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研究成果の概要（和文）：細胞内小器官（オルガネラ）は、単独の機能に加えて他のオルガネラとの相互作用を
介して、さまざまな細胞機能の調節に関与する。しかし、細胞生理機能とオルガネラ間相互作用をつなぐ分子メ
カニズムは未だ完全には理解されていない。本研究では、低分子量Gタンパク質Rasとその標的分子
phosphoinositide 3-kinase（PI3K）によるエンドサイトーシスの制御因子として同定されたミトコンドリア外
膜タンパク質voltage-dependent anion channel 2（VDAC2）が、ミトコンドリア－エンドサイトーシス相互作用
を司り、エンドソームの成熟化を制御することを見出したので報告する。

研究成果の概要（英文）：Intracellular organelles are involved in the regulation of a variety of 
cellular functions through the interactions with other organelles, in addition to their own 
functions. However, the molecular mechanism that links cell physiological functions to 
interorganelle interactions has yet to be analyzed. In this study, we show that the mitochondrial 
outer membrane protein voltage-dependent anion channel 2 (VDAC2), which was identified as a 
regulator of endocytosis for  signaling from the small G protein Ras and its target molecule 
phosphoinositide 3-kinase (PI3K), governs the mitochondria-endosome interaction and subsequent 
endosome maturation.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 細胞内小器官　蛍光イメージング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オルガネラ間相互作用については、分泌タンパク質のエキソサイトーシスの輸送過程や、エンドサイトーシスに
よる物質の取り込み過程に加え、オートファゴソーム形成における小胞体－ミトコンドリア接触やコレステロー
ル輸送におけるリソソーム－ペルオキシソーム間の相互作用などが最近明らかになってきた。本研究成果はエン
ドソームとミトコンドリアによる新規オルガネラ間相互作用を同定し、そのエンドソーム成熟化における重要性
を見出したもので、様々な疾患の病態理解や治療戦略策定に応用可能な成果である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) これまで我々は、フェルスター共鳴エネルギー移動（FRET）や蛍光タンパク質再構成法
（BiFC）等のイメージング手法を用いて、生きた細胞でのシグナル伝達を可視化してきた。
また、低分子量 Gタンパク質 Rasと標的分子群の複合体の挙動を追跡し、Rasと PI3Kの
複合体が細胞膜からエンドソームへ移行すること、エンドソームでの PI3K活性化に Ras
が必要であることを発見した。その後の一連の研究によって、細胞内小器官と膜輸送、特
にエンドソームとエンドサイトーシスは、シグナル伝達機構に高度に制御されているとと
もに、積極的なシグナルプラットフォームとして機能することを明らかにしてきた。 

(2) その後、Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行制御の分子メカニズム解明を目指し、PI3K
のアミノ酸配列を解析することで、Ras-PI3K のエンドソーム局在とエンドサイトーシス
亢進に必須なアミノ酸配列を同定し、RAPEL と命名した。そして、RAPEL 結合因子が
Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行とエンドサイトーシス制御に関与することを示唆す
る知見を得た。そこで、RAPEL結合因子をスクリーニングしたところ、興味深いことに、
候補因子の中には複数のミトコンドリア物質輸送関連分子が含まれていた。 

(3) ミトコンドリアとエンドソームの相互作用の既報はないため、両者の細胞内局在を注意深
く観察した。すると、両者の一過性コンタクトが観察された。また、同定された因子の一
つ VDAC2と Ras-PI3K複合体との共局在も観察された。すなわち、同定された候補因子
はエンドソームとミトコンドリアのインターフェースを形成していることが示唆された。 

(4) 細胞内オルガネラは細胞生理機能に必須の役割を担っているが、それぞれの固有の機能に
加えて、オルガネラ間相互作用を介した機能も注目されている。我々は、エンドソームと
ミトコンドリア膜の物理的相互作用を見出すとともに、Ras-PI3K とその結合因子の結合
がこの相互作用を制御している可能性を見出し、本研究計画の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究ではエンドソームとミトコンドリアの物理的相互作用と機能連関を解析し、それに
よる細胞生理機能の調節機構を明らかにする。RAPEL 結合タンパク質として同定された
ミトコンドリア分子と Ras-PI3Kとの相互作用により、エンドサイトーシスやエンドソー
ムの構造と機能にどのような変化が生じるか、さらにはそれらが細胞生理機能全体にどの
様な役割を演じているのかを解明する。研究手法としては、主に蛍光バイオイメージング
技術を用い、オルガネラ間の機能連関に関する新しいパラダイムの展開を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養：HEK293T、A431、HeLa細胞は ATCCから入手した。これらを、10％牛胎児
血清添加 DMEM培地（Sigma-Aldrich）で、37℃、5％ CO2含有湿潤環境下で培養した。
HEK293T と A431 細胞への遺伝子導入にはポリエチレンイミン”Max”（Polysciences）
を、HeLa細胞へは FuGENE HD Transfection Reagent（Roche）を使用した。 

