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【要旨】 
背景と目的  

	 低分子量 GTP結合タンパク質 Rasは、多数の標的因子との結合を時間的、空

間的に制御することで多彩な細胞生理機能において中心的な役割を担っている。

当研究室はこれまでに、Ras の標的因子である phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 

のうちクラス IBの触媒サブユニット PI3Kp110γ (以後 PI3Kと記載) は、上皮増

殖因子 (epidermal growth factor, EGF) の刺激依存的に Rasと複合体を形成する

と、他の標的因子とは異なり細胞膜だけでなくエンドソーム上でも機能するこ

とを明らかにしている。実際に、PI3Kはエンドソーム上で活性化し、エンドサ

イトーシスおよびインフルエンザウイルス感染を促進する。しかし、Ras-PI3K

複合体のみがエンドソームに局在するメカニズムは未知である。そこで、本研

究は蛍光イメージングを用いてそのメカニズムの解明を目指した。 

 

材料と方法  

	 第 1章: Rasの標的因子のRas結合ドメイン (Ras-binding domain, RBD) のアミ

ノ酸配列を多重配列アライメントにより比較した。Ras-PI3K 複合体は蛍光タン

パク質再構成法により可視化し、その挙動を共焦点顕微鏡で観察した。取得し

た画像は解析ソフト MetaMorph を用いて定量解析した。細胞のエンドサイトー

シス能は、蛍光標識デキストランの取り込みを蛍光顕微鏡下で観察することで

評価した。細胞のインフルエンザウイルスの取り込みは、蛍光免疫染色法を用

いて可視化したウイルス核タンパク質 (nucleoprotein, NP) とエンドソームの共

局在を定量することで評価した。ウイルス感染は、NPの蛍光強度を定量するこ

とで評価した。合成ペプチドは外部発注により入手した。第 2章: PI3Kの特異的

配列に結合する因子は酵母ツーハイブリッド法を用いて探索した。タンパク質

間相互作用は免疫沈降法およびウエスタンブロッティングにより評価した。ノ

ックダウン実験は候補因子に対する低分子干渉 RNA (siRNA) を細胞に導入し、

定量PCR法またはウエスタンブロッティングにより候補因子のmRNAまたはタ

ンパク質発現量を評価した。Ras-PI3K 複合体の挙動および細胞のエンドサイト

ーシス能は第 1章と同様に評価した。ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用

の定量は、ミトコンドリアの周囲 0.31 µm以内に局在するエンドソームの面積を

定量することで評価した。エンドソームの酸性化は、pH感受性蛍光色素標識デ

キストランを用いて評価した。ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の人為
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的な誘導は光遺伝学法を用いた。 

 

結果  

	 第 1章: Rasの主な標的因子の RBDのアミノ酸配列を比較したところ、PI3K

には 28アミノ酸からなる特異的配列が存在した。この特異的配列を欠損させた

変異型 PI3Kと Rasの複合体は、野生型 PI3Kとの複合体と比較して EGF刺激後

にエンドソームと共局在する Ras-PI3K複合体のシグナルが減弱した。このこと

から、PI3Kの特異的配列を Ras-PI3K endosomal localization (RAPEL) 配列と命名

した。RAPELに蛍光タンパク質を付加して細胞に過剰発現させたところ、コン

トロールの細胞と比較して EGF 刺激後に Ras−PI3K 複合体のエンドソーム局在

が抑制された。また、RAPELの過剰発現により蛍光標識デキストランの取り込

みとインフルエンザウイルスの細胞侵入および感染が抑制された。さらに、

RAPELはペプチドとして細胞に取り込ませてもウイルス感染抑制効果を示した。

第 2 章:酵母ツーハイブリッド法による RAPEL 結合因子探索の結果、候補因子

の一つとしてミトコンドリア外膜タンパク質の voltage-dependent anion channel 2 

(VDAC2) が同定された。VDAC2 ノックダウン細胞はコントロール細胞と比較

して Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在が抑制され、pH 感受性蛍光標識デキ

ストランのシグナルが減弱した。また、生細胞内でミトコンドリアとエンドソ

ームの挙動を詳細に観察したところ、コントロール細胞では EGF刺激後に両者

の相互作用が促進されたのに対し、VDAC2ノックダウン細胞では変化が認めら

れなかった。さらに光遺伝学ツールを用いてミトコンドリア–エンドソーム間相

互作用を人為的に誘導すると、エンドソームの酸性化が促進された。 

 

考察  

	 第 1章: Ras-PI3K複合体のエンドソーム局在に必要な配列である RAPELの過

剰発現、および RAPELペプチドの細胞への導入はインフルエンザウイルス感染

を抑制した。これらの結果から、RAPELペプチドを用いた抗ウイルス治療法開

発への展開が将来的に期待される。第 2 章: RAPEL 結合因子として同定された

VDAC2 は Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在とエンドソームの酸性化を制御

した。さらに、VDAC2は EGF刺激依存的なミトコンドリア–エンドソーム間相

互作用を介してエンドソームの酸性化を促進することが示唆された。そのメカ

ニズムの一つとして、両者が相互作用した時にミトコンドリアから放出された
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ATPがエンドソーム上のvacuolar (H+) ATPase (V-ATPase) に供給され、V-ATPase

が H+をエンドソーム内に汲み上げることよりエンドソームの酸性化が促進され

るという仮説が考えられる。今後はこの仮説を検証し、異種オルガネラ間相互

作用によるエンドソーム酸性化促進の分子メカニズムとその生理学的意義を明

らかにしたい。 

 

結論  

	 第 1 章: EGF 刺激依存的な Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在を制御する

PI3Kの特異的配列 RAPELを同定した。RAPELの過剰発現および RAPELペプ

チドの導入は、インフルエンザウイルス感染を抑制した。第 2 章: RAPEL 結合

因子として同定されたミトコンドリアの VDAC2 は、Ras-PI3K 複合体のエンド

ソーム局在を正に制御した。また、VDAC2はエンドソームの酸性化および EGF

刺激依存的なミトコンドリア–エンドソーム間相互作用を促進した。 
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TBS: Tris-buffered saline 
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【緒言】  
	 エンドサイトーシスは細胞外の栄養物や細胞膜表面の受容体などを細胞内に

取り込む機構であり、細菌やウイルスなどの病原体が細胞内に侵入する入口に

もなる。取り込む物質の種類やメカニズムの違いから、ピノサイトーシス (飲作

用) とファゴサイトーシス (食作用) に大別され、さらにピノサイトーシスはク

ラスリン依存性エンドサイトーシス、カベオラ依存性エンドサイトーシス、ク

ラスリンおよびカベオラ非依存性エンドサイトーシスに分けられる (Mayor and 

Pagano, 2007)。マクロピノサイトーシスはクラスリンおよびカベオラ非依存性エ

ンドサイトーシスに含まれる (Conner and Schmid, 2003)。いずれの経路も大きく

は以下のような流れで進む。細胞膜上の物質が認識されると細胞膜が陥入 (また

は物質を覆うように膜が隆起) して小胞が形成され、小胞が細胞内に移行する。

小胞は初期エンドソームや後期エンドソームとの融合を経て成熟化し、最終的

にリソソームと融合して内部の物質が分解される。受容体などの一部の物質は

初期エンドソームを経てリサイクリングエンドソームと融合し、再び細胞膜上

に戻る。エンドソームは物質を輸送する単なる容れ物として考えられていたが、

近年では細胞内シグナル伝達において積極的にシグナルを発信するプラットフ

ォームとしても役割を果たすことが明らかにされており (Murphy et al., 2009)、

この機能が注目されている。 

	 細胞内シグナル伝達は、分化、増殖、遺伝子発現、小胞輸送などのさまざま

な機能を制御しており、細胞の恒常性維持にとって重要な機構である。細胞内

シグナル伝達に関わるシグナル伝達分子は、適切な細胞の生理機能を発揮する

ために「いつ」、「どこで」結合し、活性化するかを緻密に制御されている。低

分子量 GTP結合タンパク質 Rasは、転写、増殖、生存、細胞遊走など多くの細

胞機能を制御するシグナル伝達分子であり (Bos et al., 2007)、Ras自身や標的因

子の活性化を時空間的に制御することで多様な機能を適切に使い分けていると

考えられている。 

	 Ras は Harvey rat sarcoma virus のホモログ (同族体) の H-Ras、Kirsten rat 

sarcoma virusホモログの K-Ras、神経芽細胞腫から単離された N-Rasの三つの種

類が存在し、これら三つの Ras のアミノ酸配列は約 80%の相同性を有している 

(Boguski and McCormick, 1993)。Rasの変異はさまざまなヒトの悪性腫瘍におい

て高頻度で見られ、H-Ras は膀胱がんや副腎がん、K-Ras は膵がんや大腸がん、

N-Rasはリンパ性腫瘍や黒色腫で特に多く見られる(Prior et al., 2012)。変異によ
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り恒常的に活性化したRasはGTPase活性化タンパク質によって不活性化されな

くなり、異常な細胞の増殖や細胞死、浸潤などを引き起こす (Karnoub and 

Weinberg, 2008)。Rasは C末端に CAAXモチーフを有しており、これにより細

胞膜に輸送される。CAAX モチーフ内のシステイン残基が farnesyltransferase に

よってファルネシルシステインに変換された後、小胞体に局在する

RAS-converting CAAX endopeptidase 1によってAAX基が切断される (Boyartchuk 

et al., 1997; Hancock et al., 1989)。その後、H-Ras、N-Rasはゴルジ装置の protein 

acyltransferaseによって C末端の他のシステイン残基がパルミトイル化されて細

胞膜に局在する (Swarthout et al., 2005)。K-Rasはパルミトイル化修飾を受けない

が、C末端のリジン残基が連なった polybasic regionを介して細胞膜に局在する 

(Hancock et al., 1991)。以上の過程を経て Rasは細胞膜に局在して機能するが、

Rasは細胞膜だけでなく小胞体やゴルジ装置の膜上でも活性化しており (Chiu et 

al., 2002)、細胞内膜への局在化が Rasの活性化に重要である。 

	 正常細胞において、Ras は活性化型と不活性化型を循環している。GDP が結

合した不活性化型の Rasは、グアニンヌクレオチド交換因子によって GDPが解

離し、代わりに細胞質内に高濃度に存在する GTPが結合して活性化状態となる。

活性化型の Ras は GTPase 活性化タンパク質によって GTP が加水分解されると

再び不活性化型に戻る。Ras 自身は酵素活性を持たないが、10 を超える下流の

標的因子を使い分けることで様々な細胞機能の制御を可能にしている (Vojtek 

and Der, 1998)。例えば、Rasの標的因子の一つであるセリン・スレオニンキナー

ゼの Rafは古典的 mitogen-activated protein kinase kinase (MAPK) 経路を活性化し、

リン酸化された extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) が核移行するこ

とにより転写が促進される (Robbins et al., 1992; Vojtek et al., 1993)。Ral guanin 

nucleotide dissociation stimulator (RalGDS) は CDC25 homologyドメインを介して

Ralを活性化させ (Urano et al., 1996)、Ralが ZO-1-associated nucleic acid-binding 

protein (ZONAB) などの標的因子と結合するとエンドサイトーシスや転写が促

進される (Frankel et al., 2005; Nakashima et al., 1999)。phospholipase Cεは PI(4,5)P2

を inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) と diacylglycerol (DAG) に分解し、DAGによる

protein kinase C の活性化と IP3 の生成により細胞内の Ca2+濃度を上昇させる 
(Kishimoto et al., 1980; Streb et al., 1983)。 

	 Rasの代表的な標的因子の一つであるphosphoinositide 3-kinase (PI3K) は、細胞

膜のイノシトールリン脂質のイノシトール環三位の水酸基をリン酸化する酵素
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であり、構造的な特徴と基質特異性によってクラスIA、IB、II、IIIに分類される 

(Thorpe et al., 2015)。クラスIAは触媒サブユニットと制御サブユニットのヘテロ

二量体であり、それぞれのサブユニットには三つのアイソフォーム (触媒サブユ

ニット: p110α, p110β, p110δ、制御サブユニット: p85α, p85β, p55γ) が存在する 

(Vanhaesebroeck et al., 2012)。受容体型チロシンキナーゼが活性化すると、リン

酸化チロシンと触媒サブユニットのSH2ドメインとの結合を介してPI3Kが細胞

膜にリクルートされ、phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) を基質とし

てphosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PI(3,4,5)P3) を産生する (Hawkins et al., 

1992)。クラスIBの触媒サブユニットであるp110γはp85結合ドメインを持たず、

代わりにp101およびp84の制御サブユニットとヘテロ二量体を形成する 

(Stephens et al., 1997) が、制御サブユニット非存在下でも酵素活性をもつという

報告がある (Kular et al., 1997; Stoyanov et al., 1995)。p110γはGタンパク質共役型

受容体の活性化により解離した三量体Gタンパク質のGβγサブユニットと細胞膜

で結合して活性化すると、クラスIAと同様にPI(4,5)P2を基質としてPI(3,4,5)P3を

産生する (Stoyanov et al., 1995; Suire et al., 2005)。また、クラスIの触媒サブユニ

ットはRas結合ドメイン (Ras-binding domain, RBD) を有しており、Rasの下流で

も活性化される (Ong et al., 2001)。クラスIIの触媒サブユニットには三つのアイ

ソフォーム (PI3KC2α, PI3KC2β, PI3KC2γ) が存在し、phosphatidylinositol (PI) や

phosphatidylinositol 4-phosphate (PI(4)P) を基質としてPI(3)Pやphosphatidylinositol 

3,4-bisphosphate (PI(3,4)P2) を産生する (Vanhaesebroeck et al., 2012)。クラスIIの

必須の制御サブユニットは明らかになっておらず、その活性化機構はいまだ解

明されていない。クラスIIIのvacuolar protein sorting 34 (VPS34) は制御サブユニ

ットであるVPS15と二量体を形成し、PIを基質としてPI(3)Pを産生する 

(Vanhaesebroeck et al., 2012) が、クラスIIと同様に詳しい活性制御機構はまだ明

らかになっていない。PI3Kは、産生したイノシトールリン脂質と結合する

pleckstrin homology (PH) ドメイン、Fab1, YOTB, Vac1, and EEA-1 (FYVE) ドメイ

ン、Phox (PX) ドメインを持つ下流因子を活性化させることで、細胞の生存や膜

輸送を制御している。例えば、セリン・スレオニンキナーゼであるAktは

PI(3,4,5)P3と結合するPHドメインを有しており、PI3Kの活性化により細胞膜に移

行して酵素活性が上昇する (Song et al., 2005)。PXドメインを持つsorting nexin 3

は、PI(3)Pとの結合を介して初期エンドソームからリサイクリングエンドソーム

への輸送を制御する (Worby and Dixon, 2002)。 
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	 当研究室は以前に、H-RasとPI3Kクラス IBの触媒サブユニットであるp110γの

複合体 (以後RasとPI3Kと呼ぶ) がRas-RafとRas-RalGDS複合体とは異なり、上皮

増殖因子 (Epidermal growth factor, EGF) 刺激後に細胞膜からエンドソームに移

行することを明らかにし、エンドソーム上でPI3Kが活性化していることを報告

した (Tsutsumi et al., 2009)。また、Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行がクラス

リン非依存性エンドサイトーシスおよびインフルエンザウイルス感染を促進す

ることを報告した (Fujioka et al., 2011)。Ras-PI3Kシグナルが時空間的に制御され

る細胞生物学的意義は明らかになったが、その分子メカニズムは未知であった。

そこで、本研究はRas-PI3K複合体のエンドソーム移行の分子メカニズムの解明

を目指した。 

	 本博士論文は 2部で構成される。 

本研究は、Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行を制御する PI3K の特異的配列 

(Ras-PI3K endosomal localization (RAPEL) と命名) の発見から始まった。この発

見をもとに、RAPELに結合する因子が Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を制

御するという仮説を立てた。第 1章では、この仮説を検証するために RAPELを

細胞に過剰発現させ、RAPELがクラスリン非依存性エンドサイトーシスとイン

フルエンザウイルスの侵入および感染に対してドミナントネガティブ効果を発

揮するかを検討した。第 2章では、RAPELに結合する因子が存在し、この因子

が Ras-PI3K複合体をエンドソームへリクルートするという仮説を立ててさらに

研究を進めた。RAPEL結合因子の網羅的探索により同定されたミトコンドリア

外膜タンパク質の voltage-dependent anion channel 2 (VDAC2) の機能を解析した

結果、ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用によってエンドサイトーシスが

制御されることが示唆された。 
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第 1章  PI3K由来ペプチドによるエンドサイトーシスを介したインフルエ

ンザウイルスの侵入と感染の抑制   

【緒言】 
	 インフルエンザウイルスはエンベロープを持つマイナス鎖の 1本鎖RNAウイ

ルスで、A型、B型、C型に分類される。毎年冬期に流行を引き起こすウイルス

の一つである A型インフルエンザウイルスは 8本のゲノム RNAを有しており、

ヘマグルチニン (hemagglutinin, HA)、ノイラミニダーゼ (neuraminidase, NA)、マ

トリクスタンパク質 1 (matrix 1/2, M1/2)、RNAポリメラーゼ (polymerase acidic 

protein, PA, polymerase basic protein 1/2, PB1/2)、核タンパク質 (nucleoprotein, NP) 

から構成される。インフルエンザウイルスは自身の HA を介して宿主細胞表面

のシアル化された物質と結合し、エンドサイトーシスを介して細胞内に侵入す

る。侵入したウイルスはエンドソーム内の pHの低下によって HAがエンドソー

ム膜と融合すると、ウイルス RNAが細胞質に放出される。宿主の核内でウイル

スゲノムが複製されてウイルス粒子が再構成されると、再び細胞膜のシアル化

タンパク質と結合する。ウイルスの NAにより HAとシアル化タンパク質の結合

が切断され、ウイルス粒子が細胞外に放出される (Watanabe et al., 2010)。 

	 インフルエンザウイルスは初めにクラスリン依存性エンドサイトーシスの経

路で侵入することが明らかにされた (Matlin et al., 1981)。しかし、クラスリン依

存性およびカベオラ依存性エンドサイトーシスを阻害してもウイルスが細胞内

に侵入することが示され (Sieczkarski and Whittaker, 2002)、2011年にクラスリン

非依存性エンドサイトーシスであるマクロピノサイトーシスの経路でも侵入す

ることが明らかになった (de Vries et al., 2011)。当研究室からも、Ras-PI3Kシグ

ナルにより促進されるクラスリン非依存性エンドサイトーシスを介してインフ

ルエンザウイルスが細胞内に侵入することを報告しており (Tsutsumi et al., 

2009; Fujioka et al., 2011)、インフルエンザウイルスはクラスリン依存性と非依存

性の両方の経路で細胞内に侵入する。 

	 本研究は Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行メカニズムを明らかにするため、

Ras の主な標的因子三つの RBD のアミノ酸配列を比較した。PI3K は Ras-PI3K

複合体のエンドソーム移行を制御する特異的なアミノ酸配列を有しており、こ

の配列を RAPEL と命名した。RAPEL の過剰発現によりインフルエンザウイル

スの侵入と感染が抑制されたことから、RAPELが抗ウイルス薬に応用できるの

ではないかと考えた。そこで RAPELに細胞膜透過性を付加した RAPELのペプ
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チドを細胞に導入したところ、細胞のウイルス感染が有意に抑制された。 
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【実験方法】  
配列解析  

	 PIK3p110α (NP_006209.2)、PIK3p110β (NP_006210.1)、p110γ (NP_001269356.1)、

p110 𝛿  (NP_005017.3)、 c-Raf1 (NP_002871.1)、 B-Raf (NP_004324.2)、A-Raf 

(NP_001645.1)、RalGDS (NP_006257.1)、Rgl1 (NP_055964.3)，Rgl2 (NP_004752.1)、

Rgl3 (NP_001155088.2)、Rlf (AAC52724.1) のアミノ酸配列は National Center for 

Biotechnology information (NCBI) Protein Databaseから入手した。それぞれの標的

因子の RBDは、入手した配列から NCBI Conserved Domain Databaseの CD Search 

toolを用いて同定し、ClustalWを用いて RBDのアミノ酸配列を比較した。 

 

試薬・抗体  

	 ヒト EGF組換え体タンパク質は PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) から購入し

た。Hoechst 33342、Alexa Fluor 546標識デキストラン (10 kDa)、Alexa Fluor 546

標識トランスフェリン、Alexa Fluor 594および Alexa Fluor 647標識抗マウス、抗

ウサギおよび抗ラットイムノグロブリン G (IgG) 二次抗体は Thermo Fisher 

Scientific (Carlsbad, CA, USA) から購入した。Horseradish peroxidase (HRP) 標識

抗マウスおよび抗ウサギ IgG二次抗体は GE Healthcare (Little Chalfont, UK)、HRP

標識抗ラット IgG二次抗体は Life Technologies (Carlsbad, CA) から購入した。抗

EEA-1抗体は BD Biosciences (San Jose, CA, USA)、抗 GST抗体、抗 β-actin抗体

は富士フィルム和光純薬株式会社 (大阪、日本)、抗 ERK抗体 (9102S)、抗リン

酸化ERK抗体 (9101S)、抗Akt抗体 (9272S)、抗リン酸化Akt (S473) 抗体 (9271S) 

および抗 Rab7抗体 (9367S) は Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) か

ら購入した。抗 GFP 抗体は株式会社医学生物学研究所 (名古屋、日本)、抗 HA

抗体 (3F10) は Roche (Indianapolis, IN, USA)、抗 NP抗体 (ab20343) は Abcam 

(Cambridge, UK)、抗 Ras (Ab-3) 抗体は Oncogene (Cambridge, MA, USA)、抗

FlagM2抗体は Stratagene (La Jolla, CA, USA) および Sigma-Aldrich (St Louis, MO, 

USA) から購入した。 

 

細胞培養  

	 ヒト胎児由来腎臓上皮細胞株 HEK293T (CRL-11268)、イヌ由来腎臓尿細管上

皮細胞株MDCK (CCL-34)、ヒト肺胞基底上皮腺癌由来細胞株 A549 (CCL-185)、

ヒト上皮様細胞癌由来細胞株 A431 (CRL-1555) は American Type Culture 
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Collection (Manassas, VA, USA) から入手した。アフリカミドリザル由来腎臓上

皮細胞株 Cos-1 (JCRB9082) は国立研究開法人医薬基盤・健康・栄養研究所 (大

阪、日本) から購入した。細胞は 37°C、5%CO2湿潤環境下で、1%ペニシリン−

ストレプトマイシン (ナカライテスク株式会社、京都、日本) および 10%ウシ胎

児血清 (fetal bovine serum, FBS, Thermo Fisher Scientific) 含有ダルベッコ改変イ

ーグル培地 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM, Sigma-Aldrich) を用い

て培養した。 

	 PIK3CGが欠損したマウス胚性線維芽細胞 (Mouse embryonic fibroblast, MEF) 

は、東京医科歯科大学難治疾患研究所病態生理化学分野の佐々木雄彦先生から

譲与頂いた (Sasaki et al., 2000)。野生型 PI3Kγおよび変異型 PI3Kγ (ΔRAPEL、

KE、EK、EE) が恒常的に発現する PIK3CG-/-MEF 細胞を樹立するために、

pCXN2-3×HA p110γ、pCXN2-3×HA p110γ ΔRAPEL、pCXN2-3×HA p110γ KE、

pCXN2-3×HA p110γ EK、pCXN2-3×HA p110γ EEの発現プラスミドを ScaIで処理

して直鎖化した。直鎖化したプラスミドを nucleofection (Amaxa Biosystems. 

