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研究成果の概要（和文）：脳の複雑な機能を理解するためには神経調節因子による神経機能の制御を詳細に理解
することが不可欠だが、こうした制御機構の理解を困難にしている要因の一つに神経調節因子と受容体の対応関
係の問題がある。この問題を紐解くために必要な分子ツールの開発を、本研究の目的として掲げた。研究期間中
にcryo-EMを用いた神経調節因子受容体の構造解析に成功し、同受容体による神経調節因子認識の構造基盤を解
明することができた。さらに、神経調節因子クロス トークの謎を紐解くための分子ツール、神経調節因子の分
泌可視化ツール、本学術領域に属する他研究班の研究を強力に推進するための、新規光遺伝学ツール開発に成功
している。

研究成果の概要（英文）：To understand the complex functions of the brain, it is essential to have a 
detailed understanding of how neuromodulators control neural functions. One factor that makes 
understanding these control mechanisms difficult is the correspondence problem between 
neuromodulators and their receptors. This study aimed to develop molecular tools needed to address 
this issue. During the research period, we successfully determined the cryo-EM structure of 
neuromodulator receptors, thereby uncovering the structural basis for their recognition. 
Additionally, we developed molecular tools to unravel the mysteries of neuromodulator crosstalk, 
visualization tools for neuromodulator secretion, and new optogenetics tools to strongly advance the
 research of other labs within this research groups.

研究分野：構造生命科学

キーワード： GPCR　神経調節因子　クライオ電子顕微鏡　構造生物学　タンパク質工学　神経科学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した分子ツールは、今後自閉症などの神経疾患の病態メカニズムを解明するための助けとなり得る
他、受容体の構造情報は低分子薬の開発に繋がる可能性が期待される。

※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 
脳内では無数の神経の接続に加え、多数の神経修飾因子が協調的に働くことで複雑な行動が
表出する。そうした神経修飾因子の 1つにオキシトシン(Oxt)がある。Oxtは 9アミノ酸からな
る神経ホルモンであり、G タンパク質共役型受容体 (GPCR) である Oxt 受容体(OXTR)に作用
することで多様な社会性行動を制御する。本領域の課題である死と生の脳内表象に関しても、
「生」の認識（アニマシー知覚）にオキシトシン(Oxt)が神経接続・神経修飾のレベルで関与す
る事が報告されている。しかしながらその作用機序については不明な点が多く、また相反する
「死」の認識についても Oxtの関与を示唆する予備的な結果が得られているが（未発表）、その
メカニズムは未知である。死と生の認識における Oxt 研究を困難にしている理由として大きく
2つの要因が考えられる。1つは Oxtがシナプスからのみならず細胞体や樹状突起から分泌拡散
されるという複雑なダイナミクスを有している点、そして Oxt には類似の神経ホルモンである
バソプレシン(AVP)系とシグナル伝達経路上のクロストークが存在する点である。後者について、
これまで AVP は AVP 受容体(V1R)と呼ばれる別の GPCR に作用することで、Oxt とは異なる
社会性行動を惹起すると考えられてきた。しかし近年、高濃度の Oxtは OXTRのみならず V1R
を、高濃度の AVPは V1RのみならずOXTRを活性化することが報告され、このリガンド-GPCR
間のクロストークを可能とする分子機構やその生理的意義が注目を集めている。 
しかし、こうしたクロストークのメカニズムや生理的意義を詳細に調べるための可視化・介入技
術は十分に揃っておらず、このことが研究の進展を妨げる一つの要因となっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、死と生の認識過程における Oxt 神経修飾の動態を高い時空間解像度で解析する
ために、新規ツールの開発を試みた。Oxt，AVP は 共に GPCR の活性化リガンドとして機能す
るが、 Oxtは OXTR，AVPは V1Rを選択的に活性化すると考えられてきた。しかし近年、高濃
度の AVP は OXTRを、高濃度の Oxtは V1Rを活性化することが報告され、当初の理解よりも
リガンドと受  容体の関係が著しく複雑であることが判明しつつある  (Song et al., Front. 
Neuroendocrinol., 2018)。このリガンド-受容体間のクロストークを可能にする分子機構は、構造
生物学者にとって大きな謎であり、その構造基盤の解明が待ち望まれている。また、一般に神経
修飾因子はシナプスからだけでなく細胞体や樹状突起から分泌され受動拡散されることが知ら
れており、このことが、死の認識における Oxtや AVPの働きの理解に向けて、大きな妨げとな
っている。単一神経細胞から分泌された Oxt や AVP はどこまで拡散するのか？分泌された Oxt
や AVPは、どの程度近傍の受容体であれば non-canonicalな受容体 (Oxtに対する V1R，AVPに
対する OXTR) を活性化可能なのか？どの程度拡散されると、Oxtや AVP は canonicalな受容体 
(Oxt に対する OXTR，AVP に対する V1R) しか活性化できなくなるのか？Oxt 系、AVP 系のク
ロストークは、死の認識においてどれだけ重要な意味を持つのか？こうした一連の問いに答え
るには、まず、Oxt や AVP の分泌動態を高い時空間分解能で可視化する技術が不可欠である。
しかしながら、既存の技術はいずれも時間分解能あるいは空間分解能が低いという問題を抱え
ているのが現状であり、これらの状況を打破する革新的センサーの出現が待ち望まれていた。代
表者はそうした状況を踏まえ、Oxt 結合状態の OXTR，AVP 結合状態の V1R の立体構造を決定
し、構造情報に基づく GPCR 機能の合理的改変を行うことが、死の表象の科学や GPCR 研究を
次のステージへと進める端緒となると着想するに至った。具体的には、得られた構造情報を元に
リガンド結合部位や細胞内ループ部分のアミノ酸を改変することで、Oxt や AVP の分泌動態を
可視化するための各種センサーを開発する。また、クロストークを許さない受容体の変異体を開
発し、これを導入したノックインマウスを作成する。これは、実現すれば死の認識における Oxt
の作用機序や AVP 系とのクロストークの寄与を紐解くための強力なツールとなると期待された。 
 
