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研究成果の概要（和文）：低分子量Gタンパク質Rab35は細胞内膜輸送や神経機能制御に関わると考えられているが、哺
乳動物におけるRab35の生理的役割は明らかになっていない。本研究では、Rab35遺伝子欠損マウスを作成し、その表現
型を解析した。Rab35遺伝子欠損マウスは胎生致死となり、Rab35がマウス初期胚発生に必須の役割を果たすことが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Small GTPase Rab35 has been suggested to be involved in intracellular membrane 
trafficking and neural function, although its physiological roles in mammal remained to be elucidated. In 
this study, we generated Rab35 deficient mice and analyzed the phenotype. We found that Rab35 deficient 
mice were embryonic lethal, indicating that Rab35 has an essential role in mouse early development.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 小胞輸送機構は膜小胞による特異的分子
の選択的輸送システムであり、細胞の基本的
機能調節において必須の役割を果たしてい
る。申請者の所属する研究グループは、線虫
を用いた遺伝学的スクリーニングにより、新
規の小胞輸送制御因子として低分子量
GTPaseファミリーの一つであるRab35を同定
し、Rab11 非依存性の新たな膜のリサイクリ
ング経路に機能することを報告した。その後、
哺乳動物細胞を用いた解析から、Rab35 が神
経突起伸長に重要な役割を果たすことが明
らかになった。また、ショウジョウバエを用
いた研究から、Rab35 の神経系特異的制御因
子（Rab35 の GAP として活性の抑制に機能す
る）である Skywalker が同定され、神経伝達
物質の放出反応に関与することが報告され
た。このように、Rab35 によって仲介される
小胞輸送システムが神経機能調節において
重要な役割を果たすことが明らかになりつ
つあったが、哺乳動物の組織や個体での
Rab35 の生理的役割は解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではRab35遺伝子欠損マウスを作成
し、Rab35 の生理的役割を解明するとともに、
神経機能調節における組織レベルでの役割
を明らかにする。また、Rab35 の相互作用因
子を探索し、同定した分子の機能解析を通し
て、Rab35 が関わる生命現象の分子機構を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Rab35 遺伝子欠損マウスの作成 
Rab35 遺伝子欠損マウスは gene trap 法に

より作成した。すなわち、Rab35 遺伝子領域
に gene trap カ セ ッ ト [SA(splice 
acceptor)-IRES(internal ribosomal entry 
site)-geo(LacZ とネオマイシン耐性遺伝子
の融合遺伝子から構成される)]が挿入され
ることにより、Rab35 遺伝子の発現を阻害す
る（図１）。組換え ES 細胞（EUCOMM より入手）
を用いて、ネオマイシン耐性遺伝子をプロー
ブとしたサザンブロッティングを行い、
Rab35 遺伝子領域にトラップベクターが挿入
されていることを確認した。gene trap カセ
ットの挿入を確認した３つの ES 細胞を、マ
イクロマニピュレーターを用いて胚盤胞に
注入し、仮親の子宮に移植（放射線医学総合
研究所塚本智史博士との共同研究）し、キメ
ラマウスを作成した。トランスジーンが germ 
line に導入されたキメラマウスから、ヘテロ
マウス(Rab35+/geo)を得た。ヘテロマウス同士
の交配により、Rab35 遺伝子欠損マウス
（Rab35geo/geo）の作成を試みた。 
 

（２）Rab35 結合因子の探索 
Rab GTPase は，GTP 型（活性化型）と GDP 

型（不活性化型）の構造変換を通し、輸送小
胞が標的膜へと輸送される際の分子スイッ

チとして機能している。Rab タンパク質は下
流のエフェクター（Rab の活性化型に特異的
に結合して共に機能するタンパク質）を介し
て、膜輸送に関わることが知られている。そ
こで、yeast-two hybrid やプルダウン法を用
いたプロテオミクス的アプローチにより 
Rab35 のエフェクターを探索した。 
 
（３）初代培養神経細胞を用いた解析 
初代培養神経細胞を調製し、レンチウイル

スやエレクトロポレーション法により、
GFP-Rab35 を発現するプラスミドを細胞に導
入した。ニポウディスク方式により、蛍光タ
ンパク質の長時間ライブセル観察が可能な、
Cell Voyager CV1000 (横河電気株式会社) を
用いて、初代神経細胞における GFP-Rab35 の
動態を検討した。 
 

（４）神経系特異的 Rab35 欠損マウスの作成 
神経系におけるRab35の生理的役割を明ら

かにするために、神経系特異的 Rab35遺伝子
欠損マウスの作成を試みた。常法に従って、
Cre-loxP システムにより Rab35 遺伝子の
coding 領域を欠損させるように設計したマ
ウス（Rab35 floxed）を作成した。本研究で
は、神経系特異的に Cre リコンビナーゼを発
現させる目的で、Nestin-Cre マウスと交配し
た。Nestin-cre マウスは胎生 7.5-9.5 日にお
いて神経幹細胞においてCreリコンビナーゼ
を発現することから、神経系特異的に Rab35
を欠損させることが可能となる。 
 

