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研究成果の概要（和文）：本研究では、嗅覚の優れたニオイの知覚を支える嗅覚受容体の機能発現機構の解明を
目指した。構造安定性が高く、異種細胞での機能発現性の高い嗅覚受容体のアミノ酸配列を指標にした部位特異
的変異導入によって、野生型では異種細胞での発現性の低い嗅覚受容体の高発現化に成功した。また、近位依存
性ビオチン標識法によって、嗅覚受容体を細胞膜に輸送するRTP1Sと協調する新規シャペロンタンパク質を同定
に成功した。これら成果は、嗅覚受容体の細胞膜輸送経路の解明だけでなく、嗅覚受容体の工学的応用への貢献
も期待される。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the functional expression mechanism 
of mammalian odorant receptors involved in odor perception through olfaction. Using site-directed 
mutagenesis, we targeted a conserved amino acid among odorant receptors with high functional 
expression in heterologous cells as an indicator, successfully enhancing the expression of 
low-expressing odorant receptors. Additionally, we discovered a novel chaperone protein that works 
in conjunction with RTP1S, facilitating the transport of odorant receptors to the cell membrane. 
These findings not only shed light on the expression process of odorant receptors but also hold 
promise for engineering applications of these receptors.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
嗅覚が多様なニオイ分子を高感度に嗅ぎ分けることができるメカニズムは解明されていなく、嗅覚を模倣したニ
オイセンサーなども開発されていない。生物は数百種類におよぶ嗅覚受容体のニオイ分子選択性の違いを利用し
ていると考えられるが、多くの嗅覚受容体の生産が難しく、機能解析が困難であった。本研究での成果である嗅
覚受容体の高発現化と新規シャペロン分子の同定により、嗅覚受容体の安定生産に繋げることができ、多彩な匂
い分子機構の解明と嗅覚受容体を利用した実用的なニオイセンサー開発への貢献が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類嗅覚受容体（Olfactory receptors 以下 ORs）は、Gタンパク質共役型受容体に属す膜
タンパク質で、ヒトでは約 400 種の ORs が機能している。複数の ORs のリガンド応答を脳で
集約処理することで、嗅覚の高感度なニオイ知覚が発揮される。そのため、多くの ORsが機能
することが嗅覚にとって重要である。しかし、多様なニオイ分子を認識するために ORsの数を
増やした結果、その立体構造が不安定になったと考えられる。そのため、異種細胞で ORsを発
現させると、多くの ORs は翻訳後に小胞体に停留し分解されてしまう。しかし、Receptor 
transporting protein 1Sや２(RTP1S/2)が共存すると、多くの ORsが細胞膜に局在できるよう
になる(Saito et al., Cell 2004、Sharma et al., eLife, 2017)。この RTP1S/2は、zf-3cxxcという
モチーフを形成する N 末端側の細胞質ドメイン、C 末端側の膜貫通へリックス、短い細胞外領
域から構成される。RTP1Sの C末端部は脂質ラフト局在シグナルとして機能している。代表者
は RTP1S/2がシステイン残基を介したホモダイマーを形成すること、RTP1Sの N末端 4番目
のセリン残基が ORsの膜輸送に重要な役割を持つことを報告している(Fukutani et al., J Biol 
Chem, 2019)。また、代表者らは RTP1S/2による助けを受けず、単独で細胞膜に局在し機能す
ることができる ORs(Traffic ORs)の探索に成功している(Ikegami, Fukutani et al., Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2020)。Traffic ORsのアミノ酸配列から構築した立体構造モデルの分子動力学
シミュレーションから、他の ORsと比べ、Traffic ORsは立体構造の安定性が高いと予測された
ことから、RTP1S/2が ORsの構造を安定化させることで、ORsの膜輸送を促進している可能性
が考えられた。 
数百種類の ORs はアミノ酸配列中に保存されている領域はあるものの、多くの ORs に対し
て機能する RTP1S/2と ORsの相互作用部位は分かっていない。また、RTP1S/2を共発現させ
ても機能的発現しない ORsが存在するため、RTP1S/2以外にも ORsの機能発現を補助するタ
ンパク質が存在すると予測された。 
 
