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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はP2Y1Rの膜電位依存性が受容体自体によるものか否かの検証および膜
電位依存性を生ずる機構の解明であったが、機器の故障等による研究計画の見直しにより当初の目的に達しえな
かった。しかしながら、HEK293T細胞発現系を用いた特異的人口アミノ酸導入およびANAP-VCF計測系の開発、ゲ
ーティング電流記録などの成功による一連の研究から、膜電位変化により起こるP2Y1Rの構造変化は極めて微細
で本研究における手法では検出が難しいことが明らかとなった。また、P2Y1Rと配列相同性の高いP2Y12Rを用い
た実験から、特定の荷電性アミノ酸残基が膜電位依存性に寄与するのではないかと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We had planed to examine whether the conformational changes in metabotropic 
purinergic receptor P2Y1R is induced by voltage changes and to clarify the mechanisms how P2Y1R 
senses the changes in the membrane potential. Unfortunately, our questions were to be studied yet, 
mostly due to the troubles in our experimental apparatuses. We then changed the plan and have 
established the methods to introduce artificial amino acids into the target proteins expressed in 
HEK293T cells and to label the specif residue by Aanp whose fluorescent intensity was measured under
 the voltage clamp condition (Aanp-VCF). Gating currents were also recorded. Our results suggested 
that the conformation changes induced by changes in the membrane potential might to be subtle in 
P2Y1R. In addition, difference in the voltage dependence between P2Y1R and P2Y12R suggested that 
voltage dependence might not be derived from the specific charged residue.         

研究分野： 分子細胞生理学

キーワード： Gタンパク質共役型受容体　膜電位依存性　電気生理学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Gタンパク質共役型受容体には膜電位依存性を示すものがあることが知られている。しかしながら、受容体や作
用薬の種類により電位依存的応答が異なるなど不明な点はいまだに多い。本研究により、Gq共役型P2Y1Rが電位
依存性を示すのに対し、Gi/o共役型P2Y12Rが電位依存性を示さないこと、また、作用薬であるADPのみならずATP
への応答性もP2Y1Rは膜電位依存的に変化することが明らかとなった。ADPおよびATP、代謝型プリン受容体の多
様な生理機能を理解するのに貢献するものと思われる。また、本研究で得られた培養細胞系での目的タンパク質
への特異的人口アミノ酸導入法などは、今後の研究に寄与しうる。

※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）は生体機能調節に関わる重要な膜タンパク質であり、多様
な生理活性物質との特異的結合を介して、細胞機能を制御する。このため、GPCR は創薬におけ
る標的分子としても位置付けられており、GPCR を介するシグナリング（GPCR シグナリング）機
構の詳細に関する研究は重要である。GPCR シグナリングは、リガンドとの結合により受容体が
活性化されることで開始されるが、近年、GPCR シグナリングのシグナリング効率が膜電位によ
り変化するという「膜電位依存性」を示す複数の GPCR が報告されており、我々もムスカリン性
アセチルコリン受容体Ⅰ型（M1R）の作用薬親和性が膜電位により変化することを報告した。さ
らに、先行研究により代謝型プリン受容体Ⅰ型（P2Y1R）の膜電位依存性を示唆する実験結果を
得た。GPCR の膜電位依存性を生ずる機構に関しては、未だ不明な点が多い。P2Y1R は結晶構造解
析から、その立体構造も明らかとなっているため、P2Y1R は GPCR の膜電位依存性を解明する対
象の一つとして有用と考えられた。 
 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、P2Y1R が受容体レベルで膜電位依存性を示すか否かを検証し、膜電位依存性
を生み出す機構を解明することである。後者に関しては、膜電位依存性に関わるアミノ酸残基の
同定や他の代謝型プリン受容体との機能・構造比較などを行い、機構解明を目指す。また、GPCR
の膜電位依存性は作用薬により異なることが知られている。P2Y1Rは ADPのみならず ATP にも反
応することから、作用約依存性についても検討する。以上により、GPCR の膜電位依存性の研究
に貢献することも、本研究の重要な目的の一つである。 

 

 

