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研究成果の概要： 
 細胞増殖因子受容体のエンドソームでの選別輸送とシグナル伝達の関係について、選別輸送

制御因子である Hrs の過剰発現細胞および UBPY の欠損マウスを用いて解析を行った結果、受容

体の選別輸送の制御が受容体からのシグナル伝達に関わり細胞増殖制御に重要な役割を果たし

ていることが明らかになった。またHrsの結合蛋白質ミオシン重鎖9とUBPYの結合蛋白質CHMP4

が、増殖因子受容体のエンドソームでの選別輸送を制御していることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞増殖因子が細胞表面に存在する受容
体に結合すると受容体が活性化され、活性化
された受容体を介して種々のシグナル伝達
経路が活性化され細胞の増殖応答が導かれ
る。また増殖因子が受容体に結合すると、両
者はクラスリン小胞輸送により内在化し、ま
ず初期エンドソームに運ばれる。その後細胞
表面へはリサイクルされずにリソソームに
選別輸送され分解される(リソソーム経路)。
この受容体のリソソームへの選別輸送と分

解の過程は、受容体のdown-regulationを導
き、活性化された受容体を除去し過度の細胞
増殖を防ぐための増殖制御の機構の１つと
して重要な役割を果している。 

 増殖因子受容体を介するシグナル伝達は、
受容体が初期エンドソームに運ばれた後も
継続すると考えられている。初期エンドソー
ムに運ばれた増殖因子受容体は、エンドソー
ム膜が内側に陥入して形成する内部小胞に
よりエンドソーム内に取り込まれる。このよ
うな内部小胞を含むエンドソームは 後期エ

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：２００７～２００８ 

課題番号：１９３７００５０ 

研究課題名（和文） 細胞増殖因子受容体のエンドソームにおける選別輸送制御とシグナル伝

達 

研究課題名（英文） Regulation of the endosomal sorting and intracellular signaling of 

 growth factor receptors 

研究代表者 

喜多村 直実（KITAMURA NAOMI） 

東京工業大学・大学院生命理工学研究科・教授 

 研究者番号：８０１０７４２４ 



 

 

ンドソームと呼ばれ、この後期エンドソーム
が最終的にリソソームと融合することによ
り受容体はリソソームに入り分解される。し
たがって増殖因子受容体を介するシグナル
伝達は、内部小胞形成により受容体がエンド
ソーム内に取り込まれることにより停止す
ると考えられている。 

 初期エンドソーム上における増殖因子受
容体を介するシグナル伝達の制御について
は、選別輸送を制御する機構が明らかでなか
ったため解析がほとんど進んでいない。しか
し最近選別輸送およびその制御に関わる分
子の解析が進み、シグナル伝達への応用がで
きる状況になりつつある。われわれはHGFや
EGFなどの増殖因子で細胞を刺激した時に、
強くチロシンリン酸化される蛋白質（Hrsと
命名）を見出し(Komada & Kitamura: Mol. 
Cell. Biol. (1995))、またHrsの細胞内局在
が初期エンドソームであることを明らかに
した(Komada, Kitamura et al.: J. Biol. 
Chem. (1997))。さらにHrsに結合する新規蛋
白 質 と し て STAM2 を 同 定 し た (Takata, 
Kitamura et al.: Genes Cells (2000))。わ
れわれ自身の研究を含むこれまでの国内外
の多くの研究により、HrsとSTAMは初期エン
ドソーム上で構成的複合体を形成し、初期エ
ンドソームに輸送されたユビキチン化増殖
因子受容体のユビキチンを認識して結合し、
その後ESCRTと呼ばれる蛋白質複合体に受容
体を受け渡すことが明らかにされた。すなわ
ちHrs/STAM複合体は、初期エンドソーム上に
おける増殖因子受容体の選別輸送の開始に
おいて中心的な役割を果している(reviewed 
in Komada & Kitamura: J. Biochem. (2005))。
ESCRTに受け渡された受容体は、内部小胞形
成により初期エンドソーム内に取り込まれ
る。したがってESCRTを構成する蛋白質群は
選別輸送を進めるために重要な役割を果し
ている。 

