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【H 的】 G 蛋 白質共役型 受容体 （GPCR ）は 、ホ モ ダイマ
ーだ けで な くヘ テ ロ ダ イ

マ
ーを 形成 する ペ ア が 存在 す る こ とが報 告 されて い る t・GPCR の ヘ テ ロ ダ イ

マ
ー

形成 ペ ア の 探索 とその 機 能解 明は 、新規 作用機亭に よる 新薬開発に 応用で

きる と期待 され て い る。そ こ で 、こ れまで の 手法で は不可能で あ っ た GPCR ヘ

テ ロ ダ イマ
ー

の 組み合 わせ をハ イス ル
ープ ッ トに 探索 する 手法 として ．細 胞内

で の 蛋 白質問相 互作 用の 検 出に利 用 されて い る分 割 ユ ビキ チ ン を利用 した 酵母

2ハ イブ リ ッ ド系を応用する こ とで 、GPCR の ヘ テ ロ ダイ マ ー形成ペ ア の 探索 を

簡便かつ 迅速 に 網羅 的ス ク リ
ー

ニ ン グ を可能 とする シス テ ム を開 発する こ とを

目指 した。
【方法 と結 果】 本研 究で 用 い るユ ビ キチ ン 分割体 は C 末端側 （Cub）と N 末端側

（NubG ）よ り構成 され、こ れ らが接 近 した状態 に なる と相 補 し合 うた め再 会合

し、ユ ビ キチ ン の 機 能を回復 する 。こ の 再会合 に よ りレ ポーター遺伝 子 が 発現

す る ため 、融 合蛋白質の 相互 作用を検出する こ とがで きる 。モ デ ル 系 として 酵

母内在性 GPCR （Ste2p）をそれぞれ Cub とNubG に融合 し、酵 母の 増殖 に よ リレ

ボータ ー
遺伝 予の 発 現を評価 した とこ ろ 、Ste2pの ダ イマ

ー
形成が 確 認さ れ た。

また、ア ドレ ナ リン 受容体 などを含 む 呂種類 の ヒ トGPCR の ヘ テ ロ ダ イ マ ー形

成ペ ア の 探索 に 本系を応 用 した とこ ろ ．新たに ヘ テ ロ ダ イマ ー形成 を示 唆す る

ペ ア の 検 出に成 功 した。イtシ ス テム は 700種 類以 ［：存 在する ヒ トGPCR の 網羅

的なヘ テ ロ ダ イ マ
ー

形成 ベ アの 探索 へ の 応用 が 可 能で あ る と期 待 され る。

【目的】進化分子工 学は タ ン パ ク 質を人 工 的に 希望 の 方向へ と改 変す る 技術 で あ

り、な か で もタ ン パ ク 質会合に お け る ア フ ィ ニ テ ィ 改変は生体機 能を 調 節で き

る こ とか ら医 薬品開発 な どへ の応 用 が期待 さ れ て い る 。こ う した 背景 か ら、タ

ン パ タ質の ア フ ィ ニ テ ィ を 自在に 強化 お よび 弱 化 す る た め の新 た な ス ク リーニ

ン グ シス テ ム を考案 した ，t
【方法】酵母 の G タ ンパ ク質 シ グ ナ ル 経 路 にお い て、リガ ン ドが 受 容体 へ と結 合

する と三 量 体G タ ンパ ク質が 解離 し シ グナ ル を伝 達 す る。G タ ンパ ク 質 γサ ブ ユ

ニ ッ トの 脂質修 飾に よ る 細 胞 膜 へ の 局 在 は シグ ナ ル 伝 達 に と っ て必 須 で あ り、
この 特性 を利 用 し以 下 の シ ス テ ム の構 築 を 行 っ た 。脂 質化 配 列 を削 除 した 研 と

標 的 タ ンパ ク質 「Y 」 を融 合 タ ンパ ク質 （Gγ
一Y ） と し て酵 母 の 細 胞 質内 に 発 現

させ る と と もに 、結合 定数 が 異 な る 2種類 の タ ンパ ク 質 「Xl 」お よ び 「Xl 」 を

発現 させ る 。こ こで 「X1」の み を細 胞膜 に局 在 化 させ る と、　 XIY 間 の 結 合 定数

（馬 ，
）が X2Y 間の 結合定数 （κ。P よ りも大 き い 場 合 （ノ（al

＞κ。1）の み G γが 細 胞

膜 に 局 在で き シ グナ ル が 伝達 され る 。本 原 理 を基 盤 に 、Xl あ る い は X2 をラ イ ブ

ラ リ化 して シ グ ナ ル が伝 達 され た 酵 母を 選 別 す る こ とで 、ア フ ィ ニ テ ィ の 強化

また は弱化 に 応用 す る こ とが 可 能 と なる。本 発 表で は 、ここ に提 案 した 酵母 シ

グナ ル伝達 メ カ ニ ズ ム を 利 用 した ア フ ィ ニ テ ィ を 自在に 改変する こ との で き る

新 規 シス テ ム の 原 理 に つ い て 実証す る。
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pオ ピオ イ ド受容体は ．7 回膜貫通型の G タ ン パ ク質共役型受容体 （GPCR ） に

