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研究成果の概要（和文）：細胞性粘菌や白血球のような走化性細胞は広い濃度レンジに渡って化学物質の濃度勾
配に応じた細胞運動を示す。濃度レンジ拡張には三量体Gタンパク質の空間制御であるGタンパク質シャトリング
が必要である。本研究では、Gタンパク質シャトリング機構の中心となるGタンパク質とその結合因子であるGip1
の複合体形成について構造に基づいた理解に到達した。Gip1は疎水性の穴を持つカゴ状の構造を持ち、この穴に
Gタンパク質ガンマサブユニットの脂質修飾が刺さることで複合体形成をしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Chemotactic cells, such as Dictyostelium discoideum cells or neutrophils, 
can migrate along chemical gradients over its broad ranges. The dynamic rages are expanded by 
trimeric G protein shuttling between the cytoplasm and plasma membrane. Gip1 binds to and 
dissociates from cytosolic G proteins. This study revealed that Gip1 had a cylinder-like fold with a
 central hydrophobic cavity by an X-ray crystal structural analysis. The Gip1 cavity underlies the 
complex formation with G proteins which provides a biding site through the lipid modification of its
 gamma subunit.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 走化性　三量体Gタンパク質　ダイナミックレンジ制御　三量体Gタンパク質シャトリング　Gip1　細胞
性粘菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
走化性は初期発生、免疫応答などで重要な機能を持つ。細胞性粘菌や白血球のような走化性細胞は化学物質の濃
度勾配に沿った細胞運動を、広い濃度範囲にわたって行うことが知られている。濃度勾配情報はGPCRシグナリン
グによって処理される。走化性物質の濃度が高くなると、三量体Gタンパク質が細胞質から細胞膜へと局在を変
えるGタンパク質シャトリングが必要になる。この制御にはGタンパク質結合因子Gip1が必須の役割を持つ。本研
究ではGip1の構造から三量体Gタンパク質との複合体形成機構を明らかにし、Gタンパク質シャトリングの分子基
盤について理解を深めた。

※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 

白血球や細胞性粘菌などの走化性細胞は、外界にある化学物質のわずか１％程度の濃度差を

10 万倍にも及ぶ広い濃度レンジで知覚することができる（J.Cell.Biol.,75, p606,1977; 