Cologne, Germany) を用いて PIK3CG-/-MEF細胞に遺伝子導入した。細胞を限外

希釈して 10 cm ディッシュ  (Corning) に播種し、0.5 mg/ml G418 硫酸塩 

(Sigma-Aldrich) 、10%FBS、1%ペニシリン−ストレプトマイシン含有 DMEM を

用いて37°Cで3日間培養した。約3日毎に培地交換しながらコロニーを単離し、

PI3Kγ、PI3KγΔRAPEL、PI3Kγ KE、PI3Kγ EK、および PI3Kγ EE 恒常発現

PIK3CG-/-MEF細胞を樹立した。これらの細胞は抗 HA抗体を用いたウエスタン

ブロッティングによってタンパク質発現を確認し、0.2 mg/ml G418 硫酸塩、

10%FBS、1%ペニシリン−ストレプトマイシン含有 DMEMで培養した。 

 

遺伝子導入  

	 HEK293T細胞、Cos-1細胞、MDCK細胞、A431細胞への遺伝子導入はポリエ

チレンイミンマックス  (Polyethyleneimine “MAX”, PEIMAX, Polysciences, 

Warrington, PA, USA) を用いた。OPTI-MEM (Life Technologies) 250 µlにプラス

ミドを加えて混ぜ、滅菌脱イオン水で 2 mg/mlに希釈した PEIMAXをプラスミ

ド最大 2.5 µgあたり 2 µl加えて 5分間室温でインキュベートし、細胞培養液に

添加した。CO2インキュベーター内で 6時間インキュベートした後、細胞培養液

を交換した。MEF細胞への遺伝子導入には nucleofection (Amaxa Biosystems) を

用い、添付文書に記載された方法に従って行った。細胞株はPCR Mycoplasma Test 
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Kit (タカラバイオ株式会社、滋賀、日本) を用いてマイコプラズマ感染の有無を

調べた。 

 

プラスミド構築  

	 pCAGGS-VN-H-Ras WT、pCXN2-Flag-p110γRBD-VC、(Tsutsumi et al., 2009)、

pBlueScript II SK(+)-p110γ、pCXN2-3×HA-PI3K p110γ、pCAGGS-Venus-H-Ras V12、 

(Fujioka et al., 2011) は当教室で以前に作製されたものを使用した。

pCAGGS-CFP、pCAGGS-Venus、pCAGGS-EGFP-H-Ras V12 (Ohba et al., 2003)、

pRaichu-Ras 146X (Mochizuki et al., 2001) は京都大学大学院生命科学研究科生体

制御学松田研究室で以前に作製されたものを用いた。pCMV-TagRFP-EEA-1 

(#42635) は Addgene (Cambridge, MA, USA) から購入した。 

	 p110γRBD ΔRAPELの cDNAは ΔRAPEL_F/RBD_Rのプライマーセット (表 1) 

を用いて PCR 法で増幅した。増幅した配列を XhoI と NotI で切断し、

pCXN2-Flag-VC の XhoI/NotI サ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て

pCXN2-Flag-p110γRBD ΔRAPEL-VC を作製した。野生型 p110γRBD および

p110γRBD ΔRAPEL も同様に、pCAGGS-CFP、pCAGGS-mRFP、pCAGGS-GST

ベクターの XhoI/NotIサイトにサブクローニングし、pCAGGS-CFP-p110γRBD、

pCAGGS-mRFP-p110γRBD、pCAGGS-GST-p110γRBD、pCAGGS-CFP-p110γRBD 

ΔRAPEL 、 pCAGGS-mRFP-p110γRBD ΔRAPEL 、 pCAGGS-GST-p110γRBD 

ΔRAPELを作製した。pCAGGS-GSTは、まず EcoRIと BglIIで切断した GSTを

pCAGGS-RAPEL の EcoRI/BglII サ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て

pCAGGS-GST-RAPEL を作製した。次にこれを XhoI と NotI で切断して RAPEL

を抜き出し、Klenow 酵素で平滑化して pCAGGS-GST を作製した。RAPEL と

RAPELのトランケーション変異体 (CT9、CT20、NT8、M11) の配列は、それぞ

れ CFP_F/RAPEL_R 、 CT9_F/CARG2 、 CT20_F/CAGR2 、 CFP_F/NT8_R 、

CFP_F/NT19_R、CT20_F/NT19_Rのプライマーセットを用いて PCR法で増幅し

た。PCRで増幅したこれらの配列を XhoIと BglIIまたは EcoRIとNotIで切断し、

pCAGGS-ECFP の XhoI/BglII または EcoRI/NotI サイトにサブクローニングし、

pCAGGS-ECFP-RAPEL および RAPEL のトランケーション変異体を作製した。

RAPEL-M11の二つのリジンをグルタミン酸に置換した変異体 (RAPEL-M11 EE、

EK、KE) の作製は、EE_F/EE_R、EK_F/EK_R、KE_F/KE_R のオリゴヌクレオ

チドのセットを 95°Cでアニールした後 XhoIと NotIで切断し、pCAGGS-CFPに
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サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て pCAGGS-CFP-RAPEL-M11 EE 、

pCAGGS-CFP-RAPEL-M11 EK、pCAGGS-CFP-RAPEL-M11 KEを作製した。p110γ 

ΔRAPELの cDNAは ΔRAPEL_F/PI3K_Rのプライマーセットを用いて PCR法で

増幅した。増幅した配列を XhoIと NotIで切断し、pCXN2-3×HAの XhoI/NotIサ

イトにサブクローニングして pCXN2-3×HA-p110γ ΔRAPELを作製した。全長の

p110γ変異体である p110γ KE、EKおよび EEの cDNAは、p110γ KE_F/ p110γ KE 

_R、p110γ EK_F/ p110γ EK _R、p110γ EE_F/ p110γ EE _Rのプライマーセットを

用いて pBlueScript II SK(+)-p110γをテンプレートに PCR法で増幅した。PCR産

物を DpnIで 37°Cで 2時間消化し、エタノール沈殿後の PCR産物に滅菌蒸留水

を加えて再懸濁した。2×Rapid Ligation Kit (Roche) と T4 Polynucleotide Kinase (東

洋紡、大阪、日本) を加えて 37°Cで 2時間インキュベートし、コンピテントセ

ルを形質転換して pBlueScript II SK(+)-p110γ KE、pBlueScript II SK(+)-p110γ EK、

pBlueScript II SK(+)-p110γ EEを得た。これらのプラスミドを XhoIと NotIで切断

し、 pCXN2-3×HA-p110γ の XhoI/NotI サイトにサブクローニングして

pCXN2-3×HA-p110γ KE、pCXN2-3×HA-p110γ EK、pCXN2-3×HA-p110γ EEを作

製した。 

	 PCR 法で増幅したすべての PCR 産物は、pCR-BluntII-TOPO ベクターまたは

pCR2.1-TOPO ベクター  (Life Technologies) に組み込み、コンピテントセル 

(JM109 株) を形質転換した。形質転換したコンピテントセルに super optimal 

broth with catabolite repression (SOC) 培地を加えて 37°Cで 1時間振盪し、40 µg/ml

カナマイシン含有 Lysogeny Broth (LB) プレート上で一晩培養した。得られたコ

ロニーを 40 µg/mlカナマイシン含有 LB培地で振盪後、AxyPrepTM Plasmid DNA 

Purification Miniprep Kit (Axygen, Union City, CA, USA) または FastGene Plasmid 

Mini Kit (日本ジェネティクス、東京、日本) を用いてプラスミドを精製し、シー

ケンス解析にて配列を確認した。シーケンス解析にはM13 forward/reverse primer

を用い、北海道システムサイエンス株式会社 (札幌、日本) または北海道大学遺

伝子病制御研究所 (札幌、日本) に依頼した。データの解析は DNA Dynamo (Blue 

Tractor Software, UK) を用いた。 

 

蛍光顕微鏡観察  

	 ワイドフィールド顕微鏡観察は、BioPoint MAC 6000フィルターおよびシャッ

ターコントロールユニット (Ludl Electronic Products, Hawthorne. NY, USA)、電動
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XY ステージ (中央精機株式会社、東京、日本) 、冷却 electron multiplying 

charge-coupled device (EMCCD) カメラ Rolera EM-C2 (QImaging, Surrey, BC, 

Canada) を搭載した倒立型リサーチ顕微鏡 IX-83 (オリンパス株式会社、東京、

日本) を用いた。励起光源は SOLA Light Engine (Lumencor, Beaverton, OR, USA) 

を用い、各蛍光に対する励起および蛍光フィルターは以下の組み合わせを用い

た。CFP: FF-02-438/24および FF01-483/32 (Semrock, Rochester, NY, USA)。GFP、

FITC、Alexa Fluor 488: BP470-490 および BP510-550 (オリンパス )。YFP: 

FF01-500/24-25 および FF01-542/27 (Semrock)。 FRET: FF02-438/24 および

FF01-542/27。mRFP、TagRFP、Alexa Fluor 546、Alexa Fluor 594: BP520-550およ

び BA580IF (オリンパス)。対物レンズは開口数 1.35の 60倍油浸対物レンズまた

は開口数 0.75の 20倍対物レンズ (オリンパス) を使用し、サンプル周囲環境は

Chamlideインキュベーターシステム (Live cell instrument, Soul, Korea) を用いて

温調した。顕微鏡および周辺機器の制御にはMetaMorphソフトウェア (Universal 

Imaging, West Chester, PA, USA) を用いた。共焦点顕微鏡観察には FLUOVIEW 

FV10i (オリンパス)、または sDISK spinning disk confocal microscope (Andor 

Technology Belfast, UK) を搭載した IX-83を用いた。sDISKの励起光源は 405 nm、

488 nm、561 nm、633 nm のレーザーを搭載したレーザーモジュール (Spectral 

Applied Research, Hamilton, ON, Canada) を用い、CFP、YFP、TagRFPに対する励

起および蛍光フィルターはワイドフィールド顕微鏡と同様の組み合わせを使用

した。 

 

蛍光タンパク質再構成法  (bimolecular fluorescence complementation, BiFC) 

による Ras-PI3K複合体のライブセルイメージング  

	 1 mM HClで 10倍希釈した Cellmatrix Type I-C (新田ゼラチン株式会社、大阪、

日本) でコラーゲンコート処理をした 35 mmガラスベースディッシュ (AGCテ

クノグラス株式会社、静岡、日本) に細胞を播種し、37°C で 24 時間培養した。

pCAGGS-Venus-NT-H-Ras-WT (VN-Ras) 1 µgと pCXN2-Flag-PI3KRBD-Venus-CT 

(PI3KRBD-VC) もしくは pCXN2-Flag-PI3KRBDΔRAPEL-Venus-CT 0.1 µgを遺伝

子導入し、37°Cで 24時間培養した。血清飢餓処理のために、フェノールレッド

不含 DMEM/F12培地 (Life Technologies) に置換して 4時間培養した。37°Cに温

調したディスク式共焦点顕微鏡 (sDISK) を用いてタイムラプス撮影を行い、撮

影開始 10分後に終濃度 100 ng/mlの EGFを添加し、さらに 60分間観察した。 
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Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行の定量  

	 Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行を解析するために、VN-Ras、PI3K 

RBD-VC および TagRFP-EEA-1 を発現させた細胞をディスク式共焦点顕微鏡 

(sDISK) で撮影した。取得した画像のバックグラウンドシグナルを引き、

MetaMorphモジュールの TopHatを用いて BiFCシグナル (Ras-PI3K複合体) と

TagRFP シグナル (EEA-1) からなる小胞構造を抽出した。MetaMorph モジュー

ルのMeasure Colocalizationを用いてRas-PI3K複合体と EEA-1が共局在する面積

を定量した。 

 

エンドサイトーシスの評価  

	 Alexa Fluor 546 で標識されたデキストランはクラスリン非依存性エンドサイ

トーシスの評価に使用し、トランスフェリンはクラスリン依存性エンドサイト

ーシスの評価に使用した。コラーゲンコート処理をした 35 mmガラスベースデ

ィッシュに細胞を播種し、細胞密度が 70%程度になるまで培養した。終濃度 500 

µg/mlのデキストランまたはトランスフェリンを細胞に加え、デキストランは 10

分間、トランスフェリンは 30 分間 37°C でインキュベートした。冷却した PBS

で細胞を 1 回洗浄後、細胞膜表面のデキストランおよびトランスフェリンを除

去するために Acid buffer (0.2 M glycine, 150 mM NaCl) (Kameyama et al., 2007) を

加えて室温で 30秒間インキュベートした。これを 2回繰り返し、PBSで 2回洗

浄後 3%パラホルムアルデヒドで固定した。PBS で洗浄後に蛍光顕微鏡 (IX-83) 

を用いて観察した。得られた蛍光画像のバックグラウンドシグナルを引き、細

胞内の蛍光強度の総和をMetaMorphソフトウェアで定量した。 

 

蛍光免疫染色法  

	 細胞に 3%パラホルムアルデヒドを加えて室温で 15 分間インキュベートし、

細胞を固定した。PBSで洗浄後、0.1% Triton X-100を加えて室温で 4分間透過

処理をした。PBT (0.1%ウシ血清アルブミン  (bovine serum albmin, BSA)、

0.05%Triton X-100含有 PBS) で洗浄後、1%BSAを加えて室温で 30分間ブロッ

キング処理をした。PBTで洗浄後、一次抗体 (抗 NP抗体: 1/1,000、抗 HA抗体: 

1:1,000、抗 EEA-1抗体: 1:1,000) を加えて 4°Cで一晩インキュベートした。翌日

PBTで洗浄後、各一次抗体に対するAlexa Fluor 594/647 標識二次抗体 (1:250) を

加え、遮光して室温で 1時間インキュベートした。PBT、PBSで洗浄後、蛍光顕
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微鏡 (IX-83) または共焦点レーザー顕微鏡 FV10iで観察した。 

 

インフルエンザウイルスの調製  

	 感 染多重度  (multiplicity of infection, MOI) が一細胞あたり 0.0001 

plaque-forming unit (PFU) になるように、A型インフルエンザウイルス (A/Puerto 

Rico/8/34, H1N1; PR8) 株をMDCK細胞に添加して 37°Cで 48時間インキュベー

トした。細胞を超遠心してウイルスを単離し、PBSで懸濁後使用時まで-80°Cで

保存した。ウイルス液に含まれる感染性ウイルスの量はプラークアッセイによ

って評価した。12ウェルプレートにMDCK細胞を播種してコンフルエントにし

た後、ウイルス感染細胞の培養上清を加えてインキュベートした。1時間後に上

清を取り除き、細胞を 1%Bacto-agar (Sigma-Aldrich) および 5 mg/mlトリプシン 

(Sigma-Aldrich) 含有MEMで覆った。5%CO2存在下で 37°Cで 2日間インキュベ

ートした後、プラーク数をカウントした。 

 

蛍光免疫染色法を用いたインフルエンザウイルスの細胞への侵入および

感染の評価  

	 コラーゲンコート処理をした 35 mmガラスベースディッシュに細胞を播種し、

細胞密度が 70%程度になるまで培養した。A 型インフルエンザウイルスを MOI 

10 PFU/cell (侵入評価) または MOI 1 PFU/cell (感染評価) になるように MEM 

(MEM [no glutamine], 3.75%BSA, 3.75%NaHCO3, MEM amino acid, MEM vitamin, 

100 mM L-glutamine) に加え、このウイルス液を細胞に添加した。ウイルスの侵

入評価は 37°Cで 1時間、感染評価は 37°C で 4時間インキュベートした。PBS

と Acid bufferで洗浄後、3%パラホルムアルデヒドを加えて室温で 15分間イン

キュベートし、細胞を固定した。ウイルスの侵入評価は抗 NP抗体 (1:2,000) お

よび抗 Rab7抗体 (1:500)、感染評価は抗 NP抗体 (1:2,000) で免疫染色し、細胞

の核は Hoechst 33342で染色した。細胞へのウイルスの侵入は、共焦点レーザー

顕微鏡 (FV10i) で細胞の上から下まで 0.6 µm間隔で撮影した。MetaMorphモジ

ュールの Granularityを用いて NPと Rab7の小胞を抽出し、MetaMorphモジュー

ルのMeasure Cololizationを用いて両者の共局在の面積を定量した。細胞のウイ

ルス感染は、蛍光顕微鏡 (IX-83) で NPの蛍光画像を取得し、Measure Cololization

を用いて核内の NPの蛍光強度を定量した。 
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ウエスタンブロッティング  

	 EGF 処理の細胞は、無血清培地で 4 時間培養して血清飢餓処理をした後、終

濃度 100 ng/ml の EGF を添加して 37°C で 30 分間インキュベートし、

Radio-immunoprecipitation Assay (RIPA) buffer [50 mM Tris-HCl (pH7.4), 150 mM 

NaCl, 1 mM  EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1 mM 

Na3VO4] で可溶化した。細胞を氷上に 30 分間静置した後、4°C、20,000 × g で

10 分間遠心して上清を回収し、SDS-PAGE にて展開した。展開したタンパク質

を polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 (Millipore, Darmstadt, Germany) に転写し

た後、PVDF膜を 0.1% polyoxyethylenesorbitan monolaurate含有トリス緩衝生理食

塩水 (Tris-buffered saline, TBS-T) で希釈した 5%スキムミルクで 1時間ブロッキ

ング処理をした。TBS-Tで希釈した一次抗体 (抗 GST抗体: 1:1,000、抗 Ras抗体: 

1:1,000、抗 Akt抗体: 1:1,000、抗リン酸化 Akt抗体: 1:1,000、抗 Erk抗体: 1:1,000、

抗リン酸化 Erk抗体: 1:1,000、抗 β-actin抗体: 1:2,500) と PVDF膜をハイブリ・

バッグに入れて室温で 2 時間振盪後、4°C で一晩振盪した。PVDF 膜を TBS-T

で 3 回洗浄し、HRP 標識二次抗体 (1:5,000) に入れて室温で 1 時間振盪した。

TBS-Tで 3回洗浄後、ECL Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) を

用いて LAS-1000UVminiイメージアナライザー (富士フィルム、東京、日本) で

検出した。  

 

プルダウンアッセイ  

	 6ウェルプレートに HEK293T細胞を 6×105 cells/ wellで播種し、24時間後に遺

伝子導入してさらに24時間培養した。細胞を lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH7.4), 