(2) プラスミド：pCAGGS-VN-H-Ras WT、pCXN2-FLAG-p110γRBD-VC、pFX-SECFP、
pFX-mito-SECFP、pFX-mito-EGFP は以前に報告したものを用いた。pCMV-TagRFP-
EEA1は Addgeneから購入し、pEGFP-C1-Rab5は東京大学の坪井博士、mitoATeam1.03
の発現ベクターは東京大学の野地博士、pGBKT7および pGADT7は北海道大学の宮崎博
士、pCX4puro-CRY2-cRafは生物学研究所の青木博士から譲受した。その他の発現ベクタ
ーは常法に基づき作製した。すべての PCR 産物はシーケンス解析により塩基配列を確認
した。 

(3) 酵母ツーハイブリッドアッセイ：Matchmaker™Gold Yeast Two-Hybrid System（Clontech）
を用いて行った。cDNAライブラリ形質転換酵母として、Mate＆Plate™Library-Universal 
Human [Normalized]（Clontech）を用いた。 

(4) イムノブロッティングと免疫沈降：溶解バッファーを用いて細胞可溶化液を得た。遠心分
離後の上清を 2×試料バッファーと混合し、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供し
た。免疫沈降では、上清を一次抗体とインキュベートした後、さらにプロテイン G-セファ
ロースビーズ（GE ヘルスケア）とインキュベートした。ビーズに結合した免疫複合体を
遠心分離により分離し、SDS 試料バッファーで溶出し、SDS-ポリアクリルアミドゲル電
気泳動に供した。分離したタンパク質は PVDF 膜（Millipore）に転写してイムノブロッ
トで検出した。 

(5) RNA干渉：ヒト VDAC1、VDAC2および VDAC3のmRNAに対する siRNAは、Ambion
から、AllStars Negative Control siRNAは Qiagenから購入し、Lipofectamine RNAiMAX
試薬（Thermo Fisher Scientific）を使用して細胞に導入した。 

(6) RNA分離と定量 PCR分析：全 RNAを RNeasy Mini Kit（Qiagen）を使用して精製し、
SuperScript VILO cDNA合成キット（Thermo Fisher Scientific）を使用して cDNAを合
成した。mRNA発現量は定量 PCRを用いて解析した。 

(7) 蛍光顕微鏡観察および画像解析：細胞の観察には、BioPoint MAC 6000フィルター・シャ
ッター制御装置（Ludl Electronic Products）、自動 XYステージ（中央精機）、UPlanSApo 
60×/ 1.35油浸対物レンズ、Rolera EM-C2電子増倍冷却 CCDカメラ（QImaging）、SOLA 
Light Engine（Lumencor）、および Chamlide インキュベーターシステム（Live Cell 



Instruments）を備えた IX-83顕微鏡（オリンパス）を用いた。顕微鏡および周辺機器の
制御にはMetaMorphソフトウェア（Molecular Devices）を使用した。生細胞観察にはコ
ラーゲンコーティングされたガラス底の皿（直径 35 mm）に撒種した細胞を用いた。画像
解析には取得画像から背景光を減算したものを使用した。 
① エンドソーム局在の定量化：Ras-PI3K複合体のエンドソーム局在の分析は、複合体を

BiFCで、エンドソームを TagRFP-EEA1で可視化し、両者の画像からMetaMorphソ
フトウェアの「シルクハット」モジュールを使用して小胞構造が抽出し、同ソフトウ
ェアの「共局在測定」機能を使用して両者の重なりを定量化した。 
② エンドサイトーシス：クラスリン非依存性およびクラスリン依存性エンドサイトーシ
スの評価には、それぞれ Alexa Fluor標識デキストラン[10-kDa]（500μg/ ml）およ
びトランスフェリン（500 μg/ ml）を用いた。37℃で 30分間インキュベートした後
の取り込み量を、MetaMorphソフトウェアで定量化し各画像の蛍光強度から求めた。 
③ 免疫蛍光法：3％パラホルムアルデヒドで細胞を固定し、0.1％Triton X-100 で膜透過
処理後、一次抗体と 4°Cで一晩、蛍光標識二次抗体と室温で 10分間反応させた。 
④ ミトコンドリア－エンドソーム相互作用：siRNAを導入した A431細胞に pFX-mito-

