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研究成果の概要（和文）： 
 低分子量 G蛋白質 Rab は、ほ乳類において約 60種類のアイソフォームが存在し、それぞれが
様々な細胞内小胞の輸送を担っている。ほ乳類メラノサイトのメラノソームは、メラニンを合
成し貯留する小胞で、これまでに Rab27A、Rab32、Rab38 の存在が報告されていた。本研究では、
機能がよく分かっていなかった Rab32/38 に着目した。Rab32/38 結合分子として我々が初めて
単離した Varpの機能解析を通じ、Rab32/38 と Varp によって構成される複合体によるメラニン
合成酵素輸送メカニズムについての新しい知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 Rab GTPases constitute a family of small GTPases that regulate a variety of membrane 

trafficking events in all eukaryotic cells by recruiting their specific effector molecules. 

It has been reported that Rab27A, Rab32, and Rab38 are localized on the melanosomes, however, 

little is known about the function(s) of Rab32/38 in melanocytes. We found a novel mechanism 

that underlies the transport of melanogenic enzymes to melanosomes regulated by Rab32/38 

and Varp that is an effector molecule of Rab32/38. 
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１．研究開始当初の背景 
皮膚や髪の毛に含まれるメラニンは、細胞を
有害な紫外線から守るために重要な役割を
果たすが、その一方で、しみやそばかすの原
因でもあり、メラノソームで生成するメラニ

ン量を適切に制御することは生活の品質向
上に不可欠である。Rab27A は、成熟したメラ
ノソーム輸送を制御する機能を持ち、
Slac2-a、Slp2-a という２種類のエフェクタ
ータンパク質と連携して、正常なメラノソー
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ム輸送を行うことが既に示されている。さら
に、メラノソーム上には Rab27A の他にも、
Rab32 や Rab38 が発現していることが報告さ
れていたが、Rab32/38 のエフェクター分子が
発見されておらず、その機能は不明であった。 
我々は先行実験により、活性化型 Rab32/38
にのみ特異的に結合する分子として、VPS9 ド
メインとアンキリンリピート（ANKR）をタン
デムに有する Varp の同定に成功していた。
また、Varp の N 末端側 ANKR（ANKR1）が
Rab32/38 の結合に必須であること、Varp と
Rab32/38が培養メラノサイト（melan-a細胞）
に存在するメラノソーム上で共局在を示す
こと、そしてメラノサイト内の Varp をノッ
クダウンすると Rab32/38 ノックダウンと同
様、メラニン合成酵素の１つである Tyrp1 の
メラノソームへの局在に異常を来し、Tyrp1
の発現レベルが低下することを見出した。さ
らに、Varp ノックダウンによる Tyrp1 発現レ
ベルの減少は、プロテアソーム阻害剤処理に
より通常レベルに回復することも明らかに
なった。これらの結果は、Varpがその ANKR1
を用いて活性化型 Rab32/38 と結合すること
によりTyrp1のメラノソームへの輸送過程を
正しく制御すること、そして正しくメラノソ
ームに輸送されなかったTyrp1はプロテアソ
ーム依存的に分解されることを強く示唆し
ていた。 
 
２．研究の目的 
 
メラニン合成酵素輸送に関与する Rab32/38
のエフェクター分子 Varp の発見は、メラニ
ン合成酵素輸送機構の全貌の解明に向けた
ブレイクスルーになるものと期待される。そ
こで本研究では、Varp-Rab32/38 複合体がメ
ラニン合成酵素輸送に与える影響をより詳
細に明らかにしていくことを本研究の目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 
「Varp やメラニン合成酵素に対する抗体の
作製」 
 先行実験から、Varp ノックダウンにより
Tyrp1 のメラノソームへの輸送に異常が起き
ることは明らかになっているが、他のメラニ
ン合成酵素（チロシナーゼ、Tyrp2）は優れ
た抗体が入手困難であった。併せて、Varp に
ついても、Western blot や細胞染色可能な抗
体を作製する必要性があった。そこでまず、
これらの組換えタンパク質やペプチドを精
製し、抗体作製を行った。 
 
「メラニン合成酵素分解メカニズムの探索」 
 Varp や Rab32/38 ノックダウンにより
Tyrp1 の発現レベルが低下するといった先行

研究からから、Varp と Rab32/38 によって構
成される複合体はTyrp1の分解を直接制御す
るか、あるいは Tyrp1 の局在や輸送を正しく
制御することでTyrp1のタンパク質分解系へ
のリクルートを抑制する機構があるのでは
ないかと予想した。我々は、後者の仮説を検
証するために、プロテアソーム阻害剤（MG132
など）処理を施し、発現レベルが回復した
Tyrp1 の細胞内局在を免疫染色法により検討
を試みた。 
 
