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序論

細胞内ではさまざまなタンパク貨がさまざまな細胞内蔵器官に鮪送されている。

タンパク質の鮪送は、強く制御されており特定のタンパク慣は特定の験器官へと

選択的に運ばれる。タンパク質給送の制御機構の解明は生物学の重要な問題点の

一つである。細胞内のタンパク質の鮪送は大別して、タンパク貨が膜小胞に包ま

れて目標の膜器官まで輪送される場合と、何物にも包まれず細胞質中を移行する

場合の二つの鯖送形態がある。本序論の(1 )では、細胞内のタンパク質の細胞

内輸送の二機構についての概略を紹介する。次に、 ( 2 )で、我々の研究対象で

ある膜小胞によるタンパク質輸送のー形態、受容体媒介エンドサイトーシス、の

過程を述べ、 ( 3 )では、受容体媒介エンドサイトーシスにおける受容体の形質

膜への輸送の研究の目的で、微小管脱重合状態の細胞でのトラ ンスフェリンのエ

ンドサイトーシスに着目した理由と本報告における成果を述べる。

1. タンパク貿の細胞内膜器官への移行

真核細胞は、その内部にさまざまに機能分化した膜器官を持ち、 これらの細胞

内膜器官や形質膜へは絶えずタンパク質が給送されている。タンパク質の細胞内

輸送には、 リボソームで合成されたタンパク貨の各膜器官への愉送と、形質勝の

膜過程であるエンドサイトーシスにより取り込まれた外界のタ ンパク 質の細胞内

輸送の 2種類がある。これらの細胞内タ ンパク 興輸送は、 それぞれ細胞内の膜器

官の維持や外界からの栄養物の摂取といった生命活動に重要な役割を果たしてい

る。次にこの 2種類のタンパク質の輸送の各々の喝合、 どの織な機構で輸送がお

こなわれるかを、新生のタンパク慣の輸送の場合、エンドサイトーシスにおける

タンパク質給送の掛合の願で述べる。

膜器官の機能分化は機能を担う各器官独自のタンパク質が存在することで達成

されているが、 これらのタンパク質は絶えず代謝されている。そこで、新生のタ
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ンパク質の各臓器官への選択的鮪送は、機能分化とその維持にとって重要な過程

である。タンパク質の合成のほとんどは、細胞質の遊雌リボソームか、小胞体に

結合した麟結合リボソームによりおこなわれる。合成されたタンパク買はそれぞ

れの目的地である細胞内厳器官(ミトコンドリア、葉緑体、核、ゴルジ装置、 リ

ソゾーム、形質臓など)に週択的に移行しそこで保持される。この移行の機構は、

その移行の過程から 2種類に分類できる。第一は、遊雌リボソームで合成された

タンパク質が細胞質中を各膜器官(小胞体、 ミトコンドリア、核など)へと移行

する場合で(図 1a )、第二は、膜結合リボソームにより合成されたタンパク質

が、膜小胞に包まれ小胞体から、各膜器官(ゴルジ装置、 リソゾーム、形質膜)

に移行する麟小胞給送の場合(図 1b )である。

細胞内タンパク質輸送の第二の例はエンドサイトーシスである。エンドサイト

ーシスは、外界の栄養物の摂取や、老廃物や有害物質の外液からの除去と分解な

ど、生命活動にとって重要な機能を持つ現象である。エンドサイトーシスの場合、

外界の物質は、形質膜の陥没により細胞内に取り込まれ、 細胞内の消化器官であ

るリソゾームに運ばれ分解され、あるいは形質膜 に再び戻される(図 1b )。こ

の場合、タンパク質の細胞内での移行は、取り込みの形懸からあきらかなように、

専ら膜小胞輪送の機構をとる。

このように細胞内でのタンパク質移行過程には異なるこつの 機構[1 ]、 [ I1 ] 

に分けられる。[1 ]遊離リボソームで合成されたタンパク質の場合に見られる

タンパク質自身の(何物にも包まれない形での〉細胞質中の移行(図 1a )と、

[ Il ]験結合リボソームで合成されたタンパク費やエンドサイトーシスされたタ

ンパク慣の場合の膜小胞に包まれた形でのタンパク質の移行(図 1b )である。

この各々の場合に、 タンパク慣の各験器官への選択的移行のためには独自の制御

機憎が存在するはずである。次にこの 2種のタンパク質の細胞内輸送の過程とそ

の制御の機構に関し[1 ]、 [ Il ]の順で述べる。
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図1. タンパク質の細胞内鞘送

タンパク貨の細胞内給送は、 タンパク貨が何物にも包まれず細胞質中を移行し

目樟、の膜器官まで到達する場合(a )とタンパク 慣が膜小胞に包まれて目標の器

官へと到達する場合(b )の 2種類存在する。

(次ページへ)
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(図 11 egend続き )

aのタンパク質鮪送では、鮪送されるタンパク買は細胞質の遊雌リボソーム(

FR)で合成され、小胞体(E R )、ミトコンドリア (M)、葉緑体(c )、ベ

ルオキシゾーム(p )、 核 (N )へと 運ばれる。この型の鮪送ではタンパク貿に

各々の目標の麟器官に個有の指向配列が存在する(表 1)。この指向配列の 認識

機摘が各膜器官上に存在する。運ばれるタンパク質は、 小胞体以外では、合成が

完了した時点で各膜器官へ移行する。例外は、小胞体の場合で、タンパク質のア

ミノ末端にある小 胞体への指向配列(シグナルペプチド)が合成された時点で小

胞体へと移行し、 リボソームは小胞体の膜上に結合し、 その後のタンパク質合成

は膜結合リボソームでおきることになる。

bのタンパク質鮪送では、輪送されるタンパク質は、膜小胞に包みこまれ、 こ

の膜小胞が目標の膜務官と融合することでタンパク買を移行する。膜小胞による

タンパク質の給送には、新生のタンパク質の小胞体(E R )以 降の輸送とエンド

サイトーシスによる外被の物質の給送の 2種類がある。新生のタンパク質の輸送

は、小胞体(E R ) .....ゴルジ装置(G )、ゴルジの層板問、ゴルジ装置~形質膜、

ゴルジ装置~リソゾームの輸送がある(図 1b左側)。エンドサイトーシスの場

合は、外液の物質の形質膜~リソゾームが主な経路であるが、形質膜へと 復帰す

る場合や、形質膜の別の面へと輸送が行われる場合もある(図 1b右側)。

ーか

[ 1 ]遊雌 リボソームで合成されたタンパク 貨が、細胞質中を標的器官へと鮪

送される場合。小胞体、 ミトコンドリア、葉緑体、ペルオキシゾームや核内への

タンパク貨の移行がこれにあたる(図 1a )。これらの験器官に移行するタ ンパ

ク貨は、その一次構造上に標的器官への移行のための指向配列が組み込まれてい

る (1 )。これらの指向配列の発見は、 197 2年、 Kilsteinらが、無細胞系で

合成した分泌タンパク質が、実際分泌される時点のタンパク質より大きな分子量

を持ち、前駆体から成魚型分泌タンパク慣に変化する聞に失われたペプチド部分

が分泌の信号になることを示峻したことに端を発する(2 )。続いて Blobelらに

より細胞分画で得られたミクロソーム薗分を使い、分泌タンパク質の小胞体移行

を無細胞系で再現し、 この系で分泌タンパク質のアミノ末端領域に小胞体移行の

ための配列があることを示唆した(3 )。彼らは、その配列をシグナルペプチド

と名づけている。その後、表 1に示したようにミトコンドリア、葉緑体、ベルオ

キシゾームや核でも、核膜器宮に移行するための配列が見つかっている(1 )。

各器官に移行するタンパク質の膜器官の認識は、標的器官への指向配列が標的

器官上の受容体と結合することで達成される〈あるいは、小胞体のように、シグ

ナルペプチドを認識するシグナル認識粒子は、細胞質に存在し、さらに小胞上に

シグナル認識粒子受容体が存在する場合のように認識機構が二段階になっている

場合もある(4) )。このように遊雌リボソームで合成されたタンパク質の愉送

においては、タンパク質の臓器官への選択的移行の重要な段階となる臓器官の認

n 識の分子機構が解明されつつある。

遊般リボソームで合成されたタンパク貨の移行は、多くの場合、合成が完了し

た時点で標的の膜器官に運ばれる。例外は小胞体の場合で、この場合タンパク慣

は遊雌リボソームでアミノ末端のシグナル配列が合成された時点でシグナル認識

粒子と結合し、 さらにシグナル認識粒子が小胞体上にあるシグナル配列認識粒子

受容体と結合することで小胞体に移行し、同時にリポソームは小胞体上の隙結合

リボソームとなる。その後、タンパク質合成は麟透過と同時におき、 タンパク 慣

は小胞の内部へと移行する(4 )。

膜結合リボソームで合成し、小胞体の内陸に移行したタン パク 慣の多くは、そ

の後、 ゴルジ装置や形質膜、 リソゾームへと運ばれる。この愉送はすべて次に述

べる膜小胞輸送によっている。
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表 1 遊雌リボソームで合成されたタンパク質の標的器官への指向配列と

膜器官

小胞体

その認識分子(1 ) 

機的器官への指向配列

シグナルペプチド

(タンパク 質のアミノ末端の 15 

--20残基の諒水性ペプチド)

配列を認識する分子

シグナル認識粒子

(32.5kDのRNA

ータンパク 質観合体 )

ミトコンドリア 延長ペプチド(リーダーペプチド) 3 0 k Dあるいは

葉緑体

ベルオキシソーム

核

(タンパク質のアミノ末端のアミノ

酸 20--70残基のペプチド

塩基性アミノ酸 K、 R、 H' Iをふ

くみ両親媒性 α らせん楠造をと る〉

トランジットペプチド

(タンパク質のアミノ末端のアミノ

酸 30--80残基のペプチド

塩基性アミノ酸 K、 R、 をふくみ

両親娘性 αらせん構造をとる)

ベルオキシソーム指向配列

(カルボキシル末端の SKL・2

あるいは SHL・3配列) ( 7 ) 

核移行配列

(坦基性アミノ酸 K、 Rをふ

くむアミノ 酸 5--30残基

のペプチド)

-10-

3 2 k Dタンパク 質

( 5、 6) 

30kDタンパク質

3 5 k Dタンパク 質

( 8 ) 

5 9、 69 k D 

タン J¥ク質(9 ) 

n 

(注)表 1中のアミノ酸は一文字標記法によった。対応するアミノ酸は以下の様

になる。

*1: K =リジン、 R=アルギニン、 H=ヒスチジン

*2: SHL=セリン・ヒスチジン・ロイシン

*3: S K L =セリン・リジン・ロイシン

-11-



r、

n 

[日〕タンパク質が麟小胞に包まれ、小胞暢送により額的の厳器宮へとタンパ

ク貨が移行する場合(図 1b )。この膜小胞給送には、新生タンパク 貨の小胞体

からゴルジ装置を経由して形質膜あるいはリソゾームへ至る給送と、エンドサイ

トーシスで細胞に取り込まれた外部物質のリソゾームや形質膜までの輸送がある。

どちらの喝合の鮪送でも、給送されるタンパク質は、麟小胞に包みこまれ、腹小

胞が目額の践器官まで運ばれ、そこで融合することで相手の膿器官内に移行が達

成される。臓小胞によるタンパク質鮪送が達成されるには、輸送小胞への濃縮や

封入、輸送小胞の標的器官への運搬、額的器官の認識と融合の各過程が重要な過

程となる。

新生タンパク質の小胞体~ゴルジ装置~形質膜あるいはリソゾームにいたる輸

送はすべて膜小胞鞘送により行われる。この場合、膜タンパク質は輸送小胞の膜

上に埋め込まれて、分泌タンパク質のような可溶性タンパク買は輸送小胞の内陸

に包み込まれ運ばれる。新生タンパク貨の膜小胞輔送においても、遊離 リボソー

ムで合成されたタンパク質の指向配列の場合と問機に、 リソゾームや形質膜への

移行のためのタンパク質上の信号があることが最近の研究から分かつてきた。こ

の最初の成果はリソゾーム酵素のマンノースー 6-リン 酸型糖鎖の発見であったが

( 1 0 )、現在では、表 2に示したようにその他にもいくつかのタンパク質につ

いて、標的~富への移行のための信号がタンパク関上に存在することが報告され

ている。

表 2にみられるように、膜小胞鮪送では、アミノ酸の一次配列以外でも糖鎖や

脂質が移行の信号になることが、遊離 リボソームで合成されたタンパク質の指向

配列の場合と典なる特徴である。表 2の信号のうち、小胞体タンパク質の KDE

L配列は、小胞体への残留シグナルとして働いており、 ゴルジ装置への移行が抑

えられる(1 1 )。この残留の機構 に関しては、図 2に示したように KDEL配

列を認識する受容体が小胞体内部と小胞体とゴルジ装 置のシス 属板 の中聞に存在

するサルベージシステム聞を往復しており、小胞体を逃れてサルベージシステム

に到対した小胞体タンパク質 (KDEL配列を持つ)は、 ここで受容体と結合し、

小胞体へと戻されることが最近になり明かにされた(1 2 )。
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表 2 膜小胞鯖送による新生タンパク慣の鯖送とその信号

験器官

リソゾーム

リソゾーム

タンパク質

βガラクトシダーゼ

などのリソゾーム酵素

1 a m p - 1、 1a m p -

2・1などのリソゾーム腺

タンパク質

パキュオール カルボキシベプチダーゼ Y

移行の信号

マンノースー 6-リン 酸型糖鎖

( 1 0 ) 

タンパク質のカルボキシル末端付

近のHAGY配列・ 2 ( 1 3 ) 

前駆体のアミノ末端に存在する Q

RPL配列・ 3 ( 1 4 ) 

形質膜 アルカリホスファターゼ、 GPI.4 (15) 

小胞体

5・ーヌクレオチダーゼなどの

GPIアンカータンノてク質.$ 

B i P・6、 PD 1・7などの

小胞体内腔のタンパク質

アミノ末端の KDEL配列・ 8

( 1 1 ) 

(注)表 2中の略号など に関 し以下に 補足する。

申1: 1 a m p = lysoso田e-associated.elbran protein 

的: HAGY=ヒスチジン ・アラニン・グリシン ・チロシン

本3: QRPL=グルタミン ・アlレキ.ニン・フロリン ・ロ イシン

叫: G P 1 = glycosylphosphatidylinositol 

*5 :特に極性細胞の場合 GPIは、天頂面への移行憎号となる(1 6， 17)。

時: B i P = binding protein (免疫グロプリン重 鎖結合タ ンパク貿)
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*7: P D 1 = p r 0 t e i n d i s u lf i e d i S 0・erase
時: KDEL=リジン・アスパラギン・グルタミン酸 ・ロイシン

KDEL配列は小胞体への残留シグナルとして働く(ゴルジ装置への移

行が抑えられる)
亡 〉

C フ G 

/々 G つb 

① 
fcγ 。 説'¥sc 

(¥ 

/⑤ ⑨ ¥ 
く大 o/:::， ゐ o /:::，き:>ER 

('， 

図 2.小胞体へのタンパク 質の残留 機構

小胞体(E R )に残留するタンパク質 (0)の多くは、 KDEL配列を有して

いる。小 胞体のタンパク質 (0)は、小胞体からサルページコンパートメント(

f句、sc )へと 他のタンパク質(.6. )問機に移行するが、サルベージコンパートメン

トにおいて KDEL受容体と結合し小胞体へと戻される。小胞体では、 KDEL

とその受容体が解厳 し(この理由は今のところはっきりしていない)、受容体は

再びサルベージコンパートメントに戻り再利用される。(Vauxらの結果(1 2 ) 

を改変して示した)

μ
h
u
v
 

‘a
A
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形質膜やリソゾームへ移行するタンパク質では、合成の最終段階であるトラン

スゴルジネットワークと呼ばれる臓器官で各々の目的地に向かう膜小胞に包み込

まれる(1 8 )。形質賊や、 リソゾーム(酵母の場合バキュオール)への移行信

号が腺小胞の外部(制胞質側)に存在し、指向配列の場合のように、 目揮の膜器

nの受容体により認識されるとすれば結は簡単である。しかしこれらの信号の多

くは、小胞の内部に存在しており、標的膜の認識に直接関与しているとは考えに

くい。これらの臓小胞内に存在する信号を認識する 機構と しては、 リソゾーム酵

紫の移行信号であるマンノースー 6-リン酸において、その受容体が同定されてい

る(1 9 )。多くのリソゾーム酵紫は、マンノースー 6-リン酸型の糟鎖を持って

いる。マンノースー 6-リン 酸受容体はト ランスゴルジネットワークに存在しリソ

ゾーム酵素のリソゾームへの移行を仲介することが報告されている(2 0) (図

3 )。 トランスゴ/レジネットワークでマンノースー 6-リン酸は受容体と結合し、

プレリソゾームと呼ばれるリソゾーム移行の前段階の 膜系まで輸送される。プレ

リソゾームで受容体はマンノースー 6-リン 酸と解離しトランスゴル ジネットワー

クに戻り、 リソゾーム酵紫はリソゾームへ移行する。このように受容体はリソゾ

ーム 酵素の最終的なリ ソゾームへの移行段階では、 マンノースー 6叩リン酸と解離

しており、 リソゾームの認識機構は、受容体とは別に求める必要があろう。

新生タンパク質の移行あるいは残留の信号の認識機摘について現在知られてい

る2例 (KD E L、マンノース-6・リン酸)を紹介した。このいずれの場合も、

各々のタンパク質を含む麟小胞自身の標的膜器官との選択的融合を制御する機構

は明らかでない。このような問題点は残るものの、 タンパク質に存在する移行信

号に対する受容体が標的器官への輪送を仲介していることが分かつてきた。この

ように、受容体との結合と解般 を巧妙に利用したタンパク質鱗送の最も顕著な例

は、受容体媒介エンドサイトーシス・である。

. -
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図 3.マンノース需 6-リン酸を 持つリソゾーム酵素のリソゾームへの移行

マンノース ー6-リン酸酵素 (0)は、 トラ ンスゴルジネッ トワ ーク(T G N ) 

でその受容体に結合し、プレリソゾーム(P L )へと運ばれる。プレリソゾーム

の酸性粂件でマンノースー 6申リン酸と受容体は解離し、マンノースー 6-リン 酸酵

紫はその後リソゾーム(L )へ、.受容体はトランスゴルジネットワークへと戻り

再利用される。 (Griffithsら(2 0 )の結果を改変して示した〉
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新生のタンパク買の麟小胞による鮪送が、小胞体から形質麟へ向かう膜の外向

きの流れであるなら、エンドサイトーシスにより形質膜から形成した膜小胞の鮪

送は、臓の内向きの流れといえよう(図 1b )。エンドサイトーシスには、外部

物質を非特異的に取り込む場合と特定の物質を選択的に取り込む場合とがある(

図4)。非特異的な取り込みは、 1 )細胞などの国体を取り込む食作用(貧食作

用) (phagocytosis) (図 4a )と、 2 )外液を取り込む飲作用 (pinocytosis)

(図 4b )がある(包し、食作用をおこなうマクロファージでは、国体を非特異

的にも取り込むが、固体が抗体や補体と結合しているとき取り込みが強く、特異

的な取り込みの場合もある)。一方、外界の物質の選択的な取り込みの顕著な例

は、 3 )受容体媒介エンドサイトーシス (receprtor-mediatedendocytosis)で

ある(図 4c) (21)。受容体媒介エンドサイトーシスでは、細胞表面の受容

体を介し外部の特定の物質(リガンド)を取り込み、その後多くの場合リガンド

はリソゾームへ運ばれ分解され、受容体はリソゾームでの分解を免れ形質膜に復

帰 する (2 1、 2 2、 2 3、 2 4 )。

本報告では、形質膜へのタンパク質の輸送過程を知る上で、受容体媒介エンド

サイトーシスにおける受容体の形質膜への復帰(リサイクリング)を問題として

扱った。次に、現在まで得られている知見を元にそ受容体媒介エンドサイトーシ

スの取り込みから始まる各段階の概略を述べる。
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a b c 

