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研究成果の概要（和文）：本プロジェクトの目的はGPCRを利用したバイオセンサーの開発およびオーファンGPCRのリガ
ンド探索スクリーニングシステムの構築である。分裂酵母に外来性GPCRを発現させて、リガンド応答を検出するための
レポーター株を構築した。分裂酵母には二つのGPCR経路があり、接合フェロモンシグナル伝達経路とグルコース伝達経
路の下流にGFPを置くことで、シグナルの定量的な評価が可能なアッセイを確立した。これらのレポーター株に外来性G
PCRを機能的に発現させるため、外来性GPCR のN末端や C末端を改変した。この結果分裂酵母由来のP3シグナルをN末端
に付加した場合に外来性GPCRの発言量の増加が見られた。

研究成果の概要（英文）：G-protein-coupled receptors (GPCRs) are seven transmembrane proteins and 
activated by hormones, odorants, neurotransmitters, and so on. GPCRs are one of the most potential drug 
targets. However, it is difficult to reproduce functional GPCR expression in heterologous cells due to 
the unknown mechanism of its trafficking and folding. The purpose of this project is the development of 
the ligand screening system for orphan GPCR and the construction of biosensor that utilizes the GPCR. The 
reporter strains for detecting a ligand response for an exogenous GPCR were constructed by using fission 
yeast. The fission yeast has two GPCR pathway. One is the glucose pathway and the other is the pheromone 
pathway. In this project, GFP reporter systems for both receptors have been constructed. The both 
transformed cells showed the ligand dependence activity. To increase the expression of the exogenous GPCR 
in the cells, the exogenous GPCR was modified with P3 signal derived from the fission yeast.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
G タンパク質共役型受容体（GPCR：G 

