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研究成果の概要（和文）：エンドソームは細胞膜からのエンドサイトーシスにより生じる細胞小器官（オルガネ
ラ）で、成熟することで最終的にリソソームへと変化する。エンドソームの成熟は、酵母からヒトまで全ての真
核生物に保存された現象であり、共通のメカニズムにより制御されると考えられている。本研究課題では、エン
ドソーム成熟を制御する新規因子として、これまで機能未知であったTBC1D18を同定することに成功した。
TBC1D18を欠損するとエンドソームの肥大化が観察され、エンドサイトーシス経路の異常も観察される。

研究成果の概要（英文）：Endosome maturation is essential for efficient degradation of internalized 
extracellular molecules and plasma membrane proteins. Two Rab GTPases, Rab5 and Rab7, are known to 
regulate endosome maturation, and a Rab5-to-Rab7 conversion mediated by a Rab7 activator, Mon1-Ccz1,
 is essential for progression of the maturation process. However, the importance and mechanism of 
Rab5 inactivation during endosome maturation is poorly understood. We showed that Rab5 
hyperactivation in addition to Rab7 inactivation occurs in the absence of Mon1. We then identified 
TBC1D18 as a Rab5-GAP by comprehensive screening of TBC-domain-containing Rab-GAPs. Expression of 
TBC1D18 in Mon1-KO cells rescued the defects in endosome maturation, whereas its depletion 
attenuated endosome formation and degradation of endocytosed cargos. Moreover, TBC1D18 was found to 
be able to interact with Mon1. Thus, TBC1D18 is a crucial regulator of endosome maturation that 
functions together with Mon1.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： endosome　lysosome

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エンドソーム成熟はあらゆる真核細胞で保存された現象であり、細胞の恒常性維持に必須の機構である。実際に
この機構の破綻によりリソソーム病と総称される様々な疾患が引き起こされることが知られている。しかし、エ
ンドソーム成熟の重要性が知られている一方で、その制御機構は未解明な点が多い。本研究では、新規のエンド
ソーム成熟制御因子としてTBC1D18を同定することに成功した。本研究をきっかけとして、TBC1D18の作用機序を
明らかにすることで、エンドソーム成熟メカニズムの解明にとどまらず、リソソーム病の原因解明の一助となる
可能性もある。

※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 

我々の体を構成している細胞は、成長因子などの細胞外からの刺激に応答してエンド

サイトーシスを起こし、細胞外因子や細胞膜上のタンパク質を小胞の形で細胞内に取り

込む。このエンドサイトーシスにより生じた小胞は初期エンドソームと呼ばれる。初期

エンドソームは徐々に成

熟していくことで後期エ

ンドソーム、最終的にリ

ソソームとなる（図１）。

リソソームは内腔側が酸

性を呈し、様々な加水分

解酵素を含むオルガネラ

で、細胞内のゴミ処理場

として機能する。したが

って、エンドソームが正しく成熟し、正常なリソソームが形成されることは細胞内恒常

性維持に必要不可欠である。 

これまでに、エンドソーム成熟、リソソーム形成には 2 つの低分子量 G タンパク質

Rab5 と Rab7 が重要な役割を持つことが知られている。まずは初期エンドソーム上の

Rab5 が機能し、エンドソームの成熟に伴い、Rab5 は不活化され、後期エンドソーム上

から離脱する。代わりに Rab7 が後期エンドソームへとリクルートされ、リソソームへ

と変化していく。このエンドソーム成熟に伴う Rab5→Rab7 への移行は、真核生物に

広く保存された現象で、進化的に保存された共通のメカニズムにより制御されると一般

的に考えられている。実際、我々は MDCK 細胞（イヌ由来の上皮細胞株）において、

RNA 干渉法を用いて Rab5 をノックダウン（KD）すると、初期エンドソーム、後期エ

ンドソーム、リソソームの数が顕著に減少することを確認している。ところが所属研究

室の先行研究から、CRISPR/Cas9 システムを用いて Rab7 のノックアウト（KO）MDCK

細胞（イヌ由来の上皮細胞株）を作製したところ、Rab7-KO 細胞では多少の肥大化は観

察されたものの、ほとんど野生型と変わらない性質を持つリソソームが形成されること

がわかった（Kuchitsu et al. J Cell Sci. 

131, jcs215442, 2018）。さらに興味深

いことに、Rab7 の上流活性化因子・

Mon1 の KO MDCK 細 胞

（Mon1−Ccz1 複合体が機能できな

い）を作製したところ、Mon1-KO 細

胞では、初期、及び後期エンドソー

ム、リソソームの顕著な肥大化は観

察されるものの、野生型と同様の酸

性化状態、酵素活性を持つリソソー

ムが存在することがわかった（図

2）。 

以上の結果から、エンドソームの

 
図１.エンドソーム成熟過程の簡略図 

 
図 2.Mon1 KO 細胞におけるリソソームの形態 

野生型、Mon1 KO 細胞を LAMP-1 抗体で免疫染色し

た。Mon1 KO 細胞では肥大化したリソソームが観察

される。白点線は一つの細胞の外周を示す。 



成熟、及びリソソーム形成において、Rab5 の機能欠損と Mon1（あるいは Rab7）の機

能欠損では表現型が異なることが明らかとなった。 

 