３．研究の方法 

P2Y1R が受容体レベルで膜電位依存性を示すか否かの検証は、本研究の目的の一つである。こ
のためには、受容体の構造変化を直接的に捉えることが必要となる。これまで、Förster 
Resonance Energy transfer （FRET）効率計測により受容体構造変化を解析していたが、P2Y1R
の FRET効率変化量が十分でないため、電位依存性について十分な解析ができなかった。そこで、
本研究では、電位依存性チャネルが電位依存性ホスファターゼに用いられるゲーティング電流
記録により P2Y1Rの電位依存性について検討した。また、近年、上記のチャネルやホスファター
ゼの膜電位依存性に関係する重要なアミノ酸残基の同定には、蛍光人工アミノ酸を特定の部位
に導入し、膜電位変化による蛍光強度変化を計測することで導入アミノ酸残基の微小な構造変
化を検出するという膜電位固定下蛍光強度計測法（VCF 法）が用いられている。そこで、本研究
においても VCF 法を導入し P2R1R の電位依存性に関与するアミノ酸残基の同定を目指した。 
 膜電位依存性に関する重要なアミノ酸残基の同定には、P2Y1R以外の代謝型プリン受容体の膜
電位依存性と構造を比較することも有用な方法の一つと考えられた。そこで、P2Y1R と同じよう
に立体構造が報告されている P2Y12Rについて 2ポア型カリウムチャネルの一種である THIK1チ
ャネル活性化を指標として、膜電位依存性の検討を行った。 
 ムスカリン性アセチルコリン受容体やドパミン受容体では、作用薬により膜電位依存性を示
すものと示さないものがあることが報告されている。そこで、本研究においても、P2Y1Rの作用
薬として ATPや 2MeSADP を用い、THIK-1チャネル活性化および蛍光タンパク質を付加した P2Y1R
と Gタンパク質βサブユニットとの FRET解析により、その膜電位依存性を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 （1）ゲーティング電流記録 

電位依存性イオンチャネルや電位依存性ホスファターゼは、膜貫通部位 1-4 から構成され電
位センサーと呼ばれる機能的ドメインを有する。電位センサーに位置する陽イオンに荷電した
残基群が膜電位変化に伴い、電荷を移動させることでゲーティング電流が記録される。下の図１
に、ゲーティング電流記録を示す。実験では、細胞内外の主な陽イオンを N-メチル-D-グルカミ
ンとする溶液を用いることで、HEK293T細胞の内在性電位依存性カリウムチャネル電流は除外さ
れた（図１左）。この実験条件において、電位依
存性カリウムチャネル Kv1.5 を発現した細胞で
は、脱分極に伴う非常に速い外向き電流の増加
（ONゲーティング電流）と、再分極に伴う緩徐
な内向き電流（OFF ゲーティング電流）が観察さ
れた（図１中央）。細胞膜上に発現した電位セン
サーの電荷移動がゲーティング電流であるた
め、電流を積分した値を移動電荷量として評価
する。その結果、50%の電荷移動を持たす膜電位
（V1/2）は、-0.3 mVであった。これは、報告さ
れている V1/2 に近い値であり、実験系および解
析が適切であることが確認された。しかしなが
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図1 ゲーティング電流



ら、P2Y1Rを発現させた細胞から、ゲーティング電流を記録することが出来なかった（図 1 右）。
ゲーティング電流の大きさは、細胞膜上に発現するタンパク質量に依存する。そこで、P2Y1Rの
C 末端に蛍光タンパク質 YFP を付加し、細胞膜上に強い YFP蛍光を示す細胞を対象としてゲーテ
ィング電流記録を試みたが、ON・OFFゲーティング電流ともに記録できなかった。ムスカリン性
アセチルコリン受容体（M1R および M2R）は、oocyte発現系でゲーティング電流が記録されてい
ることから、M1R・M2R を HEK293T 細胞に発現させ実験を行ったが、ゲーティング電流の記録に
至らなかった。以上により、GPCRのゲーティング電流は非常に小さいこと、HEK293T 細胞発現系
は適さない事が明らかとなった。また、oocyte 発現系の実験には、カットオープン法を新たに
導入する必要のあることから、蛍光人口アミノ酸を用いた研究を進めた。 
 
（2）蛍光人口アミノ酸の導入と VCF 

 蛍光人工アミノ酸を用いた VCF実験には、よく oocyte が用いられており、所属研究室でも VCF
は行われている。しかしながら、VCF 計測系の高い使用状況と新たに計測系を導入するための予
算不足により、HEK293T 細胞を用いた VCF 実験を行った。本研究では、蛍光人工アミノ酸として
Anap を用いたが、これを導入するには、導入する残基に対応する DNA のコードをアンバーコド
ンに置き換え、これを認識するｔRNA も発現させる必要がある。ｔRNA をコードする核酸を含ん
だ vector（AnapVector）を購入し、変異体コンストラクト用 vector を市販の試薬を用いて、
HEK293T 細胞に導入した。導入後、培地に蛍光人工アミノ酸である Anap を添加し、16ｈ以上培
養を行った。 

