
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(B)

2013～2011

構造ダイナミクスに基くＧ蛋白質共役型受容体の活性化メカニズムの解析

Activation mechanisms of G-protein-coupled receptors based on the structural dynamic
s

８０２６３２００研究者番号：

今元　泰（Imamoto, Yasushi）

京都大学・理学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３３７００７０

平成 年 月 日現在２６   ６   ６

円    15,700,000 、（間接経費） 円     4,710,000

研究成果の概要（和文）：G蛋白質共役型受容体の活性化過程を、ロドプシンをモデルとして構造ダイナミクスの観点
から解析した。高角X線溶液散乱、一分子蛍光計測、フーリエ変換赤外分光を用いて、活性状態の構造や平衡がリガン
ドの状態によってどのように変化するかを調べた。その結果、G蛋白質共役型受容体は、活性構造と不活性構造の間の
平衡となっており、インバースアゴニストは不活性構造に、アゴニストは活性構造に平衡をシフトさせることで、活性
を調整していることが示された。

研究成果の概要（英文）：The activation process of G protein-coupled receptors was investigated based on th
e structural dynamics using rhodopsin. The effect of the ligand on the structure and equilibrium of the ac
tive state was analyzed by high-angle solution X-ray scattering, single-molecule fluorometry, and Fourier-
transform infrared spectroscopy. Our results demonstrated that G protein-coupled receptors are in the equi
librium between active and inactive conformations, and the inverse-agonist and agonist bias the equilibriu
m toward inactive and active conformations, respectively, to regulate the activity.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 細胞はさまざまな情報を外界から取り入
れ、適切に応答しなければ正常に機能するこ
とができない。刺激は細胞表面にある受容体
蛋白質で受容され、細胞内にシグナルが伝え
られるので、受容体蛋白質による変換機構を
明らかにすることができれば、不要な情報を
効率よく遮断する阻害剤の開発や、細胞の活
性化を促す薬剤の開発が可能となり、製薬分
野での応用が期待される。 
 細胞表面受容体の中で、G蛋白質を活性化
することで刺激を細胞内に伝えるものはG蛋
白質共役型受容体（G-protein coupled re-
ceptor：GPCR）と呼ばれ、細胞表面受容体
の中でも最大のファミリーを形成する重要な
蛋白質群である。視覚の光受容蛋白質・ロド
プシンやβアドレナリン受容体の結晶構造解
析で示されたように、GPCRは7つの膜貫通
ヘリックスをもつ共通の構造をもっている。
また、G蛋白質と相互作用する活性状態の結
晶構造解析から、刺激を受けたGPCRでは、
膜貫通領域でヘリックスの配置が変化し、G
蛋白質のC末端部位と相互作用する部位が開
放されることでG蛋白質を活性化すると考え
られている。 
 ロドプシンは発色団として11シス型レチ
ナールと結合している。11シス型レチナー
ルはインバースアゴニストとして機能し、暗
状態でのG蛋白質活性化能を低く抑えてい
る。光を吸収すると発色団は全トランス型レ
チナール（アゴニスト）に変化する。その
後、いくつかの退色中間体をへて、メタロド
プシンII（メタII）と呼ばれる中間体に変化
し、視細胞のG蛋白質であるトランスデュー
シンを活性化する。メタIIの発色団は加水分
解して解離し、活性をもたないアポ蛋白質
（オプシン）に変化する。また、メタIIはそ
の前駆体のメタロドプシンI（メタI）と熱平
衡にあり、この平衡が活性構造を獲得する上
で重要であると考えられている。 
 GPCRの最近の研究により、リガンドが結
合していなくてもG蛋白質を活性化する構成
的活性変異体が多数報告されてきた。また、
桿体視細胞が1個の光子でも検出できるよう
に、ロドプシンでは暗ノイズの原因となる暗
状態でのG蛋白質活性化能がきわめて低く抑
えられているが、ロドプシンと錐体視物質で
は発色団は共通であるのにも関わらず、暗ノ
イズのレベルに大きな違いがある。以上の知
見は、発色団の変化（捩れの緩和やプロトン
化状態の変化）に追随して蛋白質部分の構造
変化が順次起こり、最終的に活性構造を獲得
するという、従来考えられてきたInduced-
fitモデルよりも、ロドプシンの蛋白質構造
はもともと潜在的に活性構造をとり得るが、
アゴニストやインバースアゴニストの作用に
よって活性構造と不活性構造の平衡がシフト
するというPre-existingモデルの方が、現象
をよく説明できると考えられた。この仮説を

