
北海道大学・医学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

挑戦的研究（萌芽）

2022～2021

オルガネラバイオロジーの新展開

A new era in organelle biology

３０３３３５０３研究者番号：

大場　雄介（Ohba, Yusuke）

研究期間：

２１Ｋ１９３４７

年 月 日現在  ５   ６ １６

円     4,900,000

研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスは細胞外物質を細胞内に取り込む機構である。我々は、初期と後
期のエンドソームマーカーが同時局在する新規小胞を見出した。本研究では、蛍光ライブセルイメージング、変
異体構築、各種阻害薬処理、および電子蛍光相関顕微鏡観察を用いて小胞を詳細に解析した。その結果、本小胞
はマクロピノソームに類似した特徴を持つこと、エンドサイトーシス経路のうち分解経路に輸送されることを見
出した。また、関与するキナーゼや低分子量Gタンパク質を同定した。さらに、その生理機能として、大きな内
包物のエンドサイトーシスに寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Endocytosis is a mechanism by which extracellular substances are taken into 
the cell. We have identified a novel intracellular vesicle in which early and late endosomal markers
 are co-localized. In this study, we analyzed the vesicles in detail using fluorescence live cell 
imaging, mutant construction, various inhibitor treatments, and correlative electron and 
fluorescence microscopy. We found that the vesicles have properties similar to macropinosomes and 
are transported in the degradation pathway among the endocytosis pathways. Kinases and small G 
proteins involved in the formation of vesicles were also identified. Furthermore, we determined 
their physiological function as endocytosis of large-sized substances.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： 細胞内小器官　バイオイメージング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で解析したような遷移状態にあるオルガネラはこれまでに報告がなく、その特性、形成機序、および生理
的機能の一部を明らかにしたことにより、今後のオルガネラ研究に新展開をもたらすと期待される。オルガネラ
の機能異常により生じるオルガネラ病の中には、未だ原因不明の疾患も少なくない。本研究成果により、これら
の疾患の解明や治療困難な疾患に対する新たな知見を提供することも期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスは細胞外の物質を細胞内に取り込む機構であり、細胞に必須な生理機能の
一つである。栄養物や病原体、細胞膜上の受容体がこの機構によって取り込まれると、エンドソ
ームと呼ばれる小胞に内包される。エンドソームは細胞の状態や内包物に応じて、リソソームへ
運ばれて分解される分解経路と、再び細胞膜に戻されるリサイクリング経路に振り分けられる
と考えられている。また、エンドソームは初期エンドソーム、後期エンドソーム、リサイクリン
グエンドソームといったいくつかの段階に分けられており、取り込まれた物質や受容体はこれ
らのエンドソームを通して適切に輸送されると考えられている。我々は最近、上皮増殖因子受容
体 (epidermal growth factor, EGF) 刺激によってエンドサイトーシスを誘導した時、細胞膜
から小胞が形成されて間もない段階で、初期エンドソームマーカーである Rab5 と後期エンドソ
ームマーカーである Rab7 が同時に局在する小胞が存在することを見出した。このような遷移状
態にあるオルガネラはこれまでに報告がなく、このオルガネラの役割や形成メカニズムは未知
である。 
 
２．研究の目的 
Rab5/Rab7 陽性小胞の特徴やカーゴを明らかにし、小胞形成に関わる因子を同定する。Rab5/Rab7
陽性小胞の形成メカニズムとこの小胞の生物学的意義の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
A431 細胞に蛍光タンパク質タグが融合した Rab5 および Rab7、また他のエンドソームマーカー
のプラスミドを遺伝子導入し、血清飢餓処理後に EGF で刺激して共焦点蛍光顕微鏡でタイムラ
プス観察した。免疫蛍光染色法を用いて内在性の Rab5/Rab7 陽性小胞を観察した。Dynamin 阻害
剤である Dynasore、PI3K 阻害薬である PI-103、および Src阻害薬である PP2存在下で Rab5/Rab7
陽性小胞を観察した。Rab7 のリン酸化模倣変異体である Rab7 Y183E、およびリン酸化不全変異
体である Y183F で発現プラスミドを作製し、これらを細胞に強制発現させて Rab5/Rab7 陽性小
胞を観察した。画像解析ソフト MetaMorph を用いた解析により Rab5/Rab7 陽性小胞の大きさや
数を定量した。Rab5/Rab7 陽性小胞の微細構造観察においては、光顕-電顕相関観察法を用いた。
座標が刻印してあるカバーガラス上で、蛍光タンパク質タグが融合した Rab5 および Rab7 を発
現した A431 細胞を培養した。血清飢餓処理後に EGF で刺激して固定し、Rab5/Rab7 陽性小胞の
座標の位置を蛍光顕微鏡により記録した。これに該当する部分の超薄薄切を透過電子顕微鏡で
観察した。 
 
