
Rabファミリータンパク質による膜輸送制
御の特異性と多様性

は じ め に

Rasスーパーファミリーに属する低分子量 Gタンパク質

Rabは，酵母から哺乳動物に至るまで全ての真核生物に普

遍的に保存されており，細胞内の膜（小胞）の輸送を制御

すると考えられている１）．Rabは GDPを結合した不活性化

型と GTPを結合した活性化型をサイクリングすることに

より膜輸送の制御に関与する（図１A）．不活性化型の Rab

は，グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）により活性化

型に変換され，活性化型の Rabは GTPアーゼ活性化タン

パク質（GAP）により不活性化される．活性化型の GTP-

Rabは単独で機能するのではなく，エフェクター（effector）

と呼ばれる特異的なパートナーと結合することにより膜輸

送を促進すると考えられている．Rabは膜輸送の制御因子

の中で最大のファミリーを形成し，そのアイソフォーム数

は生物種ごとに大きく異なる．例えば，出芽酵母では１１

種類，線虫やショウジョウバエでは２９種類，シロイヌナ

ズナでは５９種類，ヒトやマウスでは６０種類以上（Rab１

～Rab４３に分類．図１B）の異なるアイソフォームが存在

することが知られている２）．興味深いことに，これらのア

イソフォームの中で酵母からヒトまで進化的に保存されて

いるのは僅か５種類で，残りの大多数は種（あるいは脊椎

動物）特異的なものである．すなわち，これら大部分の

Rabは細胞が細胞として生きて行くために必要なもの

（housekeepingな役割）ではなく，何らかの特殊な機能を

担うものと推察される．一般的に，低分子量 Gタンパク

質はこれまでに得られている Rasの解析結果から活性化型

（あるいは不活性化型）固定化変異体（constitutive active

（CA）or negative（CN））の作成が可能なため，過剰発現に

より細胞への影響を検討することが可能である．しかしな

がら，ヒトやマウスに存在する Rabのアイソフォーム数

は非常に多いため，他の低分子量 Gタンパク質に比べて

この種の機能解析がこれまで立ち後れていた．

最近，ヒトやマウスに存在するほぼ全ての Rabを対象

とした比較解析ツールが作成され，ゲノムワイドでの Rab

の網羅的解析がある程度可能になってきた３～５）．本稿では，

筆者らがこれまで取り組んできた「Rabの網羅的解析ツー

ル（Rab panel）」の作成と，このツールを用いて明らかに

できた Rab２７Aとそのエフェクター分子群による膜輸送制

御の特異性と多様性を中心に，最近の知見を紹介する６）．

１． Rabの網羅的解析ツール（Rab panel）の確立

これまでの Rabエフェクターに関する研究では，Rabと

エフェクター分子の結合特異性は数個から多くとも１０個

程度の Rabを調べた程度で，Rab結合特異性の検討は必ず

しも十分とは言えなかった．このため，ある種の Rabに

対するエフェクターとして同定されたものが，実は in vivo

では他の Rabエフェクターとして機能する，あるいは複

数の Rabと結合する事例が報告されるようになってき

た３，７）．筆者らは，まずマウス（あるいはヒト）に存在する

６０種類の Rabの cDNAを全てクローニングし，Rabを網

羅的に比較解析するシステム（Rab panel）の開発に取り

組んだ３，８，９）．具体的には，野生型（WT），CA変異体，CN

変異体に緑色蛍光タンパク質（GFP）タグ８），グルタチオ

ン S -トランスフェラーゼ（GST）タグ（未発表データ），

FLAGタグ３），GAD（Gal４-activating domain）９）などを付加し

た約７００種類の Rab解析ツールを作成した．

筆者らはまず，副腎髄質クロマフィン細胞由来の PC１２

細胞における，ホルモン（有芯）顆粒の開口放出に関わる

Rabの同定にこの Rab panelを応用してみた８）．６０種類の

GFP-Rabを神経成長因子で神経細胞様に分化させた PC１２

細胞に発現させ，ホルモン顆粒が集積する神経突起の先端

部にターゲットするものをスクリーニングした．その結

果，８種類の Rabアイソフォーム（３A／B／C／D，２７A／B，

３３A，３７）がホルモン顆粒上に局在することが明らかに

なった（図２A）．アイソフォーム特異的な抗体を用いた解

析から，PC１２細胞には少なくとも３種類の Rab（３A／２７A／

３３A）が内在性に発現することが確認された．RNA干渉

法によるノックダウン実験から，Rab３Aと Rab２７Aはホル

モン顆粒の細胞膜へのドッキングのステップに協調的に関

与しており，Rab３Aと Rab２７Aの両方をノックダウンした

細胞ではホルモン分泌が顕著に減少することを見いだし

た．これに対し，Rab３３Aのノックダウンではホルモン分
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図１ Rabファミリーの系統樹
（A）Rabファミリータンパク質の膜輸送における役割．（B）CLUSTALWプログラムにより作成したマウス
およびヒトに存在する６０種類の Rabファミリータンパク質の系統樹を示す．酵母からヒトまで保存された
Rabを濃い灰色で，線虫，ハエからヒトまで保存された Rabを薄い灰色で示す．ヒトあるいはマウスの遺伝
病の原因遺伝子産物として同定されている Rabを点線で示す．
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図２ Rabファミリーの網羅的解析ツール（Rab panel）
（A）６０種類の GFP-Rabを用いたホルモン顆粒へターゲットする Rabアイソフォームのスクリーニング８）．神
経成長因子で分化させた PC１２細胞では，ホルモン顆粒は突起の先端部に集積する．スケールバー，２０µm．
（B）FLAG-Rabを用いた免疫沈降法による Slp２-a分子と６０種類の Rabとの結合特異性の検討．（C）酵母
two-hybrid法による Slac２-a分子およびミオシン Va／b分子と６０種類の Rabとの結合特異性の検討．
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泌に特に影響は見られなかった．

