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研究成果の概要（和文）：Na+とK+は生体内における主要な陽イオンであり、形質膜を隔てたNa+とK+の濃度勾配
は二次性能動輸送や神経活動などに重要な役割を果たしている。一方、エンドソームレベルでのNa+とK+の機能
に関する知見は乏しい。本研究では蛍光バイオイメージングの手法を用い、培地中のNaClを膜不透過性のカチオ
ンに置換すると、エンドサイトーシスされた内容物が後期エンドソームへ速やかに輸送されることを明らかにし
た。また、核近傍に輸送されるにもかかわらずエンドソームpHの低下は抑制されるという意外な結果が得られ、
Na+やそれに伴うイオンの流出入がエンドソームの成熟および輸送の過程を制御することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Na+ and K+ are the major cations in the human body, and the concentration 
gradient of Na+ and K+ across the plasma membrane plays an important role in secondary active 
transport and neural activity. On the other hand, knowledge on the function of Na+ and K+ at the 
endosomal level is scarce. In this study, we used fluorescence bioimaging techniques to show that 
replacement of NaCl in the culture medium with a membrane-impermeable cation results in rapid 
transport of endocytosed contents to late endosomes. Surprisingly, the decrease in endosomal pH was 
suppressed despite transport to the perinuclear region, suggesting that Na+ and its associated ion 
fluxes regulate the process of endosomal maturation and transport.

