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研究成果の概要（和文）：初期エンドソームは細胞が外部から物質を取り込んだ際の最初の選別器官である。本研究で
は初期エンドソームでの輸送機構に関わる分子の同定・解析を進めた。その結果、関連分子としてダイナミン・コルタ
クチン・アクチンを同定した。更に脂質リン酸化酵素であるPI4KIIαとその産生物であるPI(4)Pが初期エンドソームに
局在し、輸送に関与することを見出した。これら一連の発見は、初期エンドソームにおける輸送機構を解明する上で重
要な知見になると考えられる。

研究成果の概要（英文）： Early endosomes are intracellular sorting station for internalized molecules. In 
this study, we tried to identify some associated proteins and analyzed its molecular functions at early en
dosomes. As a result, dynamin, cotactin and actin cytoskeleton were identified as key players at at early 
endosomes. Moreover, we found that a phosphatidylinositol kinase, PI4KIIalpha, and its enzymatic product, 
PI(4)P, localized on early endosomes and are required for the transport from early endosomes. These result
s could be an important knowledge to understand the molecular mechanism of early endosomes.
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１．研究開始当初の背景 
	 初期エンドソームからの選別輸送は、細胞
外から取り込んだ物質の選別を行う場とし
て知られており、シグナル伝達においても重
要な役割を果たしている。受容体型チロシン
キナーゼなどを含む分子の選別は主にユビ
キチン化が担っていると考えられており、
ESCRT 複合体などによる選別、膜変形など
の詳細な分子メカニズムが明らかになりつ
つある。一方、初期エンドソームではユビキ
チン化を介さない膜の幾何学的な選別も知
られており、受容体から乖離したリガンドの
選別などで重要な働きを担っている。この幾
何学的な選別においては特徴的な脂質膜の
チューブ状の変形、切断を伴うが、その分子
メカニズムは多くの謎が残されている。そこ
で本研究では、初期エンドソームの脂質膜変
形／切断に関与する分子の同定／解析を目
指した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では初期エンドソームからの選別
輸送に着目し、その脂質膜変形／切断に関与
する分子の同定／解析を行う。多くの知見が
得られているエンドサイトーシスの分子機
構を参考に、選別輸送の実態解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) HeLa 細胞に蛍光標識リガンド（EGF,ト

ランスフェリン）を取り込ませた後、各
種阻害剤を培地に添加した。一定時間後
にライブイメージングまたは蛍光免疫
染色を行った。	 

(2) 各遺伝子の関与を解析するため HeLa 細
胞に遺伝子特異的 siRNA を導入し、72
時間後に輸送アッセイを行った。遺伝子
発現抑制効果の検討には免疫染色およ
びウェスタンブロットを用いた。	 

	 
４．研究成果	 
(1) 脂質膜切断を担うタンパク質の同定	 
	 エンドサイトーシ
スにおいて脂質膜切
断に必須の分子とし
て知られるダイナミ
ンについて、初期エ
ンドソームでも同様
の機能を担っている
か検証した。標識リ
ガンド取り込み後に
ダイナミン阻害剤で
ある Dynasore を培地
に添加し、標識リガ
ンドの細胞内輸送を
ライブイメージング
および蛍光免疫染色
によって解析した。
その結果、dynasore
添加時に明らかな初
期エンドソームでの

輸送遅延が
観察された。
更にライブ
イメージン
グで解析し
た結果、初
期エンドソ
ームからの
チューブ状
膜構造が多
数見受けら
れたものの
膜切断がほ
とんど観察されず、それに伴ってエンドソー
ムのダイナミクスが低下していることが観
察された。これらの結果は Dynasore が初期
エンドソームからの膜切断を担うタンパク
質を阻害している可能性を示唆している。	 
(2) 初期エンドソームの輸送にはアクチン

とその関連分子が必要である	 
	 エンドサイトーシス小胞形成に伴う膜変
形/切断にはアクチン細胞骨格が重要と考え
られている。そこで初期エンドソームにおい
ても同様の分子機構が存在するか検証した。	 
ア ク チ ン 重 合 を 阻 害 す る
LatrunculinB(LatB)あるいは脱重合を阻害
する Jasplakinolide	 (Jasp)を添加した際の
初期エンドソームからの輸送に与える影響
を解析した。その結果、初期エンドソームの
明らかな肥大が認められ、輸送が阻害されて
いることが認められた。さらに Dynasore 添

