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研究成果の概要（和文）： 

上皮極性輸送の分子機構を明らかにする目的で、頂端面輸送の機能する Rab8タンパク質に結合

するタンパク質の探索を行い、Rab8BPを得た。Rab8BPは新規タンパク質であり、その機能を解

析するために RNA 干渉法を用いて Rab8BP をノックダウンしたところ、Rab8 の細胞内局在に異

常が見られた。よって Rab8BPは Rab8の適切な細胞内局在化に必要な分子であることが明らか

になった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We identified a novel effector protein for Rab8, namely Rab8BP using yeast two-hybrid 
method. Rab8BP was co-localized with Rab8 in intracellular compartments. When Rab8BP was 
knocked–down by RNAi, the localization of Rab8 was altered. The results suggest that 
Rab8BP regulates the activity of Rab8 by helping its proper localization. 
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１． 研究開始当初の背景 

腸や腎臓等の上皮細胞の極性は上皮組織の
構造と機能に必須であるが、その極性の形成
維持には細胞内での方向性のある小胞輸送
（極性輸送）が重要である。極性輸送は頂端
面への輸送と側底面への輸送の 2 種類に大
別されるが、申請者等は低分子量 GTP 結合タ
ンパク質の Rab8 が頂端面方向への輸送や一
次繊毛形成に重要なことを明らかにした。ま
た Rab8 は特異的結合タンパク質（エフェク
ター）を介して極性輸送を制御する。これま
でに申請者らは一次繊毛形成に重要な Rab8 
のエフェクター分子の同定に成功していた
が、極性輸送を司るエフェクター分子は未同
定であった。 

 

２． 研究の目的 

上皮極性輸送の分子機構を探るために Rab8
の新規エフェクター分子の同定を行い、その
分子の解析を Rab8 とともに行うことを目的
とする。 
 
３． 研究の方法 
(1)当初は GST-Rab8タンパク質とマウス小腸
抽出液を用いてGSTプルダウン法によるRab8
結合タンパク質の同定を試みたが良好な結
果が得られなかったためにマウス小腸由来
の cDNA ライブラリーを用いた酵母ツーハイ
ブリッド法に切り替えて実験を行った。 
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(2)得られたタンパク質に対する抗体を作製
し、イムノブロット及び間接蛍光抗体法によ
る発現や局在の解析を行った。 
 
(3)得られたタンパク質(Rab8BP)を RNA干渉
法にてノックダウンして Rab8の局在や細胞
内膜輸送への影響を解析した。 
 
(4)Rab8BPに結合する新規タンパク質の同定
を GSTプルダウン法を用いて試みた。 
 
４． 研究成果 
(1) 新規 Rab8結合分子、Rab8BPの同定。 
私達はまずマウス小腸由来の cDNA ライブラ
リーを自作し、それを用いて Rab8 の活性型
変異体に特異的に結合する分子を酵母ツー
ハイブリッド法にて探索を行った。得られた
クローンのうち多くは既知の Rab8 結合タン
パク質であったが約 200クローンのうち 4分
子は全く未解析の未知のタンパク質をコー
ドする遺伝子であった。私達はこれに Rab8BP
と名前を付けて以下の解析を行った。 
 
(2) Rab8BPの組織分布および細胞内局在の解

析 
Rab8BPに対する特異的抗体を作製し、イムノ
ブロットによってマウス組織における組織
分布を確認したところ肺、および小腸に多く
の発現が確認された。また各種培養細胞にお
ける Rab8BPの発現を調べたところ、HeLa細
胞において特に多くの発現が確認された。そ
こで HeLa細胞内における局在を間接蛍光抗
体法を用いて観察したところ、チューブ状の
膜構造に局在し、内在性の Rab8と共局在し
た。 
 
 
 

 
 
 
(3) Rab8BPの機能解析 
Rab8BP の機能を理解するために、HeLa 細胞
内の Rab8BPを siRNAによりノックダウンし、
Rab8BP の機能を解析した。まず Rab8 の局在
を観察したところ Rab8 の分布に異常が観察
された。すなわちチューブ構造に局在する
Rab8 が細胞質に拡散した染色像に変化した。

次に各種モデル積み荷(cargo)タンパク質を
用いてエキソサイトーシスやエンドサイト
ーシスへの影響を解析したが、大きな変化は
観察されなかった。今後は極性が維持された
モデル細胞を用いて同様の輸送解析をする
ことが課題となる。 

 
(4) 新規 Rab8BP結合タンパク質の同定。 
Rab8BPの分子内部には非常に特徴的なアミ
ノ酸配列を有した部位がある。私達はその部
位に別のタンパク質が結合することを想定
して、その同定を試みた。まず RAb8BPのそ
の部位の GST融合タンパク質を作製し、これ
とマウス組織抽出液を用いて GSTプルダウン 
アッセイを行った。その結果、特異的に結合
するタンパク質が銀染色にて確認された。現
在はこれを質量分析装置を用いて同定を行
なっているところである。 



 

 

 
 
これらの結果より、Rab8BP は Rab8 の細胞内
チューブ構造への局在化、および安定化に機
能することが明らかになった。Rab8は小腸上
皮細胞において頂端麺への輸送を制御する
ことが明らかになっている。Rab8BPは肺や小
腸といった上皮が発達した組織に多く発現
していることから Rab8 の上皮極性輸送にお
ける機能を制御する分子である可能性が強
く示唆される。今後は Rab8BP に結合するタ
ンパク質の同定と解析を通して、さらに小腸
上皮細胞等適切なモデルを用いることによ
り、Rab8 と Rab8BP の極性輸送における分子
機構の深部の理解が進むと考えられる。 
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