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研究成果の概要（和文）：哺乳類に存在する約60種類のRabの半数以上はゴルジ体以降の後期輸送経路に分布し
ている。本研究ではそれらのRabとその結合分子であるエフェクタータンパク質の網羅的同定を行い、さらに機
能解析を行なった。
Rab6と結合するOxr1及びNcoa7はゴルジ体及びトランスゴルジネットワーク（TGN）においてV-ATPaseを抑制的に
制御することを明らかにした。またRab8の結合タンパクであるEHBP1L1については、一次繊毛形成初期に形成さ
れる繊毛小胞に局在し、そのEHBP1L1結合分子であるCD2APとCIN85を介してアクチン重合を促進し、その結果繊
毛長を抑制的に制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：More than half of 60 Rab proteins which are encoded by the mammalian genome,
 localize at the post-Golgi compartment. In this study, we identified and analyzed post-Golgi 
Rab-biding effector proteins. 
We revealed that Rab6 and its novel binding proteins, Oxr1 and Ncoa7 localize on Golgi apparatus and
 trans-Golgi network (TGN) and negatively regulate V-ATPase activity. In addition, we found that 
Rab8 and its binding effector, EHBP1L1 localize on ciliary vesicle, which appears in early primary 
ciliogenesis. We also showed that EHBP1L1 cooperates with its binding proteins, CD2AP and CIN85, 
promote actin polymerization resulting in shortening the length of primary cilia.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： Rab　ゴルジ体　トランスゴルジネットワーク　一次繊毛
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は本研究の成果を世界に先駆けて論文として発表済み、あるいは発表予定であり、その点ではコミュニティ
ーへの貢献は大きいと考えている。また我々が同定したRab結合分子の一部は疾患の原因となることが明らかに
なっており、本研究により当該疾患の理解が深まることが期待されることからその点でも社会的意義があると考
えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

低分子量 G タンパク質である Rab は真核生物に高度に保存された細胞内膜輸送の主要な制御

因子の一つとして知られている。Rab の活性は GTPase 活性化因子（GAP）及び GDP/GTP 交換

因子（GEF）によって厳密に制御されている。GTP が結合した活性化 Rab は種々のエフェクタ

ーを膜上に呼び込み、エフェクターを介して輸送を制御する。いわばエフェクターは膜輸送制御

の実行分子であり、その同定と厳密な解析を経ずして Rab が仲介する細胞内輸送の全貌は明ら

かにすることはできない。当時までに同定されたエフェクターは全体の中で極一部だと思われ

ており、多様な種類と機能を有するエフェクターが網羅されているとは言い難い状況であった。 

 我々はこれまで Rab の調節因子（GAP、GEF）や Rab のエフェクターの一部について研究を

行ってきたが（J. Cell Biol. 212: 297-306, 2016, J. Cell Biol. 217: 1777-1796, 2018）、我々独自の方

法論により当該分野の進展に貢献できるのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 

哺乳類に存在する約 60種類の Rabの半数以上はゴルジ体以降の後期輸送経路に分布している。

近年の我々のエフェクターに関する研究を通じて、「Rab の機能とは？」という問いに一義的に

答え難いことに気がついた。例えば Rabのノックダウンやノックアウト、Rabのドミナントネガ

ティブ変異体を細胞に導入する等により Rab そのものを調べて、それらが細胞内小器官間のど

の経路を制御しているかを大まかに明らかにすることは出来ても、Rabが関わる膜輸送の素過程

には迫れない。何故ならば、Rabの細胞内膜輸送に対する役割は常に多種多様な実行分子、エフ

ェクターを介して果たされるからである。現在でさえそれぞれのエフェクターの機能が果たし

てどれだけ詳細に調べられているだろうか？また、果たして現在同定されているエフェクター

だけで Rabとそれが関る輸送経路の全てを説明できるであろうか？ 

そのような疑問から、本研究では Rabが関わる輸送機構の詳細な機構を明らかにすべく、特に

膜輸送システムの中でも曖昧な解析に終始している哺乳動物細胞のポストゴルジの輸送経路に

焦点を絞って、そこに存在する Rab のエフェクター分子並びにエフェクター分子への結合分子

の探索、そしてそれらの解析を行った。 

 

