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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、①ロドプシンの光反応中間体の構造解析を行い、QM/MM 法による分子動力

学的計算による検証・比較解析を行った。また、培養細胞系で発現したロドプシンや他の

GPCR の精製・結晶化を進めた。②赤外分光法を用いてロドプシンおよびロドプシン類似

蛋白質の後期中間体の構造解析を進め、それらと相互作用する蛋白質存在下での構造変化

の違いを解析した。③全トランスレチナールをアゴニストとして結合するロドプシンと脊

椎動物のロドプシンとの G 蛋白質活性化に至る構造変化過程を比較解析した。また、代謝

型グルタミン酸受容体について、G 蛋白質活性化に至るヘリックスの相対的な位置変化を

解析し、ロドプシンの場合と比較検討した。④錐体視物質を桿体視細胞にノックインした

マウスモデルの電気生理学的解析を行った。また、「視覚」以外の機能に関与するロドプシ

ン類について、それらの多様化についての分子レベルの研究を行った。 

 

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 

光受容体ＧＰＣＲロドプシンの液体窒素温度下（約１００Ｋ）で捕捉された光反応初期中間体（バ

ソロドプシン）について、ＱＭ／ＭＭ法による分子動力学計算を行い、視覚初期過程を担う分子メ

カニズムとして非常に重要なレチナール発色団構造及びその環境について理論的な検証・結晶

構造との比較解析を行った。その結果、可視吸収・振動モード・円偏向二色性などの様々な分光

特性等のメカニズムが明らかになるとともに、活性化に必要なエネルギー蓄積に関しても貴重な知

見が得られた。また、様々な制御因子の結合は多くのＧＰＣＲについて活性化に影響を及ぼすと考

えられていることから、ロドプシンについてもそのような候補分子との複合体構造解析に関する研究



を開始し、結晶化・Ｘ線回折データ収集を行った。以上の研究とともに、培養細胞系を用いた大量

発現から結晶構造解析までのプロセス確立も進めた。ロドプシンに限らず創薬標的ＧＰＣＲの場合

にも、この方法により高分解能データを取得する上で特に問題となると考えられるのは、良質の精

製試料を作成することである。そこで、安定性・均一性・効率性などの観点から重要と考えられる改

善の詳細な検討を行い、非常に有効かつ簡便な試料作成法及び結晶化が可能となった。 

 

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 

 主に赤外分光法を用いた研究により以下の成果が得られた。 

（１） ロドプシンが１１シス型から全トランス型へのレチナールの光異性化によって活性化を誘起さ

れるのに対し、１１シス型レチナールを光でつくる異性化酵素、レチノクロムの活性化過程を赤外分

光により研究した。その結果、ロドプシンとは異なる水素結合ネットワークを経由したシッフ塩基の

プロトン脱離メカニズムを明らかにした。 

（２） 古細菌型ロドプシンであるフォボロドプシンは視物質ロドプシンと同様、７回膜貫通型の蛋白

質であり、全トランス型のレチナールを用いて光を吸収し、伝達蛋白質を活性化することによって負

の走光性を発現する。しかしながら、伝達蛋白質は水溶性のＧ蛋白質とは異なり、２回膜貫通型の

蛋白質である。我々は赤外分光法を用いて、伝達蛋白質の側に起こる構造変化を初めて検出す

ることに成功した。 

（３） 我々のグループが開拓した X-H (X-D) 伸縮振動領域の赤外スペクトルの解析から、興味深

い事実を発見した。古細菌ロドプシンは伝達蛋白質を介して光を情報へ変換するとともに、伝達蛋

白質が存在しないと光駆動プロトンポンプとして能動輸送することが知られている。系統的な赤外

分光解析により、プロトンポンプ活性のあるロドプシンにのみきわめて強い水素結合を形成した水

分子が見出された。 

 

