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研究成果の概要（和文）：分解経路の終着点であるリソソームの動態を制御するキー分子が Rab7である。そこでFRET
センサーを開発してRab7による後期エンドソーム（LE）とリソソーム動態の制御の解析を行った。共焦点顕微鏡観察で
は小胞ごとのRab7活性に有意なばらつきがあり、GDP-Rab7の小胞膜上の存在がわかった。センサーとRNAi法などを組み
合わせた実験結果から分解経路でのRab7活性の制御と機能について「LEでRab7はMon1/Ccz1により活性化され活性型Rab
7はLEとリソソームの融合に働く。リソソームでのRab7活性化はMon1/Ccz1を介さずに起こりリソソームの核周辺への集
積に働く」と結論した

研究成果の概要（英文）：Rab7 is known to be a key molecule which regulates dynamics of lysosomes, in 
which a variety of biomolecules and damaged organelles are destructed. In this study, I have developed a 
FRET sensor, Raichu-Rab7, which can visualize the spatiotemporal change of Rab7 activity in living cells. 
Raichu-Rabs7 has shown the existence of a significant variation in Rab7 activity of individual endosomes 
in steady-state COS-7 cells. Next, I investigated the mechanism regulating Rab7 activity during the 
process from late endosomes to lysosomes in steady-state cells and macropinocytosis in EGF-stimulated 
COS-7 cells. Based on these studies, I have concluded that Rab7 on late endosomes is activated by 
Mon1/Ccz1 complex and plays an essential role in the fusion between late endosome and lysosome; on the 
contrary, Rab7 activation on lysosomes is independent of Mon1/Ccz1 and active Rab7 on lysosomes is 
implicated in the perinuclear accumulation of lysosomes.

研究分野：分子神経科学
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１． 研究開始当初の背景 
Rab ファミリーG 蛋白質は細胞の生存や機能
の維持に不可欠な膜輸送を制御している。中
でも後期エンドソーム・リソソーム輸送系は、
リサイクリング経路と並ぶ細胞内の主要幹
線である。その経路における Rab 分子の役割
について、現在２つの大きな問題が存在する。
ひとつは初期エンドソームから後期エンド
ソームへの移行の中心過程である Rab5 から
Rab7 への転換（Rab スイッチ）のメカニズム
について、基本的な見直しを迫られているこ
とである。もうひとつは、多様な疾患の発症
と関連するリソソームの形成と配置の制御
機構についての理解が不足していることで
ある。リソソームの動態制御には主に Rab7
と Rab34 が関わる。この２つについては、双
方に結合するエフェクター分子の報告など
の先行研究があるが、lysosome organizers
としての Rab7 と Rab34 の違いはどこにある
かという重要な疑問点がほとんど解明され
ていない。申請者は、この２つの問題の中心
部分は、キーとなる３つの Rab 分子の細胞内
での活性動態が不明であることだと考え、活
性を可視化する新規FRETセンサーの開発と、
正確な解析を可能にする適切な系の選択に
より、この問題を解決するという着想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
後期エンドソーム・リソソーム経路における
Rab 分子の役割について、現在２つの大きな
問題が存在する。ひとつは初期エンドソーム
から後期エンドソームへの移行の中心過程
であるRabスイッチ機構について基本的な見
直しを迫られていることである。もうひとつ
はリソソームの形成・細胞内配置を制御する
キー分子である Rab7 と Rab34 の正確な機能
がよくわかっていないことである。本研究で
は、新たに Rab7 と Rab34 のバイオセンサー
を作製し、それを用いて小胞輸送の FRET イ
メージングに最適な３つの系を解析するこ
とで、上記の問題を解明する。これにより、
小胞輸送制御の包括的理解の進展と、リソソ
ーム動態の分子制御の破綻に由来する種々
の疾患の発症メカニズムを解明する重要な
手掛かりを得ることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
①Rab7,Rab34 の活性をモニターする FRET セ
ンサーを開発する。②EGF 刺激した COS7 細胞
におけるマクロピノサイトーシスの過程で、
Rab5, Rab7 の活性変化を Rab5, Rab7 の小胞
への局在変化と同時に可視化する。そのデー
タを使って Rab スイッチ機構を担う Rab7 の
GEF を同定し、スイッチング時にその GEF を
呼び込む未知の機構を解明する。③網羅的プ
ロテオミクス解析により Rab7 と Rab34 結合
蛋白質の特異的エフェクターを探索する。ア
ポトーシスした胸腺細胞が貪食される系と

