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研究成果の概要（和文）：細胞膜受容体からの細胞内シグナルの解析には様々な方法が用いられてきたが、操作性や再
現性に課題があった。我々は以前、SPR（表面プラズモン共鳴）を用いて、生細胞におけるGPCR（Gタンパク質共役受容
体）からのSPRを測定することに成功した。本研究では、阻害剤を用いてその細胞内シグナル伝達経路の一部を解明し
た。さらに、もう１つの細胞膜受容体であるRTK（チロシンキナーゼ型受容体）からのSPRを測定することに成功した。
また、小型の携帯型のSPR測定装置を用いて、GPCRのシグナルを観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Various methods have been used for the analysis of intracellular signaling from ce
ll membrane receptors. However, there are problems in the reproducibility and operability. Previously, we 
have succeeded in measuring the SPR (surface plasmon resonance) through GPCR (G-protein coupled receptor) 
in living cells. In this study, we elucidated the part of the intracellular signaling pathways of GPCR sig
nal using various inhibitors. Furthermore, we succeeded in measuring the SPR though RTKs (tyrosine kinase 
receptors), another group of membrane receptors. We also observed SPR signal through GPCR using a small po
rtable SPR device.
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１． 研究開始当初の背景 
（１）従来、細胞膜受容体からの細胞内シグ
ナルの解析には様々な方法が用いられてき
たが、複雑な操作を要するものが多く、特に
細胞骨格系のシグナル解析の手法には操作
性や再現性において課題があった。 
 
（２）以前の研究において、研究代表者らは、
SPR（表面プラズモン共鳴）センサを用いて、
生細胞における GPCR（Gタンパク質共役受容
体）からの SPR シグナルを、感度よくリアル
タイムに測定することに成功し報告した。し
かしながら、SPR 反応に至る細胞内情報伝達
機構の解明は不十分であった。 
 
（３）GPCR 以外のもう１つの細胞膜受容体で
ある RTK（チロシンキナーゼ型受容体）から
のシグナルを捉えることができるかどうか
は未だ十分には解析されていなかった。 
 
（４）従来の SPR 測定装置は大型で高価であ
り、流路の設計を自由に行うことができない
などの欠点があり、測定法の普及には限界が
あった。 
 
２． 研究の目的 
（１）本研究では、先ず生細胞において GPCR
の活性化からSPR現象にいたる細胞内情報伝
達機構を解明する目的で、各種の阻害剤を用
いて、GPCR、低分子量 Gタンパク質、細胞骨
格系間のシグナル解析を行った。 
 
（２）次に、培養細胞が有する固有の RTK を
刺激することにより、SRP 反応を捉えること
ができるかどうかを、従来の据え置き型の
SPR 測定装置を用いて検討することとした。
さらに、RTK からの SPR 反応を捉えることが
できる場合は、GPCR と同様に、各種の阻害剤
により細胞内情報伝達機構を解明すること
を目指した。 
 
（３）さらに、従来の据え置き型の SPR 装置
ではなく、より安価で小さく、持ち運びの可
能な SPR 測定装置を用いて、細胞膜受容体か
らの SPR 反応を検出し、加えて流路を設計す
ることなどにより、研究者の目的に合わせて
薬剤スクリーニング、受容体のリガンドスク
リーニングなどへの応用が可能なSPRアッセ
イシステムの開発を目指して、基礎的な研究
を行うこととした。 
 
３． 研究の方法 
（１）従来の据え置き型のSPR装置を用いて、
GPCRからSPR反応に至る経路を各種の阻害剤
を用いて、受容体、低分子量 G タンパク質、
細胞骨格系に至る細胞内情報伝達機構を解
析した。 
 
（２）次に、GPCR の場合と同様に、生細胞に
おいて RTK刺激により SPR反応をリアルタイ

ムに捉えることができるかどうかを検討し
た。また、各種の阻害剤を用いて細胞内情報
伝達機構を解析した。 
 
（３）さらに、持ち運びの可能な小型の SPR
測定装置を用いて、ロイコトリエン B4 受容
体（BLT）を強制発現した CHO 細胞を用いて、
据え置き型の SPR 装置と同様に GPCR からの
SPR 反応が測定できるかどうかを検討した。 
 
４． 研究成果 
（１）GPCR から SPR シグナルにいたる細胞内
情報伝達経路に関して次の知見を得た。 
① すなわち、各種 GPCR を発現した CHO 細
胞の各々のリガンドによるSPR反応を検討し
細胞画像情報と併せて解析した結果、G タン
パク質のうち Gi に共役している M1（アセチ
ルコリン受容体）および D2 受容体（ドーパ
ミン受容体）の刺激によって SPR 反応を観察
した。これらは、いずれもアクチンの重合を
伴っており特に細胞付着面での細胞骨格の
変化が観察された。 
② 上記の SPR反応及びアクチン重合のいず
れも PI3K 阻害剤である wortmannin 処理によ
り著明に減弱した。 
③ さらに CHO 細胞の内在性の GPCR であり
G12/13に共役しているLPAやS1P受容体の刺
激によってもSPRシグナルを観察しアクチン
重合を認めたが、種々の Rho 阻害によりこれ
らは減弱した。 
 これらの結果により、GPCR 刺激から SPR 反
応に至る経路には低分子Gタンパク質を介し
た細胞骨格系の変化が関与しているという
仮説がより確かなものとなった。 
 
