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研究成果の概要：本研究ではインスリンによる細胞膜 5-HT2A受容体の発現制御機構を解明する

目的でこの受容体と複合体を形成する蛋白質を探索した結果、低分子量 G蛋白質である ARF1
を見出した。さらに ARF1 の機能を解析した結果、ARF1 が GDP 結合型（不活性化型）から
GTP結合型（活性型）に変換されると 5-HT2A受容体の細胞内陥入（インターナリゼーション）

を起こすことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 5-HT2A受容体は、血管平滑筋収縮、血小板
凝集、気分・知覚の制御などの生理機能にお
いて重要な役割を果たしているGq蛋白質共
役型の細胞膜受容体である。受容体の細胞膜
発現量は時々刻々と変化している。5-HT2A受
容体の細胞膜発現が極端に亢進したり減弱
したりすると、本受容体発現細胞のセロトニ
ン反応性が変化し、上記の生理機能に異常を
きたす恐れがある。そこで我々は5-HT2A受容

体の細胞膜発現制御機構（ある刺激入力時に
リアルタイムに、細胞内の何処で、どの蛋白
質を介して、どのような細胞内情報伝達シグ
ナルが発生し、その結果5-HT2A受容体の細胞
膜発現がどう影響されるのか）を解明する研
究に取り組んできた。 
 
 5-HT2A受容体は細胞膜に均一に分布して
いるのではなく、細胞内情報伝達に関わる蛋
白質が多数集積する細胞膜中の部位である
「カベオラ」に局在しており（Arterioscler. 
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Throbm. Vasc. Biol. 2002, 22:1267； J. Biol. 
Chem. 2004, 279:34614）、セロトニン刺激を
受けるとカベオラ直下の「junctional space」
から細胞内情報伝達シグナルを発生させる
（ Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2006, 
103:13232）。その後、セロトニンによる刺激
を受け続けた5-HT2A受容体は、セロトニンに
対して不応（脱感作）となり、インターナリ
ゼーションする（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
2002, 99:14470）。 
 
 2005年我々は、カベオラに局在するが
5-HT2A受容体とはクロストークがないとさ
れてきたインスリン受容体を刺激すること
によっても、5-HT2A受容体がインターナリゼ
ーションを示すことを証明した（Eur. J. 
Pharmacol. 2005, 518:18）。しかしながら、
5-HT2A受容体とインスリン受容体の間のク
ロストークのメカニズムについては解明さ
れておらず、詳細な検討が望まれていた。イ
ンスリン受容体下流の細胞内情報伝達系と
して、Rasを介するMAPK/ERKカスケード及
びPI3-kinaseを介するAkt/PKBカスケードが
よく知られている。これら両カスケード中の
既知の蛋白質で、5-HT2A受容体の細胞膜発現
制御に関わるものは研究開始当初時点で明
らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、インスリン受容体刺激により
活性化される下流の細胞内情報伝達系のう
ち5-HT2A受容体と複合体を形成する蛋白質
（5-HT2A受容体アソシエート蛋白質）群を同
定し、同定した各々の蛋白質による細胞膜
5-HT2A受容体の発現制御機構を明らかにす
べく、次の３点を検討することを目的とした。 
 
(1) インスリン刺激時に5-HT2A受容体と免疫
共沈する蛋白質群の同定 
 
(2) 5-HT2A受容体の細胞膜発現に対する同定
した各蛋白質の効果の検討 
 
(3) 5-HT2A受容体発現細胞のセロトニン反応
性に対する同定した各蛋白質の効果の検討 
 
３．研究の方法 
 
(1) インスリン刺激時に5-HT2A受容体と免疫
共沈する蛋白質群の同定 
 
 まずHis6タグ及びシアン色蛍光蛋白質
（CFP）を融合させた5-HT2A受容体の遺伝子
安定発現細胞株（HEK-5HT2A-C細胞：当研究
室で樹立）をインスリンで刺激し、これらの
細胞より細胞破砕液を調製した。次にこれら

の細胞破砕液中の5-HT2A受容体アソシエー
ト蛋白質群を抗5-HT2A受容体抗体または
Ni-NTAビーズ（His6タグ付き蛋白質を吸着さ
せるビーズ）を用いて5-HT2A受容体と共沈さ
せた。共沈した蛋白質群は、電気泳動で分離
してニトロセルロース膜またはPVDF膜上に
転写させた。蛋白質群の同定は、インスリン
受容体下流の既知の蛋白質（Rasを介する
MAPK/ERKカスケード及びPI3-kinaseを介す
るAkt/PKBカスケードを構成する蛋白質）に
対する抗体を用いた免疫染色法により行っ
た。 
 
