する低分子量
GTPase であり、繊毛・鞭毛を持つ生物種で
高度に保存されている遺伝子である。(2) 
RABL2 のアミノ酸変異によって精子の鞭毛
運動異常に起因する男性不妊が引き起こさ
れる。(3) RABL2は中心体に局在するが機能
未知のタンパク質 CEP19 と相互作用する。
(4) CEP19は繊毛の異常に起因すると考えら
れる病的肥満の原因遺伝子である。このよう
な先行研究とデータベースの情報から、
RABL2および CEP19は繊毛・鞭毛において
重要な働きを担っていると予想した。 
 
２．研究の目的 
	 低分子量 GTPase は GDP 結合型と GTP
結合型でコンフォメーションが変化し、GTP
結合型の時にのみエフェクター分子と相互
作用することで分子スイッチとして働く。
RABL2 も同様に分子スイッチとして働くと
考えられるが、具体的なエフェクター分子は
不明であった。先行研究において、RABL2
は繊毛内のタンパク質輸送を担うIFT-B複合
体（16サブユニットから構成される）と相互
作用することが示唆されていたが、実際にど
の IFT サブユニット結合するのかはわかっ
ていなかった。そこで本研究では、RABL2
が IFT-B複合体および CEP19との相互作用
を介して繊毛形成を調節している、という仮
説を検証した。 
 
３．研究の方法 
(1).	VIP(Vissible	immunoprecipitation)ア
ッセイによる RABL2 と IFT-B複合体の相互作
用解析	
	 HEK293T細胞にEGFP 融合 RABL2 と mCherry

融合 IFT-B 複合体のサブユニット計 16 種類
を共発現させた。その細胞溶解液に、グルタ
チオンセファロース・ビーズに固定した GST-
抗 GFP-Nanobody（ラクダ科動物由来の単鎖抗
体）を加え、RABL2-EGFP を免疫沈降した。そ
のビーズを蛍光顕微鏡を用いて観察し、
mCherry の蛍光が検出されるかどうかを指標
に、RABL2 と IFT-B 複合体が相互作用するか
を調べた。	
(2).	RABL2 の変異体発現時の繊毛形成率	
	 hTERT-RPE1 細胞に EGFP 融合 RABL2 とその
変異体を発現させて、細胞密度が 100%になる
まで培養したのち、無血清培地で 12 時間培
養させて繊毛を形成させた状態で固定した。
そして Acetyl-α-tubulin（繊毛マーカー）
の抗体を用いて免疫染色を行い、RABL2 の各
変異体を発現させた場合の繊毛の形成率を
定量した。	
(3).	IFT139 をノックアウトした hTERT-RPE1
細胞における RABL2 の局在観察	
	 繊毛内タンパク質の逆行輸送が滞る表現
型を示すIFT139ノックアウト hTERT-RPE1細
胞を、細胞密度が 100%になるまで培養したの
ち、無血清培地で 24 時間培養させて繊毛を
形成させた状態で固定した。RABL2 の抗体を
用いて免疫染色を行い、逆行輸送が滞った影
響で繊毛内にRABL2が蓄積するかどうかを調
べた。	
(4).	RABL2常時GTP結合型QL変異体とIFT-B
複合体および CEP19 の相互作用の競合実験	
	 HEK293T 細胞に EGFP 融合 RABL2 の QL 変異
体（常時 GTP結合型変異体）、そして mCherry
融合させた IFT74、IFT81、CEP19 を共発現さ
せ、VIP アッセイを行った。mCherry 標識し
た CEP19 を発現させた場合に、RABL2-EGFP と
mCherry-IFT74/81 の相互作用が減弱するか
どうか、VIP アッセイとウエスタンブロッテ
ィングによって調べた。	
	
４．研究成果	
(1).	RABL2 と IFT-B 複合体の相互作用解析	
	 VIP アッセイの結果、RABL2の QL 変異体（常
時 GTP 結合変異体）は IFT-B 複合体と強く相
互作用することがわかった。また、RABL2 の
SN 変異体（常時 GDP 結合変異体）や DG 変異
体（男性不妊の原因となる変異体）では IFT-B
複合体と全く結合できなくなることがわか
った。さらに、サブトラクション VIP アッセ
イの結果、RABL2 の QL 変異体と相互作用する
IFT-B 複合体のサブユニットは IFT74、IFT81
のヘテロダイマーであることがわかった。	
(2).	RABL2 の変異体発現時の繊毛形成率	
	 IFT74/81 のヘテロダイマーと相互作用で
きなくなる RABL2 変異体である SN 変異体と
DG変異体を細胞に発現させた場合、繊毛の形
成率が有意に低下した。このことから、RABL2
の SN 変異体や DG変異体を過剰発現させるこ
とで、IFT-B 複合体の機能の一つである繊毛
形成にdominant-negativeな影響を与えるこ
とが明らかになった。	



(3).	IFT139 をノックアウトした hTERT-RPE1
細胞における RABL2 の局在観察	
	 IFT139 ノックアウト細胞では、繊毛タンパ
ク質の逆行輸送が滞る影響でIFT-B複合体の
サブユニットの一つであるIFT88が先端に蓄
積していたものの、RABL2 は繊毛内に蓄積す
ることなく基底小体に局在することがわか
った。	
(4).	RABL2常時GTP結合型QL変異体とIFT-B
複合体および CEP19 の相互作用の競合実験	
	 RABL2 は IFT-B と CEP19 と結合することが
わかったので、これらの相互作用が競合する
かどうか VIP アッセイを用いて調べた。その
結果、RABL2 と IFT74/81 ヘテロダイマーの相
互作用は、CEP19 存在時に著しく減弱するこ
とがわかった。このことから、GTP 型の RABL2
は IFT-B複合体およびCEP19と相互排他的に
相互作用することが明らかになった。	
	

	 本研究ではRABL2のエフェクタータンパク
質として IFT-B 複合体を見出した。さらに、
RABL2 と相互作用する IFT-B 複合体のサブユ
ニットが IFT74/81 ヘテロダイマーであるこ
とを同定した。また、IFT74/81 ヘテロダイマ
ーと相互作用できない RABL2 の SN 変異体や
DG 変異体を hTERT-RPE1 細胞に発現させるこ
とで繊毛の形成率が減少したことから、
RABL2 は IFT-B 複合体と相互作用することで
繊毛の形成を調節していると考えられる。	
	 RABL2 の QL 変異体と IFT74/81 ヘテロダイ
マーが強固に結合することから、RABL2は IFT
複合体の積み荷タンパク質として繊毛内に
輸送されている可能性が示唆された。しかし、
繊毛内タンパク質の逆行輸送が滞る IFT139
ノックアウト細胞においてもRABL2は基底小
体に局在していたことから、RABL2 は積み荷
タンパク質として繊毛内へは輸送されず、繊
毛基部の基底小体に常に局在し、IFT-B 複合
体の機能を調節していると考えられる。また、
GTP 型の RABL2 は IFT-B 複合体および CEP19
と相互排他的に相互作用することから、
RABL2は活性化することによりCEP19を離れ、
IFT-B 複合体と一時的に相互作用できるよう
になる、と推測される。以上から考えられる
モデルを図２に示す。RABL2 は GDP 型と GTP
型をサイクルし、IFT-B 複合体の繊毛内移行
を制御することで繊毛の形成を調節してい
る、と考えられる。	
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