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我々の体の構成単位である細胞はさらに様々な膜系いわ
ゆる細胞内小器官により構成されているが，これらの膜系
は決して独立した器官ではなく，小胞（膜）輸送を介して
情報交換を行っている。適切な膜の交通（細胞内小胞輸送）
は生命活動の維持に不可欠であることから，その制御メカ
ニズムの解明は生物学・医科学における重要な課題の 1つ
と考えられる。
当研究ユニットでは低分子量 G タンパク質 Rab27A の
変異により発症するヒトの遺伝病 Griscelli 症候群に着目
し，その症状を小胞輸送という観点から捉え（毛髪の部分
白化＝メラニン色素胞輸送異常，免疫疾患＝細胞性傷害
顆粒の放出異常，神経疾患＝受容体の輸送異常），その発
症メカニズムを分子レベルで解明することを目標としてい
る。具体的には当研究ユニットで同定・命名されたRab27A

エフェクター・シナプトタグミン様タンパク質（Slp）およ
び Slac2ファミリーがどのように Rab27A分子の機能を制
御するのかを明らかにし，Rab27Aを介する小胞輸送の分
子メカニズムの全貌を解明することを目指している。

1. Rab27エフェクタードメイン（SHD）の同定とそ
の機能解析（福田，菅野，緒方，佐藤，黒田 ＊）
細胞内小胞輸送には細胞内で恒常的に行われている構成
性小胞輸送と，細胞外からの刺激により制御される調節性
小胞輸送の 2つに大別することができる。神経伝達物質の放
出に代表されるように，後者の調節性小胞輸送の多くはカ
ルシウムイオンにより厳密に制御されており，この過程には
カルシウム結合タンパク質の関与が示唆されている。シナ
プトタグミンファミリーは細胞質側にカルシウム結合領域
であるC2モチーフを 2ケ所タンデムに持ち（C2A, C2Bド
メインと呼ばれる），これまで神経伝達物質放出や内分泌細
胞からのホルモン分泌に重要な役割を果たすことが明らか
にされている。我々は調節性小胞輸送に関わるシナプトタグ
ミンおよびその関連分子の機能の全貌を明らかにするため，
カルボキシル末端側にタンデムC2ドメインを持つタンパク
質（C型タンデムC2タンパク質）の探索を行い，シナプト
タグミンに類似した新規のタンパク質群を同定し，シナプ
トタグミン様タンパク質 (Synaptotagmin-like protein; Slp)

と命名した。Slpはヒトおよびマウスにおいて 5つの異な
る遺伝子にコードされており（Slp1-5），いずれもアミノ末
端側に 2つの保存された α-ヘリックス領域（Slp homology
domain: SHD1 および SHD2）を持つことが明らかとなっ
た。Slp2-5では alternative splicingにより多数の遺伝子産
物が組織特異的に産生されており（例えば Slp2-a/b/c/dな
ど），Slpファミリーの機能の多様性が示唆される。Slp3-5
では SHD1と SHD2が zinc結合配列により隔てられており
（タイプ I型 SHD），Slp1-2では SHD1と SHD2が連結する

（タイプ II型 SHD）という構造的特徴を有する。また SHD

は C2 ドメインを持たない Slac2（Slp homologue lacking
C2 domains）と命名した一群のタンパク質（Slac2-a/b/c）
にも見いだされたことから，SHDは新規のタンパク質結合
モチーフではないかと推定された。当研究ユニットでは相
同性検索および詳細な生化学的解析により SHDには低分
子量 G タンパク質 Rab27Aおよび Rab27Bが特異的に結
合する（Rab27に近縁のRab3を含め他のRabには結合し
ない）こと，すなわち SHDは Rab27のエフェクタードメ
インであることを世界に先駆けて初めて明らかにした。部
位特異的変異体を用いた解析により SHDと Rab27の結合
は GTP 依存性であり，活性化型の GTP-Rab27 は SHD1

に直接結合することも明らかとなった。さらに Griscelli症
候群患者に見られる Rab27Aのミスセンス変異の解析によ
りW73Gなどの変異によりエフェクターとの結合能が失わ
れていることも明らかにすることができた。現在，なぜ 60