加時と同様にエンドソームのダイナミクス
低下が認められ、アクチン細胞骨格も初期エ
ンドソームの輸送に関与していることが考
えられた。	 

	 更にアクチン関連分子である Cortactin,
が初期エンドソームに局在し、その発現抑制
が初期エンドソームの輸送を抑制すること
も見出し、アクチンと Cortactin が初期エン
ドソーム輸送の制御因子の一つであること
が示唆された。	 
	 
・PI4KIIα/PI(4)P の役割	 
	 上記の分子は何らかの方法で初期エンド

LAMP1, a marker for late endosomes/lysosomes (Fig. 4A,
Control). These EGF-containing endosomes were enlarged and
located at the perinuclear region (Fig. 1B). Under the effect of

dynasore, EGF colocalized with EEA1 and not with LAMP1
(Fig. 4A). This indicated that EGF remained in the early
endosome, and the EGF compartment did not mature to the late

Figure 2. Dynasore inhibits transferrin recycling in early endosomes. A, Cells were incubated with biotin-conjugated transferrin on ice for
1 h, rinsed, and transferred to 37uC. At each time point, cells were lysed and intracellular transferrin was measured by ELISA. In the ELISA assay, the
cell lysates bound to plates coated with goat anti-transferrin antibodies (EY Laboratories, San Mateo, CA) and were detected with streptavidin-HRP. B,
HeLa cells were incubated with Alexa 488-transferrin (Molecular Probes) on ice for 1 h, and then processed as in A. After 5 min, the media was
changed to medium containing DMSO (control) or dynasore. At the time indicated, the cells were fixed and stained for EEA1 (BD Transduction
Laboratories, San Jose, CA). Scale bar, 20 mm. C, Colocalization of EEA1 and transferrin was measured and is represented mean 6 S.D. N = 20 cells. D,
HeLa cells were bound with Alexa 555-EGF (Molecular Probes) and Alexa 488-transferrin on ice for 1 h. After rinsing, the cells were incubated at 37uC
for 5 min and dynasore was added. Thirty minutes after internalization, the cells were fixed and observed. Scale bar, 20 mm. Pictures were processed
for 3D reconstruction using MetaMorph software (E). F, Cells were bound to HRP-transferrin and treated for 30 min as in D. The cells were then
incubated in a DAB-containing solution on ice for 30 min, fixed, and processed for electron microscopy. Scale bar, 500 nm.
doi:10.1371/journal.pone.0019764.g002
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pathway to PM via REs [9]. The direct pathway uses vesicle
transport, which requires PI3-kinase activity and is inhibited by
LY294002 (LY), a specific inhibitor of PI3-kinase [7]. To
determine which pathway is dependent on actin dynamics, we
used LY in combination with LatB. As shown in Figure S1A, Tfn
was recycled or dissociated from EGF in control or LY-treated
cells. EGF-containing endosomes were relocated to the perinucle-
ar region, suggesting that EGF was transported to LEs/lysosomes.
On the other hand, in LatB- or LatB/LY-treated cells, Tfn
remained colocalized with EGF even at 30 min after internaliza-
tion and these EEs were enlarged. This colocalization persisted
until at least 60 min after internalization (data not shown). The
quantitative analysis showed that intracellular Tfn was significant-
ly increased in LatB/LY-treated cells (,82%) compared with
control cells (,45%), LY- (,62%), and LatB-treated cells (,66%,
Fig. S1B). These effects of LatB/LY on Tfn recycling suggest that

the LatB-sensitive pathway differs from the LY-sensitive pathway
and may be an EE-to-RE pathway.

Disruption of actin dynamics induces enlarged
endosomes

As disruption of actin dynamics induced the formation of
abnormal enlarged endosomes, we compared endosomal structure
between control-, LatB-, and jasp-treated cells using 3D
reconstruction (Fig. 2A). In control cells, endosomes containing
both EGF and Tfn were observed until 15 min after internaliza-
tion (Fig. 2B and movie S1), but not at 30 min after internalization
(see Fig. 1B). On the other hand, in LatB- or jasp-treated cells,
endosomes containing several vacuolar domains as well as tubular
domains were seen even at 30 min after internalization (Fig. 2B,
movie S2 and S3). The vacuolar domain-containing endosomes
were not detected in control cells.

