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研究成果の概要（和文）：後期エンドソーム・リソソームに存在する膜アンカータンパク質p18について相互作用する
細胞内キナーゼ情報伝達系の機能を調べた。その結果、メンブレントラフィックについては主にmTORC1シグナルが、細
胞増殖に関してはmTORC2の活性上昇によるFoxO3aの活性化が大きな役割を果たすことが判明した。さらに表皮における
p18ノックアウトマウスの解析から、p18が表皮ケラチノサイトの細胞分化と表皮バリア形成に必須の役割を果たすこと
が明らかとなった。以上の結果から、p18による後期エンドソーム・リソソームからのキナーゼシグナルが組織形成と
細胞の機能調節に必須なシグナル経路であることを示した。

研究成果の概要（英文）：A membrane-anchoring protein p18, which is localizing onto late endosomes and 
lysosomes, takes roles to regulate cell growth and intracellular membrane trafficking. Here, the kinase 
signal pathways interacting with p18 were analyzed and we found that mTORC1 and its downstream effects 
including the change of gene expression is the major path of membrane trafficking regulation. As to the 
cell growth control, we found that mTORC2 is activated by the suppression of mTORC1 in p18 knockout 
cells, and activated mTORC2 induces the expression of cell cycle inhibitor proteins through the 
SGK1-FoxO3a axis. To access the physiological importance of p18 in vivo, a keratinocyte-specific 
conditional p18 knockout mouse was generated, and we found that p18 act as an essential regulator for 
keratinocyte differentiation and epidermal barrier formation. These results indicate that p18 and 
associated kinase signals are crucial for tissue formation and the regulation of cellular function.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： リソソーム　メンブレントラフィック　細胞内情報伝達
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１．研究開始当初の背景 
細胞内情報伝達系は、細胞外シグナルを細胞

表面の受容体分子と共役して細胞質内でのリン

酸化シグナルやセカンドメッセンジャーへと変

換し、最終的には遺伝子転写調節などを行う核

へ情報を伝達する。その過程を担うタンパク質

リン酸化酵素は細胞質中に均一に存在するわけ

ではなく、たとえば細胞膜やオルガネラ膜上の

ラフトに集合することで効率よく情報を伝達す

る機構を形成しており、この機構はその存在場

所特異的なシグナル発信装置としても働く。例

えば下図左は、代表的なタンパク質リン酸化シ

グナルの担い手である MAPK による情報伝達の

場を簡略にまとめたものである。MAPKは細胞表

面の受容体や細胞内各所のスキャフォールドタ

ンパク質で活性化され、核へ移行して細胞増殖

シグナルを伝達すると考えられている。しかし、

何故このような多様な場所で活性化される必要

があるのか、どの場所で活性化されたMAPKも同

じ増殖シグナルを伝えているのか、などの疑問

点も残っている。 

 

これまでに我々は、独自に同定した新規膜ア

ンカータンパク質 p18 が、エンドサイトーシス

経路最後段の後期エンドソーム・リソソームに

特異的に存在することを見出した。また p18 が

MAPKスキャフォールドp14/MP1複合体を後期エ

ンドソーム・リソソームへリクルートすること、

その機能不全が細胞増殖やメンブレントラフィ

ックに異常をもたらすことを証明した(Nada S 

et al. EMBO J. 2009)。またさらに、p18 がが

ん原遺伝子チロシンキナーゼ Src の基質である

こと、p18 と p14/MP1 複合体がアミノ酸飢餓状

態をセンシングしてタンパク質翻訳調節シグナ

ルを発するmTORC1を後期エンドソーム・リソソ

ームにリクルートすることを示した(Sancak Y 

et al. Cell 2010)。これらの発見から、後期エ

ンドソーム・リソソームには細胞増殖やメンブ

レントラフィックを制御するリン酸化シグナル

の新しい拠点があることがわかってきた。 

 
 
２．研究の目的 
後期エンドソーム・リソソームリン酸化シ

グナルの機能と制御メカニズム解明を目的
とする。 

後期エンドソーム・リソソーム上の p18 を

基点とするタンパク質複合体には Src、MAPK、

mTORC1の3種のキナーゼシグナル経路が関わ

る。p18 ノックアウトマウス、p18 ノックア

ウト細胞では細胞の増殖速度低下やリソソ

ーム機能の障害がみられるが、これらシグナ

ル経路のうちどのシグナルがこれらのp18ノ

ックアウト表現型を引き起こすのかを明ら

かにする必要がある。またそのシグナル経路

についても詳細を解析する。さらに p18 を基

点とするシグナルの生体での役割について、

コンディショナルノックアウトマウスを用

いて調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)後期エンドソームキナーゼシグナルの機

能分担 

Src、MAPK、mTORC1 経路を遮断する阻害剤

や遺伝子の発現、あるいは p18 ノックアウト

細胞にそれぞれの経路だけを活性化させる

ような組換え遺伝子を発現させることによ

り、経路特異的なシグナルの遮断、あるいは

活性化を行う。それらの効果を細胞増殖やリ

ソソーム機能を指標に観察し、p18 ノックア

ウト細胞で見られる表現型への影響度から

主要なシグナル経路の特定を行う。 

 