③ロドプシンと他の GPCR との比較研究 

 脊椎動物のロドプシンは光受容により分子内に結合しているアンタゴニストをアゴニス

トに変換して活性状態になる GPCR であり、アゴニスト活性を示す全トランス型のレチナール

とは直接結合しない。一方、我々は昨年度に全トランス型のレチナールと直接結合するロドプ

シン類を無脊椎動物から発見し、脊椎動物のロドプシンとの構造的な違いについて検討し

た。具体的にはアゴニスト結合能をもつロドプシンのレチナール近傍に存在するアミノ酸

残基の網羅的な変異体解析により、ヘリックス VI に存在する Ala269 周辺の構造が活性状

態の形成に重要であることを見いだした。さらに Ala269 の変異によって G 蛋白質活性化能

が低下するが、この低下はヘリックス V に位置するいくつかのアミノ酸残基に変異を導入

することで回復することを見いだした。また、このロドプシンと脊椎動物のロドプシンと

では変異による活性状態の吸収スペクトル的性質や G 蛋白質活性化能への影響の仕方が異

なることがわかった。 

 我々はこれまでに代謝型グルタミン酸受容体タイプ８（mGluR8）を用いてその細胞質領



域の変異体を網羅的に解析した。その結果、刺激非依存的に G 蛋白質活性化能が上昇する

変異（構成的活性化変異、CAM）をヘリックス II と IV に同定した。今回、ヘリックス II

と IV の CAM 部位近傍にシステインを導入し、ジスルフィド結合を形成させると活性化能

の有意な低下が起こることを見いだした。つまり、mGluR8 が G 蛋白質を活性化する状態に

なるには、ヘリックス II と IV の細胞質側の相対的な距離が広がることが明らかになった。

ロドプシンではヘリックス III と VI との相対的位置が広がることにより G 蛋白質を活性化

する状態になる。以上のことから、mGluR もロドプシンと同様にヘリックスの動きを利用

してG蛋白質との相互作用部位を露出するがその分子構築が異なることが明らかになった。 

 

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 

 薄明視と昼間視を司る桿体視細胞と錐体視細胞では、光感度や光応答の速度が異なるこ

とが知られている。本研究では、光受容に関与する視物質の多様化により両視細胞の応答

特性がどのように変化するかを検討するために、桿体視細胞に発現する視物質ロドプシン

をマウス緑錐体視物質に置換したノックインマウスを作製し電気生理学的に表現型解析を

行った。吸引電極法を用い単一視細胞の光応答を詳細に解析した結果、視物質の光反応量

当たりの光感度は野生型に対しマウス緑ホモマウスでは1/4倍に低下することが分かった。

ウエスタンブロット法により視物質以外の光情報伝達蛋白質の発現量の定量を行い、それ

らが光感度に与える影響を考慮した結果、マウス緑ホモマウスにおける光感度の低下は置

換した視物質の性質の違いに由来することが示唆された。 

 ロドプシン類にはいわゆる「視覚」に関与するもの以外に他の光受容機能（概日リズム

や年周リズムなど）の受容体として働くものがある。我々は概日リズムのリセットに関与

する脊椎動物の網膜の神経節細胞に、無脊椎動物のロドプシンと近縁の光受容体が発現し

ており、脊椎動物の概日リズムを制御する細胞が無脊椎動物の視覚に関与する細胞と進化

的には同じであることを発見した。また、は虫類・両生類の頭頂眼にある光受容細胞から

新奇のロドプシン類（パリエトプシンと命名）を発見した。 

 

３．研究実施体制 

七田（京大）グループ 

①研究分担グループ長：七田 芳則（京都大学、教授） 

②研究項目：ロドプシンをモデルとした GPCR の機能発現・多様性解析 

 

岡田（産総研）グループ 

①研究分担グループ長：岡田 哲二（産総研、主任研究員） 

②研究項目：Ｘ線解析法によるロドプシン類の機能解析 

 

神取（名工大）グループ 



①研究分担グループ長：神取 秀樹（名工大、教授） 

②研究項目：光法によるロドプシン類の機能解析 

 

中谷（筑波大）グループ 

①研究分担グループ長：中谷 敬（筑波大学、助教授） 

②研究項目：細胞レベルでの GPCR 機能発現機構の解析 
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