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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、細胞膜上で動的なダイマーを形成することが
明らかになってきたが、一方で、意義や機能、特にシグナル生成との関連は不明であった。GPCRの動的ダイマー
の意義を解明するため、細胞内・二色同時・蛍光1分子観察法を用いて研究を行った。
その結果、ダイマーが、リガンドに依存せず生じる、GPCRの弱いシグナル、“構成的活性”（GPCRの性質の一
つ）の源になっていることが分かった。さらに、ダイマー形成を安定化することで細胞内Caシグナルが誘導され
ることから、ダイマー形成自体が受容体のシグナル生成を制御し、リガンド刺激と協調してシグナルを生じるら
しいことが分かった。

研究成果の概要（英文）：G-protein coupled receptors (GPCRs) constitute the largest receptor family. 
Recently, it has been found that some species of class A-GPCRs form transient dimers in the plasma 
membrane. However, the function and significance of dimerization of GPCR remain unclear.
By employing dual-color single fluorescent-molecule observation technique in live cells, we 
succeeded in directly observing trimeric G-protein recruitment to both GPCR monomer and dimer at a 
30 Hz. We also found that inverse agonists inhibit G-protein recruitment only to dimer, suggesting 
that the transient dimer generates the constitutive activity of GPCR (a weak signaling activity that
 does not depend on ligand binding). Moreover, it was also found that dimerization of GPCR itself 
has a signaling activity because cytosolic calcium concentration was elevated by artificially 
inducing GPCR dimerization. These results suggest that both dimerization and ligand binding 
cooperate to generate biological signals in live cells. 

研究分野：生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、長年未解明であった、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）の一過的なダイマー形成の意義の一
端が明らかになった。すなわち、一過的なダイマーを形成することで、リガンド結合に依存しないGPCRの弱いシ
グナル活性を生じること、ダイマー形成が安定化することで、シグナルを生じること、また、リガンド結合とダ
イマー形成が組み合わさることでシグナル生成を行うらしいことがはじめて明らかになった。
本発見によって、GPCRのシグナル制御に関連する、創薬等に新しい概念がもたらされると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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)に属する受容体は、ヒトでは約８００種類ほどあることが
知られており、創薬の主要な標的分子にもなっている。この 20年、会合体形成と機能が盛んに
議論されていたが、私を含むいくつかの研究グループによって、GPCRは動的なダイマー・モノ
マー平衡下にあることが分かってきた。特に私の研究では、GPCRの一つ、フォルミルペプチド
受容体を用いて、世界で初めてモノマー・ホモダイマーの平衡（平衡定数、オフレート、オンレ
ート）を決定した。その後、他の GPCRでも、動的なホモ・ヘテロダイマーを形成することを示
し、(1)一過的なダイマー形成は GPCRに普遍的な性質の一つであるらしいことを明らかにした。
さらに、(2)活性化によって、ダイマー寿命は最大約２倍長くなること、(3)ホモダイマーが、GPCR
の特徴であるリガンド非存在下での弱いシグナル活性（構成的活性。恒常的活性、基礎活性とも
略）の源であることも分かってきた。これらを基に、リガンド添加後は、一過的ダイマーの長寿
命化によって構成的活性が増し、シグナル生成に大きく貢献するという仮説を立てた。しかし、
最近私は、リガンド添加後のシグナルは野生型と同等に生じるが、ホモダイマー寿命が変化しな
い変異体を発見したことから、リガンドシグナル生成において、ダイマーの長寿命化の影響は限
定的であることが分かった。即ち、寿命変化だけでは刺激後のシグナル機能を完全には説明でき
ず、ダイマーの機能や意義は、刺激前後で大きく異なる可能性があることが分かった。これは、
ダイマー形成とリガンド結合が協同して多様な機能が生じる、という受容体の新しい活性化モ
デルの構築が必要であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
一過的なダイマー形成によって GPCR が生じる構成的活性と、リガンド結合が協同的に組み
合わさって働くことで多様な機能が生じる、という作業仮説を検証し、GPCR の活性化機構と、
ダイマー形成の制御の仕組みの理解を目指す。特に、リガンド添加後に形成される長寿命ダイマ
ーの生物学的意義を理解することを目指す。 
 
