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研究成果の概要（和文）：歯周病や関節リウマチは代表的な炎症性骨破壊疾患であり、破骨細胞や免疫細胞の制
御異常により惹起する疾患である。我々は独自の研究から、破骨細胞や免疫細胞に発現する新規遺伝子Rab44を
同定した。しかし、Rab44の生体内での機能は不明である。本研究の目的は、炎症性骨破壊疾患におけるRab44の
機能を解明することである。そのためにRab44のノックアウトマウスを用いて、歯周病および関節リウマチのモ
デル実験を行い、野生型マウスとRab44ノックアウトマウスでの病態を比較した。本研究課題によって得た知見
を基に免疫細胞や破骨細胞での細胞内小胞輸送の新たな一面を解明し、炎症性骨破壊疾患での役割解析に繋げ
る。

研究成果の概要（英文）：Periodontal disease and rheumatoid arthritis are representative inflammatory
 bone destruction diseases, which are caused by dysregulation of osteoclasts and immune cells. 
Through our own research, we identified a novel gene, Rab44, that is expressed in osteoclasts and 
immune cells. However, the function of Rab44 in vivo is unknown. The purpose of this study is to 
elucidate the function of Rab44 in inflammatory bone destruction diseases. To this end, we used 
Rab44 knockout mice to model periodontal disease and rheumatoid arthritis, and compared the disease 
states of wild-type and Rab44-knockout mice. Based on this study, we will elucidate a new aspect of 
intracellular vesicle trafficking in immune cells and osteoclasts, leading to analysis of its role 
in inflammatory bone destruction diseases.

研究分野：歯科薬理学、細胞生物学

キーワード： 炎症性骨破壊疾患　細胞内輸送　歯周病　関節リウマチ　Rab44
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Rab44の研究は破骨細胞の多核化のメカニズムを膜輸送や小胞輸送という切り口から明らかにできる可能性があ
り、膜輸送と細胞の多核化・巨大化の関係性を明らかにできる可能性が含まれている。さらに骨代謝疾患の新し
い病態の解明に繋がる可能性がある。本研究では破骨細胞や免疫系細胞にRab44が特異的に発現しているという
我々の独自の知見を基盤にして歯周病や関節リウマチへの応用を視野に入れた研究を展開した。Rab44の分子基
盤の解明は破骨細胞の骨吸収機構や免疫細胞でのRab44の解明にとって有益な情報となるだけでなく、新しい骨
代謝治療薬あるいは歯周病治療薬への手掛かりになる可能性がある。

※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 

（１）破骨細胞での新規 Rab44 遺伝子の同定 
我々は破骨細胞におけるリソソーム機能を制御する新規遺伝子を同定するため、分化条件の

異なる破骨細胞で mRNA を抽出し、逆転写～DNA マイクロアレーを行い新規の Rab44 遺伝子を同
定した。ヒト Rab44タンパクは 1021個のアミノ酸から構成される。一般的な Rab タンパクは 210
個前後であるので、Rab44 は大きいタンパク質である。Rab44 の構造的特徴はオルガネラの係留
に関与する Coild-coil ドメインと他のタンパク質と結合することができるプロリンリッチドメ
イン（PRD）を持つことである。さらに Rab44 にはカルシウム結合領域である EFハンドモチーフ
が存在する。一般的に Rab タンパク質は小胞輸送や膜輸送を調節することが知られている。Rab
タンパク質は GTP が結合した活性化型と GDP が結合した不活性化型をサイクルとした分子スイ
ッチとして機能する。マクロファージから破骨細胞に分化する間、Rab44遺伝子を siRNA でノッ
クダウンすると破骨細胞は細胞同士の融合が活発になっており、巨大化・多核化した。さらに
Rab44 ノックダウン破骨細胞は殆どのマーカー遺伝子は発現レベルが上昇していた。逆に Rab44
遺伝子を過剰発現させると、破骨細胞分化が抑制されていた。 
 
