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研究成果の概要（和文）：細胞は細胞外マトリクスやホルモンなどの分泌タンパク質を細胞内小胞輸送により細
胞外に運び出す。本研究では生物発光共鳴エネルギー移動 (BRET) を利用した定量解析を主要な手法として小胞
輸送の脂質における役割の解明を試みた。初期エンドソームと後期エンドソームにはそれぞれPI3PとPI4Pが豊富
であるが両脂質の関係性を解析した。また、細胞膜受容体のエンドサイトーシスにおけるPIP5Kの役割について
新たな知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Intracellular vesicular trafficking mediates transportation of extracellular
 matrix and secreted proteins outside cells.  In this study, it has been attempted to explore a role
 of phospholipids in vesicular trafficking mainly using bioluminescence resonance energy transfer. 
We found that the relationship between PI3P on early endosomes and PI4P on late endosomes as well as
 a pivotal role of PIP5K in endocytosis of a transmembrane receptor. 

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イノシトールリン脂質は脂質二重膜を構成するリン脂質の中でも比較的マイナーな脂質であるが、エフェクター
タンパク質の膜へのリクルートや自身がシグナル因子として働くことで重要な役割を担う。BRETを用いたエンド
ソーム膜の定量的手法は世界的に見ても行われた例は少なく、今後のエンドソームにおけるイノシトールリン脂
質代謝経路解明に貢献できると考えている。また、PIP5Kに関しては新たな知見が得られたことから、３種の
PIP5Kの独自性の解明に繋がる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

膜タンパク質のオルガネラへの局在化や細胞外マトリクスやホルモン等の分泌は小胞輸送
によって担われる。これまで、さまざまな被覆小胞が単離され、小胞形成に必要なタンパク質群
の機能解析は詳細に行われてきた。一方で、小胞形成に同様に重要である脂質膜に関する解析は
遅れていた。これは脂質成分を特定の小区画において迅速かつ定量的に測定することが困難で
あったことが大きな要因として考えられる。 

最近、生物発光共鳴エネルギー移動（BRET）の原理を応用し、エンドソーム膜のイノシトー
ルリン脂質を高感度にライブモニタリングする手法が開発された。この方法によって、はじめて
ダイナミックなリン脂質変化を秒単位で定量することが可能となった。さらに FKBP12 (FK506-
binding protein）と FRB (FKBP-Rapamycin binding)ドメインのラパマイシン依存的な二量体化
を応用し、標的膜の脂質組成を迅速に変化させる系を利用した。これにより、従来行われてきた
脂質代謝酵素や脂質輸送タンパク質の発現抑制による機能解析と比べて、各オルガネラにおけ
る脂質変化を迅速にもたらすことができ、代償性機構による間接的影響を受けずに直接的な脂
質の機能を解析することが可能となった。以上の系を利用することによって、後期エンドソーム
における PI4P (Phosphatidylinositol 4-phospphate)と PI(4,5)P2（Phosphatidylinositol 4,5-
bisphoaphate）の量の調節が、Rab7の活性化とPLEKHM1(Pleckstrin homology domain-containing 
family member 1)の局在を変化させオートファゴソームとリソソームの融合を制御することを
新たに見出した(Baba, T. et al. 2019, EMBO J) 。 
 
 
２．研究の目的 

イノシトールリン脂質は様々な小胞の形成過程において重要であることが知られている
が、詳細は完全には解明されていない。そこで、上述した BRET を用いた検出系および標的膜の
脂質組成をダイナミックに変化させる系を様々なオルガネラへ応用させることで、小胞輸送に
おけるイノシトールリン脂質の役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養とプラスミドと siRNA のトランスフェクション 

実験には HEK293 細胞を使用し、培地は Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）にウ
シ胎児血清 10 %、100 U/ml ペニシリン ・100 µg/mlストレプトマイシン になるよう添加した
ものを使用した。プラスミドのトランスフェクションには Lipofectamine 2000 を用い、導入し
て翌日後に解析を行った。siRNA は Oligofectamine を使用し、導入後 72 時間後に解析を行っ
た。 
 