属 し、リ ガ ン ドで ある モ ル ヒ ネ やβ
一エ ン ドル フ ィ ン な ど と結合 する こ とに よ り、

生 体内 に お い て 鎮 痛作用 を 生 じ る生 理作 用 を 引 き起 こ す こ とが報告 されて い

る。主 にが ん 患者な どに 施 され るモ ル ヒ ネ など麻薬性鎮痛薬剤 を用 い た疼痛管

理に お い て 、この p オ ピ オ イ ド受容体の 遺伝 子多型 （SNP ＞が、薬剤効果 に お

ける 個人差 を引 き起 こ す原 因と な っ て い る こ とが示唆 され、オピ オイ ド受容体

の 遺伝 子多型に よ っ て 生 じる変異体 の 生 化学的 な解析が求め られ て い る。そこ

で 、本研 究で は 、出芽酵母Saccharomyc・ε∫ 肥rε慨写瞬 を用い た ヒ ト由来 F オピ オイ

ド受容体 OPRM 且の 機 能的発 現系お よ び リガ ン ドア ッ セ イ系 を構築 し、受容体

の 遺伝 子多型 と薬剤応答性 の 関連 を解析す る こ と を目的と した．
ヒ ト由来 OPRM1 野生 型 の 酵 母発現 ベ ク ターを作 製 し、出芽酵母 に 導 入 した 。
OPRMI の タ ン パ ク質発 現 は Western 　blelで 確 認し た。　 OPRM1 発現酵母 の 培養 液

に リガ ン ドで あ る 6一エ ン ドル フ ィ ン を 添加 し、酵 母内在 GPCR シグ ナル 伝達経

路下 流 で発 現す る よ うに 設計 した 緑色 蛍 光 ダ ン パ ク 質 GFP お よ び ホ タ ル ル シ

フ ．z ラ ーゼ の 発現 に 由来す る蛍 光 や発 光 を測定 する こ と に よ り、酵 母細胞 で の

OPRMIWW 能的発現 を解析 し だ ，さ らに 、ヒ トに お い て薬物 や ア ル コ
ー

ル 依存 に

関連 が あ る と 言われ てい る OPRMTExDnl の SNP （All8G ）を 有す る 変異体を構

築 し、リ ガ ン ド応答性の 変化 の 有無 を解析 した。本発 表に お い て は ．OPRMI の

機能的発現の 成否、ま た An8G 変異体の 発現 や 機能の 変化の 有無 に つ い て 報告

する 。

嗅覚受容体は嗅細胞の 細胞膜上 に発現す るG タ ン パ ク質共役受容体（GPCR ）で あ

る。細胞外の 匂 い 分子 を認識す る高感度セ ン サ ーで あ り、匂い セ ン サ ー開発 へ

の 応 用が期待 されて い る が、異種細胞 で の 発現 が困難 で ある こ とか ら、他の

GPCR に比べ て 研究は 遅 れて い る。私 たちは、嗅覚受 容体 の 機 能解析や 相互作

用す る因 r一の 特定 ・機能解析 とともに、化学物質セ ン サ
ー

として の 工 学的利用

を目的に、出芽酵母 ∫accharomvces 　cerevisiae を用 い た嗅覚 受容 体の 高効率発現

系の 構築 を行ってい る．
本研 究で は、オイゲ ノ

ー
ル 受容体で ある マ ウ ス 由来嗅覚受容体 mOR −EG の 酵母

で の 機能的発現 を行った 。酵母α
一因 子フ ェ ロ モ ン 受容体 をmOR −EG に 入れ 替え、

シ グナ ル 伝達機構の 下流 に ル シ フ ェ ラ
ーゼ の 遺伝子 をレ ポーター遺伝于 と して

の 組 み 込み 、オ イ ゲノ
ー

ル 応答酵母 を作成 し た。
さら に 受容体の 発現効率 を上 げ るた め 、ラ ソ ト由来17嗅覚受容体の N お よび C

末端 配列 で 置 き換 えた キ メ ラ 体嗅覚受容体 を作成 した 。ま た、嗅竟受容体 の 細

胞膜 へ の 効率 的輸送 を促す た め、マ ウ ス 山来 Rccept 。 r　transp 。rt　protei11（RTP ）と嗅

覚受 容体 と の 共 発現酵 母を作 製 した e キ メ ラ 体手法お よ び、RTI）と の 共発 現 と

も活性 の 向上 が み ら れ、有効 な手法 で あ る こ とが 示唆 さ れ た。これ らの結 果 か

ら、出芽酵母 で の 嗅覚受容体 の 発現 にお い て有効 な ア ブ ロ
ーチ 法 に つ い て ま と

め、報告 する。
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