。

図 4. エンドサイトーシスによる物質の取り込み

エンドサイトーシスには外液の固体を取り込む食作用(a )、液体を取り込む

飲作用(b )と、特定の物質を取り込む受容体媒介エンドサイトーシス(c )が

ある。

aの食作用は、原生動物や、マクロファージなどで顕著に観察され、外部の国体

f、 を非特異的に取り込む。マクロファージなどでは、取り込まれる国体表面に抗体

や補体が結合している場合は取り込みが強くおき、特異的な取り込みと見なせる

場合もある。食作用により形成した膜小胞は食胞(phagosome) とよばれる。

bの飲作用では、外部の液体を非特異的に取り込む。飲作用により形成した膜小

胞を飲胞 (pinosome) とよばれる。

cの受容体媒介エンドサイトーシスでは、外部の主にタンパク慣を細胞表面の受

容体への吸器により特異的に取り込む。受容体煤介エンドサイトーシスは、被覆

ピットと呼ばれる形質膜のくぼみが取り込み口となっている。 十受容体媒介エンド

サイトーシスで形成した膜小胞をエンドソーム (endosome) とよばれる。

ー19-



2. 受容体蝶介エンドサイトーシス

2 -1.被覆ピットからの取り込み

受容体蝶介エンドサイトーシスの概念は、 1 9 7 4年にGoldsteinとBrownが、

細胞のコレステロール代謝に関係する血中の低密度リポタンパク質の細胞表面へ

の吸着、細胞内への取り込みとリソゾームでの分解の過程を説明するものとして

提出された (25)01976年には、 Andersonらは、フェリチンを結合した低

密度リポタンパク質を使い電子顕微鏡観察から、形質腺上の低密度リボタンパク

質受容体の分布を調べ、細胞表面の受容体 50-80%が形質膜上で集合してい

ることを見いだし(2 6 )、続いて受容体が集合する領域が被覆ピットと呼ばれ

る裏打ち構造を持つ形質膜のくぼみであることを示した(2 7 )。それ以前すで

に、 RothとPorterが被羅ピットから卵黄タンパク慣が卵細胞内へ取り込まれるこ

とを観察しており、 この被祖ピ ットと呼ばれる形質膜の領域が外液の物質の取り

込みにに重要な役割を果たしていることが示峻されていた(2 8 )。 しかし彼ら

の実験では、卵黄タンパク質の取り込みが、非特異的な液相の取り込みなのか、

選択的な取り込みなのか区別はついていなかった。先のAndersonらの観察は、被

覆 ピットが外部物質の特異的な取込みである受容体媒介エンドサイトーシスの場

であることを証明した。それと同時に、取り込ま れるタンパク質の濃縮の問題が

(' 受容体の被覆ピ ットへの集合により達成されることが分かった。

Andersonの発見以降、被誼ピットに集まる物質と受容体の探索が精力的におこ

なわれ、さまざまな物質が、被覆ピットから受容体媒介エンドサイトーシスによ

り細胞内に取り込まれることが現在までに分かっている。取り込まれる物質(リ

ガンド)は、表 3に示したように、栄援物などの血中物質、ペプチドホルモンな

どの情報伝達に附与する物質、抗体、 ウィルスなどがある(2 1、 2 2、 2 9 )。
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表 3 受容体媒介エンドサイトーシスのリガンドと受容体(2 1、 2 2、 2 9 ) 

リガンド

〈栄養物、老廃物など〉

低密度リポタンパク貫

トランスフェリン

トランスコノてラミン H

アシアロ糖タンパク質

α2国マクログロプリン

(情報伝達物質〉

上皮成長因子

インシュリン

〈抗体〉

マウス免疫グロプリン G

受容体

1 6 0 k D糖タ ンパク 質

1 8 0 k D糖タンパク貿

( 9 0 k Dニ量体)

50kD糖タンパク質

42kD楕タンパク質

59kD糖タンパク質

420kD糖タンパク質

( 3 0 ) 

1 9 0 k D糖タンパク質

440kD糖タンパク質

(135kDのニ量体と

9 5 k Dのニ量体から

なる四量体)

1 g G 1、 IgG2b 47kD鮪タンパク質

60kD梢タンパク質

IgG2a 65kD楠タンパク質

母性免疫グロプリン G ( F cγ 受容体)

免疫グロプリン A二量体 90kD糖タ ンパク質

( s c・2) 
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(表 3続き)

〈ウィルスと毒素〉

インフルエンザウィルス

セムリキ森林ウィルス

水ほう性口内炎ウィルス

ジフテリア毒素

リシン

シアル酸を持つ糖タンパク質

1 4. 5 k Dサプユニットを

ふくむタンパク質(3 1 ) 

e 

e 

e 

e 

e 

事1:図 7に示したリガンドと受容体の目的地別にみたエンドサイトーシスの経路

事2:免疫グロプリン A二量体受容体は、 トランスサイトーシス後、その一部が細

胞外に分泌されるため、 S C (secretory component) と呼ばれる。
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2 -2. リガンドと受容体の細胞内移行過程とエンドサイトーシスの分類

受容体媒介エンドサイトーシスにおいて物質(リガンド)は、被寝ピットが細

胞の内向きにちぎれることにより細胞内に取り込まれる。 Pearse~:: より、被覆ピ

ットの被覆を構成するタンパク質が単雌され、その主要成分はクラスリンと名付

けられた(3 2、 3 3 )。クラスリンは、三 量体を単位とし、 さらにこれが結合

しあって被覆を構成している(3 4) (図 5)。クラスリン三量体は、図 5に示

したように結合の様式を変化させ平面状の構造から球状に近い構造に変化し、 こ

の構造変化にともない被覆ピットは、被寝小胞となり細胞内に取り込まれる。形

( ¥  成した被覆小胞は、 クラスリンの被覆が脱被覆ATPアーゼの働きにより外され

る(3 5 )。この被覆の外れた小胞をエンドソームと呼ぶ。

エンドサイトーシスされたリガンドの多くは、 リソゾームに運ばれ分解を受け

る。一方、受容体の移行に関しては、 197 6年、 Goldsteinらが、タンパク質合

成を随害し新しく受容体が合成されない細胞でも低密度リポタンパク質は数時間、

定常的に取り込まれることを見いだし、受容体が形質膜に復帰し再利用されてい

るごとを指摘した(3 6 )。それでは受容体はリソゾームへの移行までのどの段

階でリガンドと別れリサイクリングするのであろうか。

Ounnらは、受容体のリサイクリングが少なくともリソゾームへ運ばれる以前の

段階で起きることを見いだしている(3 7 )。彼らは、 リソゾーム移行型のリガ

0 1 ンドであるアシアロ 糖タ ンパク 質をラ ット肝初代培養細胞に 16・Cでエンドサイ

トーシスさせた。この温度では、アシアロ糖タンパク質がリソゾームへ移行する

以前の段階で細胞内の膜小胞に蓄積していた。しかしこの場合でも細胞表面の受

容体数は常に一定であり、受容体は少なくともリガンドがリソゾームに到遣する

以前の段階でリガンドと別れリサイクリングしていることを示峻している。
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クラスリン三量体
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〔 図 5. クラスリン被績の構造変化による被覆ピットの陥入

被覆ピットの被離を構成するクラスリンは、三量体でー単位を摘成している。

この三 量体が、さらに結合しあい被覆を形成する。 三量体の結 合様式は、六角形

を形成する喝合と五角形を形成する場合があるが、六角形のみの場合、全体では

平面的な構造をとり、 これから、五角形が増えるに従い三次元的な球を形成する。

この構造変化にともない被祖ピットは、細胞内に陥入すると考えられる。

(lIeuser ( 3 4 )の結果を改変して示した)
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受容体がリサイクリングするのに先だって、 リガンドは受容体から解献するは

ずである。 Lodishらは、アシアロ糖タンパク質とその受容体の結合の pH依存性

を調べ酸性条件 (pH5-6)で解雌することを示唆した(図 6) (38)。ま

た、 Tyckoとl1axfieldは、 pHで蛍光強度の変化する蛍光試薬で標識したデキスト

ランを使い、、デキストランをふくむ膜系(エンドソーム)の内部は、エンドサ

イトーシス後、速やかに酸性化することを見いだした(3 9 )。 リガンドと受容

体は、 このエンドソームの酸性化により解厳し、 その後リ ソゾームに至る以前の

段階で膜分裂により別々の膜内に選別されリガンドはリソゾームへ、受容体は形

質膜へと移行すると考えられる。

f、 現在まで各種のリガンドと受容体の移行が調べられた結果、低密度リボタンパ

ク質のようにリガンドはリソゾームへ移行し受容体は形質膜へ復帰する以外の経

路をとる場合もあることが判明している。 リガンドと受容体の移行先の組合せか

らエンドサイトーシスを分類すると次の 1) - 5 )になる(図 7) (23)。

1 )リガンドはリソゾームへ運ばれ、受容体は形質膜へ復帰するタイプ。低密

度リポタンパク質(L D L )、アシアロ糖タンパク質、 α2-マクログロプリンが、

このタイプに属する。 リガンドは、エンドソームの駿性化により受容体から解脱

する。その後、受容体をふくむ膜小胞(リサイクリングJj¥胞)とリガンドをふく

む小胞に別れる。その後、受容体は形質膜へ復帰し、 そこで再利用され、 リガン

rヘドははリソゾームへ移行し、そこで分解される(図 7a )。

2 )リガンドと受容体がともにリソゾームへ運ばれるタイプ。上皮成長因子や

インシュリンなどの情報伝遺物質がこのタイフに属する。 リガンドは、エンドソ

ームの酸性化により受容体と解離する。その後、 リガンドと受容体はリソゾーム

に移行し分解される(図 7b )。この場合、受容体もリソゾームで分解を受ける

ため、細胞表面の受容体数は減少し情報伝遺物質に対する応答が悪くなる。この

現忽は受容体のダウンレギュレーションと呼ばれている。

3 )リガンドと受容体がともに形 質政へ復帰するタイプ。 トランスフェリンが

このタイプに属する。 リソゾーム移行型の免疫グロプリン G、上皮成長因子、 イ

ンシュリン、 アシアロ鮪タンパク買が形質隙へ復帰する場合もある。 トランスフ

ェリンは酸性粂件で受容体と 解離せず、 ともに形質膜へ戻る。ただしトランスフ
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ェリンは厳性条件下でFeイオンを遊雌し、 Feイオン解雌型トランスフェリ ン(ア

ポトランスフェリン)になる。形質膿へ復帰したアポトランスフェリンは外液へ

遊厳し、受容体は形質麟上で再利用される(図 7c )。

4 )リガンドと受容体がエンドサイトーシスされた形質膜の面とは別の面へ鎗

送されるタイプ。免疫グロプリン A ( 1 g A)ニ量体、免疫グロプリン Mがこの

タイプに属する。 リガンドと受容体は、形質膜の天頂面 (apicalsurface)から

基底面 (basolateralsurface)へ、あるいはその逆の経路で輸送される。この現

象はトランスサイトーシスと呼ばれている。この場合も、 3 )と問機細胞内でリ

ガンドと受容体の解脱はない(図 7d )。

("""'， 5 )リガンドがエンドソームから細胞質に移行する場合。ウィルスのゲノムや、

「ヘ

や毒紫の一部をなすべプチドは、エンドソームの酸性化により細胞質へ移行する

(図 7e )。
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エンドサイトーシス後、 リソゾームで分解されるリガンドであるアシアロ楠タ

ンパク質は、酸性条件下でその受容体と解離する。図には、アシアロ糖タンパク

質以外にも、インスリンやトランスフェリンの受容体との結合、あるいは、 トラ

ンスフェリンと Feイオンの結合の pH依存性も同時に示した。後に述べるが、イ

ンスリンの場合、 リガンドと受容体の両者がリソゾームに移行し、 トランスフェ

リンは、 リガンドと受容体の両者が形質膜に復帰する。アシアロ糖タンパク慣や

インスリンは、 p H 5. 5になると受容体から約半数が解脱することが分かる。

トランスフェリンの受容体との結合は、酸性条件 下でも変化しないが、 Feイオン

は pH 5. 5以下でほぼ完全にトランスフェリンから解離することが分かる。

(Dau tory-Yarsa tらの結果(3 8 )を改変して示した)
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「

(図 71 egend続き)

C: リガンドと受容体がともに形質願へ復帰するタイプ。 トランスフェリンがこ

れに属する。エンドソームの酸性化でリガンドは受容体と解雌せずともに形質麟

へと復帰する。

d: リガンドと受容体がともに形質臓のエンドサイトーシスされたのとは別の面

に運ばれるタイプ。免疫グロプリン Aニ量体、免疫グロプリン Gがこれに属する。

極性細胞において観察され、エンドソームの酸性条件でリガンドは受容体と解厳

しない。 リガンドと受容体はエンドサイトーシスされたのとは形質膜のエンドソ

ームされた面と別の面へ運ばれる。これはトランスサイトーシスと呼ばれる。

r e: リガンドの一部が細胞質に移行するタイプ。ウィルスや竃索がこれに属する。

図はエンベロープウィルスの場合を示している。エンドソームの酸性条件下でウ

ィルス膜がエンドソーム膜と融合しウィルスゲノムを細胞質へ移す。

(各リガンドが、 この分類 a.........eのどれに当てはまるかは表 3中に示した)

(Goldsteinらの報告(2 3 )を改変して示した)

。

/像、

図 7.受容体娘介エンドサイトーシスにより取り込まれたリガンドと受容体の目

的地

受容体媒介エンドサイトーシスでは、 リガンドは細胞表面の受容体に結合しク

ラスリンが裏打ちする被覆ピット(c P )に集まる。被覆ピットは細胞の内向き

にちぎれ被覆小胞(c v )となり、 さらに被 覆が外れエンドソーム(E )となる。

汽 エ ンドソームの内部は H.-ATPアーゼの働きで酸性化する。ここまでの過程は、

全てのリガンド受容体で共通である。その後リガンドと受容体は、 a.........eの経路

のいずれかをとる。

a: リガンドはリソゾームへ移行し受容体は形質膜へ復帰するタイフ二アシアロ

糖タンパク賞、低密度リボタンパク賀、 α2-マクログロプリンなどがこれに属す

る。エンドソーム(E )の酸性化によりリガンドと受容体は解脱しリガンドはリ

ソゾーム(L )へ移行し加水分 解を受ける。受容体は形質膜へリサイクリング小

胞(R )により形質朕へと復帰し再利用される。

b: リガンドと受容体がともにリソゾームへ運ばれるタイプ。上皮成長因子、 イ

ンスリンがこれに属する。エンドソームの酸性化でリガンドは受容体と解脱する

が、 その後、両者はともにリソゾームへ運ばれ加水分解を受ける。(次ページへ)

('1 
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2 -3.エ ンドソームの形態と機能

エンドサイトーシスされた各種のリガンドと受容体は細胞内で選別されリソゾ

ームや形質膜といった各々の目的地に運ばれる。 リガンドや受容体の細胞内での

移行の過程は、 1 980年前後、電子顕微鏡観察により多くの知見が得られた。

Willinghamらはリソゾームへ運ばれるリガンドである αトマクログロプリンにつ

いて、被植ピットからリソゾームに至るまでの移行過程を電子顕微鏡観察により

追跡している(4 0、 4 1、 4 2 )。この結果はエンドソームの形態と形態変化

をよく示しているので図 8 (a----f) に模式的に紹介する。 α2-マクログロプリ

ンは、エンドサイトーシス直後は直径 150nm程度の被覆ピットあるいは被覆

小胞に存在し、その後(1 0分前後で)、 細胞の中心部に存在する直径 15 0 ----

3 5 0 n mの膜小胞内に観察されるようになり、次に、ゴルジ域の直径 lμm程

度のマルチベジキュラーボディーに移行した。マルチベジキユラーボディーは、

さらにその内部に直径 50nm程度の膜小胞をふくむ膜系である。被覆をはずし

た直径 15 0 n m程度の小胞から、直径 1μm程度のマルチベジキュラーボディ

ーまでの各種の形態の膜小胞を総称して、エンドソーム(endosome)と呼んでい

る(4 3 )。その後 α2“マクログロプリンは、 リソゾーム内に移行する。このよ

うにエンドソームはその形態をさまざまに変化させ、 リガンドのリソゾームへの

移行を仲介している。

リガンドがリソゾームへ運ばれ受容体は形質膜へ復帰するエンドサイトーシス

の場合 (α2-マクログロプリン、低密度リボタンパク質やアシアロ楠タンパク質

などの場合)、受容体はリソゾームに遣する以前の段階でリガンドと選別される。

また同一の被濯ピットから目的地の違う績数のリガンドが取り込まれるが、 これ

らのリガンド聞の選別も細胞内でおこなわれる(2 1 )。各種のエンドソームの

形懸がリガンドと受容体の選別とどの様に対応するかは、興味ある問題である。

Geuzeらは、アシアロ梢タンパク慣の抗体とその受容体の抗体を直径の遭う金コロ

イドで標識し、 一つの脱小胞内での両者の分布を免疫電子顕微鏡法で観察した (

44)。その結果、球状の小胞から管状構造の突出した構造を持つエンドソーム

(チユブロベジキユラーエンドソーム: TVE) (図 8c )の管部分に受容体が、

球内にリガンドが存在しているのが観察された。彼らは、 このエンドソームをそ

ー30幽

の選別機能から特に CU R L (colllpart・ento! uncouping of receptor and lig 

and)と名付けている。また形質厳に復帰するトランスフェリン受容体とリソゾー

ムに移行する上皮成長因子受容体の選別がマルチベジキュラーボディー(図 8e) 

で起きるとする報告もある(4 5、 4 6 )。

リガンドと選別された後の受容体の形質膜への復帰は、 リガンドのリソゾーム

への移行と並ぶエンドサイトーシスの一つの問題である。 Geuzeらは、受容体をふ

くむ CURLの管状部分が膜分裂により本体よりちぎれ、 これが形質麟へ復帰す

る小胞(リサイクリング小胞)となるとしている(4 4 )。 しかし同時に彼らの

グループは、ラット肝細胞のアシアロ糖タンパク質受容体が、被覆ピット、被植

f 小胞やエンドソーム以外にもトランスゴルジネットワーク(図 8g )内に移行す

ることを観察しており、受容体の復帰にトランスゴルジネットワークが関与する

可能性も示唆している(4 7、 48)。 トランスゴルジネットワークは、ゴルジ

のトランス層板のさらに外側に位置する網目状の膜構造で、 ここで新生のタンパ

ク質はリソゾームあるいは形質膜行きの小胞に選別され詰め込まれる。タンパク

質合成の経路においてトランスゴルジネットワークは選択的な給送を司る器官で

あると考えられている(1 8 )。

アシアロ糖タンパク質受容体以外でも、形質膜復帰型のトランスフェリンとそ

の受容体(4 9、 4 8 )、 リソゾーム移行型の上皮成長因子(4 9~ 5 0 )、 ト

ランスサイトーシス型の IgA二量体受容体 (SC) (47)、あるいは細胞質

fヘへ移行する毒素であるリ シン(5 1 )などが、 トランスゴルジネットワークに移

行することが報告されており、 これらのリガンドや受容体の槙的器官への移行の

ためのトランスゴルジネットワークの重要性が示峻されている。しかし、一時的

にトランスゴルジネットワーク内に観察される受容体は全受容体数に比べ少数(

アシアロ糖タンパク質受容体で全受容体の 20 % )であり、 トランスゴルジネッ

トワーク経由の経路が、受容体の形質服までの復帰に必須の経路であるのか(4 

9 )、一部の受容体のみ経由する二次的な経路であるのか(5 2、 53)不明で

ある。
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図 8. エンドソームの形態変化

〔 リガンドの取り込みからリソゾームに 移行するまでのエンドソームの形態を模

式的に示した。 リガンドの存在が観察された 膜系は、エンドサイトーシスの初期

(0--5分)には、直径 15 0 n mの被覆 ピット(a )や、被積小胞(b )、 5 

'"'-' 1 5分で直径 150nm'"'-'350nmの球状(c )や球の一部から管状の構造

が突出した小胞(チュプロベジキユラーエンドソーム) (d) であった。また、

1 5分ではゴルジ域に直径約 lμmのマルチベジキュラーボディー(e )内にも

リガンドが観察された。直径 350nm程度の小胞(d )やマルチベジキユラー

ボデ ィ ー(e )ではその一部が管状になっているものもある。 リガンドは 15--

6 0分でリソゾーム(f )内に移行する。(Willinghamら の 結 果 (4 2 )を改変

して示した)

