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研究成果の概要（和文）：我々は低分子量Gタンパク質Rasと標的分子PI3K複合体がエンドソームに局在し、エン
ドサイトーシスとウイルス粒子取込みを制御することを報告した。しかし、Ras-PI3K複合体がエンドソームに局
在する分子機構は不明である。本研究では上記現象の原因となるアミノ酸配列を同定した。またその結合タンパ
ク質のスクリーニングによりミトコンドリアタンパク質を同定した。このミトコンドリアタンパク質のノックダ
ウンはRas-PI3Kのエンドソーム移行、エンドサイトーシス、ミトコンドリア―エンドソーム相互作用を阻害した
ので、PI3Kとの結合がオルガネラ間相互作用を介してエンドサイトーシスを調節することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have reported that the complex of small G protein Ras and its target 
molecule PI3K is localized in the endosomes and controls endocytosis and viral particle 
internalization. However, the molecular mechanism by which the Ras-PI3K complex is localized is the 
endosome remains unknown. In this study, the amino acid sequence responsible for the above 
phenomenon was identified. By screening the binding protein for the sequence, a mitochondrial 
protein was identified. Knockdown of this mitochondrial protein inhibited the translocation of 
Ras-PI3K complex to the endosome, endocytosis, and mitochondrial-endosome interaction, suggesting 
that binding of PI3K and the factor regulates endocytosis through interaction between organelles.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 細胞内小器官　シグナル伝達　エンドサイトーシス　ミトコンドリア
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１．研究開始当初の背景 
細胞内オルガネラは細胞生理機能に必須の
役割を担っているが、それぞれが固有の機能
に比べ、互いの相互作用については、一部の
現象を除くとよく解っていない。 
エンドサイトーシスは、様々な物質を細胞の
外側から内側に輸送するための機構で、取り
込まれる物質の種類およびそのメカニズム
に基づいて、ピノサイトーシス（細胞飲用）
および食作用（細胞摂食）に分けることがで
きる。さらにエンドサイトーシス経路は、そ
の調節機構、すなわち被覆ピットの裏打ちタ
ンパク質に基づいて、レセプター媒介（また
はクラスリン媒介）エンドサイトーシス、カ
ベオラ依存性エンドサイトーシス、マクロピ
ノサイトーシスおよび食作用の 4つのカテゴ
リーに細分することができる。輸送される物
質には低密度リポタンパク質、トランスフェ
リン、成長因子、抗体等がある。また、エン
ドサイトーシス経路を介して抗原提示細胞
内に取り込まれた病原体は、貪食による内在
化後リソソームでの分解・消化を経て、その
産物が細胞表面に提示される。赤痢菌、サル
モネラ菌、および結核菌は、エンドサイトー
シスによって細胞に侵入し、それらが増殖し
得る環境に達する。 バクテリア以外の非エ
ンベロープウイルス（アデノウイルス）およ
びエンベロープウイルス（インフルエンザウ
イルス）は、エンドサイトーシスを介して細
胞内に取り込まれ、その後ゲノムを複製のた
めに細胞質に放出する。これら細胞外および
外因性物質に加えて、膜タンパク質もエンド
サイトーシスによって細胞に内在化され、最
終的にシグナル伝達経路の調節に寄与する。 
一方、エンドサイトーシスは、phosphoinositide 
3-kinase を含む様々なシグナル伝達経路によ