Rab３Aは，１９９０年代初めからシナプス小胞などの分泌

小胞に豊富に存在する Rabとして注目されており，１０年

以上前に rabphilinを含む複数の Rab３Aエフェクター分子

が同定されている．これに対し，Rab２７Aの注目度は Rab３A

に比べかなり低く，２０００年までは日陰の存在であった．

Rab２７Aが脚光を浴びるようになったきっかけは，色素異

常や分泌異常の症状を示すヒト遺伝病 Griscelli（GS）症候

群の原因遺伝子産物が Rab２７Aであるという報告であっ

た１０）．現在では幾つかの Rabアイソフォームの変異により

遺伝病が発症することが知られているが（図１B），Rab２７A

は当時，ヒト遺伝病との関連性が示された初めての Rab

であった．Rab２７Aは，メラノサイトのメラノソーム（メ

ラニン色素含有小胞）や細胞傷害性 T細胞や内分泌細胞

などの分泌顆粒上に局在しており１１），異なるタイプの膜輸

送（メラノソーム輸送と分泌）を制御するものと考えられ

た．では，Rab２７Aはどのようにして上述のホルモン顆粒

を細胞膜につなぎ止めて分泌を促進し，どのようにメラノ

ソームの輸送を制御するのであろうか？

Rab２７Aの機能の多様性を考える上で，Rab２７Aエフェ

クターの同定が不可欠であり，多くの研究者が当時この研

究テーマに取り組んでいた．幸運なことに，筆者らは Rab

panelを用いて Rab２７A（および Rab２７B）に特異的に結合

するタンパク質群として Slp（スリップ：synaptotagmin-like

protein）と Slac２（スラックツー：Slp homologue lacking C２

domains）の同定に世界に先駆けて成功した３，６）．我々が同

定した Rab２７A結合タンパク質は，いずれもアミノ末端側

に SHD（Slp homology domain）と命名した共通のドメイ

ン構造を持ち，ここに活性化型の GTP-Rab２７A／Bが特異

的に結合する（図２BC）３）．また，これまで Rab３Aエフェ

クターと考えられてきた rabphilinや Noc２が，実は Rab２７

にも高親和性に結合することが確認された３）．

２． Rab２７Aとそのエフェクター分子群による

多様な膜輸送制御の分子メカニズム

これまでの解析で，ヒトやマウスにおいては５種類の

Slp１～５，３種類の Slac２-a～c，rabphilin，Noc２，Munc１３-４

の１１種類の Rab２７Aエフェクター分子の存在が明らかに

なっている６）．Rab２７Aがどのようにこれらの結合パート

ナーを使い分けているのかを明らかにするため，筆者らは

メラノサイトおよび PC１２細胞で発現する Rab２７Aエフェ

クターの機能解析を行った．その結果，メラノサイトにお

いては Slp２-aと Slac２-a／melanophilinの２種類が１２），PC１２

細胞においては rabphilin，Slp４-a／granuphilin-aなど全く異

