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Many membrane proteins are responsible for signaling and ionic transport necessary to maintain biological func-

tions in vivo. Recently, not only conformational changes but also oligomerization have been proposed to regulate pro-

tein activation. Thus, the study of membrane protein oligomerization is crucial for new drug development. The existing

destructive methodologies such as immunoprecipitation, however, are not suitable to determine oligomeric states pre-

cisely because of the artiˆcial aggregation of proteins after detergent solubilization. In the present study, the coiled-coil

tag-probe labeling method and spectral imaging were ˆrst combined to establish a new methodology based on ‰uores-

cence resonance energy transfer (FRET) for stoichiometric analysis of the oligomeric states of membrane proteins on

living cells. After validating the method for mono-, di-, and tetrameric standard membrane proteins, the oligomeric

state of b2-adrenergic receptors (b2ARs) was examined to clarify its functional signiˆcance. It was found that b2ARs

could transduce cyclic adenosine 5′-monophosphate (cAMP) signals and internalize them upon treatment with ligands

without showing any FRET signals. Thus, b2ARs do not form constitutive homooligomers, and homooligomerization is

not necessary for the receptor function of b2ARs. Finally, the oligomeric state of full-length M2 proton-selective chan-

nels of in‰uenza A virus was investigated. Although the results of X-ray crystallography and NMR studies using frag-

ment peptides suggested that M2 stably forms a tetrameric channel, the full-length M2 proteins formed proton-conduct-

ing dimers at neutral pH and these dimers were converted to tetramers at acidic pH, indicating that the minimal func-

tional unit of the M2 channel is a dimer.

Key words―coiled-coil labeling; ‰uorescence resonance energy transfer; oligomerization; spectral imaging; b2-

adrenergic receptor; M2 proton channel

1. はじめに

細胞膜上に発現する膜タンパク質は，生体でのシ

グナル伝達やイオン透過などの機能を担っており，

生命を維持する上で欠かせない役割を果たしてい

る．その挙動は複雑な脂質組成を持つ膜環境中でダ

イナミックに変化するため，生体膜中でリアルタイ

ムに測定する手法が望まれている．近年の研究によ

り，膜タンパク質の機能は構造変化だけでなく，会

合状態によっても調整され得ると報告されているた

め，1) 会合状態を明らかにすることは創薬上重要な

課題となっている．

現在，タンパク質間の相互作用を研究する上で汎

用されている手法は，破壊的測定法と非破壊的測定

法に大別することができる．2,3) 前者の代表例として

共免疫沈降法などが挙げられる．この手法は，組織

や細胞の溶解液に，目的タンパク質特異的な抗体と

プロテイン A 標識アガロースビーズを添加して目

的タンパク質を沈降させた後，ウェスタンブロット

により相互作用相手を検出するものである．しかし

ながら，本来存在するべき生体膜から膜タンパク質

を可溶化しているため，相互作用するはずのない

タンパク質との凝集が検出されることもあり，かな

らずしも膜上の会合状態を反映しているとは限ら

ない．後者の代表例として，蛍光共鳴エネルギー移
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Fig. 1. Coiled-coil Tag-Probe Labeling Method and
Schematic Diagram of FRET within Oligomeric Proteins
(A) Helical wheel representation of the E3 and K4 heterodimer. The

peptide chains propagate into the page from the N-terminus to the C-termi-

nus. White and graded double-headed arrows show hydrophobic interaction

between the side chains of L and I in a ``knobs-into-holes'' manner and elec-

trostatic interaction between the side chains of E and K, respectively. (B)

Schematic diagram of FRET within a GPCR dimer. Unlabeled and star-at-

tached cylinders show E3 tags and K4 probes, respectively. The left and right

stars show the energy donor ‰uorophore (Alexa568) and energy acceptor

‰uorophore (Alexa647), respectively.
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動（‰uorescence resonance energy transfer; FRET）

と生物発光共鳴エネルギー移動（bioluminescence

resonance energy transfer; BRET）がある．FRET

法及び BRET 法は，これまで目的タンパク質に蛍

光／発光タンパク質を融合して発現させ，100 Å 以

内に近接したときにエネルギー供与体（ドナー）か

らエネルギー受容体（アクセプター）へと起こるエ

ネルギー移動シグナルを会合の指標としている．49)