(次ページへ)
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f、

(図 81 egend続き)

c'"'-'eの段階の蹟系がエンドソームと呼ばれる。 リガンドと受容体の選別に関

与する CURLは、 dの形態をとり 管部分に受容体、球部分にリガンドが存在す

る(4 4 )。またマルチベジキュラーボディー(e )にも CURL同種選別 機能

があるとする説もある(4 5、 4 6 )。

受容体の形質膜への復帰については、 CURL (d)の管部分がちぎれリサイ

クリング小胞 (f )となり形質 膜へ復帰するのか、 トランスゴルジネットワーク

( g )を 経由 して形質 膜へと復帰するのかははっきりしない(4 9、 4 7 )。
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した。

( 5 6 )。

FreedとLebowitzは、同様の考えをエンドサイトーシスの系に適用し、光学顕微

鏡下で容易に観察できるリソゾームの運動を繊維芽細胞で観察した。彼らは、 リ

ソゾームの直線的な運動が、微小管脱重合剤であるコルヒチンにより阻害される

ことを報告している(5 9 )。

リソゾームの細胞内での分布あるいは運動が、微小管に沿っているなら、エン

ドソームが微小管に沿って移動すれば、エンドソームの内容物は リソゾームへ、

効率よく移行するはずである。そこで、コルヒチンなどの微小管脱重合剤で微小

管を破填すれば、エンドサイトーシスされたリガンドのリソゾームでの加水分解

f、が阻害されることが予想される。 Ostlundらは、コルヒチン処理したヒト繊維芽細

胞に低密度リボタンパク質をエンドサイトーシスさせ、 リソゾームでの分解速度

を測定した(6 0 )。その結果、コルヒチン処理した細胞では、 リソゾーム 酵素

の活性には影響がないにもかかわらず、低密度リポタンパク質の分解が抑えられ

た。他のリガンドや細胞でも同様の実験が試みられ、その結果はOstlundらの結果

を支持した。いくつかのグループが、ラット肝実質細胞の初代培養細胞でアシア

ロ穂タンパク質の一種であるアシアロフェツインやアシアロオロソムコイドを使

って実験をおこない、 これらのアシアロ糖タンパク質の消化速度がコルヒチン処

理や、 ピンプラスチン処理(微小管の繊維構造を破損しパラクリスタル構造を形

成する)で、正常値の 50-10%に抑えられることを報告している(6 1、 6 

f、2、 6 3 )。またBrownらは、 リガンドと受容体の両者がリソゾームに運ばれるタ

イプである上皮成長因子について問 機の実験を行い、 リソゾームでの上皮成長因

子の分解がコルヒチンとピンプラスチンにより阻害を受けるという結果を報告し

ている(6 4 )。

一方、受容体娘介エ ンドサイトーシスにより形成したエンドソームの 運動 を顕

微鏡下で観察する試みもなされた。それまでエンドソームの運動の観察は、細胞

外液に蛍光試薬などの物質を力11え、液相の取り込みによりエンドソームを染色し

ていた。 しかしこの方法では、非特異的な取り込みで形成した食胞などと、受容

体媒介エンドサイトーシスで形成したエンドソームと区別がつかない。最近にな

って Pastanとれ11i nghamは、蛍光顕微鏡にビデオ解析装置を組み合わせた方法(

ビデオ函館強調顕微鏡法)を使い、受容体娘介エンドサイトーシスで形成したエ

3. 受容体の復帰と微小管

我々は受容体の形質験までの復帰の制御とその経路おけるトランスゴルジネッ

トワークの役割を調べるため、受容体の移行をトランスゴルジネットワーク以前

の段階で妨げることを試みた。 トランスゴルジネットワークは細胞の中心部に位

置する腹構造体である(1 8 )。一方、形質膿から形成したエンドソームはその

形態を変化させながら細胞中心部へと移動していく。そこでエンドソームの移動

を妨げることができればトランスゴルジネットワークへの移行も妨げられること

が予想される。エンドソームの移動の機構は 次に述べるように 細胞骨絡 の一つで

「ヘ ある微小管が関与することが示唆されている。

3 - 1.エンドソームの鮪送と微小管

エンドサイトーシスにより形成した 膜小胞の移動に関しては、 1 930年代す

でに Lewisがマクロファージの飲作用により取り込まれた物質が、細胞の周辺から

核近くへ移行することを報告している (54)0 1964年には、 Strausが、細

胞外液にくわえた西洋わさび過酸化酵素を、非特異的な液相のエンドサイトーシ

スにより取り込ませることでエンドソームを青色に染色して、一方リソゾーム酵

紫である 酸性ホ スファターゼの活性によりリソゾームを赤色に染色し、エンドソ

rヘ ームとリソゾームを染め分けた(5 5 )。その結果、西洋わさび過齢化酵素をふ

くむエンドソームは時間とともに細胞全体からリソゾームの分布する核近くに分

布するようになり、最終的にはその内容物をリソゾーム内に移行することを観察

細胞内の麟器官の運動に関しては、色紫細胞における色索願粒の運動が、細胞

骨格の 一つである微小管に依存することが知られていた(5 6 )。微小管は、主

に分子量 56 k Dのαチュプリンと 53kDの βチュプリンの二量体が重合して

できた直径 25 n mの管状の構造体である(5 7 )。間期の培 養細胞内での微小

管は、核近傍の微小管形成中心から放射状に伸びるネットワーク構造をとってい

る (5 8 )。色紫願粒は直織的な運動をするが、微小管を脱重合させる薬剤、コ

ルヒチンで細胞を処理することにより、 この運動が止まることが報告されていた
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ンドソームのみを観察することに成功した。彼らは、 リソゾーム行きのリガンド

である α2ーマクログロプリンを蛍光試薬で棒、識し、 ビデオ画像強調顕微鏡法によ

り、生きた細胞でエンドソームの運動を追跡した(6 5 )。その結果、エンドソ

ームの運動は跳躍運動であった。跳踊運動は微小管依存の運動の特徴であり、エ

ンドソームの移動に微小管が関与している可能性を示唆している。さらにHer.an

とAlbertiniも、問機の観察法により、蛍光標識した低密度リボタンパク質でエン

ドソームを染色し、 リソゾームに蓄積する蛍光試薬であるアクリジンオレンジで

リソゾームを染色して、エンドソームとリソゾームの運動と分布を一つの細胞内

で観察することを試みた。その結果、彼らは、エンドソームは跳踊運動により、

リソゾームの存在する核近傍に移動することを示し、 リガンドのリソゾームでの

分解と微小管脱重合の関係をその運動性から説明している(6 6 )。

3 -2.微小管脱m合状態でのエンドソームの輸送と受容体のリサイクリング

微小管に依存したエンドソームの運動により、 リガンドや受容体が細胞中心部

に運ばれるなら、微小管を脱重合させることで、受容体のトランスゴルジネット

ワークへの移行を抑制することが期待できる。 トランスゴルジネットワークの経

由が受容体の形質膜への復帰にとって必須の経路であるなら、微小管脱重合は受

容体の形質膜への復帰に影響を及ぼすことが期待できる。

( 3 -1 )で述べたように、 リソゾームへ移行するリガンドに関しては、すで

にこの着想の実験が試みられており、微小管の脱重合によりリガンドの分解が阻

害されることが報告されている。同時に微小管脱重合状態での受容体の形質膜へ

の復帰に 関するい くつかの知見も示されている。しかしこれらの知見は、 標識し

たリガンドの取り込み等から受容体の挙動を判断することになるため、間接的な

ものにならざるおえない。例えば、アシアロ梢タンパク賞受容体のリサイクリン

グの効率がコルヒチ ンにより抑制されることが指摘されている(6 0、 6 3 )。

これは、 コルヒチンが、 l回のアシアロ糊タンパク慣の取り込みの効率に影響を

与えないのに対し、定常的取り込みは抑えられたことから推察したものである(

6 3 )。 しかし、 この定常的取り込みに対するコルヒチンの問害は、 -8取り込

まれたアシアロ糖タンパク貨の再放出(6 3 )、薬剤処理による細胞の受容体数
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の変動(6 1 )などが原因となる可能性も存在し、受容体のリサイクリング効率

の低下に特定できない。これら問題は、 リガンドの取り込み量から受容体のリサ

イクリング量を間接的に求めるのではなく、エンドサイトーシスされた受容体の

リサイクリング量を直接測定することで解決できる。

3 -3. トランスフェリンを用いるとの研究の目的と概要

我々は、受容体の復帰の過程を追跡するためトランスフェリンに着目した。 ト

ランスフェリンは、分子量 80kDの血中タンパク貿で受容体娘介エンドサイト

ーシスにより細胞に Feイオンを供給している(6 7 )。 トランスフェリンはエン

ドソームの酸性化により Feイオンを解厳するが、 トランスフェリン自身は受容体

と解厳せず形質膜へと復帰する(図 3)。そこでトランスフェリンを標識し細胞

にエンドサイトーシスさせることでトランスフェリン受容体の取り込みから形質

膜への復帰までの過程を追跡することができる。 トランスフェリンのリサイクリ

ングに関しては、 トランスゴルジネットワーク経由とする説(4 9 )と CURL

やマルチベジキュラーボディーなどのエンドソームから復帰するとしている説(

4 5， 4 6、 5 2 )があり、その細胞内経路に関しては、 ( 2 -3 )で述べたア

シアロ 糖タンパク質受容体の形質膜への復帰と同様の問題をふくんでいる。

我々は、蛍光および酵紫で棒、識したトランスフェリンを調鎖し、微小管脱重合

舟~ (ノコダゾール)存在下でのこれらの 標識ト ランスフェリンをヒト上皮由来の

FL細胞にエンドサイトーシスさせ、その細胞内挙動を光学および電子顕微鏡下

で追跡した。また、 ノコダゾール存在下でのトランスフェリンの取り込みとリサ

イクリングの効率を定量化した。その結果、①トランスフェリンの取り込みの効

率、 またエンドソーム形成、形態変化に関しては、ノコダゾールは彫憎 しなかっ

た。②トランスフェリンの細胞内経路は、 ノコダゾールにより著しく変化し、通

常観察される細胞の中心部を経由するリサイクリング経路が完全に阻害された。

しかしこの場合でも、③トランスフェリンのリサイクリングの速度と量には 彫響

はなかった。④またノコダゾール処理で生じたリサイクリングの経路でもトラン

スフェリンの生理機能である Feイオンの取り込みは観察され、⑤エンドソームに

-37-



おけるリガンド間の選別、 リガンドー受容体問の選別機能も保持していた。これ

らの結果から、ノコダゾール処理細胞でもエンドソームの形成から形態変化、 Fe

イオンの取り込み、 リガンド聞の選別といったエンドソームの機能は影響 を受け

ていないが、 リサイクリングの細胞内経路のみ変化し、 トランスフェリンは形質

膜近くのエ ンドソームから直媛リサイクリ ングして いると考えられる。この場合、

トランスフェリンが、 リサイクリングの過程で細胞中心部に位置するトランスゴ

ルジネットワークのような生合成の経路を通過することはないと考えられ、 トラ

ンスフェ リンリサイ クリン グ(受容体のリサイクリング)においてトランスゴル

ジネット ワーク を経由すること は必須な経路ではないと推察できた。

さらにトランスフェリンの形質膜への復帰は速度詰的解析から、 正常細胞でみ

られるトランスフェリンをふく むエンド ソームの微小管依存的な輸送が、 リサイ

クリングの全時間に比べ速い過程である ことが分 かった。このことから正常の細

胞内 で観察される微小管によるエンドソ ーム の輪送と、細胞中心部を経由するリ

サイクリング経路の意味についても検討する。

，戸、

F、、
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材料と方法

1.細胞と培養

細胞は、 ヒト上皮由来の FL細胞を用いた。培饗は、 5%ウシ胎児血清を含む

イーグル MEM培地 (Nissui)で 1--.. 2日培養し、実験の 2時間前に血消中のト

ランスフェリンを除くため血清不合の，MEMに交換した。

微小管の脱重合剤はノコダゾール(Aldrich) を使用した。ノコダゾールは分子

量 30 1 Dの化学合成された除虫剤の 誘導体 で、チュプリンに結合し微小管 を脱

重合する(6 8 )。ノコダゾールはチュプリンと 1対 1で結合し、その結合定数

は、 6. 3xl0-7Mである。

γ
4
 

0
山

内町

ノコダゾールは、 4mg/mlでジメチルスルホキ シドに溶解 し保存溶液とし

た。ノコダゾールの投与は、実験の 2時間前に終濃度 20μg/ml (60μM) 

になるように細胞培養液に加えた。他の薬剤ではコルヒチン (Siglla)、 ピンプラ

スチン(Wako)、タキソール、 ルミコルヒチン(Sigma)を.使い、各々 10μM、

2 0μM、 あるいは 20μMの終.濃度で実験の 2時間前に加えた。コルヒチンは、

微小管を脱重合させ、 ピンプラスチンは、微小管のパラクリスタル構造を形成さ

せることにより微小管ネットワークを破損する。ル ミコルヒ チンは、 コ ル ヒチン

の誘導体であるが、微小管脱重合作用はない。タキソールは、微小管の安定化の

効果がある。

実験は、 5mMHEPES (pH7. 4) を含むハンクス生理温水 (HBSS)

を用い、特に記さない場合は実験.終了時までノコダゾールを含んでいる。

2. トランスフェリンの蛍光や 酵素による穣識

エンドサイトーシスしたトランスフェリンの細胞内での挙動 を光学顕微鏡下で
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追跡する目的でトランスフェリンをテトラメチルローダ ミ ンイソチオソアネート

( T R 1 T C) (Holecular Probes)で蛍光標識した。下図のように、 TRIT 

Cは、 トランスフェリンのアミノ基と反応する。

的ChNCφ了に
T陀C Oσ C∞O∞ 

O 

θ 

ー一一噌F

例仇附ω…3CωρωCωωω)2州2刈N亡巾フ了Nに

O σ C∞O∞ 
O 

θ 

反応の条件と手順は、 Ennsらの方法(6 9 )に 一部変更を加えた。 Ennsらの方

法では、 トランスフェリン 1分子当り平均 3. 3分子の TRITCが結合する。

我々は、蛍光観察を容易にするためトランスフエリン 1分子当りに結合する TR

ITC量を上げることを目的とし彼らの方法を変更した。変更点は、反応時の T

RITC濃度をあげた点と、 pHと塩濃度をあげた点 (TRITCは、非解般の

n アミノ基 (-NH2)と反応するため)である。我々の方法ではトランスフエリン

1分子当り平均 6. 0分子の TRITCが結合した槙品を得ることができた。ま

たト ランスフェリンの収率もEnnsらの方法と同程度(7 8 % )であるが、来反応

のTRITCを除く錬作が煩雑になる欠点もある。

我々のおこなった手頗を以下に述べる。ヒトトランスフェリン (GreenCross) 

10mgを1. 5 m 1の炭政ナトリウム(2 M、 p H 1 0 )に溶解し、 3 0μl 

の 30mg/m1のテトラメチルローダミンイソチオシアネート (TRITC)

(Molecular.Probes)のジメチルスルフ方キシド溶液を加え室温で 1. 5時間撹

はんし反応させた。さらに 30μlの 30mg/m1の TRITC溶液を加え室

温で1. 5時間撹はんした。未反応の TRITCを取り除くため、セファデック

スG-2 5 (coarse) (Pharmacia)のカラム(直径 1.2cmx長さ 15 c m ) 
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でゲル海通し、 さらにセファデ ックス G-7 5 (superfine) (Phar・acia)のカ

ラム(直径 2cmx長さ 75 c m)でゲル鴻過した後、 リン酸緩衝生理液(P B 

s )中で一晩、透析した。

エンドサイトーシスしたトランスフェリンの細胞内分布を電子顕微鏡的に調べ

る目的で酵素穣識をおこなった。 トランスフェリンの西洋わさび過酸化酵素 (H

RP)による標識 は、 NakaneとKawaoiの方法によった(7 0 )。この方法では(

下図のように)、 まず HRPの糖鎖を酸化することでアルデヒド基をつくる。次

に、 このアルデヒド基とトランスフェリンのア ミノ基との聞に Schiff塩基をつく

り、 これを還元し HRPをトランスフェリンに安定に結合させる。

CH20H 

一一ーーー今

NaBH4 

HRP標識反応、は次の手順によりおこなった。ジアルデヒドと HRP自身のア

ミノ基の結合を防ぐため、 II R P (Toyobo) 5 m gを溶解した O. 3 M霞炭椴ナ

トリウム溶液 (pH8. 1) lm1に、 4%パラホルムアルデヒドを 10μl加

え、室温で 30分間反応させた。次に、 HRPの楠鎖を酸化するため O. 0 8 M 

の過ょう索殿ナトリウム O. 5 m 1を加え室温で 30分間反応させた。未反応の

過ょう紫酸は、 O. 0 8 Mのエチレングリコール O. 5 m 1と室温、 1時間反応

させた後、 O. 0 1 Mの炭酸ナトリウム (pH9. 5) 11中で 4.Cで一晩、透

析して除いた。次に Sichff塩基結合を作るため、 このアルデヒド基を持つ HRP
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溶液とヒトトランスフェリン 10mgをふくむ O. 0 1 M炭酸ナトリウム溶液(

pH9. 5) O. 5mlを混合し、室温で 2時間慣はんした。その後、 この混合

溶漉を氷冷し 2. 5 m gの水紫化ほう酸ナトリウムを加え 4・Cで 2時間揖はんし、

Sichff塩基の還元をおこなった。反応溶液は、 P B S 1 1中で 4・Cで一晩、透析

した後、セファデックス G-7 5 (superfine)のカラム(直径 2cmx長さ 75 

c m )でゲル漉過し分画した。各画分の組成を SDSポリアクリルアミドゲル電

気泳動法(7 1 )で調べ、主にトランスフェリン l分子当り西洋わさび過酸化酵

紫 l分子結合した反応生成物をふくむ画分を得た。

3. エンドソームの蛍光顕微鏡試料作成

蛍光棒、識トランスフェリンのエンドサイトーシスは、次の条件でおこなった。

カバーグラス上に培養した FL細胞は、蛍光標識トランスフェリンの細胞への非

特異的結合を防ぐため、 1 %卵黄アルブミンを含む HBSS (OVA-HBSS) 