３．研究の方法 
細胞内蛍光 1分子観察法を用いて、GPCRの一過的なダイマー形成を直接可視化し、ダイマー
の生成解離のダイナミクスを調べる。さらに、二色同時蛍光 1分子観察も組み合わせて、GPCR
へリクルートしてくる分子が GPCR と結合解離する様子を直接捉え、ダイマーやモノマーに分
けて、シグナル分子との分子間相互作用を観察し、結合の時間や頻度を詳しく調べて研究を行う。
GPCRの活性化を可視化するイメージングプローブを作製し、ダイマー形成と受容体の活性化の
同時可視化を目指す。また、分子操作技術によってダイマー形成を人工的に誘導することで、リ
ガンドシグナルと受容体の活性化の関連を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) GPCRの一般的な性質として、活性化によって一過的なダイマー形成がやや安定化すること
が示唆された 
細胞内蛍光 1分子観察によって、ドーパミン D2受容体やβ２アドレナリン受容体は細胞膜上で
一過的なダイマー形成をするらしいことが分かった。リガンドやアゴニスト添加によって受容
体を刺激すると、どちらもダイマー寿命は約５０％長くなることが分かったことから、受容体が
活性化することで、ダイマーがやや安定化することが分かった。2つの GPCRで共通して見られ
た現象であるので、こうした性質は GPCR の一般的な性質である可能性が示唆された（引用文
献①、③）。 
 
(2) ダイマー形成した GPCRだけを 1分子観察するプローブの作製に成功した 
ダイマーを形成するGPCRだけを 1分子観察して調べるために、BiFC（Bimolecular Fluorescence 

Complementation）法によって受容体をラベルした。BiFC法では、まず、YFPなどの蛍光蛋白質
を、蛍光性を持たない２つの蛋白質部分、BiFC_Nと BiFC_Cに分けておき、それぞれ目的のタ
ンパク質にタグとして結合させる。目的のタンパク質同士が結合するなどして、距離が数ナノメ
ートル以下に近づくと、２つの無蛍光の蛋白質部分が蛍光蛋白質として再構成し、蛍光を生じる
ので、この蛍光を捉えることで目的のタンパク質の相互作用を確かめる方法である(引用文献①)。
親タンパク質として YFP を用いると、退色が早いことが分かったので、代わりに、蛍光性タン
パク質 CoralHueを用いた。 
この方法を用いて、２アドレナリン受容体(2AR)という GPCRをラベルしたところ、C末に
タグを導入した場合には BiFC 由来の蛍光を観察する事ができた。即ち、ダイマーを形成する
2ARだけをラベルする事に成功した。一方で、N 末に BiFCタグを導入した場合には、再構成
した BiFC由来の蛍光を捉えられなかったことから、2ARダイマーは、C末同士が近く、N 末
同士は離れている可能性が示唆された（投稿準備中）。 
 
(3) GPCRの活性化を 1分子レベルで直接捉えることに成功した 

GPCRの活性化を直接捉えるため、活性化した2ARの細胞質部分の構造を認識する抗体様小
分子、ナノボディを用いて調べた（Rasmussen, 2011）。ナノボディの分子量は通常の IgG抗体の
1/10程度と小さいうえ、得られている結晶構造解析画像から、GPCRにナノボディが結合しても



GPCRの側方に張り出さないためダイマー形成を阻害しないと考えられる。蛍光１分子観察によ
って、2ARを発現している細胞では、リガンド刺激後に、蛍光ラベルしたナノボディが細胞質
から細胞膜に多くリクルートしてくる様子を捉えることができた。すなわち、GPCRの活性化を
1分子レベルで直接捉えることに成功した（投稿準備中）。 
 
