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研究成果の概要（和文）：細胞間シグナル伝達に重要な役割を担う G 蛋白質共役型受容体

（GPCR）のシグナリング初期過程について FRET 解析を行った。GPCR および G 蛋白質各サ

ブユニットに蛍光蛋白質を付加し、細胞膜上で起こる反応を記録したところ、ロドプシン型に

分類される Gq 共役型受容体については、リガンド結合による活性化、GPCR と G 蛋白質と共

役および G 蛋白質の活性化について、それぞれ FRET 変化としてとらえることに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：G protein coupled receptors (GPCR) play important roles in the inter-cellular 

signaling and their initial signaling processes were investigated by FRET. FRET values between the 

fluorescent proteins tethered to the receptors and subunits of GPCRs were measured in living cells. As 

for the family A Gq coupled receptors, agonist-induced receptor activation, the coupling between 

receptor and G proteins and the activation of G proteins were detected as ligand-induced FRET changes. 
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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、重要
なシグナル伝達分子の一つである。一般的
に、GPCR は特定の G protein を活性化し細
胞内へ情報を伝達する。これに対し、代謝
型グルタミン酸受容体１型（mGluR1）は、
発現環境に依存して複数の G 蛋白質（Gs、
Gq、Gi/o）と共役し複数のシグナル伝達経
路を活性化することが知られていた。研究
代表者は細胞内カルシウム濃度変動・細胞
内 cAMP 濃度変動・Gi 依存性カリウム電流
などの記録により mGluR1 の多様なシグナ

ル伝達を確認し、さらに、その制御因子を
見出していた。複雑な GPCR のシグナル伝
達様式を解明するために、受容体と各種 G 

protein との相互作用を直接的に捉え、定量
的に解析する新たな手法が求められていた。 

２．研究の目的 

mGluR1 と各 G 蛋白質との機能的相互作用
を一分子観察により可視化し、結合親和性に
ついて定量的解析を行うことが、本研究の目
的であった。 
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３．研究の方法 

mGluR1 と各 G 蛋白質を蛍光蛋白質・蛍光
物質にて標識し、全反射照明下にてそれぞれ
の挙動を同時記録する。二種類の膜蛋白が、
同一点に比較的長く共局在することを 2 分子
の結合と定義して、2 分子の会合・解離につ
いて解析を行う。そのためには、蛍光標識受
容体や蛍光標識 G protein がそれぞれ機能的
に会合しなければならない。そこで、先ず、
細胞膜レベルでの FRET 解析を先に行い、標
識蛋白質の機能的会合について調べた。 

 
４．研究成果 
(1) mGluR1 と G protein の FRET 実験 

mGluR1 の細胞内領域に蛍光蛋白質(FP)を付
加したコンストラクトは有しており、その機
能的特徴も把握していた。そこで、新たに、
各 G 蛋白質サブユニットに FP を付加したコ
ンストラクト（Gq-CFP、YFP-G）を作製し、
作用薬投与時の FERT 変化を全反射照明下に
て測定した。 

 

① Gq 蛋白質活性化に関する FRET 実験 

Gq protein の活性化を Gq -CFP と YFP-G

間での FRET 変化として記録した。

ムスカリン受容体 1 型（M1R）、ムスカリ
ン受容体 3 型（M3R）、代謝型プリン受容体 1

型（P2Y1）は Gq 共役型受容体でありロドプ
シンファミリーに分類される受容体である
が、これら受容体を作用薬にて活性化した時
に Gq-CFP と YFP-G間での FRET 減少がみ
られた（図 1、左 3 列）。即ち、受容体刺激時
に起こる Gq protein の活性化を FRET 変化と
してとらえることに成功した。このコンスト
ラクトでは、FP は Gq サブユニットのαへ
リックス BC 間ループに挿入されている。他
のループや C 末端に FP を付加したコンスト
ラクトでは、図 1 のような FRET 変化は検出
できなかったことから、BC 間ループに FP を
挿入したコンストラクトを用いて実験を行
った。 