４．研究成果 
(1) Rab5/Rab7 陽性小胞はマクロピノソームに類似した特徴を持つ 
EGFP-Rab5、mCherry-Rab7 を発現させた A431 細胞を EGF で刺激したところ、細胞膜から小胞が
形成される初期段階から Rab5 と Rab7 が共局在する小胞が観察された（以下この小胞を
Rab5/Rab7 陽性小胞と呼ぶ）。Rab5/Rab7 陽性小胞は A431 細胞のほか、HEK293T細胞、HeLa 細胞、
MDCK細胞においても観察された。この小胞は内在性の Rab5 と Rab7 を免疫染色した細胞でも確
認され（図 1）、2−3 μm直径の小胞の出現頻度が最も多かった（図 2）。また、この小胞は EEA1
および SNX5 と共局在しており、Rab5/Rab7 陽性小胞はマクロピノソームあるいはマクロピノソ
ームに類似した構造体であることが示唆された。 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

  

図 2：A431 細胞で観察された

Rab5/Rab7 陽性小胞の直径の分

布を示したグラフ。 

図 1：A431 細胞を EGF 刺激 10分後に固定し、蛍

光免疫染色法により内在性の Rab5 と Rab7 を可

視化し、共焦点顕微鏡で観察した。 

スケールバー：10 μm（上）、5 μm（下） 



(2) Rab5/Rab7 陽性小胞はエンドサイトーシスの分解経路に輸送される 
Rab5/Rab7陽性小胞によって取り込まれる物質を調べるためにRhodamine標識 EGFを添加して細
胞を固定し、Rab5 および Rab7 の抗体で免疫染色した。Rhodamine標識 EGF は Rab5/Rab7 陽性小
胞と共局在していたことから、EGF 受容体を取り込む小胞であることが示された。次に、リサイ
クリングエンドソームマーカーである Rab11、および後期エンドソーム／リソソームマーカーで
ある LAMP1 を用いて Rab5/Rab7 陽性小胞のエンドサイトーシス経路を調べた。EGF 刺激により形
成された Rab5/Rab7 陽性小胞をタイムラプス観察で追跡したところ、この小胞は Rab11 とは共
局在せず（図 3左）、LAMP1 と共局在したため（図 3右）、分解経路に輸送される小胞であること
がわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) EGF 刺激依存的な Rab5/Rab7 陽性小胞の形成は PI3Kおよび Src阻害薬により抑制される 
次に、どのような分子が Rab5/Rab7 陽性小胞の形成に関与するかを調べるため、Dynamin 阻害薬
である Dynasore、PI3K 阻害薬である PI-103、Src 阻害薬である PP2 を用いて EGF 刺激後の
Rab5/Rab7 陽性小胞を定量した。Dynasore 存在下では小胞形成に有意な差は認められず、PI-103
および PP2存在下では顕著に小胞形成が抑制された（図 4）。これらの結果から、Rab5/Rab7 陽性
小胞の形成に PI3Kと Src が関与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) Rab7 の脱リン酸化は Rab5/Rab7 陽性小胞の形成に関与する 
次に、Rab7 のリン酸化模倣変異体である Rab7 Y183E、およびリン酸化不全変異体である Y183F

を A431 細胞に強制発現させ、EGF 刺激後の Rab5/Rab7 陽性小胞を定量した。野生型 Rab7発現細

胞と比較して、リン酸化模倣変異体の発現により Rab5/Rab7 陽性小胞が減少し、リン酸化不全変

異体の発現により小胞が増加する傾向が見られた（図 5）。この結果から、Rab5/Rab7 陽性小胞は

Rab7 の脱リン酸化により小胞形成が制御されることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) Rab5/Rab7 陽性小胞は大きな内包物のエンドサイトーシスに寄与する 

最後に、Rab5/Rab7 陽性小胞の微細構造を明らかにする

ため、光顕-電顕相関観察を行った（図 6）。項目（1）

での計測結果と一致して、Rab5/Rab7 陽性小胞は ø2−5 

μm だった。その内部には ø500 nm 程度の細胞断片が

見られたことから、未知のエンドサイトーシス様式を

担う可能性が示された。また、Rab5/Rab7 陽性小胞の膜

上もしくは近傍には、さらに小さな小胞や Rab7 陽性

の構造として知られる多胞体（MVB）が認められたこ

とから、これらの形成や融合によって Rab5/Rab7 陽

性小胞の成熟が進行する可能性が推測された。 

図 3：SECFP-Rab5、Venus-Rab7、および

iRFP670が融合した Rab11（左）または

LAMP1（右）を A431 細胞に発現させ、

EGF 刺激後に形成された Rab5/Rab7 陽

性小胞を追跡した。代表画像を示す。 

スケールバー：10 μm 

図 4：A431 細胞に各阻害薬を添加して 1時間イン

キュベート後、EGF 刺激してタイムラプス観察し

た。Rab5/Rab7 陽性小胞が観察された細胞数をプ

ロットした。 

図 5：A431 細胞に野生型（WT)、リン酸化模倣変

異体（Y183E）およびリン酸化不全変異体（Y183F）

の Rab7 を発現させ、EGF で刺激してタイムラプ

ス観察した。1 細胞あたりに形成された

Rab5/Rab7 陽性小胞の平均値をプロットした。 

図 2：A431 細胞で観察された

Rab5/Rab7 陽性小胞の直径の分

図6：Rab5/Rab7陽性小胞の透過電顕像。

矢印で細胞断片を、矢尻で小胞を示す。 

スケールバー：1 μm 
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