って制御される。脂質キナーゼ PI3K は、ホ
スホイノシチドのイノシトール環の 3'位をリ
ン酸化し、細胞成長、増殖、分化、運動性、
生存、および細胞内膜輸送を含む様々な細胞
機能を制御する。PI3Kの活性化は、少なくと
も 4 つの独立した経路によって促進される。
まず、PI3K の p110β 触媒サブユニットは G
タンパク質共役受容体によって活性化され
る。他の経路はリガンドの結合を介した受容
体チロシンキナーゼ（receptor tyrosine kinase, 
RTK）の活性化によって開始される。PI3Kの
調節サブユニット p85 中の Src homology 2
（SH2）ドメインは、RTKs内のリン酸化チロ
シン（YXXM）に直接動員され、PI3Kの活性
化を誘発する。p85 は growth factor receptor 
binding protein 2 （ Grb2 ） お よ び
GRB2-associated binding protein 1（GAB1）等
のアダプタータンパク質を介して別のリン
酸化チロシン含有モチーフ（YXN）にもリク
ルートされる。他の一つに経路は低分子量 G
タンパク質 Ras を介する経路である。Ras の
活性化因子の一つ son of sevenless（Sos）は
GRB2と恒常的に結合しており、RTK活性化
による Grb2のリクルートは、Rasの活性化お

よび Rasと p110の Ras結合ドメイン（RBD）
の結合を介して（p85とは独立して）p110を
活性化する。我々はこれまでに、Rasと PI3K
の複合体がエンドソームに移行し、この Ras
による PI3K 活性化がクラスリン非依存性エ
ンドサイトーシスとインフルエンザウイル
ス感染の調節に重要であると報告している。 
２．研究の目的 
Ras-PI3K 複合体がエンドソームにリクルー
トされる分子メカニズムは不明であったの
で、その分子メカニズムを明らかにするため
研究を行った。また、その責任配列と結合因
子同定を試みた結果、予想外にもミトコンド
リアタンパク質の関与が明らかになった。そ
こで、エンドソームとミトコンドリア相互作
用のメカニズムと生理的意義の解明を目指
した研究も行った。 
３．研究の方法 
(1) 配列解析 
PI3K p110α (NP_006209.2), p110β (NP_006210.1), 
p110γ (NP_001269356.1), p110δ (NP_005017.3), 
c-Raf1 (NP_002871.1), B-Raf (NP_004324.29, 
A-Raf (NP_001645.1), RalGDS (NP_006257.1), 
Rgl1 (NP_055964.3), Rgl2 (NP_004752.1), Rgl3 
(NP_001155088.2) および Rlf (AAC52724.1) の
配列は、National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) のタンパク質データベー
スから得た。これらの配列から、NCBI の
Conserved Domain Databaseの CD-Searchツー
ルを使用して RBD を同定した。ClustalW を
用いて複数の配列アライメントを行った。 
(2) 試薬および抗体 
組換えヒト EGF は PeproTech から購入した。
マウス、ウサギまたはラット免疫グロブリン
に対する AlexaFluor488、AlexaFluor594 また
は AlexaFluor647 結合抗体、Hoechst 33342、
AlexaFluor488または AlexaFluor546標識デキ
ストラン（10kDa）、AlexaFluor546 標識トラ
ンスフェリンは Thermo Fisher Scientificから
購入した。マウス、ロバ、またはウサギ免疫
グロブリン Gに対する horse radish peroxidase
結合ヒツジ抗体は、GE Healthcareから、ヤギ
免疫グロブリン G に対する西洋 horse radish 
peroxidase 結合ロバ抗体は Promega から購入
した。EEA1および Ralに対する抗体は、BD 
Biosciences から入手した。ERK、リン酸化
ERK、Aktおよびリン酸化 Akt（S473、T308）
に対する抗体は、Cell Signalingから入手した。
Medical＆ Biological Laboratories（MBL）、
Sigma-Aldrich および Roche からそれぞれ
c-Myc、FLAGおよび HA（3F10）に対する抗
