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研究成果の概要（和文）：顕微鏡観察より導き出された仮説 “GPCR活性が細胞間を伝達する” を証明するために, よ
り高感度で短時間のGPCR活性変化を追跡できる観察系を確立した. リアルタイム発光イメージングを実行することで, 
GPCR活性の伝達メカニズムの解明を目標とした. 既存のルシフェラーゼの１００倍以上の発光強度を誇る NanoLucルシ
フェラーゼをベースとしたタンパク質再構成法によるプローブを新規に開発し, それぞれのプローブペアを細胞に導入
して発光イメージングシステムにて発光値の変動を観察した. 経時的な観察の結果, GPCR活性と細胞活動の協調性を見
出した.

研究成果の概要（英文）：G protein coupled receptors (GPCRs) are one of the remarkable targets for the 
design of therapeutic drugs. Many of screening methods have been developed to identify effective agents 
for GPCR signaling. We previously developed a bioluminescence measuring system to detect the interaction 
of GPCR with β-arrestin based on split luciferase fragment complementation. During the observation of 
bioluminescence, there is one of the hypotheses that GPCR signals transmit among cells.
To demonstrate the hypothesis, we developed new bioluminescence imaging technique for the temporal 
monitoring of GPCR-β-arrestin interaction in living cells. Simultaneous imaging of GPCR activity and 
cell movements indicated that GPCR activity linked the stage of cell proliferation.
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１．研究開始当初の背景 
	 G protein-coupled receptor (GPCR) は７回
膜貫通型の膜レセプタータンパク質である. 
現在, 臨床レベルで使用されている薬剤の
およそ半数は GPCR をターゲットとしてお
り, 創薬研究においても極めて重要なター
ゲットとなっている. 我々は, 主に発光タ
ンパク質ルシフェラーゼを用いた再構成法

を用いて, GPCR活性を生きた細胞にて定量
的に検出する方法を開発してきた (Hattori 
et al., Mol. BioSyst., 2013). 開発したルシフェ
ラーゼプローブにて顕微鏡下で発光シグナ

ルによる GPCR 活性の観察を行う過程で, 
細胞中の GPCR 活性を示す発光輝点の挙動
が興味深いものであることに気づいた. 細
胞膜上の輝点が, 隣接する細胞に新規に現
れる輝点の位置と相関している場合があり, 
通常の GPCR 活性の反応とは全く別のシス
テムの存在が予想された. 
 
２．研究の目的 
	 顕微鏡観察より導き出された仮説 
“GPCR 活性が細胞間を伝達する” を証明す
るために, より高感度で短時間の GPCR 活
性変化を追跡できる観察系を確立する. リ
アルタイム発光イメージングを実行するこ

とで, GPCR活性の伝達メカニズムを解明す
る. 
 
３．研究の方法 
	 GPCR 活性の変化を迅速に検出するため
に, 高い発光強度を誇る新規ルシフェラー
ゼ GPCR プローブを開発する. 顕微鏡をベ
ースとしたリアルタイム発光イメージング

システムを構築し, GPCR活性の細胞間伝達
の証明に必要なデータを取得する. 最終的
に GPCR 活性伝達における細胞増殖因子の
関与および伝達メカニズムについて明らか

にする. 
	
４．研究成果	
(1)	NanoLucを基盤とした GPCRプローブの
開発	

	 これまで我々が開発してきたGPCR活性を
検出する発光プローブは, 主に細胞集団に
対して用いる目的であったため, 発光強度
としては１細胞レベルでの変化を追跡する

には不十分である. そこで, 近年開発された
既存のルシフェラーゼの１００倍以上の発

光強度を誇る  NanoLucルシフェラーゼをベ
ースとしたタンパク質再構成法によるプロ

ーブを新規に開発した. NanoLucアミノ酸配
列を任意の位置で分割し , その再構成効率
をFKBP-FRB系に繋げることで再構成の効
率を確認した. Rapamycin添加により相互作

用が起こるFKBP-FRBを利用してNanoLucの
再構成を誘導すると , 明確な発光値の上昇
が確認された. またこの発光の上昇及び最
大発光値は, NanoLuc断片とFKBP-FRBとの
繋ぎ方, 順序によって大きく変化した. 最も
発光値変化を示した構造では, 既存の発光
再構成系と比較して, 100倍以上の値を示し
た.  
	 NanoLuc再構成系が十分な反応を示した
ため , 同断片をそれぞれGPCRおよびarrestin
に融合させて, GPCR活性を測る発光プロー
ブを作製した. 原理としてGPCRが特異的な
リガンドに結合した場合に細胞内のarrestin
がGPCRと結合し, NanoLucの再構成が起こ
る . 同プローブをHEK293細胞に導入して , 
GPCR特異的なリガンドを添加することでそ
の発光変化を確認した. 96穴プレートリーダ
ーを用いた測定では, リガンド添加により
細胞溶解液にて著しい発光の上昇が検出さ

れた. また, 生きた細胞中においても, リガ
ンド添加により発光輝点が観察され , 細胞
膜上およびER等に輝点が移動する様子が観
察された. それぞれの発光像の撮影時間は1
枚あたり 1秒以下であり, 細胞間でのGPCR
活性の相関を観察するために十分な輝度で

あった.  
 
