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研究成果の概要： 細胞極性の維持には、蛋白質を各々の細胞膜領域へと運ぶ極性輸送が必須で

ある。今までに作製した様々な極性輸送制御分子の KO マウスのうち、Rab8aKO マウスは小腸上

皮細胞の apical への輸送に異常が現れ、微絨毛萎縮症との関連も示唆された。本研究では、

Rab8a に類似した Rab8b の機能の解明のため、Rab8b 欠損マウスと、Rab8a と Rab8b の両方を欠

損するマウスの解析を行った。また、apical 輸送における Rab8a の分子機序解明のため、Rab8a

と他の apical 輸送関連分子の間での相互作用の検討も行った。 
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞や神経細胞などの非対称な構造（極

性）を持つ細胞では、タンパクや脂質成分の

異なる２つの細胞膜領域に隔てられ、それぞ

れの領域が固有の役割を果たすことで正常

な機能を維持している。この細胞極性の維持

には、合成された蛋白質を別々の小胞に振り

分けて各々の細胞膜領域へと運ぶ極性輸送

が必須である。小胞輸送を制御する分子とし

ては、小胞の移動に関わるモーター分子や膜

同士の融合に関わる SNAREの機能が重要視さ

れてきたが、近年これらに加え、低分子量 GTP

結合タンパク質である Rabの分子機能が特に

注目されている。 

Rab は、一次構造の類似した低分子量 GTP 結

合タンパクのファミリーであり、特定の細胞

内輸送経路の輸送小胞の膜に局在し、それぞ



れの働きを制御している。Rab の分子機能は

多種のエフェクター分子との相互作用を介

して発揮されるが、それら多くは、特定の

SNARE やモーター分子など小胞輸送に不可欠

な分子であることが明らかになっている。こ

のように、小胞輸送の各過程に寄与する分子

との相互作用により、目的地への輸送を正し

く制御するカギとしての Rabの役割がしだい

に明確にされつつある。極性輸送においては

Rab8a が、上皮細胞の apical, basolateral

と い う ２ つ の 細 胞 膜 領 域 の う ち の

basolateral 側への輸送の制御に重要である

ことが古くから指摘されていた。更に、この

Rab8a に極めて構造の類似した Rab8b という

分子が高等動物に存在することが明らかと

なり、この分子も Rab8a 同様、極性輸送に何

らかの役割を果たす可能性も大いに期待さ

れた。しかし現在まで Rabの機能については、

培養細胞や下等生物を用いた実験により研

究されてきたものの、高等動物の組織や個体

において如何なる生理的な重要性を持つか

については、ほとんどが不明であった。 

 

２．研究の目的 

１で述べたような背景を受け、研究代表者は

群馬大学に赴任以降、様々な極性輸送関連分

子のノックアウト（KO）マウスの作製や解析

を行ってきたが、なかでも Rab の機能に特に

着目し、上皮細胞の極性輸送における重要性

が示唆されていた Rab8a の KO マウスの作製

と表現型の解析を行った。Rab8a の KO マウス

は生後間もない時期に死亡した。詳細の結果、

小腸の微絨毛の顕著な委縮や、細胞膜の

apical 面の膜消化酵素やトランスポーター

分子の分布の異常など、消化管上皮細胞の

apical 面への輸送に重大な欠陥が観察され

た。これらの異常により、Rab8aKO マウスは

小腸上皮の異常による栄養摂取障害により

死に至ったものと考えられた。以上のような

高等動物の個体レベルでの Rab8a分子の重要

性は、KO マウスの作製以前は全く未知であり、

研究代表者らの研究で初めて明確となった

（Nature 448: 366-369, 2007)。更に、この

マウスと同じ症状を呈するヒトの微絨毛萎

縮症の患者の小腸で Rab8aの量の減少が見ら

れ、Rab8a とこの病気の関連も示唆された。 

Rab8 群には、Rab8a に極めて類似した Rab8b

という分子が各種臓器に存在する。Rab8b が

Rab8a の機能の代償を行う可能性も考えられ

たため、本研究では、Rab8a 同様に Rab8b 欠

損マウス並びに Rab8a,b両方を欠損するマウ

スの作製と解析を行うことにした。 

更に先で述べたように、研究代表者がこれま

での研究で明らかにしてきた、消化管上皮細

胞の極性輸送における Rab8a の機能は、未知

の重要なエフェクター分子との相互作用に

より発揮されるものと推察される。そこで本

研究では、消化管上皮細胞において極性輸送

における Rab8 の機能を仲介するエフェク

ター分子の同定を試みることにした。 

 