検証するためには、結晶構造解析によって活
性状態と不活性状態の構造を明らかにするだ
けでなく、これらの構造間のダイナミクスに
着目した解析が必要であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ロドプシンの活性化機構を活
性構造と不活性構造の間の構造平衡に着目し
て解析することを目的として以下の研究を行
った。 
 
(1) ロドプシンが活性構造に変化すると、ヘ
リックスの再配置が起こると考えられてい
る。そこで、ヘリックス間の距離情報が得ら
れる高角X線溶液散乱法によって生理的条件
における構造変化を観測することを試みた。
また、X線結晶構造解析で示された構造変化
が生理的条件でも起きているかどうかを確認
した。 
 
(2) ロドプシンの活性構造と不活性構造の変
換を一分子計測で直接観測することで、平衡
のダイナミクスを明らかにすることを試み
た。活性構造に変化することによって蛍光強
度が増加する蛍光ラベルの蛍光強度を一分子
計測し、強度変化を統計的に処理してバルク
測定の結果と比較した。 
 
(3) システインのSH伸縮振動をプローブと
して、構造変化を誘起する分子内相互作用の
変化を観測する手法を開発した。さらに、シ
ステインを系統的に導入することで変化部位
をスキャンすることを試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 水溶性蛋白質に対するX線溶液散乱測定
法は確立しているが、膜蛋白質では界面活性
剤の存在により精度よい測定が困難であっ
た。そこで、ウシロドプシンを水溶性の膜細
片であるナノディスクに組み込んで測定に用
いた。暗状態とメタII、および暗状態とオプ
シンの散乱強度の変化を Q=0.1 ～ 1 Å -1

（d=60～6Å）の範囲で測定するため、試料
と検出器の距離を540 mmとした。結晶構造
から計算された散乱カーブと比較し、溶液中
の構造変化と結晶中の構造が同じかどうかを
検討した。なお、実験はSPring-8のビーム
ラインBL40B2で行った。 
 
(2) 構造変化を一分子レベルで解析するた
め、ロドプシンの細胞質側にあるCys316を
蛍光色素Alexa594でラベルした。Alexa594
の蛍光強度は、メタIIの生成にともなって増
加するので、一分子蛍光測定で構造変化を観
測できると期待された。Alexa594の蛍光が
分散した輝点となるよう、試料を十分に希釈



してガラス基板に吸着させ、全反射型蛍光顕
微鏡を用いて50ミリ秒間隔で画像を取得し
た。各輝点の蛍光強度を画像ごとに計算し、
時間に対してプロットすることで、輝点の蛍
光強度の時間変化を求めた。蛍光強度が強い
状態（Fhigh）、蛍光強度が弱い状態（Flow）、
およびAlexa594が退色して蛍光が観測され
ない状態が主に見られたので、FhighとFlowの
変換頻度を熱変性試料と比較し、構造変化に
由来するかどうかを検証した。また、Fhigh
とFlowの滞留時間から平衡におけるFhighと
Flowの量比を求めた。 
 
(3) システインのSH伸縮振動モードをプロ
ーブとして、分子内環境の変化を調べた。ま
ず、天然のウシロドプシンに存在するシステ
インに由来するSH伸縮振動モードを同定す
るため、これらをセリンに置換した変異体を
作 成 し た （ C140S 、 C167S 、 C185S 、
C222S、C264S、C316S）。また、構造変化
に重要と考えられているヘリックスIII周辺
の環境変化をスキャンするため、ヘリックス
III に シ ス テ イ ン を系 統 的 に導 入 し た
（ A117C 、 T118C 、 E122C 、 I123C 、
A124C 、 L125C 、 W126C 、 S127C 、
L128C 、 V129C 、 V130C 、 L131C 、
A132C、I133C、E134C）。これらをフォス
ファチジルコリンのリポソームに組み込み、
水和フィルムとして測定に用いた。バソロド
プシンは80K、メタIIaは280Kで試料を光照
射して生成させた。光照射前後のSH伸縮振
動モードの変化は、フーリエ変換赤外分光法
を用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) X線溶液散乱法は、X線結晶構造解析法と
比べて分解能は低いが、水溶液という生理的
状態での構造情報を得られることから、X線
結晶構造解析を補完する方法として広く用い
られている。水溶性蛋白質への応用は確立し
ているが、膜蛋白質試料では界面活性剤ミセ
ルによってX線が散乱されることや、疎水的
な凝集によって単分散しにくいことなど、技
術的な問題が多く存在する。そこで本研究で
は、水溶性の膜細片であるナノディスクにロ
ドプシンを組み込むことで、膜蛋白質のX線
溶液散乱を精度よく測定することを試みた。 
 ロドプシンが活性構造に変化すると、ヘリ
ックスの再配置が起こると考えられている。
ヘリックス間の距離情報は、Q=0.1～1Å -1