体を購入した。抗 NP（ab20343）、抗 Ras 抗
体は Abcamと Oncogeneから入手した。 
(3) 細胞培養 
American Type Culture Collection か ら
HEK293T、MDCKおよび A549細胞を、Cos-1
細胞は医薬基盤・健康・栄養研究所の JCRB
細胞バンクから入手した。MDCK以外の細胞
は、 10％ウシ胎仔血清（ Thermo Fisher 
Scientific）を添加したダルベッコ変法イーグ



ル培地（DMEM）中、37℃で 5％CO2の加湿
環境下で維持した。MDCK 細胞は 10％ウシ
胎仔血清を補充した最小必須培地（MEM）
（Sigma-Aldrich）で培養した。発現ベクター
はポリエチレンイミン Max（Polysciences）
を用いて細胞にトランスフェクションした。 
(4) プラスミド 
pCXN2-Flag-H-Ras WT, pCXN2-Flag-p110γ RBD- 
VC, pCXN2-Flag-H-Ras WT, pCXN2-Flag-H-Ras 
V12, pCAGGS-3×HA-PI3Kp110γ, pCAGGS-Rab5
は当研究室で以前に作製したものを使用した。
RAPELを欠損した p110γRBDは PCRにより合
成し、pCXN2-Flag-p110γRBD-VCの XhoI/NotIサ
イトにサブクローニングして、pCXN2-Flag-p110 
γRBDΔRAPEL-VCを得た。野生型 p110γRBDお
よび p110γRBDΔRAPELも pCAGGS-3×HAベク
ターの XhoI/NotI 部位にサブクローニングして、
pCAGGS-3×HA-p110γRBD と pCAGGS-3×HA- 
p110γRBDΔRAPELを得た。PCRにより、RAPEL
およびその誘導体（NT19, CT20, NT8, CT9, M11）
の cDNAを増幅し、pCAGGS-3×HAと pCAGGS- 
ECFPの XhoI/NotIサイトにサブクローニングし
て、pCAGGS-HA-RAPELsと pCAGGS-ECFP-RA 
PELsを得た。QuikChange site-directed mutagenesis 
kit（Agilent Technologies）を用いて 1つまたは 2
つのリジン残基をグルタミン酸で置換した変異
型 RAPEL-M11と p110γRBDを作製した、全て
の PCR産物はシーケンス解析により確認した。 
(5) ウイルスの調整 
MDCK細胞を、MOI 0.0001で A/Puerto Rico/ 
8/34（H1N1; PR8）で感染させた。37℃で 48
時間培養後、得られた培養上清を高速遠心分
離によって単離したウイルスをリン酸緩衝
食塩水に再懸濁し、使用するまで−80℃で保
存した。培養上清中のウイルス価は、プラー
クアッセイを用いて測定した。 
(6) 蛍光顕微鏡 
BioPoint MAC5000 フィルターおよびシャッタ
ーコントロールユニット（Ludl Electronic 
Products）、電動 XYステージ（中央精機）、SOLA 
Light Engine（Lumencor）および Cool SNAP 
MYO 冷却 CCD カメラ（Photometrics）を実装
した IX-81顕微鏡（オリンパス）を用いた。使
用した励起・吸収フィルターは以下の通り。
CFP：FF02-438/24, FF01-483/32（Semrock）; GFP, 
AlexaFluor488, FITC： FF01-500/24-25, FF01-542 
/27（セムロック）；  ExRed, AlexaFluor546, 
AlexaFluor594： BP520-550, BA580IF（オリン
パス）； AlexaFluor647： FF02-628/40-25, FF01- 
692/40-25。蛍光画像および微分干渉画像の露光
時間はそれぞれ0.5秒および30ミリ秒であった
（2×2 ビニング）。CCD カメラ、ステージ、照
明、およびフィルタホイールの制御、ならびに
細胞イメージングデータの解析には、Meta 
Morph（Universal Imaging）を使用した。 
BiFC または他のイメージングおよびデータ
解析は、以前に報告した通りに行った。概略
は以下の通り。コラーゲンコートした 35 mm
径のガラス底ディッシュ（Asahi Techno Glass）
上に播種した細胞を発現ベクターでトラン

スフェクションした。24時間後、細胞をフェ
ノールレッド不含 DMEM/F12（Thermo Fisher 
Scientific）中で 4 時間血清飢餓状態にし、温
