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研究成果の概要（和文）：G蛋白質共役型受容体（GPCR）は神経伝達物質やホルモンなどと結合し、G蛋白質を介して様
々な細胞応答を引き起こす膜蛋白質である。本研究では、GPCRやG蛋白質の活性化過程の詳細について、蛍光共鳴エネ
ルギー移動（FRET）を利用して解析を行った。生きた細胞の膜上で起こる受容体の活性化・脱活性化、および受容体と
Gタンパク質の会合・解離に関する高時間分解能FRET解析から、G蛋白質は活性型受容体と結合してその構造を安定させ
るとともに受容体の脱活性化過程に遅延をもたらすことを明らかにした。また、安定化作用の大きさは、結合する受容
体の種類により異なることも見出した。

研究成果の概要（英文）：G protein coupled receptors (GPCRs) are the important signaling molecules which ar
e activated upon the binding with the specific ligand and trigger the downstream signaling through activat
ing G protein. These initial processes of GPCR signaling, the activation of receptor and the following G p
rotein binding, were analyzed by using a fluorescence resonance energy transfer (FRET) technique. With the
 high time resolution FRET analysis, we found that binding of G protein stabilizes the active conformation
s of GPCRs and slows the deactivation of the activated receptor. Further FRET studies revealed that the ef
fects of G protein binding differ depending on the type of the coupled receptors.
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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）は、
生体機能調節に関わる膜タンパク質である。
多様な生理活性物質に対して特異的結合を
示す GPCRがそれぞれ存在し、生理機能との
対応もよく調べられていることから、GPCR
は創薬における重要な標的タンパク質でも
ある。受容体の活性化は生理活性物質や作用
薬との結合により起こるが、これにより G タ
ンパク質との結合・活性化が可能となり、多
様な細胞応答をもたらすことになる。これら
の過程は、従来、定量性に優れた生化学的手
法により解析されてきたが、時間分解能の制
限があり、脱活性化などの解析にも難点を抱
えていた。これらの問題に対して、蛍光共鳴
エネルギー移動（ Fluorescence resonance 
energy transfer, FRET）効率の計測が有効な方
法であるという可能性が示されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、生きている細胞の膜上で
起こる「GPCRの活性化と脱活性化」、および
「GPCR と G タンパク質の会合と解離」を
FRET 計測により可視化し、それぞれの過程
について高時間分解能 FRET 解析を行い、
GPCR シグナリングの初期過程の詳細を明ら
かとすることであった。 
 
３．研究の方法 

GPCRの活性化・脱活性化を過可視化する
ために、受容体の細胞内第 3ループと C末端
に、それぞれ Yellow蛍光タンパク質 (YFP)
と Cyan蛍光タンパク質 (CFP) を付加し、両
者での FRET効率の変化を経時的に計測した。
また、GPCRと Gタンパク質の会合・解離は
受容体細胞内領域に付加した C/YFPと Gタ
ンパク質の各サブユニットに付加した
C/YFPの間で起こる FRET効率の増加・減少
として捉え、これを解析した。実験では、ガ
ラスボトムディッシュ上で培養した HEK293
細胞に各種コンストラクトを発現させ、i) 全
反射照明下にて CFPを励起し CFP蛍光画像
と FRET蛍光画像を低頻度（0.33 kHz）で同
時取得する方法と、ii) 通常の蛍光照明にて
CFPを励起し CFP蛍光強度と FRET蛍光強
度を二本の光電子増倍管を用い高頻度（5 
kHz）で同時に計測する方法を用いた。 
 受容体の活性化・脱活性化は薬剤の投与・
除去により制御されるが、受容体の構造変化
が速いのに対して、薬剤の投与・除去に要す
る時間が遅くなると、受容体の構造変化を捉
えることが難しくなってしまう。そこで、本
研究ではステップモーターと微小灌流法を
組み合わせて、薬液の切り換えを 20ms 以内
に行うよう実験系を確立した。 
 
４．研究成果 
(1) ムスカリン性アセチルコリン受容体 1 型
（M1R）の活性化構造に対する Gq タンパク
質および膜電位の作用 

 M1R の細胞内第
3 ループに YFP を
C 末端に CFP を付
加したコンストラ
クト（図 1）を作製
し、蛍光タンパク
質 間 で 起 こ る
FRET効率を計測した。 
 その結果、FRET 効率は作用薬投与により
減少し、作用薬除去により回復した。FRET
効率の減少は、細胞内第 3ループが細胞内 C
末端領域から離れると解釈できるが、これは、
近年のβアドレナリン受容体 2型の結晶構造
解析から提示されているモデルと一致する
ものであった。 

 我々の作製したコンストラクトは、Gq タ
ンパク質との結合能を保持した機能性コン
ストラクトであったため、Gq タンパク質共
発現時での FRET効率の変化も計測した。Gq
タンパク質の共発現は、作用薬結合による
FRET 効率の減少を増大させ、濃度作用曲線
を左にシフトさせた（図 2）。最大濃度の作用
薬存在下で FRET効率の減少量が増大すると
いう結果は、Gq タンパク質結合により活性
型構造が安定化することを示唆するもので
ある。また、濃度作用曲線が左にシフトする
という結果は、受容体が活性型構造になる速
度が増大するか、静止型構造に戻る脱活性化
の速度が減少することによると考えられた。 