種類以上存在する Rabのうち Rab27のみを特異的に認識
することができるのか，SHDによる Rab27分子認識メカ
ニズムを構造学的に検討中である。

2. メラノソーム（メラニン色素胞）輸送におけるRab27
エフェクターの機能解明（黒田 ＊，伊藤，福田）
メラノソーム（メラニン色素胞）の輸送はメラノサイト

（メラニン色素産生細胞）で合成されたメラノソームがまず
微小管に沿って細胞辺縁部へと輸送され，次いでアクチン
線維へと受け渡され，その後近傍のケラチノサイトヘと受
け渡されるという一連の複雑なプロセスにより成り立って
いる。Griscelli症候群の患者ではメラノソーム産生には全
く異常が認められず，アクチン線維上のメラノソーム輸送
異常により，メラノソームが核周辺部に蓄積し，結果的に
毛髪の部分白化という症状を呈することが知られている。
Griscelli症候群の原因遺伝子としてはこれまで低分子量 G

タンパク質をコードする RAB27A およびアクチン依存性
モータータンパク質をコードするMYO5Aが同定されてい
るが，なぜこれらの 2つの遺伝子の変異によりメラノソー
ムの輸送異常が起こるのかといった分子メカニズムはこれ
まで全く明らかにされていなかった。当研究ユニットでは
遺伝学的・組織学的・生化学的解析からメラノサイトには
Rab27Aエフェクターの 1つ，Slac2-a（melanophilinとも
呼ばれる）が発現しており，Slac2-a がメラノソーム上の
Rab27Aとモータータンパク質であるミオシンVaを直接結
合するリンカータンパク質（“missing link”）であることを
初めて明らかにした。Slac2-aの dominant negative変異体
を用いた解析から，Slac2-aはアミノ末端側の SHDを介し
てGTP-Rab27Aを，中央部分でミオシンVaを，またカル
ボキシル末端部分でアクチンを同時に結合し，四者複合体
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を形成すること，この四者複合体の形成が微小管からアク
チン線維へのメラノソームの受け渡しに必須であることも
明らかとなった。これらの結果により，Rab27A・Slac2-a・
ミオシン Va複合体のいずれか 1つが欠けてもメラノソー
ムは正常に輸送できず，Griscelli症候群様の症状を呈する
ことが容易に理解できる。
我々はさらに Slac2-aの相同分子として Slac2-c（MyRIP
とも呼ばれる）を同定し，この分子が Slac2-a と同様に
Rab27とモータータンパク質ミオシン Vaおよびミオシン
VIIa（Usher syndrome type IBの原因遺伝子産物：視覚お
よび聴覚異常を呈するヒト遺伝病）と相互作用することを
見いだした。現在，Slac2-cがミオシン VIIaと結合して網
膜メラノソームの輸送に関与するものと想定し，その可能
性を検討中である。

3. 調節性小胞輸送（分泌）における Rab27 エフェク
ターの機能解明（三枝，福田）
Griscelli症候群患者の多くは上述の毛髪の部分白化に加
え，細胞性傷害顆粒の放出異常による重篤な免疫疾患の症
状を呈するが，Rab27を介する顆粒放出の分子メカニズム
はこれまで全く解明されていなかった。当研究ユニットで
は Rab27Aおよび Rab27Bが内分泌細胞においても豊富に
存在することに着目し，PC12 細胞の有芯顆粒からの開口
放出をモデル系として Slpファミリーの機能解析を試みた。
その結果，PC12細胞においては Slp4-a（granuphilin-aと
も呼ばれる）が内在性に発現しており，Rab27AのGDP型
に結合することによりカルシウム依存性の有芯顆粒開口放
出を抑制することを見いだした。また Slp4-aとは逆にカル
シウム依存的リン脂質結合能を有する Slp3-aおよび Slp5は
GTP-Rab27Aに結合することによりカルシウム依存性の有
芯顆粒開口放出を促進する作用を持つことも明らかとなっ
た。さらにインスリンを分泌することで知られるすい臓の
β細胞には Slac2-cが発現しており，インスリン含有小胞を
アクチン線維につなぎ止め，インスリン分泌を促進する効
果があることも明らかとなった。今後，Rab27とそのエフェ
クターによる調節性顆粒放出の制御メカニズムをノックア
ウトマウスなどの解析により明らかにするとともに，免疫
系で機能する Slp/Slac2分子を同定する予定である。