 
４．研究成果 
（１）C57BL/6 由来の組換え ES 細胞を ICR や
BALB/c マウスの胚盤胞に注入し、高いキメラ
率のマウスを得た（写真１：左）。得られた
キメラマウスを C57BL/6 マウスと交配し、ES
細胞由来のトランスジーンを有するヘテロ
マウス(Rab35+/geo)を得た（写真２：右、毛色
が黒のマウス）。 

 

写真１ 
写真２ 



（２）ヘテロマウス同士を交配し、ホモ接合
体の変異マウスの作成を試みたが、生まれた
仔体（44 匹）中に Rab35 遺伝子欠損マウスは
認められなかった。また、胎生 12.5 日にお
いて、Rab35 遺伝子欠損胚の存在を検討した
が認められず、着床痕のみの早期吸収胚が高
頻度に観察された（写真３）。これらの結果
から、Rab35 がマウス初期胚発生に必須の生
理的役割を果たしていることが示された。線
中 rab-35 遺伝子の変異は生存に必須ではな
いことから、Rab35 がマウス初期胚発生に特
有の機能を有する可能性が考えられる。今後、
Rab35 欠損胚の発生異常の詳細を解析するこ
とで、初期発生における細胞内小胞輸送の役
割にたいする知見を供給できると考える。 

 
（３）Rab35 欠損マウスが胎生致死となるこ
とから、神経系特異的に Rab35 遺伝子を欠損
するマウス（Rab35flox/flox:Nestin-Cre マウス）
の作成を試みた。神経系特異的 Rab35 欠損マ
ウスは胎生致死とならずに成獣まで発育す
ることから、高次脳機能に及ぼす Rab35 の役
割について解析を行う予定である。 
 
（４）初代神経細胞をもちいて GFP-Rab35 の
細胞内における動態を解析した。Rab35 は細
胞膜と細胞内の膜構造体に局在しており、
Rab35 陽性の構造体が細胞体と細胞膜間を活
発に移動する様子が観察された（写真４）。
今後、Rab35 の局在する膜構造体の詳細を明
らかにするとともに、細胞内輸送や軸索形成
における Rab35 の役割について、Rab35 欠損
初代神経細胞を用いて解析する予定である。 

 
（５）Rab35 結合タンパク質の同定 
 Rab35 結合因子として、Acap2/Centaurin2
や OCRL1 などを同定した。Acap2 は細胞内
小胞輸送やアクチン細胞骨格リモデリング

の調節に関係する Arf6 を不活性化させる
GAP として機能することが示されていた。ま
た、OCRL1 はイノシトール環の 5位のリン酸
を脱リン酸化するイノシトール 5-ホスファ
ターゼであり、その遺伝子変異は筋緊張低
下及び腱反射低下といった神経症状を示す
ロウ症候群や筋尿細管性蛋白尿を呈するデ
ント病と関連することが分かっていた。
OCRL1 もまた、クラスリンや AP-2 などのエ
ンドサイトーシス関連因子と相互作用し、
細胞内小胞輸送の制御に関わると考えられ
ていた。これらの知見から、Rab35 が Acap2
や OCRL1 を介して細胞機能を制御する可能
性が考えられた。実際、申請者が Rab35 結
合因子の同定を進めている最中、Acap2 や
OCRL1 が Rab35 のエフェクターとして、神経
突起伸長やファゴサイトーシス形成、細胞
分裂などの機能調節に関与することが報告
された（Kobayashi H and Fukuda M., J Cell 
Sci., 2012; Egami Y et al., J Cell Sci., 
2011; Damboumet D et al., Nat Cell Biol., 
2011）。今後、本研究で作成した組織特異的
Rab35 欠損マウスをもちいて、Rab35 の欠損
がこれらのエフェクターの機能にどのよう
に影響するかを、動物個体レベルで検証し
ていく予定である。 
 
（６）本研究課題において、Rab35 がマウス
初期胚発生に必須の役割を果たすことを明
らかにすることができた。また、Rab35 が神
経突起伸長に関わる Acap２や神経疾患と関
わるOCRL1と相互作用することを見出した。
Rab35 はエンドサイトーシスや細胞骨格系
の制御に関与するエフェクター分子の制御
に関わることも報告されており、Rab35 がこ
れらのエフェクター因子を統合的に制御す
ることで、初期発生や高次脳機能の制御に
関わる可能性が考えられる。本研究中に作
成した有用な研究試料を駆使して、引き続
き、未解明の課題に取り組んで行きたい。 
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