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研究成果の概要（和文）：GPCRは7回膜貫通構造を持つ膜受容体の総称である。本研究では、生きた培養細胞中
で24種類のGPCRを1分子蛍光イメージングにより観察し、薬による受容体分子の動態変化を解析した。その結
果、24種のGPCRは、いずれも活性化すると拡散が遅くなることが分かった。また、代謝型グルタミン酸受容体に
ついて、受容体の拡散と機能の関係を2色同時1分子イメージング等で解析し、Gタンパク質と相互作用中の受容
体は拡散が速いものが多いのに対し、クラスリンと相互作用中の受容体は拡散が止まったものが多いことを明ら
かにした。本研究で明らかにしたGPCRの拡散・機能相関の応用として、新たな薬効評価手法を提案した。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are major drug targets. However, it is 
difficult to measure the effects of a drug by monitoring each receptor molecule in a living cell. 
Here, we show that single-molecule imaging analysis provides an alternative method for assessing 
ligand effects on GPCRs. First, we demonstrate that the diffusion coefficient of metabotropic 
glutamate receptor 3 is tightly coupled with its functional states including G protein binding and 
clathrin-dependent endocytosis. Then, we confirmed the generality of diffusion-function relationship
 to many GPCRs regardless of the coupling specificity to G proteins. The present study provide a 
novel applicability of the single-molecule imaging in pharmacology and drug screening.

研究分野：生物物理学・薬理学

キーワード： GPCR　1分子イメージング　拡散機能相関　代謝型グルタミン酸受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　GPCRは創薬の主要な標的分子となっている。本研究で明らかにした「受容体の拡散と機能の関係」は多くの
GPCRに共通しているため、拡散を定量することで下流の細胞応答の異なる様々なGPCRに対する薬効を共通の指標
で評価できるようになると期待される。
　したがって、本研究成果は、1分子レベルで薬の作用機序を理解する1分子薬理学の発展や、1分子イメージン
グを用いたGPCR標的化合物の薬効評価という新たなドラッグスクリーニング手法の開発に貢献すると期待でき
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－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タンパク質を活性化することで、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。現状、薬の標的分子となっている GPCR は全体の約 6%に過ぎず、100 種程度はリガン
ド未知のオーファン受容体である。従来、GPCR の活性評価は下流の細胞応答の計測に依存して
きたが、オーファン受容体では下流も未知の場合が多く、何を薬効評価の指標とすればよいか
分からない。また、下流が既知の GPCR に対する化合物スクリーニングを行う場合であっても、
細胞内在性の他の受容体を介した細胞応答が化合物の評価を難しくするケースが生じる。した
がって、標的となる GPCR 自体を計測して化合物の活性を定量する手法の開発が求められる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、上記の課題を解決するため、GPCR が引き起こす特定の細胞応答を測るのではな
く、薬が結合することで GPCR 分子自体に生じる振る舞いの変化から薬効を評価することができ
ないか、生細胞内 1分子蛍光イメージングを用いて検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 蛍光標識タグ(HaloTag)配列を融合した GPCR の cDNA の網羅的構築 
(2) 培養細胞(HEK293 細胞)における GPCR 分子の 1分子イメージングによる拡散動態定量 
(3) G タンパク質阻害剤(百日咳毒素)によるモデル GPCR(mGluR3)の拡散動態変化の解析 
(4) G タンパク質と mGluR3 の 2色同時 1分子イメージングによる共局在解析 
(5) クラスリンノックダウンによる mGluR3 の拡散動態変化の解析 
(6) クラスリンと mGluR3 の 2色同時 1分子イメージングによる共局在解析 
 
４．研究成果 
 
2016 年度は、モデルケースとしてクラス C GPCR の一つである代謝型グルタミン酸受容体
（mGluR3）を用いた検証を行った。HEK293 細胞において、mGluR3 を蛍光色素で標識して全反射
蛍光顕微鏡で観察した（図 1a）。撮影した動画の各 mGluR3 の輝点を追跡して軌跡を解析するこ
とで、受容体の拡散係数を定量した（図 1b）。さまざまな薬剤条件下で 1 分子イメージングを
行い、拡散係数の平均値を比
較したところ、mGluR3 が活
性すると動きが遅くなるこ
とが明らかになった。 
さらに、統計解析を行い、
拡散係数に基づいて mGluR3
の状態で分類したところ、速
さの異なる四つの拡散状態
に分類された（図 1c）。
mGluR3 を不活性化する薬を
かけると動きの速い分子の
割合が増え、遅い分子の割合
が減る（図 1d 左）。一方、
mGluR3 を活性化する薬をか
けると動きの速い分子の割
合が減り、遅い分子の割合が
増えることが明らかになっ
た（図 1d右）。 

