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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は創薬の主要な標的分子である。本研究において、GPCR
シグナルのエンドサイトーシスによる下方制御に異常がみられる変異体を探索し、195種類の関連遺伝子の同定に成功
した。さらに、これらの遺伝子から酵母Rab5について解析を進め、Rab5がGPCRの下方制御に重要であること、またAP3
経路を介した新しいGPCRのエンドサイトーシス経路が存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are heptahelical membrane proteins that 
comprise one of the largest families of cell surface signaling receptors in the human genome. GPCRs are 
the targets of ~30% of the drugs currently used for the treatment of a wide range of human diseases. 
Thus, elucidating the mechanism of regulation of GPCR signaling is essential for the development of more 
effective and safer therapeutic agents. Endocytic internalization of G protein-coupled receptors (GPCRs) 
plays a critical role in down-regulation of GPCR signaling. In this study, we screened for yeast 
single-gene deletion mutants exhibiting defects in GPCR endocytosis. By using fluorescent endocytic 
cargo, we identified 195 mutants that exhibited delay in endocytic transport of GPCR. Among these genes, 
we focused on yeast Rab5, Vps21p. We found that yeast Rab5 mutant shows significant delay of GPCR 
transport to the vacuole. We also found a novel endocytic pathway mediated by the AP-3 complex.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	
 
G タンパク質共役型受容体（GPCR）は 7 回膜
貫通型の細胞膜タンパク質であり、ヒトゲノ
ムにおいて約 900 種類からなる大きなファミ
リーを形成している。これらの GPCR は血圧
の調節、味覚、嗅覚など様々な生体現象に関
わるほか、細胞の増殖、遊走などにも必要と
されている。重要なことに、GPCR ファミリー
の中で約 300 種程度は生理活性物質をリガン
ドとすると考えられており、これらの GPCR
は創薬の標的分子となっている。現在まで開
発された医薬品の中で 40％程度は GPCR に作
用する薬剤である。また、幾つかの GPCR は
がん細胞に過剰発現し、細胞の癌化にも関わ
っていることが報告されている。これらのこ
とから、GPCR シグナルの活性制御機構を明ら
かにすることは、基礎生命科学の分野のみな
らず、臨床応用の面からも重要な研究課題で
ある。近年、GPCR シグナルの下方制御にエン
ドサイトーシスが重要な働きをしているこ
とが明らかにされている。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
GPCR のエンドサイトーシスによる活性シグ
ナルの制御機構を明らかにすることを目的
とする。GPCR はリガンドの結合により活性化
し、シグナルを伝えると、クラスリン小胞へ
取込まれ、エンドサイトーシスされ、エンド
ソームにおいて、細胞膜へのリサイクリング
もしくは、リソソームで分解へと選別される。
GPCR のエンドサイトーシスの取り込みは、
GPCR シグナルの不活性化のための主たる制
御機構であるが、「活性化した GPCR のクラス
リン小胞への取込み機構、およびエンドサイ
トーシス後のリサイクリングもしくは分解
機構」については不明な点が多く残されてい
る。本研究では、活性化 GPCR の選択的エン
ドサイトーシス機構、活性化 GPCR のリソソ
ームへの輸送機構（分解機構）、およびエン
ドサイトーシスされた GPCR の細胞膜へのリ
サイクリング機構を調べ、GPCR シグナルのエ
ンドサイトーシスによる調節機構を解明し、
GPCR シグナルの未知の活性調節機構を明ら
かにする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 GPCRのエンドサイトーシスによる輸送に
異常のある変異体の同定	
 
私達の研究室において新規に開発した出芽
酵母のエンドサイトーシスマーカー①を用
いて、GPCR の細胞膜—リソソーム間の輸送に
異常がみられる変異体をスクリーニングす
る。出芽酵母遺伝子欠損変異体ライブラリー
5154 種に対して、	
 エンドサイトーシス経路
のマーカーである蛍光α-factor を用いたス
クリーニングを行った。蛍光a-factor は受容
体依存的なエンドサイトーシスにより細部
内へ取り込まれた後、	
 約 5 分で初期エンド
ソーム、	
 約 10〜15 分で後期エンドソームか
ら液胞まで経時的に局在を変化する。蛍光