150 mM NaCl, 1 mM  EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% sodium 

deoxycholate, 1 mM Na3VO4] で可溶化して氷上に 30分間静置し、4°Cで 20,000 × 

g 10 分間遠心して上清を回収した。上清を glutathione Sepharose beads (GE 

Healthcare) とともに 4°Cで 1時間インキュベートした。4°C 500 × gで 3分間遠

心して上清を取り除き、lysis bufferで洗浄した。この洗浄過程を 3回繰り返して

上清を取り除き、2×SDS sample bufferで溶出した。95°Cで 5分間熱変性させて

遠心し、上清をウエスタンブロッティングに用いた。 
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ペプチド合成  

	 本研究で使用したペプチドは 9-fluorenulmethyloxycarbonyl-固相合成法によっ

て合成され、fluorescein-5-isothiocyanate (FITC) でラベルした。合成ペプチドの

正確性は飛行時間型質量分析法によって確認された。ペプチド合成と精製は

BEX (東京、日本) によって行われた。ペプチド導入実験は、コラーゲンでコー

トした 35 mm ガラスベースディッシュに 1×105 cell の MDCK 細胞または

HEK293T 細胞を播種し、70%程度の細胞密度になるまで培養した。ディッシュ

を PBSで 3回洗浄後、100 µMのペプチドを含む無血清の DMEMを入れ、37°C

で 1時間インキュベートした。細胞を PBSで 3回洗浄し、さらに 37°Cで 23時

間インキュベートした。 

 

統計解析手法  

得られたデータは、3回の独立した試行から得られた平均±標準誤差で示した。2

群の平均の差の比較は、分散分析を行った後にスチューデントの t-検定 (パラメ

トリック手法) またはウェルチの t-検定 (ノンパラメトリック手法) を行った。2

群以上の多群の比較は一元配置分散分析 (one-way analysis of variance, one-way 

ANOVA) とテューキーの HSD検定を用いた。時系列データの比較は、2群間は

多変量分散分析  (multivariate-analysis of variance, MANOVA)、2 群以上は

MANOVAとボンフェローニ法を用いた。有意水準は P < 0.05とし P値を図中に
*で示した。 
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表 1: 第 1章で用いたプライマー  
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【結果】 
PI3Kは Ras-PI3K複合体のエンドソーム局在を制御する配列を有する  

	 これまで Ras と標的因子の複合体は細胞膜で機能すると考えられてきたが、

当研究室の先行研究から、Ras-PI3K 複合体は Raf や RalGDS といった他の Ras

の標的因子とは異なり、EGF 刺激依存的に細胞膜からエンドソームに移行し、

エンドソーム上で活性化することが報告されている (Tsutsumi et al., 2009)。さら

に、エンドソーム上で活性化した Ras-PI3Kシグナルがクラスリン非依存性エン

ドサイトーシスやインフルエンザウイルスの感染を促進することが明らかにな

っている (Fujioka et al., 2011)。しかし、EGF刺激依存的に Ras-PI3K複合体がエ

ンドソーム移行する分子メカニズムは未知であったため、本研究はその分子メ

カニズムを明らかにすることを目指した。はじめに、Rasの主な標的因子である

Raf (c-Raf1、B-Raf、A-Raf)、PI3K (PI3Kp110α、p110β、p110γ、p110δ)、RalGEF 

(RalGDS、Rlf、Rgl1、Rgl2、Rgl3) の RBD のアミノ酸配列を比較した。アミノ

酸配列は NCBI Protein Databaseから入手し、NCBI Conserved Domain Databaseを

用いてRBDを同定し、ClustalWの多重配列アライメントにより比較した (図 1A)。

その結果、それぞれのファミリーメンバーは別の姉妹群を形成しており、PI3K

群は Raf群と RalGEF群の外群だった (図 1B)。これは、PI3Kの RBDは進化的

にRafやRalGEFのRBDとは異なることを示している。次に PI3K p110α、p110β、

p110γ の RBD のアミノ酸配列を c-Raf1 および RalGDS と比較したところ、

PI3KRBDはN末端の 28アミノ酸に特徴的な配列を有していた (図 1A)。さらに、

PI3KRBDの N末端の 28アミノ酸領域は高い相同性を有していた (図 1C)。この

ことから、N 末端の 28 アミノ酸が PI3K に特異的な局在制御を担う保存された

配列であり、Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を制御することが示唆された。 

	 そこで、PI3K p110γRBD (以後 PI3KRBDと呼ぶ) の N末端の 28アミノ酸が欠

損した変異型 PI3KRBD を作製し、蛍光タンパク質再構成法  (bimolecular 

fluorescence complementation assay, BiFC法) を用いて Ras-PI3KRBD複合体の挙

動を評価した。EGF刺激前は、野生型と変異型 PI3KRBDは両者とも細胞膜に局

在していた。Rasと野生型 PI3KRBDの複合体はこれまでの報告どおり (Tsutsumi 

et al., 2009)、EGF刺激後にエンドソームへの移行が観察された (図 2A上段)。一

方、変異型 PI3KRBDと Rasの複合体はエンドソームへの移行がほとんど認めら

れず、核周囲での集積が観察された (図 2A下段)。次に Ras-PI3K複合体のエン

ドソーム移行を定量解析するために、TagRFPを融合させた EEA-1で初期エンド
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ソームを可視化してタイムラプス観察を行った。観察開始 10分後に EGFで刺激

してさらに 60 分間観察し、Ras-PI3K 複合体と EEA-1 の共局在の経時変化を定

量した。その結果、野生型 PI3KRBDは EGF刺激後に EEA-1と Ras-PI3K複合体

の共局在が有意に増加していたのに対し、変異型は共局在がほとんど認められ

なかった (図 2B)。また、全長の野生型 PI3K p110γ (PI3Kγ) の場合も EGF依存

的に Ras とエンドソーム上で共局在するのに対して、28 アミノ酸を欠損した変

異型 PI3Kγはエンドソームへの局在が抑制された (図 2C、D)。次に、28アミノ

酸が欠損した変異型 RBDの Ras結合能をプルダウンアッセイによって検証した

ところ、変異型 RBDは野生型と同程度の Ras結合能を有していた (図 3A、B)。

これらの結果から、PI3KRBDの N末端の 28アミノ酸は Ras結合能には影響せ

ずに Ras-PI3K 複合体の局在を制御する機能を持つことが示唆された。そこで、

PI3KRBDの特徴的な 28アミノ酸を Ras-PI3K エンドソーム局在配列 (Ras-PI3K 

endosomal localization sequence, RAPEL) と命名した。以後 PI3Kの 28アミノ酸を

RAPELと呼ぶ。 
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図 1: PI3Kは RBDの N末端に特徴的な配列を有する  

A) Rasの標的因子の RBDアミノ酸配列の多重整列。“・”は低いホモロジー、“：”は高

いホモロジー、 “ * ”は同一のアミノ酸を示す。 

B) Ras の標的因子の RBD のアミノ酸配列を ClustalW を用いて解析し、有根系統樹 

(UPGMA) を示した。それぞれの分子の accession numberは分子名の右に示した。 

C) p110α、p110β、p110γの N末端 28アミノ酸の多重整列。 
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図 2: PI3KRBDの特徴的な配列 RAPELは Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行に

必須な配列である   

A) Cos-1細胞に TagRFP-EEA-1とVN-H-Rasおよび PI3KRBD-wild-type (WT)-VCもしく

は ΔRAPEL-VCの発現ベクターを導入して 24時間培養した。4時間血清飢餓処理後

に 100 ng/mlの EGFで刺激し、共焦点顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。画像

は EGF刺激後 30分を示す。 (Bar = 10 µm) 

B) 画像解析ソフトMetaMorphを用いて EEA-1とRas-PI3K複合体の小胞構造を抽出し、

共局在の面積をプロットした。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差

を示す (n ≥ 20)。P < 0.0001 (MANOVA)。 

C) EGFP-H-RasV12 および HA-PI3KWT もしくは HA-PI3KΔRAPEL を遺伝子導入した

Cos-1細胞を 3%パラホルムアルデヒドで固定し、抗 HA抗体および抗 EEA-1抗体で

免疫染色した。Entire image 内の四角い領域を拡大し、画像内の黄色い矢頭は

PI3KWT、EEA-1、H-RasV12が共局在する小胞を示す。(Bar = 10 µm) 

D) 画像解析ソフト MetaMorphの Granularityモジュールを用いて、EEA-1と PI3Kの画

像から小胞構造を抽出し、共局在の面積をプロットした。3 回の独立した実験を行

い、データは平均±標準誤差を示す。P < 1×10-6 (Student’s t-test)。 
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図 3: RAPELが欠損した PI3KRBDも Ras結合能を有する  

A) HEK293T 細 胞 に Venus-H-RasV12 と GST 、 GST-PI3KRBDWT も し く は

GST-PI3KΔRAPEL を導入し、24 時間培養後に細胞可溶化液を回収した。細胞可溶

化液に glutathione Sepharose 4B Beadsを加えて 1時間インキュベートし、lysis buffer

で洗浄後 SDS sample bufferで懸濁した。沈降物と細胞可溶化液を、抗 GST抗体と

抗 Ras抗体を用いてウエスタンブロッティングで検出した。 

B) 沈降物の抗 Ras抗体のブロットの輝度を定量したグラフ。3回の独立した実験を行

い、データは平均±標準誤差を示す。P = 0.400 (Student’s t-test)。 
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RAPEL の過剰発現はクラスリン非依存性エンドサイトーシスと Ras-PI3K

複合体のエンドソーム移行を抑制する  

	 調節ドメインを含むタンパク質断片の過剰発現は上流因子を捕捉して下流へ

のシグナル伝達を阻害する効果をもつことがあり、ドミナントネガティブ効果

と呼ばれる。もし RAPEL が Ras-PI3K シグナルの時空間的制御に関与するなら

ば、RAPELの過剰発現が Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を抑制し、これに

よりエンドサイトーシスが抑制されるのではないかと考えた。そこで CFP を融

合させた RAPEL 発現プラスミドを MDCK 細胞に遺伝子導入し、クラスリン非

依存性エンドサイトーシスで取り込まれる蛍光標識デキストラン (分子量 10 

kDa) を取り込ませてその取り込み量を定量した。その結果、RAPEL が過剰発

現したMDCK細胞はコントロール細胞と比較して有意にデキストランの取り込

みが抑制された (図 4A、B)。A549細胞、Cos-1細胞、HEK293T細胞においても

同様の現象が認められた。(図 4B)。一方、RAPELの過剰発現はクラスリン依存

性エンドサイトーシスで取り込まれるトランスフェリンの取り込みには影響を

与えず、RAPELはクラスリン非依存性エンドサイトーシスのみを制御すること

が示された (図 4C、D)。次に、CFP-RAPELを発現させた Cos-1細胞の Ras-PI3K

複合体のエンドソーム移行を評価したところ、RAPEL の過剰発現により

Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行も抑制されることがわかった (図 5A、B)。

これらの結果から、RAPELの過剰発現はクラスリン非依存性エンドサイトーシ

スと Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行に対してドミナントネガティブ効果を

もつことが示された。 
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図 4: RAPELの過剰発現はクラスリン非依存性エンドサイトーシスに対してドミ

ナントネガティブ効果を有する  

A) MDCK細胞、A549細胞、Cos-1細胞、HEK293T細胞に CFPまたは CFP-RAPELを

導入して 24時間培養し、500 µg/mlの Alexa Fluor 546標識デキストランを加えて 10

分間インキュベートした。細胞を Acid bufferと PBSで洗浄し、3%パラホルムアル

デヒドで固定して蛍光顕微鏡で観察した。画像は MDCK細胞。(Bar = 10 µm) 

B) 解析ソフト MetaMorphを用いて細胞内のデキストラン由来の蛍光強度を測定し、こ

れを取り込み量とした。コントロール細胞に対する取り込み量比をプロットした。

3 回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す  (n ≥ 30)。P < 1×10-5 

(Student’s t-test)。 

C) MDCK細胞、A549細胞、Cos-1細胞、HEK293T細胞に Aと同様の方法で 500 µg/ml

の Alexa Fluor 546標識トランスフェリンを取り込ませ、洗浄、固定後に蛍光顕微鏡

で観察した。画像は MDCK細胞。(Bar = 10 µm) 

D) C と同様の方法で画像を解析し、コントロール細胞に対する取り込み量比をプロッ

トした。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す  (n ≥ 30)。 
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図 5: RAPELの過剰発現は Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行に対してドミナン

トネガティブ効果を有する  

A) Cos-1細胞に TagRFP-EEA-1、VN-H-Ras、PI3KRBD-WT-VCとCFPまたはCFP-RAPEL

の発現ベクターを遺伝子導入して 24 時間培養した。4 時間血清飢餓処理後に 100 

ng/mlの EGFで刺激し、共焦点顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。画像は EGF

刺激後 30分を示す。 (Bar = 10 µm) 

B) EEA-1と Ras-PI3K複合体の小胞構造を抽出し、共局在の面積をプロットした。3回

の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す  (n ≥ 15)。P = 0.0004 

(MANOVA)。 
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RAPELの過剰発現はインフルエンザウイルスの侵入と感染を抑制する  

	 当研究室はこれまでに、A 型インフルエンザウイルスがクラスリン依存性エ

ンドサイトーシスだけでなく非依存性エンドサイトーシスの経路も利用して宿

主細胞に侵入し、後者の経路を介した侵入と感染には Ras-PI3Kシグナルが重要

な役割を担うことを報告している (Fujioka et al., 2011; Fujioka et al., 2013)。次に、

RAPELの過剰発現がインフルエンザウイルスの細胞への侵入および感染を阻害

するかを検証した。CFP-RAPEL を発現させた MDCK 細胞にウイルスを感染さ

せ 4 時間後に細胞を固定した。細胞核内で複製されたウイルス核タンパク質 

(NP) を蛍光免疫染色法によって可視化し、核内の NP の蛍光強度を定量してウ

イルス感染を評価した。その結果、コントロール細胞と比較して、RAPEL発現

細胞は NP の蛍光強度が低く、RAPEL の過剰発現によりウイルス感染が抑制さ

れた (図 6A、B)。A549細胞、Cos-1細胞、HEK293T細胞においてもウイルス感

染の抑制が見られた (図 6B)。次にウイルス粒子の侵入を評価するために、

CFP-RAPELを発現させたMDCK細胞に高力価のウイルスを添加し、1時間イン

キュベートした。細胞をパラホルムアルデヒドで固定後、抗 NP抗体と後期エン

ドソームのマーカーである抗 Rab7抗体を用いて免疫染色した。細胞内の NPと

Rab7 の共局在を定量した結果、コントロール細胞と比較して RAPEL 過剰発現

細胞はNPとRab7の共局在が有意に減少した（図6C）。これらの結果から、RAPEL

の過剰発現により細胞のウイルス侵入および感染が抑制されることが示された。

Ras-PI3K複合体が EGF刺激依存的にエンドソームに移行し、インフルエンザウ

イルスの取り込みを促進するという先行研究の結果と、RAPELの過剰発現によ

り Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行が抑制された (図 5A、B) ことから、

RAPELがウイルスの細胞内への侵入と感染を防ぐ効果を有することが示唆され

た。興味深いことに、RAPELの過剰発現は EGFによる Rasの活性化には影響を

与えず、Rasの下流因子であるMAPK/ERKのリン酸化および Aktのリン酸化に

も影響を与えなかった (図 7A-C)。以上の結果から、RAPEL は細胞膜から発信

される Rasや Rasの下流のシグナル伝達に影響することなく、Ras-PI3K複合体

のエンドソーム移行とエンドサイトーシスを阻害することが示唆された。 
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図 6: RAPELの過剰発現により細胞のインフルエンザウイルス侵入と感染が抑制

される  

A) MDCK 細胞、A549 細胞、Cos-1 細胞、HEK293T 細胞に CFP または CFP-RAPEL

を導入して 24時間培養し、MOIが 1 PFU/cellの PR8を細胞に加えて 4時間インキ

ュベートし、細胞に感染させた。細胞を 3%パラホルムアルデヒドで固定後、抗

NP抗体を用いて免疫染色し、蛍光顕微鏡で観察した。画像は MDCK細胞。(Bar = 

10 µm) 

B) 核内の NPの蛍光強度を定量し、コントロール細胞に対する蛍光強度比をプロット

した。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 55)。*P < 1 

× 10-5 (Student’s t-test)。 

C) MDCK 細胞に CFP または CFP-RAPEL を導入して 24 時間培養し、MOI が 10 

PFU/cellの PR8を細胞に加えて 1時間インキュベートした。細胞を 3%パラホルム

アルデヒドで固定後、抗 NP抗体と抗 Rab7抗体を用いて免疫染色し、共焦点顕微

鏡で観察した。Z-stack画像を取得し、各画像の NPと Rab7の共局在の総面積を定

量した。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 20)。*P < 

0.005 (Student’s t-test)。 
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図 7: RAPELの過剰発現は Rasとその下流因子の活性化に影響を与えない  

A) Cos-1細胞に Raichu-Rasと RFPまたは RFP-RAPELを導入して 24時間培養し、蛍光

顕微鏡でタイムラプス観察した。100 ng/mlの EGFで刺激した時間を 0とし、規格

化した emission ratio (FRET/CFP) をプロットした。emission ratioは Rasの活性化を

あらわす。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 15)。P = 

0.6074 (MANOVA)。 

B) Cos-1細胞に CFPまたは CFP-RAPELを導入し、24時間培養後に 100 ng/mlの EGF

で刺激した。刺激から 30 分後に lysis buffer で細胞を可溶化し、図に示す抗体を用

いてウエスタンブロッティングを行った。 

C) Bのデータから、phospho Akt (phospho ERK) の輝度を total Akt (total ERK) の輝度で

割り、コントロールの EGF (+) を 1として規格化してプロットした。3回の独立し

た実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n = 3)。P値はテューキーの HSD検

定を用いて算出した。 
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RAPELのリジン残基がインフルエンザウイルス感染抑制に重要である  

	 次に、ウイルス感染抑制効果をもつ RAPELの最小アミノ酸配列を同定するた

め、四つのトランケーション変異体を作製した (図 8A)。N末端の 8アミノ酸を

削った C 末端の 20 アミノ酸 (CT20) ペプチドを発現させたところ、RAPEL 全

長と同程度にウイルス感染が抑制された (図 8B、C)。それに対して、N 末端の

8アミノ酸 (NT8) ペプチドとC末端の 9アミノ酸 (CT9) ペプチドではウイルス

感染が抑制されなかった (図 8B、C)。これらの結果から、RAPELの機能には中

央の 11アミノ酸 (M11) が必要であることが示唆された。そこでM11ペプチド

を細胞に過剰発現させてウイルスの感染を評価したところ、RAPEL全長と同程

度のウイルス感染抑制が認められた (図 8B、C)。 

	 さらに、M11 ペプチド内のどのアミノ酸がエンドサイトーシスとウイルス感

染抑制に重要かを検討した。M11 ペプチドは 7 つの非極性アミノ酸、二つの塩

基性アミノ酸 (リジン)、二つの極性アミノ酸 (アスパラギン) で構成される (図

9A)。M11ペプチドのリジン残基の一つは p110α、p110β、p110γに保存されてい

る正電荷のアミノ酸であることから (図 1C)、リジン残基を負電荷のグルタミン

酸に置換した変異体ペプチド (図 9A) を作製してウイルス感染を評価した。そ

の結果、リジン残基の両方あるいはどちらかをグルタミン酸に置換したすべて

の変異体ペプチド (RAPEL-M11-EK、KE、EE) でウイルス感染抑制が減弱した 

(図 9B、C)。 
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図 8: RAPELの機能には中央の 11アミノ酸が必要である   

A) 本実験で使われた RAPEL全長と RAPELトランケーション変異体のアミノ酸配列。 

B) MDCK細胞に CFPまたは CFP-RAPEL全長または CFP-RAPELトランケーション変

異体 (CT20、NT8、CT9、M11) を導入して 24時間培養後、MOIが 1 PFU/cellの PR8

を細胞に加えて 4時間インキュベートし、細胞にウイルスを感染させた。細胞を固

定後に抗 NP抗体を用いて免疫染色し、蛍光顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

C) 核内の NP の蛍光強度を定量し、コントロール細胞に対する蛍光強度比をプロット

した。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 80)。P値は

一元配置分散分析とテューキーの HSD検定を用いて算出した。 
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図 9: 中央の 11アミノ酸のリジン残基が RAPELの機能に重要である  

A) 二つのリジン残基のどちらか一方、あるいは両方をグルタミン酸に置換した

RAPEL-M11変異体と RAPEL-M11のアミノ酸配列。 

B) MDCK 細胞に CFP または CFP-RAPEL-M11 または CFP-RAPEL-M11 変異体 (EK、

KE、EE) を導入して 24 時間培養した。図 8B と同様の方法で PR8を感染させて免

疫染色し、蛍光顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

C) 図 8C と同様の方法で定量し、コントロール細胞に対する蛍光強度比をプロットし

た。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 80)。*P < 0.0001

は一元配置分散分析とテューキーの HSD検定を用いて算出した。 
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RAPELのリジン残基は Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行およびエンド

