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研究成果の概要（和文）：代表的なG蛋白質共役型受容体（GPCR）であるロドプシンと、そのG蛋白質活性化を停
止する調節蛋白質であるアレスチンとの相互作用を、ナノディスクを用いたX線溶液散乱法で解析した。自己会
合性とリン酸化ロドプシンとの結合能について、全長アレスチンとスプライスバリアントであるp44で比較した
ところ、両者は同様に濃度依存的な4量体を形成することがわかった。また、p44とリン酸化ロドプシンは、暗状
態で不安定なプレカップル状態、光活性化状態でフルカップル状態を形成することが実験的に示された。

研究成果の概要（英文）：The interaction between rhodopsin, a typical G-protein coupled receptor, and
 arrestin was studied by small-angle X-ray scattering using nanodiscs. The comparison of 
self-association and interaction with phosphorylated rhodopsin between rod arrestin and its splice 
variant p44 suggested that p44 forms tetramer similar to that of arrestin. In addition, it was 
experimentally demonstrated that p44 and phosphorylated rhodopsin form unstable complex (pre-coupled
 state) in the dark, which is converted to fully coupled state by light.

研究分野：生物物理学、光生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GPCRは市販の医薬品の約半数が作用していると考えられている生理学的・薬理学的に重要な蛋白質群である。
GPCRはリガンドの作用によってG蛋白質で仲介される細胞内シグナル伝達系を活性化し、リン酸化とアレスチン
結合によってG蛋白質活性化能を失う。本研究で得られたアレスチンのタイプの違いによる結合様式の違いは、
GPCRの活性を適切に制御して細胞が正常に機能するメカニズムの理解に寄与すると考えられる。
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１．研究開始当初の背景 
 G 蛋白質共役型受容体（GPCR）は、市販の医薬品の約半数が作用していると考えられてい
る生理学的・薬理学的に重要な蛋白質群である。GPCRはリガンドの作用によって、G蛋白質
で仲介されるシグナル伝達系を活性化する。GPCRはその後リン酸化され、調節蛋白質である
アレスチンが結合することによって G蛋白質活性化能を失う。GPCRをターゲットとする医薬
品の多くが GPCR に対する阻害剤であることからわかるように、GPCR の活性を適切に制御
することは、細胞が正常に機能するために不可欠である。そのため、近年はアレスチンに関す
る研究が加速度的に発展している。 
 ヒトでは 4種類のアレスチンが同定されている。このうち 2つは視細胞で発現し、一般に桿
体アレスチン、錐体アレスチンとよばれている。残りの 2つはβアドレナリン受容体やアセチ
ルコリン受容体など、視覚以外の GPCRと相互作用し、βアレスチン 1、βアレスチン 2とよ
ばれている。これらのアミノ酸配列や立体構造はよく似ているが、その性質が大きく異なって
いる。 
 桿体アレスチンはリン酸化したロドプシンに特異的に結合する。錐体アレスチンは、リン酸
化した錐体視物質に最もよく結合するものの、リン酸化していない錐体視物質や非視覚 GPCR
にも結合する。また、βアレスチンはリン酸化した錐体視物質、ロドプシン、非視覚 GPCRに
結合するが、リン酸化していないものにはほとんど結合しない。つまり、桿体アレスチンはリ
ン酸化状態と受容体の種類をともに区別できるのに対して、錐体アレスチンはリン酸化状態、
βアレスチンは受容体の種類を厳密には区別できないといえる。これらの知見は、アレスチン
の生理機能を理解するためには、いかにして適切なパートナーを識別しているのかを分子レベ
ルで明らかにすることが不可欠であることを示している。しかしながら、従来のアミノ酸配列
や立体構造に基づいた解析からでは、サブタイプ間の受容体選択性やリン酸基特異性の違いに
対する明確な知見が得られていない。 
 一方、報告者らの以前の研究から、桿体アレスチンは自己会合して 4量体を形成することが
わかっている。その解離定数がアレスチンの細胞内濃度付近にあることから、アレスチンの自
己会合には、受容体と結合することができる単量体の濃度が、必要以上にあがらないためのリ
ザーバとしての役割があると考えられている。この自己会合性もアレスチンのサブタイプによ
って異なっており、桿体アレスチンは 4量体化するのに対し、錐体アレスチンは多量体化せず、
βアレスチンは直鎖上の多量体を形成する。 
 以上のことから、報告者はアレスチンの自己会合性に着目することで、アレスチンの受容体
選択性やリン酸基特異性の違いを明らかにすることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
 リン酸化した G蛋白質共役型受容体（GPCR）に結合し、その活性を停止させるアレスチン
は、サブタイプによって受容体選択性やリン酸基特異性に大きな違いがある。しかし受容体と
の結合に関与するアミノ酸残基や立体構造にサブタイプ間で大きな違いはなく、これらの単純
な比較から選択性の違いを説明することはできていない。そこでアレスチンの自己会合性がサ
ブタイプ間で異なることに着目し、選択性の違いが自己会合性の違いに起因するのかを検証す
る。 
 