２．研究の目的 
多様な ORs タンパク質の機能発現メカニズムの解明と ORs タンパク質の高発現化手法の開
発のため、ORsの細胞膜局在を向上させる手法の開発、RTP1Sの機能構造解析に向けた精製法
の確立、RTP1Sと協調して ORの細胞膜輸送を促進する新規タンパク質を同定しその役割の解
明を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 哺乳類嗅覚受容体の異種細胞発現によるリガンド応答解析 
 本研究で用いた哺乳類 ORs 遺伝子は N 末端にヒトロドプシンの N 末端 20 アミノ酸（Rho-
tag）を付加するように、pCI expression vector（プロメガ）に挿入している。Receotor 
transporting protein 1S(RTP1S)発現 pCIベクター、Glosensor発現 pGlosensor F-22（プロメ
ガ）発現ベクターは、大腸菌 XL10 Goldウルトラコンピテントセル（アジレント）を利用して
増幅し、Nucleospin Plasmid TF(タカラバイオ)により精製した。HEK293T細胞を 10% FBS、
ペニシリンストレプトマイシン、アンフォテリシン B を含む D-MEM 培地を用いて、37℃、
5%CO2環境下で培養した。コンフルエントになった HEK293T細胞を 96ウェルアッセイプレ
ートに播種し、18～24 時間培養後に ORs 発現 pCI ベクター、RTP1S 発現 pCI ベクター、
Glosensor発現ベクターpGlosensor F-22を Viafect Transfection reagent(プロメガ)を用いてト
ランスフェクションした。トランスフェクション後、18～24時間培養し、ORs発現細胞を獲得
した。培地を除去し、HBSSバッファーで洗浄した後に、発光基質 Glosensor cAMP reagent(プ
ロメガ)を含む同 HBSSバッファーに置換した。遮光、室温環境で 2時間静置し、発光基質を細
胞内に取り込ませた。刺激するリガンド分子を設定した濃度に調整し、各ウェルに添加した。す
ぐに、ルミノメーターにアッセイプレートを挿入し、リガンド応答に伴う発光値の増加を測定し
た。分析は、受容体を発現していないコントロール細胞の応答、もしくは、リガンド分子で刺激
をしていない受容体発現細胞の発光値を指標として標準化を行い、比較した。 
 
（２）哺乳類嗅覚受容体の細胞膜局在解析 
 各 ORs発現細胞と GFP発現ベクターを細胞にトランスフェクションし、18－24時間後の細
胞を Cell stripper(コーニング)によって回収した。PBSで洗浄後、Anti-Rho4D2抗体（Merck）
により染色を行った。さらに、APC 標識 Anti-Mouse IgG 抗体を用いて蛍光標識を行った。7-
AADによって死細胞を染色した上で Cytoflexフローサイトメーター(ベックマンコールター)に
よって、生細胞、単一細胞、GFP陽性細胞の条件を満たす細胞群に対し、APCの蛍光強度を比
較することで ORの細胞膜発現性を比較した。 
  
（３）BioID融合体を用いた近位依存性ビオチン標識法による相互作用タンパク質の同定 
 BioIDとして、TurboIDと AirIDの各遺伝子をマウス RTP1S とマウス Olfr544 に融合した



pCIベクターを構築した。HEK293T細胞にそれぞれの発現ベクターを導入した。細胞ライセー
トを調整し、Streptavidin Mag Sepharose (Cytiva)を用いてビオチン化されたタンパク質を回
収した。回収したビオチン化タンパク質はトリプシン/LysC によってフラグメント化した後に、
Q-Exactive hybrid mass spectrometer and the Easy-nLC1000 nanoflow HPLC system 
(Thermo Fisher Scientific)を用いて、LC-MS/MS解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１） 部位特異的変異導入による哺乳類 ORsの機能発現の向上 
 異種細胞である HEK293T細胞で発現させた際に、RTP1Sの共発現をしなくとも細胞膜に局
在することができる RTP independent ORsの中で
保存性の高いアミノ酸を指標としたアミノ酸変異導
入によって ORの細胞膜局在を向上することができ
るか検証した。Olfr544に対して D115E(BW3.39)と
いう変異を加えると Olfr544の細胞膜局在が著しく
向上することが分かった(図 1)。そこで、他のマウス
とヒトの ORを対象に、BW3.39がグルタミン酸（E）
ではない OR に対し、同位置のアミノ酸をグルタミ
ン酸（E）に変える変異を導入したところ、多くの OR
の細胞膜局在が向上し、リガンド応答性が向上した。
同様に、BW3.43をロイシン（L）に変える変異を導
入した場合も、OR の細胞膜局在が向上することを
発見した。発現が向上した変異体の中には、野生型
では RTP1Sの共発現がないと HEK293T細胞の細
胞膜に局在しなかったものが、RTP1Sの共発現をし
なくとも単独で細胞膜に局在ができるほどに細胞膜
局在が向上するものもあった。ヒト ORに対しても、
アンドロステノン受容体の OR7D4 に変異導入を行
うことで、より低濃度でのアンドロステノン刺激に
対する応答を検出することができた。OR 自体の立
体構造安定性を高めるアミノ酸変異導入を行うこと
で、RTP非依存的に ORの発現を向上させたことか
ら、RTPは ORの構造安定性の低さを補填する役割
をしていることが予想された。 
 