で 37・Cで 10分インキュベートした。次に、 100μg/mlの TRITC標

識トランスフェリンをふくむ OVA-HBSSに外液を交換し 37 ocで 5分間イ

ンキユベートしエンドサイトーシスさせた。その後、外液を lmg/mlの非標

識トランスフェリンを含む OVA-HBSSに交換し 37 ocで各時間(0 ..._， 2 5 

分)インキュベー卜した。細胞は、氷冷した HBSSで 4回洗った後、固定した。

固定は、 4 %パラホルムアルデヒドをふくむ PBS中で室温、 5分間処理した後、

1 00%メタノールでー 2OOC、 5分間処理によりおとなった。試料の包埋は、

グリセロールと 10倍濃度の PBSを 9: 1に混合した包埋剤 (PBS-GLO

H )を用いた。

4. エンドソームの電子顕微鏡試料作成

HRP標識トランスフェリンのエンドサイトーシスは、次の粂件でおこなった。

制胞は、 3 5 mm培養皿上に培養した。機織トランスフェリンの細胞への非特異

的結合を防ぐため、培養皿上の細胞を、 1 %卵黄アルブミンを含む HBSS (0 

VA-HBSS)で 37 oc、 1 0分インキユベートした。 100μg/mlのH
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RP額識トランスフェリンをふくむ OVA-HBSSに外液を交換し、 3 7・Cで

5分間インキュベートしエンドサイトーシスさせた。外液を lmg/mlの非棒、

識トランスフェリンを含む OVA-HBSSに交換し 7分間インキュベートした。

細胞は、氷冷した HBSSで 7回洗った後、 2. 5 %グルタルアルデヒドと 1m 

M塩化カルシウムをふくむ O. 1 M カコジル酸緩衝漉 (pH7.2)で前固定し

た。次にジアミノベンジジン(D A B )による HRP反応〈詳しくは後述する)

の後、 1 %四酸化オスミウムをふくむ O. 1 Mカコジル酸緩衝液で後固定し、ウ

ラニルアセテートで染色し、エタノールで脱水の後、エポンに包埋した。

HRP反応は、ジアミノベンジジン (DA B )を使った。 DABは、単体では

細胞膜を透過するが、 HRPの酸化反応で電子密度の高い不溶性の重合体をつく

る(下図)。このことを利用し、 HRP標識トランスフェリンをふくむ膜系を選

択的に染色できる。

"ゆ-Q-NH

2 "ゆ合NH2

J.J・-dia・inobenzidine ( 0 A B ) 

(験不透過のひA13鼠合体}

れ11胞服

HRP反応は、次の手頗によった。 lmg/mlDABをふくむ 50mMTRI

S緩衝液 (pH7. 4)で室温 10分間前処理し DABを細胞内に浸透させた。

次に O. 2mg/mlジアミノベンジジンと O. 0 1 2 %過酸化水素をふくむ 5

OmMTRIS緩衝液中で室温で 20分間反応させた。
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5. トランスフェリンの取り込み定量化

ノコダゾール処理によるトランスフェリンの細胞への取り込みの彫響を調べる

目的で、 HRP槙識トランスフェリンを使い以下の手順で取り込みのタイムコー

スを測定した。 FL細胞は 35mm培養皿上に培養した。 HRP標識トランスフ

ェリンの非特異の吸舗を抑えるため、細胞外液を OVA-HBSSに交換し 37 

℃で 10分インキュベートした。次に 10μg/mlHRP標識トランスフェリ

ンをふくむ OVA-HBSSに外液を交換し 37・Cで各時間インキュベートした。

外液のlIRP標識トランスフェリンを除くため細胞を氷冷した HBSSで 7回洗

い、 O. 1 %ノニデット P-40 (NP-40) をふくむ HBSS1ml中で可

溶化した。細胞の可溶化液中の HRP活性は、 0.4mg/mlo-フェニレンジ

アミン (0P 0) と0.007%過酸化水素をふくむ 24. 3 m M クエン酸ー 5

1. 4mMリン酸緩衝液 (pH5. 0) 3ml中で室温で 10分間反応させた。

反応は、終濃度 1Mの硫酸 O. 3 m 1を加え停止させた。 OPDの発色は 492

nmの吸光度を測定した。

6. トランスフェリンの蹴出のタイムコースとその温度依存性・ pH依存性の測

〔定

ノコダゾール処理によるトランスフェリンリサイクリングへの影 響を調べる目

的で HRP様識トランスフェリンを使いその細胞外放出速度を以下の手順で測定

した。 FL細胞は 35mm培養皿に培養した。 HRP様識トランスフェリンの非

特異的な吸着を抑えるため細胞を l%OVA-HBSSで 4・Cで 10分間インキ

ュベートし、その後、外液を 50μg/mlの HRP標識トランスフェリンをふ

くむ l%OVA-HBSSに交換しさらに 4・Cで 20分間イ ンキュベートした。

細胞に吸着しなかった HRP槙識トランスフェリンを除くため、細胞を氷冷の H

B S Sで 7函洗った後、 1%OVA-HBSSで 37 .C 5分インキュベートし、

過剰量の非楳識トランスフェリンを加えさらに各時間インキュベートした。外液

中に放出した IIRP活性と細胞に残った HRP活性をそれぞれ測定し両者の合計
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を 100%に規格化しタイムコースを出した。放出のタイムコースへの温度の彫

響、エ ンドソ ームの酸性化の阻害剤 (NH.Cl、モネンシン〉の彫嘗を見た実厳

も同様の手順で行った。 NH. C 1、モネンシンは、各々 10mM、 1 0 μ Mで使

用し実験の 10分前から終了時まで外液に加えている。

7. s9Feイオン結合トランスフェリン調製と細胞への取り込み

エンドサイトーシスされたトランスフェリンによる Feイオンの細胞への取り込

みを測定するためS9Fe3+結合トランスフェリンを以下の手順により調製した。ア

ポトランスフェリン 5mgをふくむ O. 5 m 1の PBSとS9FeC13 (DuPont) 2 

o 0μC  iをふくむ 150mMTRIS緩衝溶液 (pH7. 2) lmlを混合し

4・Cで 30分反応させ、次に未結合の S11 Fe3・はセファデックス G- 5 0 (coars e) 

( Pharmac ia)のカラム(直径 1c m x長さ 15 c m)で除去した。

Feイオンの取り込みの測定は以下の手願でおこなった。 100mm培養皿に培

養した F L細胞を OVA-HBSSで 3 7・Cで 10分間インキュベートした後、

外液を 15μC  iのS9Fe結合トランスフェリンをふくむ OVA-HBSSに交換

し60分インキュベー卜した。外液の過剰の 69Fe結合トランスフェリンを除去す

るため細胞を氷冷した HBSSで 5回洗った。 250mMショ糖と 1mMエチレ

ンジアミン四酢酸 (EDTA) をふくむ 5mMHEPES (pH7. 4)緩衝液

中で細胞を培養皿からはがしホモジナイズした。ホモジネートは、 Sibilleの万法

で各膿画分を遠心分離により分画した(7 2 )。各膜画分の遠心分離の条件は、

核(N )画分: 7 5 0 g、 1 0分、 ミトコンドリア(M)画分: 1xl0A g、 1 

0分、軽ミトコンドリア(L )画分: 4xl04g、 7分、 ミクロソーム(P )両

分: lxl06g、 4 0分。細胞質(S )画分は、最後の遠心分画上清である。全

ての遠心分殿様作は、 4.Cでおこなった。

59Feの細胞質への移行を調べる目的で、細胞質(S )画分のフェリチンの免疫

沈降をおこなった。抗体はウサギ抗ヒトフェリチン抗体 (CosmoBio) を使い、抗

体の沈降回収はPansorbin ( Hoechs t)を使った。 Pansorbinは、細胞表面に抗体と

特異的に吸着する proteinAを持つ Staphylococcusaureus の死菌体である。実験

手順は、 Stan lyらの方法によった(7 3 )。先ず、 Pansorbin中の微粒子を除くた
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ー、、

め 2mlのPansorbinにDET緩衝液 (0.3%NP-40、 O. 1 %ドデシル疏

酸ナトリウム、 O. 3 %デオキシコール厳ナトリウムと O. 15M極化ナトリウ

ムをふくむ 0.01MTRIS緩筒漉、 pH7. 4) 2mlを加え室温で 15分

静置した後、 1 200 gで 1分間、室温で遠心分厳し沈澱を回収した 〈以下の遠

心分雌操作はすべてこの条件でおこなった)。次に、抗体の菌体への非特異的吸

着を防ぐため、沈澱に 2m 1の lmg/mlウシ血清アルブミンをふくむ DET

緩衝液 (BSA-DET)を加え沈澱を分散させた後、遠心分雌した。この操作

を2回織り返し最後に 1. 8 m 1の BSA-DET緩衝液中に分散させた。次に、

58Feをふくむ細胞質(S )画分中に存在する Pansorbinとの非特異的〈抗体を介さ

ない)吸普部分を除くため以下の撮作を行った。 S画分 2mlに20μ1のウサ

ギ血清と 1m 1のBSA-DET緩衝液を加え氷中で 30分静置した。これに前

処理した PansorbinO. 2 m 1を加え氷中で 15分静置した後、遠心上消を分取し

た。この遠心上消に前処理した Pansorbinを加え同 様の操作 を繰り返した。得られ

た上清1. 7 m 1に 55mg/mlの抗フェリチン抗体を 10μ1加え、氷中で

6 0分静霞した後、前処理した PansorbinO. 1皿 Lを加えさらに 60分静置 した。

遠心掛作により得た沈澱をさらに BSA-DET緩衝液 O. 5 m 1で 3回、 D E  

T緩衝液 O. 5 m 1で 2回遠心により洗浄し沈澱を得、沈澱中にふくまれる S9Fe

の放射活性を測定した。

8. αトマクログロプリンの蛍光棒、識と細胞内分布の蛍光観察

リソゾーム移行型のリガンドと形質膜復帰型のトランスフェリンは細胞内で選

別される。この選別の情報を得るためリソゾーム移行型のリガンドである α2-マ

クログロプリンのノコダゾール処理細胞での挙動をトランスフェリンと比較した。

αトマクログロプリンは TRITCで蛍光穣識しトランスフェリン掲合と同織に

細胞内挙動を追跡した。

α2-マクログロプリンの TRITC標識は、 Pasta nらの方法によった(4 0 )。

ウシ血清 α2-マクログロプリン(Boehringer) 1. 5 m gとTRITC180μ

gを O. 5 M炭酸ナトリウム綴箭液 (pH9. 5) O. 15ml中で、 4・Cで 1

8時間撹はんし反応させた。未反応の蛍光試薬を除くため、 PBS中で一夜透析
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した後、セファデックス G-50 (coarse) (Pharucia)のカラム(直径 1c m 

x長さ 25 c m)でゲル遁過 した。

αトマクログロプリンの細胞内分布の蛍光試料は、 トランスフェリンの場合と

問機の手顛で作成した。カバーグラス上の細胞を l%OVA-HBSS中で 37 

・Cで 10分間インキュベートし非特異的吸着を抑えた後、外漉を 100μg/m

lTRITC穣識 α2-マクログロプリンをふくむ l%OVA-HBSSに交換し

3 7・Cで 5分間エンドサイトーシスさせた。その後 lmg/mlの非標識 α2ーマ

クログロプリンをふくむ OVA-HBSS中で 37 .Cで各時間チェイスした。試

料は、 4%パラホルムアルデヒドをふくむ PBS中で室温で 5分処理し、さらに

r 100 %メタノール中でー 20・Cで 5分処理し固定した後、 PBS-GLOHに

包埋し観察した。

次に、 α2-マクログロプリン受容体のリサイクリングを調べるため、 TRIT 

C標識 α2-マクログロプリンを定常的に取り込ませ蛍光の細胞内への蓄積を観察

した。細胞は l%OVA-HBSSで 37 oCで 10分間インキュベートした後、

外液を 100μg/mlTRITC標識 α2ーマクログロプリンをふくむ l%OV

A-HBSSに交換し、 3 7・Cで 15...... 6 0分インキユベートした。その後の固

定と包埋の損作は上記の手順と同様におこなった。

9. 微小管の間接蛍光抗体法による染色

微小管は間接蛍光抗体法により染色した。手順は、 OsbornとWeberの方法によっ

た (5 8 )。カバーグラス上に培養した細胞を、 O.5%Tween20をふく

む微小管安定化緩衝液 (100mMPIPES-lmM温化マグネシウムー 2.

5mMGTP-4%ポリエチレングリコール、 pH7.0)に 37 oC、 5分間イ

ンキュベートして 細胞膜を可溶化 した後、安定化緩衝液で 2度洗い、 1 00%メ

タノールでー 20・C、 5分間で固定した。抗体の非特異的吸着 を防ぐため PBS

で 2倍に希釈したヤギ血清 (GS-PBS)で 37 oC、 3 0分インキュベートし

た。一次抗体は、ウサギ抗ラットチュプリン抗血消(Advans)をGS-PBSで

1 0倍希釈して使用し、 3 7 oC、 1時間反応させた。 過剰の一次抗体を除くため、

試料を室温の PBS中で 2分間ゆるやかに撹はんして細胞を洗浄した。この洗浄
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を計 4回繰り返 した後、 二次抗体を結合させた。二次抗体はローダミン穣識ヤギ

抗ウサギ IgG抗体 (Advans)をGS-PBSで 50倍に希釈して使用し、 3 7 

℃、 2時間反応させた。試料を室温の PBSで 2分間洗浄した。この洗浄を計 4

回繰り返した後、蒸留水で 1田洗い、 PBS-GLOHに包埋した。

f 、、

1 O. ゴルジ装置の蛍光染色

微小管に関連する薬剤はゴルジ装置の細胞内分布に影響を与えることが知られ

ている (7 4 )。ノコダゾールやタキソールのゴルジ装置に与える影響を調べる

ため C6-N B Dセラミドによりゴルジ装置を蛍光染色した。 Paganoらによると C

6-N B Dセラ ミ ドを含むリポソームを細胞とインキユベーションすると、 C 6-N 

BDセラ ミ ドは、始めリポソームから形質麟へ移行し、時間とともにゴルジ装置

に蓄積する(7 5 )。この C6-N B Dセラミドの移行と蓄積の機構は、今のとこ

ろはっきりしていない。 Paganoは、 リポソームから形質膜の脂質 2重層の外葉に

移行した C6-N B Dセラ ミ ドは、セラミドの脂肪鎖の 一本が短いことにより容易

にflip-flopするため脂質 2重層の内葉に移動し、 ここで脂質移行タンパク質(1 

ipid transfer protein)と結合し、細胞質中をゴルジに愉送される(下図)、 と

している(7 6 )。
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ゴルジ装置の染色は、 C 6-N B Dセラミドを使いvanMeerらの方法によりおこ
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f、

なった (7 7 )。カバーグラス上に培養した細胞を、 2 0 %の C6-N B Dセラ ミ

ド (HolecularProbes)をふくむ lmM卵黄フコtスファチジルコリンのリポソー

ム溶液中で 20・C、 3 0分インキユベートする。形質厳に残存する C6-N B Dセ

ラミドを除くため、氷冷した HBSSで細胞を 2回洗った後、ウシ血清アルブミ

ン2mg/mlを含む HBSSで 4・C、 3 0分インキュベートした。氷冷 HBS

Sで細胞を 2回洗った後、来固定の状態で蛍光顕微鏡で観察した。
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結果
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ノコダゾール処理細胞でのトランスフェリンのリサイクリング1. 

トランスフェリンの取り込みとノコダゾールの膨響1 - 1. 

トランスフェリンの F L細胞への取り込みの過程に与えるノコダゾールの影響

3 7・Cで定常的にヒ細胞外液に HRP棒、識トランスフェリンを加え、を調べた。

図 9ト上皮由来の培養細胞の F L細胞に与え各時間での取り込み量を測定した。

ノコダゾール処理していない正常の F L細胞の HRP標識トに見られるように、

(¥， 6 0分程その後、約 20分まで直線的に増加し、ランスフェリンの取り込みは、?・、、

HRP標識トランスフェリンの取り込みが度で定常状態に遣した(図 9の0)。

120 90 60 30 
HR  トランスフェリン受容体による特異的取り込みであることを確かめるため、

120 90 60 
Time (min.) 

30 
。。P標識トランスフェリンのかわりに向じ活性量の HRPを外液に加えその取り込

この場合 IIRP活性の細胞への取り込みは観察されなかった(図 9のみをみた。

~)。

微小管脱重合次にトランスフェリンの取り込みの微小管依存性を調べるため、

HRP標識トランスフェリンの定常的取り込み図 9.ノコダゾ剤であるノコダゾールで処理した細胞で同様のタイムコースをとった。

細胞外トランスフェリンの取り込み対するノコダゾールの彫響を調べるため、2 0μg/mlで使用し実験の 2時間前から実験終了時まで外液に加えールは、

液に HRP標識トランスフェリンを加え 37 .Cでの定常的取り込み量を測定した。ノコダゾールで処理した細胞の HRP様識トランスフェリンの取り込みている。

OPDの発色で得られた相HRP活性は、縦軸:細胞が取り込んだ HRP活性。(i 2 0分まで直線的に増加正常の FL細胞とほぼ問機のタイムコースをとり、は、r、

H 機軸:対量を細胞タンパク興 1m g 当りの活性 量に換算した備を 示している。取り込ノコダゾール処理細胞では、その後定常状態に遼した(図 9の・ 〉。し、

RP標識トランスフェリンを細胞に与えた時間。定常状態(6 0分以降)での量 ともにコントロールと比べ若干低いみの初速度、

それ以2 0分まで取り込みは直線的におきるが、正常の FL細胞 (0)では、定常状態 (60--120分)で初速度はコントロール細胞の 88%、{直をとり、

ノコダゾール処理した FL制 胞(・ )では 2降 3 0----60分で定常状態となる。の取り込み量は 9 1 %でともに 10 %程度の減少を示している。

取6 0分で取り込みは定常状思に遣する。0分程度直線的に取り込み量は増え、での細胞に取り込んだ HRP棒、識トランスフェリ定常状照 (60--120分)

ともにノコダゾール定常状態での量 (60----120分の平均)り込みの初速度、1 ノコダゾール処理細胞で O.162、コントロール細胞で O.ンの活性量は、

HRP  様、識トランスフムでは、細胞ではコントロールの 9 0 %程度に減少した。この量からー細胞当り取り込んだ HR P t意識トラ4 8 Abs .min-I .mg-Iであ った。

取り込みは観察されず、この場合、ェリンの代わりに同じ活性の IIRPを加えた。ノコ6 x 1 04、コントロールの細胞で 5.ンスフェリンの分子数を計算すると、

トランスフェリン依存的なものと

(次ページへ)

. 
3 

HRP  額識トランスフェリンの取り込み量は、

-51-

見なせる。

1 x 1 0 4分子であった。
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ダゾール処理細胞で 5.