２．研究の目的 

 これまでに、Rab5 がどのように不活化し、エンドソーム膜から離脱するのか、Rab7

が活性化してエンドソーム膜局在するタイミングなど、Rab5→Rab7 への移行過程の詳

細は解明されていない。そこで本研究では、Rab5 と Rab7 の間で機能することが示唆

されている Mon1−Ccz1 複合体に着目し、Mon1-KO 細胞の機能解析を行うことで、エン

ドソーム成熟、特に Rab5→Rab7 への移行過程の詳細な分子メカニズム解明を目指し

た。 

 

３．研究の方法 

①. Mon1-KO 細胞において Rab7 が実際に不活化されているか、活性化 Rab7 特異的な

結合分子（RILP）を用いた Pull-down アッセイにより評価した。 

 
②. Mon1-KO 細胞における肥大エンドソームの表現型は、Rab5 常時活性化型変異体過

剰発現の表現型と類似していたので、Mon1-KO 細胞での Rab5 の活性化状態も①と同様

に、活性化 Rab5 特異的な結合分子（APPL1）を用いた Pull-down アッセイにより評価し

た。 

 

③. ②から Mon1-KO 細胞では Rab5 の活性化状態が亢進していることが明らかとなっ

たので（後述）、Mon1-KO 細胞を用いて Rab5 を不活化する因子の探索を行った。Rab の

不活性化因子として TBC ドメインを持つタンパク質群が知られている。そこで哺乳類

に保存されている 40 種類の TBC タンパク質を一つずつ Mon1-KO 細胞に発現させ、表

現型がレスキュー（肥大エンドソームが縮小する）出来る TBC タンパク質をスクリー

ニングした。 

 

４．研究成果 

 まず、Mon1-KO

細胞では、完全に

Rab7 が不活化さ

れていることが確

認された。実際に

Mon1-KO 細胞で

は、Rab7 が肥大化

したエンドソーム

上に局在できない

ことも確認され

た。上述②で記載

し た よ う に 、

Mon1-KO 細胞の

表現型と Rab5 常時活性化型変異体過剰発現の表現型とが非常に類似していたことから、

 
図 3.Mon1-KO 細胞における Rab5 の活性化状態 

A. Mon1-KO 細胞では Appl1 により Pull-down される Rab5（活性化

型 Rab5）の量が増加する。 

B. Mon1-KO 細胞でさらに Rab5 をノックダウンすると、各エンドソー

ムのサイズが縮小し、数が増加する 



Mon1-KO 細胞では Rab5 の活性化状態が亢進（活性化型 Rab5 の量が増加）している可

能性が示唆された。Pull-down アッセイの結果、確かに Mon1-KO 細胞では Rab5 の活性

化状態の亢進が観察された（図 3A）。また、Mon1-KO 細胞で観察されるエンドソーム、

リソソームの肥大化、数の減少が、Rab5 のノックダウン（K D）によりキャンセルされ

ることもわかった（図 3B）。従って、Mon1-KO の表現型は Rab5 に依存している（Rab5

の下流で起こる）ことが明らかとなった。 

 以上の結果から、Mon1-KO 細胞で観察される肥大化エンドソームは、Rab5 の過剰活

性に起因している可能性が強く示唆される。そこで我々は、「Mon1-KO 細胞では、Rab5

の不活性化が正常に起きていない」と仮説を立て、上述③の方法で Rab5 の不活化因子

の探索を行った。その結

果、TBC1D18 と呼ばれる分

子を Rab5 不活性化因子と

して同定することに成句

した。図４で示すように、

TBC1D18 の発現により、

Mon1-KO 細胞の肥大化エ

ンドソームが野生型と変

わらないサイズへと縮小

し、数も増加する。さらに、

精製タンパク質を用いた in 

vitro の実験においても、

TBC1D18 が Rab5 に対して

不活性化能を示すことも

確認している。 

 また、TBC1D18 を KD し

た細胞では、初期エンドソ

ームが肥大化することが観察された。これは TBC1D18 K D 細胞では、Rab5 を不活化す

ることが出来ないことで、Rab5 常時活性化型変異体過剰発現、もしくは Mon1-KO 細胞

と類似状態になっていると考えられる。 

 TBC1D18 が Rab5 を不活化するには、初期エンドソーム上に TBC1D18 がリクルート

される必要がある。そこでそのリクルート機構を解明するために TBC1D18 の結合タン

パク質を探索した。その結果、TBC1D18 が Mon1 と相互作用することを発見した。以

上から、Mon1 (Mon1−Ccz1 複合体)には Rab7 の活性化因子としての機能だけでなく、

TBC1D18 をリクルートし、Rab5 の不活化を仲介していると考えられる。 

 本研究内容は、2021 年 11 月 11 日付けで biorxiv 誌にプレプリント版を発表している

（doi.org/10.1101/2021.11.11.468194）。 

 

 

 

図 4.TBC1D18 過剰発現によるエンドソームサイズへの影響 

Mon1-KO 細胞で観察される肥大化エンドソームは、TBC1D18

の過剰発現により縮小し、数も増加する。 
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