(4) ダイマーを構成する GPCRは刺激前でもある割合で活性化しているらしいことがわかった 
(1)で開発した GPCRダイマーの目印である BiFCと、(2)で開発した活性化した受容体を可視
化する蛍光ナノボディを、細胞内で二色同時蛍光１分子観察を行った。その結果、刺激前であっ
ても、GPCRダイマーにリクルートしてくるナノボディが観察されたことから、割合は不明であ
るものの、GPCRダイマーを構成する分子の一部はリガンド刺激前にすでに活性化していること
が分かった。また、リガンド刺激によって、ダイマーにリクルートしてくるナノボディの割合が
約３倍に増えたことが分かったことから、リガンド刺激後、ダイマーを形成する受容体が実際に
活性化したことを直接確認する事もできた。これらの結果は、GPCRの構成的活性がダイマーか
ら生じるとする（引用文献①）、従来の私の研究から得られた結果と矛盾しないことを示してい
る（投稿準備中）。 
 
(5) GPCRを生細胞中で人工的にダイマー化することに成功した 

GPCRを人工的にダイマー化するため、FKBPタグ蛋白質と関連タンパク質、およびそのリガ
ンドを中心に複数の方法を検討した。GPCR の中でタグを導入する場所も(2)を考慮して検討し
た。はじめに、FKBP/FRB/rapamycinシステムを用いた。すなわち、FKBPと FRBは、rapamycin(お
よび rapamycinアナログ)存在下でのみ、１：１で結合する分子複合体を形成することが知られて
いるため、これを用いて人工的に GPCRをダイマー化することを試みた。FKBP および FRB を
GPCRの C末側に結合させた改変受容体、2AR-FKBPと、2AR-FRBをそれぞれ作製した。ま
た、これら 2つの改変受容体を、同じ細胞に効率的に共発現させるためには、2Aペプチドとい
う自己切断型ペプチド配列を介して、一つの発現ベクター中に組み込んだ。これら 2つの改変受
容体を発現した細胞を用いて、rapamycinアナログ添加による人工安定ダイマーの誘導が可能か
どうか、蛍光１分子観察法を用いて調べた。その結果、野生型2ARでは観察されなかった、輝
点の蛍光強度が二段階に階段的に減少し退色する様子を捉えることができた。これは 2 つの蛍
光色素が色素の退色寿命まで離れなかったことを意味しており、野生型のダイマーよりも少な
くとも数倍安定なダイマーを人工的に誘導できたことを示している。しかし、発現効率やダイマ
ー生成効率をさらに向上させるため、別の方法も試すことにした。 
そこで、次に、変異 FKBP同士が、リガンド添加によってホモダイマー化する現象を用いるこ
とにした。受容体の C末にタグ蛋白質をラベルした2AR-FKBP_F36Vを作製し、細胞に発現さ
せた。蛍光 1 分子観察下で、ホモダイマー化リガンド、AP20187 を加えたところ、この方法で
も、輝点の蛍光強度が二段階に階段的に減少し退色する、人工的な安定ダイマーの形成を誘導す
ることができた。安定度は、FKBP/FRB/rapamycin で生じたダイマーと大きな違いは見られなか
った。以降の研究は FKBP_F36V/AP20187を用いることにした。 
 
(6) GPCRの人工なダイマー形成によって、細胞内シグナルを誘導することに成功した 
(4)で作製した、人工ダイマーの形成が誘導可能な GPCR、2AR-FKBP_F36Vを発現した細胞
にカルシウム指示薬 Fluo4-AMを加え、ダイマー形成によるシグナル生成の有無を調べた。その
結果、ダイマー化リガンドを加えると、細胞内のカルシウム濃度が一過的に上昇する様子を捉え
ることができた。すなわち、GPCRのダイマー化によっても細胞内のシグナルが生成されること
が初めて示された（引用文献①）。GPCR のダイマー・オリゴマー形成によって細胞内カルシウ
ム動員などのシグナルが生成されることは、抗体を用いた方法で過去にも示されているが（CCR2, 
Rodríguez-Frade, 1999）、今回の研究では先行研究とは異なる GPCRを用いて、厳密にダイマー形
成だけを誘導することによってシグナルが生じることが示された。これらの研究から、GPCRの
シグナル生成にオリゴマー、特にダイマー形成が共通して関連する可能性が示唆された。 
 
