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研究成果の概要（和文）：GPCRは薬の主要な標的分子である。本研究では、細胞膜中のGPCRの拡散動態を規定す
る分子基盤を明らかにすることを目的とし、GPCRとエフェクターの相互作用を1分子レベルで解析した。その結
果、アレスチン結合が多くのGPCRに共通した拡散動態変化の主要因であることが分かった。また、アレスチン結
合を規定するGPCRのリン酸化がどのように制御されているかをモデル受容体で明らかにした。さらに、網羅的な
GPCRの1分子イメージングを実施するための基盤技術を開発した。新たなGPCRの蛍光標識法を確立し、従来の蛍
光標識法で生じていた一部のGPCRに対するアレスチン結合が不安定化する問題を解決した。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are major drug targets. In the present 
study, we analyzed the interaction between GPCRs and their effectors, including G protein, arrestin,
 and GRKs, at the single molecule level to elucidate the molecular basis that governs the diffusion 
dynamics of GPCRs in the plasma membrane. As a result, we found that arrestin binding is the main 
factor of the diffusion dynamics change that commonly observed in many GPCRs. We also revealed how 
GRK-dependent phosphorylation of GPCRs, which promotes arrestin binding, is regulated in model 
receptors. In addition, we developed the basic technology to perform comprehensive single-molecule 
imaging of GPCRs. We established a new fluorescent labeling method for GPCRs, which solved a problem
 in a conventional labeling method that caused unstable arrestin binding to a specific GPCR.

研究分野： 生物物理学

キーワード： GPCR　1分子イメージング　細胞内シグナル伝達　アレスチン　エンドサイトーシス　ERKシグナル　拡
散機能相関

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GPCRが「いつ」「どこで」「どのように」エフェクター分子と相互作用し、細胞外から受容した情報を細胞内へ
と伝えるのかを解明することは、薬の作用機序を理解する上で重要な課題である。本研究では、GPCRとエフェク
ターの相互作用を1分子レベルで定量する手法を開発し、細胞内シグナル伝達の空間的な制御機構の一端を解明
することに成功した。本研究で開発した細胞内1分子計測・解析のワークフローはGPCRだけでなく他の膜受容体
を標的とした薬理学・創薬研究にも応用できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
G タンパク質共役型受容体（GPCR）は、光・匂い・味・神経伝達物質・ホルモンなど細胞外

のさまざまな刺激を受け、G タンパク質・アレスチンを介して細胞内へと情報を伝える膜タンパ
ク質の総称である。GPCR は低分子薬の約 30%の標的になるなど、創薬において主要な位置を占
めている。柳川らは過去に代謝型グルタミン酸受容体をモデルとして生細胞内 1 分子イメージ
ングを行い、G タンパク質やクラスリンの結合と連関して受容体の拡散動態が変化することを
明らかにした。また、GPCR の系統分類上の様々な位置にある 9 種の受容体に共通して活性化に
伴い拡散が遅くなることを示した(Yanagawa et al. Sci Signal. 2018)。しかしながら、多様な GPCR
に共通する拡散動態変化の背景については未解明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 

 
 本研究では、網羅的な GPCR の 1 分子イメージングにより、薬刺激が細胞膜中の GPCR の拡
散動態を変えるメカニズムを明らかにすることを目的とする。まず、スフィンゴシン 1 リン酸受
容体 S1PR1, アンジオテンシン II 受容体 AGTR1, バソプレシン受容体 V2R をモデルとして
GPCR とシグナル伝達分子との相互作用を 2 色同時 1 分子イメージングで解析し、GPCR の拡
散・機能相関の詳細を解明する。さらに、多様な GPCR について 1 分子動態計測に基づく比較
解析をすることで、拡散動態を規定する GPCR の領域を推定する。 
 
 
３．研究の方法 

 
 本研究では、HEK293 細胞の親株またはエフェクター分子をノックアウトした細胞株をすべて
の計測に用いた。実験目的に応じて HEK293 細胞に観察対象の分子をリポフェクションし、1 日
後に蛍光標識して細胞内 1 分子イメージングを行った。細胞内 1 分子イメージングは Nikon Ti2E
をベースに独自に開発した自動化全反射蛍光顕微鏡システムを用い、本研究で開発した動画解
析ワークフローを用いて分子動態を解析した。 
 
具体的には、下記の 8 項目を検討した。 
 

(1) 網羅的な GPCR の 1 分子計測に向けた顕微鏡計測の自動化・解析ワークフローの改善 
(2) S1PR1 と G タンパク質・アレスチンの 2 色 1 分子計測による拡散・機能連関の解析 
(3) 多様なリガンド刺激下で生じる S1PR1 の拡散動態変化解析 
(4) AT1R と GRK の 2 色 1 分子計測による拡散・機能連関の解析 
(5) 蛍光標識タグ HaloTag による V2R のアレスチン結合能の低下の確認 
(6) LgBiT-HiBiT 間相互作用を利用した GPCR の蛍光標識法の検討 
(7) LgBiT 融合 V2R とアレスチンの 2 色 1 分子計測による拡散・機能連関の解析 
(8) LgBiT 融合 GPCR をコードする網羅的なプラスミドライブラリの作製 