３．研究の方法 
【1】OXTR，V1R -Gタンパク質複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析 
OXTR，V1R によるリガンド認識機構の詳細を解明するため、クライオ電子顕微鏡(cryo-EM)を
用いて「Oxt 結合状態の OXTR」、「AVP 結合状態の V1R」の立体構造を解明することを目指し
た。Cryo-EMを用いた構造解析においては、標的の分子サイズが重要となるため、それぞれ Gタ
ンパク質との複合体状態で解析することとした。GPCR の発現精製や複合体調製、データ収集、
解析については、代表者自身が以前構造を解明した他の GPCR-G タンパク質複合体と同様の手
法を用いることにした(Kato et al., Nature, 2019)。 
【2】Oxt，AVPの非クロストーク変異体の作成 
高濃度の Oxtや AVPは non-canonicalな受容体を活性化する。そのため、【1】で得られた構造情
報に基づき変異を導入することで、こうしたクロストークを排除し、canonicalなリガンドによっ
てのみ活性化される受容体の変異体を作成する。作成した変異体は作成した変異体のリガンド
選択性は、フォスファターゼを用いた TGFα 切断アッセイによって評価する (Inoue et al., Nat. 
Methods, 2012)。 



 
【3】Oxt，AVP分泌の時空間ダイナミクス可視化センサーの開発 
【1】で得られた構造情報を利用し、Oxt, AVPの分泌動態可視化センサーを作成する。これまで、
GPCR であるドーパミン受容体などにおいて、細胞内第 3 ループを蛍光タンパク質 GFP の円順
列変異体 cpGFPに置換し、GPCRの活性化を cpGFPの蛍光強度変化として可視化できるツール
が報告されている (Patriarchi et al., Science, 2018)。この概念は Ca2+イメージングで広く利用され
ている GCaMP等ではよく知られているが、GPCRへの応用は歴史も浅く、これまで作られたセ
ンサーは最適化状態とは程遠い。このコンセプトを応用し、OXTR，V1Rの細胞内第 3ループを
cpGFPに置換し、構造情報に基づき周辺のアミノ酸配列を効率よく最適化することで、両受容体
のセンサーを開発する。センサーの評価は TGFα切断アッセイの他、顕微鏡付きプレートリー
ダーを用いて行う。さらに、得られたセンサーに関して、【2】で発見した変異を導入することで、
クロストークを排除した Oxt, AVP に対して高い特異性を持つ分泌動態可視化センサーを開発す
る。 
 
４．研究成果 
研究期間中に OXTR の立体構造、OXT の可視化センサーについては競合グループから論文がそれ
ぞれ報告されてしまったが（Waltenspühl et al., Nat. Commun., 2022; Meyerowitz et al., 
NSMB, 2022; Ino et al., Nat Methods, 2022; Qian et al., Nat Biotechnol., 2023）、V1R-
Gq 複合体についてはその立体構造を高分解能で決定することに成功し、V1R による AVP 認識の
構造基盤を解明することができた。この情報と、OXT-OXTR 複合体構造情報に基づき、多数の変
異体を作成し、そのリガンド選択性を評価したところ、クロストークを示さない OXTR 変異体、
V1R 変異体を開発することに成功した。さらに、同変異体を用いたノックインマウスの作成にも
成功している。加えて、代表者が見出した変異体を、競合グループが報告した Oxt の可視化セン
サーに導入することで、Oxt に対して高い選択性を示す可視化センサーを開発することに成功し
た。上記の結果は、代表者を最終著者及び責任著者として論文準備中である。 
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