EGFPさらに導入した。上皮増殖因子（EGF、100 ng /μl）で 15分間刺激した後固定
し、免疫蛍光法で内因性 Rab5 を標識した。得られた画像から MetaMorph ソフトウ
ェアの「シルクハット」モジュールでミトコンドリアとエンドソームの領域を抽出し、
ミトコンドリアとエンドソームの共局在領域を「共局在測定」機能を使用して定量化
した。 
⑤ エンドソーム成熟アッセイ：HeLa細胞を Alexa Fluor 488（pH非感受性色素）標識
デキストラン（500μg/ ml）および AcidiFluorTM ORANGE（pH感受性色素）標識
デキストラン（200μg/ ml）と 15 分間インキュベートした。得られた画像から
MetaMorphソフトウェアを使用して細胞内の蛍光強度を定量化した。エンドソーム成
熟は、pH感受性色素の蛍光強度を pH非感受性色素の蛍光強度で除して、それらの比
率で評価した。 

(8) 光遺伝学によるミトコンドリア-エンドソーム相互作用の誘導：A431 細胞に pFX-CRY2-
iRFP-FYVEおよび pFX-TOM20-mCherry-CIB1を導入した。観察開始後、ミトコンドリ
アとエンドソームの相互作用を誘導するため、5秒間 488 nmの光を照射した。それらの
画像を、ミトコンドリアとエンドソーム相互作用とエンドソーム成熟アッセイに供した。 

(9) 統計分析：すべてのデータは平均±標準誤差で示した。少なくとも 3つの独立した実験か
ら、スチューデントの t検定（2群間の比較）または一元配置分散分析（ANOVA）とポス
トホック検定（多群間の比較）により比較した。時系列データセットは、多変量分散分析
（MANOVA、2群間）またはボンフェローニ補正付きのMANOVA（多群間）で比較した。 

 
４．研究成果 
(1) VDAC2は RAPELと相互作用し Ras-PI3K複合体のエンドソーム局在を調節する：Ras-

PI3K 複合体が RAPEL を介して細胞膜からエンドソームに移行する分子機構を明らかに
するため、PI3K-RBDを使用した酵母ツーハイブリッドアッセイにより RAPEL結合因子
を探索した。そのうち、哺乳動物細胞でも RAPELとの相互作用が免疫沈降アッセイで確
認された VDAC2 について詳細に検討した。VDAC2 が Ras-PI3K 複合体の EGF 依存性
エンドソーム局在に関与するかどうかを調べるため、siRNAを用いて VDACをノックダ
ウンしたところ、複合体と初期エンドソームの共局在が有意に抑制された。なお、イムノ
ブロッティングでタンパク質発現量が約 90％減少したことを確認した。したがって、
RAPEL 結合タンパク質の一つ VDAC2 が、Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在調節に
直接関与していることが示された。 

(2) VDAC2 はクラスリン非依存性エンドサイトーシスの正の調節因子である：VDAC2 がエ
ンドサイトーシスの調節に関与するかどうかを評価するため、VDAC2 ノックダウン細胞
をクラスリン非依存性エンドサイトーシス経路を介して細胞に組み込まれる蛍光標識デ
キストランとインキュベートした（分子量：10 kDa）。予想通り VDAC2ノックダウンで
は、対照細胞と比較してデキストランの取り込みが減少した。逆に、VDAC2 の過剰発現
では取り込みが亢進し、VDAC2 がクラスリン非依存性エンドサイトーシスを正に制御す
ることが示された。一方、VDAC2 ノックダウンまたは過剰発現は、クラスリン依存性エ
ンドサイトーシスに影響を与えなかった。VDACファミリーは他のアイソフォームの欠失
を機能的に補償することが報告されているため、クラスリン非依存性エンドサイトーシス
の調節における他のアイソフォームの関与の可能性を検討した。興味深いことに、すべて
の VDACアイソフォームが RAPELと相互作用するにもかかわらず、VDACをすべてノ
ックダウンした細胞のデキストラン取り込みは、VDAC2 単独ノックダウン細胞と同程度
であった。したがって、VDAC2 がクラスリン非依存性エンドサイトーシスを特異的に制
御することが示唆された。 次に、EGF下流での VDAC2の役割を解析した。EGF刺激に
よりデキストランの取り込みは増加したが、VDAC2 ノックダウン細胞ではこの増加は認
められなかった。一方、非刺激時にはノックダウン細胞と対照細胞で取り込み量に差はな
かった。よって、DVAC2は EGF依存性のクラスリン非依存性エンドサイトーシスの亢進