?・司、

(図 91 egend続き)

insetは、各細胞の定常状態での取り込み量(コントロール細胞: O. 1 6 2 

ノコダゾ』ル処理細胞: O. 14  8AbsU2'・in -I ・・g-I )を 100%とし、細胞の

トランスフェリン受容体の HRP標識トランスフェリンによる占有の割合のタイ

ムコースを示している。この場合、コントロール細胞とノコダゾール処理細胞と

もに問機のタイムコースを示した。ノコダゾール処理細胞においては、全トラン

スフェリン受容体数が 10%程度減少していると考えられるが、存在する受容体

によるトランスフェリンの取り込み効率はノコダゾール処理の影響 を受けないと

考えられる(詳しくは、本文の(考察〕で述べる)。
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次に、コントロール細胞、 ノコダゾール処理細胞ともに定常状態の取り込み量

を 100%として、 HRP棒、議トランスフェリンによる各細胞の受容体の占有率

のタイムコースをとった(図 9inset)。この受容体占有率のタイムコースは、コ

ントロール、 ノコダゾール処理細胞の両者でほぼ同様のタイムコースであった。

以上の結果からノコダゾールが、 トランスフェリンの細胞への取り込み速度や

量に与える影響は 10%程度であることがわか った。次に エンドサイトーシスさ

れたトランスフェリンの細胞内過程に対するノコダゾールの影響 を調べた。

1 -2，蛍光標識トランスフェリンの細胞内分布

ローダミン (TRITC)標識トランスフェリンの細胞内挙動を経時的に追跡

し、その経時変化へのノコダゾールの影響を調べた。 FL細胞に、ローダミン標

識トランスフェリンを 37・Cで 5分間あたえ、その後、過剰量の非標識トランス

フェリンを含む外液で 37 ocで 7分間、 2 5分間インキュベーションし、各時間

の蛍光の分布を正常の FL細胞とノコダゾール処理した FL細胞で比較した。そ

の結果を図 10に示す。正常の F L細胞では、 5分間ローダミン標識トランスフ

ェリンを与えた直後の蛍光分布は、頼粒状の蛍光が細胞一面に分布した(図 10 

a )。ローダミン様識トランスフェリンを 37 ocで 5分間与え、続いて非標識ト

ランスフェリンで 7分間チェイスした細胞では、蛍光頼粒は核近傍の領戚に集合

し、蛍光のクラスターが観察されるようになり、細胞一面へ分布するものは少な

くなった(図 10 b )。非穣識トランスフェリンで 25分間チェイスした細胞で

は、蛍光は、ほとんど細胞内に観察されなくなった(図 10 c )。

次に、 トランスフェリンをふくむエンドソームの核近傍への集合と微小管の関

連を調べるため、 2 0μg/mlのノコダゾールで処理した FL細胞で問機のタ

イムコースを追った(図 10 d、 e、 f )。ローダミン標識トランスフェリンを

5分間与えたノコダゾール処理 F L細胞では、願粒状の蛍光が観察された(図 1

o d )。これらの蛍光頼粒は、細胞の境界領域に集中しており、細胞の辺縁部が

強く光るパターンを示した。その後 7分間、非標識トランスフェリンでチェイス

した細胞でも蛍光頼粒が細胞の繰に分布したままで、同じ時間のコントロールの
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細胞にみられたような蛍光のクラスターは形成しなかった(図 10e)o 25分

間チェイスした細胞では、蛍光は細胞内にほとんど観察されなくなった(図 10 

f )。ローダミン 額識ト ランスフェリンの取り込みがトランスフェリン受容体に

特異的な取り込みであることを調べるため、外液に過剰量の非標識トランスフェ

リンをローダミン標識トランスフェリンと同時に加えておくと、蛍光頼粒は 観察

されなかった。

ノコダゾール以外の微小管破損剤であるコルヒチンとピンプラスチン処理でも

ノコダゾールと同様に蛍光のクラスター形成はみられなかった。一方、微小管を

脱重合しないルミコルヒチンや、微小管の重合促進効果のあるタキソール処理で

は、コントロールと問機に、 1 0 ...... 1 5分で核近傍に蛍光のクラスター形成がみ

られた。また全ての薬剤において約 30分で細胞内の蛍光は消失した。これら薬

剤とトランスフェリンの分布の傾向は図 11にまとめた。
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図 1O. ローダミン摂識トランスフェリンの細胞内分布

F L細胞にローダミン棒、識トランスフェリン(1 0 0μg  / m 1 )を 5分間与

え(a、 d )、その後、非標識トランスフェリンで 7分間(b、 e )、 2 5分(

c、 f )チェイスした。 a、 b、 cはコントロールの F L細胞。 d、 e、 fはノ

コダゾール(2 0 μ g  /m  1 )で処理した F L細胞。 a: コントロール細胞の 5

分のローダミン標識トランスフェリンの蛍光は、'j1粒状にが細胞 一面に分布する。

b: 1 2分(5分パルス+7分チェイス)では、願粒状の蛍光は、核付近に集ま

り蛍光クラスターを形成する。 C: 3 0分 (5分パルス+2 5分チェイス)にな

ると細胞内から蛍光は消失する。 d: ノコダゾール処理細胞の 5分では、蛍光願

粒が細胞境界部分に分布する。 e: 1 2分でも 5分の分布パターンは変わらない

が、蛍光の強度は弱くなる。 f: 3 0分では細胞内の蛍光は消失した。

bar=20μm 
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「旬、 図 11. トランスフェリンの集合におよぽす各種の微小管関連の薬剤の効果

微小管に効果のある薬剤の FL細胞にエンドサイトーシスされたトランスフェ

リンの核近傍の集合に対する影響を調べ、その結果を横式的にまとめた。各薬剤

の効果は、ノコダゾール、コルヒチンは、微小管を脱重合させる。 ピンプラスチ

ンは、微小管のパラクリスタル構造を作り、本来のネットワークを破峨する。ル

ミコルヒチンは、 コルヒチンの誘導体だが微小管を脱重合させない。タキソール

は、微小管の重合を促進する。

ノコダゾール、コルヒチン、 ピンプラスチンの微小管ネットワークを破峨する

薬剤はすべてトランスフェリンの集合を抑えた。 一方、 タキソールやルミコルヒ

チンなどの微小管ネットワークを磁場しない薬剤ではトランスフェリンの集合は

コントロール同様観察された。
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1-3. HRP標識トランスフェリンをふくむエンドソームの形態と細胞内分布

(電子顕微鏡観察)

トランスフェリンを含むエンドソームの形成と形惣、分布に与えるノコダゾー

ルの影響 を調べる目的で、 HRP標識トランスフェリンを使いエンドソームの電

子顕微鏡観察をお こなった。細胞外液に、 HRP穣識 トランスフェリン加え、 3 

7・Cで 5分間インキユベートした後、過剰量の非標識トランスフェリンで 7分間

チェイスした。細胞は、前固定後、 DABを使った HRP反応を行い、 H R P標

識トランスフェリンをふくむ旗系を特異的に染色した。

まず形質膜近くのエンドソームの形態と分布を、コントロールの細胞とノコダ

ゾール処理細胞で比較した(図 12 )。コントロールの細胞の形質膜直下では、

DABにより染色される膜系は、直径 100.......200nmの球状小胞、幅 50....... 

1 0 0 n m、長さ 100.......200nmの管状の小胞であった〈図 12 a )。形質

腹からやや深い(1μm程度)細胞質には、直径 500nm程度の小胞が DAB

により染色された。これらの直径の大きな小胞の中には、 さらにその内部に直径

50nm.......l00nmの小胞をふくむマルチベ ジ クルタイプの小胞(マルチベ ジ

キュラーボディー: M V B)が観察された。また外脱の一部が管状にな っている

小胞(チュプロベジキュラーエンドソーム: T V E) も観察された(図 12 a )。

ノコダゾールで処理した細胞でも、直径 10 0 ....... 2 0 0 n mの球状、 管状小胞、

直径約 500球形の小胞、管状構造を持つ MVBが観察された(図 12 b )。エ

ンドソームの分布については、 5 0 0 n m程度の小胞が形質勝直下にみられるこ

ともあった(図 12 b )。またしばしば隣接する細胞との境界の形質膜直下に球

形エンドソームが並んでいるのが観察 された。これらの大半(約 90 % )は直後

100nm.......200nmの球形の小胞であった(図 12 c )。

蛍光穣識したトランスフェリンの分布からコントロールの細胞では核付近にト

ランスフェリンの集合が観察された。この集合の起きる領械とその場所でのエン

ドソームの形態を調べるため、電子顕微鏡観察による核付近のエンドソームの分

布と形態を比較した。コントロール細胞の核付近ではゴルジ域に DAB陥性のエ

ンドソームが観察された。これらのエンドソームの形態は、 500 n m程度の M

V Bや、 1 0 0 n m程度の球形小胞であった。また、管状やダ ンベル型の小胞が、
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微小管に密着しているのが観察された(図 13 a )。ノコダゾール処理細胞では、

核付近には DAB陽性の麟系はほとんど観察されなかった。ノコダゾール処理細

胞では、ゴルジ装置がちぎれ分散していた。この分散したゴルジ装置の近くに 5

Onm程度の DAB陽性の小胞が分布した(図 13 b )。

1 -4. ノコダゾール処理細胞におけるゴルジ装置と微小管

エンドソームの電子顕微鏡観察から、コントロールの細胞では、ゴルジ装置は、

核付近の領域に観察されるのに対し、ノコダゾールで処理した細胞では、ゴルジ

装置は、層板構造をある程度保ったままちぎれ、細胞質に分散しているのが観察

され、 この分散したゴルジの近くにトランスフェリンをふくむエンドソームが観

察された。そこで、 このゴルジ装置の分散とトランスフェリンの集合の関係を調

べるため、ゴルジ装置の蛍光染色を行った。 C6-N B Dセラミドによりゴルジ装

置を染色すると、コントロールでは、ゴルジ装置は核近傍に 1個観察される(図

1 4 a )のに対し、ノコダゾール処理した細胞では、分散したゴルジ装置が細胞

質一面に分布していた(図 14 b )。ノコダゾール処理の蛍光穣識トランスフェ

リンの分布は、細胞辺縁部に強くゴルジ装置の分散のパターンとは異なった。

ところでチュープリンの重合安定効果のあるタキソールもゴルジ装置を分散さ

せた(図 14 c )。タキソールによるゴルジ装置の分 散の程度は、ノコダゾール

より低〈、数個の塊で細胞内に分散した。

次に、蛍光抗体法により微小管を染色するとコントロール細胞では、微小管は、

核付近から飲射状に伸びている(図 15 a )。ノコダゾール処理では微小管は完

全に破地されている(図 15 b )。タキソール処理では微小管は敏射状のパター

ンを保っていた(図 15 c )。

タキソール処壇では、ゴルジ装置は分散するが、 トランスフェリンの核近傍へ

の集合は観察され、 トランスフェリンの核近傍への集合は、ゴルジ装置の分散に

依存するのではなく、放射状の微小管ネットワークに依存していることが分かる。
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図 12. 形質膜付近のエンドソームの形態と分布

HRP榎識トランスフェリン(1 0 0μg /m 1 )を 5分パルスで細胞に与え

7分チェイスした。 HRP棟識トランスフェリンをふくむ腕系は、 DABにより

黒く染色される。

コントロール細胞(a )では、形質腺直下のエンドソームは、 1 0 0 n m程度

の球上、管状ベジクル (arrow)である。形質臓からやや雌れたところには、 5 0 

Onm程度のマルチベジキュラーボディー(arrowhead )や、管状構造を持つベジ

クル(チュブロベジキュラーエンドソーム)が観察される(aのinset)。ノコダ

ゾール処理細胞(b )では、形質脱付近のエンドソームの形態は、 コントロール

と同様、球状、管状のベジクル、マルチベジキュラーボディー、チユブロベジキ

ユラーエンドソームが観察された(b、 bの inset)。ノコダゾール処理細胞では、

bで見られるように 500n m程度のマルチベジキュラーボディーが形質膿直下

に存在することも多くみられた。また、 cで見られるように直径 100"-200

nmの球形のエンドソームが形質麟直下に並んでいるのも観察された。

bar=0.5μm 
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図 13.核付近のエンドソームの形 態と分布

コントロール細胞(a )では、ゴルジ域の 50 0 n mのマルチベジキュラーボ

デ ィー (arrowhead)や、 1 0 0 n m程度の球形ベジクル(arrowhead)が、 DA  

Bで染色された。また管状、ダンベル状のベジクル (arrow)が、微小管に 密着し

ているのが観察できる。ノコダゾール処理細胞(b )では、 核付近 には、 D AB  

陽性 の臓構造は観察されない。分散したゴルジ装置 (arrowhead)が細胞質に 観察

されその周辺に 50 n m程度のトランスフェリンを含むベジクルが観察される。

b a r = 1μm 
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図 14. ノコダゾールとタキソールによるゴル

ジ装置の分散

C 6-N B Dセラミドによるゴルジ装置の蛍光

染色像を示す。コントロール細胞(a )のゴル

ジ装置は、細胞に 1個、核の近くに存在した。

ノコダゾール処理細胞(b )では、ゴルジ装置

は、核のそばに比較的大きな 構造が、細胞質中

に小さな構造が点状に分散した。タキソール処

理細胞(c )でもゴルジ装置は分散するが、分

散の程度は、ノコダゾールより少なく、比較的

大きな点状に分布した。

b a r = 2 0μm  

図 15. 微小管ネットワークとノコダゾール、

タキソールの効果

間接蛍光抗体法により微小管を染めると、コ

ントロール細胞(a )では、核付近から放射状

に伸びるネットワークが観察される。ノコダゾ

ール処理細胞(b )では微小管ネットワークは

完全に破損されることが分かる。タキソール処

理細胞(c )では、政射状ネットワークは影響

を受けない。

bar=20μm 
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2. トランスフ ェ リンによる Feイオンの取り込みとトランスフェリンと α2-マク

ログロプリンとの選別に対するノコダゾールの彫嘗

トランスフェリンはエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれた後、エン

ドソームの雌性化により Feイオンを遊擁する。その後 Feイオンは細胞質へ移行す

る (7 8、 7 2 )。また、 トランスフェリンはリソゾーム移行型のリガンドと同

一の徴覆ピットから取り込まれ細胞内で 験分裂により選別される(7 9、 8 0 )。

( 2 -1 )ではノコダゾール処理による Feイオンの取り込みに対する影 響を調べ

た結果を、 ( 2 -2 )では、 リソゾーム移行型リガンドの α2-マクログロプリン

へ とのトランスフェリンの選別について調べた結果を述べる。

i 

2 - 1. Feイオン取り込み

ノコダゾール処理細胞におけるトランスフェリンのエンドサイトーシスが生理

的に正常であるかどうかを調べるため、 トランスフェリンによる Feイオンの細胞

への取り込みを測定した。 59Fe3・を結合したトランスフェリンをコントロールと

ノコダゾール処理した細胞に 37 oCで、 6 0分間あたえ、細胞をホモジナイズ後、

細胞の麟系を遠心分画しそれぞれの画分への 59Fe3・の分布を調べた(図 16 )。

1 0 7細胞当り取り込んだら 9Feの量は、 コントロール細 胞で O.82x 105cp

m、 ノコダゾール処理細胞で 1. 12x106cpmだった。 トランスフェリンに

より取り込まれた Feイオンは、主にミトコンドリアを含む画分 (M、 L )と細胞

質画分(s )に分布することがラット肝実質細胞で報告されている(7 2 )。図

1 6に見られるように、 FL細胞においてもコントロールの細胞(図 16の口)

で、取り込まれた G9Fe3・は、 M画分に 29. 9 %、 L画分に 16. 5 %、 S画分

に 3 1. 2 %存在し、全G9 Fe3・の 7 7. 696が M、 L、 Sの 3画分に分布した。

ノコダゾールで処理した細胞での 59Fe3'の分布(図 16の ・)は、 M画分に 32. 

9%、 L画分に 2O. 4 %、 S画分に 24. 4 %で、これら 3分画に 77. 7 % 

が存在した。このようにノコダゾール処理した細胞の Feイオンの分布は、コント

ロールとほぼ同棟のパターンを示した。
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図 16. トランスフェリンにより取り込まれたら9Feの分布

59Fe結合トランスフェリン 15μCiを 37 oCで 1時間細胞に与えた後、迎心

分画により各膜画分(N、 M、 L、 p )と細胞質画分(S )を得た。コントロ ー

ル細胞(口)、ノコダゾール処理細胞(・)。

縦軸:各細胞(1 0 7当り)の取り込んだ全S9Fe量(コントロール細胞: O. 8 2 

xl0Sc p m、ノコダゾール処理細胞: 1. 12x6cpm) を 100%とし、

各分画に存在する 59Feの割合(% )を示している。
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細胞質のFeイオンは、フェリチンに結合していることが知られている(7 8、

7 2 )。つぎに細胞質(s )画分をフェリチン抗体で免疫沈降をおこない、 トラ

ンスフェリンにより取り込まれた69Feの細胞質フェリチンとの結合量を測定した。

コントロール細胞では、 S画分にふくまれる“Fe3・2.55x10.cpmのうち

48%が、フェリチン抗体により沈樟した。ノコダゾール処理細胞では、 S画分

の 2.74x10・のうち 43%の69Fe3・がフェリチン抗体で沈降した(表 4)。

表 4. 細胞質画分の抗フェリチン抗体による免疫沈降

immunoprecipitate 

supernatant 

total 

(cpm/107cells) 

コントロール

48% 

52% 

ノコダゾール

43% 

57% 

100% 100% 

(2. 55xl04
) (2. 74x10.) 
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2 -2. 蛍光標議 α2-マクログロプリンの細胞内分布(トランスフェリンと α2-

マクログロプリンの選別、 αトマクログロプリンとその受容体の選別)

受容体媒介エンドサイトーシスでは、 目的地の異なる傾数のリガンドが同一の

磁覆ピ ットから取り込まれ、その後細胞内で選別される(2 1、 7 9， 8 0 )。

ノコダゾール処理細胞内で、 リソゾーム移行型のリガンドである αトマクログロ

プリンと形質麟復帰型のトランスフェリンの選別が起きていれば、両者の細胞内

挙動が異なるはずである。そこで α2-マクログロプリンを蛍光標識しその細胞内

分布をトランスフェリンと比較した。ローダミン (TRITC)様識した α2-マ

クログロプリンをコントロールの細胞にエンドサイトーシスさせると、 5分で細

胞質に分散していた蛍光頼粒は、 1 0分で核近くに集まる(図 17 a、 c )。そ

の後蛍光は消失したが、 リソゾーム酵素の阻害剤により、 この消失は阻害される

ことから、 α2ーマクログロプリンのリソゾーム酵紫による加水分解の結果である

と考えられる。ノコダゾール処理細胞では、 α2-マクログロプリンはエンドサイ

トーシス後細胞質に頼粒状に分布したままで核付近に集まらず、 1時間近く蛍光

の消失も観察されなかった(図 17 e、 g、 i )。

正常の細胞では αトマクログロプリンの受容体も細胞内で α2-マク ログロブリ

ンと選別され形質麟へとリサイクリングする(2 9 )。ノコダゾール処理細胞で

α2-マクログロプリン受容体がリサイクリングしているなら、 外液に定常的にロ

ーダミン標識 α2-マクログロプリンを加えておけば、細胞にはローダ ミン標識 α

2-マクログロプリンの取り込みも定常的に起き、 細胞に蛍光が嘗積するはずであ

る。そこで、外液に 100μg/mlのローダ ミン 標識 αトマクログロプリンを

加えて 37 .Cでのノコダゾール処理細胞への定常的取り込みを兄た。その結果、

ノコダゾール処理細胞内には時間とともに蛍光が蓄積していった(図 18 )。シ

クロヘキシ ミ ドにより新生の受容体合成を阻害した細胞でも問機の蛍光の蓄積が

観察 された。
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図 17. ローダミン標識 α2-マクログロプリンの細胞内分布

リソゾーム移行型のリガンド α2-マクログロプリンのノコダゾール処理細胞で

の細胞内移行を調べた。細胞にローダミン標識 α2-マクログロプリン(1 0 0μ 

g /m 1 )を与えその後の細胞内分布を見た。左側(a、 c、 e、 g、 i )は蛍

光像、右側(b、 d、 f、 h、 j )は同じ焦点深度での位相差像。コ ントロール

の細胞では、 5分の蛍光パターンは細胞質に頼粒状に分布している (a)o 10 

分で蛍光は、核付近に 集ま ってくる(c )。ノコダゾール処壇細胞では、 1 0分

で蛍光願粒は、周辺部に分布し(e )、その後、蛍光の集合や消失は観察されず、

このパターンは 20分(g )、 5 0分(i )でも変わらない。 bar=20μm
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図 18. ノコダゾール処理細胞へのローダミン標識 α2-マクログロプリンの定常