なるタイプの Rab２７Aエフェクターが発現しているこ

と１３，１４）が明らかとなった．

メラノサイトにおいては，上述の２種類の Rab２７Aエ

フェクターが連続的且つ秩序立って機能することによりメ

ラノソームを輸送する（図３左）．まず Slac２-a分子が SHD

を介してメラノソーム上の Rab２７Aと，そしてミオシン結

合ドメイン（MBD）を介してアクチン依存性のモーター

タンパク質ミオシン Vaとを同時に結合し，３者複合体を

形成してメラノソーム輸送を行う．Rab２７Aや Slac２-aを

欠損する GS患者ではこの３者複合体の形成ができないた

め，メラノソームが核周辺に蓄積して GS特有の色素異常

の症状を示す．蛇足ではあるが，ヒトやマウスには３種類

の V型ミオシン（a／b／c）が存在するが，それぞれのカー

ゴ認識機構は異なると考えられる．ミオシン Vaはカーゴ

レセプターである Slac２-aを介して Rab２７Aと相互作用す

るが，ミオシン Vbは直接 Rab１１A／Bという別の Rabを認

識する（図２C）．アクチン依存性のメラノソーム輸送が終

了すると，もう一つの Rab２７Aエフェクター Slp２-aが

SHDを介してメラノソーム上の Rab２７Aと，そして C２A

ドメインを介して細胞膜内のホスファチジルセリン（PS）

とを同時に結合し，メラノソームを細胞膜につなぎ止め

る１２）．

Rab２７A（あるいは Rab２７B）は，メラノソーム輸送以外

にも様々な細胞種の分泌現象（内分泌細胞，耳下腺などの

外分泌細胞，マスト細胞，血小板など）への関与が示唆さ

れている６）．本稿では，誌面の関係でこれら全てを紹介す

ることはできないので，最も解析が進んでいる PC１２細胞

からのホルモン分泌に焦点を当てる．PC１２細胞に内在性

に発現する rabphilinや Slp４-aを PC１２細胞に過剰発現させ

ると，細胞膜に結合したホルモン顆粒数が顕著に増大する

が１３，１４），それ以外の Slpではこのような効果は認められな

い．rabphilinと Slp４-aは共通のドメイン構造を有し（図３

右：アミノ末端側の Rab結合ドメインとカルボキシル末

端側のタンデム C２ドメイン），共に細胞膜上のホルモン

顆粒数を増大させるが，前者はホルモン分泌（開口放出）

を促進するのに対し，後者は強い阻害作用を示す．rab-

philinは C２Bドメインを介して細胞膜上の t-SNAREの一

種である SNAP-２５と結合することによりホルモン顆粒の

細胞膜へのつなぎ止めとその後のホルモン分泌を促進する

のに対し１３），Slp４-aはリンカードメイン（SHDと C２Aド

メインの間の領域）を介して syntaxin-１a・Munc１８-１と結

合し，分泌小胞の細胞膜へのつなぎ止めを促進するが，ホ
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ルモン顆粒の開口放出は抑制すると考えられている１４）．こ