研究分野：細胞生理学

キーワード： エンドサイトーシス　Naイオン　蛍光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
エンドソームは、エンドサイトーシスによって取り込まれた細胞外の物質や細胞膜上の分子を選別し、分解ある
いはリサイクルを行うオルガネラである。この過程において、小胞内のH+濃度が徐々に増加することはよく知ら
れており、Na+やK+はH+輸送のための電気化学的勾配の形成、あるいはH+との交換輸送のために濃度が変化する
のみと考えられていた。本研究ではNa+がpHに依らず、エンドソーム輸送の指向性を高めることを示唆する結果
が得られた。さらに、Na不含培地において、エンドサイトーシス依存的に細胞に侵入するウイルスの感染が抑え
られるという予備的な結果を得ている。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
Na+と K+は生体内における主要な陽イオンであり、形質膜を隔てたNa+と K+の濃度勾配はグル
コースや H+などの二次性能動輸送や神経活動などに重要な役割を果たしている。しかし、細胞
内小器官 (オルガネラ) レベルでのNa+と K+の機能に関する知見は乏しい。 
オルガネラの一つであるエンドソームは、細胞膜で括り取られた後、融合と分裂を経ながら形態
や機能が変化する動的な構造である。膜の括り取られにより生じたエンドソーム小胞は、初期エ
ンドソーム (early endosome, EE) となる。EEは取り込んだ物質を分別するためのオルガネラ
であり、内包物を分解するために後期エンドソーム (late endosome, LE) に成熟してリソソー
ムに至るか、または形質膜へ内包物をリサイクルする経路であるリサイクリングエンドソーム 
(recycling endosome, RE) へと融合する。この過程において、小胞内が酸性化、すなわち小胞内
の H+濃度が徐々に増加することはよく知られており、小胞内の Na+や K+は H+輸送のための電
気化学的勾配の形成、あるいはH+との交換輸送のために濃度が変化するのみと考えられていた。
しかし近年、エンドソームとリソソームの機能に対する Na+と K+の直接的な関与が明らかにな
りつつある。例えばマクロファージでは、Na+をエンドソーム外に放出することによってH2Oの
放出を促し、膜張力を減少させることで、エンドソームの分裂を促進する (Freeman et al., 2020 
Science)。また、ブニヤウイルスのエンドサイトーシスによる宿主細胞への侵入には、エンドソ
ームの酸性化に加えて K+濃度の低下が重要である (Hover et al., 2018 PLOS Pathog)。したが
って、エンドソーム小胞内の Na+と K+の濃度 ([Na+]および[K+]) はオルガネラ固有の機能発現
はもとより、病原体の感染にも重要と位置づけられる。 
また、オルガネラ特異的なイオン計測からイオンの生理的機能を見出そうとする動きは近年の
細胞生理学研究のトレンドの一つである。とりわけ、エンドソーム内のイオン測定により、エン
ドソームが細胞機能において重要な役割を担うことが明らかになりつつある。例えば、蛍光タン
パク質を用いたエンドソーム特異的 Ca2+センサーの開発により、細胞膜から小胞が括り取られ
てから初期エンドソームになる間に[Ca2+]が急激に低下すること (細胞外: 2 mM → 初期エン
ドソーム: 0.5 µM) 、膵β細胞においては細胞内[Ca2+]が上昇した際に初期エンドソームが Ca2+
ストアとして機能することが明らかになった (Albrecht et al., 2015 Cell Calcium)。この発見
は、ER とミトコンドリアのみがもっぱら細胞内 Ca2+ストアとして機能するという従前の常識
を覆し、エンドソームが第３のストアとして機能しうるという、細胞生理学上の大きな発見とな
った。研究代表者自身が行ったウイルス感染実験において、低濃度のNa,K-ATPase 阻害薬ウア
バインが SARS コロナウイルス (S タンパク質をまとったシュードウイルス) の感染を抑制し
たという結果も、[Na+]や[K+]の時間的変化 (Na+/K+動態) 解析の重要性を裏付けている。これま
でにも、細胞質の[Na+]や[K+]に影響を与えない nM レベルのウアバイン処理が、エンドサイト
ーシス経路を介して細胞に侵入するウイルス (RS ウイルス、MERS コロナウイルス、SARS-
CoV-2 等) の感染を抑制することは報告されていた (Burkard et al., 2015 J Virol; Lingermann 
et al., 2019 PLoS Pathog; Cho et al., 2020 Sci Rep)。そのメカニズムとしては、ウアバインが
Na,K-ATPaseと相互作用している Srcを活性化するためだと考えられていた (Tian et al., 2006 
Mol Biol Cell)。しかし我々の予備実験では、nM レベルのウアバインによるコロナウイルス感
染抑制効果は、Src 阻害薬 PP2 の影響を受けなかった。このことから、低濃度ウアバインによ
るウイルス感染抑制はエンドソームでの Na,K-ATPase 阻害に伴う、Na+/K+動態の変化による
ものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、エンドソームの Na+/K+動態が細胞外物質の取り込み、エンドソームの動態 (輸送、
融合、分裂) や成熟にいつ・どのような寄与をしているのかを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
先に述べた各エンドソームは、それぞれに特異的に局在する分子によって定義されたものであ
る。したがって、それらを「エンドソームマーカー」として使用することで各エンドソームを区
別し、可視化することが可能である。オルガネラマーカーを用いて各エンドソームを区別し、任
意の時間と場所における Na+/K+動態を捉えることでエンドソームにおける Na+と K+の役割を
理解する。まずはイオンの置換、ポンプやチャネルの阻害、イオノフォア等を用いてエンドソー
ム内の Na+と K+の操作を行う。種々のエンドソームマーカー (Kashiwagi et al., 2019 Cell 
Struct Funct) で標識した細胞をタイムラプス観察し、得られた画像を解析することでエンドソ
ームの動態を評価する。エンドソーム特異的 K+センサーについては、Förster resonance energy 
transfer (FRET) の原理を用いた K+センサーGEPII (Bischof et al., 2017 Nat Commun) を用
い、エンドソーム特異的 Ca2+センサー (Albrecht et al., 2015) の報告を元に作製を試みる。Na+
センサーは蛍光タンパク質ベースでは報告がないため、Na+との結合で立体構造が変化するドメ
インが利用可能かどうかを検証する。なお、新規 FRET バイオセンサーの開発には試行錯誤が