J.Cell.Biol.,108,p973,1989）。細胞性粘菌は栄養が枯渇すると自ら cAMP を細胞外に分泌し走

化性応答を示す。cAMP に対する走化性応答は最も研究が進んでいるモデルシステムである。cAMP

は G タンパク質共役型受容体（GPCR）cAR1 に結合し、三量体 G タンパク質（以下、G タンパク

質）G2-Gによって下流にシグナルを伝える。これまでの研究では、cAMP 受容体が刺激依存的

にリン酸化を受け、cAMP に対する感受性を下げることで、ダイナミックレンジが拡張している

と考えられてきた。しかし、リン酸化がおこらないような変異受容体でも、ダイナミックレンジ

への影響はわずかであり（J.Biol.Chem.,272,p27313,1997）、その他の分子機構の存在を示唆す

るものであった。 

我々は走化性物質のセンシング機能を調節する因子を探索し、Ｇタンパク質と結合する Gip1

（G-protein interacting protein 1）を同定した（PNAS,113,p4356,2016）。面白いことに Gip1

破壊株では高濃度での走化性能が顕著に低下しており、Gip1 が走化性におけるダイナミックレ

ンジ調節に極めて重要であることがわかった。また、細胞膜で機能する Gタンパク質が細胞膜と

細胞質を行き来する「G タンパク質シャトリング」という現象を見出し、この反応に Gip1 が必

要であるとこを明らかにした。これまでの結果からダイナミックレンジ拡張機構について次の

ような新たなモデルを提唱している。（１）Gip1 は Gタンパク質と結合し、その一部を細胞質プ

ールとして維持する。（２）走化性物質の刺激によって Gタンパク質シャトリングが変調を受け、

細胞質中の Gタンパク質が細胞膜へと移行する。（３）このような Gタンパク質の空間制御によ

って、Gタンパク質が細胞膜上で再分配され、枯渇することなく高濃度側でも十分な勾配情報を

獲得できる。GPCR シグナリングには多くの研究があるものの、このような G タンパク質の空間

制御はほとんど知られていない。走化性ダイナミックレンジ調節における G タンパク質の空間

制御の分子基盤を明らかにすることで、真核生物で広く保存されている GPCR シグナリングの理

解を深めることに繋がる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、走化性のダイナミックレンジを広く維持する分子基盤を理解する。走化性細胞は、

約 10 万倍の濃度レンジにわたって走化性応答を示す。申請者はこのダイナミックレンジ制御に

三量体 G タンパク質の細胞内シャトリングという空間制御が関与することを見出した。細胞内

シャトリングは走化性物質の勾配下で適切な量の G タンパク質を反応の場である細胞膜に供給

することで、ダイナミックレンジを拡張している可能性が高い。そこで、Gip1 と G タンパク質

の結合様式を明らかにすることで、Gタンパク質の空間制御を理解することを試みた。 

 

３．研究の方法 

Gip1 と G タンパク質の結合様式を明らかにするために、以下の研究を実施した。 

（１） Gip1 の G タンパク質結合ドメインの X線結晶構造解析。 

Gip1 は N 末端側に PH ドメイン、C 末端側に G タンパク質との結合ドメインを持つ。本

研究では、Gタンパク質結合ドメインである Gip1 の C 末端側を大腸菌で大量発現し、精

製、結晶条件を検討した。作製した結晶を用いて X線を照射し、回折を得た。このデー



タを使い構造モデルを構築した。 

（２） 生化学的、遺伝学的手法による Gタンパク質の Gip1 結合部位の同定。 

G タンパク質側の Gip1 結合部位を同定するため、まず、サブユニット、サブユニッ

トへの結合性を生化学的に解析した。その結果、サブユニットが主に結合に関与する

ことがわかった。そこで、次にサブユニットに注目し脂質修飾部位を欠失した変異を作

製し、生化学的、遺伝学的に Gip1 との結合性とシャトリング機能について調べた。 

（３） Gip1 網羅的変異導入法による Gタンパク質結合とシャトリング機能の相関解析。 

X 線結晶構造解析から Gip1 は疎水的な穴を持つカゴ状の構造をしていることがわかっ

た。我々はこの穴に G タンパク質のサブユニットの脂質修飾が刺さることで複合体を

形成していると予測した。そこで、疎水的な穴を形成するアミノ酸に比較的大きな側鎖

を持つトリプトファン置換を網羅的に導入し、G タンパク質との結合性とシャトリング

機能を検討した。また、Gタンパク質との結合に重要な部位を同定するため、Gip1 に対

して網羅的アラニンスキャニング変異を導入し、G タンパク質との結合性とシャトリン

グ機能を検討した。 

（４） G タンパク質シャトリングと走化性ダイナミックレンジの機能相関解析。 

トリプトファン、アラニン変異を導入した Gip1 で G タンパク質との結合に異常を示し

たものについて、走化性ダイナミックレンジをマイクロピペットアッセイと２-ドロッ

プアッセイにより評価した。マイクロピペットアッセイでは、濃度勾配を走化性物質で

ある cAMP を詰めたガラスピペットを使い形成する。この勾配に対する粘菌細胞の走化

性応答を評価した。２-ドロップアッセイでは、粘菌細胞の懸濁液と 10 nM〜1 mM の cAMP

溶液の液滴を 2 mm の間隔で並置し、液滴内の細胞が cAMP 溶液側に移動するか否かで走

化性の応答を評価した。 

 

