
「たんぱく質の構造・機能と発現メカニズム」 

平成13年度採択研究代表者 

 

七田 芳則 

 

 

（京都大学大学院理学研究科 教授） 

 

「ロドプシンをモデルとしたＧ蛋白質共役型受容体の構造・機能解析」 

 

1.研究実施の概要 

G蛋白質共役型受容体（GPCR）はヒトゲノム中に1000種程度が同定され、創薬分野にお

ける最も重要なターゲット蛋白質である。本研究では、GPCRの中で最も研究の進んでいる

ロドプシンのリガンド結合機構やG蛋白質活性化機構を原子レベルで解析し、その知見を

もとに一般のGPCRの構造・機能解析を進めることを目的としている。 

本年度は、まず、ロドプシン中間体の立体構造解析のための種々の条件を検討した。

また、培養細胞系で発現させたロドプシンおよび構成的活性（Constitutive Activity）

を示す変異体を結晶化させることに成功した。さらに、ロドプシンの赤外スペクトル解析

において蛋白質内部における水分子の水素結合構造を解析する新たな振動数領域を開拓し

た。一方、GPCRの研究において第２のモデルGPCRと位置づけている代謝型グルタミン酸受

容体（ｍGluR8）を、培養細胞系で発現させることに成功し、また、ウシロドプシンとは

違って全トランスレチナールをアゴニストとして結合する新規なロドプシンを発見した。

さらに、錐体視物質の性質を示すロドプシン変異体をノックインしたマウスの視細胞応答

を測定するとともに、錐体視物質を桿体視細胞の発現するマウス、および、３色性の錐体

視細胞を持つマウスの作製にも成功した。 

 

