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研究成果の概要（和文）：不明であったRab8分子のメカニズムを明らかにした。まず 新規分子Rab8BPを同定し、さら
にRab8BPに結合する分子を同定した。その分子、Rab8BPIPはオルガネラ膜の湾曲を感知し、その形成を促進することが
明らかになった。さらに小腸初代上皮培養細胞に対しRab8BPやRab8BPIPのノックダウンを行ったところ、頂端面方向に
輸送されるタンパク質の輸送が特異的に阻害された。これらのことよりRab8-Rab8BP-Rab8BPIPは、これらが局在するリ
サイクリングエンドソーム上で膜小胞の出芽の前段階である膜の湾曲を形成する過程に機能、さらに頂端面方向の輸送
を制御することが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Rab8 is involved in the apical transport in epithelial cells, however the 
molecular mechanism concerning Rab8 has still been obscure. Therefore we have tried to identify the 
binding protein for Rab8 (Rab8BP), and further we identified Rab8BP interacting protein (Rab8BPIP). 
Rab8BPIP is thought to be involved in membrane curvature sensing /generating protein, indicating that 
Rab8-Rab8BP-Rab8BPIP complex mediates the membrane curvature generation prior to the vesicle budding. 
When Rab8BP and Rab8BPIP were depleted in small intestinal organoids, the transport of apical cargo 
proteins was specifically inhibited. These data suggest that Rab8-Rab8BP-Rab8BPIP complex facilitate the 
apical cargo vesicle generation on the endocytic recycling compartment, where the ternary complex is 
localized.

研究分野：細胞生物学・組織学
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１．研究開始当初の背景 
 
Rab は低分子量 GTP 結合タンパク質であり、

特異的結合タンパク質（エフェクター）を介し

て細胞内小器官での膜輸送を制御する。

我々はRab8が上皮細胞における頂端面方向

への輸送や一次繊毛形成に重要なことを明ら

かにした (文献 1.2)。しかしこれまで一次繊毛

形成を司るRab8のエフェクター分子の同定に

は成功したが、上皮内極性輸送を司るエフェ

クター分子の同定には至っていなかった。そ

こで私は Rab8 が主に機能する組織であるマ

ウス小腸由来の cDNA ライブラリーを自作し、

それを用いて酵母ツーハイブリッド法にて

Rab8 の新規エフェクタータンパク質遺伝子、

Rab8BP を同定した。 Rab8BPにはRab8結合

ドメインの他、3 つの既知のドメインが確認され

ているが、それらは Rab8BP タンパク質分子内

のわずか 30%を占めるに過ぎない。残り 70%の

機能未知の領域に他のタンパク質が結合する

可能性が考えられていた。 

 
２．研究の目的 
 
本研究ではさらにRab8BPに結合するタンパク
質の同定を行い、Rab8 と Rab8BP を中心とし
た分子機能ネットワークの完全理解を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 小腸で発現、機能するRab8エフェクター分

子Rab8BPへの結合タンパク質の同定 

申請者は現在グルタチオンSトランスフェ
ラーゼ（GST）-Rab8BPを大腸菌に発現、そ
れを精製し、GST-Rab8BPに結合するタンパ
ク質の候補をマウス小腸組織抽出液より
GST-pull down法を用いて同定を試みた。そ
の結果得られたバンドを質量分析により特
定を行った。 

(2) Rab8BPおよび新規 Rab8BP結合タンパ

ク質の細胞、組織及び個体での機能の解析 

Rab8BP および新規 Rab8BP 結合タンパク
質の細胞での局在をその抗体を用いた間接
蛍光抗体法よって明らかにした。また、そ

の遺伝子のノックダウンをマウス小腸上皮
の初代培養系について行い、小腸組織での
機能を明らかにした。特に Rab8 の KO マ
ウス由来の組織培養系と併せて、小腸での
上皮細胞における極性輸送への影響を、各
種マーカーを用いて解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) グルタチオン S トランスフェラーゼ
（GST）-Rab8BP を大腸菌に発現、それを
精製し、GST-Rab8BP に結合するタンパク
質の候補をマウス組織抽出液より GST-pull 
down 法並びに質量分析を用いて同定を行
ったところ、特定の新規タンパク質が高い
スコアで検出された。ここではそのタンパク
質を Rab8BPIP と呼ぶことにする（図１）。 

 
 
Rab8BPIP は細胞内小器官の膜を感知し、その
形成を促進するドメインとして知られてい
る BAR ドメインを有するタンパク質であり、
Rab8-Rab8BP-Rab8BPIP 複合体はそれらが局
在する膜構造にて、輸送小胞の出芽に先立ち、
膜構造の湾曲を形成していることが示唆さ
れる (文献 3)。 

(2) 新規タンパク質 Rab8BPIP と Rab8、およ

び Rab8BP と間接蛍光抗体法にて細胞内局在

を観察したところ、同一の細胞内小器官に共

局在することが確認された。さらなる実験、

観察によりこの細胞内小器官はリサイクリ

ングエンドソームであることも明らかにな

った。mCherry 蛍光タンパク質を融合した各

種モデルタンパク質の輸送を観察すると、頂

端面細胞膜に輸送されるタンパク質が細胞



膜に到達する前に Rab8 や Rab8BP、Rab8BPIP

が局在するリサイクリングエンドソームを

通過することが明らかになった。さらに Rab8

や Rab8BP、Rab8BPIP の頂端面細胞膜へのタ

ンパク質輸送への機能を明らかにするため

に初代小腸培養系の導入を試みた。マウス小

腸から陰窩を単離し、これを細胞外マトリッ

クス存在下で３次元培養した。その小腸由来

の細胞でできた“袋”（シスト）を間接蛍光

抗体法にて側底面、頂端面のマーカーで染色

したところ、頂端面がシストの内側、側底面

が外側にきれいに極性分布を保ったまま、培

養できることが確認された(文献 4)（図 2)。 

そこでこの初代小腸培養細胞にレンチウイ

ルスを用いて Rab8BP, Rab8BPIP に対する

shRNA を導入して、それぞれのタンパク質発

現を抑制し、側底面、頂端面細胞膜の分布を

観察した。その結果、Rab8BP、Rab8BPIP の発

現抑制により、頂端面細胞膜タンパク質が細

胞内のリソソームに蓄積することが明らか

になった（図 3）。 

この結果は Rab8 不全マウス由来の小腸から

得た初代培養細胞においても同様のことが

観察された。 

以上のことより Rab8 は Rab8BP と Rab8BPIP

が小腸上皮細胞内のリサイクリングエンド

ソーム上で頂端面細胞膜方向への輸送小胞

の形成の段階を制御していることが明らか

になった。なお、本研究結果は現在投稿準備

中である。 
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