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研究成果の概要（和文）：エンドゾームは自ら積極的にシグナルを発することで多様な機能を発揮するプラット
フォームである。しかし、生きた細胞でのダイナミクスと細胞機能との関連の詳細は不明な点が多い。本研究で
は、アンギオテンシンII（AII）2型受容体（AT2R）が、1型受容体（AT1R）シグナル伝達を負に調節するために
は、AT1RとAT2Rのヘテロ二量体化とそのエンドサイトーシスによる内在化、さらに複合体内の受容体間分子配向
変化が重要であることを見出した。また、この機能には両方の受容体の活性化が不可欠であること、プロテイン
キナーゼC（PKC）によるAT2RのC末端のセリン残基のリン酸化が重要であることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Endosome is a multifunctional platform through the emission and the 
regulation of a variety of signal transduction pathways. However, the relationship between signaling
 dynamics and cell function via the endosomes in living cells has yet to be analyzed in detail. In 
this study, we demonstrated that angiotensin II (AII) type 2 receptor (AT2R) negatively regulates 
type 1 receptor (AT1R)-signaling through a series of events including heterodimerization of AT1R and
 AT2R, internalization via endocytosis of the complex, change in the molecular orientation of 
receptors in the complex. We also clarified that activation of both receptors and and 
phosphorylation of serine residues at the C-terminus of AT2R by protein kinase C (PKC) are 
indispensable for this function.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 蛍光バイオイメージング　エンドサイトーシス　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
シグナル伝達は、細胞内の「いつ・どこ」で
生じるかという時空間的な制御によって、そ
の多様性と多能性が緻密に管理されている。
例えば、神経成長因子受容体は、局在の違い
により異なる下流因子を活性化することが
解っており、神経成長因子による分化シグナ
ルにおいては、エンドゾームでの受容体活性
化が重要であると考えられている。現在まで、
エンドゾームから発信されるシグナルの重
要性が徐々に解き明かされつつあり、我々も
エンドゾームは自ら積極的にシグナルを発
することで多様な機能を発揮するプラット
フォームであることを報告している（Honda, 
et al. Nature 434: 1035, 2005）。 
エンドサイトーシスとシグナル伝達の関係
に関する研究はこれまで多く行われてきた。
例えば、siRNAを用いた網羅的解析によりエ
ンドサイトーシス関連因子が多数同定され、
エンドサイトーシスが高度に制御されたシ
ステムであることが明らかになりつつある。
しかし、このような静的パラメータ収集の進
行と比べ、時空間的かつ動的パラメータの収
集は大きく遅れを取っている。 
これまで我々は、フェルスター共鳴エネルギ
ー移動（ Förster resonance energy transfer, 
FRET）等のイメージング手法による生きた細
胞におけるシグナル伝達研究を行ってきた
（Ohba, et al. EMBO J. 22: 859, 2003; Fujioka, 
et al. Nat. Commun. 4: 2763, 2013他）。これら
の成果によりシグナル伝達とエンドサイト
ーシスの精密な相互機能連関の存在が明ら
かになった。 
２．研究の目的 
アンギオテンシン II（angiotensin II, AII）は心
血管疾患の発症において重要な役割を果た
す多機能ペプチドである。AII 受容体には 4
つのサブタイプが同定されており、いずれも
G タンパク質共役型受容体である。1 型受容
体（angiotensin type 1 receptor, AT1R）は最も
研究された受容体であり、AII 誘導性血管収
縮 に 関 与 し て い る 。 Extracellular 
signal-regulated kinase/mitogen-activated protein 
kinase（ERK/MAPK、以下 ERK）は、AT1R
シグナルの鍵となる因子である。ERK は、
protein kinase C（PKC）依存性、βアレスチン
依存性、および上皮成長因子受容体
（epidermal growth factor receptor, EGFR）トラ
ンス活性化依存性にリン酸化される。一方、
AT1R 以外の受容体の病態生理学的役割およ
びシグナル伝達機構は未知な点が多い。2 型
受容体（AT2R）は AT1Rの作用を抑制するこ
とが報告されており、その一部は ERK の活
性化を阻害することによるらしい。しかし、
AT1Rによる ERK活性化を AT2Rが抑制する
詳細な分子メカニズムは議論の余地がある。 
本研究は、AII 受容体の細胞内局在と相互作
用を生きた細胞で解析することで、AT2R に
よる AT1Rの抑制機序の解明を目指した。そ
の結果、AT1R と AT2R がエンドサイトーシ