4. Rab27調節因子（GAP/GEF）の同定とその機能
解析（伊藤，福田）
Rab27AはGTPと結合している活性化型，GDPと結合
している不活性化型の 2つのフォームをとり，活性化型が
特定のエフェクター分子 (Slpおよび Slac2) と結合するこ
とで機能を発揮すると考えられている。当研究ユニットで
は，最近Griscelli症候群患者の Rab27Aに見られる点突然
変異の解析を行い，GTPが結合できない (L130P）あるい
は活性化型固定化 (A152P）が，発症の原因であることを
突き止めた。すなわち，エフェクターとの結合のみならず
活性化型，不活性化型のサイクリングも Rab27Aの正常な
機能には必須であり，我々の体内には Rab27A活性化因子
(GEF: Guanine nucleotide exchange factor)および不活性
化因子 (GAP: GTPase-activating protein)が存在するはず
であるが，その実体は全く明らかにされていない。そこで
本研究では Rab27Aに対する活性化因子，不活性化因子を

生化学的手法により同定し，Rab27Aを介する膜輸送系を
時空間的に制御する情報伝達機構の解明を目指している。

5. シナプトタグミンファミリーによる調節性小胞輸送
の制御機構解明（福田，菅野，緒方，佐藤）
シナプトタグミンは上述の Slpと同様カルボキシル末端
側に C2ドメインをタンデムに持つが，アミノ末端側には
SHD の代わりに膜貫通領域を 1 ケ所持つ小胞上の膜タン
パク質である。シナプトタグミンは線虫から哺乳動物に至
るまで進化的に保存されたタンパク質ファミリーで，我々
はこれまでにヒトおよびマウスにおいて 15 種類のシナプ
トタグミン（I-XV）を同定している。当研究ユニットでは
これまでシナプス小胞上に豊富に存在するシナプトタグミ
ン Iに着目し，この分子が C2ドメインを介してシナプス
小胞のプレシナプス膜への結合（ドッキングの過程），シナ
プス小胞とプレシナプス膜との融合の過程（“カルシウムセ
ンサー” として機能），さらには小胞のリサイクリングの過
程に必須の多機能分子であることを明らかにしている。ま
たシナプトタグミンの幾つかのアイソフォーム（I, VI, IX
など）に関してはカルシウムイオンにより調節される他の
小胞輸送過程（例えば神経突起伸長時の成長円錐小胞の輸
送，内分泌細胞の有芯顆粒からのホルモン分泌，細胞膜の
修復，精子先体反応など）に関与することも既に明らかに
している。特に PC12細胞においては 3種類のシナプトタ
グミンアイソフォームが有芯顆粒上に発現し（I, IV, IX），
シナプトタグミン Iおよび IX に関しては有芯顆粒の開口
放出制御に redundantな機能を発揮することを明らかにす
ることができた。またシナプトタグミン IVは通常ゴルジ
体に存在し，神経成長因子（NGF）などの刺激により有芯
顆粒上へと移行し有芯顆粒の開口放出制御に関わることか
ら，神経細胞においては神経活動依存的に起こるシナプス
部の質的・量的変動に重要な役割を担うものと推測される。
今後，脳内分布，細胞内局在および機能が未同定のアイソ
フォームに関しても RNA干渉法などの手法を用いて細胞
レベルでノックダウンすることにより，それらの機能を明
らかにしていく予定である。

＊ ジュニア・リサーチ・アソシエイト

The Rab protein family, one of the small GTP-binding
protein superfamilies, is believed to be essential for intra-
cellular membrane trafficking in eukaryotic cells. In our
research unit, we focus on the RAB27A gene, in which mu-
tations cause haemophagocytic syndrome (Griscelli syn-
drome), an uncontrolled T lymphocyte and macrophage
activation syndrome in humans and try to understand
the molecular mechanism of Rab27A-dependent membrane
trafficking. We recently discovered that Slp homology
domain (SHD) of the synaptotagmin-like protein (Slp)
family and Slac2 directly interacts with the GTP-bound
activated form of Rab27A. We are now investigating the
involvement of the Slp and Slac2 families in Rab27A-
dependent membrane trafficking, such as granule exocyto-
sis in cytotoxic T lymphocytes and melanosome transport
in melanocytes.