Protein-Coupled Receptor）は、細胞膜を 7

回貫通する特徴的な構造をしている。GPCR が

細胞外のホルモンや神経伝達物質などを受

容すると、GPCR の構造変化が起こり、共役し

ている三量体 Gタンパク質が活性化され、さ

らに下流のシグナル伝達カスケードが活性

化されていく。ヒトゲノムにコードされてい

る GPCR は約 800 種類あり、その約半数が匂

いを感知する嗅覚受容体である。その他のも

のは生体内の様々な生理作用に関与してお

り、疾病治療薬の開発研究の標的として注目

されている。現在市場で流通している薬剤の

約 40%は GPCR 標的薬だといわれている。創薬

の対象となる生体反応に関わるGPCRのうち、

約150種はリガンドが特定されていないオー

ファン GPCR とよばれるものである。そのた

め、こうしたオーファン GPCR のリガンド特

定は新薬開発にとってキーポイントとなっ

ており、世界の製薬企業が GPCR を対象とし

た研究を行っている。一方、ヒトの嗅覚受容

体は 400 種類程度であり、我々の身の回りの

匂い物質は数十万種類あるといわれている。

これは、受容体と匂い物質は厳密な一対一の

対応ではなく、ひとつの嗅覚受容体は共通の

構造を持つ複数の匂い物質を認識すること

ができるためである。しかし、個々の嗅覚受

容体や匂い物質の機能解析は進んでおらず、

ほとんどの嗅覚受容体はリガンドが特定さ

れていない。このよう創薬や嗅覚研究に共通

した課題がオーファン GPCR のリガンド特定

である。このために GPCR の異種発現は様々

な細胞株で試みられているが、どの宿主を用

いても「機能的な膜発現」が最大の課題とな

っている。哺乳類 GPCR を異種発現させる場

合、輸送経路や翻訳後修飾が最も適している

と思われる動物細胞ですら、膜発現の成功は

運による部分が大きいというのが現状であ

る。HEK293 細胞を使用してマウス Trace 

Amine Associated Receptor（mTAAR）ファミ

リーを異種発現させた実験を例に挙げる。こ

の実験では HEK293 を宿主として用い、野生

型の受容体を強制発現させた株と、膜移行促

進のためにN末端ドメインから第一膜貫通領

域をウシロドプシンのものと置換したキメ

ラ受容体を発現させた株に対してレポータ

ーアッセイを行っている。mTAAR1、5、7f は

野生型とキメラ体の応答に違いはなかった

が、mTAAR3 では野生型でしかリガンドに応答

できなかった。逆に mTAAR4 はキメラ体でな

いとリガンドに応答できなかった。異種発現

系では、どうすれば機能的な GPCR を発現さ

せることができるということが全く分かっ

ていない状況であり、解決策を見つけるため

に、分裂酵母を異種発現のプラットフォーム

とした本プロジェクトの研究がある。 

 
２．研究の目的 
本プロジェクトは GPCR を利用したバイオセ

ンサーの開発およびオーファン受容体のリ

ガンド探索スクリーニングシステムの構築

である。ホスト細胞としては動物細胞と比べ

て遺伝子導入・欠損や飼育が容易である酵母

を選択した。さらに出芽酵母を含むすべての

酵母の中でも進化、脂質修飾様式、遺伝子相

同性といった観点において最も哺乳類に近

い特徴を持つという理由から分裂酵母を選

択した。分裂酵母にはフェロモン系とグルコ

ース系の二つの GPCR 経路がある。GPCR であ

る接合フェロモン受容体 Map3、Mam2 の下流

では接合フェロモンシグナル伝達経路上で

シグナル伝達が行われる。どちらの GPCR も

共通の伝送路を利用している。接合フェロモ

ンを受容したこれらの GPCR は G タンパク質

αサブユニットであるGpa1と共役し、MAPKKK

である Byr2、MAPKK である Byr1、MAPK であ

る Spk1 からなる MAP カスケードにシグナル

を伝達する。このシグナルが減数分裂のキー

転写因子であるste11遺伝子の発現を促進し、

さらに下流の関連タンパク質の発現が誘導



される。グルコースを受容する受容体 Git3

は、Gαサブユニット Gpa2 と共役している。

Gpa2 は Gβサブユニット Git5、Gβサブユニ

ット Git11 とヘテロ三量体を構成している。

Gpa2 はアデニリルシクラーゼ Cyr1 を活性化

して cAMP 濃度を増加させる。これらの経路

のリガンド検出系を確立し、さらに分裂酵母

の GPCR を哺乳類の GPCR と置換して、哺乳類

の GPCR のリガンド検出系を構築することを

本プロジェクトの目的としている。 

 
３．研究の方法 
Gタンパク質共役型受容体のリガンド探索

のため、分裂酵母のシグナル伝達経路を利

用し、伝達経路の下流シグナルによりレポ

ーター遺伝子が発現するように酵母を設計

する。フェロモン系では酵母の内在性 GPCR：

Mam2 にそのリガンドである酵母接合フェロ