スで取り込まれながヘテロ二量体を形成し、
その相互作用様式の変化が AT2R による
AT1R シグナル抑制に重要なことを見出した。 
３．研究の方法 
(1) 発現プラスミド 
AT1R および AT2R の cDNA はヒト臍帯静脈
内皮細胞の全 RNA を用いた RT-PCR により
得た。HA および FLAG タグが開始コドンの
メチオニン直後に挿入されるようにフォワ
ードプライマーを設計した。得られた PCR産
物を pCR-BluntII-TOPOベクター（Invitrogen）
にクローニングした。 HA-AT1R-YFPおよび
FLAG-AT2R-CFP の発現ベクターを得るため
に、HA-AT1Rおよび FLAG-AT2Rをそれぞれ
pCXN2-YFPC および pCXN2-CFPC ベクター
の EcoRI–NotI サイトにサブクローニングし
た。AT2R の 352 から 354 番目に存在する 3
つのセリン残基をアラニンに置換した変異
体は、PCRによる mutagenesisで作製した。 
Entacmaea quadricolor eqFP650（TurboFP650）
の cDNAは Evrogen（Moscow, Russia）から購
入し、それをテンプレートに PCRで増幅した
産物を pCMV 由来ベクターにサブクローニ
ングして pFX-eqFP650を得た。ラット ERK2 
cDNA を PCR により増幅し、得られた PCR
産物を pFX-eqFP650ベクターの XhoI–NotIサ
イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て
pFX-eqFP650-ERK2を得た。全ての PCR産物
はシーケンス解析でその配列を確認した。 
(2) 試薬および抗体 
AII、リソホスファチジン酸（LPA）および
PD123319は Sigmaから購入した。 EGFおよ
びロサルタンは、それぞれ PeproTech および
LKT Laboratories から購入し、スタウロスポ
リンおよびAG1478はCalbiochemから購入し
た。  Hoechst 33342 および Gö6983 は、
Invitrogen と Cayman Chemical からそれぞれ
購入した。 FLAGおよび HAに対する抗体は
Stratagene および Roche から購入し、ERK1/2
および phospho-ERK1/2 に対する抗体は Cell 
Signaling Technologyから購入した。ホスホセ
リンおよびホスホトレオニン検出セットに
含まれるリン酸化セリンおよびスレオニン
に対する一連の抗体は、Enzo Life Sciencesか
ら入手した。 
(3) 細胞培養およびトランスフェクション 
HeLa および 293T 細胞は 10％ウシ胎児血清
（FBS）を含むダルベッコ変法イーグル培地
（DMEM, Sigma）で培養した。 発現プラス
ミドは FuGENE HD（Roche）を用いて製造元
プロトコールに従って導入した。 
(4) イムノブロッティングおよび免疫沈降 
細胞を可溶化バッファー［20 mM HEPES  
pH7.5, 50 mM NaCl, 0.3％ジギトニン, 10％グ
リセロール, 5 mM MgCl2, 3 mM EGTA, 0.1 
mM Na3VO4, 20 mM NaF, EDTA不含プロテア
ーゼインヒビターカクテル（Roche）］中で、
氷上で 20 分間インキュベートした後、遠心
分離した。得られた上清をSDS-PAGEに供し、
分離されたタンパク質をポリビニリデンジ