図 2 に結果を示す。YFP の 40 番目のチロシンを
アンバーコドンに変異させた YFP（Y40Anap）を
P2Y1R の C 末端に付加したコンストラクト
P2Y1R-YFP（Y40Anap）の遺伝子導入を行った。
AnapVector の導入されないと、Anapが取り込ま
れず、YFP が合成されない（図 2 上段）。また、
ANAP を添加しなくても同様な結果を得た（図 2
下段）。また、360nm の励起光により 550nm での
蛍光が得られたことから、Anap 導入コンストラ
クト発現が確認された。 
 P2Y1R の特定部位に Anapを導入することが可
能となったので、VCF実験を行った。P2Y1R の 325

番目のフェニルアラニンを Anapに置換したコンストラクト（F325Anap）を用い、360 nm 励起に
よる 550 nmの蛍光強度を計測した。膜電位を-80 mVに固定し脱分極パルスを与えたが、膜電位
変化に対応した蛍光強度の変化は認められなかった。W176Anap、F188Anap、Y210Anap、N316Anap
などを用いても膜電位変化に伴う蛍光強度変化は認められなかった。これらの結果は、Anap の
導入部位が適切でないこと、もしくは計測系の検出感度が低いことによりもたらされると考え
た。そこで、F515 に Anapを導入した膜電位依存性ホスファターゼを用いて同様の実験を行った
ところ、膜電位変化に対する蛍光強度変化が認められなかった。この結果は、培養細胞に Anap
コンストラクトを発現させるという我々の VCF 実験では、十分な検出感度が得られないことを
意味する。Anap は蛍光色素としては暗く、褪色も早いことが知られているため、Anap に代わり
4 アジドフェニルアラニンを P2Y1R に導入し、このアジド基に蛍光色素を特異的に反応し VCF実
験に用いることを考えた。4 アジドフェニルアラニンの導入には成功したが、細胞が生きた状態
で蛍光色素を反応させる条件を見出すに至らなかった。 
 
（3）P2Y12R の膜電位依存性 

 P2Y12Rは Gi/o共役型受容体に分類され、ADPや ATP
により活性化される。また、その立体構造が報告され
ている受容体でもあり、P2Y1Rとの相同性も高い。こ
のため、マウス P2Y12Rの cDNAをクローニングして、
P2Y12Rの膜電位依存性について調べた。3 つの細胞か
ら膜電位を脱分極（40 mV）・過分極（-80 mV）に保持
した条件で濃度作用曲線を得た（図 3）。右図に示す
ように、P2Y12R の作用薬に対する反応性は膜電位に
よる影響を受けなかった。P2Y1R の膜電位依存性は第
7 膜貫通部位のアスバラギン酸残基（D320）をアラニ
ンに変異させることで失われたことから、この部位が
電位依存性に重要な働きを持つことは明らかであったが、P2Y12R も同様にアスバラギン酸残基
（D300）保持していながら電位依存性を示さなかったことから、このアスバラギン酸残基が膜電
位依存性を決定づけるものではないことが明らかとなった。 
 
（4）異なる作用薬に対する電依存性 
ドパミン受容体 D2Rやムスカリン性アセチルコリン受容体（M2R、M3R）などは、作用薬の種類

に対し異なる電位依存性を示すことが知られている。そこで、P2Y1Rの ATPに対する応答性が膜
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図2 蛍光人工アミノ酸の導入
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電位により影響を受け売るか否かについて調べ
た。KCNK13 電流増加作用については、膜電位を
0 mVに保持したときの方が -80 mVに保持した
時より高い応答性を示した（図 4左）。また、P2Y1R
と Gqタンパク質間の FRET計測実験においても、
脱分極電位に膜電位を保持したときの方が高い
応答性を示すことが明らかとなった（図 4 右）。
以上の結果は、P2Y1Rの ATP に対する応答性は膜
電位に依存し、ADP同様に脱分極時に応答性が高
くなることを意味する。 

 
ADPおよび ATPは、生体内におけるシグナリング分子として知られているため、これらの分子

に対する P2Y1R の電位依存的応答の役割には興味がもたれる。 
本研究は、P2Y1R自身の膜電位依存性の有無の検証および膜電位依存性を生ずる機構の解明を

目的としたものだが、機器の故障等による研究計画の変更のため、当初の目的に達しえなかった。
しかしながら、一連の研究において、HEK293T細胞発現系を用いた特異的人口アミノ酸導入の確
立および ANAP-VCF 計測の試み、ゲーティング電流記録など実験系を起ち上げることが出来た。
特に、ANAP-VCF 計測やゲーティング電流記録の結果から、膜電位変化による P2Y1R の構造変化
は極めて微細で検出が難しいことが予想された。構造基盤関については、P2Y1R と高い配列相同
性を示す P2Y12R が膜電位依存性を有しないということから、特定の荷電性アミノ酸残基が膜電
位依存性に寄与するのではないことが考えられた。また、ATPへの膜電位依存的応答性などから
もその生理的意義の解明がまたれる。 
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