Figure 2. Inhibition of actin dynamics induced homotypic fusion of EEs. HeLa cells internalized both Alexa488-Tfn and Alexa555-EGF for
5 min at 37uC before the addition of DMSO (left), LatB (5 mg/ml, center), or jasp (right). Images were taken at 15 min (DMSO) or 25 min (LatB and jasp)
(A). The structure of endosomes containing both EGF and Tfn was visualized by 3D reconstruction with a rotation angle of 30u (B). Live imaging of
EEs. Cells were treated as in A, and images were taken at 10 min (DMSO) or 25 min (LatB) after the addition of each drug. After 30 min, LatB-treated
cells were washed and images were taken at 5 min (LatB w/o). Representative images are shown. The arrow indicates a fission event.
doi:10.1371/journal.pone.0019942.g002
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prevent aggregation or homotypic fusion (Fig. 6B). As the actin-
dependent movement was limited among endosomes, the
observation of endosomal movement under nocodazole treatment
would be difficult (Fig. 4A).

Actin polymerization is not required for the EE-to-LE
transition

We found that inhibition of actin dynamics impaired EGF
degradation. Although EGF-containing endosomes were EEA1-
positive, they also colocalized with LAMP1, an LE marker, and
exhibited intra-endosomal acidification. These results suggest that
actin dynamics may be required downstream of endosomal
acidification. EEs and other endocytic compartments are acidified

by V-ATPase [44,45]. V-ATPase interacts with ARNO and Arf6
in EEs and regulates the protein degradative pathway [46]. As
Arf6 has been implicated in the rearrangement of the actin
cytoskeleton [47], LatB might inhibit actin rearrangement
downstream of Arf6.

Cortactin regulates actin polymerization at EEs
We have shown that the Arp2/3 complex, which initiates

assembly of new filaments from the sides of pre-existing filaments
to generate a network of branched filament arrays, exists in EEs.
In general, the Arp2/3 complex is stimulated by binding to the
side of actin filaments as well as to a nucleation-promoting factor
(NPF). NPFs include N-WASP, WASP, and cortactin. Cortactin

Figure 5. Cortactin is required for endosome biogenesis. HeLa cells internalized Alexa555-Tfn for 5 min at 37uC and were then fixed and
stained with anti-cortactin (A, upper panels) or anti-p34-Arc (A, lower panels). For depletion of cortactin, negative control or cortactin-specific siRNAs
were transfected into cells and these were then incubated for 72 h. Cells were lysed and processed for Western blotting using anti-cortactin or anti-
actin (B). SiRNA-transfected cells internalized both Alexa488-Tfn and Alexa555-EGF for 30 or 60 min (C) or Alexa555-EGF for 5 min and LatB for
30 min. After washout of LatB, cells were incubated for 10 or 30 min and then fixed and stained using Alexa488-phalloidin to enable visualization of
the F-actin filaments (D). The rate of EGF colocalized with Tfn was calculated and summarized in E.
doi:10.1371/journal.pone.0019942.g005

treatment (B). HeLa cells internalized both Alexa488-Tfn and Alexa555-EGF for 5 min at 37uC before the addition of LatB (5 mg/ml). Fifteen minutes
after the 37uC incubation, nocodazole (10 uM) was added to the mixture and this was incubated further in the presence of LatB and nocodazole. At
60 min after the addition of nocodazole, the medium was replaced with one containing only nocodazole. Cells were then further incubated for 5, 15,
or 30 min (D). The EE cluster area was measured as described in Materials and Methods (E). Error bars represent the SEM from three independent
experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0019942.g004
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ソーム上に局在しているが、その候補として
リン脂質が考えられる。そこでエンドソーム
上に局在することが報告されている脂質リ
ン酸化酵素の一つである PI4KIIαについて
解析を行った。その結果、PI4KIIα発現抑制
細胞において初期エンドソームからの輸送
遅延が認められた。さらに PI4KIIαが産生す
る PI(4)P についても初期エンドソームへの
局在が認められ、PI4KIIα/PI(4)P が初期エ
ンドソームの輸送制御を行っていると考え
られた。	 
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