(2) 発光イメージングシステムの構築 
	 NanoLucを用いたGPCR発光プローブをよ
り高感度で高速に検出するため, 顕微鏡を
ベースとした発光イメージングシステムを

構築した . 既存の倒立蛍光顕微鏡をベース
にして, 高感度なEM-CCDカメラを設置した. 
また観察サンプル上の細胞位置を正確に記

録するため , 電動XYステージも設置した . 
すべての装置を暗箱で囲うことで一切の外

部光を遮断した観察環境を整えた. 顕微鏡
システムは外部から発光観察用のシステム

により制御した. モデルサンプルを使用し
て同システムのパフォーマンスを確認した.
我々が以前に開発した正立型の発光用顕微

鏡での観察データと比較して , より細胞の
形状が明瞭に観察された . 倒立型顕微鏡は
観察ディッシュの底面より観察するため , 
リガンド刺激等により変化する細胞形状に

対してフォーカスがずれにくいという利点

もある. 従い, 長時間の撮影に適した観察環
境を設定出来るようになった.  
	 発光イメージングに加えて, 細胞小器官
や各種インジケーターを捉えるための蛍光

観察を同時に遂行するため, 蛍光観察用の
システムも準備した. 励起光源及び分光フ
ィルターを設置した.  
	
(3)	発光イメージングの実施,	複数因子の



 

 

同時観察	

	 新しく構築した発光イメージングシステ

ムでのGPCRプローブの観察においては, 細
胞間コミュニケーションを証明するための

別の指標が必要である. GPCR-arrestinの相互
作用だけでなく, 細胞間密度を認識し細胞
分裂を制御するタンパク質因子YAP2に着目
した. まずYAP2活性による遺伝子発現の促
進を検出するために, YAP2と転写関連因子
TEAD2それぞれにNanoLuc断片を繋げた新
規のプローブを準備した. また, これまでに
報告例がないYAP2-GPCR間の相互作用が実
際に起きているかどうかを確認するために, 
このペアに対してもプローブを作製した . 
発光プレートリーダーを用いて細胞集団で

の発光値を測定した結果, 細胞密度の異な
る 状 況 で YAP2-TEAD2 相 互 作 用 及 び
YAP2-GPCR相互作用それぞれの程度が変化
することが明らかとなった. 
	 開発したそれぞれのプローブペアを細胞

に導入して発光イメージングシステムにて

発光値の変動を観察した. YAP2-TEAD2間の
相互作用は細胞密度が低いと活発化して細

胞分裂を誘導するシグナルへとつながるが, 
密度が高くなると相互作用は低下すること

が知られている. プローブからの発光値の
計測結果も, 細胞が高密度の状態に比べて
低密度の方が高い発光値を示した . また , 
GPCRシグナルはこのYAP2-TEAD2シグナル
とつながっていることから, GPCR特異的な
リガンド添加時の発光についても測定した. 
リガンドの種類によってYAP2-TEAD2相互
作用からの発光が上昇する場合と低下する

場合があり, 細胞抽出液を用いたin vitroの解
析結果と一致した. したがってこの発光プ
ローブの原理はYAP2-TEAD2相互作用のタ
イミング及び量を正確に反映していると結

論付けた. 
 
	 本研究では, 複数の細胞でのGPCR活性の
発光検出, さらに細胞の密度を検知して増
殖シグナルを誘導するYAP2-TEAD2相互作
用の発光検出に成功した. この検出法は細
胞間での活性の伝達を行う上で不可欠な , 
細胞接着認識シグナルをモニターすること

に繋がるため, 伝達様式の詳細な解明に向
けた大きな成果である. 研究期間にて開発
したNanoLucを基盤としたタンパク質活性
検出プローブの原理, 複数のイベントを同
時観察可能な発光イメージングシステムは, 
様々な細胞現象に適用が可能であり, 既存
の検出法と比較して, より生きた状態での
正確な反応を追跡できる利点がある. さら
なる応用が期待できる.  
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