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研究成果の概要（和文）： 

 Ｇ蛋白質は、GDP/GTP 結合型のコンホメーション転換（Ｇサイクル）により、細胞の様々な
シグナル伝達系で分子スイッチとしての役割を果たしている。本基盤研究(A)では、細胞内小胞
の選別輸送経路をモデル系として、Ｇサイクルが時空間的あるいは作動様式に基づいて制御さ
れる機構を解析し、特異な生化学的特性や構造を有する新奇のＧ蛋白質が、リソソームの形成・
成熟やエンドサイトーシス・エキソサイトーシスなどといった細胞内エンドソームの動態制御
に介在していることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

G proteins, which cycle between the two different GTP- and GDP-bound conformations (G cycles), 
play important roles as a “molecular switch” in many intracellular signaling pathways.  In the 
Grant-in-Aid for Scientific Research (A), we investigated how G cycles are regulated dependent on their 
modes of actions in intracellular vesicle transport and found that novel G proteins containing unique 
biochemical properties and/or structures are involved in the regulation of endosome dynamics, such as 
lysosome biogenesis, endocytosis, and exocytosis.   
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１．研究開始当初の背景 

 多彩な細胞機能の発現に、Ｇ蛋白質のコン
ホメーション転換を伴う GTP駆動型の“Ｇサ
イクル”が分子スイッチとして介在するとい
う基本概念が確立して久しいが、Ｇ蛋白質に

ついての新しい知見は今なお集積している。
例えば、低分子量Ｇ蛋白質同士あるいは三量
体Ｇ蛋白質と低分子量Ｇ蛋白質の相互作用
によるＧ蛋白質カスケードなど、枚挙にいと
まがない。こうした背景から、Ｇサイクルを
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めぐる研究動向も新たな局面を迎えており、
個々の細胞機能に立脚したＧサイクルの制
御メカニズムの解明とその制御系が介在す
る生理的意義や合目的性についてのより深
い理解が必要な段階へと進んでいる。特に、
複数のＧサイクルの時間・空間的起動がどの
ように制御されるか、また標的となるマシナ
リーに対するＧサイクルの作動様式の点か
らは、初期状態で優位となるコンホメーショ
ンの型は、また GTP結合型の絶対量あるいは
GTPase サイクルの回転のどちらが重要であ
るかなど、未解明な部分が多く、個々のＧサ
イクルが介在するマシナリーの特性によっ
て大きく異なるとも考えられる。 
 以上のような背景と申請者らの認識から、
創薬研究とも密接に関わる細胞の機能制御
部位をより精密に同定するために、「Ｇサイ
クルの時間・空間的起動の制御と標的マシナ
リーに対するＧサイクルの作動様式」という
視点に立った解析が重要であると考え、細胞
内小胞の選別輸送経路をそのモデルとして
本基盤研究(A)を申請するに至った。 
 
２．研究の目的 

 本基盤研究(A)では、これまでの申請者ら
の研究対象と実績を踏まえて、Ｇサイクルが
介在する細胞内小胞の選別輸送経路をその
モデルとして選定した。細胞膜から初期エン
ドソームに向けての輸送小胞によるエンド
サイトーシス、後期エンドソームからのリソ
ソーム形成、さらに、エンドソームから細胞
膜へ向けたエキソサイトーシスの過程には、
Rab、Arf/Sar1 ファミリーを中心とする複数
種の低分子量Ｇ蛋白質が介在し、選別輸送が
普遍的な作動原理を保ちつつも特異性をも
って巧妙に制御される機構に重要な役割を
果たすものと考えられている。また、これら
の選別輸送には、刺激に依存しない恒常型経
路と、チロシンキナーゼ受容体や三量体Ｇ蛋
白質共役型受容体（GPCR）の刺激で駆動する
制御型経路の二種が存在する。したがって、
小胞の選別輸送経路は、複数種のＧサイクル
間の始動制御と協調作用、さらに個々のＧサ
イクルの作動様式を統合的に理解し、それら
の時間・空間的制御機構を解明する研究対象
として、極めて適切なモデル系であると考え
られる。 
 我々は先に Rab5 に対してグアニンヌクレ
オチド交換因子（GEF）作用をもつ三種の RIN
分子群を同定している。RIN は、Rab に対す
る GEFドメインに加えて SH2、Pro-rich配列
と Ras結合ドメインを有し、多量体化するユ
ニークな構造体で、複数の異なるＧサイクル
を時空的に制御し得る新しいタイプの GEF-
アダプター蛋白質と考えられる。さらに RIN
は、そのタイプに依存して、Rab5の他、脊椎
動物以降に保存されている Rab22と Rab31に