（２） RTP1Sの機能発現に重要なシステイン残基の同定 
 RTP1Sは Zf-3CXXCというモチーフを有しており、システイン残基が RTP1Sの機能構造に
重要な役割をしていると考えた。RTP1Sの持つシステインをセリンにそれぞれ置換した変異体
を構築し、機能活性に影響するシステイン残基を同定した。単変異では機能消失しなかった変異
でも複数変異を加えるといずれも RTP1Sの機能が消失した。この結果は大腸菌組み替え体で発
現させた RTP1S の精製を試みたときに凝集して沈殿してしまう原因が、RTP1S 内在の複数の
システイン残基が立体構造形成に重要で、大腸菌組み換え体の精製過程で正しいジスルフィド
結合をとっている RTP1Sが少ないことが原因の 1つであると示唆された。また、Alphafold2に
より RTP1Ｓの立体構造モデルを検証したところ、RTP1S の機能発現に欠かせないシステイン
残基が、システイン残基 4つから構成される Zinc fingerモチーフとシステイン残基 2つ、ヒス
チジン残基 2つからなる Zinc fingerモチーフの構造形成にかかわっていることが分かった。 
 
（３） AirIDを用いた ORの細胞膜輸送を促進する新規シャペロンタンパク質の同定 
 RTP1Sによる ORの細胞膜輸送過程に関わる新規タンパク質の同定に向け、ビオチンリガー
ゼによる BioID 法での探索を進めるための BioID 融合体の最適化のため TurboID ならびに
AirID融合した Olfr544と RTP1Sを構築した。各 BioID融合タンパク質を HEK293T細胞に
発現させ、ORのリガンド応答性と RTP1Sの ORの膜輸送機能を確認した結果、Olfr544の C
末端側（細胞膜内側）と RTP1Sの C末端側（細胞膜外側）に BioIDを付加した場合は、機能
活性を維持した。そこで、ビオチンリガーゼ活性の特性から AirID融合体の Olfr544と RTP1S
をそれぞれ発現させ、細胞内でビオチン化されたタンパク質を LCMSで解析した。その結果、
Olfr544単独発現ならびに RTP1S単独発現では見られず両者を共発現させたときにのみビオチ
ン化されるタンパク質として HSPA6と STAU2を確認した。分割ルシフェラーゼの再構成を利
用した分子間相互作用解析によって、RTP1Sと HSPA6、STAU2が細胞内で相互作用関係にあ
ることを確認した。そして、HEK293T細胞に、ORとともに HSPA6と STAU2を過剰発現さ
せると、ORの細胞膜局在量が増えたことから、HSPA6 と STAU2 がそれぞれ OR の細胞膜輸
送に関わっていることを確認した(図 2)。 

図 1 Olfr544 D115E変異導入による
細胞膜局在向上効果 
上：免疫染色による Olfr544の細胞膜
局在観察 
下：アゼライン酸に対する Olfr544変
異体の応答向上 



 HSPA6と STAU2が RTP1Sと協調して ORの
細胞膜輸送を促進する分子メカニズムの解明まで
は至っていない。RTP1S自体が 1回膜貫通タンパ
ク質であり、組み換え体での精製が困難なタンパク
質であるため、今後安定した RTP1Sの獲得ができ
た場合には、同定した新規タンパク質との分子レベ
ルでの協調作用機構の解析が進むと考えられる。
LCMS解析では他にも OR単独発現、RTP1S単独
発現、ORと RTP1S共発現でそれぞれビオチン化
されたタンパク質が見つかっている。これらタンパ
ク質の中にも OR の細胞膜輸送に関わっているも
のが存在すると思われることから、今後解析するタ
ンパク質の幅を拡げ、RTP1Sによる ORの細胞膜
輸送機構の解明を進めたいと考えている。 
 

図 2 HSPA6共発現によるOlfr544の
細胞膜局在量変化解析 
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