３．研究の方法 

(1) Rab8bKOマウスの表現型の解析 

すでに作製済みの Rab8bKO マウスは、出生後

正常に発育したため、このマウスの組織の異

常の有無を組織の HE 染色により詳細に解析

した。更に長期間飼育による観察で、加齢に

伴う生理的異常の有無を検討した。 

(2) Rab8a,Rab8bを同時に欠損する２重遺伝

子欠損（ダブルKO）マウスの作製 

現在までに作製が完了している Rab8aKO の

ヘテロ接合体（Rab8a+/-）と Rab8bKO のヘテ

ロ接合体（Rab8b+/-）を交配させ、双方の遺

伝子の２重ヘテロ接合体同士を交配させて

ダブル KO マウス（Rab8a-/-, Rab8b-/-）を

作製した。生まれた産仔の遺伝子型を PCR

により同定し、ダブル KO マウスが出生可能

かどうか、Rab8a 単独の KO マウスとの表現

型の差異が見られるかなどを検討した。次に、

消化管や腎臓、脳などの組織において、上皮

細胞や神経細胞の極性マーカーの異常の有

無を抗体染色により検討した。 

(3) Rab8aと他のapical輸送関連分子の間で

の相互作用の検討 

apical 側への小胞輸送に関わる分子である



t-SNARE やモーター分子と、Rab8 分子自体の

結合、並びに Rab8 に結合することが分かっ

ている分子を介する相互作用を免疫沈降法

により検討した。 

 

４．研究成果 

(1) Rab8bKOマウスの表現型 

Rab8bKO マウスは出生後正常に発育したた

め、６か月,12 か月,18 か月の各期間飼育し

た Rab8bKO マウスの 12 臓器を組織染色した

が、特にその構造に異常は確認されなかった。

更に、18か月飼育後のRab8bKOマウスの脳、

腎臓、小腸における極性マーカーの分布を調

べたが、特にその局在に異常は見られなかっ

た。これらの結果より、Rab8b 単独の機能は

極性輸送並びに生理機能に必須でないと考

えられた。 

(2) Rab8a,Rab8bを同時に欠損する２重遺伝

子欠損（ダブルKO）マウスの表現型 

両 KO マウスの系統を交配させ、ダブル KO

マウスを作製して解析した。その結果、出生

したマウスの中から Rab8a,Rab8b 両者を欠

損したダブル KO マウスが確認され、

Rab8a,Rab8b 両者を認識する抗体によるウ

エスタンブロットでも両者の欠損が確認で

きた。すなわち、作製したダブル KO マウス

は出生可能と考えられ、マウスの発生段階で

は Rab8 群の機能は必ずしも必要ではないと

結論された。一方、出生後の解析では、ダブ

ル KO マウスは、Rab8a を欠損するため栄養

失調で死亡し、Rab8a 単独の KO マウスより

もさらに早期に死亡することが明らかと

なった。これらのことより、他のいずれかの

臓器で Rab8a,Rab8b の機能の代償が起きて

いる可能性が考えられたため、ダブル KO マ

ウスの脳、腎臓、小腸において極性マーカー

などの分布の異常の有無を光学顕微鏡を用

いて詳細に検討している。 

(3) Rab8aと他のapical輸送関連分子の間で

の相互作用 

apical 側への小胞輸送にかかわる可能性の

ある分子として t-SNARE やモーター分子も

数種同定されている。また今までに、何種か

の Rab 分子と結合する MICAL 分子群や

synaptotagmin-like protein（Slp）分子群

の一部がこれらの分子にも相互作用するこ

とが報告されていた。そこで Rab8a と MICAL

分子群や Slp分子との相互作用を免疫沈降法

により検討し、これらの一部が Rab8a と相互

作用することを確認した。更に、最近我々の

知見を元に他の研究グループが、微絨毛萎縮

症の原因遺伝子として Rab8aに結合するモー

ター蛋白である MyosinVb を同定した（Nat. 

Genet. 40, 1163, 2008）。これらの結果を基

に、Rab8a を中心とした apical 小胞輸送の制

御分子基盤を本研究同様の方法を用いて今

後詳細に解析していく。 
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