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研究成果の概要（和文）：細胞周期の間期ではリサイクリングエンドソームは細胞全体に散らば

って存在しているが、細胞分裂期になると中心体の周辺にクラスターを形成する。分裂期のリ

サイクリングエンドソームがなぜこのような動態を示すのかは不明である。そこで本研究では

細胞分裂時のリサイクリングエンドソームを単離し、そこに含まれるタンパク質を明らかにす

ることを目的とした。新規のタンデムアフィニティタグ精製法を開発し、細胞分裂期のリサイ

クリングエンドソームの精製法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：Recycling endosomes in interphase are distributed throughout the 
cell. In contrast, in M phase, they are clustered around the centrosome. However, little is 
known about the functional behavior of recycling endosomes in M phase. The purpose of 
this study is to isolate recycling endosomes from mitotic cells and to identify characteristic 
proteins in isolated recycling endosomes. We have developed a novel tandem affinity tag 
purification method and purified recycling endosomes from cells synchronized in M phase. 
 
交付決定額 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
2010年度 1,600,000	
 480,000	
 2,080,000	
 

2011年度 1,700,000	
 510,000	
 2,210,000	
 

年度 	
 	
 	
 

年度 	
 	
 	
 

	
 	
 年度 	
 	
 	
 

総	
 計 3,300,000	
 990,000	
 4,290,000	
 

 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・機能生物化学 
キーワード：メンブレントラフィック・細胞分裂・細胞周期・プロテオミクス・リサイクリン

グエンドソーム・タンパク質精製・トランスフェリン受容体 
 
１．研究開始当初の背景 
  細胞分裂は細胞が増えるという最も重要
な生命現象である。分裂期の細胞では染色体
が 2つの娘細胞に均等に分配されるだけでな
く、ゴルジ体などのオルガネラも 2つに分配
されなくてはならない。分裂間期の細胞では
核近傍に一体となって存在するゴルジ体は、
有糸分裂前期に一旦は崩壊するが、分裂終期
に細胞内の二カ所でクラスターを形成しは

じめ、分裂完了後には再び核近傍の一カ所に
集合して分裂間期の形態に戻る。一方、エン
ドソームなどの他のオルガネラの分配機構
は不明であったが、漠然とゴルジ体と同様の
挙動を示すのではないかと考えられていた。
ところが、リサイクリングエンドソームに局
在するトランスフェリン受容体を指標にし
て、細胞分裂時のライブセル観察を行ったと
ころ、リサイクリングエンドソームがゴルジ

機関番号：14301	
 

研究種目：若手研究（B）	
 

研究期間：2010～2011	
 

課題番号：22770126	
 

研究課題名（和文）	
 細胞分裂時リサイクリングエンドソームのプロテオミクス	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

研究課題名（英文）	
 Proteomics	
 of	
 isolated	
 recycling	
 endosomes	
 during	
 mitosis	
 

	
 

研究代表者	
 

	
 	
 加藤	
 	
 洋平（KATOH	
 YOHEI）	
 

京都大学・大学院薬学研究科・助教	
 

	
 研究者番号：90568172	
 

 
 



 

 

体とはまったく異なる局在変化を経て、２つ
の娘細胞に分配されることを見いだした。 
	
 分裂間期の細胞では、リサイクリングエン
ドソームは細胞質全体にわたって斑点状に
散在するのに対して、ゴルジ体は核の近傍に
リボン状で存在する。有糸分裂の前期にはゴ
ルジ体は完全に崩壊するのに対して、リサイ
クリングエンドソームは中心体のまわりに
集まってタイトな構造を形成しはじめる。そ
の後、前中期から中期にかけて、リサイクリ
ングエンドソームは紡錘体極中心体ととも
に２つに分かれていくが、ゴルジ体は細胞質
全体に分散したままである。有糸分裂の後期
から終期にかけては、中心体のまわりに形成
されていたリサイクリングエンドソームの
タイトな構造は徐々に崩れていき、分かれつ
つある２つの娘細胞の間に形成される細胞
間橋の部分にリサイクリングエンドソーム
が新たに集合しはじめる。この頃には、ゴル
ジ体も各娘細胞内の二カ所（紡錘体極中心体
の近傍、および中央紡錘体の付け根近傍）に
集合しはじめる。細胞質分裂の最終段階にい
たると、リサイクリングエンドソームは切断
が起こる細胞間橋の中央部分（２つの娘細胞
に由来する中央紡錘体が交錯するフレミン
グボディーの両側）に集積する。その後、細
胞間橋の切断が起こって２つの娘細胞が完
成するのにともなって、リサイクリングエン
ドソームは細胞質全体に分散するのに対し
て、ゴルジ体は核周辺に一体となって局在す
るようになる。 
  今のところ、リサイクリングエンドソーム
が細胞分裂時にこのような形態変化を起こ
す理由は不明である。しかし、細胞分裂とい
う細胞にとって最も重要なイベントが進行
しているときに、ATPを消費するモータータ
ンパク質を使ってオルガネラを動かしてい
るからには、そこには何らかの必要性（必然
性）があると考えられる。分裂期のリサイク
リングエンドソームがいったい何を運んで
いるのか、動きを制御するモータータンパク
質やその調節タンパク質は何か、などを明ら
かにすることができれば、分裂時のリサイク
リングエンドソームの挙動の生理的意義を
解明することができるのではないかと考え
た。 
 