対しても GEF 作用があり、これら Rab5 サブ
ファミリーの示すＧサイクルの生化学特性
はメンバー間で大きく異なる可能性が高い。
そこで、Rab5サブファミリーが介在するエン
ドサイトーシスの初期過程を、刺激で駆動す
る制御型の選別輸送モデルとして、それらの
制御機構と分子基盤の解明を目指した。一方、
リソソームは後期エンドソームとの融合を
経て形成すると考えられているが、この過程
に介在するＧ蛋白質については不明な部分
が多い。我々が先に同定した Arfファミリー
の Arl8はリソソームに局在し、線虫 Arl8欠
失変異体では、後期エンドソームとリソソー
ムが小型化するという形態異常の表現型を
認め、Arl8がリソソーム形成に必須の役割を
果たす可能性を見出した。この Arl8 は、初
期状態で GTP結合型のコンホメーションを好
む生化学的特性をもつので、Arl8が介在する
リソソーム形成の過程を、恒常型の選別輸送
モデルとして、それらの制御機構と分子基盤
の解明を目指した。さらに、ユニークなマル
チ・ドメイン構造の Rab45、EFCAB4Baやヘテ
ロ二量体型Ｇ蛋白質 Ragファミリー、また小
胞体からのコラーゲン分泌に介在する新規
分子群についての解析も進め、Ｇサイクルに
よる細胞内小胞の選別輸送制御の解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 

 細胞レベルでのＧ蛋白質群の生理的役割
については、主に RNAi を用いた培養細胞で
の発現抑制や、野生型及び部位欠失変異型Ｇ
蛋白質の過剰発現から機能解析を進めた。ま
た、Ｇ蛋白質と相互作用する分子群（活性制
御因子やエフェクター等）については、酵母
の Two-hybrid 系やＧ蛋白質への特異抗体を
用いた免疫沈降法の実験から候補分子を探
索し、活性制御の機構を解析した。さらに、
Ｇ蛋白質のリコンビナント体を発現・精製し
て生化学的な解析にも供した。 
 個体レベルでの機能解明に向けては、モデ
ル生物として線虫での欠失変異体の作出や
Feeding RNAiライブラリーを用いたノックダ
ウン実験から、表現型の解析を進めた（特に、
高等動物細胞では複数の遺伝子が存在する
Ｇ蛋白質の解析において、線虫での単一遺伝
子の変異体解析は、有用な手段となった）。
得られた表現型と類似する既知変異体があ
る場合には、それらとの遺伝学的上流・下流
関係を解析し、シグナル伝達経路での位置付
けを同定した。さらに、機能解析が進んだＧ
蛋白質については、高等動物個体での役割の
解明に向けて、ノックアウトマウスの作出に
も着手した。 
 
４．研究成果 

(1) グアニンヌクレオチド交換因子 RINによ



 

 

る Rab5サブファミリーＧ蛋白質の制御 

 Rab5 はエンドサイトーシスにおいて中心
的な役割を果たす低分子量Ｇ蛋白質である。
我々は Rab5 に対して GEF 活性をもつ分子群
として RIN2, RIN3 を単離・同定し、それら
が初期エンドサイトーシスの輸送過程を制
御することを見出してきた。他方、Rab5と相
同性が高い新しいRab5メンバーとしてRab31
が近年同定されたが、Rab31 の活性化機構に
ついては不明な点が多く残されている。そこ
で、RINファミリーを含む諸種の Rab5-GEFが
Rab31 に与える影響を様々な視点から解析し、
以下の知見を得た。 
 ① RIN3 が、Rab5 に加えて、Rab31 に対し
て GEF活性を示すことを、精製蛋白質および
細胞レベルで見出した。② RIN3を HeLa細胞
に過剰発現させると、RIN3は Rab31と共局在
し、さらに Rab31陽性小胞の巨大化および束
状構造の形成が RIN3 の GEF 活性に依存して
観察された。③ Rab31が担う TGNと初期エン
ドソーム間の輸送に対する影響を検討した
結果、マンノース６リン酸受容体は通常主に
TGNに局在しているが、RIN3の発現によって
Rab31 への GEF 活性依存的に細胞膜近辺の小
胞に集積する様子が観察された。 
 以上の結果は RIN3 が Rab31 の活性化量を
調節して、TGN から初期エンドサイトーシス
への輸送を制御していることを示唆してい
る。現在は RIN3 ノックアウトマウスの表現
型解析、および RIN3 ノックダウン細胞にお
ける各種受容体量の輸送について解析を進
めている。 

