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研究成果の概要（和文）：多数のRTKを含む細胞膜受容体がエンドサイトーシス後に細胞内小胞を起点として情
報伝達を惹起しているという「シグナリングエンドソーム(SE)」仮説が唱えられている。本研究ではSEの包括的
理解をを目的とした。
本研究の期間である1年半の成果として、磁性ナノ粒子を用いたSE単離法の更なる改良・最適化、血小板由来増
殖因子PDGF刺激に起因するSEに多数の情報伝達タンパク質・代謝関連タンパク質が存在することの解明、タンパ
ク質のサルフェン化ならびにパーチオサルフェン化検出のための実験手法の開発があげられる。
以上とその関連成果を国内外での学会並びに学術誌にて発表した。

研究成果の概要（英文）：Recently, the "signaling endosome (SE) model" has been proposed in which 
cell surface receptors evoke signaling not from the plasma membrane, but from endocytic vesicles. 
This project aimed to clarify molecular bases of such SEs.
Outputs during this term of grant support are; optimization of a method to isolate SEs using 
magnetic nano-particles, identification of many signaling- and metabolism-associated proteins at 
SEs, and development of a method to efficiently detect protein sulfenylation and 
perthiosulfenylation.
Results from this project including above were presented at domestic and international conferences 
and were published from scientific journals.

研究分野：細胞生物学

キーワード： エンドサイトーシス　細胞増殖因子　細胞内情報伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞は外部からの刺激に応じて細胞内情報伝達を惹起し、増殖や分化、運動など様々な応答を示す。この情報伝
達の以上はがんなどの様々な疾病の原因となるが、一方でその分子機構は必ずしも明らかにされていない。本研
究では、従来の細胞膜からの情報伝達というモデルは十分ではないとする「シグナリングエンドソーム」モデル
の解明を目指し、その詳細を検討した。得られた成果は上記のような疾患の原因を解明するうえで重要な知見と
なることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
   細胞外情報を細胞内に伝達する細胞膜受容体とその下流情報伝達機構は細胞の増殖・分化、ひ
いては生体の恒常性維持に重要な役割を果たし、がんなどの疾病の発症や悪性化に関与している。 
血小板由来増殖因子(PDGF) 受容体を代表とする RTK は、リガンド刺激により活性化・自己リン酸化
し、多数の細胞膜型並びに細胞質内の情報伝達タンパク質と複合体を形成するとともに、速やかに受
容体陥入(エンドサイトーシス) によって細胞内に取込まれる(2分～)。 一方で、受容体の自己リン酸化
や下流シグナルの亢進は受容体取込み後に最大(10-15 分) となり、「細胞膜における受容体と下流経
路の活性化」という従来の教科書的モデルとは齟齬が生じる。 歴史的に受容体の細胞質への取り込み
と最終的な分解は細胞表面の受容体数を低減するネガティブフィードバック機能であると考えられてき
たが、近年、多数の RTK を含む細胞膜受容体がエンドサイトーシス後に細胞内小胞を起点として情報
伝達を惹起(あるいは維持) しているという「シグナリングエンドソーム(SE)」仮説が唱えられている。 申
請者は、この SE の存在を支持する研究結果に加え、SE 上でリン酸化や ROS によるシステイン残基へ
の可逆的酸化等様々な翻訳後修飾による情報伝達タンパク質の機能制御が行われている事を強く示
唆する研究結果を得ていた。 加えて、増殖因子刺激によるタンパク質の可逆的酸化はシステイン残基
のサルフェン化(-SOH) とパーチオサルフェン化(-SSOH) の異なる状態が存在する事が示されている。 
しかしながら、SEがどのようなタンパク質で構成され、SE上でどのような情報伝達が行われているのか、
さらには SEの生物学的意義とは何であるのか等の SEの実像はこれまで明らかにされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
   受容体に対する刺激により、SE 上では情報伝達タンパク質のリン酸化、ユビキチン化、可逆的酸化
を含む多様な翻訳後修飾が同時並行的に進行し、一方で、SE を起点として細胞全体への情報の伝播
が惹起されると推測される。 本研究では SEの包括的理解を目指し、1. SEの効率的単離法の確立、2. 
SE構成タンパク質の網羅的同定、および、3. SE タンパク質の可逆的酸化を含む翻訳後修飾の同定法
の確立と継時的定量により、SEの実態に迫ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
3.1. シグナリングエンドソームの効率的単離法の確立 
   SE の存在と情報伝達における重要性が示唆されてきたものの、SE の簡便な単離法が確立されて
いなかった事から、SE を構成する情報伝達タンパク質群の網羅的解析やそれらの翻訳後修飾の検討
はなされていなかった。 申請者は 1) 磁気ビーズを用いた免疫単離法、ならびに 2) 磁性ナノ粒子を用
いた独自に開発した PDGF 等の増殖因子刺激に起因する SE の単離法の更なる改良・最適化を図ると
ともに、異なる細胞刺激ならびに多様な細胞種を用いて SE単離法の確立を目指した。 
 