（２）破骨細胞における組織分布と欠損マウスの作製 

Rab44 の組織分布について解析すると、Rab44 は骨髄に高値に発現しており、その他皮膚、脾
臓、胸腺、肺などにも発現する事が明らかになった。また免疫系細胞にも存在することが分かっ
ている。Rab44の発現レベルは骨髄細胞から成熟免疫細胞へ分化に伴い、大きく変動する。更に
LPS やインターフェロンγなどの刺激によっても Rab44 の発現量は大きく変動することも明ら
かとなった。従って、骨髄細胞から免疫細胞への成熟化や炎症刺激などによって、Rab44の発現
量の変動や機能が変化することが示唆された。 

Rab44 遺伝子の生体内での機能を探るべく遺伝子欠損マウスを作製し、解析を試みた。そのた
め、Rab44欠損マウスを用いてマスト細胞の脱顆粒とそれに伴うアナフィラキシー反応における
Rab44 の役割について解析を行った。Rab44 は、マスト細胞で最も高い発現レベルを示し、スプ
ライシングバリアントとして 2つのアイソフォームで発現することを見出した。さらに Rab44欠
損マウスを作製すると、同マウスは野生型マウスに比べ、アナフィラキシー症状が半分程度減少
を示した。同様に Rab44ノックアウトマウス由来の骨髄マスト細胞は FcεRI を介したヒスタミ
ンとβ-ヘキソサミニダーゼ分泌が野生型細胞に比べて有意に減少していた。これらの結果から、
Rab44 はマスト細胞の脱顆粒とマウスの IgE を介したアナフィラキシーを調節することが明ら
かとなった。 
 
２．研究の目的 

歯周病や関節リウマチは代表的な炎症性骨破壊疾患であり、破骨細胞や免疫細胞の制御異常に
より惹起する疾患である。本研究の目的は、Rab44 欠損が炎症性骨破壊疾患である歯周病や関節
リウマチにどの程度の影響を与えるかを明らかにすることである。そのために、 
（１）in vitro の実験として Rab44 結合分子の同定を行った。 
（２）in vivo の実験として Rab44 のノックアウトマウスを用いて、LPS 刺激と Ni を用いた接
触性皮膚炎つまり金属アレルギーでの応答の違いを検討した。 
（３）in vivo の実験として歯周病および関節リウマチのモデル実験を行い、野生型マウスと
Rab44 ノックアウトマウスでの病態を比較した。 
 

３．研究の方法 
（１）マクロファージでの Rab44 結合分子の同定 
マクロファージ由来 RAW-D細胞に GFP融合 Rab44 遺伝子を発現させた。Rab44の GDP 型に特異的
に結合する分子を同定するためにアルカリフォスファターゼ処理を行って GDP 型に変換して安
定化し、GFP 抗体で免疫沈降して、GTP を加えて溶出させた。 
 
（２）マウスを用いた炎症誘導実験 
炎症誘導実験では、野生型マウス、Rab44 KOマウスそれぞれに TLR4のリガンドでもあるリポ多
糖（LPS）を腹腔内注射し、炎症を誘導した。接触性皮膚炎の実験では Ni と LPSで感作したマウ
スに、Ni 水溶液を飲ませ、Ni アレルギーマウスモデルを作製した。２ヶ月経過後、両耳介根元



に Ni 水溶液を注射し、耳介の腫脹を計測し、免疫染色法にて炎症細胞の浸潤と末梢血の血球分
布を調べた。 
 
（３）マウスを用いた歯周病、関節リウマチモデル実験 
歯周病モデルの実験としては野生型と Rab44 欠損マウスの口腔内に粘調性を付与するため

２％カルボキシメチルセルロースと混和した歯周病細菌の P. gingivalis を経口投与した。投
与を３日おきに６週間繰り返した。これを野生型と Rab44欠損マウスとで比較した。病理組織学
的解析を行った。また、組織骨吸収の程度は、10%次亜塩素酸ナトリウム溶液に浸漬して軟組織
を除去した後、セメントエナメルジャンクションから歯槽骨までの高さとして算出した。 
関節リウマチモデルの実験としては、 コラーゲン関節炎による実験を行った。コラーゲン関