α-factor を添加後、	
 野生型細胞では 15 分で
液胞まで輸送されるのに対し、エンドサイト
ーシス経路に異常のある変異体では蛍光
-α-factor が正しく液胞まで輸送されず、細
胞膜やエンドソームに残留する。このことを
利用して本スクリーニングでは、	
 蛍光
-α-factor を細胞に添加後、	
 15 分経過時点
で液胞に到達しない変異体を探索した。本ス
クリーニングでは、	
 まず全変異体 5154 種に
対して効率的な 1st スクリーニングを行い、	
 
そこで同定された遺伝子に対してより高精
度な 2nd スクリーニングを行った。	
 2nd スク
リーニングでは輸送異常の重篤度を判断す
るために、蛍光-α-factor	
 添加後 15 分経過
時に加え 30 分経過時の局在も観察した。	
 
	
 
(2)	
 スクリーニングにより同定したタンパ
ク質の機能解析	
 
スクリーニングにより同定したタンパク質
については蛍光-α-factor の輸送がどこで遅
れているかを指標にして、変異体の分類分け
を行った。また、同定した変異体の責任遺伝
子について、これまで GPCR 輸送における役
割がよく分かっていないタンパク質をコー
ドするものについて、さらに詳細な解析を行
った。特に、輸送異常が生じている部位の特
定、クラスリン被覆タンパク質形成への影響
の解析、クラスリン小胞の細胞内への取込み
効率について調べた。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 スクリーニング結果	
 
酵母遺伝子欠損変異体ライブラリー5145 種
のスクリーニングを完了した。1st スクリー
ニングの結果、343 種類の輸送異常変異体の
単離に成功した。さらに、これらの変異体に
対してより精度の高い 2nd スクリーニングを
行い、最終的に 195 種類の変異体の同定に成
功した。これらの変異体を機能別に分類した
結果、既知のエンドサイトーシス関連遺伝子
(図１、	
 Enodcytosis)の変異体が 44 種、細
胞内輸送関連遺伝子(図１、	
 Trafficking)が
24 種、遺伝子発現関連遺伝子(図１、	
 Gene	
 
expression)が 27 種、その他新規遺伝子(図
１、	
 Unknown)が 32 種などであった。	
 

	
 
図 1.	
 スクリーニングで単離した変異体の機
能による分類	
 



 

 

さらに、これらの変異体について、データー
ベース解析により、細胞内小胞輸送に関わる
可能性のある遺伝子を 99 種類抽出した。こ
れらの変異体について、蛍光α-factor が蓄積
している部位をもとに分類した結果、細胞膜
に蓄積している変異体（クラス A）、輸送小胞
に蓄積している変異体（クラス B）、液胞前領
域に蓄積している変異体（クラス C）に分類
した（図 2）。これら 99 種類の変異体につい
ては、さらに細胞膜へのα-factor 受容体のリ
サイクリングに障害のある変異体を放射標
識したα-factor の結合量を指標にして、同定
することに成功した。この結果、α-factor
受容体のリサイクリングに関わる因子とし
て、アクチン骨格の制御に関わるもの、PI の
リン酸化代謝に関わるもの、エンドソームか
らゴルジへの逆行性輸送に関わるものを複
数同定した。	
 

	
 
図 2.単離した変異体の表現型による分類	
 
	
 
	
 
(2)	
 酵母 Rab5（Vps21p）の GPCR 輸送におけ
る役割	
 
蛍光α-factor を用いて、私達は Vps21p がエ
ンドサイトーシス経路において機能する過
程を調べた。野生型細胞において、蛍光α
-factor は細胞内に取込まれて 5 分後に初期
エンドソーム、10 分後に後期エンドソームか
ら液胞に輸送される(図 3上)。これに対して、	
 
Rab5 欠損（vps21Δ	
 ypt52Δ）変異体では取り
込み後 10 分において、	
 ほとんどがエンドソ
ームに局在する（図 3 下）。蛍光a-factor に
より標識されるエンドソーム数の時間経過
に伴う変化について調べたところ、野生型細
胞では 5分後にエンドソーム数が最高になり、	
 
その後 20 分後にかけて次第に減少する	
 (図
3)。これは、細胞内に取込まれたα-factor
はまず多数の初期エンドソームに輸送され
た後、同型融合を経て後期エンドソームへと
遷移していくことを示している。これに対し
て、Rab5 変異体においては取り込み後 10 分
においてまで、エンドソーム数は増加し、そ
の後エンドソーム数に有意な減少は認めら
れない（図 3）。この結果は、Rab5 非存在下