２．研究の目的 
(1)分裂期リサイクリングエンドソームの精
製 
  細胞分裂期のリサイクリングエンドソー
ムの単離・精製法を確立する。 
 
(2)分裂期リサイクリングエンドソームに含
まれるタンパク質の同定 
  精製したリサイクリングエンドソームに
含まれるタンパク質のプロテオミクス解析

を行う。分裂期のリサイクリングエンドソー
ムの輸送過程に必須のタンパク質を同定す
る。 
 
(3)分裂期リサイクリングエンドソームの生
理的意義の解明 
  (2)で同定したタンパク質について機能解
析を行うことで、分裂期リサイクリングエン
ドソームの動態の生理的意義を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)タンデムアフィニティタグを付加したリ
サイクリングエンドソーム局在タンパク質
の安定発現細胞株の樹立	
 
	
 	
 細胞分裂時のリサイクリングエンドソー
ムを精製するための材料として、リサイクリ
ングエンドソームに局在するタンパク質（ト
ランスフェリン受容体や鉄イオントランス
ポーターである DMT1-II）に精製用のタグを
付加したものを安定発現する HeLa 細胞株を
レンチウイルスベクターによる遺伝子導入
法により樹立した。以後の実験はこれらの細
胞株を用いた。	
 
	
 
(2)細胞同調法	
 
	
 	
 微小管重合阻害剤ノコダゾール処理によ
って、細胞周期を細胞分裂期に同調させた。
同調させた細胞は mitotic	
 shake-off 法によ
り回収した。対照群として、Aphidicolin に
よって細胞周期を S期に同調させたものを用
意した。	
 
	
 
(3)リサイクリングエンドソームのタンデム
アフィニティタグ精製法の改良	
 
	
 	
 タンデムアフィニティタグ精製法により
リサイクリングエンドソームの精製を試み
た。始めは Myc タグと FLAG タグを使ってリ
サイクリングエンドソームの精製を行った。
リサイクリングエンドソームの精製はでき
たものの、収量が少ないという問題があった。
そこで、より結合力の高いタグとして FKBP
タグを利用し精製方法を改良した。	
 
	
 
(4)細胞分裂期リサイクリングエンドソーム
に特異的なタンパク質の同定	
 
	
 	
 M 期と S 期の細胞から精製したリサイクリ
ングエンドソームに含まれるタンパク質を
ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって
分離し比較した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)細胞分裂期リサイクリングエンドソーム
の精製法の開発	
 
	
 	
 細胞内のオルガネラを分離するために遠
心分画法がよく使われている。エンドソーム
を遠心分画法によって分離する方法はこれ



 

 

まで報告されていたが、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
ームという性質のよく似たエンドソームを
さらに分離するのは難しかった。そこでタン
デムアフィニティタグ精製法によってリサ
イクリングエンドソームだけを単離する方
法を開発した。	
 
	
 	
 	
 
(2)精製方法の改良	
 
	
 	
 始めは Myc タグと FLAG タグを使ったタン
デムアフィニティタグ精製法によりリサイ
クリングエンドソームの精製を行った。リサ
イクリングエンドソームを精製できたもの
の収量が少ないという問題があった。そこで、
より結合力の高い FKBP タグを用いた精製法
に改良した。抗原と抗体の解離定数は
1x10-10M 程 度 で あ る の に 対 し て 、
FKBP-Rapamycin-FRBの解離定数は1x10-13Mで
あり、約 1000 倍のアフィニティがある。ま
た、精製に使う FRB ビーズは大腸菌を使って
作製できるため、比較的安価で大量に作るこ
とが可能である。一段階目の精製に FKBP タ
グを使うことにより、収量の問題を解決する
ことができた。しかし、一段階の精製では非
特異的な結合タンパク質の混入がさけられ
ない。そこで、TEV プロテアーゼによって FKBP
タグのリンカー部分を切断することで、リサ
イクリングエンドソームをビーズから解離
させ、2 段階目の精製を行うことで、より純
度の高いリサイクリングエンドソームを得
ることができた(図 1)。	
 
	
 

(3)細胞周期同調法とリサイクリングエンド
ソームの集積	
 
	
 	
 微小管の重合阻害剤であるノコダゾール
処理によって細胞周期を M期に同調させるこ
とができる。高濃度(3µM)で処理すると、微
小管の重合が完全に阻害され細胞分裂が停
止する。一方、低濃度(0.1µM)で処理すると、
微小管の重合は完全には阻害されず単極の
微小管の束が形成される。ただし、不安定な
微小管であるため、正常な紡錘体を形成する
ことはできず細胞分裂は起こらない。この状
態の細胞ではリサイクリングエンドソーム
が微小管の束の根元に集積することを見出
した。ノコダゾールを洗い流すと正常な細胞
と同じように分裂が起きることから、このと
きのリサイクリングエンドソームを分裂期
リサイクリングエンドソームと同等なもの
と考え、これを精製することにした。比較対
照として、Aphidicolin 処理によって S 期に
同調させた細胞からもリサイクリングエン
ドソームを精製した。	
 
	
 
(4)M期とS期のリサイクリングエンドソーム
の比較	
 
	
 	
 M 期と S 期の細胞から精製したリサイクリ
ングエンドソームに含まれるタンパク質を
ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって
分離し比較した。現在は両者で差が見られた
タンパク質の同定を試みている。今後は分裂
期リサイクリングエンドソームに特徴的な
タンパク質を同定し、機能解析を行う予定で
ある。	
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