のように，Rab２７Aは細胞種特異的なエフェクター分子と

結合することにより，異なるタイプの膜輸送（メラノソー

ム輸送と分泌など）の制御が可能になったと考えられる．

終 わ り に

本稿では，筆者らが作成した Rabの網羅的解析ツール

と，それらを応用した Rab２７Aエフェクター分子の機能解

析について概説してみた．Rabを介する膜輸送の分子メカ

ニズムは未知の部分が多く，筆者らが確立した Rabの網

羅的解析ツールが今後の研究の発展に貢献することを期待

したい．現在筆者らは，Rab panelを用いて Rabエフェク

ターの網羅的スクリーニングにも着手している．まだ予備

的な段階ではあるが，Rabとエフェクター分子の結合は必

ずしも１：１ではなく，一つの Rabに複数個のエフェク

ター分子が存在するだけでなく，一つの Rabエフェク

ターが複数個の異なる Rabと結合するケースがかなりあ

ることが分かってきた（未発表データ）．すなわち，Rab

と Rabエフェクターの相互作用はこれまで考えられてい

た以上に複雑で，一つの Rabエフェクターが複数の Rab

を乗り換えて行くことにより膜輸送を秩序だって行う可能

性も十分に考えられる．今後，この可能性についても検討

して行く予定である．

つい最近，Rabの不活性化因子である Rab-GAPを用い

た Rabの解析法が報告された．ヒトやマウスのゲノム上

には Rab-GAP活性を持つと推定される TBC（Tre-２／Bub-２／

Cdc１６）ドメインを持つタンパク質が４０種類以上存在し

ている．この数は Rabのアイソフォーム数に匹敵するこ

とから，それぞれの TBC含有タンパク質は何らかの Rab-

GAPとして機能するのではないかと考えられている．Rab-

GAPは基質となる活性化型の Rabと特異的に結合すると

予想され，Rab-GAPと Rab（CA）変異体との物理的結合

（酵母 two-hybrid法）を指標として Rab-GAPのスクリーニ

ングが行われ，幾つかの Rab-GAPが同定された５，９）．また，

特定の膜輸送（メラノソーム輸送や志賀毒素（Shiga toxin）

の取り込み）に対する Rab-GAPの影響を網羅的に検討す

図３ Rab２７エフェクターによる膜輸送制御の特異性と多様性
（左図）Rab２７A・Slac２-a・ミオシン Va複合体によるアクチン依存性メラノソーム輸送と Rab２７A・Slp２-
a・ホスファチジルセリン（PS）複合体によるメラノソームの細胞膜へのつなぎ止めの分子機構１２）．
（右図）Slp４-a・Munc１８-１・syntaxin-１a複合体および rabphilin・Rab３A／２７A・SNAP-２５複合体によるホ
ルモン顆粒の細胞膜へのつなぎ止めの分子機構１３，１４）
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ることにより，特定の Rabに対する GAPの同定も行われ

た１５，１６）．例えば，筆者らは Rab２７Aがメラノソーム輸送に

必須であることに着目し，メラノソームの輸送阻害を指標

にして Rab２７A-GAPの同定に成功している．近い将来，

本稿で取り上げた Rabと Rab-GAPの網羅的解析ツールを

組み合わせることにより，未だ Rabの関与が示唆されて

いない生命現象（膜輸送）の分子基盤の解明にも取り組ん

で行きたい．
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ADAMファミリータンパク質のドメイン
構造

１． は じ め に

各種サイトカイン・増殖因子は膜貫通領域を持つ前駆体

として細胞表面に発現された後，細胞外プロテアーゼによ

る切断により活性化され，細胞間のシグナル伝達を担う．

ADAM（a disintegrin and metalloproteinase）ファミリータ

ンパク質はこのような細胞表層でのプロテオリシスに関与

する分子として知られ，また他方で細胞外環境でのタンパ

ク質間相互作用にも寄与し，発生・分化の過程や様々な病

態への関与が示唆されている一群のタンパク質である．哺

乳類 ADAMの多くは分子 C末端側に膜貫通領域を持つ�

型膜タンパク質で，亜鉛イオンを触媒部位に持つプロテ

アーゼドメイン，血小板凝集阻害物質ディスインテグリン

と相似のドメインなど細胞外に特徴的なドメインを持つモ

ジュラータンパク質である．興味深いことにマムシやハブ

などの出血性のヘビ毒には膜型 ADAMの細胞外ドメイン

部に相当するタンパク質が数多く存在し，これらは出血に

よる主要な致死因子（出血因子）として知られている．最

近，筆者らはヘビ毒由来のこれら哺乳類 ADAMホモログ

の X線結晶構造解析に成功した１，２）．本稿では ADAMファ

ミリーに共通したドメイン構造について紹介する．

２． ADAMファミリータンパク質

１９９２年に受精の膜融合に関わる分子として最初の哺乳

類由来 ADAM，ファーティリンが報告された３）．精子先端

の細胞膜に発現するこの分子の中には RGD配列は含まれ

ないものの，ハブなどの出血性ヘビ毒に見出されたディス

インテグリンと非常に相同性の高い領域が含まれ，インテ

グリンを介した精子―卵間相互作用の可能性に興味が持た

れた（特徴的な突き出たループ部に RGD配列を持つディ

スインテグリンは血小板上の主要なフィブリノーゲン受容

体であるインテグリン αIIbβ３に結合し，インテグリンへ
のフィブリノーゲン結合を阻害することで血小板凝集を阻
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