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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質シグナルに応答するスイッチングゲノム編集技術として、Cre/loxP組換えシス
テムを利用した「遺伝子が抜け落ちて代わりに別の遺伝子が発現する」系を確立した。これにより、Gタンパク質シグ
ナルを検知して2つの遺伝子発現の「ON→OFF」と「OFF→ON」を同時に引き起こすことが可能となった。本技術を利用
して、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）の二量体形成シグナルに応答して2つの遺伝子発現を切替えることのできるシ
ステムを開発し、酵母内在性Ste2受容体とヒト由来セロトニン受容体（HTR1A）のホモ二量体形成や、ヒト由来アドレ
ナリン受容体（ADRB2）のヘテロ二量体形成の検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：As the switching genome editing technology that can respond to G-protein 
signaling, we established the method permitting the pop-out of a gene and the alternative expression of 
another gene based on the Cre/loxP recombination technique. Herewith, it has enabled to induce 
concurrently “ON to OFF” and “OFF to ON” of two genes in concert with the detection of G-protein 
signaling. Using this technology, we developed the system for switching two gene expressions in response 
to the signal for dimer formation of G-protein coupled receptors (GPCRs); thereby, successfully detecting 
the homodimer formations of yeast endogenous Ste2 receptor and human serotonin receptor (HTR1A), and the 
heterodimer formation of human adrenergic receptor (ADRB2).

研究分野：生物化学工学
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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）は，
視覚，味覚，嗅覚を含む感覚器系に加え，心
拍や血圧，消化，呼吸，神経伝達，細胞増殖
などあらゆる生理機能の制御に関与してお
り，生体制御システムを理解する上できわめ
て重要な受容体タンパク質である。膜タンパ
ク質最大のファミリーを形成する GPCR は，
ヒトにおいて約 800種類存在し，細胞膜内側
に存在する三量体 G タンパク質を介して外
部からの刺激（リガンドの結合）を細胞内情
報へと変換してシグナルを伝達する。このシ
グナル伝達を介して生体の様々な生理応答
を引き起こしており，糖尿病治療薬，抗うつ
薬，鎮痛薬，高血圧治療薬，アレルギー薬な
ど実に様々な医薬品開発の分子標的として
も利用されている。 
	 ヒトにおけるGPCRを介したシグナル伝達
は，複数のクラスとサブクラスが存在する三
量体 G タンパク質の種類の多さやシグナル
のクロストークとも相まって多様な伝達様
式が生み出されており，これが様々な生理機
能を制御する所以となっている。しかし，こ
の多様なバリエーションが逆にシグナル伝
達経路を複雑化する要因ともなっており，簡
便かつ単純な解析方法が望まれてきた。一方
で，GPCR は単量体もしくはホモ二量体で機
能していると考えられてきたが，近年多くの
GPCR がヘテロ二量体を形成していることが
明らかとなってきており，現在では GPCRや
細胞内 Gタンパク質の種類の多さに加え，こ
のヘテロ二量体の組み合わせが生体機能調
節のさらなる多様性を生み出していると考
えられている。 
 
２．研究の目的 
	 上述の背景から，申請者はこれまでに真核
生物のモデルとしてよく利用されている出
芽酵母を宿主として用いて，ヒト GPCRのシ
グナル伝達や二量体形成を簡便に検出でき
るシステムを開発してきた。具体的には，
GPCR の制御機構の解析や調節因子の探索を
簡便に行うため，シグナル伝達や二量体形成
を転写応答性のレポーター遺伝子発現によ
り検出できるシステムを開発している。しか
し，転写応答性レポーターは検出系としては
極めて有効なシステムであるものの，単純に
シグナルに応答した転写の OFF → ON の切
替えを行うシステムである。 
	 そこで，GPCR シグナルに応答して，遺伝
子発現の OFF → ONへの切替えだけでなく，
ON → OFFへの逆の切替えも容易に行うこと
が可能な技術を開発することを考えた。この
技術を開発できれば，一般的に利用されるポ
ジティブクローンのセレクションだけでな
く，ネガティブクローンのセレクションを
様々なレポータータンパク質を利用して簡
便かつ制限無しに行うことが可能となる。つ
まり， GPCRシグナル検出においてポジティ
ブセレクションを行うことで作動薬を簡便

にスクリーニングできることに加え，ネガテ
ィブセレクション系を開発することでタン
パク質機能に重大な欠陥を与える変異点や
拮抗薬を簡便にスクリーニングできるよう
になるため，極めて有効な創薬候補物質の探
索手法となる。 
	 本研究では，狙った通りにレポーターの
ONと OFFを切り替えることのできるシステ
ムとして，まず特定の配列を脱落させてゲノ
ム上の 2つの遺伝子配置を編集（再配置）す
るための手法を開発し，さらに開発した編集
技術をもとに，“GPCRの二量体形成シグナル
に応答してゲノムが自動的に編集される技
術”を開発することを目的とした（図 1）。 
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図 1. GPCR の二量体形成シグナルに応答
してゲノムを自動的に編集(再配置)  