初期エンドソームにおける増殖因子受容
体の選別輸送の制御については、最近受容体
のユビキチン化レベルの調節が関わってい
ることが明らかになってきた。われわれは
STAMに結合する蛋白質として新たに脱ユビ
キチン化酵素の１つであるUBPYを同定して
いる(Kato, Miyazawa & Kitamura: J. Biol. 
Chem. (2000))。そして最近UBPYが初期エン
ドソーム上でHrs/STAM複合体によって選別
されたEGF受容体を脱ユビキチン化すること
により、その分解を遅延させることを見出し
た(Mizuno, Kitamura et al.: Mol. Biol. 
Cell (2005))。この結果は、過度のユビキチ
ン化によってEGF受容体の選別輸送が進み過
ぎ、細胞内でのシグナル伝達が十分に行われ
る前に受容体が分解されてしまうことのな
いようにUBPYが受容体の選別輸送の速度を
調節していることを示唆している。 

以上のように増殖因子受容体の初期エン
ドソームにおける選別輸送の制御機構につ
いて明らかにされつつあり、シグナル伝達の
制御との関わりについて解析が可能な状況
になってきている。 

 
２．研究の目的 
本研究では、増殖因子受容体の選別輸送の

制御がどのようにシグナル伝達の制御に関
わっているかを明らかにすることを目的と
する。まずわれわれが解析を進めてきた肝癌
細胞株HepG2を用いたHGF受容体(c-Met)を介
するシグナル伝達系を用いて、Hrs/STAM複合
体がこのシグナル伝達制御にどのように関
わっているかを明らかにする。またわれわれ
はすでにUBPYのノックアウトマウスの作成
に成功しているので、これを利用してUBPYが
欠損した時の増殖因子受容体のシグナル伝
達がどのように変化するかを明らかにする。
さらにHrs/STAM複合体やUBPYと結合する数
種類の分子を単離しているので、これらの分
子が増殖因子受容体の初期エンドソームで
の選別輸送の制御およびシグナル伝達の制
御に関わっているかを明らかにする。 

受容体を介するシグナル伝達の制御は、細
胞の増殖制御に関与する重要なプロセスで
ある。しかし受容体の選別輸送の制御がどの
ようにシグナル伝達の制御に関わっている
かは、ほとんど解析が進んでいない。したが
って本研究の遂行により、生体にとって重要
な細胞機能の分子機構の解明に向けての新
たな展開が期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)  エンドソームにおける選別輸送制御
とシグナル伝達制御との関係を解析するた
めには、シグナル伝達を的確に解析できる系
が必要である。われわれは肝癌由来細胞株
HepG2 を用いて HGF で刺激した時のシグナル
伝達について詳細に解析してきた。HepG2 細
胞は HGF 刺激により増殖が抑制される。この
増殖抑制に関わるシグナル伝達経路が明ら
かにされた。ここではこのシグナル伝達系を
用いて解析を行う。Hrs を過剰発現した細胞
あるいは RNAi 法により Hrs をノックダウン
した細胞では増殖因子受容体の輸送が遅延
することが明らかにされているので、この遅
延がシグナル伝達に及ぼす影響について解
析する。 
 
(2)  UBPYは初期エンドソームに存在し、EGF
受容体のユビキチン化レベルを調節するこ
とによりEGF受容体の選別輸送の制御に関わ
っていると考えられている。われわれはUBPY
のin vivoでの役割を明らかにするためにノ
ックアウトマウスの作成を試み、すでに作成
に成功している。このマウスの解析の結果、



 

 