的な取り込み

ノコダゾール処理細胞における αトマクログロプリン受容体のリサイクリング

を調べる目的で、 α2-マクログロプリンの定常的取り込みを調べた。ノコダゾー

ル処理細胞の外液にローダミン標識 αトマクログロプリン(1 0 0μg /m  1 ) 

を加え 37 ocで 15分(a )、 6 0分(b )インキュベーションした。インキユ

ベーション時間が延びるとともに細胞内に蓄積する蛍光願粒の量は増 える。

bar=20μm 
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3. トランスフェリンリサイクリングのタイムコース

蛍光標識トランスフェリンの蛍光観察から、 トランスフェリンの細胞内挙動が

大きく変化した。しかし、エンドサイトーシスから 30分後は、正常の細胞とノ

コダゾール処理細胞の両者で蛍光は消失した。これは、ノコダゾール処理細胞で

もトランスフェリンがリサイクリングしていることを示唆する。(3 -1 )では、

HRP標識トランスフェリンを使い、ノコダゾール処理細胞でトランスフェリン

リサイクリングの定量化を試みた。

また、膜小胞給送は(エンドサイトーシス、生合成の経路の両方で)、低温や

細胞内膜器官の酸性化の阻害剤により鮪送効率が著しく阻害される 場合が報告さ

れ ている(1、 1 8、 53)0 (3-2)、 ( 3 -3 )では、ノコダゾール処理

細胞と正常の細胞でのトランスフェリンリサイクリングを低温への感受性、酸性

化阻害剤への感受性の 2点から比較することを試みた。

3-1. HRP標識トランスフェリンの細胞外放出

トランスフェリンのリサイクリング時間におよぼすノコダゾールの影響 を調べ

るため、 HRP様識トランスフェリンを使いその細胞外放出を定量的に追った。

細胞外液に HRP標識トランスフェリンを加え 4・Cで 20分間イン キュベートし

わ た後、 37 ocに昇温してエ ンドサイトーシスを 開始させ、その後の細胞のHRP

活性と、外液に放出した HRP活性を測定した。図 19に見られるように正常の

FL細胞での放出は、ほぼー相性のタイムコースをとり、 1 2分で 50%、 3 0 

分で 80%の HRP標識トランスフェリンが細胞外へ放出された(図 19上図)。

ノコダゾールで処理した FL細胞で、同様の タイムコースを測定した。放出の

タイムコースは、 コン トロ ールの細胞とほぼ同 様の結果が得られ、ハーフタイム

は 12分で、 3 0分で 80%以上の活性が外液に放出された(図 19下図)。
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図 19. H R P標識トランスフェリンの放出

細胞表面の受容体に 40CでHRP標識 トランスフェリンを結合させ 37・Cに界

温しエンドサイトーシスを開始させ、それ以降各時間でのトランスフェリンの細

胞外政出を測定した。縦軸 :H R P穣識 トランスフェリンの相対量。各時間の外

液の HRP活性 (0)と細 胞の HRP活性 (・ )の合計を 100%として各々の

値を換算している。槻軸: 3 7・Cに昇温後の時間。

上図:コントロール、下図:ノコダゾール細胞。

HRP標識トランスフェリンの放出は、コントロール、 ノコダゾール細胞の両者

でほぼ同様のタイムコースを示し、ハーフタイム 12分であった。
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HRP穣識トランスフェリンの放出の温度依存性3 -2. 
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実験温度を 15 - 3 7・Cで変化させ HR Pt思議トラ ンスフェリンの 放出次に、
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ポ

1 5 oC_ 3 7・Cの範囲の各温度での放出は、の温度依存性をとった(図 20 )。

図 20から正常の細胞とノコダゾール処理細胞で同様のタイムコースを示した。
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ノコダゾール処コントロール、算出した各温度での速度定数は表 5にまとめた。

2 5
0

Cより低い温度で急理細胞の両者でトランスフェリンの放出の速度定数は、

激 に増加するという特徴が観察された。

，....， 各温度トランスフェリンの放出の律速段階の活性化エネルギーを求めるため、

(図の放 出の 速度 定数(k )の対数と 絶 対 温度 (T )の逆数に対しプロットした

グラフの傾きから律速段階の活性化エネル次のArrheniusの式によると、

ギー(E )が算出できる。

2 1 )。

-2 
120 。+定数0303RT) } { E / ( 2. log k =ー

60 90 
(min.) 

30 

Time 
放出の速度定数k: 

f主連段階の活性化エネルギーE: 

気体定数R: 

絶対温度T: 

n 「、

25-1 5kcal/mol、3 7 '" 2 5 ocで 5.活性化エネルギーの備は、

速度定数が同じであることから、(図 21 )。5・Cで 29kcal/molだった

HRP穣識ト ランスフェリンの放出の温度依存性図 2O. コントロールとノコダゾール処理細胞で同じ値でこの活性化エネルギーの値も、

1 5 -3 7 ocの各温度で測定した。図 11と同 様のトランスフェリンの放出を、ある。

縦軸:各時間の細胞に存在する HRP量の対数値(図 19の・ の対数値 )。

図 19と同 様 370Cに昇温後の時問。横軸:

1 5・C。e 2 0・C、d: 2 5・C、C 3 0・C、b: 3 7・C、a: 

ノコダゾール処理細胞(・ )。コントロール (0)、

ノコダゾール処理細胞で放出のタイムコースに差はみら

2 5・C-2 0 oC聞で急激な変化がみられる。
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各温度でコントロール、

放出速度は、れない。
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HRP標識トランスフェリンの放出と p H依存性3 -3. 

T (OC) 
30 25 20 

次にトランスフェリンの放出に対するエンドソームの酸性化の阻害剤である N
15 37 

N H 3の状態でN H 4'イオンは、H 4 C 1とモネンシンの影響を見た〈図 22 )。

エンドソーム内で再びイオン化しエンドソーム内のエンドソームの膜を透過し、

陽イオンイオノフォアとして働きエンドまたモネンシンは、pHを中性化する。

ソーム内の pHを中性化する。

HRP標識トランスフェ表 6に見られるように、これらの薬剤の存在下では、

モネンシンのN H 4 C 1の場合はコントロールの 27%に、リンの放出の速度は、

さらにノコダゾール存在下では酸性化阻害剤処理のみ

の場合よりさらに 20----30%遅くなった。

場合は 18 %に減少した。('， 

v
-
2
0
0
一

-2 

3.5 3.2 3.3 3.4 
( 1 IT)x 103 (K-1) 

r、}速度定数のArrheniusプロット図 21. 
ヘ

の対数と絶対温度(T )の逆数の関係を図 20で得た各温度の速度定数(k ) 

グラフの傾きから律速段階の活性化次のArrheniusの式によれば、フ.ロットした。

エネルギー(E )が計算できる。

+定数303RT) } { E / ( 2. log k =一

放出の速度定数k: 

律速段階の活性化エネルギーE: 

気体定数R; 

絶対温度T: 
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2 5・c

2 5 .C以下で 29kcal/molであった。

nJω 司，.

トランスフェリンリサイクリングの律速段階の活性化エネルギーの値は、

5kcal/mol、以上で 5.



リサイクリング速度定数と温度依存性

温度(OC ) 1 5 2 0 2 5 3 0 3 7 

表 5.

7 6 O. 3 1 . 7 3. 2 4. 2 5. 速度定数(x 1 0・ 2 .in-I) 

o 

。

宮
伺
担

O
V
{
比
ト
・
・

a庄
工
て
一
一
@
ο
{比
ト
・

-a広
工
}
百
Y
Q

リサイクリングの速度定数と酸性化阻害剤の効果表 6.
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120 

1 

0 
モネンシンN H 4 C 1 コントロール

90 60 

Time (min.) 

30 

9 6 O. 4 1. 2 5. コントロール

7 6 O. 。1. 2 5. ノコダゾール

単位は mi n-I。1 0 2倍の値。事表の速度定数は、n HRP標識トランスフェリンの放出の p H依 存 性図 22. f、
測定は 37 ocでおこなっている。これらのトランスフェリ ン放出に 及ぼす NH 4 C 1とモネンシンの彫揮 を見た。

薬剤はエ ンドソームやリソゾームな どの細胞内の酸性の膜器官内の pHを中性化

実験は 37・Cでモネンシンは 10μMで使用した。N H. C 1は lOmM、する。

おこなっている。

ノコダゾール処理細胞(・ )。コントロール細胞 (0)、

N H. C 1処理でコントロ酸性化の阻害剤によりトランスフェリンの放出速度は、
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さらに各誕剤でノコダゾーモネンシン処理で 18%に低下した。

ル処理により放出速度の低下がみられた。
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考察

蹴小胞の運搬は、厳小胞によるタンパク質の細胞内鮪送における重要な一過程

である。エンドサイトーシスにおげる鮪送小胞であるエンドソームでは、細胞骨

格の一つである微小管が鮪送に関与することが示峻されている(6 0、 6 1、 6 

2、 6 3、 6 4、 6 6 )。我々は、微小管脱重合剤であるノコダゾールを使い、

エンドソームの鮪送過程に揺動を与えることで、 トランスフェリンの形質厳への

復帰に必須な細胞内過程を明らかにすることを試みた。本考察では、先ず C1 ) 

で、我々が使用した FL細胞におけるトランスフェリンエンドサイトーシスの特

徴を他の細胞と比較を行う。 C2 )では、ノコダゾール処理により微小管を破損

した F L細胞でのトランスフェリンリサイクリングの特徴を述べる。 C3 )、 〔

4 )では、ノコダゾール処理 F L細胞で得られたトランスフェリンのリサイクリ

ングの知見から、正常細胞でのエンドソームの輸送過程における微小管の役割や

トラ ンスゴルジネットワーク経由の経路の意義に関しでも考察する。

1. F L細胞でのエンドサイトーシスとリサイクリング

トランスフェリンのエンドサイトーシスの研究には、 ヒト腫痴細胞由来の A4

3 1細胞、 He l a細胞などの培養細胞が使われる。我々は、 これらの細胞と比

較してエンドサイトー シスした 蛍光標識トランスフェリンの核近傍への集合が同

調して起きる細胞として FL細胞を選択した。蛍光標識トランスフェリンの核付

近の集合は、他の細胞(A 4 3 1細胞、 H e 1 a細胞(S 3椋)、 KB細胞)で

は 10--50%の細胞に観摂されたのに対し、 F L細胞では 92%の細胞で観察

された。

我々は、 FL細胞の HRP標識トランスフェリンの取り込みのタイムコースを

測定したが、 この取り込みは定常状態まで遣する時間は 30--60分程度要した

(図 9)。一方、 トランスフェリンの 1回のエンドサイトーシスにおいて、受容

体の結合と取り込みにかかる時間は 5分以下であることが報告されている(8 1 ) 

。この時間の差は、 トランスフェリン受容体がトランスフェリンを結合していな

い状態でもエンドサイトーシスされ(8 2 )、一時的に細胞表面に存在するトラ
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r 

ンスフェリン受容体は細胞全体の受容体の一部であるためである。 He 1 a細胞

では、全トランスフェリン受容体の 80%が細胞内に存在することが報告されて

いる(8 3、 8 4 )。このため、我々の測定したトランスフェリンの取り込みの

タイムコースは、始めは、 HRP標識トランスフェリンによる細胞全体の受容体

の占有のタイムコースを意味し、定常状態はトランスフェリンの取り込みと放出

が平衡に遣した状態と考えることができる。ところで、 リサイクリングした受容

体と、 トランスフェリンの再結合にかかる時間はトランスフェリンリサイクリン

グの全時間に比べると非常に短いため (HepG2細胞では全時間の約 40分の

1 (81))、受容体がトランスフェリンと結合していない割合は低い。そこで、

定常状態でのトランスフェリンの結合量は細胞内の全受容体量にほぼ等しいと推

定される。定常状態の HRP標識トランスフェリンの量から概算した受容体数は、

1細胞当り 5.6x10.分子であった。

Feイオンは、細胞の増殖に必須で、その細胞への取り込みはトランスフェリン

エンドサイトーシスが主な経路であるため(6 7 )、 トランスフェリン受容体は、

多数の組織細胞(2 1 )や継代可能な培養細胞で発現していることが報告されて

いる (85)01細胞 当りの トランスフェリン受容体の分子数は細胞によりかな

り差がみられるが、 ( F L細胞との比較のためその数を挙げておくと)、マウス

の腿痴細胞由来の培養細胞では 5x 1 0 3分子であるが、 ヒト網状赤血球由来の K

562細胞では 4x 1 0 s分子に達する(8 6、 8 7 )。

次に、 F L細胞にエンドサイトーシスされたトランスフェリンの放出は、ー相

性の指数関数的におき、その速度定数は 37 ocで 0.052min"'、 放出のハ

ーフタイムは 12分だった(図 19、図 20)。これは、過去に報告されている

K562細胞の 5分、 A4 3 1細胞の 7. 5分より長く、 HepG2細胞の 16 

分より短い値であった(8 3、 46、 8 1 )。

2. ノコダゾール処理した F L細胞でのトランスフェリンのエンドサイトーシス

とリサイクリング

トランスフェリンのエンドサイトーシスとリサイクリングの各段階は下図に示
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したように、 ( a )取り込みとエン ドソーム形成、 ( b )エンドソームの鯖送、

( c )エンドソーム内の酸性化と Feイオンのトランスフェリンからの遊雌と細胞

質への移行、 ( d )リソゾーム 移行型のリガンドとの選別、 ( e )形質願への復

帰と外液への放出に分けられる。

⑫ 
b 

CURL 

TGN 

以下でトランスフェリンのリサイクリングにおけるノコダゾールの効果を各段

階 (a-e)について 検討する。(2 - 1 )では(a )の段階の取り込みおよび

エンドソームの形成と形般に関し、 ( 2 -2 )でトランスフェリンの細胞内分布

をもとに、 ( b )のエンドソームの輸送に 関し検討する。(2 -3 )では、 トラ

ンスフェリンのエンドサイトーシスの機能である(c )の段階のFeイオンの 取り

込みについて、 ( 2 -4 )では、 ( d )のエンドソームにおけるリガンド問、 リ

ガンドー受容体問の選別の機能面に関し、 ( 2 -5 )では、 トランスフェリンの

放出のタイムコースから、 ( e )のトランスフェリンの形質膜への復帰と放出に

ついて検討する。これらを総合し(2 -6 )でノコダゾール処理細胞で生じたト

ランスフェリンのリサイクリング経路に関し考察する。
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2 -1. トランスフェリンの取り込みとエンドソームの形成、形愚変化に対する

ノコダゾールの効果

トランスフェリンの FL細胞への取り込みに対するノコダゾールの彫曹を、 細

胞への HRP標識トランス フェリンの取り込み(蓄積)の速度と、エ ンドソーム

の形態の両面から調べた結果、 この段階にノコダゾールは大きな彫響はなかった。

図 9で示したように、 HRP穣識トランスフェリンの細胞への取り込みは、正

常の FL細胞とほぼ問機のタイムコースをとるが、初速度、定常状態での量とも

に若干(1 0 %程度)低い値であった。この原因は、 トランスフェリ ンエンドサ

イトーシスにかかわる受容体数の減少と、 トランスフェリンリサイクリングにか

かる金時間の増加の二つの可能性が考えられる。図 19で得られたトランスフェ

リンのリサイクリングのタイムコースから、 1回のリサイクリングの時間にノコ

ダゾールは影 響 しない。そこで後者の可能性は否定でき、定常的取り込みの減少

は受容体数の減少に起因すると考えられる。 トランスフェリン受容体数は、 HR  

P標識トランスフェリンの蓄積量から概算すると、 l細胞当りコントロール細胞

の 5. 6 x 1 0・分子に対しノコダゾール処理細胞で 5. lxl0 ・分子であった。

取り込みを絶対量からみた場合その初速度はノコダゾールで彫留を受けるが、

定常状態での取り込み量を 10 0 %と見なした場合の(相対的な)初速度は、 ノ

コダゾール処理の影響は みられない(図 9inset)。このことから、取り込みの効

率に対してはノコダゾールは影 留 しないと考えられる。 OkaとWeigelは、微小管脱

重合剤と取り込み効率の関係に関して、 リソゾームに移行するリガンド、アシア

ロ糖タンパク質でより直接的な測定をおこなっている(6 3 )。彼らの方法は、

我々のおこなった定常的な取り込みとは違い、低温で細胞表面の受容体に l吸着さ

せたアシアロ椅タンパク貨の細胞内への取り込みを測定するものであるが、その

結果は、吸着したリガンドが細胞内への取り込まれる制合は、微小管を破峨する

薬剤(コルヒチン、 ピンプラスチン)により膨留されなかった。また、 Brownらは、

リガンドと受容体がともにリソゾームに運ばれるタイプの上皮成長図チのマウス

由来 3T 3細胞への定常的な取り込みを測定し、コルヒチンやピンプラスチン処

理により彫響を受けないことを報告している(6 4 )。多くの場合、エンドサイ

トーシスにおける取り込みの過程に関し微小管は関与しないようである。
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表面の受容体数に対する微小管破損剤の彫響については、受容体の種類により

識論の分かれるところである。低密度リボタンパク質や上皮成長因子の場合、 2 

時間程度のコルヒチン処理の後でも、 リガンドの取り込みの初速度は正常の細胞

と変わらなかった(6 0、 6 4 )。これは、表面の受容体数の直接測定でないた

め幾分間接的な証拠ではあるというものの、表面に存在する受容体数に変動はな

いと考えられる。 一方、アシアロ鮪タンパク質に関しては、 3 0分程度の薬剤処

理で細胞表面の受容体数をリガンドの吸着量から直接測定した結果、受容体数は

75%に減少している(6 1 )。 トランスフェリンの場合は、取り込みの初速度

から判断すると細胞表面の受容体数はノコダゾール処理で 10%程度減少してい

ると考えられる。

トランスフェリンをふくむエンドソームの形鯨に関して DAB法による電子顕

微鏡観察からは、正常の F L細胞では直径 100nm........200nmの球形小胞、

長さ 10 0 n m幅 50nmの管状小胞、直径 500nm程度の管状部分を持つチ

ユプロベジキュラーエンドソームやマルチベジキュラーボディーが観察された(

図 12 a )。従来の報告によれば、小型の小球がエンドサイトーシス直後に観察

され、その後チュブロベ ジキュラーエンドソームやマルチベジキユラーボディー

が観察される(4 5、 4 6、 4 9 )。ごの傾向はトランスフェリン以外にもリソ

ゾーム移行型のリガンドである α2-マクログロプリン(4 2 )や上皮成長因子(

5 0 )をふくむエンドソームの場合でもほぼ問機であった。しかし管状の小胞は、

トランスフェリンの場合において顕著に観察され、 Willinghamらは、 この管状の

小胞を形質勝へ向かうリサイクリング小胞であるとしている(49)。しかし、

この管状小胞に附しては識論の分かれるところで、同様の形態の小胞について、

lIopkinsは、 トランスフェリンのエンドサイトーシス直後に多数観察できることか

ら、エンドソームの初期の形態であるとしている(4 5 )。この点に側し決着は

ついていないが、いずれにしてもこれら各種の形態のエンドソームがトランスフ

ェリ ンのリサイクリ ングの過程に関与する隙系として同定されている。

ノコダゾール処理した F L細胞においても、小型の球状の小胞、管状の小胞、

チュプロベジキュラーエンドソーム、マルチベジキュラーボディーといった従来

報告されているの各種の形態の膜系が観察され(図 12 b、 c )、エンドソーム
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の形成と形態変化に微小管が必須ではないと考えられる。しかし、ノコダゾール