（d=60～6Å）程度の領域にあらわれると期
待される。しかし、この領域の散乱強度は、
通常のX線小角散乱法で測定する原点付近の
散乱強度より数桁弱い。そこで、強いX線源
を使用するため、SPring-8のビームライン
BL40B2で測定した。また、この領域の散乱
パターンを精度よく測定するため、試料と検
出器の距離を通常よりも短くした（540 

mm）。ロドプシンを反応させるため、試料
を可視光照射した。その前後にX線散乱パタ
ーンを測定し、照射による散乱強度の変化を
計算した。pH 6.0 の試料を用いて暗状態と
メタII、ヒドロキシルアミンを添加した試料
を用いて暗状態とオプシンの散乱変化を測定
した。 
 暗状態からオプシンへの変化では、0.2～
1.0 Å-1の領域で散乱強度の変化は観測され
なかった。そのため、オプシンのヘリックス
配置は暗状態とほぼ同じであると推測され
た。一方、暗状態からメタIIへの変化では、
0.2 Å-1付近にシャープな増加、0.6 Å-1付近
にブロードな減少が見られ、大きな構造変化
が起こっていることが確認された。 
 メタIIの結晶構造が報告されているので、
生理的条件の構造変化が結晶中の構造変化と
同じかどうかを検証した。解析プログラム・
CrySolを用いて、暗状態、メタII、オプシン
の結晶構造から予測される散乱変化を計算
し、今回得られた変化と比較した。その結
果、暗状態とメタIIの散乱変化は溶液中と結
晶中でよく一致し、生理的条件で生成するメ
タIIの構造は、結晶構造と同じであると考え
られた。一方、結晶中のオプシンは、メタII
とほぼ同じ構造となっており、暗状態とオプ
シンのヘリックス配置はほぼ同じであるとい
うわれわれの結果とは一致しなかった。これ
は、オプシンの構造アンサンブルの中にメタ
IIと同様の活性構造が含まれており、それが
他の状態よりも安定であるために選択的に結
晶化したためであると推測された。 
 
(2) 活性構造と不活性構造の間のダイナミク
スを、細胞質側に結合させた蛍光ラベル・
Alexa594に対する一分子蛍光計測で観測し
た。Cys316に結合したAlexa594の蛍光強度
は、メタIIの生成にともなって20～30%増加
する。そこで、メタIとメタIIの平衡混合物
に対して一分子蛍光観測を試みたところ、
Alexa594分子がデジタルな蛍光増減を示す
ことを見いだした（図1）。この蛍光増減の
強度変化は約20%であり、バルク測定でメタ
IIが生成したときの蛍光強度の増加と一致す
ることから、蛍光強度が強い状態（Fhigh）
が活性構造、弱い状態（Flow）が不活性構造
に対応すると考えられた。 
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図1：ロドプシン活性化の一分子蛍光計測の例。  

 
メタIとメタIIの平衡混合物での蛍光増減の
頻度は、熱変性試料の蛍光増減の頻度（ノイ



ズ成分）よりも十分に大きいことから、構造
変化に由来することを確認した。 
 次に、FhighとFlowの滞留時間からFhighと
FlowのpH平衡を解析した。FhighとFlowは、そ
れぞれ活性構造と不活性構造に対応すると考
えられたが、FhighとFlowのpH平衡は紫外可
視分光から見積もったメタIとメタIIの平衡
とは有意なずれがあった。このことから、メ
タIとメタIIは均一にFlowあるいはFhighになっ
ているのではなく、FhighとFlowの平衡にある
と考えられた（図2）。発色団のシッフ塩基
結合は、メタIからメタIIへの過程で脱プロ
トン化し、大きな構造変化の原因となると考
えられている。今回の結果は、発色団の状態
変化によって一方向的に構造変化が起こるの
ではなく、もともとある活性構造と不活性構
造の平衡がシフトすることで、活性構造の割
合が増加することを示唆している（図2）。 
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図2：構造ダイナミクスに基づいたロドプシンの

活性化機構。活性状態（Meta-II）だけでなく、

その前駆体（Meta-I）やリガンドを含まない状態

（Opsin）でも活性構造と不活性構造の間の平衡

が見られた。また、暗状態（Dark）では、活性構

造への変換がほとんど見られなかった。 
 
 このことを検証するため、暗状態とオプシ
ンの一分子計測を試みた。これらの状態では
蛍光増減の頻度が低くかったため、ノイズ成
分と分離して滞留時間から平衡定数を求める
ことが困難であった。そこで、各状態で活性
構造と不活性構造の間で構造変化が生じる頻
度を解析した。その結果、オプシンでは熱変