UBPYのホモ欠損マウスは胎生致死であった。
したがってUBPYはマウスの発生において必
須の分子であることが明らかになった。現在
までのところ胎生致死の原因は不明である
が、増殖因子受容体の選別輸送の異常とそれ
に伴うシグナル伝達の異常が原因となって
いる可能性が考えられる。そこでノックアウ
トマウスを用いて初期エンドソームの形態、
ユビキチン化蛋白質の蓄積および増殖因子
受容体のシグナル伝達について解析する。 
 
(3) Hrs/STAM複合体は他の蛋白質と結合し
て相互作用することにより、増殖因子受容体
の選別輸送を制御している。たとえばUBPY
はSTAMに結合する蛋白質として見出され、選
別輸送制御に関わっていることが明らかに
された。したがって他にも選別輸送制御に関
わる結合蛋白質が存在する可能性が考えら
れる。われわれはすでにHrsに結合する蛋白
質としてミオシン重鎖９を、またUBPYに結合
する蛋白質としてESCRTの構成因子の１つで
あるCHMP4Bを同定している。そこでまずこれ
らの蛋白質がHrsあるいはUBPYを介して初期
エンドソームに局在するかについて、またお
互いの分子の結合様式について解析し、初期
エンドソームでの選別輸送の制御に関与す
る可能性を探る。 
 
 
４．研究成果 
(1)  エンドソームでの EGF 受容体の選別輸
送制御に重要な役割を果たしている Hrs が、
HepG2細胞でのHGF受容体(c-Met)の選別輸送
にも同様に関わっているかについて解析し
た。Hrs を過剰発現した HepG2 細胞では HGF
刺激した時に c-Met の分解が遅延した。この
結果は Hrs は c-Met の選別輸送制御にも関わ
っていることを示している。HGF で刺激した
HepG2 細胞では ERK シグナル伝達経路が強く
活性化され、この活性化が HGF による HepG2
細胞の増殖抑制に必要であることが明らか
にされている。そこで c-Met の分解が遅延し
た Hrs を過剰発現した HepG2 細胞での ERK 経
路について解析を行った。その結果、ERK 経
路の活性化が高レベルで持続することがわ
かった。これらの結果は、c-Met のエンドソ
ームでの選別輸送の制御がシグナル伝達制
御と密接に関係していることを示唆してい
る。 
 次に c-Met の選別輸送と関係する ERK 経路
の強活性化の分子機構について解析を行っ
た。c-Met の下流で ERK 経路を制御する分子
としてアダプター蛋白質 Gab1 が知られてい
るので、この分子について検討を行った。
HepG2細胞におけるGab1の蛋白質量について、
HGF により増殖が促進する細胞である MKN74
細胞と比較したところ、HepG2 細胞における

蛋白質量は高いレベルであった。また HGF 刺
激による Gab1 のチロシンリン酸化も HepG2
細胞では MKN74細胞に比較して高レベルであ
った。これらの結果は Gab1 が HGF 刺激した
HepG2 細胞における ERK 経路の強活性化に関
与する可能性を示唆している。そこで実際に
Gab1 が関与するかについて解析を行った。
Gab1 は別のアダプター蛋白質である Grb2 を
介して c-Met に結合する。Grb2 を結合できな
い変異型 c-Met キメラ受容体を HepG2 細胞に
発現して調べたところ、HGF 刺激したこの細
胞での Gab1 のチロシンリン酸化は非常に弱
いレベルであった。またこの細胞における
ERK の活性化も弱いレベルであった。次に
RNAi 法により Gab1 の発現を抑制した HepG2
細胞を用いて解析を行った。Gab1 をノックダ
ウンした細胞では HGF 刺激による ERK の活性
化が抑制された。また Gab1 をノックダウン
した細胞では HGF刺激による増殖の抑制が緩
和した。これらの結果は、HGF刺激による Gab1
の c-Met への結合が ERK 経路の強活性化と細
胞増殖の抑制に必要であることを示してい
る。したがってエンドソームでの c-Met の選
別輸送が Gab1 からのシグナル伝達の制御に
重要な役割を果たしていることを示唆して
いる。 
 