度を 37℃に維持したステージトップインキ
ュベーター（Live Cell Instrument）に入れた。
蛍光画像を 30 秒間隔で記録した。撮像開始
後 10〜15分に 100 ng/ml EGFで刺激した。 
(7) 免疫蛍光 
3％パラホルムアルデヒドで細胞を室温で 15
分間固定し、0.1％Triton X-100を含む PBSを
用いて室温で 4分間透過処理し、次いで抗体
の非特異的結合をブロックするために 1％ウ
シ血清アルブミンとインキュベートした。細
胞を一次抗体（NP、1：1000希釈; c-Myc、1：
1,000希釈; HA、1：1,000; EEA-1：1：1,000）
と共にさらに 4℃でインキュベートし、その
後免疫複合体を AlexaFluor488、AlexaFluor594
または AlexaFluor647 結合二次抗体（1：250
希釈）を用いて室温で 1時間インキュベート
（暗所）することによって検出した。FV-10i
共焦点顕微鏡（オリンパス）で画像取得した。 
(8) エンドサイトーシスの定量 
クラスリン非依存性および依存性エンドサ
イトーシスの検出のために、コラーゲンコー
トしたガラス底培養皿上に播種した細胞を
に AlexaFluor結合デキストランまたはトラン
スフェリンをインキュベートし、その後 PBS
（デキストラン）または PBS/HCl（pH3.0、ト
ランスフェリン）で十分に洗浄し、非内在化
物質を除去した。可視化した小胞を、
MetaMorphソフトウェアの「granularity」機能
を用いて抽出し、その蛍光強度を定量化した。 
(9) インフルエンザウイルス感染アッセイ 
血清飢餓処理した細胞に、IAVを 1 MOIで 4
時間感染させた。室温にて 3％パラホルムア
ルデヒドで 15分間固定、抗 NP抗体（1：1,000
希釈）を用いて免疫蛍光染色を行った。核は
Hoechst 33342で染色した。核および NPの共
局在の程度を MetaMorph ソフトウェアの
「measure colocalization」機能により定量した。 
(10) 統計分析 
全てのデータは平均±s.e.m で表示した。二群
間の比較にはスチューデント t 検定を、それ
以上の群間比較は一元配置分散分析とダネ
ットのポストホック分析によって比較した。 
 
４．研究成果 
(1) Ras-PI3K複合体のエンドソーム局在に 
	 必要なアミノ酸配列の同定 
Ras-PI3K 複合体は特異的にエンドソームに
局在し、クラスリン非依存性エンドサイトー
シスおよびインフルエンザウイルス感染の
調節に寄与している。Ras-PI3K複合体がエン
ドソームに局在する分子機構を解明するた
めに、標的因子の RBD のアミノ酸配列を比
較した。 Raf（c-Raf1、B-Rafおよび A-Raf）、
PI3K（PI3Kp110α、p110β、p110γおよび p110δ）
および RalGEF（RalGDS、Rlf、Rgl1、Rgl2
および Rgl3）を含む 3つの主要な Rasエフェ
クターファミリーのアミノ酸配列、は NCBI



の Protein Database から得られ、RBD は
Conserved Domain Databaseによって同定され、
ClustalWを用いて系統樹を作成した。各メン
バーが予想通りに異なるグループ（同じノー
ド）を形成した。興味深いことに、PI3K群は
Raf および RalGEF とは別のノードを形成し
ており、PI3K の RBD は Raf および RalGEF
のものとは進化的に異なることを示してい
る。PI3Kp110α、p110β、および p110γの RBD
配列を c-Raf1 および RalGDS の RBD 配列と
直接比較すると、PI3K RBDは約 20アミノ酸
の独特の N 末端の程度を有することが判明
した。さらに、PI3K RBDの N末端 28アミノ
酸領域は高い相同性を示したため、この領域
が Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在化に
及ぼす影響を調べた。 
N末端 28アミノ酸を欠く PI3Kp110γ-RBD（以
下 PI3K RBDと略す）を調製すると、エンド
ソームにおける Ras-PI3K 複合体の局在化ま
たは蓄積が抑制され、複合体が核周囲領域に
蓄積された。この変異型 RBD は Ras との結
合性に変化はなかったため、この欠失した 28
アミノ酸は Ras と PI3K 複合体の局在につい
てユニークな機能を有していると考えられ
た 。 そ こ で こ れ を Ras-PI3K endosomal 