（２）BRET によるイノシトールリン脂質測定 
BRET による定量解析は標的膜区画に局在

するタンパク質とイノシトールリン脂質結合ド
メインに対してそれぞれルシフェラーゼと
Venus タグを結合させたプラスミドを細胞内に
発現させ行われる（図 1）。本研究では、
Luciferase-FYVE domain （ PI3P
（Phosphatidylinositol 3-phosphate）センサ
ー）-Venus-Rab5（初期エンドソームマーカー）
または Luciferase-tandem P4M(PI4P センサー)-
Venus-Rab7（後期エンドソーム）の配列を含むプ
ラスミドを用いた。 

HEK293 細胞を 96 ウェルプレートに播種し
た翌日にプラスミドを導入した。さらにその翌日に改変した Krebs-Ringer buffer(120 mM NaCl, 
4.7 mM KCl, 1.2 mM CaCl2, 0.7 mM MgSO4, 10 mM HEPES (pH 7.3), 10 mM Glucose)に置換し、
coelenterazine を加え、マイクロプレートリーダーで〜1 分ごとにルシフェラーゼの発光と
Venus の蛍光波長の強度を測定し解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）初期エンドソームの PI3P が後期エンドソームの PI4P に与える影響 

以前初期エンドソームと後期エンドソームの PI3P の定量的解析を目的に FYVE ドメイン
（PI3P）と Rab5 または Rab7 を用いた BRET センサーを作製した。エンドソームの PI3P 産生酵



素 Vps34 の阻害剤を用いた実験から、これらの BRET
センサーは Rab5 または Rab7 陽性エンドソームの
PI3P を検出可能であることを確認した(図 2）。また、
同様の方法でエンドソームの PI4P センサーも得ら
れている(Baba, T. et al. 2019, EMBO J) 。 

これらのセンサーを用いて、初期エンドソーム
の PI3P を減少させたときの後期エンドソームの
PI4P 量、及び後期エンドソームの PI4P を減少させ
た時の PI3P 量を調べた。Vps34 の阻害剤である
VPS34-IN1 (Bago, R. et al. 2014, Biochem J.) 
を添加すると、初期エンドソームの PI3P が減少す
る。この時の PI4P 量を測定するとわずかであるが
減少していることが分かった。反対に PI4P の減少
は初期エンドソームの PI3P に影響は与えない。こ
れらの結果は初期エンドソームから後期エンドソ
ームへの成熟に伴い PI3P から PI4P に変化すること
を示唆している。 
 
（２）3種の PIP5K の GPCR のエンドサイトーシスにおける役割 

GPCR はリガンドが結合すると細胞内にエンドサイトーシスされ、脱感作が起こる。このステ
ップにおける３種の PIP5K の関与をアンジオテンジン受容体のリガンド刺激に伴うエンドサイ
トーシスを測定することにより調べた。それぞれの PIP5K の siRNA を用いて発現抑制後、アンジ
オテンジンによりリガンド刺激を行いエンドサイトーシスを誘発した。３種の
PIP5K(Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase)のうち１つの発現抑制はエンドサイトー
シスを早めることが分かった。 

 

（３）考察と今後の展望 
本研究ではエンドソームという細胞内の比較的小さな膜区画において初期エンドソームの

PI3P と後期エンドソームの PI4P との関係性を定量的に示した。エンドソームのイノシトールリ
ン脂質は PI(4,5)P2や PI(3,5)P2なども局在しており、これらは様々なイノシトールリン脂質の
フォスファターゼやキナーゼにより量的制御を受けている（Balla, T. 2013, Physiol Rev）。今
後はエンドソームのリン脂質制御機構を BRET に加え顕微鏡による局在解析により明らかにでき
ればと考えている。 
  アンジオテンジン受容体は PIP5K の１つにより負の制御を受けている可能性を示した。PIP5K
の産生産物である PI(4,5)P2 は様々なアダプタータンパク質をリクルートすることでクラスリ
ン依存的エンドサイトーシスを制御している（Poster Y. et al. 2015, BBA）。３種の PIP5K の
１つのみがこのステップに抑制的に関与することは酵素自身が特有の機能を保持している可能
性を示唆する。 
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