3.2. シグナリングエンドソームを構成する情報伝達タンパク質の網羅的同定 
   上記手法により単離した SEから質量分析を用いて SEを構成するタンパク質の網羅的同定を試み
た。 また、異なる時間増殖因子刺激を加えた細胞から SE を精製し、同様にプロテオミクス解析により
SE 構成タンパク質の継時変化を検討予定であった。 また、得られた結果をイムノブロットや細胞免疫
蛍光染色により評価するとともに、それぞれの SE構成タンパク質の機能を遺伝学的・薬理学的に亢進・
抑制し、SE形成ならびに情報伝達への寄与を検討することを予定していた。 
 
3.3. シグナリングエンドソームタンパク質の各種可逆的翻訳後修飾の同定法の確立と継時的定量 
   SE には複数のチロシンおよびセリン・スレオニンキナーゼ、ホスファターゼ、ユビキチンリガーゼな
どが存在すると想定され、構成タンパク質がリン酸化やユビキチン化により制御されている事が予想され
るとともに、SE で産生される ROS に由来する可逆的酸化を受けている可能性が高い。 SE 上における
個別のタンパク質それぞれについて上記翻訳後修飾の継時的変化を記述した「SE-Post-translational 
Modification-ome (SE-PTMome) Map」ともいえる網羅的かつ重層的なカタログの作成が理想ではあるも
のの、研究遂行上、まずは可逆的酸化に焦点を絞った。 
 
 
４．研究成果 
 
3.1. シグナリングエンドソームの効率的単離法の確立 
3.2. シグナリングエンドソームを構成する情報伝達タンパク質の網羅的同定 
   申請者は磁性ナノ粒子を用いた SE 単離法の更なる改良・最適化を行い、細胞破砕条件、緩衝液
組成の検討等を行った結果、現状としては十分使用に耐えうる手法の開発を完了した。 また、この手
法により PDGF 刺激に起因する SE に既知の小胞マーカーに加え、キナーゼ、ホスファターゼ、ユビキ
チンリガーゼ、ホスホリパーゼ、アダプタータンパク質、イノシトールリン酸キナーゼなど多数の情報伝達
タンパク質が存在することを明らかにした。 現在、これらの情報伝達タンパク質の増殖因子刺激依存的



な細胞内動態の解析、増殖因子依存的な細胞内情報伝達への受容体エンドサイトーシスの寄与などを
Yale 大学の DeCamilli 教授に供与いただいたエンドサイトーシス不全細胞を用いて検討している。 加
えて、SE 上に多数の代謝関連酵素群を同定しており、今後この受容体エンドサイトーシスの細胞代謝
制御への寄与に係る研究を進めていく予定である。 
   上記の成果を国内外の学会で発表したことに加え、現在論文として投稿する準備を進めている。 
 
3.3. シグナリングエンドソームタンパク質の各種可逆的翻訳後修飾の同定法の確立と継時的定量 
   本研究では最終的な質量分析による網羅的解析に耐えうる SEタンパク質のサルフェン化ならびに
パーチオサルフェン化検出のための実験手法の検討を行った。 タンパク質パースルフィド化は不安定
であり、その検出には使用するアルキル化剤や緩衝液 pH の最適化などが必要であることが明らかとな
った。 東北大学医学系研究科赤池教授、井田助教らとパーチオサルフェン化検出の最適条件の検討
を行い、酸性条件下でのアルキル化剤-(4-hydroxyphenyl) ethyl iodoacetamide (HPE-IAM) 使用と保
護剤としてチロシンを用いる手法を見出した。 これらの結果を論文としてを Redox Biology誌より発表し
た。 
   現在、上記のタンパク質サルフェン化の検出を網羅的手法に応用するため検討を行うとともに、今
後手法のさらなる改良を試みている。 
 
3.4 その他 
   SEにおける情報伝達の検討の過程で、一般的に Src homology domain-containing protein tyrosine 
phosphatase (SHP2) の特異的阻害剤として使用されている一連の活性中心標的型阻害剤が、非特異
的に細胞内の複数のチロシンキナーゼを阻害することを明らかにし、PLOS open bio誌より発表した。 
   また、細胞内への生体内希少元素セレン供給に受容体を介したエンドサイトーシスが寄与する血
漿性タンパク質であるセレノプロテイン P に関する最新の知見、特に 2 型糖尿病や静脈性肺高血圧症
などのヒト疾病との関与に関する研究を網羅した総論を Biological and Pharmaceutical Bulletin誌から発
表した。 
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