（２）GPCR だけでなく RTK からの SPR シグナ
ルについても測定を行った。 
① 培養細胞である CHO 細胞を IGF-1（イン
スリン様成長因子）で刺激したところ、GPCR
の場合と同様にリアルタイムにSPR反応を測
定することができた（下図）。最大反応の約
２分の１を生じる IFG-1 の濃度は、細胞の状
態によっても異なるが、約 10 nM と非常に高
感度であった。 

 
 これは、CHO 細胞がもつ内在性の IGF-1 受
容体（IGF-1R）にリガンドである IGF-1 が作
用した結果であると考えられた。 
 なおこの反応は wortmannin 処理により著
明に減弱した。 



② さらに、CHO 細胞をインスリンで刺激す
ると IGF-1 よりは弱いが SPR 反応を認めた。
最大反応の約２分の１を生じるインスリン
の濃度は、やはり細胞の状態によっても異な
るが、約 500 nM であり、IGF-1 よりも感度は
悪かった。これは細胞のインスリン受容体数
や培養条件によっても異なるものと想定さ
れた。 
 これらの結果により、CHO細胞におけるRTK
からの SPRシグナルを観察できることが明ら
かになった。 
 
（３）次に、CHO 細胞以外の培養細胞でも RTK
からの SPR反応を観察できるかどうかを検討
する目的で、HeLa 細胞を EGF（上皮細胞成長
因子）で刺激して SPR 反応を観察した。 
 HeLa 細胞においては、CHO 細胞の場合より
も強い SPR 反応を認め（下図）、最大反応の
約２分の１を生じる EGF の濃度は、約 0.1 nM
と非常に高感度であった。 

 
 これは、HeLa 細胞がもつ内在性の EGF 受容
体（EGFR）にリガンドである EGF が作用した
結果であると考えられた。 
 但し、GPCR の場合と異なり細胞の培養条件
によって反応は異なる傾向がみられるため、
今後最適の条件を見出す必要があると考え
られた。 
 
（４）上記の結果より、鋭敏に検出すること
ができる HeLa 細胞を EGF で刺激する系を用
いて、各種の阻害剤による阻害効果を調べる
ことにより。細胞内情報伝達機構の解明を試
みた。 
① GPCR の場合と同様に、EGF の刺激による
SPR 反応は PI3K 阻害剤である 100 nM の
wortmannin 処理により著明に減弱した。 
② 低分子 Gタンパク質の１つである Rhoキ
ナーゼの阻害剤の Y-27632 や、プロテインチ
ロシンキナーゼ阻害剤である BPIQ などによ
って SPR 反応はほぼ完全に阻害された。 
③ 一方、AKT 阻害剤である AKTi の阻害作用
は部分的であった。 
 
（５）次に、細胞骨格の変化を観察するため
に F-アクチンをファロイジンで染色して共
焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
① SPR の経過時間に合わせてストレスファ
イバーの形成が観察された（次図）。 

 

 
② このストレスファイバーの形成は、SPR
反応を消失させた wortmannin 処理や BPIQ 処
理によって、ほぼ消失した。 
 これらの結果より、RTK からの SPR 反応に
至る細胞内情報伝達経路の一部を解明する
ことができた。また、この SPR 反応は、GPCR
の場合と同様にセンサーチップ直上のアク
チンの重合などによる細胞骨格の変化を反
映している可能性が想定された。 
 
（６）より安価で小さく、持ち運びの可能な
SPR 測定装置（Smart SPR 装置）を用いて、
生細胞のSPR現象を捉えることができるかど
うかを検討した。使用したのは、ロイコトリ
エン B4 受容体（BLT）を強制発現した CHO 細
胞の系である。 
 センサーチップの上にCHO細胞を一晩培養
して付着させ、次の日にリガンドであるロイ
コトリエン B4 (1 nM)を流路に流して SPR 反
応を測定した。 
① まず、標準の２つの流路（１つは対照液、
他の１つが測定液）をもつセンサーチップで
測定したところ、SPR 現象を観察することが
できた。 
② 次に、複数の流路（１つは対照液、他の
流路が測定液）をもつセンサーチップで測定
したところ、従来の据え置き型と比べるとや
や感度が落ちるものの、測定液の流路のみで
SPR 反応を測定することができた。しかしな
がら、SPR 反応を測定できない流路も存在し
た。そのような流路では、顕微鏡下でセンサ
ーチップ上の細胞の流失が観察された。 
 以上の結果は、携帯型の SPR 測定装置でも
細胞膜受容体からのSPR反応を測定できるこ
とを示している。携帯型の装置の場合、流路
を比較的自由にオーダーメイドで設計する
ことができるので、いくつかの条件を変えた
アッセイを同時に行えるという利点がある。 
 しかしながら、流路によっては細胞の流失
のために測定が行えなかったものもあり、セ
ンサーチップのハンドリングや流路設計に
工夫が必要だと考えられた。 
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