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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）はヒト細胞に最も多く存在する受容体であり、
様々な生理現象に関わっている。GPCRはリガンドの結合により活性化されると、エンドサイトーシスとよばれる
細胞機能によって細胞内に取り込まれ、不活性化された後、分解もしくは再利用される。。本研究では、GPCRの
エンドサイトーシス機構に異常のある出芽酵母変異体を用いて、活性化したGPCRが分解、もしくは再利用される
分子機構について調べた。この結果、GPCRのPan1タンパク質による細胞内への取り込み機構、GPCRの分解と再利
用を行う選別区画の同定、おそび選別区画から分解経路へのRab5依存的な輸送機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are the most abundant receptors in human
 cells and are involved in many physiological phenomena. After being activated by ligand binding, 
GPCRs are internalized by a cellular function called endocytosis, inactivated, and then degraded or 
recycled. In this study, we investigated the molecular mechanism by which activated GPCRs are 
degraded or recycled, using a budding yeast mutants that have defect in the endocytosis of GPCRs, 
and succeeded to reveal a mechanism for GPCR internalization by the Pan1 protein, and identify the 
sorting compartment where GPCRs are degraded and recycled. We also revealed a mechanism for  
Rab5-dependent transport of GPCRs from the sorting compartment to the degradation pathway.

研究分野：細胞生物学

キーワード： GPCR　エンドサイトーシス　エンドソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの細胞には800種を超えるGタンパク質共役型受容体（GPCR）が存在しており、これらの受容体は様々な生理
現象に深く関わっている。また、GPCRシグナルの異常はがんをはじめとする多くの疾患を引き起こすことが知ら
れており、このためGPCRは創薬の重要な標的分子であり、実際、市販薬の約4割はGPCRに作用するものである。
本研究では、これまで知られていなかったGPCRの不活性化機構を明らかにするこに成功しており、本研究成果は
新しいGPCR作用薬の開発の基礎となることが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景	

	 細胞膜上の受容体はリガンドの結合により活性化されると、エンドサイトーシスにより細胞

内へと取り込まれることにより不活性化され、リソソームで分解、もしくはリサイクル経路に

より細胞膜へ運ばれ再利用される。このエンドサイトーシスによる受容体の分解・リサイクリ

ング機構は、出芽酵母から哺乳類細胞に至る全ての真核細胞で広く保存されており、様々な細

胞外シグナルの活性制御において重要な役割を果たしている。ヒトゲノムに 800 種類以上存在

する G タンパク質共役受容体（GPCR）も、他の受容体と同様にエンドサイトーシスにより不活

性化されるが、その基本的な分子機構には不明な点が多い。GPCR は様々な生理現象に関わって

おり、その異常はがんをはじめとする多くの疾患を引き起こすこと知られている。また、GPCR

は創薬の主要な標的分子であり、既存の医薬品の約 40％は GPCR に作用する薬剤である。この

ため、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。	

	
２．研究の目的	

	 本研究はエンドサイトーシスによる GPCR の分解・リサイクリング機構を明らかにし、GPCR

の基本的な活性調節機構を明らかにすることを目的とする。特に活性化した GPCR の初期/選別

エンドソーム（区画）への輸送、およびその区画における分解、リサイクリングの選別機構を

明らかにする。私達は以前の研究において、出芽酵母変異体ライブラリーの網羅的スクリーニ

ングを行い、GPCR のエンドサイトーシス機構に異常のある変異体を多数単離することに成功し

た。本研究ではこれらの出芽酵母変異体について、その表現型を解析すると共に、責任遺伝子

のコードするタンパク質の機能を明らかにすることにより、GPCR のエンドサイトーシスの諸過

程を制御する分子機構を解明することを目的とする。本研究により、GPCR 活性調節の基本原理

を解明し、その成果を新しい GPCR 作用薬開発の基盤とすることを目指す。	

 
３．研究の方法 
(1)	GPCR がクラスリン小胞を介して細胞内に取り込まれる分子機構の解析	

	 これまでの研究において、GPCR のエンドサイトーシスに異常の見られる変異体が複数単離さ

れている。その中で哺乳類 Eps15 の酵母ホモログである Pan1p の変異体は、細胞膜から細胞内

への取り込みに重篤な異常がみられることから、クラスリン小胞への取り込み、もしくはその

細胞内への輸送過程に異常があると考えられた。Pan1p はその構造内の C 末端領域にアクチン

への結合部位を有しており、また N 末端側領域では複数のクラスリン被覆タンパク質と結合す

ることにより高次エンドサイトーシス複合体を形成することが報告されており、このためエン

ドサイトーシスにおいて重要な働きをすると考えられている。本研究では、Pan1 を本来の局在

部位ではないミトコンドリアに強制的に局在化させた際の GPCR のクラスリン小胞への取り込

みに与える影響、および Pan1 をペルオキシソームに局在化させた際に、ペルオキシソームにお

いて Pan1 依存的に起こるエンドサイトーシス過程について調べた。	

	