サイトーシスを制御する  

次に、RAPELのリジン残基が Ras-PI3K複合体の局在とクラスリン非依存性エン

ドサイトーシスを制御するかを検証するため、RAPEL-M11-EK、KE、EE変異体

を過剰発現させた細胞を用いてそれらを評価した。その結果、RAPEL-M11発現

細胞と比較して、EK、KE、EEの変異体では Ras-PI3K複合体のエンドソーム移

行 (図 10A、B) およびデキストランの取り込み (図 11A、B) の抑制が認められ

なくなった。さらに、RAPELのリジン残基が細胞のインフルエンザウイルスの

取り込みに重要であるかを調べるため、PIK3CG (PI3Kγの触媒サブユニットであ

る p110γをコードする遺伝子) が欠損したMEF細胞 (PIK3CG-/-MEF細胞) に野

生型 PI3Kおよび変異型 PI3K (ΔRAPEL、RAPEL-M11-EK、KE、EE) を恒常的

に発現させた細胞株を樹立した。抗 HA 抗体を用いたウエスタンブロッティン

グでそれぞれの PI3Kの発現を確認し (図 12A)、これらの細胞を用いてウイルス

の取り込みを評価した。高力価のウイルスとともに 1 時間インキュベートした

細胞を固定後、抗 NP抗体と抗 Rab7抗体で免疫染色し、共焦点顕微鏡で細胞の

Z スタック画像を取得した。NP と Rab7 が共局在する小胞の面積を定量した結

果、野生型 PI3K発現 PIK3CG-/-MEF細胞は野生型MEF細胞と同程度のウイルス

が細胞に取り込まれた  (図 12B)。一方で、RAPEL 欠損型 PI3K、および

RAPEL-M11-EK、KE、EEの変異型PI3K発現PIK3CG-/-MEF細胞は、PIK3CG-/-MEF

細胞と同程度にウイルスの取り込みが抑制された (図 12B)。以上より、RAPEL

のリジン残基が Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行とその後のクラスリン非依

存性エンドサイトーシスの制御を介したウイルス粒子の取り込みに重要である

ことが示された。 
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図 10: RAPELのリジン残基は Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を制御する   

A) TagRFP-EEA1、VN-H-Ras、PI3KRBD-WT-VCとともに CFPまたは CFP-RAPEL-M11

の野生型、または変異体 (KE、EK、EE) を導入した Cos-1細胞を 4時間血清飢餓処

理後に 100 ng/mlの EGFで刺激し、共焦点顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。

画像は EGF刺激後 30分を示す。 (Bar = 10 µm) 

B) EEA-1と Ras-PI3K複合体の小胞構造を抽出し、共局在の面積をプロットした。3回

の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 10)。P値は MANOVA

とボンフェローニ法を用いて算出した。コントロールに対して P < 0.0001 (M11)、P 

= 0.842 (EK)、P = 0.0959 (KE)、P = 0.4055 (EE)。M11に対して P = 0.0006 (EE)。 
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図 11: RAPELのリジン残基はエンドサイトーシスを制御する   

A) MDCK 細胞に CFP または CFP-RAPEL-M11 または CFP-RAPEL-M11 変異体 (EK、

KE、EE) を導入して 24時間培養した。500 µg/mlの Alexa Fluor 546標識デキストラ

ンを加えて 10分間インキュベートし、Acid bufferと PBSで洗浄後、細胞を固定し

て蛍光顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

B) 細胞内のデキストランの蛍光強度を定量し、コントロール細胞に対する蛍光強度比

をプロットした。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す。*P < 

0.002、**P < 0.0001は一元配置分散分析とテューキーの HSD検定を用いて算出した。 
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図 12: EK、KE、EE変異型 PI3K発現 PIK3CG-/-MEF細胞では細胞のウイルスの取

り込みが回復しない  

A) 7 種類の MEF 細胞の細胞可溶化液を回収し、抗 HA 抗体と抗 β-actin 抗体を用いて

ウエスタンブロッティングで検出した。 

B) 7種類のMEF細胞にMOIが 10 PFU/cellのウイルスを加えて 1時間インキュベート

し、細胞を固定した。抗 NP抗体および抗 Rab7抗体を用いて免疫染色し、共焦点顕

微鏡で観察した。Zスタック画像を取得し、各画像の NPと Rab7の共局在の総面積

を定量した。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 50)。

*P < 0.0001は一元配置分散分析とテューキーの HSD検定を用いて算出した。 
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細胞膜透過型 RAPELペプチドはインフルエンザウイルス感染を抑制する  

	 前項でウイルス感染抑制における RAPEL の最小アミノ酸配列が同定された

ことから、次に細胞膜透過型ペプチド (cell-penetrating peptides, CPPs) を用いた

ペプチド治療薬として RAPEL が応用できるかを検討した。11 個のアルギニン

からなるポリペプチド (R11) は CPPとして用いられており (Futaki et al., 2001)、

これを RAPEL-M11の N末端側に付加した。さらに蛍光色素 FITCを結合するた

めに、RAPEL-M11の C末端側にリジン残基を付加し、そこに FITCを共有結合

させた (図 13A)。変異体である RAPEL-11EE、EK、KE の細胞膜透過型ペプチ

ドも同様の方法で作製した。これらのペプチドを細胞培地に加えて細胞に取り

込ませたところ、細胞内に取り込まれたペプチドが蛍光顕微鏡下で観察された 

(図 13B、図 14A)。次に、R11-RAPEL-M11ペプチドを取り込ませたMDCK細胞

のウイルス感染を、NP抗体を用いて免疫蛍光染色法で評価した。その結果、コ

ントロールと比較して有意にウイルス感染が抑制された (図 13B、C)。また、

HEK293T細胞においても同様の結果が得られた (図 14A、B)。一方で、M11の

リジン残基をグルタミン酸に置換した変異体である R11-RAPEL-M11-EE ペプチ

ドでは顕著なウイルス感染抑制が認められなかった (図 13B、C)。HEK293T 細

胞は R11-RAPEL-M11-EE ペプチドによって 20%程度ウイルス感染が抑制された

が、その抑制効果は野生型 M11 のペプチドよりも低かった (図 14A、B)。以上

の結果から、CPPを付加した R11-RAPEL-M11ペプチドは A型インフルエンザウ

イルスに対するペプチド治療薬として応用できることが示された。 
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図 13: R11-RAPEL-M11ペプチドは細胞のウイルス感染を抑制する  

A) 合成ペプチド R11-RAPEL-M11と R11-RAPEL-M11-EEのアミノ酸配列。 

B) MDCK 細胞に 100 µM の R11-RAPEL-M11 もしくは R11-RAPEL-M11-EE を加えて 1

時間インキュベートした。PBS で洗浄後、さらに 24 時間インキュベートし、MOI

が 1 PFU/cellの PR8を加えて 4時間インキュベートした。細胞を固定後に抗 NP抗

体を用いて免疫染色し、蛍光顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

C) NPの蛍光強度を定量し、コントロール細胞に対する蛍光強度比をプロットした。3

回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 180)。*P < 0.0001は

一元配置分散分析とテューキーの HSD検定によって算出した。 
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図 14: R11-RAPEL-M11 ペプチドは HEK293T 細胞においてもウイルス感染を抑制

する  

A) HEK293T 細胞を用いて、図 13B と同様の方法でペプチドを取り込ませた後、PR8

を感染させて免疫染色を行った。(Bar = 10 µm) 

B) 図 13Cと同様の方法で解析し、コントロール細胞に対する NPの蛍光強度比をプロ

ットした。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 1400)。

*P < 0.0001は一元配置分散分析とテューキーの HSD検定によって算出した。 
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【考察】 
	 本研究の結果から、PI3Kは RBDの N末端に Ras-PI3K複合体のエンドソーム

移行を制御する配列を有することが明らかになり、この配列を RAPELと命名し

た。RAPELの過剰発現は Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行とクラスリン非依

存性エンドサイトーシスを抑制し、さらにエンドサイトーシスを介して細胞内

に侵入する A 型インフルエンザウイルスの侵入と感染を抑制することが明らか

になった (図 15)。細胞膜透過性を付加した RAPEL の合成ペプチドを細胞に導

入した場合も過剰発現と同様に細胞のウイルス感染が抑制され、将来的なペプ

チド治療薬としての RAPELの有用性が示された。 

	 本研究はクラス IB の触媒サブユニットである p110γ を用いて実験を行い、

Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在を制御する RAPEL を見出した。RBD を持

つ他の PI3Kのアイソフォームに関しては、クラス IAの p110αと p110βは高い

相同性を有し、RAPELの機能に重要な二つのリジン残基のうち一つを有してい

た (図 1C)。一方、クラス IAの p110δ、クラス IIの PI3K-C2α、PI3K-C2β、PI3K-C2γ

はある程度の相同性を有しているものの、リジン残基は存在しなかった。この

ことから、PI3Kのアイソフォームのうち p110αと p110βは p110γと同様の機能

を有することが示唆される。 

	 CPP と総称される膜透過性ペプチドは、そのままでは細胞膜を透過すること

ができない生理活性物質に結合させることで生理活性物質を細胞外から細胞内

に導入することができ、近年がんや神経変性疾患の治療に応用され始めている。

100種類を超える CPP が報告されており、塩基性の HIV-1の Tatタンパク質由

来のペプチド (Frankel and Pabo, 1988) やポリアルギニンペプチド (Tünnemann 

et al., 2008)、mastopalan と galanin からなる両親媒性のキメラペプチドである

transportan (Pooga et al., 1998)、疎水性の合成ペプチドである Pep-7 (Gao et al., 

2002) など、特性も様々である。本研究で用いられたポリアルギニンペプチドは

非常に効率良く細胞内に移行し、最も利用される CPP の一つである。ポリアル

ギニンペプチドが細胞内に移行するメカニズムは、アルギニンの側鎖のグアニ

ジノ基と細胞膜表面のプロテオグリカンの硫酸基が水素結合することでペプチ

ドが細胞膜に吸着すると考えられており (Rothbard et al., 2004)、その後大部分が

マクロピノサイト−シスによって取り込まれ (Nakase et al., 2008)、一部は直接膜

透過すると報告されている  (Sakai and Matile, 2003)。本研究では、

R11-RAPEL-M11 ペプチドを導入してから 24 時間後にウイルスを感染させたと
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ころ、有意なウイルス感染抑制が認められた。しかし、ペプチドが細胞内に移

行した後どのようにして細胞質内にとどまるのか、またペプチドの効果の持続

時間は明らかになっていない。R11-RAPEL-M11 ペプチドがドミナントネガティ

ブ効果によりウイルス感染を抑制するには、ペプチドが分解されずに細胞質内

にとどまる必要がある。先述の報告のように大部分のペプチドがマクロピノサ

イト−シスで取り込まれる場合、リソソームに到達する前に何らかのメカニズム

でエンドソームから細胞質に放出されていると考えられる。R11-RAPEL-M11 ペ

プチドが細胞膜透過とマクロピノサイト−シスのどちらの経路で主に細胞内に

移行するかは、マクロピノサイト−シスを阻害した状態でペプチドを取り込ませ、

ペプチドの細胞内移行を定量することで明らかにできると考えられる。細胞質

内のR11-RAPEL-M11ペプチドはプロテアソームやオートファジーによって分解

されていると予想されるが、ペプチドによるウイルス感染抑制効果の持続時間

はこれらの機構が活性化し始める時間によって決まり、組織によってその感受

性は異なると考えられる。例えば、プロテアソームはマウスの組織において精

巣や胸腺で活性が高く、肺や心臓、肝臓では活性が低いという報告がある 

(Berkers et al., 2007)。ヒトでは気道上皮から体内に侵入するインフルエンザウイ

ルスにおいて、R11-RAPEL-M11 ペプチドの抑制効果の持続時間は気道上皮細胞

で分解機構が活性化する時間に依存すると考えられる。 

	 A 型インフルエンザウイルスは毎年流行を繰り返し、遺伝子変異による薬剤

耐性化が世界的に問題となっている。現在使用されているインフルエンザウイ

ルスに対する薬剤は、ウイルスの細胞外への出芽を防ぐノイラミニダーゼ阻害

薬であるオセルタミビル、ウイルスの脱殻やエンドソーム膜との融合を阻害す

るアマンタジン、宿主核内での RNA複製を阻害する PB2阻害薬であるファビピ

ラビル、弱毒化あるいは不活性化したワクチンなどが挙げられる。これらの薬

剤は限られた型のウイルスにしか効果がない場合が多く、さらにウイルスの細

胞内への侵入は阻害できないため、遺伝子変異による薬剤耐性株の発生を防ぐ

ことができない。本研究でウイルス感染抑制効果が認められた R11-RAPEL-M11

ペプチドは、エンドサイトーシスを阻害することによって細胞内へのウイルス

の侵入を防ぐことができるため、唯一のウイルス感染予防薬または治療薬とな

る可能性がある。さらに、RAPELはクラスリン非依存性エンドサイトーシスの

みを阻害するため、エンドサイトーシス阻害による副作用も軽減できると考え

られる。実際に、R11-RAPEL-M11 ペプチドを導入しても細胞毒性はほとんど認
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められなかった。インフルエンザウイルスに対する有効なペプチド治療薬開発

のためには、今後はマウスなどの動物モデルを用いて R11-RAPEL-M11ペプチド

の効果をさらに検証していく必要がある。 

	 第 1 章は RAPEL のドミナントネガティブ効果に焦点を当てて研究を進めた。

Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行メカニズムおよびRas-PI3Kシグナリングに

よるエンドサイトーシス制御については、第 2章で詳細に述べる。	  

 
図 15: RAPEL を介した Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行メカニズムおよび

RAPELペプチドによるインフルエンザウイルス感染の抑制  

EGF刺激依存的な Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行は PI3Kの特異的配列 RAPELに

よって制御される。また、RAPEL ペプチドの導入は細胞のインフルエンザウイルス感

染を抑制する。 



 48 

第 2 章  ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用によるエンドサイトー

シス制御機構  

【緒言】  

	 エンドサイトーシスの過程において、エンドソームは初期エンドソーム、後

期エンドソーム、リソソームへと成熟していくが、この時にエンドソーム同士

の融合とエンドソーム内の酸性化が起こる。エンドソーム膜の融合は Rab 

GTPaseやテザリングタンパク質、soluble NSF-attachment protein receptor (SNARE) 

タンパク質によって制御されている (Langemeyer et al., 2018)。例えば、Rab 

GTPase の一つである Rab5 は、初期エンドソーム上でエフェクタータンパク質

の一つである VPS34をリクルートして活性化させる (Shin et al., 2005)。VPS34

によりエンドソーム上に PI(3)P が生成されると、テザリングタンパク質である

EEA-1は FYVEドメインを介して PI(3)Pと結合する (Stenmark et al., 1996)。さ

らにEEA-1はRab5と相互作用することによって初期エンドソームをテザリング

し、SNAREタンパク質とともにエンドソームの融合を促進する (Christoforidis et 

al., 1999)。エンドソームの酸性化は主に、エンドソーム膜に局在するvacuolar (H+) 

ATPase (V-ATPase) が ATP を加水分解してプロトン (H+) をエンドーム内に汲

み入れることによって促進される (Ohkuma et al., 1982)。また、エンドソームの

酸性化には H+以外にも K+や Cl-、Ca2+などのイオンも関与することが報告され

ており、さまざまなイオンによって制御されると考えられている (Scott and 

Gruenberg, 2011)。 

	 ミトコンドリアは主要な ATP 合成と細胞内の代謝の場であり、Ca2+シグナリ

ング (Rizzuto et al., 2012)、脂質の合成や輸送 (Mesmin, 2016)、アポトーシス 

(Wang and Youle, 2009) などの細胞機能にも重要な役割を果たす。これまでミト

コンドリアは単体で機能すると考えられていたが、他の細胞小器官と相互作用

することでさまざまな細胞機能を発揮することが明らかになってきている。例

えば、ミトコンドリアと小胞体が相互作用している膜は mitochondria-associated 

membrane of the endoplasmic reticulum (MAM) と呼ばれ (Vance, 1990)、MAMで

はホスファチジルセリンなどのリン脂質の合成や輸送 (Vance, 2014)、ミトコン

ドリアの分裂 (Friedman et al., 2011)、オートファゴソーム膜の形成 (Hamasaki et 

al., 2013) などが起こる。MAM 上でミトコンドリアとペルオキシソームが相互

作用し、MAMに局在する mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS) が病原

体を認識して活性化した retinoic acid-inducible gene I (RIG-I) -like receptors 
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(RLRs) と結合し、炎症性サイトカインや I型インターフェロンの産生を促進す

るという報告もある (Horner et al., 2011)。 

	 エンドソームに関しても他の細胞小器官との相互作用がいくつか報告されて

いる。例えば、小胞体とエンドソームのコンタクトサイトでは、エンドソーム

がひも状の ER によってくびり切られることによって分裂する (Rowland et al., 

2014)。この分裂を阻害するとリソソームの形態が変化し、リソソームで働く酵

素の輸送に異常が生じることが明らかにされている (Allison et al., 2017)。他にも、

鉄が結合したトランスフェリンを含むエンドソームとミトコンドリアが一過的

に相互作用すると、エンドソーム内部の鉄イオンがミトコンドリアに輸送され

るという報告もある (Das et al., 2016; Sheftel et al., 2007)。上記のような異なる細

胞小器官どうしの相互作用は近年注目されており、これまでにいくつかの組み

合わせの細胞小器官相互作用が報告されているが、その機能や分子メカニズム、

疾患との関連はまだほとんど明らかにされていない。 

	 本研究の第 1章で、RAPELの過剰発現が Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行

を抑制したことから、第 2章ではイーストツーハイブリッド法を用いて RAPEL

結合因子を探索した。その結果、ミトコンドリア外膜のポアタンパク質である

voltage-dependent anion channel 2 (VDAC2) が同定され、VDAC2に注目してさら

に研究を進めた。 

	 哺乳類の VDAC1、VDAC2、VDAC3はそれぞれ異なる染色体にコードされた

パラロガス遺伝子であり、これら三つの塩基配列は約 70%一致する (Sampson et 

al., 1996)。2014年に報告されたゼブラフィッシュの VDAC2の結晶構造解析から、

VDAC2は 19個の β-strandがミトコンドリア外膜に挿入されてポアを形成し、N

末端の α-helixはポアの中に位置するような構造であることが明らかになってい

る (Schredelseker et al., 2014)。また、VDACはミトコンドリア外膜の電位依存性

アニオンチャネルと言われており、N 末端が電位依存性の制御に関与している

と報告されている (Koppel et al., 1998)。しかしアニオンチャネルと名付けられた

が (Schein et al., 1976)、その後 ATP、ADP、NADH、Ca2+などさまざな物質を透

過することが明らかになっている (Pavlov et al., 2005; Zalman et al., 1980)。電位

に応じてポアの大きさが変化して open stateと closed stateの二つの状態をとるが、

これらの状態と物質の選択性については現在も議論が続いている (Colombini, 

2016)。酵母では YVDAC1 と YVDAC2 が存在し、主に YVDAC1 がミトコンド

リアのチャネルとして機能する (Blachly-Dyson et al., 1997)。YVDAC1をコード
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する POR1 遺伝子が欠損した酵母はミトコンドリア呼吸の障害により生育が抑

制されたが、この酵母にマウスの VDAC1、VDAC2、VDAC3の遺伝子を導入す

ると生育が回復した (Dihanich et al., 1987; Sampson et al., 1997)。このことから、

哺乳類の VDACの三つのアイソフォームは同じ機能を持つと考えられている。

しかし、VDAC1と VDAC3のノックアウトマウスはそれぞれミトコンドリアの

機能低下 (Anflous et al., 2001) や不妊症 (Sampson et al., 2001) を引き起こすも

のの生存可能であるのに対して、VDAC2のノックアウトマウスは発生途中で致

死になる (Cheng et al., 2003)。心臓と胸腺のみの VDAC2をノックアウトしたマ

ウスは胎生致死にはならないが、心筋症やアポトーシス経路に障害が起こり短

命であることが報告されている (Raghavan et al., 2012)。これらのことから、

VDAC2は VDAC1や VDAC3では補完できない固有の機能を持っていると考え

られるが、VDAC2の特異的な機能は明らかにされていない。 

	 第 2章では、RAPEL結合因子として同定されたミトコンドリアのVDAC2が、

Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行とクラスリン非依存性エンドサイトーシス

を制御することを明らかにした。Ras-PI3K 複合体が局在するエンドソームとミ

トコンドリアが近接していたことから、ミトコンドリアとエンドソームの相互

作用によるエンドサイトーシス制御が示唆された。そこで生細胞内でミトコン

ドリアとエンドソームを詳細に観察し、EGF刺激によってミトコンドリア−エン

ドソーム間相互作用が促進されることを明らかにした。さらに、VDAC2の過剰

発現によりエンドソームの酸性化が促進されたことからエンドソームの酸性化

に注目し、光遺伝学法により誘導したミトコンドリア−エンドソーム間相互作用

がエンドソームの酸性化を促進することを明らかにした。 
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【方法】 
試薬・抗体  