(2) Rabファミリーに属する Rab45と
EFCAB4Ba 

 低分子量Ｇ蛋白質の Rab ファミリーには、
ヒトで 60 種類以上の相同性分子が存在する
が、近年のゲノムプロジェクトの進展から、
Rab と相同性の高いＧドメインに加えて、N
末端側にカルシウム結合 EF-handドメインや
コイルドコイルモチーフを有するマルチ・ド
メイン型のユニークな Rab サブファミリー
（Rab45, EFCAB4Ba）の存在が明らかにされ
た。これらマルチ・ドメイン型Ｇ蛋白質の機
能について主に細胞レベルで解析を進め、以
下の知見を得た。 
 ① HeLa細胞において、Rab45は主にリサイ
クリングエンドソームに局在した。Rab45 の
過剰発現によってトランスフェリン受容体
やRab11 陽性小胞が核近傍へ集積することか
ら、リサイクリングエンドソームの動態を制
御するＧ蛋白質と考えられた。② さらに、
乳癌由来の上皮細胞MCF-7 での内在性Rab45
の免疫染色から、Rab45 は上皮細胞が脱極性
化した時に形成される細胞内小器官の
Vacuolar Apical Compartment（VAC）に局在
することが明らかにされた。③ VACの形成率

は、野生型及び活性型Rab45 の強制発現によ
り顕著に増加したが、不活性型Rab45 や他の
Rabメンバーの発現によっては影響を受けな
かった。したがって、GTP結合型Rab45が特異
的にVACの形成に関与することが明らかにさ
れた。④ Rab45 によるVAC形成の制御機構を
解析するために、Rab45 の各ドメイン欠失変
異体を発現させてVAC形成率を測定した結果、
Rab45は、Rabドメインの活性化に加え、コイ
ルドコイルモチーフ及びEF-handドメインを
協調的に働かせることにより、VAC形成を促
進することが見出された。⑤ ヒトＴリンパ
腫由来のJurkat細胞において、ホルボールエ
ステルPMAとCa2+イオノフォアionomycinの刺
激はIL-2産生を促すが、この作用はEFCAB4Ba
を特異的にノックダウンすることで抑制さ
れた。⑥ Jurkat細胞において、EFCAB4Baは
リサイクリングエンドソームに局在したが、
PMA/ionomycin刺激により核近傍に集積する
ことが見出された。近年、核へのシグナル伝
達に向けて、ある種のエンドソームが転写因
子を核近傍まで輸送することが重要である
と考えられている。したがって、EFCAB4Baは
エンドソームの輸送動態を制御するＧ蛋白
質と考えられる。 
 以上の知見から、Rab45や EFCAB4Baはその
EF-handドメインを用いて細胞内Ca2+濃度を
感知し、VAC様構造やエンドソームの動態を
制御する新規のＧ蛋白質と考えられる。 

(3) Arf/Arlファミリーに属する Arl8による
リソソーム機能の調節 

 我々が先に同定したArfファミリーのArl8
はリソソームに局在したが、線虫の Arl8 欠
失変異体（以下 arl-8変異体）を用いて、Arl8
がリソソームと後期エンドソームの融合過
程に介在することを見出した。 
 ① 線虫体腔部に存在するマクロファージ
様細胞 coelomocyteにおいて、Arl8は主にリ
ソソーム膜に局在した。② arl-8 変異体
coelomocyte の初期エンドソームの形態はほ
ぼ正常であったが、後期エンドソーム及びリ
ソソームは小型化し、それらの数が増加して
いた。③ 飲作用によって coelomocyte 内に
取り込まれた物質は、野生型において、初期
エンドソーム・後期エンドソームを経てリソ
ソームへと輸送されたが、arl-8 変異体では
リソソームへは到達しなかった。④ 単離
coelomocyte の初代培養系を用いたタイムラ
プスイメージングの実験系を構築し、細胞内
輸送を検討した結果、野生型の coelomocyte
ではエンドサイトーシスされた物質を含む
後期エンドソームがリソソームと融合する
様子が頻繁に観察された。しかし、arl-8 変
異体ではそのような融合がほとんど観察さ
れなかった。⑤ ヒト mucolipin-1 ホモログ
である線虫 cup-5の欠失変異体では、後期エ



 

 

