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研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスにおいて各素過程が円滑に進行するためには、ホスホイノシチドが正し
い場所に適切なタイミングで産生される必要がある。本研究では、エンドサイトーシス過程における個々のホスホイノ
シチドの詳細な分布解明を目指して、急速凍結・凍結割断レプリカ標識法を応用した。膜陥入過程とエンドソームの成
熟過程に関わるホスホイノシチドPI(3,4)P2、PI(3,5)P2の特異的な標識条件を確立し、特にPI(3,5)P2がエンドソーム
膜中で不均一分布をとるという新しい知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The spatio-temporal regulation of phosphoinositide generation is critical for 
endocytosis. However, the precise localization of individual phosphoinositide remains unclear, due to the 
technical difficulty in visualizing membrane lipids. In the present study, the quick-freezing and 
freeze-fracture replica labeling method was applied to reveal the distribution of phosphoinositides 
during endocytosis. The specific labeling of PI(3,4)P2 and PI(3,5)P2 were established. Notably, PI(3,5)P2 
was found to be heterogeneously distributed in the tubular endosome.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
ホスホイノシチドは脂質 2重層を構成する
リン脂質の一種であり、イノシトール環の水
酸基が異なる組み合わせでリン酸化された 7
種類の分子から成る。これらの細胞内分布は
分子種ごとに異なり、それぞれが特異的な結
合タンパク質を膜動員することでオルガネ
ラのアイデンティティ形成に重要な役割を
果たしている。一方、オルガネラのアイデン
ティティ自体が変化する場合に、どのように
ホスホイノシチドが変化するのか不明の点
が多い。この原因として、脂質の細胞内局在
を解析するための技術に様々な不備がある
ことが問題である。たとえば、脂質分布を可
視化する技術として、脂質結合タンパク質に
蛍光タグを融合した脂質プローブを細胞に
発現させる方法が広く用いられている。しか
し、この手法の空間分解能では脂質分布と微
細形態との関連付けはオルガネラ単位が限
界である。また、従来の免疫化学的手法を適
用する場合にも、アルデヒド系の化学固定剤
が多くの場合に脂質と反応しないことが問
題になる。たとえ脂質を固定できる化合物が
得られたとしても、脂質の側方拡散は極めて
速く、また固定剤の浸透には少なくとも秒か
ら分のオーダーの時間を要するため、ナノレ
ベルの小さなドメインを解析する場合には
不十分である。従って、脂質の局在を正確か
つ高分解能に捉えられる新しい方法論が要
求されている。 
 
２．研究の目的 
エンドサイトーシスの進展過程おいては
ホスホイノシチドの分子種と分布が動的に
変化することが示唆されている。しかし、膜
脂質の局在決定は容易ではなく、各々の素過
程で脂質分子がどのように変化するのか詳
細は明らかになっていない。特に、エンドサ
イトーシス過程での膜変形に見られるナノ
サイズの脂質分布を明らかにするためには
従来の光学的手法では限界がある。そこで本
研究では、脂質の局在解析に優れた特徴のあ
る急速凍結・凍結割断レプリカ標識法
（QF-FRL）を応用する。QF-FRLでは様々
なオルガネラ膜を 2次元的に観察できるため、
分子分布を定量的に解析でき、さらに時間分
解 能 も 優 れ て い る （ Takatori et al., 
Biochemistry 2014）。これらの利点を生かし
て、膜輸送の各過程において脂質分布の経時
的変化を追究できる電顕手法を確立するこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 

QF-FRLでは、化学固定の代わりにミリ秒
オーダーの急速凍結によって脂質の運動を
止める。さらに凍結割断法によって生体膜の
脂質 2重層を 2つの片葉に分け、露出した脂
質膜の疎水性部分に白金と炭素を蒸着する。
これにより膜分子が分布を保ったまま固定
されたレプリカ膜を得る。これを対象に抗体