ウロイド膜（PVDF, Bio-Rad）に転写した。
PVDF 膜を、一次抗体、続いてペルオキシダ
ーゼ標識二次抗体とインキュベートした。
ECLウエスタンブロッティング検出試薬（GE 
Healthcare）によって可視化し、LAS-1000 UV
ミニイメージアナライザー（FUJIFILM）を用
いて検出した。それぞれのバンドの強度はデ
ンシトメーターを用いて定量した。 
HA-AT1R-YFP および Flag-AT2R-CFP を発現
する HeLa 細胞を、NP-40 可溶化バッファー
［10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM 
EDTA, 0.5％ NP-40, 10％グリセロール, 1 mM 
Na3VO4, 20 mM NaF, EDTA不含プロテアーゼ
インヒビターカクテル］中で溶解し、遠心で
得られた上清を protein A-Sepharoseビーズお
よび抗 FLAG抗体とインキュベートした。ビ
ーズに結合したタンパク質をSDS-PAGEによ
り分離し、イムノブロッティングで検出した。 
(5) 蛍光顕微鏡 
分子間 FRETは以下の方法により観察・解析
した。 HeLa細胞をガラス底の 35 mm培養皿
（Asahi Techno Glass Co.）上で培養し、蛍光
タンパク質融合タンパク質の発現ベクター
をトランスフェクションした。冷却 CCD カ
メラ（Cool-SNAP HQ, Roper Scientific）、励起
および吸収フィルターホイール（ Ludl 
Electronic Products）およびキセノン光源を実
装したオリンパス IX71 倒立型顕微鏡からな
るマルチカラータイムラプスイメージング
ワークステーションを用いて画像を取得し
た。周辺機器は MetaMorph ソフトウエア
（Universal Imaging）によって制御されてい
る。画像を 30秒ごとに 1時間記録した。 10
分後に、細胞を AIIで刺激した。各時点での、
YFP、CFP、および FRET チャネルを介した
蛍光画像を順次取得した。用いたフィルター
は、YFP 用（励起: 500-25 nm; 吸収: 535-26 
nm）、CFP用（励起: 440-21 nm; 吸収: 480-30 
nm）、および FRET用（励起: 440-21 nm; 吸収: 
535-26 nm）である。ダイクロイックミラーは
XF2034 (455DRLP)（Omega Optical）を使用し
た。画像は、4 × 4ビニングモードおよび 100
〜200 msの露光時間で取得した。 FRET計算
法は以下の通りである。取得した画像からバ
ックグラウンドを差し引いた。FRET（FRETC）
は各画像の各ピクセル毎に、以下の式を用い
て補正、計算した。  FRETC = FRET - 0.5 × 
CFP – 0.02 × YFP。ここで、FRET、YFPおよ
び CFPは、FRET、YFPおよび CFPチャネル
を介してそれぞれ取得された CFP および
YFP を共発現する細胞のバックグラウンド
減算後の蛍光強度である。CFP および YFP
の蛍光について、それぞれ FRETチャネルへ
の漏れ込みは 0.5および 0.02であった。FRETC

画像は疑似カラーモードを用いて表示した。
YFP 蛍光強度に基づいて細胞全体のマスク
画像を作成し、その領域の FRETC 値を
MetaMorphで定量した。 
eqFP650-ERKおよび Hoechstで核染した細胞
の蛍光画像は、異なるフィルターセット

（Hoechst, 励起： 400-15 nm, 吸収: 480-30 
nm; eqFP650, 励起: 535-30 nm, 吸収: 692-40 
nm）を用いて、上記の同様に取得した。
Hoechst の蛍光強度に基づいて核領域のマス
ク画像を作成し、核内の eqFP650-ERKの蛍光
強度と細胞全体のそれを定量して ERK 活性
を測定した。 
４．研究成果	
(1) AT2Rは AT1R依存性 ERKリン酸化を 
選択的に阻害する 

AT2R シグナルが AT1R 依存性シグナル伝達
に拮抗することが報告されているので、AT1R
または他の受容体によって誘導される ERK
リン酸化に関する AT2Rの作用を検討した。 
AII処理による ERK活性化は AT1Rを発現す
る HeLa細胞で観察することができた。AT2R
発現はAII依存性ERK活性化を誘導できない
が、AIIおよび AT1R依存性の ERK活性化を
減弱させた。AT2R阻害薬 PD123319で処理す
ると、AII依存性 ERK活性化が回復したため、
ERK活性化の抑制はAT2Rシグナル伝達に起
因すると考えられた。 
次に、ERK活性化に対する AT2Rの作用の特
性を検討した。EGFR 阻害薬 AG1478 は
AII-AT1R依存性 ERK活性化に対する抑制効
果を持たないことから、この細胞における
AT1R シグナル伝達に EGFR のトランス活性
化は必要ではない。この条件において、AT2R
の発現は EGF、LPA および FBS による ERK
活性化を抑制しなかった。したがって、AT2R
が AII-AT1R依存性 ERK活性化を選択的にブ
ロックすること、その阻害は ERK カスケー
ド［Raf/MAPK-ERKキナーゼ（MEK）/ERK］
よりも上流で生じると推察された。 
(2) AT2Rは AT1Rと相互作用する 
そこで、AT2R による AT1R シグナルの抑制
は、受容体レベルで生じていると仮定した。
共免疫沈降法を用いて AT2R と AT1R の直接
的相互作用を調べたところ、AII が存在しな
い場合でも AT2R は AT1R と結合しており、
その結合は AII処理で 2倍程度増加した。し
かし、AT1R 阻害薬ロサルタンや AT2R 阻害
薬 PD123319 はこの相互作用を減弱させなか
った。すなわち、生化学的手法で検出した相
互作用の強弱は、ERK活性化のそれと相関が
なかった。この結果は、受容体レベルでの抑
制の可能性を必ずしも否定するのではなく、
むしろ生化学的分析以外のアプローチの必
要性を示唆している。 
(3) AII刺激は AT1R依存的に AT2Rの内在化
を誘導する 