ンドソームとリソソームのハイブリッドオ
ルガネラからリソソームの再形成能が低下
しており、巨大化したハイブリッドオルガネ
ラが形成される。これに対して cup-5; arl-8
二重変異体では、巨大ハイブリッドオルガネ
ラの形成が抑制され、arl-8 単独変異体と同
様に多数の小型化した後期エンドソーム及
びリソソームが存在した。すなわち、arl-8
は遺伝学的に cup-5より上流で機能すると考
えられた。 
 以上の結果から、線虫 coelomocyteにおい
て Arl8 は、後期エンドソームとリソソーム
の融合過程を促進する機能をもつことが明
らかにされた。なお、哺乳動物には aと bの
２種の Arl8 が存在するが、既にそれらのノ
ックアウトマウスの作出を終え、現在それら
の表現型解析に着手している。 

(4) 栄養シグナルを伝達するヘテロ二量体
型Ｇ蛋白質 Ragファミリー 

 近年、アミノ酸によるセリン／トレオニン
キナーゼ mammalian target of rapamycin 
complex 1（mTORC1）の活性化を仲介する因
子として、Ｇ蛋白質 Ragファミリーが同定さ
れた。高等哺乳動物には 4種の相同分子があ
り、RagA/B と RagC/D の会合によるヘテロ二
量体が機能すると考えられている。他方、線
虫には 2種の RagAおよび RagCのみが存在す
るが、それらの欠失変異体（以下、RagAおよ
び RagC変異体）を用いて解析を進めた結果、
以下のように、これまでには報告されていな
いリソソーム・後期エンドソームの形成への
関与を見出した。 
 ① 免疫沈降法により内在の RagA と RagC
が、in vivoで相互作用することを見出した。
② RagAおよびRagC変異体の腸細胞において、
リソソーム・後期エンドソームが巨大化して
いた。③ RagA 変異体での巨大化したリソソ
ーム・後期エンドソームは、野生型及び GTP
結合型 RagA の発現によって救助された。こ
れに対して、RagC変異体での巨大化したリソ
ソーム・後期エンドソームは、野生型、GTP
結合型および GDP 結合型 RagC のいずれの発
現によっても救助された。④ RagC の相互作
用因子として、p14 を単離し、p14 の欠失変
異体も Rag変異体と同様に、リソソーム・後
期エンドソームが肥大化していることを見
出した。哺乳動物では Ragヘテロ二量体のリ
ソソームの局在に必須であるということが
知られており、Rag のリソソーム・後期エン
ドソームでの局在が、それらの巨大化の抑制
に重要であることが示唆された。⑤ Ragの下
流で機能する TORC1複合体の機能を、RNAi法
によって阻害しても、Rag のようなリソソー
ム・後期エンドソームの肥大化は認められな
かった。 
 以上より、Rag へテロ二量体はリソソー

ム・後期エンドソームに局在し、TORC1 活性
非依存的にリソソーム・後期エンドソームの
形成に関わることが示唆された。現在、線虫
の Ragを用いてさらなる相互作用因子の探索
と、その相互作用因子の評価系の確立を目指
し、哺乳動物の組換え Rag蛋白質の酵素学的
解析を行っている。 

(5) 小胞体からのコラーゲン分泌に関与す
る cTAGE5/TANGO1複合体の同定 

 小胞体で合成された蛋白質は、輸送小胞に
積み込まれて目的の小器官へと運搬される。
コラーゲン分子は巨大であるために、その分
泌には特殊な輸送機構が存在すると考えられ、
先にVII型コラーゲンの分泌に介在する特異
的因子としてTANGO1が同定されていた。さら
に介在する因子群の探索を進めた結果、以下
に示すように、腫瘍マーカーとして先に単離
されたcTAGE5が、TANGO1と複合体を形成して
小胞体からのコラーゲン分泌に関与すること
を見出した。 
 ① cTAGE5は小胞体上の ER exit siteに局
在化した。② cTAGE5 をノックダウンした細
胞は ERGIC及びゴルジ体の構造が分散したこ
とから、cTAGE5が両オルガネラの構造維持に
必須の因子であることが見出された。③ 
cTAGE5 は、同じく ER exit site に局在する
TANGO1と直接結合した。④ in vitro結合実
験の結果、cTAGE5 と TANGO1 の結合は、両者
の細胞質側に存在するコイルドコイルドメ
インを介することが明らかとなった。⑤ 
cTAGE5 は ER exit site から出芽する COPII
被覆小胞の構成因子 Sec23/24 と、そのプロ
リンリッチ領域を介して結合した。⑥ 
cTAGE5 をノックダウンした細胞においては、
ほとんどのタンパク質は正常に分泌された
が、VII 型コラーゲンの分泌は顕著に抑制さ
れた。 
 以上の結果から、cTAGE5/TANGO1 複合体が
小胞体において VII型コラーゲンの輸送を制
御する本態であることが示された。なお
cTAGE5 の新規結合因子を既に単離しており、
現在結合の生理的意義を解析中である。 
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