 
３．研究の方法 
	 狙った通りにレポーターのONとOFFをそ
れぞれ切り替えることのできるシステムと
して，「遺伝子 A が抜け落ちて代わりに遺伝
子 Bが発現する」ゲノム編集パターンを確立
することとした（図 2）。赤色蛍光タンパク質
E2-Crimson および緑色蛍光タンパク質
ZsGreen をコードする遺伝子をレポーターと
して利用した。強力な恒常発現型の TDH3プ
ロモーター下流に，両端に loxP配列を挟み込
む形で付加した赤色蛍光タンパク質
E2-Crimson遺伝子を挿入し，さらにその下流
側に緑色蛍光タンパク質 ZsGreen遺伝子を挿
入したレポーター遺伝子発現カセットを作
成した。さらに，Cre 恒常発現カセットを作
出し，これらを酵母細胞に導入した。作成し
た酵母細胞を培養し，赤色と緑色の蛍光強度
をフローサイトメーターにより測定するこ
とで， Creが発現している場合にゲノムが狙
い通りに編集されて E2-Crimson と ZsGreen
の発現のONとOFFがそれぞれ切り替わって
いるかを確認した。 
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図 2. レポーター発現切替えのための 
ゲノム編集（再配置）のパターン 

	 さらに，GPCR 二量体形成シグナルに応答
するゲノム編集技術を確立するために，前述
で作出した PTDH3-loxP-E2-Crimson-loxP-ZsGre
en配列を含む酵母細胞に，lexAオペレーター
（lexAop）の制御下で Cre 遺伝子の発現を誘
導する配列を導入した。作出した酵母を用い
て，LexA-VP16人工転写因子とユビキチン分
割体（Cubと Nub変異体）を介した Creの発
現に応じてE2-CrimsonとZsGreenの発現の切
替えが起こるかを確認した。Alg5-Cub-LexA-
VP16 と Alg5-NubI を発現するポジティブコ
ントロールプラスミドで上述の酵母を形質
転換し，フローサイトメーターにより赤色と
緑色の蛍光強度を測定した。 
	 GPCR のホモ二量体形成に対する応答を確
認するために，酵母内在性受容体（Ste2）と
セロトニン受容体（HTR1A）がそれぞれ Cub
-LexA-VP16 と NubG との融合タンパク質と
して発現するプラスミドを作出した。また，
GPCR のヘテロ二量体形成に対する応答を確
認するために，アドレナリン受容体（ADRB2）
を Cub-LexA-VP16と，アンジオテンシン受容
体（AGTR1）やソマトスタチン受容体 SSTR
2）を NubGと融合して発現するプラスミドを
作出した。これらの Cub-LexA-VP16と NubG
を含むプラスミドで PTDH3-loxP-E2-Crimson-lo
xP-ZsGreen配列と lexAop-Cre配列を導入した
酵母細胞を共形質転換した。この際に，PTDH

3-loxP-E2-Crimson-loxP-ZsGreen 配列をゲノム
組み込みだけでなく，マルチコピー型プラス
ミドに乗せ替えたプラスミドも作出し，lexA
op-Cre配列をゲノムに組み込んだ株に導入し
た酵母も作出して共形質転換に用いた。これ
らの酵母を培養し，それぞれ二量体形成シグ
ナルに応答した遺伝子発現の切替えが起こ
っているかを確認するために，フローサイト
メーターにより赤色と緑色の蛍光強度を測
定した。 
	
４．研究成果	

	 ゲノム上の 2つの遺伝子の配置を編集（再
配置）するための手法として，特定の遺伝子
配列を脱落することのできる Creリコンビナ
ーゼと loxP配列を利用した。ゲノム上の遺伝
子（もしくは塩基配列）の両端に 34bp から
成る loxP 配列を重複するよう配置しておく
ことで，Cre リコンビナーゼの作用により
loxP間での相同組換えが起こり，挟まれた配
列を削除することができる。この Cre / loxP
による組換えの原理を利用して，Cre / loxP組
換え後に，「遺伝子 A が抜け落ちて代わりに

遺伝子 Bが発現する」ゲノム編集パターンの
確立を行った（図 2）。 
	 遺伝子 Aとして E2-Crimsonを遺伝子 Bと
して ZsGreen を利用した。PTDH3-loxP-E2-Cri
mson-loxP-ZsGreen 配列をゲノムに組み込ん
だ酵母細胞に Cre恒常発現プラスミドを導入
して蛍光強度の測定を行ったところ，Cre を
発現していない細胞では赤色蛍光のみを発
したのに対し，Cre を恒常発現した細胞では
緑色蛍光のみを発した（図 3）。このことから，
Creの発現により loxP配列により挟まれた E
2-Crimson遺伝子が脱落し，代わりとして TD
H3 プロモーター下流に ZsGreen 遺伝子が結
合されることで，これらのレポーター遺伝子
発現の ONと OFFがそれぞれ切り替わり，狙
い通りにゲノム上の遺伝子が再配置されて
いることを確認した。 
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図 3. Cre 恒常発現による E2-Crimsonと 