	 ヒト EGF組換え体タンパク質、Alexa Fluor 546標識デキストラン (10 kDa)、

Alexa Fluor 546標識トランスフェリン、抗 GST抗体、抗 GFP抗体、抗 FlagM2

抗体、Alexa Fluor 594標識抗マウス、Alexa Fluor 647標識抗ラットイムノグロブ

リン G (IgG) 二次抗体、Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗マウスおよび抗ウサ

ギ IgG二次抗体は第 1章と同じものを使用した。Alexa Fluor 488標識抗マウス、

抗ラット、抗ウサギ IgG二次抗体、MitoTrackerTM Red CMXRosは Thermo Fisher 

Scientificから購入した。AcidiFluorTM ORANGE標識デキストランは五稜化学 (札

幌、日本) から購入した。HRP標識抗ヤギ IgG二次抗体は Promega (Madison, WI, 

USA)、HRP 標識抗ラット IgG 二次抗体は Life Technologies から購入した。抗

GFP ウサギ血清は京都大学大学院生命科学研究科生体制御学松田研究室の松田

道行先生から譲与頂いた。抗 HA抗体 (3F10) は Roche、抗 β-actin抗体 (sc-1616) 

は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)、抗 VDAC2抗体 (HPA043475) 

は Atlas Antibodies (Stockholm, Sweden) から購入した。 

 

細胞培養  

	 ヒト胎児由来腎臓上皮細胞株 HEK293T (CRL-11268)、アフリカミドリザル由

来腎臓上皮細胞株 Cos-1 (JCRB9082) は第 1章と同じものを使用した。ヒト上皮

様細胞癌由来細胞株 A431 (CRL-1555)、ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa (CCL-2) 

は American Type Culture Collectionから入手した。は国立研究開法人医薬基盤・

健康・栄養研究所から購入した。細胞培養は第 1章と同様の方法で行った。 

 

遺伝子導入  

	 HEK293T細胞、A431細胞、Cos-1細胞への遺伝子導入は第 1章と同じ方法で

行った。HeLa細胞への遺伝子導入は FuGene HD Transfection Reagent (Roche) を

用いた。OPTI-MEM100 µlにプラスミドとプラスミドの 3倍量の FuGene HDを

加えて混ぜ、室温で 5分間インキュベートして細胞培養液に添加した。CO2イン

キュベーター内で 6時間インキュベートした後、細胞培養液を交換した。 
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プラスミド構築  

	 pCAGGS-VN-H-Ras WT、pCXN2-Flag-p110γRBD-VC (Tsutsumi et al., 2009)、

pCAGGS-CFP、pCMV-TagRFP-EEA-1 (#42635) 、pCAGGS-GSTは第 1章と同じ

ものを用いた。pFX-mito-SECFP は当教室で以前に作製されたものを使用した。

pDsRed-Mito Vector は Clontech (Mountain View, CA, USA) から購入した。

pEGFP-C1-Rab5 は東京大学大学院総合文化研究科坪井研究室の坪井貴司先生か

ら譲与頂いた。mitoATeam1.03 (Imamura et al., 2009) は東京大学大学院工学系研

究科野地研究室の野地博行先生から譲与頂いた。酵母発現ベクターである

pGBKT7 Vectorと pGADT7 Vectorは北海道大学遺伝子病制御研究所プロバイオ

ティクス・イムノロジー研究部門の宮崎忠昭先生から譲与頂いた。 

	 pGADT7-H-Ras-WTは、pCXN2-Flag-H-Ras-WT-IRES-ECFPを NotIで切断後に

Klenow酵素で平滑化した。これをフェノール・クロロホルム処理した後に EcoRI

で切断し、H-Ras-WT の断片を得た。この断片を pGADT7-Vector の EcoRI/SmaI

サイトにサブクローニングした。pGBKT7-PI3KRBDは、PI3KRBD_F/PI3KRBD_R

のプライマーセット (表 2) を用いて PCR法で増幅した。PI3KRBDが EcoRIと

SalI で切り出せるようにプライマーを設計したが、シーケンス解析の結果 SalI

サイトに変異が入っていた。そこで、pCR2.1-TOPO-PI3KRBDを EcoRIで切断し

て得られた PI3KRBD の断片を、アルカリフォスファターゼ処理後の

pGBKT7-Vectorの EcoRIサイトにサブクローニングした。 

	 VDAC1、VDAC2、VDAC3 の cDNA はそれぞれ VDAC1_F/VDAC1_R、

VDAC2_F/VDAC2_R 、VDAC3_F/VDAC3_R のプライマーセットを用いて PCR

法で増幅した。増幅した配列をXhoIとNotIで切断し、pCAGGS-3×HAのXhoI/NotI

サイトにサブクローニングして pCAGGS-3×HA-VDAC1、VDAC2、VDAC3を作

製した。また、増幅した VDAC2の配列を XhoIと NotIで切断し、pCAGGS-Flag

お よ び pFX-SECFP の XhoI/NotI サ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て

pCAGGS-VDAC2-Flagおよび pFX-SECFP-VDAC2を作製した。VDAC2のトラン

ケーション変異体 (1-41aa、39-83aa、82-129aa、124-165aa、163-204aa、202-245aa、

244-269aa 、 267-294aa 、 1-81aa 、 73-149aa 、 143-221aa 、 222-294aa) は 、

VDAC2_F/V2_41_R、V2_39_F/V2_83_R、V2_82_F/V2_129_R、V2_124_F/V2_165_R、

V2_163_F/V2_204_R 、 V2_202_F/V2_245_R 、 V2_244_F/V2_269_R 、

V2_267_F/VDAC2_R 、 VDAC2_F/V2_81_R 、 V2_73_F/V2_149_R 、

V2_143_F/V2_221_R、V2_222_F/VDAC2_Rのプライマーセットを用いて PCR法
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で増幅した。増幅した配列を XhoI と NotI で切断し、pFX-SECFP または

pCAGGS-3×HA の XhoI/NotI サ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。

pCAGGS-VDAC2-Flag は、pCAGGS-3×HA-VDAC2 を XhoI と NotI で切断して

VDAC2を切り出し、pCAGGS-Flagの XhoI/NotIサイトにサブクローニングして

作製した。TOM20 の cDNA は TOM20_F/TOM20_R のプライマーセットを用い

て PCR 法で増幅した。増幅した配列を XhoI と NotI で切断し、pFX-Venus の

XhoI/NotI サイトにサブクローニングして pFX-TOM20-Venus を作製した。31aa 

linker-VDAC2は、31aa linker配列の 5’末端に BglII、3’末端に XhoIを付加した遺

伝子配列の全合成をMBLに依頼した。pIDTSMARTベクターに挿入された 31aa 

linker 配列を BglIIと XhoIで切断し、pFX-EYFP-FATの BglII/XhoIサイトにサブ

クローニングし  、まず pFX-EYFP-31aa linker-FAT を作製した。次に

pFX-EYFP-31aa linker-FAT を XhoIと NotIで切断して FATを抜き出し、XhoI/NotI

で切り出した VDAC2をサブクローニングして pFX-EYFP-31aa linker-VDAC2を

作製した。pJNKAR1-VDAC2-116aa linker-SECFP は、pJNKAR1EV (3555NES) 

(Komatsu et al., 2011) を EcoRIと Asp718で切断し、Klenow酵素による平滑化お

よびアルカリフォスファターゼ処理をした。次に pFX-SECFP-VDAC2を XhoIと

NotIで切断してVDAC2を切り出し、Klenow酵素で平滑化した後に pJNKAR1EV

にサブクローニングして pJNKAR1-VDAC2-116aa linker-SECFPを作製した。Split 

GFP1-10および split GFP11は、東京大学大学院理学系研究科小澤研究室の小澤岳

昌先生から pCold-split GFP1-10および pCold-Smac-split GFP11-Flagを譲与頂き、そ

れらをテンプレートに用いて PCR 法で cDNA を増幅した。split GFP1-10_F/split 

GFP1-10_Rと split GFP11_F/split GFP11_Rのプライマーセットを用いて PCR法で増

幅後、split GFP1-10は増幅した配列を EcoRI と NotI で切断し、pFX ベクターの

EcoRI/NotI サイトにサブクローニングして pFX-split GFP1-10 を作製した。split 

GFP11は増幅した配列を BglII と XhoI で切断し、pFX-SECFP-FAT の BglII/XhoI

サイトにサブクローニングし 、まず pFX-split GFP11-FAT を作製した。次に

pFX-split GFP11-FAT を XhoIと NotIで切断して FATを抜き出し、XhoI/NotIで切

り出した VDAC2をサブクローニングして pFX-split GFP11-VDAC2を作製した。

pFX-split Cerulean1-10 は 、 split Cerulean1-10_F145A_N146I_H148D_F/ split 

Cerulean1-10_F145A_N146I_H148D_R お よ び split Cerulean1-10_S72A_F/ split 

Cerulean1-10_S72A_Rのプライマーセットを用いて pFX-split GFP1-10の全長をPCR

で増幅した。PCR産物に DpnIを入れて 37°Cで 2時間消化し、エタノール沈殿
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後の PCR 産物を滅菌蒸留水に再懸濁した。2×Rapid Ligation Kit (Roche) と T4 

Polynucleotide Kinase (東洋紡) を加えて 37°Cで 2時間インキュベートし、コン

ピテントセルを形質転換してプラスミドを得た。CIB1は CIB1_F/CIB1_Rのプラ

イマーセットを用いて PCRで増幅した。増幅した配列を BamHIと BglIIで切断

し、pFX-TOM20-mCherryおよび pFX-TOM20-iRFPの BamHI/BglIIサイトにサブ

クローニングして pFX-TOM20-mCherry-CIB1 および pFX-TOM20-iRFP-CIB1 を

作製した。pFX-CRY2-FYVE-SECFPおよび pFX-CRY2-FYVE-iRFPは、基礎生物

学 研 究 所 定 量 生 物 学 研 究 部 門 の 青 木 一 洋 先 生 か ら 譲 与 頂 い た

pCX4puro-CRY2-cRafを EcoRIと XhoIで切断して CRY2を切り出し、pFX-FYVE

の EcoRI/XhoIサイトにサブクローニングして pFX-CRY2-FYVEを作製した。次

にこのプラスミドを NotIと BglIIで切断し、NotI/BglIIで抜き出した SECFPおよ

び iRFP を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て pFX-CRY2-FYVE-SECFP お よ び

pFX-CRY2-FYVE-iRFPを作製した。  

	 クローニングのための PCR 法では、目的の遺伝子を含むプラスミドまたは

HEK293T細胞の cDNAを鋳型として用いた。プラスミド構築の手順は第 1章と

同様の方法で行った。 

 

イーストツーハイブリッド法  

	 イーストツーハイブリッド法はMatchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid System 

(Clontech) を用いて、添付文書に記載された方法に従い行った。手順の概略を以

下に示す。 

 

1. コンピテント酵母の作製 

	 -80°Cで凍結保存された Y2H Gold株と Y187株を YPDA寒天培地にスト

リークして 30°Cで 3日間培養し、形成されたコロニーを YPDA培地 3 ml

を入れたカルチャーチューブに回収した。30°Cで 8時間振盪培養した後、

YPDA培地を 50 ml入れた滅菌済 500 ml羽根つきフラスコに酵母培養液を

入れ (Y2H Gold株は 200 µl、 Y187株は 3 ml)、OD600 = 0.15 - 0.3に達する

まで 30°C でさらに振盪培養した。24 時間後に OD600を測定したところ、

Y2H Gold株は 0.18、 Y187株は 0.12であったので培養液を 50 mlコニカル

チューブに移し、室温 700 × gで 5分間遠心した。遠心後上清を取り除き、

100 mlのYPDA培地で再懸濁してフラスコに戻して再度 30°Cで 3時間振盪
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培養した。OD600 = 1.5 (Y2H Gold株) と 0.22 (Y187株) になったところで培

養液を 700 × gで 5分間遠心した。遠心後上清を取り除き、30 mlの滅菌脱

イオン水でペレットを再懸濁し、室温 700 × gで 5分間遠心した。上清を捨

て、1.5 mlの 1.1×TE/LiAcでペレットを再懸濁し、懸濁液を 1.5 mlチューブ

に移して卓上遠心機で 15 秒間遠心した。上清を取り除き、1.1×TE/LiAc を

600 µl入れ懸濁し、チューブを氷上に置いた。 

 

2. コンピテント酵母の形質転換 

	 形質転換は、Y2H Gold 株には Gal4 DNA binding domain (Gal4 BD) に

murine p53 が融合した pGBKT7-53、Gal4 BD に Lamin が融合した

pGBKT7-Lam、pGBKT7-empty、pGBKT7-PI3KRBDを導入し、Y187株には

yeast Gal4 activation domain に SV40 large T 抗原が融合した pGADT7-T、

pGADT7-H-Ras-WTを導入した。予め氷冷した 1.5 mlチューブにプラスミド

DNAを 100 ng、95°Cで 5分間熱処理をした carrier DNAを 5 µl、コンピテ

ント酵母を 50 µl入れ転倒混和した。PEG/LiAcを 500 µl入れ、10分おきに

撹拌しながら 30°C で 30 分間インキュベートした。ジメチルスルホキシド 

(Dimethyl sulfoxide, DMSO) を 20 µl入れて混ぜ、5分おきにボルテックスミ

キサーで穏やかに混ぜながら 42°C で 15 分間インキュベートした。卓上遠

心機で 15秒間遠心し、上清を除いて YPD Plus Mediumを 1 ml入れ、再懸

濁した。30°Cで 15分間振盪培養し、卓上遠心機で 15秒間遠心した後、上

清を除き 0.9 % (w/v) NaClを 1 ml入れて懸濁した。 

 

3. 対照実験 

	 Clontechから購入した Yeast Media Set 2 Plusに含まれている SD/-W with 

agar、SD/-L with agar、SD/-L/-W with agarを用いて寒天培地を作製し、事前

にすべての寒天培地に 20 mg/mlのカナマイシンを 50 µl塗布した。また、

SD/-W/-L/X-α-Gal/Aureobasidin A (AbA) (DDO/X/A) プレートにはさらに 20 

mg/ml X-α-gal を 50 µl、500 µg/ml AbA を 6 µl 塗布した。pGBKT7-53、

pGBKT7-Lam または pGBKT7-PI3KRBD を導入した Y2H Gold 株と、

pGADT7-TまたはpGADT7-H-Ras-WTを導入したY187株を0.9 % (w/v) NaCl 

で 1/10、1/100に希釈した。Y2H Gold株希釈液は SD/-Trpプレートに、Y187

株希釈液は SD/-L プレートにそれぞれ 100 µl 塗布し、30°C で培養した。3



 56 

日後、2×YPDA培地を 500 µl入れた 1.5 mlチューブに以下の組み合わせで

コロニーを入れて混ぜ、30°C 200 rpm で振盪培養して酵母を接合させた 

(pGBKT7-53と pGADT7-Tおよび pGBKT7-PI3KRBDと pGADT7-H-Ras-WT

［陽性コントロール］、pGBKT7-Lamと pGADT7-T［陰性コントロール］)。

24 時間後、培養液を滅菌脱イオン水で 1/10、1/100、1/1000 に希釈し、 各

希釈液 100 µlを SD/-W、SD/-L、SD/-W/-L (DDO)、DDO/X/Aプレートに塗

布し、30°Cで 5日間培養後コロニーをカウントした。 

 

4. Bait (PI3KRBD) 自己活性化試験および毒性試験 

	 pGBKT7-PI3KRBDまたは pGBKT7-emptyを導入したY2H Gold株を 0.9 % 

(w/v) NaCl で 1/10、1/100に希釈し、希釈液 100 µlを SD/-W、DDOまたは

DDO/X/Aプレートに塗布し 30°Cで培養した。4日後、コロニーをカウント

した。 

 

5. Bait (PI3KRBD) タンパク質の発現確認 

	 YPDA 培地を 2 ml 入れたカルチャーチューブに pGBKT7-PI3KRBD と

pGBKT7-emptyを導入した Y2H Gold株のコロニーを入れ、30°Cで振盪培養

した。24時間後、培養液を 2 mlチューブに移し 4°C 13,000 × gで 3分間遠

心した。上清を取り除いて 100 µlの滅菌蒸留水にペレットを懸濁し、0.2 M 

NaOHを 100 µl添加し混和した。室温で 5分間放置した後、4°C 13,000 × g

で 3分間遠心した。上清を取り除き、2×SDS sample bufferを 50 µl加えて懸

濁し、ウエスタンブロッティングを行った。 

 

6. ライブラリースクリーニング 

	 対照実験で使用した pGBKT7-PI3KRBDを導入した Y2H Gold株のコロニ

ーを新しい SD/-Wプレートにリストリークし、30°Cで培養した。3日後、

シングルコロニーを 500 mlフラスコに入れた SD/-W培地 50 mlにピックア

ップし、OD600  = 0.8に達するまで 30°Cで振盪培養した。培養液を 50 ml

チューブに移し、25°C 1,000 × gで 5分間遠心した。上清を取り除き、血球

計算盤を用いて全量 4 ml、1×108 cells/mlの濃度になるようペレットを SD/-W

で懸濁した。25°Cのウォーターバスでライブラリー酵母株 (Mate & Plate™ 

Library - Universal Human [Normalized], Clontech) 1 mlを解凍し、10 µlを力価
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測定用に別チューブに分注した。滅菌済 2 Lフラスコにライブラリー酵母株

1 mlと PI3K-RBDを導入したY2H Gold株 4 mlを入れ、2×YPDA培地を 45 ml

入れた。ライブラリー酵母株の入っていたチューブに 2×YPDA培地 1 mlを

入れて洗い、その液をフラスコに入れて 30°C 41 rpm で振盪培養した。20

時間後に顕微鏡下で接合を確認し、さらに振盪培養を続けた。2時間後、培

養液を 50 mlチューブに移し、25°C 1,000 × gで 10分間遠心した。上清を取

り除き、0.5×YPDA 培地 50 mlでフラスコを洗い、その液でペレットを再懸

濁して 25°C 1,000 × gで 10分間遠心した。この操作を 2回繰り返した後、

上清を取り除いて 0.5×YPDA 培地 10 mlで再懸濁し、全容積を測定した。

接合させた培養液を 0.9 % (w/v) NaClで 1/10、1/100、1/1,000、1/10,000に希

釈し、100 µlを直径 100 mmの SD/-W, SD/-L, DDOプレートに塗布して 30°C

で培養した。残りの培養液を直径 150 mmの DDO/X/Aプレートに 200 µlず

つ塗布し、30°C で培養した。4 日後、希釈液を塗布したプレートのコロニ

ーをカウントし、接合効率を算出した。翌日、DDO/X/Aプレートのコロニ

ーを SD/-Ade/-H/-L/-W/X-α-Gal/AbA (QDO/X/A) プレートにストリークし、

30°Cで培養した。 

 

7. ライブラリー酵母株の力価測定 

	 スクリーニング時の力価と差が生じないよう、希釈したライブラリー酵

母株は解凍後 1時間以内にプレートに塗布した。1.5 mlチューブに 1×YPDA

培地を 1 ml入れ、ライブラリー酵母株 10 µlを入れて穏やかに混ぜ、これを

希釈液 Aとした (希釈係数= 10-2)。別のチューブに 1×YPDA培地を 1 ml入

れ、希釈液 Aから 10 µlとりチューブに入れて穏やかに混ぜ、これを希釈液

Bとした (希釈係数= 10-4)。1×YPDA培地 50 µlと希釈液 A 10 µlを混ぜた液

と、希釈液 B 50 µlそれぞれを SD/-Lプレートに塗布し 30°Cで培養した。3

日後、コロニーが 30-300個程度存在するプレートのコロニー数をカウント

し、力価を算出した。力価 (Colony Forming Unit, cfu/ml) = コロニー数／プ

レートに塗布した量 (ml) × 希釈係数 

 

8. イーストプラスミドの精製 

	 スクリーニングで得られた酵母のコロニーを 1×YPDA培地 5 mlに入れ、

30°Cで振盪培養した。12時間後、培養液を 6 × g で 5分間遠心した。上清
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を取り除き、ペレットを 1 mlの滅菌蒸留水で洗い、6 × g で 30秒間遠心し

た。上清を取り除き、ペレットを 190 µlの SZB buffer  (0.5 M EDTA, 1 M 

sodium citrate, 2 M sorbitol、Zymolyase, 0.7% 2-melcaptoethanol) 懸濁し、37°C

で 40分間インキュベートした。SDS-TEを 150 µl入れて穏やかに混ぜ、60°C

で 10分間インキュベートした。5 M酢酸カリウム溶液を 150 µl入れて穏や

かに混ぜ、氷上に 5分間静置し、4°C 20,000 × gで 15分間遠心した。1.5 ml

チューブに上清の上の部分を 300 µlとり、3 M酢酸ナトリウム 200 µlと予

め氷冷した 2-プロパノール 1 mlを入れて混ぜ、-20°Cで 10分間インキュベ

ートした。4°C 20,000 × gで 5分間遠心した後上清を取り除き、80 %エタノ

ールを 1 ml入れ、4°C 20,000 × g で 5分間遠心した。上清を取り除いて乾

燥させ、50 µlの TEに懸濁した。 

 