2.研究実施内容 

①Ｘ線解析によるロドプシンのＧ蛋白質活性化機構の原子レベルでの解析 

既に得られているウシ網膜由来のロドプシン３次元結晶を用いて、その構造精密化や

光反応中間状態に関する研究を行うことは、GPCRの構造・機能に関する知見を得るために

現在最も有力なものである。本年度は、ロドプシンの４つの光反応中間体（バソ、ルミ、

ＭⅠ・ＭⅡ）のうち、クライオ条件下で捕捉可能な初期中間体（バソ、ルミ）について、

数多くの条件下での顕微分光測定、Ｘ線回折測定を行った。一方、その解析精度を向上さ

せるために、３次元結晶の回折分解能向上のための詳細な条件検索を行った。それらの結

果、これまでの中間体解析の障害であった問題をほぼ解消することが出来た。１つには、

従来の３次元結晶は初期過程で起こる微少な構造変化を正確に検出するには回折分解能が

不十分であったが、それを大幅に向上することが出来た。また、結晶の不完全性の１種で



ある内在的な双晶の問題も解析上の支障となっていたが、これについてもほぼゼロに近い

結晶を得ることが出来た。以上の結果、暗状態でのロドプシンの構造をこれまでの2.6Å

から2.2Åへと精密化するとともに、バソ中間体についても再現性のある構造変化を検出

することが可能となった。 

培養細胞系で強制発現させたロドプシン及び変異体を含めた関連蛋白質の結晶構造解

析システムを確立することは、一般の創薬標的GPCRをターゲットとする構造研究のモデル

としても重要である。本年度の研究により、HEK293Sで発現させた野生型ロドプシンを試

料として、Ｘ線回折測定に十分なサイズの両錐型結晶及び棒状結晶を得ることに成功した。

この棒状結晶は高分解能回折を与える網膜由来のものと同様であることから、更に精密化

することにより構造解析が可能であると考えられる。また光に依存しない構成的活性を有

する変異体についても、実験条件を整えることにより両錐型結晶を得ることが出来た。こ

れらの結晶化は、サブミリグラムのサンプル量でのスクリーニングにより行っており、今

後更に多様なターゲットを効率的に結晶構造解析へと進める体制が確立されたと言える。 

②分光法を用いたロドプシンのＧ蛋白質活性化機構の原子レベルでの解析 

本研究では、ロドプシンの光反応中間体（バソ、ルミ、ＭⅠ、ＭⅡなど）における構

造変化過程を、振動分光学的手法により詳細に検討し、Ｘ線やＮＭＲといった他の手法で

は得られない原子レベルの情報を得ることを試みる。本年度は、レチナールの異性化によ

る光エネルギーの捕捉機構を低温赤外分光により解析することを主要なテーマとして、以

下の研究を実施した。 

ロドプシンの発色団であるレチナールは正の電荷をもち、負電荷をもつ対イオンによ

って安定化されている。これまでに固体ＮＭＲを用いた研究により、イオン対を橋渡しす

る水分子の構造が重要であることが提唱されてきた。それに対し、昨年度の我々のＸ線結

晶構造解析の結果から、水分子は橋渡し構造をとらないことが明らかになった。そこで、

振動分光学の立場から水分子の伸縮振動を捉え、異性化反応産物であるバソ中間体におけ

る振動バンドの変化を解析したところ、Ｘ線結晶構造解析の結果と同様、イオン対を橋渡

しする水分子は存在しないこと、異性化によって強い水素結合環境の水分子は構造変化し

ないことが強く示唆された。 

一方、無脊椎動物のレチナール光異性化酵素であるレチノクロムや古細菌の光情報伝

達のレセプターであるフォボロドプシンを試料として同様の実験を行った。その結果、レ

チノクロムではロドプシンと同様に水分子は存在しないが、フォボロドプシンではバクテ

リオロドプシンと同様、水分子が強い水素結合を形成してイオン対を橋渡しすることが明

らかになった。以上のことから、ロドプシンファミリーと古細菌ロドプシンのファミリー

では、水分子の働きが異なることが明らかになった。 

③ロドプシンと他のGPCRとの比較研究 

我々はロドプシンのキメラ変異体を利用した研究から、ロドプシンと代謝型グルタミ

ン酸受容体（mGluR）では細胞質ループ部分でG蛋白質を活性化することは同じであるが、

分子構築が異なることを明らかにしてきた。そこで、ロドプシンで行われている研究と同



様のクオリティーでmGluRの研究を行うために、培養細胞系でのmGluRの発現を試みた。そ

の結果、mGluR8がロドプシンと同様にHEK293S系で発現させることができ、また、生化学

的な研究に適用できることを見いだした。そこで、mGluRのループ中において、G蛋白質の

活性化に最も重要な部位を特定することを試みた。まず、G蛋白質の活性化においてロド

プシンのループ３と類似した働きをするループ２について、全ての残基を網羅的にアラニ

ンと置換し、どのアミノ酸残基がG蛋白質の活性化の際に重要であるのかを検討した。そ

の結果、G蛋白質の活性化に重要なアミノ酸残基は、ループ２のN末部位とＣ末部位の両方

に集中していることを発見し、ロドプシンのループ３とは異なることが明らかになった。 

我々は昨年度の研究により、ナメクジウオからクローニングしたロドプシンはウシロ

ドプシン（Gt共役型）とは異なり、アポ蛋白質と全トランス型レチナールとが直接結合す

ることを発見した。ロドプシンの活性化状態は発色団として全トランスレチナールを含む

ので、このロドプシンでは、アゴニスト（全トランス型レチナール）活性化と光活性化と

が同一のメカニズムである可能性が考えられた。そこで、このロドプシンのアゴニスト活

性化状態と光活性化状態のG蛋白質活性化能を比較検討した結果、両者の生化学的性質は、

全く同一であることがわかった。以上のことから、アゴニスト結合によるGPCRの活性化メ

カニズムを、このロドプシンの光活性化状態から解析できることがわかった。 

そこで、ウシロドプシンの立体構造に基づき、発色団レチナール周辺のアミノ酸残基

を網羅的に置換した変異体を作製して解析した結果、ヘリックス６に存在する２つのアミ

ノ酸が全トランス型レチナール（アゴニスト）と相互作用していることを発見した。 

④ロドプシン類の機能多様性を起因とする視覚機能の多様性解析 

GPCRそのものの性質と生理機能との関連を解明するために、ロドプシンをモデルとし

てノックインマウスを作製し、視細胞機能に与える影響を解析した。 

まず、すでに作製した錐体視物質の性質を示すロドプシン（E122Q）を発現する変異マ

ウスを実験材料として、このマウスの視細胞の応答特性を電気生理学的（網膜電図

（ERG）測定および単一細胞応答記録）に検討した。その結果、変異マウスの光感受性は

野生型マウスよりも２倍程度低くなった。つまり、錐体と桿体の感受性の違いに視物質の

違いが関係する可能性が示唆された。 

さらに、これらの視物質の性質変化の影響を直接的に比較検討するため、錐体視物質

そのものをノックインしたマウスの作製を試みた。その結果、桿体視細胞にマウス緑感受

性錐体視物質（マウス緑）を十分量発現するラインを得ることができた。 

また、視細胞の応答特性だけでなく波長感受性という色覚の分子基礎的な知見を得る

ために、マウス緑の吸収波長を変化させたノックインマウスラインを作製した。この実験

系のポイントは、２種類の視物質を排他的に錐体に発現させることにより、別々の波長感

受性を持つ錐体を共存させ、色覚情報処理のモデルを得ることにある。In situ 

hybridizationにより発現パターンを確認したところ、ヘテロマウスの錐体では予想通り

２種類の視物質が排他的に発現していることが確認された。 
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