(2)  UBPY ノックアウトマウスは胎生致死で
あるので、まず胎生期のどの時期からノック
アウトの表現型が現れるのかについて調べ
た。胚の形態観察で調べたところ、胚齢 6.5
日目の UBPY ホモ変異マウス胚の大きさは野
生型と違いがなかった。しかし胚齢 7.5 日目
ではホモ変異マウス胚の大きさは野生型に
比べて小さく、胚齢 8.5 日目ではホモ変異マ
ウス胚は発育が著しく遅れていることが観
察された。また胚のパラフィン切片を HE 染
色により調べたところ、胚齢 6.5 日目ではホ
モ変異マウスの胚を構成する細胞数は野生
型と違いがなかった。しかし胚齢 7.5 日目で
はホモ変異マウス胚は野生型と比べて胚の
細胞数が少なかった。さらに中胚葉の誘導が
起きていないことがわかった。以上の結果か
ら、UBPY ノックアウトマウス胚の表現型は胚
齢 6.5 日目以降 7.5 日目までの間に発現して
くることが示唆された。 
 UBPY ノックアウトマウスが胎生致死であ
る原因を探るために、胚の初代培養を行うこ
とにより解析した。胚齢 3.5 日目胚を取り出
し培養したところ、培養 2～3 日目から細胞
の増殖が始まった。しかし UBPY ホモ変異マ
ウス胚では野生型に比べて培養 5日目からは
細胞数が増えなかった。さらに培養 7日目か
ら 9日目には細胞数に大きな違いが観察され
た。UBPY ノックアウトマウス胚において細胞
増殖が抑えられる原因としてアポトーシス
の可能性を検討した。胚齢 7.5 日目胚のパラ



 

 

フィン切片を用いて TUNEL法で調べたところ、
野生型と同様に UBPY ホモ変異マウス胚でも
アポトーシスは検出されなかった。これらの
結果は、UBPY が欠損した胚では細胞の増殖が
不全になり表現型が現れることを示唆して
いる。 
 UBPY がエンドソームでの増殖因子受容体
の選別輸送を制御していることから、次に
UBPY ノックアウト細胞におけるエンドソー
ムの機能について解析した。胚齢 3.5 日目胚
を 7日間培養した細胞を用いて免疫蛍光染色
法により調べたところ、初期エンドソームが
凝集肥大化し、そこにユビキチン化蛋白質が
蓄積していた。これらの結果は、UBPY は胚細
胞のエンドソームの機能維持に重要な役割
を果たしていることを示唆している。 
 以上の結果を総合すると、UBPY ノックアウ
トマウス胚の細胞ではエンドソームの機能
不全が起り、また増殖が抑制されることから、
UBPY は増殖因子受容体のエンドソームでの
選別輸送を制御し、細胞増殖に必要な受容体
からのシグナル伝達の制御に重要な役割を
果たしていると考えられる。 
 
(3)  Hrs に結合する蛋白質であるミオシン
重鎖９(MYH9)について、選別輸送における役
割について解析を行った。まずGST-pull down
法を用いて結合ドメインの解析を行った結
果、Hrs は VHS ドメインを介して MYH9 に結合
することが明らかになった。さらに共免疫沈
降法により HeLa 細胞において内在性の Hrs
と MYH9 が結合することが確認され、免疫蛍
光染色法により Hrs と MYH9 が細胞内で共局
在することが観察された。また Hrs と MYH9
の結合量は EGF刺激した細胞において増加し
た。Hrs は EGF 刺激によってチロシンリン酸
化され、また MYH9 も EGF 刺激によりリン酸
化されることが報告されている。そこでそれ
ぞれのリン酸化部位を置換した変異体を用
いて結合実験を行った。その結果、Hrsと MYH9
の結合には両者のリン酸化が必要であるこ
とが明らかになった。 
 次に MYH9 と EGF 受容体(EGFR)との結合に
ついて共免疫沈降法により調べた。その結果、
MYH9 と EGFR は結合していること、またその
結合が EGF刺激によって速やかに解離するこ
とが示された。また EGFR 以外の受容体との
結合について調べたところ、MYH9 は EGFR と
同様のチロシンキナーゼ型受容体である HGF
受容体や PDGF 受容体に結合したが、チロシ
ンキナーゼ型受容体でない TNF受容体には結
合しなかった。さらに MYH9 をノックダウン
した細胞でトランスフェリン受容体(TR)の
エンドサイトーシスとリサイクルについて
免疫蛍光染色法で観察したところ、TR の取り
込みやリサイクルは正常細胞と同様であっ
た。これらの結果は MYH9 はチロシンキナー