9. 大腸菌の形質転換およびプラスミドの精製 

	 大腸菌にイーストプラスミドを加えて形質転換し、LB・アンピシリンプ

レートに塗布して 37°Cで培養した。翌日、コロニーをピックアップして 100 

µg/ml アンピシリン含有 LB 培地 2 ml で一晩培養し、Axygen™ Axyprep™ 

Plasmid MiniPrep Kit (Fisher Scientific)を用いてプラスミドを精製した。 

 

10. シーケンス解析 

	 シーケンス解析は T7 Sequencing Primerを用い、北海道システムサイエン

ス株式会社に依頼した。データの解析には National Center for Biotechnology 

Information Basic Local Alignment Search Tool (NCBI BLAST, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) および DNA Dynamo (Blue Tractor 

Software) を用いた。 

 

ウエスタンブロッティング  

	 6ウェルプレートに播種した細胞を NP40 lysis buffer [10 mM Tris-HCl (pH7.4), 

150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 10% glycerol, 1 mM NaF, 1 mM 

Na3VO4, 1 mM PMSF] で可溶化し、第 1章と同様の方法でウエスタンブロッティ

ングを行った。抗GST抗体は1:1,000、抗HA抗体は1:1,000、抗Flag抗体は1:1,000、

抗Myc抗体は 1:1,000、抗 VDAC2抗体は 1:500で反応させた。  
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免疫沈降法  

	 6ウェルプレート (Corning) に HEK293Tを 6×105 cells/wellで播種し、24時間

培養後にプラスミドを導入した。6時間後に培地を交換し、さらに一晩培養した。

細胞をPBSで 2回洗浄後にNP40 lysis bufferで細胞を可溶化し、4°C 20,000 × g で

10分間遠心して上清を回収した。細胞可溶化液に抗 FlagM2抗体 (Sigma-Aldrich) 

または抗 GFPウサギ血清を入れ、4°Cで 1時間インキュベートした。lysis buffer

で 2回洗浄した Protein G-Sepharose beads (GE Healthcare) を加え、4°Cで 1時間

インキュベートした。4°C 500 × gで 3分間遠心して上清を取り除き、lysis buffer

を加えて洗浄した。この洗浄過程を 3回繰り返して上清を取り除いた後、2×SDS 

sample bufferで溶出した。95°Cで 5分間熱変性後に遠心し、ウエスタンブロッ

ティングを行った。 

 

プルダウンアッセイ  

	 細胞を NP40 lysis bufferで可溶化し、第 1章と同様の方法でプルダウンアッセ

イを行った。 

 

蛍光顕微鏡観察  

	 第 1章と同じ顕微鏡を用いた。DsRedは BP520-550 (オリンパス) の励起フィ

ルターと BA580IF (オリンパス) の蛍光フィルターを用いた。 

 

蛍光タンパク質再構成法  (Bimolecular fluorescence complementation, BiFC) 

による Ras-PI3K複合体のライブセルイメージング  

	 第 1章と同様の方法でライブイメージングを行った。 

 

Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行の定量  

	 第 1章と同様の方法で定量した。 

 

RNA干渉  

	 6ウェルプレート (Corning) に HEK293T細胞を 4×105 cell/wellで播種して 24

時間インキュベートし、導入試薬 RNAiMAX (Life technologies) を用いて VDAC1、

VDAC2、VDAC3に対する siRNA (Ambion, Austin, TX, USA) を 25 pmolトラン

スフェクションした。(siVDAC1 #1: s14768、siVDAC1 #2: s14769、siVDAC2 #1: 
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s14771、siVDAC2 #2: s14773、siVDAC2#3: s14772、siVDAC3 #1: s14774、siVDAC3 

#2: 230730)。コントロールには AllStars Negative Control siRNA (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA) を用いた。ノックダウン効率は定量 PCR法 (導入後 48時間) 

またはウエスタンブロッティング (導入後 72時間) を用いて評価した。 

 

RNA抽出と定量 PCR 

	 全 RNAは RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を用いて抽出し、cDNAは SuperScript 
®VILOTM cDNA Synthesis Kit (Life Technologies) を用いて、2.5 µgの RNAから逆

転写反応によって得た。qPCR 用のプライマーセット (表 1) と Power SYBR® 

Green PCR Master Mix (Life Technologies) を用いて、StepOneリアルタイム PCR

システム (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) にて各分子のmRNA量を定

量した。内在性コントロールには glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) を用いた。各 VDACの発現量を各サンプルの GAPDHの発現量を用い

て規格化し、コントロールサンプルの値に対する相対値として表示した。 

 

ミトコンドリアの形態および ATP濃度の評価  

	 コントロール細胞または VDAC2をノックダウンした A431細胞を、細胞密度

が70%程度になるように35 mmガラスベースディッシュに播種した。終濃度12.5 

nMのMitoTrackerTM Red CMXRosを加えて 37°Cで 10分間インキュベートし、

ミトコンドリアを染色した。PBS で 3 回洗浄後にフェノールレッド不含

DMEM/F12 培地を入れ、蛍光顕微鏡 (IX-83) でミトコンドリアの形態を観察し

た。Rehman、GIedt らの論文に記載されている方法に従い、ImageJ ソフトウェ

アを用いてミトコンドリアの断片化を評価した (Giedt et al., 2016; Rehman et al., 

2012)。バックグラウンドシグナルを引いた元画像に median filter をかけ、8 bit

画像に変換した。次に、ImageJ Pluginの Auto local thresholdを用いてミトコンド

リア領域を抽出した二値化画像を作成した。二値化画像を open 処理した後に

close 処理してノイズを除去し、これをミトコンドリアのマスク画像とした。次

に ImageJの particle countingを用いて、ミトコンドリアのマスク画像からミトコ

ンドリアの数 (particle) とそれぞれのミトコンドリアの面積を測定した。ミトコ

ンドリアの数×10000 / ミトコンドリアの総面積 (pixel) を算出し、ミトコンドリ

アの断片化を評価した。ミトコンドリア内のATP濃度の評価にはmitoATeam1.03

を用いた。A431 細胞に mitoATeam1.03 の発現ベクターを遺伝子導入して 24 時
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間インキュベートし、蛍光顕微鏡 (IX-83) で観察した。MetaMorph ソフトウェ

アを用いてバックグラウンドシグナルを引いた CFPおよび FRET画像のミトコ

ンドリア領域の蛍光強度を定量し、emission ratio (FRET/CFP) を算出してミトコ

ンドリア内の ATP濃度を評価した。 

 

エンドサイトーシスの評価  

	 第 1章と同様の方法で行った。 

 

蛍光免疫染色法  

	 第 1 章と同様の方法で免疫染色した。抗 HA 抗体は 1:1,000、抗 Flag 抗体は

1:1,000、抗 VDAC2抗体は 1:1,000で反応させた。 

 

ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の観察  

	 コントロール siRNAまたはVDAC2に対する siRNAを導入して 24時間培養し

た A431細胞を、コラーゲンコート処理をした 35 mmガラスベースディッシュ

に 3×104 cells/wellで播種し、37°Cで 24時間培養した。細胞に pEGFP-C1-Rab5

と DsRed-mitochondria を導入し、さらに 37°C で 24 時間培養した。フェノール

レッド不含 DMEM/F12培地に置換して 4時間血清飢餓処理後、ディスク式共焦

点顕微鏡 (sDISK) を用いて 1分間に 1枚の時間間隔でタイムラプス観察した。

撮影開始 10分後に終濃度 100 ng/mlの EGFを添加し、さらに 60分間観察した。 

 

ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の定量  

	 MetaMorph ソフトウェアを用いてミトコンドリアとエンドソームを重ね合わ

せた画像を作成し、ミトコンドリアとエンドソームが近接している箇所をライ

ンスキャンした。近接している 20箇所のラインスキャンデータから両者の蛍光

強度のピーク間距離の測定し、平均値 (2.8 pixel [0.434 µm]) を算出した。次に、

ミトコンドリアの画像を TopHat処理し、ミトコンドリア領域を抽出した二値化

画像を作成した。二値化画像のミトコンドリアの周囲 2 pixel分を拡大した二値

化画像を新たに作成し、この画像と TopHat処理したエンドソームの画像を重ね

合わせた。2 pixel 拡大させたミトコンドリアと共局在するエンドソームはミト

コンドリアと相互作用していると定義し、ミトコンドリアと共局在するエンド

ソームの面積を定量した。 
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エンドソームの酸性化の評価  

	 コラーゲンコート処理をした 35 mmガラスベースディッシュに HeLa細胞を

播種し、翌日 pCAGGS-CFP と pCXN2-3×HA-VDAC2 を遺伝子導入した。Alexa 

Fluor 488標識デキストラン (終濃度 500 µg/ml) および AcidiFluorTM ORANGE標

識デキストラン (終濃度 200 µg/ml) を細胞に加え、37°Cで 15分間インキュベー

トした。細胞を冷却した PBSで 3回洗浄後、蛍光顕微鏡 (IX-83) を用いて観察

した。得られた蛍光画像のバックグラウンドシグナルを引き、細胞内の 2 種類

のデキストランの蛍光強度を定量した。pH感受性である AcidiFluorTM ORANGE

標識デキストランの蛍光強度を pH非感受性であるAlexa Fluor 488標識デキスト

ランの蛍光強度で割ることによってエンドソームの酸性化を評価した。 

 

光遺伝学法によるミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の誘導  

	 コラーゲンコート処理をした 35 mmガラスベースディッシュに HeLa細胞ま

たは A431細胞を播種し、翌日 pFX-FYVE-iRFP-CRY2と pFX-CIB1-RFP-TOM20

を遺伝子導入した。37°Cで 24時間培養後、ディスク式共焦点顕微鏡 (sDISK) を

用いてタイムラプス観察を行った。観察開始 5分後から 488 nmの光を照射し続

け、さらに 25分間観察した。取得した画像のバックグラウンドシグナルを引き、

MetaMorphソフトウェアの TopHatと Adaptive Thresholdを用いてミトコンドリ

アとエンドソームを抽出した。MetaMorph モジュールの Measure Colocalization

を用いてミトコンドリアと共局在するエンドソームの面積を定量した。エンド

ソームの酸性化は AcidiFluorTM ORANGE 標識デキストランを用いた。

pFX-FYVE-CFP-CRY2 と pFX-CIB1-iRFP-TOM20 を発現させた A431 細胞に

AcidiFluorTM ORANGE標識デキストラン (終濃度 200 µg/ml) を加えて 37°Cで 10

分間インキュベートし、冷却した PBSで洗浄した。細胞に 488 nmの光を 10秒

間照射後、蛍光顕微鏡 (IX-83) で観察した。バックグラウンドシグナルを引い

た画像の AcidiFluorTM ORANGE標識デキストランの蛍光強度を定量した。 

 

統計解析手法  

	 第 1章と同様の方法で統計解析を行った。 
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表 2: 第 2章で用いたプライマー  
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【結果】 
RAPEL結合因子の探索  

	 第 1章で、RAPELの過剰発現によりクラスリン非依存性エンドサイトーシス

が抑制されることが明らかとなった。このことから、PI3K の RAPEL に結合す

る因子が Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を制御しているのではないかと予

想し、RAPEL結合因子を同定するためにイーストツーハイブリッド法を行った。

まず PI3KRBDを Y2H Gold株に導入し、PI3KRBDの発現をウエスタンブロッテ

ィングで確認した (図 16A)。次に PI3KRBDの発現が酵母に有害であるか、また

PI3KRBD の発現のみで抗生物質耐性遺伝子が発現しないかを確認するために、

Bait (PI3KRBD) の毒性試験および自己活性化試験を行った。毒性試験の結果、

空ベクターと比較してコロニーの大きさに違いはなく、コロニー数も減少して

いなかった (図 16B)。自己活性化試験においては、青白選択に用いる X-α-gal

を塗布した SD/-W/X-α-galプレートで若干青いコロニーが確認されたものの、抗

生物質を塗布した SD/-W/X-α-gal/AbA プレートにコロニーは確認されなかった 

(図 16C)。以上の結果から、PI3KRBD 導入による酵母への毒性および抗生物質

耐性遺伝子の自己活性化は認められず、実験系に問題がないことが確認された。 

	 次に、陽性および陰性対照を用いてさらに実験系を確認した。相互作用が知

られている p53 (pGBKT7-53) と T抗原 (pGADT7-T) を陽性コントロールに、相

互作用しない組み合わせであるLamin (pGBKT7-Lam) とT抗原 (pGADT7-T) を

陰性コントロールとして酵母を接合させ、プレートに播種して培養した。前者

はすべてのプレートで生育すると予想され、後者は SD/-L、SD/-W、DDO プレ

ートでは生育し、DDO/X/Aプレートでは生育しないと予想される。また、本研

究における陽性コントロールとして PI3KRBD (pGBKT7-PI3KRBD) と

H-Ras-WT (pGADT7-H-Ras-WT) の組み合わせでも実験を行った。その結果、予

想通り p53と T抗原および PI3KRBDとH-Ras-WTの陽性コントロールではすべ

てのプレートにコロニーが確認され、Lamin と T 抗原の陰性コントロールでは

DDO/X/Aプレートにコロニーが確認されなかった (図 16D)。 

	 実験系の確認後、PI3KRBD (pGBKT7-PI3KRBD) を導入した Y2H Gold株とラ

イブラリー酵母株を用いて PI3KRBD結合因子のスクリーニングを行った。その

結果、DDO/X/Aプレートに青いコロニーが 5個、白いコロニーが 463個確認さ

れた。これらのコロニーを SD/-Ade/-H/-L/-W/X/A プレートに再びストリークし

たところ、青いコロニーが 6 個、白いコロニーが 51 個確認され、計 57 個のコ
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ロニーからプラスミドを抽出した (図 17)。抽出したプラスミドのシーケンスを

BLAST解析し、最終的に 6個の因子が同定された (表 3)。本実験で使用したラ

イブラリー酵母の力価は 1.2×108 cfu/mlとなり、ライブラリー酵母と PI3K-RBD

を導入した酵母の接合効率は 8.3%だった。 
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図 16: イーストツーハイブリッド法の実験系の確認  

A) pGBKT7-PI3KRBD を導入した Y2H Gold 株の発現確認。左は空ベクター、右は

pGBKT7-PI3KRBDのライセートを流し、抗 Myc抗体を用いてウエスタンブロッテ

ィングで検出した。 

B) Bait (PI3KRBD) 毒性試験の結果。左側は空ベクター、右側は pGBKT7-PI3KRBDを

導入した Y2H Gold株を SD/-Wプレートに培養した。表はコロニー数を示す。 

C) Bait (PI3KRBD) 自己活性化試験の結果。pGBKT7-PI3KRBD を導入した Y2H Gold

株を SD/-W/X-α-gal および SD/-W/X-α-gal/AbA プレートに培養した。左側は

SD/-W/X-α-gal、右側は SD/-W/X-α-gal/AbAプレート。表はコロニー数を示す。 

D) 対照実験の結果。左上は pGBKT7-53を導入した Y2H Gold株と pGADT7-Tを導入

した Y187 株を接合させ、SD/-W、SD/-L、DDO、DDO/X/A プレートに培養した陽

性コントロール。右上と左下は、左上と同様に培養した pGBKT7-Lamと pGADT7-T

の陰性コントロールと pGBKT7-PI3KRBDと pGADT7-H-Rasの陽性コントロール。

表はコロニー数を示す。 
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図 17: イーストツーハイブリッド法の結果  

pGBKT7-PI3KRBD を導入した Y2H Gold 株とライブラリー導入済みの酵母株を接合さ

せて DDO/X/Aプレートに播種して培養し、4日後にコロニーを QDO/X/Aプレートにス

トリークして培養した。写真はストリークして 5日目の QDO/X/Aプレート。表はコロ

ニー数を示す。 
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表 3: イーストツーハイブリッド法により同定された PI3K-RBDの結合因子  
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ミトコンドリア外膜タンパク質 VDAC2は RAPELと相互作用する  

	 イーストツーハイブリッド法により同定された候補因子が哺乳類の細胞内で

も PI3KRBDと相互作用するかを調べるために、免疫沈降法を用いて相互作用を

検証した。HEK293T 細胞に HA タグを融合させた候補因子と PI3KRBD-Flag を

導入し、抗 Flag 抗体を用いて免疫沈降した。その結果、候補因子の一つである

ミトコンドリア外膜タンパク質の voltage-dependent anion channel 2 (VDAC2) 

(Blachly-Dyson et al., 1994) は PI3KRBDと相互作用した (図 18A)。VDACには三

つのアイソフォームが存在することが知られている (Blachly-Dyson et al., 1994)。

そこで他のアイソフォームが PI3KRBD と相互作用するかを検証したところ、

VDAC1と VDAC3も PI3KRBDと相互作用し (図 18B)、さらに VDACすべての

アイソフォームが RAPELと相互作用した (図 18C)。 

	 次に、VDAC2の RAPEL結合領域を同定するために、VDAC2を 8分割したト

ランケーション変異体を作製し、RAPELとの相互作用を検証した。CFPが融合

したこれらの変異体と GST-RAPELを用いてプルダウンアッセイを行った結果、

RAPELは VDAC2の 124-165aaおよび 244-269aa領域と強く相互作用し、その他

の領域においても弱い相互作用が認められた (図 19)。以上から、VDAC2 は少

なくとも 2箇所以上の領域で RAPELと相互作用することが示唆された。 
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図 18: VDAC2とそのアイソフォームは RAPELと相互作用する  

A) HEK293T細胞に HA-VDAC2と PI3KRBD-Flagを導入し、24時間培養後に細胞可溶

化液を回収し、抗 Flag抗体と protein A sepharose beadsで免疫沈降した。免疫沈降物

と細胞可溶化液を、抗 Flag抗体と抗 HA抗体を用いてウエスタンブロッティングで

検出した。 

B) Aと同様の方法で各 VDACのアイソフォームと PI3KRBDの相互作用を調べた。 

C) Bと同様に、VDACの三つのアイソフォームと PI3KRBDの RAPELの相互作用を調

べた。 
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図 19: VDAC2は複数の領域で RAPELと相互作用する  

HEK293T 細胞に GST-RAPEL と CFP-VDAC2 全長または CFP-VDAC2 トランケーショ

ン変異体を導入し、24 時間培養後に細胞可溶化液を回収した。細胞可溶化液に

glutathione Sepharose beadsを加えて 1時間インキュベートし、lysis bufferで洗浄後に SDS 

sample bufferで懸濁した。沈降物と細胞可溶化液を、抗 GST抗体と抗 GFP抗体を用い

てウエスタンブロッティングで検出した。 
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VDAC2は Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を制御する  

	 次に、VDAC2が EGF刺激依存的な Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行を制

御するかを検討した。A431細胞にVDAC2に対する 2種類の siRNA (siVDAC2 #2、

siVDAC2 #3) をそれぞれ導入し、ウエスタンブロッティングによって VDAC2

のノックダウンを確認した (図 20A)。この細胞における Ras-PI3K複合体のエン

ドソーム移行を、図 2Bと同様に解析した。その結果、2種類の siRNAを用いて

VDAC2をノックダウンした細胞はコントロールの細胞と比較して、EGF刺激後

も Ras-PI3K複合体と EEA-1の共局在が増加せず、複合体のエンドソーム移行が

抑制された（図 20B、C）。次に、VDAC2のノックダウンによるミトコンドリア

への影響を調べるため、ミトコンドリアの形態およびミトコンドリア内の ATP

濃度を評価した。その結果、siVDAC2 #3はミトコンドリアの断片化やミトコン

ドリア内の ATP濃度の変化は認められなかったが、siVDAC2 #2では有意な変化

が認められた (図 21A-C)。2種類の siRNAで異なる結果が得られたが、Ras-PI3K

複合体のエンドソーム移行は両方の siRNAで抑制されたことから、VDAC2のノ

ックダウンによる Ras-PI3K複合体の移行の抑制はミトコンドリアの機能低下に

よるものではないと考えられる。siVDAC2 #2の表現型がオフターゲット効果に

よるものかを検証する必要があるが、これらの結果から、VDAC2 は Ras-PI3K

複合体のエンドソーム移行を制御することが示唆された。 
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図 20: VDAC2のノックダウンにより Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行が抑制

される  

A) A431細胞にコントロール siRNAまたは VDAC2に対する siRNAを導入して培養し

た。72時間後に細胞可溶化液を回収し、抗 VDAC2抗体と抗 β-actin抗体を用いてウ

エスタンブロッティングで検出した。 

B) コントロール siRNA または siVDAC2 を導入して 48 時間経過した A431 細胞に、

TagRFP-EEA-1と VN-H-Rasおよび PI3KRBD-WT-VCを導入して 24時間培養した。

4時間血清飢餓処理後に 100 ng/mlの EGFで刺激し、共焦点顕微鏡を用いてタイム

ラプス観察した。画像は EGF刺激後 30分を示す。(Bar = 10 µm) 