や脂質プローブによる標識を行い、電子顕微
鏡により観察する。 
本研究では、出芽酵母および哺乳類細胞に
おいて同調的にエンドサイトーシスを誘導
できる系と QF-FRL を組み合わせることを
計画した。具体的には、出芽酵母のメチオニ
ン輸送担体MUP1pがメチオニン欠乏条件下
では細胞膜に局在するがメチオニンの添加
によって同調的にエンドサイトーシスされ
ること、また EGFRを過剰発現する哺乳類細
胞に対しては EGFを添加することで EGFR
が同調的にエンドサイトーシスされること
を利用する。それぞれの系にエンドサイトー
シスを誘導した後、様々な時間をおいてから
急速凍結を行う。凍結割断レプリカを作製し、
各受容体に対する抗体で標識することによ
り、成熟度の異なるエンドソームを同定する。
膜輸送を経時的に追跡しながらホスホイノ
シチドの標識を比較することにより、エンド
サイトーシスの各過程に着目したホスホイ
ノシチドの分布・動態を明らかにできる。 
 
４．研究成果 
(1) 同調的なエンドサイトーシスの誘導 

MUP1p-EGFPを発現する出芽酵母を作出
した。EGFPの蛍光はメチオニン欠乏培地中
では表面膜にほぼ限局していたのに対し、メ
チオニン添加後には液胞に局在化した。しか
し、抗 GFP 抗体を用いた QF-FRL では
MUP1p を検出できなかった。発現量が検出
感度以下であると考えられたため、他の受容
体として STE2p に着目した。プロモータ強
度および検出用タグの種類を変えた複数の
条件を比較検討したところ、表面膜上の
STE2pを検出できたが、標識の密度として十
分ではなかった。これまでの経験からも、
QF-FRL では脂質の検出は高感度で可能な
場合が多いのに対し、膜タンパク質の場合に
は検出困難なことがある。同様に、哺乳類細
胞のうち EGFR を高発現することが知られ
る A431細胞に対して、抗 EGFR抗体による
標識を行ったが、標識を検出できなかった。
以上より、同調的なエンドサイトーシスその
ものは誘導できたが、QF-FRLによる検出に
は十分な感度を得ることができなかった。一
方、エンドソームが成熟するに伴って分子種
が変化する RAB タンパク質に関しては、内
在性レベルの発現量でも検出可能な抗体を
見出した。そこで、これらマーカータンパク
質と脂質プローブの共標識により脂質分布
の経時的変化を明らかにするべく、各種ホス
ホイノシチドの検出系を確立することを優
先して行った。 
 
(2) PI(3,4)P2の超微局在 
本研究の開始時点では、エンドサイトーシ
スに関与する脂質のうち、QF-FRLによって
解析できるホスホイノシチドは PI(4,5)P2 と
PI(3)Pのみに限られていた。そこで QF-FRL
に適用可能な脂質プローブの拡充を図った。



エンドサイトーシスにおける膜陥入の過程
では、PI(4,5)P2は PI(3,4,5)P3を経た後に、
PI(3,4)P2、PI(3)Pへと変化することが示唆さ
れている。このうち PI(3,4)P2 については、
fast endophilin-mediated endocytosisなど、
最近見つかったエンドサイトーシス経路に
おいても重要視されているため、PI(3,4)P2

のプローブ作製に着手した。各種のホスホイ
ノシチドを含有するリポソームから凍結割
断レプリカを調製し、PI(3,4)P2との結合が報
告されているリコンビナントタンパク質を
作製して反応性を比較した。その結果、
TAPP1タンパク質の PHドメインとGSTか
らなる融合タンパク質が PI(3,4)P2 とよく反
応することを見出した。このプローブは
PI(3,4,5)P3リポソームとも反応したが、その
反応性はPI(3,4)P2に対するよりも弱かった。
また TAPP1 以外では、市販の抗 PI(3,4)P2