1. Identification and characterization of SHD as
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a novel Rab27 effector domain
The synaptotagmin-like protein (Slp) family (Slp1-5)

was recently identified as a new group of C-terminal-type
(C-type) tandem C2 proteins that contain two C2 Ca2+-
binding motifs (named the C2A domain and the C2B
domain) and a unique N-terminal Slp homology domain
(SHD). The SHD usually consists of two conserved α-
helical regions (SHD1 and SHD2) separated by two zinc-
finger motifs (type I SHD), but the SHDs of Slp1 and Slp2-
a lack zinc-finger motifs, and the two SHDs are linked to-
gether (type II SHD). To date, a total of five distinct slp
genes (slp1-5 ) have been reported in humans and mice,
and some of them have several alternatively spliced iso-
forms (e.g., Slp2-a/b/c/d). Since the SHD is also found in
other proteins (named Slac2; Slp homologue lacking C2 do-
mains), we previously suggested that the SHD might serve
as a novel protein motif. We recently discovered that the
SHD specifically and directly binds the GTP-bound form
of Rab27A and Rab27B and proposed that the SHD func-
tions as a novel Rab27 effector domain.

2. Role of the Slp and Slac2 families in
melanosome transport in melanocytes
Although mutations in either the RAB27A gene or the

MYO5A gene are known to cause human Griscelli syn-
drome, which is characterized by defects in melanosome
transport in melanocytes (i.e., clumping of melanosomes
in the perinuclear region), functional relationships between
Rab27A and myosin Va, an actin-based motor protein, in
melanosome transport remained to be clarified. We re-
cently discovered that Slac2-a (also called melanophilin),
one of the Rab27 effectors that we have identified, func-
tions as a “missing link” between Rab27A on melanosomes
and myosin Va and that formation of a tripartite protein
complex (Rab27A・Slac2-a・myosin Va) is essential for actin-
based melanosome transport. We also identified Slac2-c
(also called MyRIP), a homologue of Slac2-a. Slac2-c is
also capable of interacting with Rab27A/B and myosin
Va/VIIa. Since mutations in theMYO7A gene cause audi-
tory and retinal defects in humans (Usher syndrome type
IB), Slac2-c might be involved in retinal melanosome trans-
port by analogy to the function of Slac2-a in melanocytes.

3. Role of the Slp and Slac2 families in regulated
secretion
In addition to the melanosome transport, Rab27A (or

Rab27B) is also involved in the control of regulated gran-
ule exocytosis in some immune cells and endocrine cells
possibly through interaction with different Rab27 effec-
tors. By using endocrine PC12 cells, we found that Slp4-a
(also called granuphilin) is a negative regulator for dense-
core vesicle exocytosis through interaction with GDP-
bound form of Rab27A, whereas Slp3-a and Slp5, Ca2+-
dependent type Slps, promote Ca2+-dependent dense-core
vesicle exocytosis through interaction with GTP-bound
form of Rab27A. We also found that Slac2-c is involved
in insulin secretion from pancreatic β-cells through inter-
action with actin. We are now trying to identify Rab27
effector(s) that functions in immune cells.

4. Identification and characterization of specific
GAP/GEF for Rab27
Since constitutive active mutants of Rab27A (mimics

GTP-bound form) in Griscelli syndrome patients do not
support normal melanosome transport in melanocytes, the
appropriate GDP/GTP exchange cycle of Rab27A is essen-
tial for this process. Although the GDP/GTP exchange cy-

cle of small G proteins is generally believed to be controlled
by two regulatory proteins, GEF (Guanine nucleotide
exchange factor) and GAP (GTPase-activating protein).
However, no such GEF or GAP specific for Rab27A has
ever been elucidated. We are now biochemically isolating
RAB27-GEF and -GAP proteins to understand the molec-
ular mechanism of the activation/inactivation of Rab27A
during melanosome transport.

5. Role of the synaptotagmin family in Ca2+-
regulated exocytosis
Synaptotagmin (Syt) represents a large family of puta-

tive membrane trafficking proteins conserved form nema-
toda to humans, and it is defined as a C-type tandem C2
protein with an N-terminal single transmembrane domain.
To date, 15 distinct syt genes (syt I-XV ) have been iden-
tified in mice and humans. Syt I is the best characterized
isoform of Syt abundant on synaptic vesicles, and we have
previously shown that Syt I is essential for synaptic vesi-
cle exocytosis (possibly functioning as a Ca2+-sensor) and
endocytosis in neurons. We recently found that several
Syt isoforms (e.g., Syts I, VI, and IX) are also involved in
other types of Ca2+-regulated membrane trafficking, such
as dense-core vesicle exocytosis in some endocrine cells,
growth cone vesicle exocytosis during neurite outgrowth,
plasma membrane repair, and acrosome reaction. We are
now investigating the functions and subcellular localization
of other Syt isoforms.
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