C) EEA-1と Ras-PI3K複合体の小胞構造を抽出し、共局在の面積をプロットした。3回

の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す  (n ≥ 14)。P < 0.0001 

(MANOVA)。 
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図 21: ミトコンドリアの状態は 2種類の siRNAで異なる  

A) コントロール siRNAまたは siVDAC2を導入して 72時間経過した A431細胞に 12.5 

nMの MitoTrackerTM Red CMXRosを加えて 10分間インキュベートした。PBSで洗

浄後、共焦点顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

B) ImageJ PluginのAuto local thresholdを用いてミトコンドリアのマスク画像を作成し、

Particle countingを用いてマスク画像からミトコンドリアの数とミトコンドリアの面

積を測定した。ミトコンドリアの数 × 10000 / ミトコンドリアの総面積 (pixel) を

算出し、siControl の平均を 1 として規格化してプロットした。3 回の独立した実験

を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 65)。P値は一元配置分散分析とテュー

キーの HSD検定によって算出した。  

C) コントロール siRNA または siVDAC2 を導入して 48 時間経過した A431 細胞に、

mitoATeam1.03を導入し、24時間後に蛍光顕微鏡で観察した。ミトコンドリア領域

の CFPと FRETの蛍光強度を定量し、emission ratio (FRET/CFP) をプロットした。

emission ratio は ATP 濃度をあらわす。3 回の独立した実験を行い、データは平均±

標準誤差を示す (n ≥ 75)。P値は一元配置分散分析とテューキーの HSD検定を用い

て算出した。 
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VDAC2はクラスリン非依存性エンドサイトーシスを正に制御する  

	 次に、VDAC2がクラスリン非依存性エンドサイトーシスを制御するかを検討

した。VDAC2に対する siRNAを HEK293T細胞に導入し、72時間後に蛍光標識

したデキストランを取り込ませて取り込み量を定量した。その結果、コントロ

ールと比較してデキストランの取り込み量が減少した (図 22A)。前項で VDAC1

および VDAC3も RAPELと相互作用する結果が得られており (図 18C)、これら

のアイソフォームによって機能が相補されてしまう可能性があるため、VDAC

すべてをノックダウンした場合の細胞のエンドサイトーシス能も評価した。各

VDACに対する siRNAを HEK293T細胞に導入し、定量 PCR法を用いてそれぞ

れの mRNA量の減少を確認した (図 22C)。この細胞に蛍光標識デキストランを

取り込ませた結果、トリプルノックダウンの細胞の取り込み量は VDAC2単独の

ノックダウン細胞と同程度であった (図 22A)。また、VDAC2を過剰発現させる

とデキストランの取り込み量は増加した (図 22B)。次に、VDAC2がクラスリン

依存性エンドサイトーシスを制御するかを検証した。VDAC2のノックダウンお

よび過剰発現細胞を用いてトランスフェリンの取り込みを評価したところ、両

者ともコントロールの細胞と比較してトランスフェリンの取り込みに有意な差

は認められなかった (図 23A、B)。以上より、VDAC2はクラスリン非依存性エ

ンドサイトーシスの正の制御因子であることが示唆された。 
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図 22: VDAC2のノックダウンによりデキストランの取り込みが減少する  

A) HEK293T 細胞にコントロール siRNA または VDAC1、VDAC2、VDAC3 に対する

siRNAを導入し、72時間後に 500 µg/mlの Alexa Fluor 546標識デキストランを加え

て 10分間インキュベートした。PBSで洗浄後、3%パラホルムアルデヒドで固定し

て蛍光顕微鏡で観察した。得られた画像から細胞内のデキストランの蛍光強度を定

量し、コントロール細胞に対する蛍光強度比をプロットした。3 回の独立した実験

を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 250)。*P < 0.05、**P < 0.0001は一元配

置分散分析とテューキーの HSD検定によって算出した。 

B) HeLa 細胞に HA-VDAC2 と CFP を導入し、24 時間培養した。B と同様の方法でデ

キストランを取り込ませて細胞を固定し、CFP発現細胞内のデキストランの蛍光強

度を定量した。コントロール細胞に対するデキストランの蛍光強度比をプロットし

た。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 110)。*P < 0.0005 

(Student’s t-test)。 

C) VDAC1、VDAC2、VDAC3の mRNAの発現量を定量 PCR法により解析した。GAPDH

の発現量で規格化し、コントロール siRNAを 1としてプロットした。 
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図 23: VDAC2のノックダウンはトランスフェリンの取り込みに影響を与えない  

A) HEK293T細胞にコントロール siRNAまたは VDAC2に対する siRNAを導入し、72

時間後に 500 µg/mlの Alexa Fluor 546標識トランスフェリンを加えて 30分間インキ

ュベートした。PBSで洗浄後、3%パラホルムアルデヒドで固定して蛍光顕微鏡で観

察した。得られた画像から細胞内のトランスフェリンの蛍光強度を定量し、コント

ロール細胞に対する蛍光強度比をプロットした。3 回の独立した実験を行い、デー

タは平均±標準誤差を示す (n ≥ 320)。P = 0.9309は一元配置分散分析によって算出し

た。 

B) HEK293T 細胞に HA-VDAC2 と CFP を導入し、24 時間培養した。D と同様の方法

でトランスフェリンを取り込ませて細胞を固定し、CFP発現細胞のトランスフェリ

ンの蛍光強度を定量した。コントロール細胞に対するトランスフェリンの蛍光強度

比をプロットした。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 

250)。*P = 0.9868 (Student’s t-test)。 
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VDAC2はミトコンドリアとその周囲の顆粒構造に局在する  

	 次に VDAC2 の細胞内局在を観察した。HA-VDAC2 とミトコンドリアマーカ

ーを HeLa細胞に共発現させ、蛍光免疫染色法を用いて観察したところ、これま

での報告どおり VDAC2 はミトコンドリアに局在していた (図 24A)。次に、

VDAC2 内のどの領域がミトコンドリア局在を制御するかを調べた。HA タグを

融合させた四つの VDAC2トランケーション変異体 (1-81aa、73-149aa、143-221aa、

222-294aa) を作製し、各変異体の細胞内局在を調べた。すべての変異体で細胞

質と核への局在が観察されたが、222-294aaの変異体のみがミトコンドリア局在

を示した (図 25)。このことから、VDAC2 は C 末端にミトコンドリア局在を制

御する配列を有することが示唆された。 

	 ほとんどの VDAC2はミトコンドリアに局在していたが、興味深いことに一部

の VDAC2は顆粒構造を形成し、この顆粒構造はミトコンドリアマーカーとは共

局在しなかった (図 24A Inset、C)。VDAC2抗体を用いて内在性の VDAC2を観

察した場合も、同様の顆粒構造が観察された (図 24B Inset、D)。ミトコンドリ

アは mitochondrial-derived vesicles (MDVs) (Soubannier et al., 2012) と呼ばれる小

胞を産生することが知られており、MDVs はミトコンドリア外膜と内膜の両方

を含む小胞と、外膜のみの小胞が存在する (Sugiura et al., 2014)。また、VDAC

はMDVsに局在することが報告されている (Soubannier et al., 2012)。 そこで本

実験で観察された VDAC2 の顆粒構造が MDVs であるかを調べるために、ミト

コンドリア外膜のマーカータンパク質 TOM20 と内膜のマーカータンパク質

cytochrome c oxidase subunit VIII (DsRed-mito) とともに VDAC2の局在を観察し

た。その結果、VDAC2が局在する顆粒構造はどちらのマーカーとも共局在しな

かった (図 26A-C)。このことから、VDAC2が形成する顆粒状構造はミトコンド

リアともMDVsとも異なる、未知の細胞小器官にも局在することが示唆された。 
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図 24: VDAC2はミトコンドリアとミトコンドリア周囲の顆粒構造に局在する  

A) HeLa細胞にHA-VDAC2とDsRed-Mitoを導入して 24時間培養後に細胞を固定した。

抗 HA抗体を用いて免疫染色し、共焦点顕微鏡で観察した。右下は 

重ね合わせ画像内の四角を拡大した画像で、図中の矢印は顆粒状の VDAC2を示す。 

(Bar = 10 µm) 

B) DsRed-Mitoを導入した HeLa細胞を 3%パラホルムアルデヒドで固定後、抗 VDAC2

抗体を用いて免疫染色し、共焦点顕微鏡で観察した。右下は重ね合わせ画像内の四

角を拡大した画像で、図中の矢印は顆粒状の内在性のVDAC2を示す。 (Bar = 10 µm) 

C) Aの拡大図内に aから bまで線を引き、線上の HA-VDAC2 (緑) と DsRed-Mito (赤) 

の蛍光強度をプロットした。 

D) Bの拡大図内に aから bまで線を引き、線上の VDAC2 (緑) と DsRed-Mito (赤) の

蛍光強度をプロットした。 
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図 25: VDAC2は C末端にミトコンドリア局在配列を有する  

HeLa 細胞に HA-VDAC2 全長または HA-VDAC2 のトランケーション変異体を導入し、

24時間後に 12.5 nMのMitoTrackerTM Red CMXRosを加えて 10分間インキュベートした。

細胞を 3%パラホルムアルデヒドで固定して抗 HA 抗体で免疫染色し、蛍光顕微鏡で観

察した。(Bar = 10 µm) 
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図 26: VDAC2は MDVsとは異なる未知の細胞小器官にも局在する  

A) HA-VDAC2、DsRed-Mito、TOM20-Venusを導入した HeLa細胞を固定し、抗 HA抗

体を用いて免疫染色を行い、共焦点顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

B) Cの画像内の四角を拡大した画像。矢印は VDAC2単独の顆粒構造を示す。(Bar = 5 

µm) 

C) Dの拡大図内に aから bまで線を引き、線上のVenus-TOM20 (青) 、DsRed-Mito (緑) 、

HA-VDAC2 (赤) の蛍光強度をプロットした。 
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蛍光タンパク質を用いた VDAC2の可視化   

	 VDAC2 のライブセルイメージングを行うために、CFP-VDAC2 を HeLa 細胞

に発現させて観察した。しかし、CFP-VDAC2はミトコンドリアに局在せず、核

と細胞質に局在した (図 27A上段)。一方で、HA-VDAC2と VDAC2-Flagはミト

コンドリアに局在した (図 27A 中段、下段)。Messina らは、YFP が融合した

VDAC3 を HeLa 細胞に発現させ、YFP-VDAC3 がミトコンドリアに局在するこ

とを報告しており、その際に YFPと VDAC3の間に 31アミノ酸からなる linker

配列 (31aa linker) を挿入していた (Messina et al., 2014)。そこで、EYFP-31aa 

linker-VDAC3を作製し、HeLa細胞に発現させて局在を観察したが、VDAC3は

ミトコンドリアに局在しなかった (図 27B上段)。さらに 116アミノ酸からなる

linker配列を挿入した VDAC2-116aa linker-SECFPの場合も、VDAC2はミトコン

ドリアに局在しなかった (図 27B下段)。 

	 前項でVDAC2の 222-294aaトランケーション変異体がミトコンドリアに局在

したことから、次に VDAC2の 222-294aaトランケーション変異体に CFPを融合

させてその局在を観察した。その結果、HAタグではミトコンドリアに局在する

222-294aa 変異体は、CFP タグではミトコンドリアに局在しなかった (図 27C)。

このことから、蛍光タンパク質が融合した VDAC2がミトコンドリアに局在でき

なくなる原因はタグの大きさであることが示唆された。そこでタグの大きさに

よる問題を解消するために、split GFP (Cabantous et al., 2004) を用いた VDAC2

の可視化を試みた。split GFP は super-folder GFP を 1-10 番目の β-strand (split 

GFP1-10) と 11番目の β-strand (split GFP11) に切断した二つの断片からなり、他の

タンパク質による相互作用がなくても効率的に自己再構成して蛍光を発する性

質をもつ (Cabantous et al., 2004)。この性質を利用することで、蛍光タンパク質

が融合した VDAC2 をミトコンドリアに局在させることができると予想した 

(図 28A)。split GFP11-VDAC2 をコードした発現ベクターを作製し、splitGFP1-10

発現ベクターとともに細胞に導入して局在を観察した。その結果、 split 

GFP-VDAC2はミトコンドリアに局在した (図 28B、C)。さらに、splitGFP1-10に

S72A、F145A、N146I、H148Dのアミノ酸変異が入った split Cerulean1-10 (Li et al., 

2016) を作製し、split Cerulean-VDAC2もミトコンドリアに局在することを確認

した (図 29A)。次に、BiFC 法で可視化する Ras-PI3K 複合体の発現プラスミド

と split Cerulean で可視化する VDAC2 の発現プラスミドを細胞に導入し、

Ras-PI3K複合体と VDAC2の同時観察を試みた。しかし、split Cerulean-VDAC2
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は単独発現の時と異なり細胞質全体にびまん性に局在しており、Ras-PI3K 複合

体と VDAC2の同時観察はできなかった (図 29B)。 

 

図 27: 蛍光タンパク質タグの VDAC2はミトコンドリアに局在しない  

A) HeLa細胞に DsRed-Mitoと CFP-VDAC2、HA-VDAC2もしくは VDAC2-Flagを導入

して 24時間培養し、蛍光顕微鏡および共焦点顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

B) 上段は DsRed-Mito と EYFP-31aa linker-VDAC3 を、下段は DsRed-Mito と

VDAC2-116aa linker-SECFPを HeLa細胞に導入し、24時間後に蛍光顕微鏡で観察し

た。(Bar = 10 µm) 

C) HeLa 細胞に HA タグまたは CFP タグの VDAC2 のトランケーション変異体 

(222-294aa) を導入した。24時間後に MitoTrackerTM Red CMXRosで染色し、蛍光顕

微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 
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図 28: split GFPによる VDAC2の可視化  

A) split GFPによる VDAC2の可視化の模式図。split GFP1-10と split GFP11-VDAC2を細

胞に共発現させると、細胞質に局在する split GFP1-10 とミトコンドリアに局在する

split GFP11-VDAC2 が接近した時に split GFP が自己再構成し、ミトコンドリアの

VDAC2を可視化できる。 

B) HeLa細胞に split GFP1-10と split GFP11-VDAC2を導入して 24時間培養した。細胞を

MitoTrackerTM Red CMXRosで染色後に固定し、共焦点顕微鏡で観察した。下段は重

ね合わせ画像内の四角を拡大した画像。(Bar = 10 µm) 

C) Eの重ね合わせの拡大図内に aから bまで線を引き、線上の split GFP-VDAC2 (緑) と

MitoTracker (赤) の蛍光強度をプロットした。 
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図 29: split Ceruleanタグの VDAC2と Ras-PI3K複合体の同時観察  

A) splitGFP1-10にS72A、F145A、N146I、H148Dのアミノ酸変異を導入した split Cerulean1-10 

と split GFP11-VDAC2を導入し、Eと同様の方法でミトコンドリアを染色し、蛍光顕

微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 

B) A431細胞に split Cerulean1-10 、split GFP11-VDAC2、VN-H-Ras、PI3KRBD-WT-VCを

導入して 24時間培養し、蛍光顕微鏡で観察した。(Bar = 10 µm) 
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VDAC2 は EGF 刺激依存的なミトコンドリア−エンドソーム間相互作用に

関与する   

	 ミトコンドリア外膜のポアタンパク質である VDAC2が Ras-PI3K複合体のエ

ンドソーム局在を制御する分子メカニズムを明らかにするため、蛍光免疫染色

法を用いて Ras-PI3K複合体と VDAC2の細胞内局在を観察した。Ras-PI3K複合

体とHA-VDAC2の発現プラスミドをA431細胞に導入し、血清飢餓処理後にEGF

で刺激した。EGF刺激から 15分後に細胞を固定して免疫染色を行い、共焦点顕

微鏡で細胞を観察したところ、Ras-PI3K 複合体が局在する一部のエンドソーム

はミトコンドリアと近接していた (図 30A、B)。このことから、エンドソームと

ミトコンドリアが近接し、相互作用することで Ras-PI3K複合体がエンドソーム

に移行して繋留されるのではないかと考えた。そこで、Ras-PI3K複合体、EEA-1

およびミトコンドリアを可視化する発現プラスミドを導入した A431 細胞を

EGF で刺激し、これらの挙動をタイムラプス観察した。その結果、EEA-1 と

Ras-PI3K 複合体が共局在するエンドソームがミトコンドリアと相互作用してお

り、両者が相互作用する約 10分の間に EEA-1の蛍光強度が次第に減弱していく

様子も観察された。(図 30C)。さらに生細胞内で起こるミトコンドリア−エンド

ソーム間相互作用を詳細に解析するため、A431 細胞に EGFP-Rab5 と

DsRed-mitochondria を発現させ、EGF 刺激後にミトコンドリア−エンドソーム間

相互作用が促進されるかを検証した。共焦点顕微鏡を用いて、血清飢餓処理後

の細胞を 1分間隔で 60分間撮影し、撮影開始 10分後に EGFを添加した。次に

取得した画像からミトコンドリア−エンドソーム間相互作用を定量するために、

本実験におけるミトコンドリア−エンドソーム間相互作用を定義した。まず、ミ

トコンドリアとエンドソームが近接している箇所をラインスキャンし、両者の

蛍光強度のピーク間距離を測定した (図 31A 左)。ピーク間距離の平均値が 2.8 

pixel (0.434 µm) だったことから、ミトコンドリアの周囲 2 pixel (0.31 µm) 以内

にあるエンドソームはミトコンドリアと相互作用していると定義した (図 31A、

B)。この定義をもとにミトコンドリア–エンドソーム間相互作用を定量した結果、

EGF 刺激後に両者の相互作用が増加することがわかった (図 31C)。さらに

VDAC2 をノックダウンした細胞では、EGF 刺激後のミトコンドリア−エンドソ

ーム間相互作用の増加が認められなくなった (図 31C)。以上の結果から、

Ras-PI3K 複合体が局在するエンドソームはミトコンドリアと相互作用すること

が明らかになり、VDAC2は EGF刺激依存的なミトコンドリア−エンドソーム間
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相互作用に関与することが示唆された。 

 

図 30: Ras-PI3K複合体が局在するエンドソームはミトコンドリアと近接している  

A) A431細胞に HA-VDAC2、VN-H-Ras、PI3KRBD-WT-VCを導入して 24時間培養後、

細胞を固定して抗 HA抗体で免疫染色し、共焦点顕微鏡で観察した。下段は重ね合

わせ画像内の四角を拡大した画像。(Bar = 10 µm) 

B) A の重ね合わせの拡大図内に a から b まで線を引き、線上の Ras-PI3K (緑) と

HA-VDAC2 (赤) の蛍光強度をプロットした。矢印は Ras-PI3K複合体が局在するエ

ンドソームとミトコンドリアの近接を示す。 

C) A431 細胞に mito-SECFP、VN-H-Ras、PI3KRBD-WT-VC、TagRFP-EEA-1 を導入し

て 24時間培養した。4時間血清飢餓処理後に 100 ng/mlの EGFで刺激し、共焦点顕

微鏡を用いてタイムラプス観察した。画像は EGF刺激から 20分後の 10分間を示す。 

(Bar = 5 µm) 
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図 31: VDAC2のノックダウンにより EGF刺激依存的なミトコンドリア−エンドソ

ーム間相互作用が抑制される  

A) ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の定義。EGFP-Rab5と DsRed-Mitoを導入

した Cos-1 細胞を蛍光顕微鏡で観察した。エンドソームとミトコンドリアが接触し

ているように見える箇所をラインスキャンして蛍光強度をプロットし、両者の蛍光

強度のピーク間距離を測定した。測定した平均値から、ミトコンドリアの周囲 2 pixel 

(0.31 µm) 以内に位置するエンドソームはミトコンドリアと相互作用していると定

義した。(Bar = 5 µm) 

B) ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の定量方法。取得したミトコンドリア画

像に閾値を設定し、ミトコンドリアのマスク画像を作成した。マスク画像のミトコ

ンドリアの周囲 2 pixelを拡大したマスク画像を新たに作成し、このマスク画像とエ

ンドソームの画像と重ね合わせて共局在するエンドソームの面積を定量した。画像

内の赤い領域は 2 pixel拡大したミトコンドリアを示す。赤い領域内の黄色は、ミト

コンドリアと相互作用するエンドソームの領域を示す。 

C) コントロール siRNA または siVDAC2 を導入して 48 時間培養した A431 細胞に、

EGFP-Rab5と DsRed-mitoを導入して 24時間培養した。4時間血清飢餓処理後に 100 

ng/mlの EGFで刺激し、共焦点顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。Bの方法で

ミトコンドリアと相互作用するエンドソームの面積を定量し、撮影開始時の面積を

1として規格化してプロットした。1回の実験を行い、データは平均±標準誤差を示

す (n ≥ 3)。 
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VDAC2はエンドソームの酸性化に関与する  