処理細胞においては、形質麟直下のエンドソームの大半(約 90 % )が、小型の

小胞の形態をとる場合(図 12 c )もあり、各種の形態のエンドソームの存在の

割合がノコダゾールにより彫留をうけている可能性は残されている。

2 -2. トランスフェリンの輸送におよぽすノコダゾールの影響

ノコダゾールは、エンドソーム形成や形態には彫響しないと考えられるが、そ

の細胞内分布には大きな影響を与えた。蛍光トランスフェリンの分布(図 10 a、

b )でみられたように、正常の FL細胞では、蛍光穣識トランスフェリンを 5分

間エンドサイトーシスさせた直後のエンドソームのパターンは、細胞質 一面に分

布し、その後 7分間で核近傍に集まってくる。 一方、ノコダゾール処理細胞にお

いて、蛍光標識トランスフェリンはエンドサイトーシス直後(5分)は細胞の辺

縁部に分布し、その後も(1 2分でも)正常の細胞で観察されたような核付近の

領戚への集合は観察されず、辺縁部に分布したままであった(図 10 d、 e )。

両者の比較から、核付近への集合が、微小管依存的であることが分かる。

電子顕微鏡観察から、正常の細胞でトランスフェリンを含むエンドソームが集

合する領域はゴルジ域で特にゴルジ装置のトランス側に位置し、 その形態はマル

チベジキュラーボディーや球状、 あるいは管状構造をとった(図 13 a )。 一方、

ノコダゾール処理細胞の電子顕微鏡観察でも、蛍光観察に対応する結果が得られ

エンドソームは、核付近の領域には観察されず細胞の辺縁部(形質隙直下)に分

布しているパターンが得られた(図 12 c ) 0 lIopkinsは、 A 4 3 1細胞でトラン

スフェリン受容体の形質政上での分布を調べ、受容体の取り込みがおきる(被担

ピットの)領域が主に細胞の辺縁部に分布することを報告している(8 8 )。彼

の示した A 4 3 1細胞での蛍光抗体法によるトランスフェリン受容体の分布は、

我々の得たノコダゾール処理細胞のエンドソームの分布と非常に似かよったパタ

ーンをであった。このことから、我々は、 ノコダゾール処理細胞でのエンドソー

ムは、被摺ピットの領域付近にとどまっていると推測している。蛍光標識トラン

スフェリンの 5分パターンがコントロールとノコダゾール処理細胞ですでに異な
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っていることは、コントロール細胞では、 5分ですでにエンドソームの核近く〈

ゴルジ場)への移動が始まっているのであろう。

エンドソームの核近傍への集合の阻害効果は、コルヒチンやピンプラスチンで

もノコダゾール問機観察され、微小管に影留しないルミコルヒチンや微小管の安

定化効果のあるタキソールではエンドソームの集合は観察された。ノコダゾール、

コルヒチン、 ピンプラスチンの共通な薬剤効果は微小管ネットワークの破損であ

り、この効果がエンドソームの集合阻害の原因となっていると結論できる。

ノコダゾールの直接の効果は、微小管の脱重合であるが、微小管の脱重合は、

細胞内膜器官の分布や維持に彫響を与える。小胞体の網目状のネットワーク構造

が微小管により維持されていることや(8 9 )、 リソゾームの核近傍の分布や管

状の形態に微小管が必要であることが報告されている(9 0 )。またゴルジ体の

l語板構造の維持にも微小管が必要であることが報告されている(7 4 )。我々も

電子顕微鏡観察(図 13 )と Cト NB Dセラミドによるゴルジ装置の蛍光観察(

図 14 )から、ノコダゾールによる微小管の破犠がゴルジ装置を破壊し核近傍の

領域から細胞質中へ分散させるという結果を得た。さらに、ノコダゾール処理細

胞の電子顕微鏡観察から、 トランスフェリンを含むエンドソームの一部が、 この

分散したゴルジ装置の近くに存在しいた。これは、ゴルジ装置あるいはトランス

ゴルジネットワークといったゴルジ域の膜系とエンドソームに何等かの親和性が

あることを示峻する。ノコダゾール細胞でエンドソームの集合が妨げられたのは、

エンドソームと親和性のあるゴルジ装置が細胞質中に分散したことによる可能性

もある。 しかし、蛍光顕微鏡観察によるノコダゾール処理細胞での分散したゴル

ジ装 置は細胞質中に 一様に分布し(図 14 b )、一方、エンドソームは細胞辺縁

部に分布し、その分布パターンは両者で異なっている(図 10 d、 e )。これは、

電子顕微鏡観察でみられた、分 散したゴルジ装置付近のエンドソームは量的には

少なく、ノコダゾールの二次的効果であるゴルジ装置の分散によりエ ンドソーム

の集合が抑えられたのではないと考えられる。さらに、チュプリンの重合を促進

するタ存ソール処理でもゴルジ装置が分散するが(図 14 c )、エンドソームの

核近傍への集合は阻害されない。一方、微小管の蛍光抗体法による観察から、 タ
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キソール処理した細胞では、微小管の放射状のネットワークが観察された(図 1

5 c )。エンドソームの集合は、ゴルジ装置の正常な状惣ではなく、微小管ネッ

トワークの存在に直接依存していることが分かる。

ノコダゾール処理細胞ではエンドソームの分布は正常の細胞と大きく異なるが

が、形態的にはチュプロベジキュラーエンドソームやマルチベジキュラーボディ

ーの段階まで移行していることが観察された。これらのエンドソームは、正常の

エンドソームと同等の機能を持つのであろうか。次にトランスフェリンをふくむ

エンドソームのFeイオンの透過と他のリガンドとの選別の繊能に関し検討する。

2 -3. ノコダゾール処理 F L細胞における Feイオンの取り込み

トランスフェリンに結合したFeイオンは、酸性条件下 (pH5.5-6)でト

ランスフェリンと解脱し(3 8、 9 1 )、その後細胞質へ移行し酵紫のへムとし

てFeイオンを必要とするミトコンドリアや、細胞質の鉄結合タンパク質であるフ

ェリチンへ移行する(7 8、 7 2 ) 0 Feイオンの細胞質への移行の起きる脱系に

関しては、細胞内のFeイオンがリソゾームを含む隙系に移行しないことが密度勾

配遠心による細胞分画で確認され(9 2、 9 3 )、 またエンドソームとリソゾー

ムの融合を阻害する温度でもFeイオンの細胞質への移行が観察されることから(

7 2 )、 リソゾーム以前の段階(エンドソームの段階)でFeイオンの脱透過が起

きると考えられる。

ノコダゾール処理した細胞に取り込まれた Feイオンの細胞の各麟薗分への分布

は、主にミトコンドリアを含む画分 (M、 L )と細胞質画分(s )に分布し、 こ

れは正常の F L細胞とほぼ問機のパターンを示した(図 16 )。ノコダゾール処

理細胞のトランスフェリンエンドサイトーシスは、 Feイオンの取り込みに関して

は正常のエンドサイトーシスと等価であると考えられる。ただしこの測定では、

ミトコンドリアをふくむ膜薗分 (M、 L画分)に存在する Feイオンが、現実にエ

ンドソームの膜を透過しミトコンドリアに移行したのではなく、 M、 L画分中に
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分布するエンドソーム内に存在する可能性も否定できない。 M、 L画分に 関しこ

れ以上の厳透過の証拠を得ることはできなかったが、細胞質(s )画分に関して

は、フェリチン抗体による免疫沈降法から Feイオンの麟透過の直掻の証拠を得た。

その結果は、細胞質の Feイオンの 43%がフェリチンと結合しており(表 4 )、

これは、正常の細胞の 48%と大きな差はなかった。ノコダゾール処理細胞のエ

ンドソームでもエンドソーム内腔の慣性化や、 それに引き続いて起きる Feイオン

のトランスフェリンとの解雌、 Feイオンのエ ンドソームの膜透過の過程は達成さ

れていることがわかる。

エンドソームのどの段階でFeイオンの麟透過が起きるかについては、 Sibilleら

が、エンドサイトーシス後 10分程度で細胞質への移行がほぼ完了しているとい

う観察結果から、 Feイオンが比較的初期のエンドソームの 膜を透過し細胞質へ移

行することを示唆している(7 2 )。このFeイオンの膜透過の機構は不明である

が、 Bakkerenらは、単献したエンドソームからのFeイオンの放出を invi troで測

定し、形成から 2"'-3分後のエンドソームでもすでに Feイオンの膜透過が可能で

あることを見いだしている(9 4 ) 0 Feイオンは、 トランスフェリンから解脱す

るのに必要な酸性化が達成されれば、速やかに細胞質へ移行するものと思われる。

エンドソーム内の酸性化に関しては、 YamashiroとHaxfieldが、酸性条件で蛍光強

度の変化するフルオレッセインで標識した α2-マクログロプリンあるいはデキス

トランを CHO細胞にエンドサイトーシスさせ、蛍光顕微鏡下でエンドソームの

内部の p Hを測定している(9 5、 9 6 )。その結果によれば、エンドソームの

内陸は、形成後 5分以内のエンドソームでは pH 6. 2で、 5"'-10分程度で、

pII6以下になり、 Feイオンの 解離に必要な酸性条件となる。彼らは、 この時間

帯での CHO細胞内のエンドソームの形鰍を調べ、 Feイオンの解脱の起きるエン

ドソームはチュプロベジキュラーエンドソームであるとしている。ノコダゾール

処理細胞でfeイオンの移行がほぼ正常に観察されることは、少なくとも Feイオン

の取り込みに関与する段階のエンドソーム(おそらくチュプロベジキュラーエン

ドソーム)までは、機能面でも正常であると判断できる。

2 -4. ノコダゾール処理細胞でのリガンドの選別
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形質麟復帰型のリガンドであるトランスフェリンは、 リソゾーム移行型のリガ

ンドであるアシアロ鯖タンパク質(8 0 )、上皮成長因子(7 9、 97)、 イン

スリン(9 7 )と同一の被寝ピ ットから取り込まれ、 細胞内で別々の願小胞に選

別される。この選別は、 CURL (44)やマルチベジキュラーボディー(4 5、

46)で起きることが報告されている。電子顕微鏡観察からノコダゾール処理し

たF L細胞のエンドソームにも、形態的には CURL様の構造であるチュプロベ

ジキュラーエンドソームあるいは、 これも選別の機能を持つ可能性のあるマルチ

ベジキュラーボディーが観察された(図 12 )。しかし、 その選別の機能は形態

からでは判断はつかない。我々は、 リソゾーム移行型の α2ーマクログロプリンの

エンドサイトーシス後の細胞内挙動から選別に関する知見を得た(図 17、図 1

8 )。ノコダゾール処理細胞に、エンドサイトーシスされた α2-マクログロプリ

ンは細胞内に長時間(1時間程度)とどまり(図 17)、一方、 トランスフェリ

ンは 12分でリサイクリングした(図 19 )。同 一の被覆ピットから取り込まれ

るトランスフェリンと αトマクログロプリンの細胞内挙動が異なることは、両者

がノコダゾール処理細胞内で選別されている可能性を示唆する。また外液に常時

α2-マクログロプリンが存在する場合、 その細胞内蓄積がノコダゾール存在下で

観察された(図 18 )。これは、受容体が再利用されていることを意味し、細胞

内で α2ーマクログロブリンとその受容体の選別が連成されていると考えられる。

以上の 2点から、 リガンドーリガンド聞の選別やリガンドー受容体問の選別機能

を持つエンドソームが、 ノコダゾール処理細胞でも機能していると考えられる。

しかし、 ノコダゾール処理細胞でのリガンド問、あるいはリガンドと受容体問

の選別の効率が、正常の細胞の効率に比べどの程度であるかの定量的判断は我々

の結果からはできない。 Wolkoffらは、 コルヒチンとサイトカラシン Bで処理した

細胞でアシアロ糖タンパク貿とその受容体の解脱は起きるが、選}jIJ (別々の 願系

への分雌)の速度が 50%程度限害されることを報告している(9 8 )。彼らの

実験では、アクチン繊維の阻害剤であるサイトカラシン Bを併用しており、 我々

の実験と同列には論じられないが、微小管脱重合剤がリガンドと受容体の選別の

効率に影響をおよぽす可能性は否定できない。
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2 -5. ノコダゾール処理細胞でのトランスフェリンの放出

正常の細胞ではトランスフェリンは核近くに一旦集合しリサイクリングするの

に対し、 ノコダゾール処理細胞では形質膜直下からトランスフェリンはリサイク

リングする。このように細胞内経路が異なるにもかかわらず、ノコダゾール処理

細胞のトランスフェリンの放出は、 その速度、量ともに正常の細胞と同じであり

(図 19 )、 トランスフェリンリサイクリングの効率がノコダゾールにより影響

を受けないことが分かった。 Kolsetらは、ラット肝実質細胞でアシアロ糖タンパ

ク質受容体数が、コルヒチン処理により 25%程度減少すること見いだし、 この

理由を受容体のリサイクリング効率の低下としている(6 1 )。我々のノコダゾ

ール処理の渇合、表面のトランスフェリン受容体数は正常値より 10%程度減少

していたが、 リサイクリング効率に影響はなかった。微小管脱重合剤による細胞

表面の受容体数の減少は、 リサイクリング効率の低下が原因ではないと考えられ

る。

図 19で得られたトランスフェリンの放出のタイムコースの測定は、低温でト

ランスフェリンを細胞表面の受容体に吸着させた後、 3 7 .Cに昇温しエンドサイ

トーシスを開始させその後の外液へのトランスフェリンの放出を測定している。

そのためこのタイムコースは、 トランスフェリンの取り込みから放出までの全過

程のタイムコースを示すことになる。そこで、 トランスフェリンをふくむリサイ

クリング小胞の形質勝への復帰の紫過程に対するノコダゾールの処理の影響は、

放出のタイムコースだけからでは分からない。正常細胞では、形質臓への復帰の

過程は、 リサイクリング小胞の形質膜への接近と膿融合の 2段階が存在すると考

えられる。一方、ノコダゾール処理細胞では、取り込み直後からエンドソームは、

形質膜直下に存在し、形質膜への接近の段階は存在しない。正常細胞とノコダゾ

ール処理細胞でリサイクリングの全時聞が等しいことから、少なくとも正常細胞

におけるリサイクリング小胞の形質膜への接近は、 リサイクリング時間に比べ速

い段階であると推察できる。融合の段階に関してはノコダゾール処理に彫響を受

けるかどうかは決定できない。 しかし、仮に融合段階にノコダゾール処理の影響

があるにしても、それはリサイクリングの全時間に影響しない程度の変化である。
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蛍光トランスフェリンの細胞内分布の観察から、正常の細胞ではトランスフェ

リンは細胞の中心部へ集合した後、形質麟へ復帰することが分かった(図 10 )。

Will inghallらやStoorvogelらは、 トランスフェリンが、細胞中心部のトランスゴ

ルジネットワーク内に移行することを報告している(4 8、 4 9 )。ところで、

新生の分泌タンパク貨は 20・C以下で分泌が止まり、 トランスゴルジネットワー

ク内に蓄積する(1 8 )。我々は、 このことを利用し、 トランスフェリン放出の

温度変化をとることで、正常細胞のゴルジ域からのトランスフェリンの復帰とノ

コダゾール処理細胞の形質膜付近からの復帰を温度感受性の点から区別すること

を試みた(図 20、表 5)。正常細胞でのトランスフェリンの放出速度は、確か

に20・Cで著しく低下した。しかし 15 ..，_ 3 7 .Cの各温度での放出速度は、正常

細胞とノコダゾール処理細胞で相違はなく、形質膜への復帰で経由する膿系をそ

の温度感受性により区別することはできなかった。

また、分泌毒であるモネンシンや NH4Cl (1)を使ってノコダゾール処理細

胞と正常細胞におけるトランスフェリンの復帰を薬剤感受性の点から区別するこ

とも試みた(図 22 )。その結果、薬剤感受性に関しては、正常細胞とノコダゾ

ール処理細胞におけるトランスフェリンの復帰で差がみられた。意外なことに細

胞中心を経由しない(従ってトランスゴルジネットワークのような分泌の経路を

経由しない)と考えられるノコダゾール処理細胞におけるトランスフェリンの放

出のほうが正常細胞より 20'"'-'30%程度、薬剤の阻害効果が強かった(図 22、

表 6)。この差が、ノコダゾール処理細胞では形質腺付近のエンドソームからの

リサイクリングに対し、正常細胞でトランスフェリンが細胞中心部のトランスゴ

ルジネットワークを経由するために生じたものかどうかは判断できない。 しかし、

少なくとも正常細胞とノコダゾール処理細胞で薬剤感受性の異なる膜系をトラン

スフェリンが復帰の過程で経由していると考えられる。

トランスフェリンのリサイクリングの時間がノコダゾール処理によらないこと

は、微小管に依存するエンドソームの形質膜~ゴルジ城間の移動が、 リサイクリ

ングの全時間に対し速い過程であることを意味する。言い替えると、 リサイクリ

ングの律速段階になるのは、エンドソームの形成、形態変化、形質膜との融合な

どのコントロール細胞とノコダゾール処理細胞で共通に存在する段階であると考
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えられる。次にこのリサイクリングの律速段階について検討する。

トランスフェリンの紋出の温度依存性を 15・c-3 7・Cの範囲で調べた結果、

2 5・C前後で敏出速度の急設な低下がみられたが、 1 5・c-3 7・Cの全温度範囲

で放出のタイムコースにノコダゾールは彫響 しなかった(図 20 )。これも、エ

ンドソームの微小管依存的な鮪送以外の段階が、 トランスフェリンリサイクリン

グの樟速段階であることを支持する。 トランスフェリンリサイクリングの律速段

階の候補としては、被覆ピットからエンドソームの形成、エンドソーム聞の融合、

エンドソームの分裂、エンドソーム内の酸性化、 リサイクリング小胞と形質膜の

融合、 トランスフェリンの受容体からの解脱、などを考えることができる。

Ciechanoverらは、 HepG2細胞でトランスフェリンの受容体からの解離は O.