必要であり、難航した場合には既存の低分子蛍光指示薬を利用する。 
 
４．研究成果 
(1) 培地中[Na+]の低下は上皮成長因子の後期エンドソームへの輸送を加速させる 
エンドソーム内 Na+および K+濃度が細胞外物質の取り込み、エンドソームの動態や成熟にどの
ような影響を及ぼすのかを確かめるため、まずは Na+または K+不含 DMEM 培地でエンドソー
ムを観察した。Na+または K+不含 DMEM 培地は既報に従い、以下のように作製した。Na+不含
培地は、NaClを除いた特注 DMEM 培地に膜不透過性のカチオン N-メチル-D-グルカミン塩酸
塩 (N-methyl-D-glucamine hydrochloride, NMG-Cl) を添加したものを用いた。K+不含培地は、
KClを除いた特注 DMEM 培地を用いた。ヒト類表皮がん由来細胞株 A431細胞に緑色蛍光タン
パク質 EGFP融合初期エンドソームマーカーRab5を発現させ、培地を Na+または K+不含培地
に置換後ただちにタイムラプス観察を行った。すると、Na+不含培地では通常の DMEM 培地に
比べ、Rab5 陽性小胞の核近傍への輸送が速やかに行われる様子が見られた。Na+不含培地での
エンドソームの輸送をより詳細に解析するため、アフリカミドリザル腎由来の Cos-1 細胞に
EGFP融合初期エンドソームマーカーEEA1 (early endosome antigen 1) を発現させ、遺伝子
導入から 24 時間後にNa+不含培地に置換した。共焦点顕微鏡観察中に上皮成長因子 (epidermal 
growth factor, EGF) を添加してエンドサイトーシスを惹起したところ、EEA1陽性小胞は速や
かに核近傍に輸送され、EEA1シグナルが消失した (図 1A)。既報でNa+置換物質として用いら
れる Choline-Clでも同様の実験を行い、同じ結果が得られた。初期エンドソームが後期エンド
ソームへと成熟する際には、内腔 pHの低下に伴い核近傍へと移動していくことから、Na+不含
培地がエンドソームの成熟を加速することが示唆された。 
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図１ 培地中Na+濃度の低下はEGFの後期エンドソームへの輸送を加速させる
(A) Cos-1細胞に初期エンドソームマーカーEGFP-EEA1を発現させ、無血清
DMEM培地 (Control)ないしNa不含培地に置換し、EGF刺激を行った。
(B) Cos-1細胞に後期エンドソームマーカーEGFP-Rab7 (緑) を発現させ、無血清
DMEM培地 (Control) ないしNa不含培地に置換し、Rhodamine-EGF (マゼンタ)
で刺激した。刺激後20分の画像を示す。
(C) (B) で観察した細胞 (Control: 22細胞、Na不含培地: 14細胞) について、EGF
陽性のRab7の面積、およびRab7の総面積を計測し、EGF陽性のRab7小胞の割合
を求めた。Error bars, SEM.
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そこで、蛍光標識 EGFにより新規に形成されたエンドソームのみを標識し、その輸送を経時的
に計測した。Cos-1細胞に EGFP 標識後期エンドソームマーカーRab7を発現させ、遺伝子導入
から 24 時間後に Na+不含培地に置換した。共焦点顕微鏡観察中に Rhodamine 標識 EGF を添
加してエンドサイトーシスを惹起したところ、Na 不含培地ではコントロールに比べて速やかに
EGF が Rab7 小胞の集まる核近傍へと輸送された (図 1B)。また、Rab7 陽性小胞のうち EGF
陽性のものの割合はNa 不含培地の方が早く増加していた (図 1C)。これらの結果から、培地中
[Na+]の低下はエンドソームの核近傍への輸送を促進し、EGFの後期エンドソームへの輸送を加
速させることが示された。 

(2) 培地中[Na+]の低下はエンドソーム輸送の指向性を高める 
培地中[Na+]の低下によってエンドソームの核近傍への輸送が促進するメカニズムを推測するた
め、まずはエンドソームのトラッキングを行い、輸送速度が向上しているのか、あるいは輸送が
一定の方向に行われやすくなっているのかを調べた。A431 細胞に EGFP-EEA1 を発現させ、
EGF 刺激後に新規に形成された EEA1陽性小胞のトラッキングを行ったところ、輸送速度 (図
2A) にはコントロールと有意な差は見られなかったが、２点間の輸送がどれだけ効率的に行わ
れたかを示す confinement ratioはNa不含培地のほうが有意に高くなった (図 2B, C)。つまり、
コントロールでは初期エンドソームが核近傍に至るまでに様々な方向へ行き来しながら輸送さ
れるが、Na 不含培地ではそういった行き来をせず、指向性を持って輸送されていると考えられ
る。このため、Na 不含培地ではより短い時間で核近傍に到達し、後期エンドソームに移り変わ
ったものと予想される。 
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図２ 培地中Na+濃度の低下はエンドソーム輸送の指向性を高める
(A) (B) A431細胞にEGFP-EEA1を発現させ、無血清DMEM培地 (Control) ないしNa不含
培地に置換し、観察中にEGF刺激を行った。刺激後は1秒間隔で30分間観察し、得られた画像
からFijiのプラグインTrackMateを用いてトラッキングを行った。エンドソームの平均速度を(A)に、
confinement ratioを(B)に示す。(error bars, SEM. *: P = 0.0368)
(C) confinement ratioは、始点から終点までの正味の移動距離net distanceを各点ごとの移動
距離の合計total distanceで除した数値である。移動する範囲が始点の付近に留まっている場
合、数値は0に近づき、始点から終点への移動の指向性が高い場合は1に近づく。
(D) Cos-1細胞に無血清DMEM培地 (Control) ないしNa不含培地で血清飢餓を行い、EGF
非存在下 (-EGF) または存在下 (+EGF) でpH感受性色素AcidiFluor Orange標識デキストラ
ンおよびpH非感受性色素Alexa Fluor 488標識デキストランを取り込ませた。１細胞あたりの
AcidiFluor OrangeとAlexa Fluor 488の蛍光強度を測定し、比を求めた。(error bars, SEM.
**: P < 0.001)
(E) (F) Cos-1細胞をDMEM培地 (Control) ないしNa不含培地で置換し、 ION-NaTRIUM-
Green-2 AMで染色した。染色像の典型例を(E)に、平均蛍光強度を(F)に示す。(same LUTs;
error bars, SEM. **: P < 0.001)