	 前項で、VDAC2が EGF刺激依存的なミトコンドリア−エンドソーム間相互作

用に関与し、この相互作用がエンドサイトーシスを制御する可能性が示唆され

たが、両者が相互作用した時に何が起こっているのかは明らかになっていない。

VDAC2 はミトコンドリアのアニオンチャネルと名付けられたが (Schein et al., 

1976)、実際にはアニオンだけでなくカチオン (Pavlov et al., 2005) や小分子

(Zalman et al., 1980) も透過することが報告されている。VDAC2がポアとしての

機能することと、ミトコンドリアが ATPを産生する細胞小器官であることから、

ミトコンドリアとエンドソームが相互作用した時に、VDAC2を介してミトコン

ドリアから放出された ATP がエンドソーム上の V-ATPase に供給されることに

よってエンドソームの酸性化が促進するという仮説を立てた (図 32A)。この仮

説を検証するため、次に VDAC2がエンドソームの酸性化に関与するかを検討し

た。VDAC2 を過剰発現させた HeLa 細胞に pH 非感受性蛍光色素 (Alexa Fluor 

488) と pH感受性蛍光色素 (AcidiFluorTM ORANGE) で標識された 2種類のデキ

ストランを取り込ませ、それぞれの蛍光強度を定量した。VDAC2の過剰発現に

よりデキストランの取り込み量が増加する結果が得られているため (図 22B)、

AcidiFluorTM ORANGE標識デキストランの蛍光強度を Alexa Fluor 488標識デキ

ストランの蛍光強度で割ることでエンドソームの酸性化を評価した。その結果、

VDAC2の過剰発現によりエンドソームの酸性化が促進された (図 32B、C)。 

	 次に、EGF 刺激後のミトコンドリア内の ATP 濃度の変化を調べた。A431 細

胞に mitoATeam1.03を発現させ、血清飢餓処理後に EGFを添加してタイムラプ

ス観察を行った。その結果、EGF刺激直後にミトコンドリア内の ATP濃度が減

少し、若干回復した後また次第に減少していくことがわかった (図 33A)。VDAC2

をノックダウンした細胞で同様の実験を行ったところ、ノックダウン細胞はコ

ントロールとほとんど同様の傾向を示した (図 33B)。 
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図 32: VDAC2の過剰発現はエンドソームの酸性化を促進する  

A) ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用によるエンドソーム酸性化促進の仮説。 

B) HeLa細胞に HA-VDAC2と CFPを導入し、24時間培養した。500 µg/mlの Alexa Fluor 

546標識デキストランと 200 µg/mlの AcidiFluorTM ORANGE標識デキストランを加

えて 15分間インキュベートした。PBSで洗浄後、3%パラホルムアルデヒドで固定

して蛍光顕微鏡で観察した。黄色い点線の領域は CFP発現細胞を示す。(Bar = 10 µm) 

C) CFP発現細胞の二つのデキストランの蛍光強度を定量した。AcidiFluorTM ORANGE

デキストラン (AcidiFluor-Dx) の蛍光強度 / Alexa Fluor 488 デキストラン (Alexa 

Fluor 488-Dx) の蛍光強度を算出し、コントロール細胞を 1と規格化してプロットし

た。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n ≥ 80)。*P < 0.0005 

(Student’s t-test)。 
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図 33: EGF刺激後にミトコンドリア内の ATP濃度が減少する  

A) A431細胞に mitoATeam1.03を導入して 24時間培養した。4時間血清飢餓処理後に

100 ng/mlの EGFで刺激し、蛍光顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。ミトコン

ドリア領域の CFPと FRETの蛍光強度を定量し、emission ratio (FRET/CFP) をプロ

ットした。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤差を示す (n = 13)。 

B) コントロール siRNA または siVDAC2 を導入して 48 時間培養した A431 細胞に、

mitoATeam1.03を導入して 24時間培養した。Cと同様の方法でタイムラプス観察を

行い、emission ratioを算出した。3回の独立した実験を行い、データは平均±標準誤

差を示す (n ≥ 10)。 
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ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用はエンドソームの酸性化を促進

する 
	 最後に、光遺伝学的手法を用いてミトコンドリア−エンドソーム間相互作用を

誘導した時にエンドソームの酸性化が促進されるかを検証した。光遺伝学ツー

ルとして用いられるシロイヌナズナの青色光受容体タンパク質である 

cryptochrome 2 (CRY2) は、青色光の照射により calcium-binding protein 1 (CIB1) 

と結合する性質を持つ (Kennedy et al., 2010)。CRY2にエンドソームマーカーで

ある FYVE ドメインを融合させ、CIB1 にはミトコンドリアマーカーである

TOM20 を融合させたプラスミドを作製し、光刺激によってミトコンドリア−エ

ンドソーム間相互作用を誘導する光遺伝学ツールを開発した (図 34A)。このツ

ールを発現させた HeLa細胞を蛍光顕微鏡でタイムラプス観察し、観察中に 488 

nm の光を照射してミトコンドリア−エンドソーム間相互作用を誘導した。得ら

れた画像からミトコンドリアとエンドソームが共局在する面積を定量したとこ

ろ、光照射後に共局在の面積が増加し、ミトコンドリア−エンドソーム間相互作

用の誘導が確認された (図 34B、C)。次に、ミトコンドリア−エンドソーム間相

互作用誘導後にエンドソームの酸性化が促進されるかを調べた。ツールを発現

させた細胞に pH 感受性蛍光色素標識デキストランを取り込ませ、10 秒間光照

射した後に蛍光顕微鏡で観察し、細胞内のデキストランの蛍光強度を定量した。

光照射した細胞は非照射細胞と比較してデキストランの蛍光強度が高く、エン

ドソームの酸性化が促進した (図 34D)。以上の結果から、ミトコンドリア−エン

ドソーム間相互作用によりエンドソームの酸性化が促進されることが示唆され

た。 
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図 34: 光遺伝学法により誘導したミトコンドリア−エンドソーム間相互作用はエ

ンドソームの酸性化を促進する  

A) ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用を誘導する光遺伝学ツールの模式図。 

B) HeLa 細胞に FYVE-iRFP-CRY2 と CIB1-RFP-TOM20 を導入して 24 時間培養し、蛍

光顕微鏡を用いてタイムラプス観察した。観察中に 488 nm の光を照射した。画像

は光照射前後のミトコンドリアとエンドソームを示す。(Bar = 5 µm) 

C) B のデータから細胞内のミトコンドリアとエンドソームの領域を抽出し、両者が共

局在する面積をプロットした。矢印は光照射を示す。 

D) FYVE-CFP-CRY2 と CIB1-iRFP-TOM20 を導入した A431 細胞に 200 µg/ml の

AcidiFluorTM ORANGE標識デキストラン (AcidiFluor-Dx) を加えて 10分間インキュ

ベートし、PBSで洗浄した。488 nmの光を 10秒間照射し、蛍光顕微鏡で観察した。

得られた画像からデキストランの蛍光強度をプロットした。3 回の独立した実験を

行い、データは平均±標準誤差を示す (n = 14)。*P < 0.0001 (Student’s t-test)。 
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【考察】 
	 RAPEL結合因子の網羅的探索よって同定されたミトコンドリア外膜のポアタ

ンパク質である VDAC2 は、Ras-PI3K 複合体のエンドソーム移行とクラスリン

非依存性エンドサイトーシスを制御した。また、生細胞内で Ras-PI3K複合体が

局在するエンドソームとミトコンドリアは相互作用していたことから、異なる

細胞小器官どうしの相互作用がエンドサイトーシスを制御するという仮説が導

き出された。生細胞内でミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の経時変化を

観察したところ、EGF刺激後にミトコンドリア–エンドソーム間相互作用が促進

され、VDAC2がこの相互作用に関与することが明らかになった。さらに、光遺

伝学ツールを用いてミトコンドリア–エンドソーム間相互作用を誘導すると、エ

ンドソームの酸性化が促進された。以上の結果から、VDAC2 は Ras-PI3K 複合

体のエンドソーム移行と EGF 刺激依存的なミトコンドリア–エンドソーム間相

互作用に関与し、この相互作用を介してエンドソームの酸性化を促進すること

が示唆された (図 35)。 

	 当研究室の先行研究から、Ras-PI3K シグナルがクラスリン非依存性エンドサ

イトーシスを介したカーゴの取り込みとエンドソームの成熟化を促進すること

が報告されている (Tsutsumi et al., 2009; Fujioka et al., 2011)。本研究で同定した

VDAC2 は、そのノックダウンにより Ras-PI3K 複合体のエンドソーム局在が抑

制されたことから Ras-PI3K複合体の上流因子であると考えられる。したがって、

VDAC2 を介したエンドソームの成熟化促進は以下のような分子メカニズムが

想定される。VDAC2-PI3K間の結合を介したミトコンドリア−エンドソーム間相

互作用により Ras-PI3K複合体がエンドソーム上に繋留され、 (1) ミトコンドリ

アからエンドソームに ATP等のエンドソーム成熟化に必要な物質が供給される。 

(2) エンドソーム上で活性化した PI3K が PI(3,4,5)P3等のイノシトールリン脂質

を産生し、エンドソームの成熟化に必要な分子がリクルートされる。本研究で、

EGF 刺激後にミトコンドリア内の ATP 濃度の減少が観察されたが (図 33A)、

VDAC2 ノックダウン細胞とコントロール細胞の間で ATP 濃度の経時変化に顕

著な差はみられなかった (図 33B)。しかし、本実験は細胞内の全ミトコンドリ

アを解析しており、エンドソームと相互作用している局所的なミトコンドリア

の ATP濃度の変化をとらえることはできていない。 (1) の仮説を検証するため

には、今後ミトコンドリア−エンドソーム相互作用部位での局所的な ATP等の濃

度変化を評価する必要がある。また、PI3Kと VDAC2の結合がミトコンドリア−
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エンドソーム間相互作用およびエンドソームの成熟化促進に必要であるかは証

明されていないため、PI3Kと結合できない VDAC2変異体を作製し、VDAC2ノ

ックアウト細胞を用いたレスキュー実験を行うことで検証したい。(2) に関して

は、イーストツーハイブリッド法により RAPEL結合因子が複数同定されており、

他の RAPEL 結合因子がエンドソームの成熟化を制御している可能性が考えら

れる。実際に、当研究室の他のプロジェクトで RAPEL結合因子として同定され

た insulin receptor substrate 4は、PHドメインを介してエンドソーム上の PI(3)P

に結合し、エンドサイトーシスを促進することが明らかになっている (論文投稿

中)。今後は VDAC2に加え同定された他の候補因子を解析することで、Ras-PI3K

シグナルのエンドサイトーシス時空間制御のさらなる解明が期待される。 

	 本研究で提唱したミトコンドリア−エンドソーム間相互作用によるエンドソ

ーム酸性化促進メカニズムの仮説では、ミトコンドリア−エンドソーム間で輸送

される物質として ATPを想定した。しかし、ミトコンドリア内の ATPの濃度は

細胞質よりも低いため (Imamura et al., 2009)、エンドソーム上の V-ATPaseはミ

トコンドリアと相互作用せずとも効率良く ATPを消費できる環境におかれてい

ると考えられる。したがって、ミトコンドリアとエンドソーム間相互作用がミ

トコンドリアからエンドソームへの ATPの供給に有利に働くならば、そのコン

タクトサイトで ATPが濃縮されている可能性があり、今後検証する必要がある。 

	 本研究では ATPのみを検討したが、ミトコンドリアの VDACはさまざまなイ

オンや小分子、特に Ca2+を透過することが多く報告されている (Báthori et al., 

2006; Gincel et al., 2001; Tan and Colombini, 2007)。例えば、VDAC1は小胞体とミ

トコンドリアのコンタクトサイトに局在し、小胞体の IP3受容体と相互作用して

小胞体からミトコンドリアへの Ca2+輸送を制御する (Szabadkai et al., 2006)。さ

らにマウス心房筋由来の HL-1 細胞において、VDAC2 をノックダウンするとミ

トコンドリアの Ca2+の取り込み速度が減少するという報告もある (Subedi et al., 

2011)。これらのことから、ATP 以外にも Ca2+がミトコンドリア–エンドソーム

間で輸送され、エンドソーム酸性化促進に関与していることが考えられる。エ

ンドソームの酸性化と Ca2+濃度については、エンドソームの酸性化にしたがっ

て Ca2+濃度が減少するという報告 (Gerasimenko et al., 1998) と、初期エンドソー

ムより後期エンドソームの方が内部の Ca2+濃度が高いという報告 (Albrecht et 

al., 2015) があり、議論の余地が残されている。今後はミトコンドリア内または

エンドソーム内の Ca2+をモニターするバイオセンサーを用いて Ca2+に関しても
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検証していきたい。 

	 ミトコンドリアに局在する VDAC2 がエンドソームとの相互作用を介してエ

ンドサイトーシスを制御すると示唆されたが、一方で VDAC2はミトコンドリア

や MDVs とは異なる顆粒構造にも局在することが明らかになった（図 26）。本

研究の中ではこの顆粒構造が局在する細胞内小器官を特定できていないが、

VDAC2 がミトコンドリア上だけでなく別の細胞小器官からもエンドサイトー

シスを制御している可能性が考えられる。その可能性を検証するために、ライ

ブセルイメージングにより Ras-PI3K複合体と CFP-VDAC2の挙動の観察を試み

たが、CFP-VDAC2 はミトコンドリアではなく核と細胞質に局在してしまった

（図27A上段）。その後検討を重ねて split GFP (split Cerulean) システムを導入し、

蛍光タンパク質をタグしたミトコンドリア局在型 VDAC2の作製に成功した（図

28B、C）。しかし、BiFC 法により可視化した Ras-PI3K 複合体と split 

Cerulean-VDAC2 を同時に観察したところ、split Cerulean-VDAC2 は単独発現の

時とは異なり細胞質にびまん性に局在した。その理由は以下のように考えられ

る。蛍光タンパク質再構成法は様々な切断部位で再構成させることができる。

Huと Kerppolaは、YFPの N末端 173アミノ酸の断片と CFPの C末端 155アミ

ノ酸の断片の組み合わせでも再構成が起こり、YFP の蛍光が観察されることを

報告している (Hu and Kerppola, 2003)。このことから、細胞質の split Cerulean1-10

が split Cerulean11-VDAC2 よりも PI3KRBD-VC と結合して再構成してしまい、

Ras-PI3K複合体とVDAC2を同時に観察できなかったと考えられる。以上より、

Ras-PI3K複合体と VDAC2のライブセルイメージングは今後の課題である。 

	 VDAC のアイソフォームすべてが RAPEL と相互作用したにもかかわらず、

VDAC1/2/3 のトリプルノックダウンによるデキストラン取り込みの抑制は

VDAC2単独のノックダウンと同程度であった。このことから、VDACのアイソ

フォームの中で VDAC2 のみがエンドサイトーシス制御に関与していることが

示唆される。今後、VDAC1およびVDAC3のノックダウン細胞を用いてRas-PI3K

複合体のエンドソーム移行やエンドサイトーシスを評価することで、他のアイ

ソフォームの機能についても明らかにしたい。 

	 VDACの三つのアイソフォームは同じ機能を持つとされるが (Sampson et al., 

1997)、一方で VDAC2のノックアウトマウスのみが生存不可能であり (Cheng et 

al., 2003)、その理由は明らかにされていない。本研究から、VDAC2の新たな機

能としてミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の制御が示唆された。VDAC1
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と VDAC3も同様の機能を有するかについては検証していないが、もしこの現象

が VDAC2 特異的だとすれば、VDAC2 を介したミトコンドリア–エンドソーム

間相互作用が生命にとって不可欠な生理機能に関わっていると考えられる。例

えば、クラスリン非依存性エンドサイトーシスで取り込まれる glucose transporter 

1は血液脳関門から D-glucoseを輸送し、脳へのグルコース供給に重要な役割を

担っている (Augustin, 2010)。また、large neutral amino acids transporter small 

subunit 1 と呼ばれるアミノ酸トランスポーターもフェニルアラニンやトリプト

ファンなどの疎水性アミノ酸や L-DOPAを脳に輸送する機能を有し (Duelli et al., 

2000; Kageyama et al., 2000)、クラスリン非依存性エンドサイトーシスを介して細

胞内に取り込まれる (Eyster et al., 2009)。VDAC2は脳での発現が高いことから 

(Sampson et al., 1996)、VDAC2のノックアウトによりミトコンドリア−エンドソ

ーム間相互作用が制御するエンドサイトーシスが阻害され、その結果致死とな

る可能性が考えられる。 

	 ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用の機能に関して、両者が相互作用し

た時にエンドソームから鉄 (Das et al., 2016; Sheftel et al., 2007) やコレステロー

ル (Charman et al., 2010) がミトコンドリアに輸送されるという報告はあるもの

の、その分子メカニズムはほとんど明らかになっていない。また、この相互作

用がパーキンソン病などのミトコンドリアやエンドソームの機能異常が原因と

される神経変性疾患に関与しているかについても未知である。今後は、蛍光イ

メージングをはじめとするあらゆる手法を駆使して、ミトコンドリア−エンドソ

ーム間相互作用のさらに詳細な分子メカニズムとその生理的意義に迫りたい。 
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図 35: Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行メカニズムとミトコンドリア−

エンドソーム間相互作用によるエンドソーム酸性化促進の仮説  
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【総括および結論】 
第 1章  

1. EGF刺激依存的なRas-PI3K複合体のエンドソーム局在を制御する PI3Kの特

異的配列 (RAPEL) を同定した。 

2. RAPELの過剰発現は Rasとその下流因子の結合および活性化に影響を与え

ることなく、クラスリン非依存性エンドサイトーシスおよびインフルエンザ

ウイルスの侵入と感染を抑制した。 

3. RAPELの二つのリジン残基が RAPELの機能を制御した。 

4. 細胞膜透過型 RAPELペプチドを細胞に取り込ませることでインフルエンザ

ウイルス感染が抑制された。 

 

第 2章  

1. RAPELの結合因子としてミトコンドリア外膜タンパク質VDAC2を同定した。 

2. VDAC2は EGF刺激依存的な Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行およびク

ラスリン非依存性エンドサイトーシスを制御した。 

3. VDAC2はミトコンドリアだけでなく細胞内の顆粒構造にも局在した。 

4. Ras-PI3K複合体が局在するエンドソームはミトコンドリアと相互作用した。 

5. VDAC2は EGF刺激依存的なミトコンドリア−エンドソーム間相互作用を促

進した。 

6. ミトコンドリア−エンドソーム間相互作用はエンドソームの酸性化を促進し
た。 

 

【新知見の意義・今後の展望】  

	 第 1章で、PI3Kp110γの Ras結合ドメイン内に Ras-PI3K複合体のエンドソー

ム局在を制御する RAPELが同定され、Ras-PI3Kシグナルの新たな時空間制御メ

カニズムが見出された。さらに、RAPELの過剰発現はエンドソームで活性化す

る Ras-PI3Kシグナルのみを阻害し、Erkや Aktなどの下流シグナルの活性化に

は影響しなかった。このことは、RAPELが正常な細胞機能に大きな影響を与え

ることなくインフルエンザウイルス感染を抑制できる、すなわち副作用の少な

い抗ウイルス薬となり得ることを示している。抗ウイルス薬としての RAPELを

より現実的にするために、今後はマウスモデルを用いて in vivoで RAPELペプチ

ドの効果を検証することが必要である。 
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	 第 2章で、Ras-PI3K複合体のエンドソーム移行はミトコンドリア外膜タンパ

ク質である VDAC2によって制御されること、および VDAC2を介してミトコン

ドリア−エンドソームが相互作用し、エンドソームが酸性化することが示唆され

た。今後は、エンドソーム内の pHをモニターするバイオセンサーを用いて、ミ

トコンドリア−エンドソーム間相互作用後のエンドソームの酸性化を観察し、こ

の仮説をさらに検証したい。 

	 細胞小器官は細胞生理機能に必須の役割を担っており、それぞれが独立して

機能すると考えられてきた。しかし近年、小胞体とミトコンドリア (Friedman et 

al., 2011; Hamasaki et al., 2013; Horner et al., 2011; Vance, 2014)、リソソームとペル

オキシソーム (Chu et al., 2015)、小胞体とエンドソーム (Raiborg et al., 2015; 

Rowland et al., 2014) などの異なる細胞小器官の相互作用が報告されており、こ

れらの相互作用によって発揮される細胞生理機能が注目されつつある。本研究

は当初、シグナル伝達の時空間制御機構を明らかにする目的で進められたが、

予想外にミトコンドリア–エンドソーム間相互作用によるエンドサイトーシス

制御という新しい細胞生理機能の制御機構を見出した。今後は、ミトコンドリ

ア−エンドソーム間相互作用を制御する分子メカニズムとその生理学的意義、疾

患との関連を明らかにする。さらに、さまざまな細胞小器官の相互作用がどの

ように細胞の恒常性維持に寄与しているのかを解明していきたい。 
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