胎仔 VE 細胞の構成的エンドサイトーシスの
系で、FRET イメージングにより Rab7 と Rab34
の活性変化を可視化する。さらに、
Rab7/Rab34 の活性変化と共にそれらとの結
合が変化するエフェクター分子を同定する
ことで、リソソームの動態制御における Rab7
と Rab34 の正確な機能を解明する。 
 
４．研究成果 
細胞の生存や機能の維持に不可欠な膜輸送
経路において、リソソームはエンドサイトー
シス、オートファジー、貪食、分泌の各経路
から生体高分子や細胞内小器官などを受け
取って分解する役割を持つ。そのリソソーム
の動態を制御するキー分子が Rab7 サブファ
ミリーである。そこで、生きた細胞で活性変
化を可視化できるFRETセンサーを活用して、
Rab7 サブファミリーによる神経細胞での後
期エンドソームとリソソーム動態（形成と細
胞内配置）の制御とその破綻の解析を行うこ
とを目指して研究を進めた。センサーのデザ
インの開発などを積み重ねて、Rab7 の FRET
センサーを開発した。複数の手法でこのセン
サーが Rab7 の活性をモニターできることを
確認しており、またこのセンサーは Rab7 と
同じ細胞内局在を示す。さらに EGF 刺激した
COS7 細胞を用いて、マクロピノサイトーシス
における Rab5 と Rab7 の局在と活性の時空間
変化の検討を行った。その検討により以下の
結果が得られた：①Rab5 と Rab7 はマクロピ
ノソームの形成の直前にその場所にリクル
ートされる。ただし、Rab5 の局在が 10-20 分
程度と一過性であるのに対して、マクロピノ
ソームでの Rab7 量は徐々に増大し、30 分程
度でプラトーに達したのちもそのレベルを
維持し続ける。②Rab7 は不活性型でマクロピ
ノソームにリクルートされ、その後 10-30 分
程度たってから活性が上がってくる。③マク
ロピノサイトーシスにおいては、Rab5 の局所
活性（より正確には GEF/GAP のバランス）と
Rab5 のリクルートがずれている。次に、後期
エンドソームとリソソーム動態の制御を解
析することを目指して Rab7 センサーを使っ
て、その活性動態を検討した。定常状態の共
焦点顕微鏡による断層 FRET 画像から小胞ご
との Rab7 活性に有意なばらつきがあること
がわかった。このことは GDP 型の Rab7 が小
胞膜上に相当数存在することを示唆する。そ
のことは、マクロピノサイトーシス過程のイ
メージングにより Rab7 が小胞膜にリクルー
トされた後、活性が上がることが観察された
ことで裏付けられた。この Rab7 センサーと
RNAi 法や種々のマーカーを組み合わせた実
験により、分解経路における Rab7 活性の分
布と時間変化について複数の新たな知見を
得て、それに基づき、分解経路での Rab7 活
性の制御と機能的意味について次の仮説を
得た：「後期エンドソームでは Rab7 は
Mon1/Ccz1 により活性化され、活性型 Rab7 は
後期エンドソームとリソソームの融合に働



く。リソソームでの Rab7 活性化は Mon1/Ccz1
を介さずに起こり、リソソームの核周辺への
集積に働く」。この知見により、リソソーム
に特異的な未知の Rab7 活性制御機構の存在
が示唆される。Rab34 の FRET センサーの構築
は現在進行中で、いくつかの候補が得られて
いる。 
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