ZsGreenの再配置と発現切替え 

	 次に，GPCR 二量体形成シグナルに応答し
てゲノム編集プログラムが実行される系を
確立するために，まず LexA-VP16人工転写因
子の核内移行に伴い発現が誘導される lexAop
の制御下で Creが発現するように酵母を改変
した。PTDH3-loxP-E2-Crimson-loxP-ZsGreen 配
列と lexAop-Cre配列をゲノムに組み込んだ酵
母を作出し，Alg5-Cub-LexA-VP16と Alg5-Nu
bI を発現するポジティブコントロールプラ
スミドを導入して蛍光強度の測定を行った
ところ，Alg5-Cub-LexA-VP16 と Alg5-NubI
を発現する酵母のみ赤色蛍光が消失し，緑色
蛍光を発することが確認された（図 4）。これ
は，膜タンパク質である Alg5と融合された C
ub-LexA-VP16 は通常では膜に局在するが，
変異型の NubI が存在すると Cub と常に相互
作用してユビキチン活性を回復するため，Le
xA-VP16 人工転写因子が切断されて核内に
移行する。この LexA-VP16が核内において l
exAop と結合して下流の転写を活性化するた
め，Creが発現して E2-Crimsonの脱落と ZsG
reenの配置転換による発現スイッチが狙い通
りに起こったものと示唆される。 
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図 4. lexAopによる Cre誘導発現系での 
E2-Crimsonと ZsGreenの発現切替え 

	 上述で構築した酵母細胞を用いてGPCRの
ホモ二量体形成に応答したレポーター発現
の切替えが起こるかどうかを酵母内在性受
容体 Ste2により確認した。Ste2はユビキチン
分割体の相互作用を阻害しないよう二量体
形成には影響しないことが明らかなC末端を
削除した欠失変異体（Ste2∆C）を用いた。コ
ントロールには，Ste2 と相互作用しない Hxt
1 膜タンパク質を用いた。Ste2∆C-Cub-LexA-
VP16と Ste2∆C-NubGもしくは Hxt1-NubGを
発現するプラスミドを PTDH3-loxP-E2-Crimson
-loxP-ZsGreen配列と lexAop-Cre配列を組み込
んだ酵母に導入し蛍光強度の測定を行った
ところ，Ste2∆C-Cub-LexA-VP16 と Hxt1-Nub
Gを発現する酵母は赤色蛍光を発したのに対
し，Ste2∆C-Cub-LexA-VP16 と Ste2∆C-NubG
を発現する酵母は緑色蛍光を発した（図 5）。
この結果は Ste2∆C がホモ二量体を形成して
E2-Crimsonと ZsGreenの発現スイッチが起こ
ったことを示しており，GPCR のホモ二量体
形成により LexA-VP16の切断と核内での Cre
遺伝子の発現誘導が狙い通りに引き起こさ
れたことを示唆している。 
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図 5. Ste2 のホモ二量体形成に応答した 
E2-Crimsonと ZsGreenの発現切替え 

	 ここで，赤色蛍光タンパク質である E2-Cri
msonの蛍光強度が弱かったため，PTDH3-loxP-
E2-Crimson-loxP-ZsGreenカセットをゲノムか
らマルチコピー型プラスミドに乗せ替えた

プラスミドを作出して lexAop-Cre配列をゲノ
ムに組み込んだ酵母に導入した。この酵母に
Ste2∆C 受容体を用いてホモ二量体形成を検
出したところ，赤色蛍光強度の劇的な改善が
見られた（図 6）。また，Ste2の代わりにヒト
由来セロトニン受容体である HTR1A を用い
てホモ二量体形成を検出できるかどうかを
評価したところ，HTR1A でも同様にホモ二
量体形成によりレポーター発現の切替えが
起こることが確認された（図 7）。 
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図 6. マルチコピー型レポータープラスミ

ドによる蛍光強度の向上 
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図 7. ヒト HTR1A のホモ二量体形成に応答 
した E2-Crimsonと ZsGreenの発現切替え 

	 さらに，Cub-LexA-VP16をヒト由来アドレ
ナリン受容体である ADRB2 と融合し，Nub
G をアンジオテンシン受容体 AGTR1 やソマ
トスタチン受容体 SSTR2と融合して，lexAop
-Cre 配列を組み込んだ酵母に PTDH3-loxP-E2-
Crimson-loxP-ZsGreen 発現マルチコピー型プ
ラスミドと共に導入したところ，赤色蛍光は
観察されず緑色蛍光のみが観察された（図 8）。
ヘテロマーを組まない組み合わせである AD
RB2 と Ste2∆C を用いた場合，コントロール
と同程度の赤色蛍光が観察されたことから，
ADRB2 と AGTR1 もしくは SSTR2 のヘテロ
二量体形成を検出してレポーター発現を切
り替えることができた。 
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図 8. ヒト ADRB2 のヘテロ二量体に応答 
した E2-Crimsonと ZsGreenの発現切替え 

	 以上の結果より，GPCR の二量体形成シグ
ナルに応答してゲノムが自動的に編集され
てレポーターのONとOFFを切替えが可能な
システムを開発することに成功した。本技術
を応用することで，創薬候補となる変異点や
阻害剤の簡便なスクリーニングが可能にな
ると期待される。 
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