３．研究の方法 
 アレスチンと受容体の結合特異性と自己会合性の関係を明らかにするため、ウシ桿体アレス
チンと、そのスプライスバリアントである p44に着目した。p44はウシアレスチンの C末端の
35アミノ酸残基が 1個のアラニン残基と置換したものである。暗順応状態にある桿体細胞では、
アレスチンはロドプシンが局在する外節部から内節部に移動するため、暗順応状態の視細胞で
のロドプシンの活性停止は、主に p44によると考えられている。p44は光活性化したロドプシ
ンならばリン酸化していなくても結合し、リン酸化したロドプシンならば光活性化しなくても
結合すると報告されている。そこで、p44 をリン酸化状態や受容体特異性を解析するためのモ
デルとして用いた。 
 ウシ桿体アレスチン（以下アレスチン）は、主にウシ網膜から調製した。一方、p44 の細胞
内の含量は少ないため、大腸菌に遺伝子を導入し、発現系を構築した。また、比較のため、大
腸菌で発現させたアレスチンも調製した。 
 アレスチンや p44の自己会合、およびロドプシンの結合の解析には、報告者らによって実績
のある X線溶液散乱法を用いた。得られた散乱曲線の原点散乱強度（散乱角 0への散乱強度の
外挿値）から、散乱体の見かけの分子量を見積もった。 
 なお、従来の研究では、界面活性剤で可溶化したロドプシンを用いていたが、本研究ではナ
ノディスクに組み込んだロドプシンを用いた。ナノディスクは、両親媒性のMembrane scaffold 
protein (MSP) で囲まれた脂質二重膜の小片で、直径が約 11 nmであることからロドプシンを
はじめとする GPCRを埋め込むことができる。ナノディスクは可溶性が高く単分散すること、
膜環境を再現できることから本研究に好適な試料であると考えられた。 
 
 



４．研究成果 
 
4. 1. ナノディスク試料を用いた X線溶液散乱測定によって、桿体アレスチンとロドプシンの
結合を定量的に解析できるかどうかを検討した。まず、ナノディスク溶液の X線散乱曲線を測
定し、ギニエプロットしたところ、最小角側（ギニエ領域）に直線領域が見られ、単分散して
いることが確認された。直線領域を散乱角 0へ外挿し、原点散乱強度を得た。原点散乱強度は、
［散乱粒子の分子量］×［重量濃度］に比例する。ナノディスクは 1分子のロドプシン（42 kDa）
と 2分子のMSP（33 kDa×2）からなるが、電子密度の異なる脂質も含んでいる。そこで、オ
ボアルブミン（43 kDa）との比較から、ナノディスクの見かけの分子量を求めたところ、113 
kDaであった。これは、ナノディスクを構成するロドプシンとMSPの合計（108 kDa）に近
く、X線散乱測定で定量的な解析が可能なことが確認された。 
 次に、非リン酸化ロドプシン、あるいはリン酸化ロドプシンを含むナノディスクをアレスチ
ンと混合し、光による散乱強度の変化を測定した。さまざまなアレスチン濃度における原点散
乱強度を求めたところ、リン酸化依存的、光依存的に散乱強度が増加したが、その割合はアレ
スチン濃度によって大きく異なっていた。 
 アレスチンは濃度依存的に 4量体化するが、一部がリン酸化ロドプシンと結合すると、フリ
ーのアレスチンの濃度が低下するため、4 量体は解離する。試料内にはアレスチン単量体、ア
レスチン 4量体、ロドプシンを含むナノディスク、ロドプシン／アレスチン複合体を含むナノ
ディスクが共存している。これを、アレスチンの自己会合とロドプシンとアレスチンの結合を
含む平衡モデルで解析したところ、アレスチンの 4量体と単量体の平衡の中の単量体のみがリ
ン酸化ロドプシンと結合すること、リン酸化ロドプシンとアレスチンの結合定数は、光刺激で
約 7倍大きくなることが示された。 
 