3 6分という結果を報告している(8 1 )。この段階はリサイクリングの律速で

はなさそうである。

トランスフェリンリサイクリングの律速段階に関して、速度定数のArrheni USJ 

ロットから活性化エネルギーを求めた(図 21 )。その値は、正常の細胞とノコ

ダゾール処理細胞ともに 37・Cで 5. 5kcal/molの活性化エネルギーを

持ち、 2 5・Cを転移点とし、それ以下では 29kcal/molであることが分

かった。 IacopettaとMorganは、ウサギ赤血球芽細胞での、細胞内トランスフェリ

ンの交換速度の速度定数から活性化エネルギ ーを出している(9 9 )。それによ

ると、活性化エネルギーの値は 37-26・Cで 12.3kcal/mol、 2 6 

-1 2.Cで 33.0kcal/molであった。我々の得た値に比べやや大きい

値になっているが、転移点に関してはよく 一致している。彼らは、 トランスフェ

リンの定常的な取込みにおける細胞内のトランスフェリン受容体の占有速度を測

定しているため、 リサイクリングにおける全ての段階を含んでいる。そこで彼ら

の結果からもn¥速段階を特定することはできない。我々の測定法と彼らの測定法

の比較から、 トランスフェリンの受容体との結合と被 植ピットへの 集合が両者に

共通しない段階で、 この段階は律速段階ではないことになる。

エンドサイトーシスにおける取り込み(エンドソーム形成)の段階については、

α2-マクログロブリンやアシアロ 楠タ ンパク質に関し温度依存性が調べられてい

る(3 7、 100、 1 0 1 )。活性化エネルギーの値は、細胞によりさまざまで

あるが、いずれの場合も 25 .C付近に転移点を持つという特徴はみられない。ま

ー佼)-

た、各種のリガンドで取り込みのハーフタイムが 2-3分であることが報告され

ており(2 9、 8 1 )、取り込みの段階はリサイクリングの律速段階ではないで

あろう。

エンドソーム内部の酸性化の段階に関しては、 SipeとKurphyは蛍光線議したト

ランスフェリンを使い、その温度依存性を測定している(1 0 2 )。彼らは、 2 

4
0

C前後で酸性化の速度が著しく変化することを示している。 しかし、残念なが

ら活性化エネルギーの値や、転移点の正確な温度は彼らの結果からは判断できな

い。エンドソームの酸性化を律速段階とした場合、 2 5 .C以下でリサイクリング

速度の低下の原因に、エンドソームのプロトン ATPアーゼの活性低下が考えら

れる。図 22で見られたように酸性化の限害剤である NH 4 C 1やモネンシンは、

確かにリサイクリングの速度を著しく低下させた。速度定数の値は、 NH. C 1で

はコントロールの 27%、モネンシンでは 18%に減少した(図 22、表 2)。

しかし、 これらの薬剤処理で酸性化を阻害した細胞は、 ノコダゾール処理するこ

とでさらに速度定数が 20-30%減少する。このノコダゾールの効果の作用機

構は 今のところ分からないが、低温での速度定数の減少の場合は、 このノコダゾ

ールの阻害効果は見られない(図 20 )。このため 25 .C以下で観察された速度

の低下がエンドソームの酸性化阻害を原因とするには疑問も残る。

エンドソーム問の融合の段階については、 Oiazらが、 invitroの実験で融合の

温度依存性を調べ、 1 5.C以下で融合がほぼ完全に抑えられることを報告してい

る(1 0 3 )。彼らの結果からは残念ながら融合の活性化エネルギーは見積れな

いが、 2 5
0

C以下で活性化エネルギーの明大が膜融合効率の低下に関係する可能

性も否定できない。

以上で述べたように、 トランスフェリンリサイクリングの偉速段階としては、

トランスフェリンの受容体との結合と解脱、 トランスフェリンの被摘ピットへの

集合と取り込み、エンドソームの鮪送の段階は除外でき、エンドソーム内部の酸

性化、エンドソームの融合と分裂、形質脱との融合の段階のいずれかであると考

えられる。
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2 -6. ノコダゾール処理細胞でのトランスフェリンリサイクリングの経路

(2-1)-(2-5)で述べたことを総合してノコダゾールのトランスフェ

リンのエンドガ・イトーシスとリサイクリングにおよぽす彫響 とノコダゾール処理

細胞におけるトランスフェリンリサイクリングの経路を図 23に襖式的にまとめ

た。ノコダゾールで処理した F L細胞では、 トランスフェリン受容体数は正常の

細胞に比べ 10%程度減少する。しかし受容体によるトランスフェリンの取り込

みの段階には、 ノコダゾールは影響しな い。取り込まれたトランスフェリンは、

正常の FL細胞の場合、核近傍の領域(ゴルジ域)に給送されるが、 この輸送を

ノコダゾールは阻害する。その結果、 トランスフェリンは、形質膜近傍のエンド

ソーム内に留まる。この形質膜近傍のエンドソームは、正常の細胞にみられる各

種のエンドソームと同様の形態が観察されノコダゾール処理細胞においてもエン

ドソームは正常の形成と形態変化を遂げているものと思われる。またエンドソー

ムの働能に関しても、 Feイオンの細胞質への移行に関しては正常の機能を果たし

ており、 リガンド問あるいはリガンドー受容体問の選別に関しても(その効率に

関しては不明であるが)その機能を有していた。これら Feイオンの移行や選別の

場となるエンドソームはチュブロベジキュラーエンドソームやマルチベジキュラ

ーボディーと呼ばれるエンドソームであると考えられ、少なくともこの段階のエ

ンドソームまでは正常の細胞でみられるエンドソームと同じ形態と 機能 をもっと

推測できる。その後、 トランスフェリンは形質隙へと復帰する。この復帰に関し

ては、ノコダゾール処理において生じた分散したゴルジ装置付近に若干のトラン

スフェリンをふくむエンドソームが観察されたことから、 この分散したゴルジ装

置を経由する可能性は否定できないものの、大半のトランスフェリンは形質腺直

下のエンドソームから直接リサイクリングしているものと考えられる。
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図 23. ノコダソール処理細胞におけるトランスフェリンのリサイクリング

ノコダゾール処理細胞において、 トランスフェリンは形質膜近くを通りリサイ

クリングする。この経路(1 )で、エンドソームの形態や、 Feイオンの取り込み

とリガンド間の選別とい ったエンドソームの機能は、通常の核付近(ゴルジ城)

を経由する経路(II )と変わらないと考えられる。ノコダゾール処理細胞におい

て、 このように形質膜付近からリサイクリンクし得ることは、逆に正常の細胞に

おいても同 様の経路 Iが存在する可能性を示峻する。本文の〔考察 4)で述べる

が、我々は、正常の細胞において、微小管依存的なリサイクリング経路 Hと非依

存的な経路 Iが存在しており、ノコダゾール(N z )処理により通常経路 Hが阻

害され、その結果、取り込まれたトランスフェリンはすべて経路 Hを経由してリ

サイクリングするものと考える。

T G N: トランスゴルジネットワーク、 G: ゴルジ装置
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3. エンドソームの輸送と微小管とモータータンパク質

正常の細胞では、 トランスフェリンをふくむエンドソームは、細胞の中心部へ

1 0分程度で集合した(図 10 ) 0 Luby-Phelipsらは、細胞にマイクロインジェ

クションした粒子の運動から、直径 26 n m以上の粒子は細胞質中を単純拡散だ

けでは動けないことを報告している(1 0 4 )。エンドソームは 100nm-l

μmの直径をもち単純拡散のみでは細胞質中を移動できないことになる。ノコダ

ゾール処理細胞において、エンドソームは細胞辺縁部にとどまり 10分程度では

その位置を変えなかったが(図 10)、 これはエンドソームの単純拡散による移

動がないことを反映しているのであろう。逆に、正常の細胞ではエンドソームの

集合のために微小管に依存したなんらかの積極的な機構が存在すると考えられる。

それでは、形質へ復帰するリサイクリング小胞のゴルジ域から形質膜までの鞘

送は、微小管に依存するのだろうか。核付近に -g集合したトランスフェリンは、

トランスフェリンリサイクリングの全時間に影響しない速さで速やかに形質膜ま

で到達しなければならない。一方、細胞内の膜小胞は単純抵散だけではほとんど

動かないと考えられ(1 0 4 )、 リサイクリング小胞の形質臨までの鮪送に関し

でも何等かの積極的な給送機構が存在していると思われる。 OeBrabanderらは、

トランスフェリン受容体に金コロイドで標識した抗体を結合させ、その細胞内運

動をビデオ顕微鋭法を使いリアルタイムで追跡した(1 0 5 )。その結果、金コ

ロイドの運動は、細胞中心へ向かう求心性の運動と周辺部へ向かう遠心性の運動

があり、両者とも跳路運動であった。跳脳運動は、微小管依存的な膜器官の輸送

の特徴であり、 リサイクリング小胞のゴルジ城から形質膜までの給送も積極的な

微小管関連の輸送である可能性が高い。

服小胞輸送の発遣した系である神経細胞の軸索輸送では、服小胞を微小管に沿

って給送するモータータンパク慣としてキネシンと細胞質ダイニン (MAP1 C) 

が単雌されている(1 0 6、 107、 1 0 8 )。微小管は、チュプリンの重合に

よる伸長速度が両綿で違い、伸長の速い鈎が+端、遅い摘がー蛸と呼ばれる(5 

7 )。キネシンは、微小管の一端から+端に向かい膜小胞を愉送し、細胞質ダイ

ニンは、 この逆方向の給送に関与することが知られている(1 0 9、 110、 1 

o 8 )。微小管は、間期jの培蓑細胞内では、核近傍に存在する微小管形成中心(
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M T 0 C)側に一端、細胞の辺縁部に+端を向けて放射状に配列している(1 1 

1 )。そこで、キネシンは、細胞の中心部から辺縁部へ、細胞質ダイニンは、辺

縁部から中心部への鮪送に関与していると思われる。これらのモータータンパク

質は、軸索以外にも、副腎髄質細胞(1 1 2 )、ニワトリの旺繊維芽細胞(1 1 

3 )、ウニの卵細胞(1 1 4 )で存在することが知られている。特にニワトリの

怪繊維芽細胞では、細胞質ダイニンが腹小胞を運搬することが invitroで観察さ

れ (1 1 3 )、軸索以外の系でもモータータンパク質が願小胞輸送に関与してい

ることが示唆された。

エンドソームの輸送がキネシンや細胞質ダイニンによるという直接の証拠は今

のところない。ところでエンドソームやリサイクリング小胞の形質麟~ゴルジ域

間の輸送は、 リサイクリングの全時間(1 2分)に比べ速い段階であった。これ

らのモータータンパク質による小胞輸送の速度は、再構成系の実験によると O.

5-2μm/秒である(1 1 0、 1 1 3 )。エンドソームの輸送がこれらのモー

タータンパク質によるならば、形質膜直下~ゴルジ域間の輸送は 1分以内に完了

することになり、輸送の過程はリサイクリングの律速にならないという要求は満

たされるであろう。

4. トランスフェリンリサイクリングの経路とエンドソームの愉送(リサイクリ

ングとトランスゴルジネットワーク)

正常の細胞でトランスフェリンは、微小管依存的に細胞中心部(ゴルジ域)へ

集められ、その後、形質験へと復帰する。このゴルジ域でトランスフェリンは、

トランスゴルジネットワーク内に観察されるが、 このトランスフェリンのトラン

スゴルジネットワークの通過に関して二つの仮説がある(4 7、 4 9、 5 2 )。

WillinghamとPastanは、エンドサイトーシスされたトランスフェリンは、エンド

ソーム→トランスゴルジネットワーク→形質服、 と迎統的に移行すると考えてい

る(連続的復帰) (図 24a) (49)。彼らは、 この渇合トランスゴルジネッ

トワークを形質膜への復帰のための膜器官であるとともに、 この脱線宵において

リガンドや受容体聞の選別も起きるとしている。一方、 Geuzeらは、 CURLを初
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期のエンドソームとトランスゴルジネットワーク問の中間的な膜系と考え、 C U  

RLHトランスゴルジネットワークの給送は両方向におき、 トランスフェリンの

形質麟への復帰は CURLとトランスゴルジネットワークのどちらからでもおき

るとするエンドサイトーシスの績数の段階からの復帰の働構を考えている(段階

的復帰) (図 24b) (47、 5 2 )。連続的復帰ではトランスゴルジネットワ

ークの経由は、復帰のための必須の経路と考えられ、段階的復帰では必須の経路

ではないことになる。先ず、 トランスフェリンの復帰がトランスゴルジネットワ

ークを経由する連続的復帰であると仮定し、 ノコダゾール処理した細胞で得られ

たトランスフェリンリサイクリングを考えてみる。ノコダゾール処理細胞では、

トランスフェリンが形質膜直下にとどまりトランスゴルジネットワークへの移行

はないと考えられる。連続的復帰では、 この状態は復帰の経路が問害された状態

となる。しかし実際には、ノコダゾール処理細胞においてトランスフェリンはリ

サイクリングすることが可能で、 さらにそのリサイクリングの速度にも正常の場

合と変化はみられなかった(図 19 )。この結果は、 トランスゴルジネットワー

クを形質股への復帰の経路とする連続的復帰では説明できない。また、 リガンド

や受容体の選別もノコダゾール処理細胞で観察され、 トランスフェリンにとって

トランスゴルジネットワークが選別の膜器官とする連続的復帰とこの点でも矛盾

する。一方、段階的復帰では、 トランスフェリンは CURLまで移行すれば、 そ

れ以降 CURL→形質膜と CURL→トランスゴルジネットワーク→形質膿の復

帰の 2経路が存在することになる。ノコダゾール処理細胞内では、形質膜近くに

CURL様の形態のエンドソームが観察でき、その機能に関しても正常であった。

これは、段階的復帰の立場では、 CURLからの復帰の経路が保証されてたこと

になり実際のトランスフェリンの復帰を説明できる。ノコダゾール処理細胞にお

けるトランスフェリンのリサイクリングにかかる時間は、正常細胞の地合と同じ

であり(図 19 )、 トランスフェリンが CURL→形質臓のリサイクリング経路

をとった場合でも CURL→トランスゴルジネットワーク→形質臓の経路をとっ

た場合でも同じ時間でリサイクリングすると考えられる。これは一見、奇異に感

じられるが、両経路に共通なエンドソームの融合・分裂、般性化、形質膜との融

合などの段階が律速段階となると考えれば、少なくとも矛盾はない。
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トランスフェリンの形質蹟への復帰が段階的な復帰(図 24 b )であれば、 C 

URLの段階までトランスフェリンが移行すれば、形質醸への復帰が可能になる。

正常細胞において、 CURL様のエンドソーム(チュプロベジキュラーエンドソ

ーム)は形質麟の近くにも観察され(図 12、 4 5 )、正常の細胞においてもノ

コダゾール処理細胞で観察されたトランスフェリンの復帰(図 23の Iの経路)

のような比較的形質膜付近からの復帰が存在する可能性がある。 Hopkinsによると、

A 4 3 1細胞ではトランスフェリンの核近傍への集合が観察されるものの、 この

ためには長時間(3 7 ocで 30分程度)トランスフェリンを取り込ませる必要が

あった(4 5 )。彼は A4 3 1細胞におけるトランスフェリンリサイクリングの

ハーフタイムは 7. 5分 (4 6 )であり、さらに電子顕微鏡観察からエンドサイ

トーシス後 5'"'-'10分のトランスフェリン受容体は形質瞭近くのエンドソームに

存在するという結果から、核近傍を経由するリサイクリング経路が A 4 3 1細胞

における主経路ではなく、大半のトランスフェリンは形質膜直下からリサイクリ

ングしている可能性が高いことを指摘している(4 5 )。他の細胞で形質膜近く

のリサイクリング経路を検討している例はないが、 A431細胞における観察は、

正常の細胞にも形質膜直下からリサイクリングする経路が存在する可能性を支持

する。我々のノコダゾール処理細胞のトランスフェリンリサイクリングから、形

質膜近くのリサイクリング経路は、 その効率(速度)の面や Feイオンの取り込み

といった機能に閑しほぼ正常細胞のそれと等価であることが分かった。このこと

は、仮に正常の A 4 3 1細胞で、大部分のトランスフェリンが、形質隙近くの経

路(図 23の 1)をとった場合にも生理的には問題がないことを示し、正常細胞

に経路 Iが存在することを機能而から支持する。このように正常の細胞において

も形質麟付近のリサイクリング経路が存在する可能性があるが、実際、 どの担j立

の量のトランスフェリンがこの経路でリサイクリングしているかは不明である。

量的な問題は、細胞中心部(ゴルジ域)を経由するトランスフェリンでも問機で、

例えば我々の使った FL細胞細胞では、中心部へ集まるトランスフェリンの鑑を

示すものは蛍光観察結果(図 10 )のみであり、 その正確な蛍は不明である。

我々は、正常の細胞には、 リサイクリングの経路として生理的に等価の 2経路、

ゴルジ域を経由する経路と形質脱付近を経由する経路(図 23の Hと 1)が存在

し、 FL細胞の場合、通常は微小管の作在に依存しゴルジ域の経路が顕著に観察
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されるが、ノコダゾール処理で微小管を破損するとゴルジ域の経路を阻害され、

形質膜近くの経路が主経路となると考える。

トランスフェリンと他のリガンドとの選別や形質膜への復帰がトランスゴルジ

ネットワークの経由と独立な過程であるなら、 トランスフェリンのトランスゴル

ジネットワークへの移行とここからの復帰はどのような意味があるのだろうか。

Stroovogelらは、アシアロ糖タンパク質受容体のトランスゴルジネットワークか

らのリサイクリングは、通常のリサイクリングに比べ遅い段階で、エンドサイト

ーシスの機能(アシアロ楠タンパク質の取り込み)に直接関係のない経路で受容

体の細胞内poolとして役割を持つとしている(8 2 )。我々のトランスフェリン

リサイクリングの結果からは、核付近に集まるトランスフェリンのリサイクリン

グは形質膜直下からのものと時間的には変わらなかった。 トランスフェリンの復

帰が段階的復帰であれば、核近くに集まったトランスフェリンの一部しかトラン

スゴルジネットワークを経由しない場合が考えられ、 リサイクリング時間に反映

しない程度の細胞内poolが存在する可能性は否定できない。

また、 トランスゴルジネットワーク経由のリサイクリング経路を予備的な経路

と考えるとともできる。エンドソームの給送は形成後速やかに起きる。一方、ノ

コダゾール処理細胞でもトランスフェリンと α2-マクログロプリン間の選別が観

察されたことから、エンドソームの輸送とリガンドや受容体の選別は独立の過程

である。そこで、 CURLの膜分裂によるリガンド間の選別が輸送の段階より遅

いか、せいぜい同定度の速さであれば、 トランスフェリンは、 リソゾーム行きの

リガンドと選別される前に核付近に遣してしまうことは十分あり得る。このよう

なトランスフェリンが細胞質の深い位置から効率よく形質膜へ復帰するため、合

成の経路であるトランスゴルジネットワークを利用してリサイクリングしている

のではないだろうか。
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図 24. トランスフェリンのリサイクリングにおける核付近の経路とトランスゴ

ルジネットワークの通過

トランスフェリンの形質膜への復帰に関しては、 Willinghamらの、 aに示した

被覆ピット→エンドソーム(E )→トランスゴルジネットワーク(T )→形質臓

といった一つの流れ(連続的復帰)であるとする説と、 Geuzeらの、 bに示した被

覆 ピット→初期のエンドソーム(E )→ CURL (C)→形質勝、あるいは、 C 

URLHトランスゴルジネットワーク(T )→形質勝といった概数の流れ(段階

的復帰)とする説がある。我々のノコダゾール処理細胞で得られた結果は、 トラ

ンスゴルジネットワークの復帰が必須ではないことを示し、段階的復帰を支持し

ている。
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トランスフェリンと他のリガンドとの選別や形質膜への復帰がトランスゴルジ

ネットワークの経由と独立な過程であるなら、 トランスフェリンのトランスゴル

ジネットワークへの移行とここからの復帰はどのような意味があるのだろうか。

Stroovogelらは、 .アシアロ糖タンパク興受容体のトランスゴルジネットワークか

らのリサイクリングは、通常のリサイクリングに比べ遅い段階で、エンドサイト

ーシスの機能(アシアロ糖タンパク質の取り込み)に直接関係のない経路で受容

体の細胞内poolとして役割を持つとして.いる(8 2 )。我々のトランスフェリン

リサイクリングの結果からは、核付近に集まるトランスフェリンのリサイクリン

グは形質膜直下からのものと時間的には変わらなかった。 トランスフェリンの復

帰が段階的復帰であれば、核近くに集まうたトランスフェリンの一部しかトラン

スゴルジネットワークを経由しない場合が考えられ、 リサイクリング時間に反映

しない程度の細胞内poolが存在する可能性は否定できない。

また、 トランスゴルジネットワーク経由のリサイクリング経路を予備的な経路

と考えることもできる。エンドソームの輸送は形成後速やかに起きる。 一方、 ノ

コダゾール処理細胞でもトランスフェリンと αトマクログロプリン閣の選別が観

察されたことから、エンドソームの給送とリガンドや受容体の選別は独立の過程

である。そこで、 CURLの蹴分裂によるリガンド聞の選別が輸送の段階より遅

いか、せいぜい同定度の速さであれば、 トランスフェリンは、 リソゾーム行きの

リガンドと選別される前に核付近に達してしまうことは十分あり得る。このよう

なトランスフェリンが細胞質の深い位置から効率よく形質膜へ復帰するため、合

成の経路であるトランスゴルジネットワークを利用してリサイクリングしている

のではないだろうか。
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