 
 
４．研究成果 

 
2020 年度は、網羅的な 1 分子計測による GPCRome 解析を進めるために必要な細胞内 1 分子

イメージングの自動化の条件検討を実施した。また、データ解析のワークフローに関しても高速
化し、作成した解析プログラム(smDynamicsAnalyzer)を WEB 上に公開した。また、本プログラ
ムの使用法を含む細胞内 1 分子イメージングの計測・解析の詳細なワークフローについて、
Invited Book Chapter に寄稿した(Yanagawa, Sako Methods Mol Biol. 2021)。 
また、S1PR1 をモデルとした GPCR の拡散・機能相関の解析を実施し、細胞膜中の S1PR1 分

子の拡散動態計測から、リガンドの 3 種の経路(G タンパク質・アレスチン結合・エンドサイト
ーシス)に対する薬効を 1 細胞レベルで推定できることが明らかになった。 
 

2021 年度は、AT1R とシグナル伝達分子(Gq・GRK2/5)の相互作用を 2 色同時 1 分子イメージ
ングにより解析した。その結果、刺激前の細胞膜において AT1R・Gq・GRK5 が同じ膜ドメイン
に集積しており、Gq の活性化の有無に伴い GRK5 の膜ドメイン選択性が逆方向に変化すること
を突き止めた(図, Kawakami, Yanagawa et al. Nature Commun, 2022 から改変)。一方、AT1R は活性
化すると Gq の活性化の有無に関わらず、膜ドメインへの集積がより促進される。この Gq 活性
化に伴う AT1R・GRK の膜ドメインへの親和性の違いに依存して、AT1R をリン酸化する GRK
のサブタイプの選択性が厳密に制御されることが分かった。 

 



 
また、2020 年度に検討したモデル HaloTag 融合 GPCR の染色手法を用いて 96 ウェルプレート

による自動計測を開始した。しかしながら、GPCR 間の発現量のばらつきや HaloTag リガンドの
非特異結合の影響により、多くの GPCR では良好な撮影ができなかった。また、V2R では C 末
端領域への HaloTag の融合が、アレスチンの安定な結合を阻害することが明らかになり、他の蛍
光標識手法の模索が必要となった。そこで、蛍光化 HiBiT ペプチドを用いた LgBiT 融合 GPCR
の標識を検討し、従来法と比較して良好な自動計測できる条件を確立した。 

 
2022 年度は、AT1R・V2R をモデルとし、シグナル伝達分子(アレスチン・クラスリン・Raf)と

の相互作用を 3 色同時 1 分子イメージングにより解析した。その結果、GPCR とアレスチンの結
合様式に応じて、受容体のエンドサイトーシスと ERK 応答のバランスが変化することが分かっ
た。また、細胞膜上でアレスチンは触媒的に Raf を膜移行させ、ERK 応答を引き起こしている
ことが示唆された。 
また、2021 年度に確立した GPCR の蛍光ペプチド標識手法を用いて 96 ウェルプレートによる

自動計測を開始した。パイロット実験の結果、手動計測時と同様、多くの GPCR に共通して拡散
係数が低下する現象が自動計測でも再現できることを確認した。また、アレスチンをノックアウ
トした培養細胞では、拡散動態変化が抑制されることが示され、アレスチン結合が拡散動態変化
を規定する主要因であることが明らかになった。 

 
以上の研究から、多様な GPCR に共通した拡散動態変化はアレスチン結合と主に連関するこ

とが示唆された。GPCR に対するアレスチン結合の様式は少なくとも 3 種類あるが、GPCR のみ
の 1 分子動態計測でこれらを見分けるのは困難であることが本手法の限界として示された。し
たがって、1 分子動態計測に基づく高精度な化合物評価には GPCR・アレスチンの同時計測が必
要であることが明らかになった。2021 年度中に新規蛍光標識法の開発が必要になったため、本
研究で当初予定していた網羅的計測は途上である。しかしながら、研究目的としていた GPCR の
拡散動態を規定する要因の解明は進んでおり、今後は GPCR に対するアレスチンの結合様式を
見分けるプローブ開発が、本研究のさらなる発展に必要であることが示唆された。 
また、本研究で開発した細胞内 1 分子計測・解析のワークフローを用いて、共同研究を実施

し、上記以外に 5 件の原著論文を発表した。 
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