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研究成果の概要（和文）：Ｇ蛋白共役型受容体はダイマーで機能していると信じられている。
我々は、α1A 受容体と相互作用する Snapin を発現させた細胞を用いて、研究を行った。
Snapin はα1A 受容体と結合するが、Snapin 自身も２量体を作る。我々は Snapin の２量
体形成に伴い、α1A 受容体も２量体を形成していることを示唆するデータを得たが、Hill
係数の解析から、驚くべきことに、従来の受容体とは異なり、2 量体の受容体にたいして
１つのアゴニストが結合することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Functional G-protein coupled receptors are believed to be 
functionalwhen dimerized. Still, in the receptor dimer, each subunit (one receptor 
molecule) binds to one agonist, respectively. When coexpressed with Snapin, which 
intereacts with alpha-1A receptors, Sanpin also dimerizes, and each Snapin can bind to 
the receptor. Thus, alpha-1A receptor can also form dimmer. Interestingly, the receptor 
dimer with Snapin can bin only to one agonist, suggesting that the functional dimmer 
when coexisted with Snapin may form a different structure from the dimmer without 
Snapin. 
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１．研究開始当初の背景 
 

（１）GPCR がホモダイマーを形成する

生理学的意義は不明でした。 

 GPCR は、よく知られているように

アドレナリン受容体、ムスカリン受容

体などを含む最も大きな生体蛋白ファ

ミリーの１つです。GPCR は、以前よ

りダイマーを形成することが示唆され

ています。近年は様々な受容体がヘテ
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Hill 係数= 1 Hill 係数 = 1  Hill 係数 = 約 0.5

図１：受容体がダイマーを形成しても、B のようにそれぞ

れの分子（サブユニット）が独立にアゴニストと結合して

セルシグナルを出すのであれば単量体として機能する場合

(A)と区別できない。生理学的意義があるダイマーは、C の

様な１分子のアゴニストがダイマーに結合する時であると

考えられる。 

ロダイマーを形成し、新しい機能を示

すことが明らかにされてきました。し

かし、ホモダイマーを形成する受容体

においては、図 1 に示すように、一分

子それぞれ独立にリガンドが結合し、

細胞内シグナルが誘導されることが予

想されています。しかし、これでは、

GPCR 受容体において、ホモダイマー

が形成されるべき生理学的意義を説明

することができません。 

 

（２）受容体と相互作用する様々なタン

パクが同定されてきました。 

 私たちは、1A 受容体に相互作用する

Snapin というタンパクが1A受容体、お

よびTRPCチャネルと複合体を形成する

ことにより、受容体作動性 Ca2+流入を誘

導することを、初めて明らかにしました

(Suzuki, et al., 2007)。このように、受容

体に密接に相互作用して、「接着剤」のよ

うな機能をもつ分子が近年いくつも発見

されてきました。 

（３）受容体は、ダイマーを形成しない

と Ca2+シグナルを誘導することができな

い場合があります。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、受容体がホモダイマー

を形成したときと、そうでないときに、

受容体の性質の違いがあることを明らか

にし、ホモダイマーを形成する生理学

的・薬理学的意義を明らかにすることで

す。 

これをα１アドレナリン受容体を用いて

明らかにすることがこの研究の当初の目

的でした。また、研究の進行と共に受容

体に結合するタンパクがあるときとない

ときで受容体のアゴニストとの結合様式

が変化することもわかってきました。 

 

３．研究の方法 

（１）受容体タンパクと相互作用するタ

ンパク質と、α１受容体を共発現させ、細

胞内Ca2+濃度をFura-2 ratiofluorometryを

用いて、測定し、ダイマーを形成するか

どうか濃度－作用曲線を用いて調べまし

た。 

（２）アゴニストとして、ノルアドレナ

リンやα１選択的な methoxamine を用い

て調べました。また、数種類のアンタゴ

ニストを用いました。とりわけ、α１A 受

容体に選択的な silodosineや非選択的 α１

受容体遮断薬である prazosin を用いて実

験を行いました。 

（３）Snapin や α１受容体のそれぞれの N

端または C 端に CFP あるいは YFP を結合

させた融合タンパク質を発現させ、FRET

にて相互作用を調べました。 

 

４．研究成果 

(1) α１A 受容体を発現させた細胞をア

ゴニストにより刺激すると、細胞内 Ca2+

は上昇します。私たちは、α１A 受容体

を発現させた細胞に、受容体相互作用タ



 

 

ンパク Snapin を共発現させた細胞を用

いて、アゴニストによる細胞内 Ca2+上昇

を観察したところ、Snapin が発現してい

ない細胞とは、アゴニストによる細胞内

Ca2+上昇の濃度－作用曲線の形が異なる

ことに気づきました。Snapin を共発現さ

せなかったとき(受容体単独)は、濃度－

作用曲線のHill係数は１であったのに対

して、Snapin を共発現させたときは、

Hill 係数は 0.5 でした（図２）。このこと

は、Snapin 非存在下においては、（たと

えそれがダイマーを形成しようとも）受

容体１ユニットはそれぞれ独立にアゴニ

スト１分子と結合し、Ca2+シグナルを誘

導するのに対し、Snapin 存在下において

は、受容体２ユニット（ホモダイマー）

に対してアゴニスト１分子が働いて初め

て、Ca2+上昇機構が機能することを意味

していると考えられます。このアゴニス

ト１分子に対してホモダイマーで応答す

る受容体は、機能性ホモダイマーを構成

するものと考えられます。 

 

(2) Snapin 存在下においては、受容体２

ユニット（ホモダイマー）に対してアゴ

ニスト１分子が働いているかどうかを、

さらに確認するために、いくつかのアン

タゴニストを用いて、Snapin 存在下・非

存在下における濃度－抑制作用を調べま

した。この結果、Snapin 発現細胞でノル

アドレナリン10-5 M存在下では多くのア

ンタゴニストは（アゴニストの時と同様）

Hill係数0.5にて受容体に結合しました。 

 

(3) BiFC 法を用いた解析で Snapin がそ

のN端で結合して２量体を作ることが明

らかになりました。FRET を用いた解析

にて、Snapin の C 端とα１A 受容体が

結合することが明らかになりました。ま

た、Snapin 同士は、N 端で互いに結合す

ることは FRET 法でも確認されました。 

 

以上のことから、Snapin 存在下では

Snapin の２量体を介して、α１A 受容体

は２量体を作ることがわかりました。そ

の２量体は、Snapin のないときに存在す

ると考えられている（おそらく弱い結合

をしている）２量体と比べて、agonist

や antagonist の結合様式が異なること

や、その後の細胞内シグナルの活性化が

 

図２ タンパク S の共発現によって、アゴニストと

受容体の結合様式が変わったと思われるプレリミ

ナリーな実験データ。S により Hill 係数は 0.5 とな

り、受容体が機能的ホモダイマーを形成している

ことが示唆される。 
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異なることが示唆されました。 
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