では初期エンドソーム間の融合が進行しな
いため、	
 後期エンドソームおよび液胞への
輸送が阻害されることを示しており、Rab5 に
よる初期エンドソームの同型融合が後期エ
ンドソームへの進行に必要であることを示
唆している。さらに興味深いことに、蛍光α
-factor の液胞への輸送は、Rab5 欠損変異体
において、遅延は見られるものの完全には抑
制されないことが分かった	
 (図 3 下、40	
 min)。	
 
この結果は、エンドサイトーシスによる蛍光
α-factor の細胞膜から液胞への輸送には、	
 
Rab5 依存的な経路に加えて、Rab５非依存的
な経路も存在する可能性があることを示唆
している②③。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 3.酵母野生型細胞、	
 および Rab5 欠損変異
体における蛍光α-factor の輸送	
 
	
 
	
 
(3)	
 VPS 経路を介したエンドサイトーシスの
解析	
 
生合成経路の中の VPS 経路は、	
 新しく合成
されたタンパク質をトランスゴルジから後
期/多胞体エンドソームを経て、リソソーム
へと輸送する経路である。私達はこれら 2経
路間の小胞融合に Rab5 タンパク質が関わっ
ているかを調べるために、Rab5 非存在下での
これらの経路のイメージング解析を行った。
エンドサイトーシス経路を蛍光α-factor で、	
 
VPS 経路を液胞 ATP アーゼのサブユニットの
一つである Vph1p の GFP 融合タンパク質を用
いて標識した結果、野生型細胞では、これら
のマーカーはリソソーム/液胞に局在を示す
が(図4A左)、Rab5欠損変異体においては、	
 ど
ちらのマーカーも液胞への局在は抑制され、	
 
エンドソーム様の局在を示すことが分かっ
た(図 4	
 A 右)。さらに、予想外なことに 70%
以上の蛍光α-factorがV-ATPaseと同じ小胞
に局在することが明らかになった(図 4A 右)	
 
(8)。この結果は、Rab5	
 GTPase が VPS 経路と
エンドサイトーシス経路の融合には必要で
はないことを示すとともに、これら２経路の
交叉が初期から後期エンドソームへの遷移
以前に起こることを示している。さらに、	
 こ
れらのマーカーが共局在するエンドソーム



 

 

と後期エンドソームのマーカーとの局在を
比較したところ、Rab5 を欠損した細胞では蛍
光a-factor、	
 Vph1-GFP ともに後期エンドソ
ームへの局在は見られなかった。これらのこ
とは、エンドサイトーシス経路と VPS 経路の
交叉は Rab5 非依存的に初期エンドソームで
起こることを示唆している②③。	
 

	
 
図 4	
 Rab5 非依存的なエンドサイトーシス経
路と生合成経路の交差	
 	
 
	
 
	
 
(4)	
 AP-3経路を介したエンドサイトーシス経
路	
 
トランスゴルジから液胞への生合成経路に
は、	
 前述の VPS 経路に加えて、トランスゴ
ルジから直接リソソームへと輸送する AP-3
経路が存在する。このため、Rab5 非依存的な
蛍光α-factor のリソソーム/液胞への輸送
が AP-3 経路を介している可能性について検
討した。AP-3 経路特異的に輸送されることが
知られている液胞アルカリフォスファター
ゼ Pho8p に GFP を付加し、Rab5 欠損変異体に
おける液胞への輸送を調べた。この結果、	
 
Pho8-GFP は正常に液胞への輸送された	
 (図
4B)。	
 このことより、	
 AP-3 経路の輸送は Rab5
を必要としないことを示しており、Rab5 欠損
変異体におけるα-factor の液胞への輸送が
AP-3 経路を介している可能性が考えられた。
このため、Rab5 遺伝子欠損細胞において、
AP-3 経路もさらに欠損させたところ、蛍光α
-factor の液胞への輸送に著しい抑制が見ら
れた。さらに、野生型細胞における、蛍光α
-factor の	
 Apl5-GFP で標識された AP-3 小胞
への局在を調べたところ、蛍光α-factor は
AP-3 小胞に一過的に局在することが分かっ
た（図 4C）。これらの結果は Rab5 遺伝子欠損
細胞において、	
 蛍光α-factor は AP-3 経路
を経て、	
 リソソーム/液胞へと輸送されるこ
とを示唆している②③。	
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