に関与することが結論付けられた。 
(3) VDAC2 は EGF 依存性ミトコンドリア-エンドソーム相互作用を仲介する：VDAC2 は

RAPEL 結合タンパク質として同定され、Ras-PI3K シグナル伝達を介したエンドサイト
ーシスの調節に関与することが示さた。それではなぜ、ミトコンドリアタンパク質 VDAC2
がエンドサイトーシス制御に関与するであろうか？この疑問に答えるため、我々はまず、
VDAC2と Ras-PI3K複合体の細胞内局在を詳細に観察した。興味深いことに、Ras-PI3K
複合体が存在するエンドソームの一部が、VDAC2 によって可視化されたミトコンドリア
に EGF刺激により近接することを見出した。初期エンドソームに移動した Ras-PI3K 複
合体が数分間ミトコンドリアと接触しているように見えた。さらに、ミトコンドリア－エ
ンドソーム間相互作用を定量化し、EGFの存在下または非存在下で比較したところ、対照
細胞では EGF 刺激によって相互作用が促進されるが、VDAC2 ノックダウン細胞では促
進が見られないことが明らかになった。これらの結果は、EGF依存的な Ras-PI3K複合体
陽性エンドソームとミトコンドリアとの相互作用において、VDAC2 が重要な役割を果た
すことを示唆する。 

(4) VDAC2 はエンドソーム成熟を促進する：興味深いことに、EEA1 の蛍光シグナルがミト
コンドリア-エンドソーム相互作用中に徐々に減少することが、マルチカラー生細胞イメー
ジングで見いだされた。したがって、VDAC2 はオルガネラ間の相互作用を通じて、クラ
スリン非依存性エンドサイトーシスに加え、エンドソーム成熟を促進することが示唆され
た。実際、VDAC過剰発現はエンドソーム pHの低下を促進した。さらに、ミトコンドリ
アとエンドソームの相互作用に伴うエンドソームの酸性化は、EGF刺激によって亢進し、
それは VDAC2ノックダウンによって抑制された。したがって、VDAC2は、ミトコンド
リアとエンドソームの相互作用を介して、エンドソームの成熟を促進することが示唆され
た。 

(5) ミトコンドリアとエンドソームの相互作用はエンドソームの成熟を促進する：最後に、ミ
トコンドリアとエンドソームの相互作用自体がエンドソームの成熟に必要かどうかを評
価した。そのために、青色光照明によってミトコンドリアとエンドソームの相互作用を誘
発する光遺伝学システムを確立した。クリプトクローム 2（CRY2）はシロイヌナズナの青
色光受容体であり、その構造は 488 nmの光によって変化し、CIB1と結合可能になる。
エンドソームとミトコンドリアにそれぞれ局在する CRY2 と CIB1 を作製した。488 nm
の光の照射後、エンドソームとミトコンドリアの共局在は確かに増加した。この条件下で、
AcidiFluorTM ORANGE標識デキストランを使用して評価したエンドソーム成熟は、非照
射細胞よりも光照射細胞で有意に促進した。VDAC2 ノックダウン細胞では、このような
光誘起によるエンドソームの成熟は観察されず、VDAC2 がミトコンドリアとエンドソー
ムの相互作用によるエンドソームの成熟に必要であることが示唆された。 さらに、エンド
ソーム成熟に必要な VDAC2の機能の決定を試みた。VDACはもともと陰イオン輸送体と
して同定されたがが、そのポアは陽イオンや代謝産物に対する透過性を持つことも最近報
告されている。さらに、VDAC1 に関して、陰イオンまたは陽イオンに対して特定の透過
性を有する変異体が報告されている。そこで、VDAC1 変異体に従って特定のイオンへの
コンダクタンスが変化する VDAC2変異体を構築し、それたの変異体がエンドソーム成熟
を促進するかどうかを調べた。変異体を発現する細胞の後期エンドソームの pHは対照細
胞のそれと同等だったが、野生型 VDAC2 発現により pH は低下した。これらの結果は、
VDAC2のイオン透過性がエンドソーム成熟に不可欠であることを示唆している。 

(6) 以上の一連の結果により、VDAC2は RAPELと結合してエンドソームとミトコンドリア
の繋留因子と機能すること、そしてポアタンパク質として EGF 依存性のエンドソーム成
熟を、ミトコンドリア-エンドソーム相互作用を介して促進することが見いだされた。 
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