(2)	GPCR のクラスリン小胞から初期エンドソームへの輸送機構の解明	

	 以前の研究において、エンドサイトーシス小胞の初期/選別エンドソーム間への輸送には、ア

クチン細胞骨格が重要なはたらきをしており、またクラスリン小胞とアクチンの結合には

Pan1p が関与していることが明らかにされていた。本研究では、Pan1p の C 末端側アクチン結合

部位を欠失した変異体を作成し、アクチンを介したクラスリン小胞のエンドソームへの輸送へ



の影響を調べた。また、エンドサイトーシス異常を示す変異体として単離された Sla2,	Ents

などのアクチン結合ドメインを有するクラスリン被覆タンパク質について、それらのアクチン

結合部位を欠失した変異体を作成し、Pan1 との二重、三重変異体の影響について解析した。	

	

(3)	GPCR の初期/選別エンドソームでの分解、リサイクリング経路への選別機構の解析	

	 蛍光標識した GPCR の細胞内輸送のリアルタイム解析により、細胞内にエンドサイトーシスさ

れた GPCR はトランスゴルジ網	(TGN)を介して細胞膜へリサイクルされることが示唆されてい

た。しかしながら、出芽酵母の選別区画については、その正確な場所が不明であった。本研究

ではエンドサイトーシス小胞の Q-SNARE である Tlg2 を蛍光標識することにより、その正確な細

胞内位置を解析した。また、出芽酵母変異体を用いて蛍光 GPCR と Tlg2−GFP の局在をリアルタ

イムで解析することにより、GPCR の分解/選別機構を解析した。	

	

(4)	GPCR のエンドソーム間輸送における Rab	GTP アーゼの機能解析	

	 GPCR の初期−後期エンドソーム間輸送に異常を生じる変異体として、Rab	GTP アーぜの遺伝子

を同定していた。この中で Rab5 の変異体では、GPCR がエンドソーム区画に蓄積していた。し

かしながら、Rab5 がいつどこで活性化し、機能するかについての詳細は明らかにされていなか

った。予備的な実験において、ゴルジ体からの生合成経路のエンドソームへの融合が Rab5 の活

性化には必要であることを見出おり、このため Rab5 特異的 GEF タンパク質などの上流因子が生

合成経路において、どのよう機能するかについて解析を行った。また、スクリーニングで得ら

れた GPCR の初期−後期エンドソーム間輸送に異常を示す変異体の責任遺伝子について、Rab5 と

の物理的、遺伝学的相互作用について解析し、Rab5 を中心とする GPCR の初期−後期エンドソー

ム輸送の制御機構を明らかにした。  	  
	
４．研究成果	

(1)	出芽酵母 Eps15 様タンパク質 Pan1 による GPCR のクラスリン小胞への取り込み	

	 GPCR の細胞内への取り込み機構について、特に哺乳類 Eps15 のホモログ Pan1 に着目して解

析を行った。Pan1 による GPCR のエンドサイトーシス機構を明らかにするため、ラパマイシン

誘導ヘテロ二量体化法を用いて Pan1 を異所的にミトコンドリアへ局在化させ、GPCR のエンド

サイトーシスに与える影響について解析した。この結果、Pan1 をミトコンドリアへ局在化（ア

ンカーアウェイ）させた細胞において、複数のエンドサイトーシスタンパクのクラスリン小胞

形成部位へのリクルートが低下し、これにより GPCR のクラスリン小胞への取り込みが著しく低

下することが分かった。また Pan1 をペルオキシソームに局在化させることにより、ペルオキシ

ソーム膜において、クラスリン小胞の形成過程が進行することが分かった。興味深いことに、

Pan のペルオキシソームへの局在は、様々なエンドサイトーシスの中後期制御因子(Ent1/2,	

Sla1,	Sla2 など)をペルオキシソームへとリクルートするほか、クラスリン小胞形成に必要な

アクチン重合を引き起こすことが分かった。これらの結果より、Pan1 はエンドシトーシスの中

後期段階のマスター制御因子であること、さらに GPCR の細胞内取り込みにおいて中心的な役割

を果たしていることが明らかとなった(図１)。	

	