(7) まとめと今後の展望 
本研究の結果、蛍光 1 分子観察によって、２つの GPCR の一過的なホモダイマー形成を捉え
ることができた。特に、受容体の活性化に伴って一過的なダイマーがやや安定化することから、
ダイマー形成と機能の関連が強く示唆された（引用文献①、③）。過去の文献と併せて考えるこ
とで、一過的なダイマー形成や、活性化に伴う一過的ダイマーの安定化は、GPCRの一般的な性
質である可能性が示唆された（引用文献①、③、④）。 
また、新規に開発した、活性化した GPCR の構造変化を捉える活性化モニタープローブとダ
イマーモニタープローブを使って、直接確認することができた。これは、リガンド結合に依存し
ないGPCRのシグナル活性、構成的活性がGPCRの一過的なダイマーから生じるらしいという、
過去の私の研究で得られた知見を支持するが、矛盾しない。また、この際、ダイマー形成する



GPCRでは、N末同士が遠く、C末同士が近い可能性があるという新しい知見を得た。GPCRの
ダイマー界面はいくつか報告されているため(O’Dowd 2012; Jastrzebska 2017; Dijkman 2018)、実
際の GPCR ダイマー形成は複数の相互作用が組み合わさって複雑に制御されていると考えられ
る。今後、複数のダイマー界面や相互作用が、どのように用いられ制御されているか解明する必
要があると考えられる（投稿準備中）。 
次に、GPCRのダイマーの人工的な誘導に世界で初めて成功した。特に、蛍光１分子観察で直
接確認しながら、人工ダイマー形成を生細胞中で捉えた例はない。この人工ダイマー化技術を用
いて、GPCRのダイマー化だけで細胞内にシグナルが生成されることを示すことができた。種の
異なる GPCR でもダイマー形成によるシグナル生成が見られることから、ダイマー形成による
シグナル生成は GPCRに共通した機能である可能性も示唆された（引用文献①）。 
私の過去の研究から、リガンド結合した GPCR は、一過的に形成するダイマーがやや安定化
することがわかっていたが、ダイマー形成が安定化することで活性化するのか、活性化すること
でダイマー形成が安定化するのか、区別できなかった。しかし、本研究では、ダイマー形成を人
工的に誘導することでシグナルが生じることが分かったので、ダイマー形成が安定化すること
で受容体が活性化することが支持されたと考えている。すなわち、リガンドが結合したGPCRは、
リガンド結合によるシグナル生成と、ダイマー形成によるシグナルが協調して働くことが分か
った。本研究で得られた結果を含め、論文として投稿中である（引用文献①）。 
また、人工安定ダイマーから生じるシグナルは、GPCRの一過的ダイマーから生じる構成的活
性が強められたシグナルとも考えられるので、野生型 GPCR が生じる一過的なダイマー形成は
構成的活性が暴走しないよう制御する仕組みである可能性も示唆された。 
今後は、リガンド結合によるシグナルとダイマー形成によるシグナルがどのように使い分け
られているかを詳しく調べることや、クラス Cの GPCR ように安定ダイマーを定常的に形成す
る GPCRを調べることで、ダイマー形成の意義の普遍性を明らかにする。特に、クラス Cの GPCR
のような安定ダイマーの性質を調べるためには、長時間蛍光 1 分子観察法を用いることも検討
する（引用文献②）。 
本研究で得られた、生細胞中では、リガンド刺激とダイマー形成が組み合わさることでシグナ
ル生成を行っているらしいという知見は、GPCRの新しいシグナル生成モデルとなる可能性があ
る。 
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