4. 2. アレスチンのスプライスバリアントである p44 を大腸菌で発現させた。また、比較のた
めに全長のアレスチンも大腸菌で発現させた。まず、大腸菌で発現させたアレスチンの濃度依
存的な自己会合を X線溶液散乱で解析し、ウシ網膜由来のアレスチンと比較したところ、同様
の結合定数で二量体化することが確認された。次に、p44の自己会合を解析した。 
 p44はアグリゲートしやすく、X線小角散乱データのギニエ領域の直線性が見られなかった。
そこで、アグリゲートを含んだ見かけの分子量を解析したところ、濃度依存的な上昇が見られ
たことから、多量体化が示唆された。 
 アグリゲートと自己会合を区別するため、アグリゲートによる散乱の影響を受けにくい、高
角側の散乱パターンに着目した。アレスチンの結晶構造から 4量体の散乱パターンを予測する
と、単量体には見られない特徴的なショルダーがあり、アレスチン 4量体の実験で得た散乱パ
ターンでも同様のショルダーが確認できる。そこで、p44 の高角側の散乱パターンを各濃度で
比較したところ、濃度依存的に 4量体に特徴的な散乱パターンが観測されたので、p44におい
ても濃度依存的に全長アレスチンと同様の 4量体を形成していることが示唆された。 
 
4. 3. リン酸化ロドプシン、および非リン酸化ロドプシンと p44との相互作用を X線溶液散乱
法で解析した。まず、非リン酸化ロドプシンと p44 を混合し、ロドプシンを光活性化したが、
見かけの分子量は上昇せず、複合体を形成しないことが示された。これは、従来の報告とは異
なる結果であった。 
 次に、リン酸化ロドプシンと p44を混合して X線散乱カーブを測定したところ、光刺激前で
も見かけの分子量が増加していた。また、光照射しても見かけの分子量はそれ以上増加しなか
ったので、従来の報告の通り、ロドプシンがリン酸化していれば、光活性化しなくても p44と
結合すると考えられた。一方、リン酸化した暗状態ロドプシンとp44の複合体を光照射すると、
慣性半径の有意な減少が見られた。これは、不安定なプレカップル状態から強固な結合状態へ
の移行が実験的に観測されたものと考えられた。 
 
4. 4. ウシ由来の錐体アレスチンを大腸菌の発現系を用いて調製することを試みたが、桿体アレ
スチンや p44と同じ条件では解析に十分な量を得ることができなかった。これは錐体アレスチ
ンが変性して不溶性となり、水溶性蛋白質として回収できなかったためであると考えられた。
一般に、水溶性蛋白質が不溶性画分に含まれるのは、大腸菌の中でのフォールディングが追い
ついていないことが原因であると考えられる。そこで、培養温度を下げることで蛋白質合成を
遅くしたところ、収量の大幅な増加が見られた。今後は、この測定系を錐体型アレスチンや β
アレスチンにも拡張することで、多様化したアレスチンの機能の違いを考察できると期待され
る。 
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