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研究成果の概要（和文）：ゴルジ体・エンドソームに局在する小胞輸送関連分子GGA（1,2,3の3種）およびAP-1
複合体の機能についてタンパク質の品質管理という観点からこれらの分子の詳細な機能解析を行った。その結
果、哺乳動物細胞においてGGA2やAP-1複合体のノックダウンによりEGFRがリソソームへ輸送され分解される事を
見出した。この結果はGGAやAP-1複合体などのアダプター分子が膜蛋白質のポストゴルジ交通網における輸送調
節に深く関わっている事を示しており、これらの分子機能の破綻が様々な疾患の原因となりうる事を示唆してい
る。

研究成果の概要（英文）：GGAs (GGA1,2,3) and AP-1 are membrane trafficking associated molecules and 
they function as clathrin adaptors. Their functions have been investigated in terms of quality 
control of protein using cell lines. Depletion of GGA2 or AP-1 complex decreased EGFR expression at 
protein level, reflecting enhanced lysosomal degradation of EGFR. This result suggests that GGA2 and
 AP-1 complex are involved in protein transport of transmembrane protein at the post-Golgi 
compartments to regulate the turnover. Also, this raises a possibility that the malfunction of GGAs 
and AP-1 could influence pathologies such as neurodegenerative diseases or cancer.   

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ゴルジ体　エンドソーム　受容体型チロシンキナーゼ　小胞輸送　タンパク寿命調節　ノックダウン　
細胞増殖　癌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

上皮成長因子受容体 EGFR などの受容体型
チロシンキナーゼ(RTK)はそのリガンドと結
合することで活性化し、MAP キナーゼなど
の増殖シグナルを介して細胞増殖を制御す
る。RTK の活性化とともにそのダウンレギュ
レーションも発動されるが、一般的にこの過
程では活性化 RTK がエンドサイトーシスに
よって細胞内に取り込まれ、多胞性エンドソ
ームを経てリソソームに運ばれ分解される。
一方、細胞内に取り込まれた活性化 RTK の
一部が細胞膜にリサイクリングされること
が数グループから報告されており、“寿命調
節機構”と考えられている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ゴルジ体・エンドソームに存在
する小胞輸送関連分子の生理機能について、
積み荷蛋白質の品質管理という観点から解
析する。具体的にはヒト由来培養細胞系を用
いてノックダウン実験を行い、EGFR など細
胞の維持、増殖などに重要な積み荷蛋白質の
細胞内輸送に対する影響を解析する。 

 

３．研究の方法 

(3-1) ARPE19(ヒト網膜色素上皮)等の細胞株
を用いて GGA1,2,3 及び AP-1 複合体のノッ
クダウン実験系の確立を行い、EGFR をはじ
めとする様々な積み荷蛋白質分子の発現様
式に対する影響を調べた。 

 

(3-2) GGA2 が EGFR と直接相互作用するか
どうかを GST-プルダウンアッセイにより検
討した。GFP-EGFR domain 蛋白質（全細胞
質領域、juxtamembrane 領域、 kinase 領域、
及び tail 領域）を発現させた細胞抽出液と大
腸菌で発現、精製した GST-GGA2 domain

（VHS, GAT,及び GAE）蛋白質の組み合わ
せで実験を行った。 

 

(3-3) EGFR の細胞内輸送に GGA2 がどのよ
うに関わっているかを調べるために、GGA2

ノックダウン細胞、AP-1 ノックダウン細胞
を リ ソ ソ ー ム 酵 素 阻 害 剤 で あ る
E64d+Leupeptin で処理した後、抗 EGFR 抗
体及び抗 Cathepsin D 抗体を用いた蛍光免
疫染色を行った。 

 

(3-4) Rab5 変異体などを発現させることでエ
ンドソーム/リソソームの蛋白質輸送をブロ
ックし、EGFR が GGA2、AP-1 ノックダウ
ンによりリソソームに運ばれる経路を解析
した。 

 

(3-5) PLA 法（Proximity Ligation Assay）に
より、細胞内での EGFR-GGA2、EGFR-AP-1

の結合場所を解析した。 

 

(3-5) GGA2を恒常的に発現抑制したLoVo細
胞（ヒト大腸癌由来）をヌードマウスに移植

し、腫瘍形成能・増殖能を解析した。 

 