ゼ型受容体と特異的に結合することを示唆
している。 
 MYH9 をノックダウンした細胞を用いて
EGFR のエンドサイトーシスと分解について
ウエスタンブロッティング法と免疫蛍光染
色法により調べたところ、EGFR のエンドサイ
トーシスは影響されなかったが、エンドサイ
トーシス後の EGFR の分解が抑制された。以
上の結果から、MYH9は無刺激の状態では EGFR
と結合しており、EGF 刺激によりリン酸化さ
れると EGFR と解離し、リン酸化した Hrs と
結合するようになると考えられる。これらの
ことから MYH9 はエンドサイトーシスされた
チロシンキナーゼ型受容体をエンドソーム
上の Hrsへと導く役割を持つことが予想され、
したがって MYH9 はチロシンキナーゼ型受容
体の選別輸送において初期段階で機能して
いると考えられる。 
 
(4) Yeast two-hybrid 法により単離された
UBPY 結合蛋白質である CHMP4B について、選
別輸送における役割について解析を行った。
CHMP4には互いに相同性を有する CHMP4A、4B、
4C が存在する。GST-pull down 法を用いて
UBPY との結合について調べたところ、CHMP4A、
4B、4C はすべて UBPY と結合することが明ら
かになった。また同様の方法を用いて結合ド
メインの解析を行った結果、CHMP4A、4B、4C
は UBPY の MIT ドメインを介して結合するこ
とが明らかになった。さらに共免疫沈降法に
より Cos 細胞で発現させた CHMP4A、4B、4C
が UBPY と結合することが確認された。また
免疫蛍光染色法により HeLa 細胞で発現させ
た CHMP4A、4B、4C と UBPY は後期エンドソー
ムに共局在することが観察された。これらの
結果は、CHMP4 は UBPY と結合してその細胞内
局在を制御する因子であることを示唆して
いる。 
 次に CHMP4 が UBPY の脱ユビキチン化活性
を制御しているかについて解析を行った。精
製した UBPY をポリユビキチン鎖ミックスと
反応させるとモノユビキチンが検出された。
この反応液に精製した CHMP4A、4B、4C を加
えるとすべての CHMP4においてモノユビキチ
ンの生成が阻害された。これらの結果は
CHMP4はUBPYの脱ユビキチン化活性を抑制す
ることを示している。 
 CHMP4 の選別輸送における機能を探るため、
HeLa 細胞に CHMP4B を過剰発現して解析を行
なった。まず抗ユビキチン化蛋白質抗体で免
疫蛍光染色法により調べたところ、CHMP4B ポ
ジティブなエンドソームにユビキチン化蛋
白質が蓄積することが観察された。そこで次
に EGFR の選別輸送に対する影響について調
べた。CHMP4B を過剰発現した細胞では、EGFR
は CHMP4B ポジティブな肥大化したエンドソ
ームに蓄積した。また CHMP4B 過剰発現細胞



 

 

では、EGF刺激後15分から30分においてEGFR
のユビキチン化レベルが上昇し、EGFR の分解
が遅れることが示された。 
 以上の結果から、CHMP4 は UBPY に結合して
その脱ユビキチン化活性を抑制することに
より EGFR のユビキチン化レベルを調節し
EGFR の選別輸送を制御していることが示唆
された。 
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