３. 研究の方法 

（１） GST-pull down によるエフェクタータンパク質の同定 

① 大腸菌由来の組換えGST融合Rabタンパク質を用いて各種組織、培養細胞抽出液に対しGST-

pull down法を行った。まず GST融合 Rabタンパク質を精製し、グアニンヌクレオチド（GN）

の結合能力を測定した。精製した Rab タンパク質 26 種類のうち 10 種類については良好な GN

結合能力が確認されたのでそれらについてはマウス脳、肝臓、腎臓組織由来、培養細胞について

はヒト RPE-1、HEK293、MNT-1、マウス EpH4細胞由来の抽出液に対して pull downアッセイを

行った。 

② GN の結合能が弱かった、あるいは全く確認されなかった Rab に関しては BioID（近位依存



性ビオチン標識）を用いた pull downアッセイを行った。 具体的には Rabタンパク質 にビオチ

ンリガーゼを融合したものを HEK293Flpin 細胞に安定に発現させて、相互作用するタンパク質

をビオチン化させる。ビオチン化タンパク質をストレプトアビジンビーズで回収し、質量分析で

同定した。また酵母ツーハイブリッド法による結合分子の同定も並行して行った。 

（２） GST-pull down によるエフェクタータンパク質の同定 

得られたエフェクタータンパク質に関して、さらに GST-pull downや免疫共沈降反応などにより

エフェクターに結合するタンパク質を同定した。それらを siRNA による RNA 干渉法や

CRISPR/Cas9 による遺伝子ノックアウトによりその発現を抑制し、後期分泌経路の細胞内小器

官の形態変化や、各種モデル積荷タンパク質を用いた輸送アッセイにより、Rabとそのエフェク

ター複合体の膜輸送の素過程に迫った。 

 

４. 研究成果 

（１）大腸菌より GST-Rab6を精製し、GN結合活性を調べた。我々が調べた Rabの中で Rab6は

一番 GN結合能が高かった。このタンパク質とマウス脳抽出液を用いて、GST-pull downを行っ

た。本実験では既知の結合分子が多数得られたのに加えて、それまでほとんど未解析であった

Oxr1 タンパク質を同定した（図１）。Oxr1 とそのパラ

ログである Ncoa7 は哺乳類に存在する５種類の TLDc

ドメインを保有するタンパク質の内の２種類である。

Oxr1に対する特異的抗体を作製し、その抗体を用いて

免疫共沈降反応を行った結果、V-ATPaseの触媒（A）サ

ブユニットを同定した。V-ATPase はポストゴルジの細

胞内小器官内腔の酸性化に寄与するプロトンポンプで

ある。GST-pull down により Oxr1 及び Ncoa7 は TLDc

ドメインを介して A サブユニットと結合することを明

らかにした。さらに精製タンパク質を用いた酵素化学

的実験により、Oxr1及び Ncoa7が V-ATPaseの ATP加

水分解能を抑制することを明らかにした（図２）。次に

間接蛍光抗体法により Oxr1 と Ncoa7 が、主にゴルジ

体、及びトランスゴルジネットワーク(TGN)に局在す

ることが明らかになったことから、Oxr1及び Ncoa7を

ノックアウト/ノックダウンした細胞におけるゴルジ

体/TGN 内腔の pH を pHluorin を用いて測定したとこ

ろ、有意な pHの低下が確認された（図３）。またゴル

ジ体/TGN内腔の pH環境に大きく左右されることが知

られている糖鎖修飾酵素群の活性をレクチンブロット



で確認したとろ、Oxr1 及び Ncoa7 をノックアウト/ノッ

クダウンした細胞では糖鎖修飾に部分的な阻害的効果が

確認された。  

以上のことを総括すると、本研究は小器官内腔の pH環

境を細胞質因子である Rabがエフェクターを介して制御

するという全く新しい発見に至ったと言える。 

（２）酵母ツーハイブリッド法によって同定した Rab8

のエフェクターである EHBP1L1は、Rab8のみならず、

Rab8サブファミリーのメンバーである Ra10や Rab13と

も結合することが明らかになっている。Rab8 サブファミリーは上皮細胞や有繊毛細胞、神経細

胞において極性輸送を司る Rabの一群であり、本研究では EHBP1L1タンパク質の一次繊毛形成

への役割について焦点を絞った解析を行なった。まず EHBP1L1特異的抗体を用いた間接蛍光抗

体法により、EHBP1L1は一次繊毛形成初期に生じる繊毛

小胞に局在することが明らかになり、またその後の成熟

した一次繊毛にはほとんど観察されなかった（図４）。次

に EHBP1L1 を siRNA によってノックダウンすると、一

次繊毛の伸長が確認された。EHBP1L1の新規結合分子を

同定したところ、F-アクチン制御因子群のアダプターで

あるCD2APとそのパラログであるCIN85が得られた（図

５）。それらの発現抑制をすると、EHBP1L1 の場合と同

様に一次繊毛の伸長が見られた。さらに EHBP1L1、及び

CD2AP/CIN85 発現抑制下では基底小体付近のアクチン

の重合の低下が観察された。以上のことから、Rab-

EHBP1L1-CD2AP/CIN85 は基底小体付近でアクチンの重

合を制御することによって、一次繊毛長を制御すること

が明らかになった。 

（３）そのほかの Rab結合タンパク質もエフェクタータ

ンパク質が種々得られている。現在解析を鋭意継続中で

ある。 
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