(2)後期エンドソームキナーゼシグナルの細

胞増殖制御メカニズム 

p18 によるキナーゼシグナルのうち、細胞

増殖を制御する分子の発現や機能調節に関



わる経路を特定する。またその経路の調節機

構と p18 機能との関連を、p18 ノックアウト

細胞系を用いて調べる。 

 

(3)p18 の生理的役割 

 皮膚上皮でp18遺伝子を欠損するコンディ

ショナルノックアウトマウスを作製して、皮

膚の形成と機能調節におけるp18の生理的役

割を解析する。 
 
４．研究成果 

(1)後期エンドソームキナーゼシグナルの機

能分担 

p18 ノックアウト細胞では後期エンドソー

ム・リソソームのマーカータンパク質である

LAMP1、Rab7、RagC などの発現量が上昇し、

同時にこれらオルガネラの形態的な小型化、

数の増加、細胞質周辺部位への分布の変化が

みられた。mTORC1 経路の特異的阻害剤である

ラパマイシンを正常細胞に投与することで、

これら後期エンドソーム・リソソームのマー

カータンパク質の発現上昇、形態的な小型化

と数の増加および分布の変化の全てが観察

されたことから、これらメンブレントラフィ

ックに関わると考えられるp18ノックアウト

の表現型は主に mTORC1 経路に依存している

と考えられた。しかしながら、その表現型の

誘導にはラパマイシン投与後 12 時間以上か

かることから、mTORC1 キナーゼの活性の変化

が直接作用するのではなく、mTORC1 経路の下

流で調節される遺伝子の発現が関わる可能

性が考えられた（Takahashi et al. 2012）。 

一方で後期エンドソーム・リソソームの形態

変化や分布変化は MAPK 経路の阻害剤でも観

察されている。新たに MAPK キナーゼカスケ

ードの酵素 Mek1 を p18 の N 末部分と融合さ

せた p18-Mek1 を p18 ノックアウト細胞に発

現させてその機能を検証したところ、リソソ

ームでのタンパク質分解を正に調節する機

能があることが判明した。さらに MEK1 阻害

剤であるPD0325901が後期エンドソームとオ

ートファゴソームの相互作用を阻害するこ

とが観察され、後期エンドソーム・リソソー

ムのメンブレントラフィク制御には mTORC1

に加えて MAPK 経路も関与することが示され

た（Soma-Nagae et al 2013）。 

 

(2)後期エンドソームキナーゼシグナルの細

胞増殖制御メカニズム 

p18 ノックアウト細胞では、細胞周期の G1

期にある細胞が正常細胞と比べて多く、また

細胞内では細胞周期を抑制する p27KIP1、

p21CIP1 の発現上昇がみられることが判明し

た。さらにこれら遺伝子の発現を調節する因

子のうち、FoxO3a が p18KO 細胞で核局在を示

すことを見出した。また実際に FoxO3a の機

能亢進を正常細胞にて誘導したところ、細胞

増殖の低下とp27KIP1の発現上昇を引き起こ

すことが確認された。次に FoxO3a の機能亢

進の原因を調べたところ、p18KO 細胞では

FoxO3a のゲノム領域のメチル化に変化があ

ること、FoxO3a をリン酸化して機能を調節す

るキナーゼである SGK1 の動態に変化がある

ことを発見した。p18KO 細胞では mTORC1 活性

の低下とともに mTORC2 活性の上昇が起こる

ことから、FoxO3aの機能上昇が異常なmTORC2

活性の上昇によるものであると考えられた

(Mori et al. 2014)。 

 

 

(3)p18 の生理的役割 

p18 発現の多い表皮でのコンディショナル



ノックアウトマウスを作製して、皮膚の形成

と機能における p18 の役割を調べた。p18 遺

伝子座に loxP 配列を挿入したマウスを ES細

胞での相同組換えにより作製し、皮膚上皮基

底細胞で発現する K5-Cre トランスジェニッ

クマウスとの交配により表皮特異的なノッ

クアウトを行った。その結果、表皮 p18 ノッ

クアウトマウスは出産されるものの半日以

内にすべて死亡することが判明した。帝王切

開により取り出したマウス表皮の組織切片

観察から、ノックアウトマウスは角質層を持

たず、表皮バリア機能不全で致死となること

が判明した。また p18 ノックアウト表皮では

顆粒細胞層の発達不全も見られ、顆粒細胞の

成熟から角質細胞への分化時に必要なケラ

トヒアリン顆粒の成長やオルガネラ分解な

ども阻害されていることが判明した。表皮バ

リアを構成する脂質の合成と分泌の低下も

観察され、p18 が表皮の正常な発達と表皮バ

リア形成に必須の役割を果たすことが示さ

れた。 
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