AT1R は AII 刺激でエンドソームに蓄積する
ことが知られているため、AT2R が AT1R シ
グナル伝達を調節するために、細胞内局在が
重要なのではないかと仮説をたてた。AT1R
および AT2Rの細胞内局在と輸送を可視化す
るため、シアンまたは黄色蛍光タンパク質
（CFPまたは YFP）で標識された受容体の発
現ベクターを調製し、それらの局在を観察し
た。AII の非存在下では AT1R および AT2R



はともに細胞膜に局在した。AII 刺激により
AT1Rはすみやかに内在化されたが、AT2Rは
細胞膜にとどまった。次に、AT1R と AT2R
を共発現した細胞における局在およびその
変化を調べた。 AII 刺激前は AT2R も AT1R
も単独発現と同様に細胞膜に局在した。AII
で刺激すると、AT2R のみを発現する細胞で
の局在とは対照的に、AT2R は AT1R ととも
に内在化され、細胞内の顆粒状構造で共局在
した。 
FRET は生きた細胞の分子相互作用を研究す
るための強力なツールである。我々はさらに
CFP-AT2R および YFP-AT1R 間の FRET を分
析した。静止細胞では弱い FRETシグナルし
か検出されなかったが、AII 刺激によってシ
グナルが増加した。強いシグナルは顆粒状構
造で認められた。この結果は以下のことを示
唆する。AII が存在しない場合でも AT2R と
AT1R は直接結合するが、分子配向的に CFP
と YFP の距離が遠く FRET は観察されない。
AII刺激はAT1RとAT2Rの結合を強めるとと
もに、CFPと YFPを近接させ、この構造変化
が AT1R と AT2R の間の機能的相互作用を可
能にするものと予測された。 
(4) 複合体に構造変化誘導には両受容体への
リガンド結合が必要である 

AT1Rと AT2Rの関係をさらに検討するため、
AII 依存性受容体会合に対する受容体阻害薬
の作用を調べた。 AT1R阻害薬であるロサル
タンは、2 つの受容体間の FRET シグナルお
よび受容体の内在化を完全に抑制した。すな
わち、AII 依存性受容体内在化および分子配
向の変化は AT1Rシグナルに完全に依存して
いる。AT2R阻害薬である PD123319は AT1R
の内在化を抑制しなかったが、FRET は部分
的に抑制した。すなわち、AT2R シグナルも
受容体ヘテロ二量体の分子配向の変化に関
与していることを示唆している。したがって、
両方の受容体からのシグナルが受容体ヘテ
ロ二量体の分子配向変化に不可欠であるこ
とが示唆された。 
(5) PKC による AT2R リン酸化が AT1R と

AT2Rの機能的関連に必要である 
PKCは AT1Rのよく知られた下流エフェクタ
ーであるため、PKC阻害薬の受容体動態に及
ぼす影響を調べた。阻害薬処理は AT1R内在
化に影響を及ぼさなかったのに対し、AT2R
の内在化は抑制された。さらに PKC阻害薬は、
2つの受容体間の FRETを特に刺激後 20分後
以降で有意に減少させた。これらのデータは、
PKC活性化が AT1Rと AT2Rとの間の機能的
会合（受容体二量体における分子配向変化）
およびその後の二量体の共内在化に不可欠
なことを示唆する。 
最後に、AT2R による AT1R シグナル抑制に
おける PKCの役割の評価を試みた。しかし、
PKC 阻害薬は AT1R 依存性 ERK 活性化を抑
制するため、本検討には用いることができな
い。データーベース解析により AT2Rの C末
端領域に 3つのリン酸化候補配列が見出され

たため、抗ホスホセリン/スレオニン抗体を用
いて AT2Rの免疫沈降物をイムノブロットし
たところ、AT2Rのリン酸化が AII-AT1Rシグ
ナル依存的に誘発されることが判明した。そ
こで、3 つのセリン残基をアラニンに置換し
た AT2R 変異体（AT2R-3A）を作製した。野
生型 AT2R と比較して、AT1R 依存的なリン
酸化は AT2R-3Aで減弱していた。また、AT1R
による ERK 活性化に対する阻害作用も減少
した。さらに、AII刺激後も AT2R-3Aと AT1R
の間で FRETはほとんど観察されなかった。
以上より、AII-AT1R-PKC による AT2R のリ
ン酸化が、AT2R による AT1R シグナル抑制
に重要であることが明らかになった。 
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