性試料と比べて有意に高い頻度で構造変化が
生じることが分かったが、暗状態では有意差
はなかった。さらに、各状態のG蛋白質活性
化能を生化学的に測定したところ、構造変化
の生じる頻度とG蛋白質活性化能に相関が見
られた。これらの結果から、ロドプシン分子
は常に活性構造と不活性構造の間の平衡にあ
り、その構造平衡がリガンドである発色団の
状態に応じてシフトすることで活性を調節し
ていると考えられた（図2）。 
 さらに、リガンドに依存せずにG蛋白質を
活性化する構成的活性化変異体（CAM）に
着目した。ロドプシンの代表的なCAMであ
るM257Yは、オプシン状態において野生型
よりも高いG蛋白質活性化能を示す。一分子
蛍光計測によりM257Yの構造変化を観測し
たところ、M257Yオプシンでは野生型オプ
シンに比べて有意に高い頻度で構造変化が生
じていることが分かった。この結果から、
CAMでは高頻度な構造変化が生じており、
それが高いG蛋白質活性化能につながると考
えられた。 
 
(3) 蛋白質の高次構造は、アミノ酸側鎖間の
水素結合など、分子内相互作用によって維持
されている。そのため、蛋白質の高次構造に
変化が現れるときには、このような分子内相
互作用の組み換えが起こっていると考えられ
る。そこで、分子内相互作用の変化をモニタ
ーする方法として、以下のようにシステイン
スキャン法を開発した。 
 メタIIで生じる大きな構造変化によって、
ヘリックスIIIとVIの距離が離れることが知
られている。また、ヘリックスIIIにはカウ
ンターイオンやERY配列など、ロドプシン
の構造や機能に重要なアミノ酸残基が含まれ
ている。そこでヘリックスIIIにシステイン
残基を系統的に導入し、ヘリックスIII周辺
の環境変化を調べた。また、天然ロドプシン
に元からあるシステインはセリンに変異させ
ることにより、これらに由来するSH伸縮振
動を同定した。 
 まず、初期中間体であるバソロドプシンの
生成時に、SH伸縮振動の変化が観測される
かどうかをフーリエ変換赤外分光法で確認し
た。その結果、今回測定した中で117、
118、122の3つの部位でのみSH伸縮振動の
変化が見られた。バソロドプシンと暗状態の
結晶構造を比較すると、117、118、122の部
位は発色団と直接相互作用しており、バソロ
ドプシンで発色団との距離が変化する部位で
あることがわかる。一方、他の部位は相互作
用が変化していないと考えられるが、これら
の部位のSH伸縮振動には変化が見られなか
った。以上のことから、システインのSH伸
縮振動を用いた解析は、環境変化を正確に反
映していることが確認された。 
 次に、ヘリックスの再配置を含む大きな構
造変化が起こるメカニズムを調べるため、シ
ステインスキャンを適用した。メタIIが生成



するときに大きな構造変化が起こるが、メタ
IIの生成過程の詳細な解析から、メタIIには
少なくともメタIIa、メタIIb、メタIIbH+の3
状態があると考えられている。このうち、メ
タIIaの構造は暗状態に近いと考えられてい
るので、構造変化はメタIIaからメタIIbへの
過程で起こると考えられる。そこで、ヘリッ
クス再配置の直前の状態であるメタIIaの分
子内相互作用をシステインスキャンによって
解析した。 
 メタIIaでは、バソロドプシンよりも広範
囲でSH伸縮振動の変化が見られた。そこ
で、メタIIaの生成にともなってSH伸縮振動
の波数がシフトするような大きな環境変化が
見られた部位、波数はほとんど変化しないが
強度が変化する部位、および変化が見られな
かった部位に分類し、結晶構造上にマッピン
グした（図3）。その結果、環境が変化する
部位はAla164、His211、Phe261の周辺に局
在していることがわかった。これらの残基を
含む分子内相互作用が、活性構造と不活性構
造の間の構造平衡を制御していると考えられ
る。 
 

 
図3：メタIIaで環境が変化する部位。メタIIaの生

成にともなってSH伸縮振動の波数シフトがみられ

た部位を赤、波数変化はなく強度変化のみがみら

れた部位をピンク、変化が見られなかった部位を

白で示した。 
 
(4) (4) 本研究によって、リガンドによる活
性構造と不活性構造の構造平衡シフトという
観点からGPCRの活性制御メカニズムを理解

することが可能となった。この考え方は、ロ
ドプシンの構成的活性にも拡張できたため、
従来の二状態モデルの概念を実証したといえ
る。今後は錐体視物質や非視覚オプシン類な
ど、ロドプシンとは機能が異なるオプシン類
の活性化機構にも拡張し、一般性を検証する
予定である。 
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