(3-5) GGA2、AP-1 の発現を数種類の癌組織
において、免疫染色およびウェスタンブロッ
トにより解析した。 

 
４．研究成果 
ヒト細胞におけるクラスリンアダプター分
子群の生理機能を明らかにする目的で、
ARPE19細胞（ヒト網膜色素上皮細胞）などの
培養細胞で GGA1,2,3 や AP-1 複合体の siRNA
によるノックダウンを確立した (AP-1 複合
体の場合は gamma-adaptinをノックダウンし
た)。その結果、GGA2 あるいは AP-1複合体の
発現低下により上皮成長因子受容体（EGFR）
の発現量が顕著に減少する事を見出した。こ
の時、EGFR の mRNA 量の有意な減少は見られ
ず、また同 RNAi 実験においてリソソームプ
ロテアーゼ阻害剤（E64d+Leupeptin）を添加
して免疫蛍光染色すると EGFRがカテプシン D
陽性のリソソームに検出された。このことよ
り、GGA2、AP-1 複合体の発現低下は EGFR の
リソソームへのミスソーティングを来し、こ
のため EGFR 分解が促進されることが示唆さ
れた。 
これまで、AP-1 複合体と EGFR の結合に関す
る報告はあるが、GGA2-EGFR 間の結合は知ら
れていない。そこで、GST プルダウン法を用
いて解析した。GFPを融合した EGFR細胞質領
域を HEK293 細胞に発現させ、その細胞抽出
液を、グルタチオンビーズと結合した GST 融
合型の GGA2 VHS+GAT 領域（積み荷認識領域） 
と反応させた。GGA2 VHS+GAT 内の積み荷認識
に必要な N108 をアラニンに置換した変異体
をネガティブコントロールとして用い、結合
実験のポジティブコントロールとして MPRの
一種である CIMPR と GGA2 VHS+GAT 間の結合
も解析した。その結果、GGA2 VHS+GAT が CIMPR 
のみならず、EGFR 細胞質領域にも結合するこ
とが確認され、さらに N108に変異を持つ GGA2 
VHS+GAT では結合が観察されなかった。GGA2
に認識される部位を詳細に解析するため、
EGFR細胞質領域を jxt domain、kinase domain、
tail domain に分け、上記と同じように結合
解析を行ったところ、GGA2 VHS+GAT が EGFR 
jxt domainを認識することが明らかとなった。 
次に、GGA2、AP-1のノックダウン細胞に Rab5
変異体を発現させ、エンドソーム/リソソー
ム間の蛋白質輸送をブロックしたところ、
Rab5 変異体により肥大した初期エンドソー
ムに EGFR が蓄積した。この事から、GGA2、
AP-1 の減少により EGFR がリソソームに運ば
れる原因は初期エンドソームでのミスソー
ティングであることが示唆された。PLA 法に
より GGA2-EGFR、AP-1－EGFR の結合部位を解
析したところ（図１）、細胞質中で結合が見
られた。一方、MPR-GGA2、MPR-AP1 の結合は
核近傍（ゴルジ体と考えれる）に観察された
ことから、GGA2、AP-1のカーゴ認識場所はカ
ーゴの種類によって異なることが示唆され



た。 

EGFR は細胞増殖を制御する因子であること
から、GGA2、AP-1の減少が細胞増殖に影響す
るかどうか解析した。In vitro の実験系では
GGA2、AP-1 の減少により、細胞増殖が明らか
に低下することを観察した（図 2）。また、GGA2
においては、恒常的に発現抑制した LoVo 細
胞を作製し、ヌードマウスに移植した。GGA2
発現抑制は腫瘍の増殖が顕著に低下した。ま
た、GGA2、AP-1の発現を数種類の癌組織で解
析したところ、癌組織において GGA2、AP-1
が高発現していた(図 3)。 

以上の事から、GGA2 及び AP-1複合体は EGFR
の細胞質領域を認識し、リソソームへのター
ゲティングをネガティブに調節することで
EGFR蛋白量を調節する事、この機能が癌細胞
の増殖に寄与していることが示唆された。本
解析結果は現在論文リバイス中である。 
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