 
 そこで、高時間分解能 FRET解析を行い、
活性化・脱活性化について調べた。作用薬投
与により CFPの蛍光強度（ICFP：図 3左上、
青線）が増大し FRETの蛍光強度（ICFP：図 3
左上、黄線）は減少した。FRET 効率（IYFP 
/ICFP：図 3、黒線）の減少は受容体の活性化
を示すが、これは Gq タンパク質の共発現に
より変化しなかった。一方、作用薬除去時の

図3 高時間分解能FRET解析

図2 Gqタンパク質共発現による
リガンド濃度依存的FRET変化の増大

図1 FRETコンストラクト



FRET 効率の回復は受容体の脱活性化を示す
が、これは Gq タンパク質共発現時に有意に
遅延した。以上の結果から、Gq タンパク質
との結合により M1R の活性化構造が安定と
なること、また、受容体の脱活性化には Gq
タンパク質が受容体から解離する過程が含
まれることが示された。これらの知見は、放
射性同位体リガンドを用いた結合実験など
から得られた結果と一致するものである 
近年、M1Rを介するシグナリング効率が細
胞の膜電位に依存すること、およびM1Rが細
胞膜の脱分極に伴う電荷移動（ゲーティング
チャージ）を示すことから、M1Rは膜電位の
変化に対応して構造変化を起こすと考えら
れている。そこで、我々は、M1Rの FRETコ
ンストラクトを発現した細胞の膜電位を脱
分極あるいは過分極に固定した状態で、受容
体の活性化過程および脱活性化過程を解析
した。 
 

図 4 に示すように、作用薬結合による FRET
効率の減少（活性化）は、膜電位を脱分極電
位（+40 mV）に固定した時の方が、過分極電
位（-80mV）に固定した時よりも速かったが、
脱活性化には差異が見られなかった。また、
これらの結果は、Gq タンパク質の共発現に
より影響を受けなかった。以上により、M1R
は脱分極による微細な構造変化を起こし作
用薬との結合を容易にするが、脱分極そのも
ので大きな構造変化は起こさないと考えら
れた（発表論文 2）。一方、Gi/o共役型受容体
では過分極時に脱活性化の遅延が報告され
ているため、GPCR の膜電位依存性は多様性
を示すものと考えられ、興味深い。 
 
(2) Gqタンパク質の受容体活性化構造安定化
作用は、結合する受容体の種類により異なる 
  Gq タンパク質との結合による受容体活性
型構造安定作用はM1Rでは見られたが、他の
種類の受容体については不明であった。そこ
で、種類の異なる Gq 共役型受容体の FRET
コンストラクトを作製し実験を行った。数種
類の受容体について、FRET コンストラクト
を作製したが Gq タンパク質との結合能を保
持していたのは、代謝型プリン受容体 1 型
（P2Y1R）とムスカリン性アセチルコリン受
容体 3型（M3R）のみであった。そこで、こ
れらの FRETコンストラクトを用い、作用薬
投与による FRET 効率の変化が Gq タンパク
質により影響を受けるかどうかについて調

べた。 

 図 5 に、濃度作用曲線を示す。M3R では、
M1R と同様に、Gq タンパク質により FRET
効率の減少量が増大し、濃度作用曲線が左に
シフトした（図 3右）。これに対して、P2Y1R
では、Gq タンパク質共発現時に顕著な変化
は見られなかった（図 3 左）。以上の結果か
ら、Gタンパク質との結合による受容体活性
化構造の安定化は、受容体の種類により異な
ることが示された（発表論文 1）。 
 
(3) Gi/o 共役型受容体の活性型構造に対する
Giタンパク質の作用 
これまでは、Gqタンパク質と Gq共役型受
容体の相互作用を中心に行ってきたが、受容
体の活性型構造の安定化が、Gi/o共役型受容
体と Gi/o タンパク質においても見られるか
どうかについて検討した。受容体として、ア
デノシン受容体 1型（A1R）、ドパミン受容体
2 型およびムスカリン性アセチルコリン受容
体 2型の FRETコンストラクトを作製し、そ
の Gi/oタンパク質結合能について調べた。そ
の結果、A1Rの FRETコンストラクトのみが
Gi/oシグナリング経路を活性化したことから、
A1Rを用いて解析を行った。A1Rのコンスト
ラクトを単独で発現させた場合、作用薬投与
による FRET効率の微かな減少が認められた。
これに対し、Gi1 タンパク質を共発現した時
には、作用薬投与による FRET効率の減少が
顕著に増大した。この結果は、A1Rの活性型
構造は不安定であり、作用薬との結合だけで
は細胞内領域の G タンパク質結合ポケット
は十分に開けないが、細胞内領域で Gi/oタン
パク質と結合することで full openの状態、即
ち、安定な活性型構造となる可能性が示され
た。現在、本研究についてまとめており、2014
年中に投稿する予定である。 
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