ロドプシンファミリーとは異なるGPCRフ
ァミリーに属する mGu1 においては、全長型
mGluR1a で FRET 減少を起こさず、C 末端欠

損型 mGluR1(mGluR1-F876stop)で FRET 減少
を起こすという結果を得た（右 2 列）。これ
らの結果は、蛍光蛋白質付加 Gq サブユニッ
トと mGluR1a の会合に対して mGluR1a の長
いC末端領域が阻害的に働くことを示唆する
ものである。これは、C 末端領域が多様な G 

protein との共役に影響を与えるという、これ
までの我々の知見に一致するものであった。 

 

② 受容体と Gの会合に関する FRET 実験 

次に、受容体と Gq サブユニットの会合を
receptor-YFP と CFP-G間での FRET 変化とし
て検出する実験を行った。 

ロドプシンファミリーの Gq 共役型受容体
の C末端に YFPを付加した受容体（M1R-YFP、
M3R-YFP、P2Y1-YFP）と GqG2 サブユニ
ットおよび CFP-G1 を共発現させて、FRET

実験を行った。作用薬投与に伴う FRET 増加
がみられ、この FRET 増加は作用薬の除去に
より消失した（図 2）。また、Gq サブユニッ
ト不在時には FRET 増加が見られなかったこ
とから、FRET 増加は Gq protein と受容体の
会合を示すと考えられた。一方、C 末端を短
くしたmGluR1にYFPを付加したコンストラ
クト（mGluR1-P881-YFP）では、作用薬投与
による FRET 増加が見られなかった。この結
果は、FP の立体障害効果の差異を反映するも
のと考えられた。即ち、ロドプシンタイプ受
容体と mGluR1 では Gq protein との会合状態
に差異があるということを示唆する。 

以上の結果から、C 末端に蛍光蛋白を付加
した mGluR1 と蛍光標識 G proteinサブユニッ
トは会合しないということが明らかとなっ
た。この点においてはネガティブな結果であ
るが、Gq protein と Gq 共役型受容体の FRET

解析において、複数種の受容体を用いた体系
的研究は、本研究が初めてのものであり
GPCR の活性化機構の解明に大いに資するも
のであると考えられる。現在、ロドプシン型
受容体と Gq 蛋白質の会合解離に関する
FRET 解析を、さらに進めているところであ
る。 



 

 

(2) mGluR1 による G protein 活性化機構の
多様性についての研究 

mGluR1 は 2 量体で構成されため、2 つのグ
ルタミン酸結合部位と 2つのG protein結合部
位を有する。さらに、mGluR1 は、グルタミ
ン酸と結合していないサブユニットを介し
て Gq 経路を活性化する（trans-activation）こ
とが知られている。そこで、mGluR1 の C 末
端に YFP をつけるのではなく、2 番目の細胞
内ループに付加したコンストラクト（i2-YFP）
と CFP-Gとの FRET 実験を行う目的のもと
に、野生型 G 蛋白質との機能的会合を調べた。 

 Trans-activation を確かめるため、グルタミ
ン酸結合不全変異体（R78L-mGluR1）と G 

protein との共役を阻害する i2-YFP を共発現
し、その機能解析を行った。まず、Gq 経路
下流に位置する TRPC チャネルがグルタミン
酸投与により活性化されることを見出し（図
3 右中段）、i2-YFP サブユニットが 2 量体に含
まれていても野生型 Gq 蛋白質と会合できる
ことを確認した。一方、野生型 mGluR1 は Gi/o

経路下流の GIRK チャネルを活性化したが
（図 3 左下段）、R78L-mGluR1 と i2-YFP のヘ
テロ 2 量体では、GIRK 電流の活性化が見ら
れなかった（図 3 右下段）。これらの結果は、
2 量体型受容体活性化機構の多様性を示すと
ともに、受容体活性化機構の違いにより活性
化されるシグナル伝達経路も異なることを
示すものである。多様な活性化機構とシグナ
ル伝達経路との対応について、更に詳細に解
析し報告した（発表論文 1）。 