localization (RAPEL) 配列と命名した。 
(2) RAPELの発現によるエンドサイトーシス 
	 とインフルエンザウイルス感染の阻害 
調節ドメインを含むタンパク質断片の過剰
発現は、しばしば上流因子を抑制することに
よって下流シグナル伝達に負の効果を発揮
する。そこで、RAPELの発現がエンドサイト
ーシスに影響を与えるかどうかを調べた。ク
ラスリン非依存性エンドサイトーシスの活
性を評価するために、COS-1 細胞に、HA タ
グ付き RAPEL の発現ベクターをトランスフ
ェクションし、蛍光標識デキストラン（MW = 
10,000）の取り込みを評価した。予想通り、
RAPEL の発現はデキストランの取り込みを
有意に阻害した。このような阻害効果は、
MDCK、293T、および A549 細胞においても
観察された。これは、エンドサイトーシスに
対する RAPEL の効果が、普遍的であること
を示す。一方、RAPELの発現は、トランスフ
ェリン取り込みに関与するクラスリン依存
性エンドサイトーシスには抑制行こうかを
示さなかった。 
A 型インフルエンザウイルス（IAV）はクラ
スリン非依存性（および依存性）エンドサイ
トーシスと Ras-PI3K シグナル伝達を介して
宿主細胞に侵入することを報告た。そこで、
RAPEL が IAV 感染を抑制したかどうかを検
討した。HA-RAPEL を発現する COS-1 細胞
に IAVを 4時間感染し、複製ウイルス粒子を
ウイルス核タンパク質（NP）に対する免疫蛍
光染色で検出した。RAPEL発現細胞における
IAV 感染は、非発現細胞または対照細胞と比
較して、明らかに阻害された。エンドソーム
への Ras-PI3K 複合体の移行がインフルエン
ザウイルス粒子の取り込みにおいて役割を

果たすことを考えると、RAPELはインフルエ
ンザウイルス感染を、ウイルス内在化ステッ
プを抑制して妨げていることが示唆される。 
(3) RAPEL結合因子の探索 
RAPELがエンドサイトーシスと Ras-PI3K複
合体のエンドソーム局在に対してドミナン
トネガティブ効果を示したことから、RAPEL
に結合因子を探索した。酵母ツーハイブリッ
ド法により 6個の候補を同定した。これらの
うち生化学的に結合を再確認したところ、ミ
トコンドリア外膜タンパク質は候補因子と
して残った。 
(4) ミトコンドリア因子のエンドサイトー 
	 シス制御への関与 
まず当該因子を siRNA 法によりノックダウ
ンしたところ、予想通りエンドサイトーシス
が抑制された。また逆に過剰発現によりエン
ドサイトーシスが亢進したことから、ミトコ
ンドリアタンパク質がエンドサイトーシス
の制御に関与する新知見を確認した。一方こ
の分子は、哺乳動物において 3つのファミリ
ー分子があることが報告されている。そこで、
結合の特異性を生化学実験により確認した
こところ、いずれのメンバーも PI3K と結合
することが解った。一方、興味深いことに、
それぞれの因子をノックダウンした際のエ
ンドサイトーシス能を比較検討したところ、
他の 2因子はエンドサイトーシスの制御に関
与しないことが明らかになった。したがって、
同様に PI3K に結合するにもかかわらず、い
かにして固有の機能をはっきするかについ
ても、今後解析をすすめる必要性があると考
えられた。このファミリー分子は、アミノ酸
配列において高い相同性・同一性を有してい
るが、ノックアウトマウスの表現形に大きな
差異があると報告されている。今回得られた
知見により各ファミリーが担う生理機能の
特異性についても迫ることができるのでは
ないかと期待される。 
さらに、この因子の細胞内動態を検討するた
め、蛍光タンパク質を付加したコンストラク
トを構築したところ、この操作により細胞内
局在が正しく再現できないことが判明した。
このてんは spilitGFP 技術を応用することで
本来の局在を示すコンストラクトを作製す
ることで問題を解決した。 
このコンストラクトを用いて、エンドソーム
とミトコンドリアの位置関係を定量的に解
析したところ、両者は一定の確率で接触する
ことがわかった。この接触は増殖因子刺激等
で亢進する。さらにミトコンドリア局在因子
のノックダウン細胞において両者の接触を
定量解析したところ、正の制御因子のノック
ダウンで接触が抑制され、負の制御因子のノ
ックダウンで亢進した。この結果から、エン
ドソームの成熟過程において、ミトコンドリ
アとの相互作用は何らかの意義を有してお
り、この相互作用に PI3K と当該因子の結合
が関与するものと考えられた。 
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