(2) 5-HT2A受容体の細胞膜発現に対する同定
した蛋白質（ARF1）の効果の検討 
 
 ARF1の活性化型及び不活性化型の蛋白質
をコードした遺伝子の発現プラスミドを
HEK-5HT2A-C細胞に導入した。プラスミド導
入細胞においてCFP融合させた5-HT2A受容体
の細胞膜局在が量的にどのような影響を受
けるか、共焦点レーザー顕微鏡下で解析した。 
 
(3) 5-HT2A受容体発現細胞のセロトニン反応
性に対する同定した各蛋白質（ARF1）の効
果の検討 
 
 ARF1の活性化型及び不活性化型の発現に
より、5-HT2A受容体のセロトニンに対する一
過性 Ca2+濃度上昇反応量（即ち、セロトニン
反応性）がどのような影響を受けるか、蛍光
Ca2+指示薬 fluo3を用いて共焦点レーザー顕
微鏡下で解析した。 
 
４．研究成果 
 
 2007 年度にはまず HEK-5HT2A-C 細胞をイ
ンスリン刺激後に破砕し、この細胞破砕液中
の 5-HT2A 受容体アソシエート蛋白質群を抗
GFP抗体（この抗体は CFPにも結合する）を
用いて 5-HT2A 受容体と共に免疫沈降される
蛋白質群を電気泳動で分離して解析した。対
照実験ではインスリン刺激していない細胞
を用いた。 
 
 常法に従って免疫沈降を行った結果、イン
スリン刺激の有無に関わらず免疫沈降物中
からは 5-HT2A受容体だけが検出された。常法
の実験条件下で 5-HT2A 受容体アソシエート
蛋白質を検出できなかった理由として、1) 
5-HT2A 受容体とアソシエート蛋白質の分子
複合体形成が生じないか極めて弱い、又は 2) 
分子複合体形成が一過性である、の２つの可
能性が考えられる。しかしながら少なくとも、
インスリン刺激は 5-HT2A 受容体自体に何ら
かの機能的な修飾をしていると思われる。そ
の修飾がユビキチン化の促進によるもので



はないことは確認できた。 
 
 2008年度には免疫沈降の実験条件の改善
を図りつつ継続して5-HT2A受容体アソシエ
ート蛋白質を探索した結果、低分子量G蛋白
質であるARF1を見出した。HEK-5HT2A-C細
胞を用いて5-HT2A受容体の細胞内局在をCFP
蛍光で可視化する実験を行い、5-HT2A受容体
のインターナリゼーションにARF1が関与し
ていることを証明した。 
 
 GTP結合型（活性型）のARF1（ARF1-CAM）
をこの細胞に発現させると5-HT2A受容体の
細胞膜発現が抑制された（図１）。一方GDP
結合型（不活性型）のARF1（ARF1-DNM）
では、5-HT2A受容体の細胞膜発現が逆に促進
され、インターナリゼーションは阻害された
（図１）。 
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図１ 5-HT2A受容体の細胞膜発現及びインタ

ーナリゼーションに対するARF1-CAM
及びARF1-DNMの効果 

 
 
 またHEK-5HT2A-C細胞においてセロトニ
ン誘発性の一過性細胞内カルシウムイオン
濃度上昇（カルシウムトランジェント）を測
定したところ、ARF1-CAMがそのピーク値を
低下させ、ARF1-DNMが逆に増加させること
が確認された（図２）。このことはARF1に
よるHEK-5HT2A-C細胞のセロトニン応答性
変化が5-HT2A受容体の細胞内局在変化と対
応していることを示唆する。 
 
 今後ARF1が関与する5-HT2A受容体のイン
ターナリゼーションの分子機序の全貌を明
らかにするために、ARF1以外の5-HT2A受容
体アソシエート蛋白質についても探索が必
要であると考えている。本研究成果の概要を
図３に示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ セロトニン誘発性カルシウムトランジ

ェントの経時変化（A）及びセロトニ
ン濃度依存性（B）に対するARF1-CAM
及びARF1-DNMの効果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 5-HT2A受容体のインターナリゼーショ

ンにおけるARF1の役割 
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