節炎は II 型コラーゲンに対する自己抗体により惹起される慢性炎症性疾患である。具体的な方
法として、II 型コラーゲンに対するモノクローナル抗体カクテルをマウスに静脈投与し、さら
に LPSを腹腔内投与して関節炎を誘導した。免疫後 4週から関節炎が発症し、7-8 週で炎症のピ
ークに達する。このモデルを用いて、野生型と Rab44欠損マウスの病態の比較を行った。 
 
４．研究成果 
（１）マクロファージでの Rab44 結合分子は Coronin1C である 
GFP-Rab44に結合したタンパク質を SDS電気泳動で展開し、CBB染色した像を示す（図 1） 
検出できたバンドを切り出し、すべて質量分析を行うと、矢印の 2が Coronin1Cであることが分
かった。この分子はさらにウエスタンブロッティングでも Coronin1C であることが確認できた。
さらにマクロファージ内での局在を調べると Rab44 の大部分と Coronin1C は共局在しているこ
とも明らかとなった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：Rab44結合分子の SDS 電気泳動パターン。矢印の２番が Coronin1C 
 
さらに、Coronin1C ノックダウンマクロファージを作製すると、この破骨細胞はコントロール

細胞に比べて多核形成が減弱していた。さらに、Coronin1C ノックダウンマクロファージは細胞
の移動と走化性が減少していた。従って、Coronin1Cノックダウンマクロファージの移動の減少
によって破骨細胞の細胞形成と融合が減少することに繋がった可能性が考えられた。これらの
結果は、Coronin1C がマクロファージの細胞運動性を調節することによって破骨細胞形成を制
御する。GDP 特異的な Rab44 エフェクターであることを示している。 
 
（２）Rab44 は免疫細胞の分化に関与し、Rab44欠損は減弱した免疫応答を示す 
敗血症誘導実験では、Rab44 KOマウスは、野生型マウスと比較して、TNF-α、IL-10の血中濃度
が低い傾向にあった。末梢血中の白血球分布は Rab44 KO マウスでは、野生型マウスと比較し、
顆粒球細胞数、顆粒球割合、リンパ球割合が有意に減少していた。 
Ni 感受性に対する in vivo 実験として、Ni アレルギーマウスモデルを作製して解析した。2か
月の低濃度 Ni投与で、野生型マウスの背部・腹部に顕著な脱毛が見られたが、Rab44 KO 
マウスではほとんど脱毛は認められなかった（図 3）。 
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図 2：Coronin1Cと Rab44の局在様式 
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（３）Rab44 欠損マウスでの歯周病、関節リウマチモデル実験 

P. gingivalis 誘導性歯周病モデルの実験を行うと、野生型と Rab44 欠損マウス共に歯周炎が
認められた。しかし、野生型に比べて Rab44 欠損マウスの炎症の程度は低い傾向にあった。現
在、実験条件を様々に変化させてこの傾向が同じであるかどうかを検討中である。 
関節リウマチモデルについても実験を行っている。II 型コラーゲンに対するモノクローナル

抗体カクテルをマウスに静脈投与して関節炎を誘導したところ、野生型と Rab44 欠損マウス共
に関節炎が認められた。やはり、同様に野生型に比べて Rab44 欠損マウスの炎症の程度は低い傾
向にあった。現在、関節部分の病理組織学的解析を行っており、詳細な結果については検討中で
ある。 

 

 

WT KO
血液検査を行ったところ、Rab44 KOマウスは、野
生型マウスと比較して、顆粒球数、顆粒球割合、
単球割合が有意に減少していた。さらに Ni 投与
による耳介腫脹を計測したところ、Rab44 KO マウ
スは野生型マウスに比べて、12 時間までの耳介の
腫脹が有意に低かった。耳介の免疫組織染色を行
い、炎症細胞の浸潤を調べた結果、単位面積当た
りの CD11b陽性細胞（単球・マクロファージ・顆
粒球）は野生型、Rab44 KO マウスで有意差がなか
ったが、顆粒球のマーカーである Gr-1 陽性細胞
は Rab44 KO マウスで有意に少なかった。 

 

図 3:Ni アレルギー誘導後のマウス背部観

察像。WT:野生型、KO：Rab44KO マウス 
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