(2)	Pan1 による GPCR のクラスリン小胞から初期エンドソームへの輸送	

Pan1 の C 末端アクチン結合部位を欠失することにより、クラスリン小胞のアクチンケーブルへ

の結合が一部抑制されることを明らかにした。さらに、Pan1 に加え、哺乳類 Epsin の酵母ホモ



ログである Ent1/2 のアクチン結合部位を欠く三重変異体では GPCR のエンドソームへの輸送が

ほぼ完全に抑制されることが分かった	(Yoshida	et	al.,	JBC,	2021)。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

		

	 	 	 図１.	Pan1 による GPCR のクラスリン小胞を介したエンドソームへの輸送機構	

	

(3)	出芽酵母における GPCR の初期/選別区画の発見	

	 蛍光標識した GPCR とエンドサイトーシス小胞の Q-SNARE である Tlg2 を用いて、細胞内に取

り込まれた GPCR を分解、リサイクリングする初期/選別区画の同定を試みた。これまでの研究

において、出芽酵母はこの選別区画がどこに存在するは不明であった。蛍光 GPCR を用いて、細

胞内取り込まれた GPCR が最初にどこの細胞内区画に輸送されるかについて調べた。この結果、

トランスゴルジ網の特定領域に輸送されることを見出した。興味深いことに、クラスリン小胞	

を Abp1-mCherry、選別区画を GFP-Tlg2 で標識し、これらの胴体をリアルタイム観察したとこ

ろ、クラスリン小胞が直接 GFP-Tlg2 で標識された区画へと輸送されることが分かった（図 2）。

また、この現象はクラスリン小胞を細胞内に取り込めない変異体(arp3-D11A 変異体)において

も見られることから、クラスリン小胞とエン

ドサイトーシス小胞はお互いに能動的に接

近し融合していることが示唆された。次に、

この選別区画について詳細に調べた結果、こ

の区画はトランスゴルジ網に隣接している

ものの、区画としては独立していることが分

かった。さらに、蛍光 GPCR の局在について

詳しく調べたところ、この選別区画に取り込

まれた GPCR の一部はその後、エンドソーム

を経てリソソームへと輸送され、分解される

ことが分かった。選別区画からリソソームへ

の輸送について調べた結果、ゴルジ体局在性

のクラスリンアダプターGGA によって制御さ

れていることが分かった。以上の結果より、	 	 	 	

GPCR の膜から選別区画、さらに選別区画から	 	 図 2.エンドサイトーシス小胞の初期/選別	

リソソームへの新規分解経路を明らかにした。	 	 	 エンドソーム区画との融合	



(3)	GPCR の選別区画からリソソームへの Rab5 を介した輸送機構	

	 蛍光 GPCR がエンドサイトーシスからリソソームに輸送される過程を詳細に解析した。このエ

ンドソーム間輸送には低分子量Gタンパク質であるRab5が重要な役割を果たしていることが明

らかにされているが、Rab5 活性の上流制御機構は不明であった。従来、Rab5 の活性はエンドサ

イトーシス経路からの小胞輸送によって Rab5	GEF である Vps9 によって制御されていると考え

られていた（図３、点線）。しかしながら、本研究において私達はトランスゴルジ網(TGN)から

の小胞輸送経路による活性化がより重要であることを明らかにした（図３、黒太矢印）。TGN か

らの輸送において Rab5 の活性化に重要な因子を探索した結果、クラスリンアダプターである

GGA/Ent3/Ent5 を介した輸送（GGA 小胞輸送）を抑制することにより Rab5 の活性が著しく低下

することが分かった。また、Vps9 のゴルジ体へリクルートする因子としてクラスリン被覆制御

因子である Arf	GTP アーゼを同定した。これらの結果より、Rab5 の活性は選別区画にリクルー

トされたVps9がGGA小胞によりエンドソームへと輸送することにより制御されていることが明

らかとなった（図 3）。これらの結果に加えて、Rab5 の上流因子として Rab	11 も Arf と協調し

て働いていることが分かった。以上の結果は、GPCR のエンドソームからリソソームへの輸送が

TGN からの複数の因子により協調して制御されていることを示唆している	(Nagano	et	al.,	

Comm	Bio,	2019)。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	 	 	 	 	 	 図 3.	Rab5 による GPCR のエンドソームからリソソームへの輸送機構	
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