これら機能解析から、 i2-YFP と野生型
mGluR1 のヘテロ 2 量体が Gq protein と共役
出来ることが明らかとなったので（図 3 右中
段）、i2-YFP と CFP-G間での FRET 解析を行
った。GqG2 サブユニットを今日発現させ
た条件でも、グルタミン酸投与時に有意な
FRET 変化は検出されなかった。これは、
mGlu1R の C 末端に YFP を付加した場合と同
じ結果であった。 

 

上記（1）と（2）の結果は、mGluR1 に付

加した蛍光蛋白質が蛍光標識 Gq サブユニッ
トとの共役を阻害する可能性を示している。
これは、蛍光蛋白質を付加した mGluR1 と蛍
光標識 Gq サブユニットの共局在を一分子観
察により記録することが不可能であること
を意味する。即ち、蛍光蛋白質による mGluR1

の標識法は、本研究の当初の目的に適してい
ないことが明らかとなった。しかしながら、
ロドプシンファミリー受容体と Gq protein 会
合の FRET 解析は、GPCR の機能解明に大き
く寄与するものと思われる。 

 

(3) Gi/o protein と受容体の FRET 実験 

我々は、mGluR1 が Gi/o protein とも共役す
ることを報告している。そこで、mGluR1 と
Gi/o protein の共役を FRET で捉えることを
考え、先ず、Gi/o 共役型受容体と Gi/o protein

の FRET 解析を行った。 

ロドプシンファミリーの Gi/o 共役型受容
体であるアデノシン受容体 1a 型(A1aR)とド
パミン受容体 2 型 (D2R)を用いて実験を行っ
た。それぞれの受容体 C 末端に YFP を付加
し、CFP-Gサブユニットとの FRET 解析を行
った。実験には、野生型 Gi1G2 サブユニッ
トを共発現させた。Gq 共役型受容体と同様
に、A1aR-YFP では作用薬投与時の FRET 増
加、作用薬除去による FRET 増加の消失を確
認した（図 4 左）。これに対し、D2R-YFP で
は作用薬投与時の FRET 増加が見られなかっ
た。この結果から、同一ファミリーに属する
受容体であっても Gi/o protein との共役様式
は異なることが示唆された。 

次に、mGluR1 と同じファミリーに属する
Gi/o 共役型受容体 GABAB 受容体でも同様な
実験を行った。GABAB 受容体は GABA 結合
サブユニット GB1 と Gi/o 共役サブユニット
GB2 からなるヘテロ 2 量体である。そこで、
Gi/o と会合しない GB1 サブユニットの細胞
内領域に FP を付加したコンストラクトを作
成した。GB1-FP と野生型 GB2 のヘテロ 2 量
体に作用薬を投与すると Gi/o 下流の GIRKチ
ャネルが活性化した。この結果は、このヘテ
ロ 2 量体が trans-activation により Gi/o protein

と会合することを示している。しかしながら、



 

 

GB1-FP と CFP-Gサブユニット間の FRET は
作用薬投与により変化しなかった。これらの
結果は、mGluR1 と Gq protein の機能解析お
よび FRET 解析で得られた結果と同様である。
我々は、GABAB 受容体の FRET 解析から、作
用薬の結合による GABAB 受容体活性化様式
は、ロドプシンファミリー受容体よりも
mGluR1 に近いということも報告している
（発表論文 2 、3）。以上の結果から示唆され
る、「ファミリーの差異により受容体活性化
機構および G protein 会合様式に差異が生ず
ると」いう可能性は、GPCR の構造機能相関
を考える上でも興味深く、新たな研究テーマ
としてのシーズとなりうるものと考えてい
る。 
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