図1 代謝型グルタミン酸受容体（mGluR3）の 1分子イメージングの解析 

 さらに、Gタンパク質を百日咳毒素で阻害した際に生じる mGluR の拡散状態の変化を定量し
た。その結果、インバースアゴニスト・アゴニスト存在下の双方で、mGluR の拡散が遅くなる
ことが示された。特に拡散の変化はインバースアゴニスト存在下で著明であり、mGluR が G
タンパク質と不活性状態においても結合した状態が存在し、この状態が速い拡散係数を持つ
ことが示唆された。 



また、mGluR で同定した拡散・機能相関の一般性を検証するために、進化的に異なるファ
ミリーに属する 8種類の GPCR について、同様に 1分子計測を行った。アゴニスト依存的な拡
散係数の変化を定量した
結果、計測したすべての
GPCR で活性化依存的な拡
散係数の低下が認められ
た(図 2)。したがって、ホ
モロジーや下流のシグナ
ル伝達経路を問わず、幅広
い GPCR の活性を拡散係数
という単一の指標で定量
できることが示された。 

 
図2 他の GPCR の薬刺激による拡散範囲の平均値の変化 

 
2017 年度は、Gタンパク質と mGluR3 の 2色同時 1分子計測を行い、両者の複合体の拡散動態
を定量した。その結果、mGluR3 は活性・不活性状態を問わず Gタンパク質と短期間相互作用す
ることが明らかになり、この相互作用は百日咳毒素により阻害されることが示された。また、G
タンパク質と相互作用中の mGluR3 は速い拡散状態を採る確率が高いことが示され、昨年度の百
日咳毒素による阻害実験から間接的に示唆された結果を直接的に検証できた。 
一方、GPCR のエンドサイトー
シスに関わるクラスリンをノッ
クダウンした際には、アゴニスト
刺激時の拡散係数の低下が抑制
されることが示された。さらに、
クラスリンと mGluR3 に関しても
2色同時 1分子計測を行なったと
ころ、クラスリンと相互作用中の
mGluR3 は静止したものが多いこ
とが示された。以上の解析から、
薬をかけた際に生じる mGluR3 の
動きの変化は、これらの機能状態
の割合が変化することを反映し
たものであることが推定された
(図 3)。             図 3  mGluR3 の生細胞膜中の動きと機能状態の関係 
 
また、2017 年度は、昨年度に計測した 9種の GPCR に加え、305 種の GPCR について蛍光標識
用の HaloTag を融合したクローンの作製を行った。シームレスクローニングとランダム PCR を
組み合わせてスクリーニングを行うことで、HaloTag 融合 GPCR の作製は順調に進み、計 314 種
の GPCR について 1分子イメージングを可能な状況を構築できた。 
 
2018 年度は、昨年度までに計測した、代謝型グルタミン酸受容体(mGluR3)の生細胞内 1分子
イメージングの結果と、mGluR とは異なるファミリーに属する GPCR8 種の 1 分子計測について
論文発表・学会発表・プレスリリースを行った。 
さらに、2018 年度は、昨年度まで作成した 314 種の HaloTag 融合 GPCR のうち、計 24 種に関
しても 1分子イメージングを行った。その結果、計測したすべての GPCR で Gタンパク質共役特
異性に依らず、アゴニスト刺激依存的に拡散が遅くなることが示され、1 分子イメージングを
用いた薬効評価がより広範な受容体に適用できることが明らかになった。 
本研究により、GPCR の拡散と機能の関係は多くの GPCR に広く共通しており、活性化した GPCR
の動きは遅くなることが明らかになった。したがって、1分子イメージングにより GPCR の動き
を見ることで新規化合物が GPCR にどのような作用を及ぼすか推定できると考えられる。 
 
今後は、作成したすべての GPCR について 1分子イメージングを行い、比較解析を行う予定で
ある。また、本研究では、mGluR3 と Gタンパク質・クラスリン結合のそれぞれが異なる拡散状
態変化に寄与することを示した。今後は GPCR の拡散動態と多様な機能状態との対応関係をさら
に解析することで、単一計測で GPCR のシグナルバイアスを定量できる手法に昇華していきたい。 
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