モン：P 因子添加時の下流シグナルの転写量

増加を調べ、増加量の多いものをいくつか選

択して、それらのプロモーター領域を使って

GFP を発現させる。グルコースシグナル伝達

経路では、グルコースシグナル伝達によって

抑制される遺伝子である fbp1 のプロモータ

ーと GFP を融合したレポーターを導入し、こ

の fbp1-GFP 融合レポーターの性能を評価す

る。フェロモンとグルコースシグナル伝達経

路を並行して使用することによって異種発

現させる GPCR の種類も増やせると考えられ

る。 

次に分裂酵母の GPCR を哺乳類の GPCR に置換

し、分裂酵母で機能的に発現させる。哺乳類

の嗅覚受容体やフェロモン受容体などの

GPCR を哺乳類の細胞で強制発現させた

場合、理由は不明であるが発現後、細胞膜

に移行できるものとできないものに分類さ

れる。酵母で哺乳類の外来性 GPCRを発現

させた場合も同じように細胞膜に移行でき

るものとできないものに分類されると予想

される。そこで、哺乳類のいろいろな種類

の GPCRの C端に GFPを導入し、細胞膜

への移行を調べる。細胞膜への移行が困難

な受容体については、N端領域の改変など

をおこない、全ての外来性の GPCRが酵母

の細胞膜で発現できるように工夫する。

GPCRは、細胞膜移行には N端近傍領域が、

細胞内シグナル伝達系には C 端近傍領域、

リガンドとの結合には中央の領域が主に関

与していると考えられている。外来性の

GPCRを酵母で発現させ、膜移行と酵母の

細胞内シグナル伝達系とリンクさせるには、

外来性の GPCRの N端近傍領域と C端近

傍領域を酵母の GPCR に置き換えること

が有効と考えられる。この際、リガンドと

の特異性が変化してしまう可能性があるの

で、すでにリガンドが特定されている受容

体について、キメラ蛋白質を作製し、リガ

ンドとの特異性を調べる。Gタンパク質と

の共役には C 端末だけではなく GPCR の

細胞内第３ループや第２ループなども大き

く関与しているとの報告もあることから、

外来性 GPCR の細胞内ループを酵母の

GPCR の細胞内ループと置換したキメラ

受容体の作製試みる。 
 
４．研究成果 

分裂酵母に外来性 GPCR を発現させて、リガ

ンド応答を検出するためのレポーター株を

構築した。これにより、創薬に結びつくリガ

ンド検索を行うことや、リガンド既知の受容

体に対するリガンドセンサーの開発が可能

になる。分裂酵母には二つの GPCR 経路があ

り、接合フェロモンシグナル伝達経路の下流

に GFP を置くことで、シグナルの定量的な評

価が可能なアッセイを確立した。具体的には

P 因子添加後、急激に発現量が上がる遺伝子

を検索した。その結果、sxa2、SPBC4.01、mam3

などの遺伝子の発現が確認されたことから、

これらのプロモーター領域を使って GFP レ

ポーター株を作成した。GFP レポーター株は

Mam2がP因子を受け取ると細胞内のフェロモ

ンシグナル伝達経路を活性化してGFPを発現



する株であり、P 因子濃度依存性に GFP を発

現した。グルコースシグナル伝達経路の下流

に GFP を置くことで、二つ目のアッセイ系を

確立した。分裂酵母はグルコースの認識を

Git3 という GPCR で行っている。Git3 は Gpa2

という Gタンパク質のαサブユニットと共役

し、Cyr1 を活性化することで細胞内の cAMP

の量を増加させる。細胞内で増加した cAMP

が PKA である Pka1 を活性化する。Pka1 によ

って抑制される Fbp1 のプロモーターの下流

に GFP を配置した株を作成した。Git3 へのグ

ルコース入力がない時に GFP が発現する。こ

のため今回作成したグルコースシグナル伝

達経路では、通常 GFP を発現していて、シグ

ナルを受け取ると、GFP の発現が押さえられ

る。 

これらのレポーター株に外来性GPCRを機能

的に発現させるため、分裂酵母フェロモン受

容体（Mam2）に対してN末端キメラ体を作

成し、フェロモンシグナリングアッセイを行

ったところ、タグを付加したMam2キメラ体

ではシグナルは維持しており、外来性 GPCR

に対してもタグ付加型の改変法が適してい

ると考えた。 外来性 GPCRの N末端に p3

シグナル、C 末端に GFP をつけて、蛍光量

の測定を行った場合に、p3シグナルの有無で

比べると、p3シグナル付きのキメラ体の蛍光

量が増加していた。この蛍光量の増加は、分

裂酵母由来の配列である p3 シグナルの存在

により、小胞体への取り込みが行われやすく

なったためだと考えられる。今後は２種類の

レポーター株に、p3シグナルのついた外来性

の GPCR を発現させ、外来性 GPCR の機能

的解析を行いたい。 
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