「Varp と Rab32/38 によって構成される複合
体の生理的役割の解明」 
 Varp の N末側 ANKR（ANKR1）内に Rab32/38
結合領域が存在することは既に明らかにな
っているが、実際に ANKR1 内のどのアミノ酸
配列が Rab32/38 との結合に必須であるかは
不明である。そこで、Varp の C末側 ANKR
（ANKR2）や他の分子のアンキリンリピート
と比較して、Varp ANKR1 に特異的な数種のア
ミノ酸分子に着目して点変異体分子を作製
し、Rab32/38 との結合性の検討を酵母
two-hybrid 法や免疫沈降法、細胞生物学的手
法を用いて解析した。一方で、Rab32/38 につ
いて他の Rab 分子には保存されていない
Rab32、Rab38 に特異的なアミノ酸配列（特に
switch II 領域内のアミノ酸配列）に着目し
点変異体分子を作製し、Varp と同様の実験を
行った。 
 
４．研究成果 
 
 Varp、チロシナーゼ、Tyrp2 それぞれを特
異的に認識する抗体作製に成功した。Varp に
関しては、イムノブロットのみの適用となっ
たが、チロシナーゼと Tyrp2 に関してはそれ
だけでなく、免疫沈降・免疫染色にも耐えう
るものであった。今後、Varp 非存在下におけ
る各種メラニン合成酵素の局在解析に向け
た有用なツールとなることが期待される。 
 
 他の分子の ANKR（アンキリンリピート）と
比較して Varp ANKR に特異的なアミノ酸や、
Rab32/38 の switch II領域に存在する特異的
なアミノ酸に着目し、数種の点変異体分子を
作成し、酵母 two-hybrid 法と共免疫沈降法
による結合性の検討を行った。その結果、
Varp と Rab32/38 双方で Varp-Rab32/38 間の
結合に必須なアミノ酸を同定することに成
功した。すなわち、Varp と結合できない
Rab32(V92A)変異体、Rab38(V78A)変異体と、
Rab32/38と結合できないVarp(Q509A)および
Varp(Y550A)を得ることができた。 
 次に、これらの点変異体を色素細胞に発現
させると、Varp と Rab32/38 の共局在性が認
められなくなることを見いだした。また、色
素細胞から内在性 Varp、あるいは Rab32/38



 

 

をノックダウンすると、Tyrp1 のメラノソー
ムへの輸送に異常が生じ、Tyrp1 の発現レベ
ルが低下する。この表現形は siRNA 耐性 Varp
や Rab38を色素細胞に発現させることでレス
キューされることを確認した。そこで、Varp
ノックダウン、あるいは、Rab32/38 ノックダ
ウン色素細胞中に、双方が結合できない変異
体 Varp、あるいは Rab38を発現させて Tyrp1
のレスキューを試みたが、表現形の回復は認
められなかったことから、Varp と Rab32/38
が複合体を形成することが、メラノソームへ
のTyrp1輸送に重要な役割を担うことが強く
示唆された。 

 
Rab には内因性 GTP アーゼ活性が存在する。
既 に 得 て い る Rab32(V92A) 変 異 体 、
Rab38(V78A)変異体（：Varp と結合できない
点変異体）について、この GTP アーゼ活性が
亢進している可能性が考えられた。そこで、
Rab32/38 変異体について GTP アーゼ活性を
in vitro で測定したところ、野生型 Rab32/38
との差が認められなかった。従って、
Rab32/38点変異によるGTPアーゼ活性上昇の
可能性は棄却することができ、Rab32/38 変異
体はエフェクターである Varp との結合性に
異常をきたすものと結論づけた。次に、
Rab32/38 変異体と Varp 変異体の色素細胞に
おける局在を検討した。野生型 Rab32/38 と
野生型 Varp は Tyrp1 陽性小胞上に局在した。

野生型 Rab32/38と変異型 Varp を発現させる
と、Rab32/38 は Tyrp1 陽性小胞に局在するも
のの、変異型 Varp は Tyrp1 陽性小胞に局在
できなかった。一方、変異体 Rab32/38 はメ
ラノソームに局在するものの、野生型 Varp
が Tyrp1陽性小胞にリクルートされなかった。
これらの知見を併せて考えると、Tyrp1 陽性
小胞において Rab32/38 と Varp が複合体を形
成することが、Tyrp1 のメラノソームへの輸
送に必須であると考えられた。さらに、Varp
の二つのアンキリンリピートに挟まれた領
域（VID）に SNARE タンパク質の一つである
VAMP7が結合し、Varp–VAMP7間の結合はTyrp1
輸送に必須であるとの知見を得ることがで
き、今後のメラニン合成酵素輸送と SNARE の
関連性について研究の起点となりうるもの
と期待される（図１）。 
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