抗体が同様に QF-FRL に適用可能であるこ
とを見出した。次に、TAPP1 プローブが生
体膜由来の PI(3,4)P2 の標識に使えるか検討
するため、哺乳類細胞の凍結割断レプリカを
解析した。ポジティブコントロールとして、
PI(3,4)P2を増加させることが知られている、
過酸化水素で処理した細胞からレプリカを
得て解析したところ、表面膜内葉（細胞質側）
で TAPP1 プローブの標識が増加していた。
一方、プローブとして PI(3,4)P2 結合能を欠
く TAPP1 変異体（R211L）を用いた場合に
はほとんど標識が認められなかった。従って、
細胞由来膜でも PI(3,4)P2 を特異的に標識で
きる条件を確立できたと考えている。さらに
細胞を PDGFで処理した場合にも PI(3,4)P2

が発現増加することを確認した。 
また PI(3,4)P2 は、エンドサイトーシスだ
けでなく、貪食細胞のファゴサイトーシスに
も関与することが指摘されている。実際に、
TAPP1と EGFPの融合タンパク質をミクロ
グリア培養細胞に導入することにより、ファ
ゴサイトーシス時のカップ状構造に
PI(3,4)P2が局在することを確認した。さらに、
ファゴサイトーシス時の PI(3,4)P2 産生に関
わる酵素についてはノックアウトマウスを
入手しており、PI(3,4)P2の詳細な分布を解析
する計画である。 
 
(3) PI(3,5)P2の超微局在 
エンドソームが膜成熟する過程で働くホ
スホイノシチドのなかでは、PI(3,5)P2の解析
に成功した。比較検討した脂質プローブのう
ち、ATG18 タンパク質をはじめとして
PI(3,5)P2と反応するものが複数得られた。し
かし、いずれも PI(3)P に対する非特異的な
結合が確認された。そこで、PI(3)Pに対して
特異的に結合するが PI(3,5)P2 とは結合しな
いp40phoxタンパク質のPXドメインを調製
し、反応系中に過剰量共存させたところ、
PI(3)P に対する非特異的反応をほぼ完全に
抑えることができた。次に、この系を用いて
PI(3,5)P2 陽性の細胞内オルガネラを検索し

たところ、管状の突起をもつエンドソームに
標識が集中していることを見出した。興味深
いことに、PI(3,5)P2の標識は突起部分では乏
しく、起始部である小胞状構造に集中してい
た（図 1）。管状エンドソームは RAB5 およ
び RAB7陽性であり、初期・後期エンドソー
ムの遷移状態にあるエンドソームであるこ
とが示唆された。さらに、蛍光免疫染色によ
る解析では、突起部にレトロマー構成タンパ
ク質が局在していることを見出した。 
 
(4) 得られた結果の位置づけと今後の展望 
エンドサイトーシスの過程においてホス
ホイノシチドがどのように分布変化するの
かこれまで不明な点が多かった。そこで本研
究では膜脂質の局在解析に優れた特長のあ
る QF-FRLを適用し、膜陥入過程とエンドソ
ームの成熟過程に関してホスホイノシチド
の詳細な分布を明らかにした。特に、管状エ
ンドソームにおいて PI(3,5)P2 が不均一分布
していることを初めて明らかにした。細胞内
オルガネラにおいて脂質が偏りをもって分
布する例はほとんど知られておらず、結果の
新規性は極めて高い。この研究成果は Traffic
誌に掲載され、図表は表紙にも採用された
（Takatori et al., Traffic, in press）。 
本研究の開始時に企図していた、エンドサ
イトーシスを同調的に誘導できる系に関し
ては、蛍光観察レベルでは達成できたが、
QF-FRLに応用することは困難だった。一方、
エンドソームのマーカータンパク質に関し
ては、内在性レベルの発現量でも検出可能な
ものを見出すことができた。脂質プローブを
これらと共標識することにより、エンドサイ
トーシスを時系列的に解析することが可能
になった。今後は、QF-FRLによる膜タンパ
ク質の検出感度をさらに高めることにより、
膜脂質の詳細な時空間的な分布・動態が明ら
かになると期待される。 
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