４．研究成果 

Gip1 の G タンパク質との結合ドメインについて X 線結晶構造解析に成功した（Nature 

Commun.,9,4635,2018）。このドメインは６つのαヘリックスがカゴ状構造をとりその中央に疎水

性の穴が空いていた（図１）。また、この穴の中にはタンパク質を調整した大腸菌由来の脂質分

子が確認された。これは、Gip1 の疎水性の穴に三量体 G タンパク質の脂質修飾部位が刺さるこ

とで複合体を形成していることを示唆した。 

次に、Gip1 との結合に必要な Gタンパク質側サイトを決定した。まず、Gタンパク質のサブ

ユニットとサブユニットのどちらが Gip1 との結合に関与するかを調べた。その結果、サブ

ユニットが主要な役割を果たしていることがわかった。サブユニットの C 末端側は脂質修飾さ

れる CAAX 配列を持っており、実際ゲラニルゲラニル化されていることを確認した。CAAX サイト

を欠失したサブユニット（CAAX）を作製し細胞内で機能を調べた。その結果、変異（CAAX）

は細胞膜に局在することができず、栄養飢餓による子実体形成にも異常を示した。次に、細胞内

あるいは in vitro で Gip1 とサブユニットの結合をプルダウンにより調べたところ、野生型

サブユニットで観察された結合が変異（CAAX）では観察されなかった（図 2）。これらのこ

とより、サブユニットの脂質修飾は、G タンパク質の細胞膜への局在に加えて Gip1 の結合に

必須であることが明らかとなった。 

これらの結果は、Gip1 の疎水性の穴がサブユニットの脂質修飾との結合に関与しているこ

とを強く示唆していた。そこで、Gip1 の疎水性の穴を形成するアミノ酸残機を構造情報に基づ

き抽出し、トリプトファン残基に置換した。トリプトファンの側鎖は比較的大きいため、Gip1 の



穴を物理的に塞ぐことが期待された。実際これらの変異 Gip1 の多くが Gタンパク質と結合でき

ないことをプルダウンにより確認した。野生株では G タンパク質は細胞膜に加えその一部は細

胞質に局在する。しかし、トリプトファン変異 Gip1 を持つ細胞は細胞質 Gタンパク質が見られ

ず、細胞膜にのみ局在した。これらの結果から、Gip1 の疎水性の穴が G タンパク質との結合に

関与していることが確認された。 

さらに、Gip1 の疎水性の穴以外に G タンパク質との結合に必要な部位がないかを網羅的アラ

ニンスキャニングにより調べた。その結果、Gip1 の C 末端が重要であることがわかった。この

部分は穴の形成には関係なく、穴の入り口部分の形成に重要な役割を果たすようであった。 

我々はすでに Gip1 が cAMP に対する走化性のダイナミックレンジを高濃度側に拡張すること

を見出している。そこで、G タンパク質と結合できない変異 Gip1 を持つ細胞の走化性能を調べ

た。これらの変異株では gip1 破壊株同様、高濃度域での走化性効率が低下していた。これらの

ことから、Gip1 は穴を介して G タンパク質と結合することで正常に機能し、粘菌細胞が高濃度

の誘引物質に対して効率的に走化性運動をするために重要であることがわかった。 

最後に、今回の研究では Gip1 の立体構造を２種類明らかにした。この２種類の全体像はほぼ

同じであるものの、Gip1 の一部が内部に押し込まれて疎水性の穴がへこみ、穴の大きさに違い

が出ていた。以前の観察から、細胞外の誘引物質刺激によって Gタンパク質は Gip1 から離れ、

細胞質から細胞膜へとその居場所を変えることがわかっていた。おそらく、Gip1 は細胞外から

の刺激があると、穴の大きさを変化させることで、Gタンパク質との結合の強さを調節している

のではないかと予想された（図３）。 

 

 

 

 

 

 

  

 

図１．Gip1 の G タ
ンパク質結合ドメ
インの X 線結晶解
析モデル。 

図２．G タンパク質サブユ
ニットの脂質修飾が Gip1 と
の結合に必要。野生型 G 
（WT）と脂質修飾欠失変異
（CAAX）をプルダウンし、
Gip1 との共沈降をウェスタ
ンブロット解析。 

図３．Gip1 依存的 G タンパク質
シャトリングモデル。 
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