**



初期エンドソームが後期エンドソームに移り変わる際には、初期エンドソーム膜において特徴
的なホスホイノシタイド PI3Pが分解される。また、エンドソームやファゴソームの内腔 pHの
低下によって PI3Pの合成酵素がエンドソーム膜から離れ、PI3Pの分解が促進する (Naufer et 
al., 2018 J Cell Biol)。さらに近年、内腔 pHの低下が抑制されるとファゴソームの方向性をも
った輸送が阻害されるとの報告がなされた (Shamroukh et al., 2022 J Biol Chem)。分解経路に
至るエンドソームは、核近傍への輸送の過程で内腔 pHが次第に低下していくことが知られてい
る。一方、NMGは膜不透過性のカチオンであるため、H+との交換輸送が起きず、エンドソーム
内腔 pHの低下は抑制されると予想される。今回の実験条件がエンドソーム pHにどのような影
響を与えるかを確かめるため、pHの低下によって蛍光強度が上昇する AcidiFluor Orangeで標
識されたデキストランを用いた。pH 非感受性の Alexa Fluor 488 標識デキストランとともに取
り込ませ、蛍光強度の比を取ることでエンドソームの酸性化を定量したところ、Na 不含培地で
はコントロールに比べ、EGF 添加時のエンドソームの酸性化が抑制されていた (図 2D)。した
がって、Na 不含培地ではエンドソームは核近傍に効率的に輸送されるものの、内腔 pHの低下
は抑制されていると考えられる。Na 不含培地でエンドソーム輸送の指向性が高まったのは、内
腔 pHが輸送を抑制するほど高くないか、あるいは pH 以外のイオンが影響を与えていると予想
された。また、Na+蛍光指示薬として CoroNa-Green AMおよび ION-NaTRIUM-Green-2 AM
を使用したところ、ION-NaTRIUM-Green-2 AMで蛍光が認められた。この色素を用いて細胞
内[Na+]を測定したところ、Na 不含培地で蛍光強度の低下を認めた (図 2E, F)。続いて、この色
素を用いてNa置換前後での比較、および EGF 刺激後のタイムラプスを試みたが、細胞が徐々
に死滅してしまい、経時的な観察を行うことはできなかった。少なくとも ION-NaTRIUM-
Green-2 AM の結果からは、Na 不含培地に置換された細胞では[Na+]iが低下すると考えられる。 
 
以上のことから、Na 不含培地におかれた細胞ではエンドソーム輸送の指向性が高まることで、
エンドサイトーシスされた内容物が後期エンドソームへ速やかに輸送されると考えられる。さ
らに、Na 不含培地において、エンドサイトーシス依存的に細胞に侵入するウイルスの感染が抑
えられるという予備的な結果を得ている。Na 不含培地では核近傍への輸送が促進するにもかか
わらず、意外にもエンドソーム pHの低下は抑制されていた。本研究で得られた結果はエンドソ
ーム pHの他にも、Na+やそれに伴うイオンの流出入がエンドソームの成熟および輸送の過程を
制御することを示唆している。今後は光遺伝学を用いてエンドソームの pH や[Na+]、[K+]を調
節し、これらのイオンがエンドソーム輸送の方向性に与える影響やそのメカニズムについてよ
り詳細に検証を行う。 
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