しかし，蛍光／発光タンパク質融合体は，1）細胞

膜表面だけでなく細胞内に局在するタンパク質から

も蛍光が検出されるため細胞内の蛍光が膜上の

FRET/BRET シグナルを干渉する恐れがあること，

2）ドナー融合体とアクセプター融合体の発現比を

コントロールするのは容易ではないため定量性に欠

けること，3）蛍光／発光タンパク質そのもののサ

イズが約 27 kDa と非常に大きいために目的タンパ

ク質本来の挙動に悪影響を及ぼす可能性があるこ

と，などの問題点が挙げられる．したがって，生体

膜中における膜タンパク質の会合状態を正確に解析

できる手法がいまだに確立されていないのが現状で

ある．

本研究では，当研究室で開発した小分子蛍光ラベ

ル法（コイルドコイルラベル）（Fig. 1)10)で生細胞

膜上の膜タンパク質を特異的に蛍光標識し，FRET

を用いて膜タンパク質の会合状態を定量的に解析す

る方法を確立するとともに，現在会合状態に関して

論争のある b2 アドレナリン受容体（b2 adrenergic

receptor; b2AR)46,11,12)や，安定な四量体と考えら

れている A 型インフルエンザウイルス M2 タンパ

ク質1315)の解析を行った．

2. コイルドコイルラベル法の原理と特徴

Figure 1(A)で示すように，コイルドコイルラベ

ル法は，負電荷ペプチドである E3 (EIAALEK)3

（正味の電荷：－3）と正電荷ペプチドである K4

(KIAALKE)4（正味の電荷：＋4）間で形成される

強固で特異的なヘテロ二量体に基づく標識法であ

る．16) グルタミン酸残基とリシン残基間での静電的

相互作用及びロイシン残基とイソロイシン残基間で

の疎水性相互作用がその駆動力となっている．17) ま

ず，E3 タグを目的タンパク質の N 末端に遺伝子導

入し，生細胞に発現させる．次に，固相合成した

K4 ペプチドの N 末端を蛍光標識し，外部から生細

胞に加えることで簡潔にラベルが完了する［Fig. 1

(B)]．

このラベル法の利点として，1）ラベル時間がわ

ずか 1 分で完了すること，2）帯電した K4 プロー

ブは膜非透過性であるため膜表面上の目的タンパク

質のみをラベルすることができること［Fig. 2(A)]，

3）高い結合力（Kd ～5 nM）を有しているため 50

nM で 90％の目的タンパク質をラベルできること，
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Fig. 2. Detection of the Oligomerization of Standard Mem-
brane Proteins by Coiled-coil Tag-Probe Labeling
(A) Spectral images of E3-GpAand E3-M2 transiently expressed on

CHO cells labeled with K4 probes at XD＝0.50. (B) Determination of oligo-

meric states. The apparent FRET e‹ciency, Eapp, is plotted as a function of

the donor mole fraction, XD. The lines from above show theoretical curves

calculated by Eq. (2) for the monomer (N＝1), dimer (N＝2), trimer (N＝

3), tetramer (N＝4), and pentamer (N＝5) as a function of XD, respective-

ly. Triangle, circle, and square symbols represent the measured Eapp values

calculated by Eq. (1) for E3-GpA(pH 7.4), E3-mGluR1b (pH 7.4), and

E3-M2 (pH 4.9), respectively. Error bars represent the mean±S.E.M., n＝
10.
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4）ドナーとアクセプターのラベル比率を正確にコ

ントロールすることが可能であること，5）分子量

が 56 kDa と小分子であるため膜タンパク質の機

能に悪影響を与えないこと，などが挙げられ

る．10,1820) 特に，特徴 4)は FRET を用いた会合状態

の定量的な解析法に必要不可欠な点である．

3. 会合状態の定量的解析法の確立18)

FRET の蛍光色素ペアとして，臨界移動距離（50

％の FRET 効率を与える距離）が 82 Å あるドナー

アクセプターペア（Alexa Fluor 568-Alexa Fluor

647）を用いた．これは，比較的サイズの大きい b2

AR（単量体：3040 Å)21)が多量体を形成した場合

でも FRET を検出できるようにするためである

［Fig. 1(B)]．各々の色素で別々に K4 プローブの N

末端を蛍光標識し，混合投与して膜タンパク質を共

染色した［Fig. 2(A)]．スペクトル検出器を備えた

共焦点顕微鏡で観察し，取得した細胞膜部分のスペ

クトルデータを各色素の蛍光スペクトル成分にデコ

ンボリューションした．以下の式 Eq. (1)22)を用い

て FRET 由来のアクセプターの増感蛍光を指標

に，見かけ上の FRET 効率である Eapp の実測値を

算出し，ドナーモル分率（XD）依存性から会合状

態の定量的解析を行った．

Eapp＝
eA(lex

D)

eD(lex
D)

×(FAD－FA

FA ) (1)

Equation (1)において，eA(lex
D）及び eD(lex

D）は

それぞれドナー励起波長（lex
D : 561 nm）におけるア

クセプターとドナーのモル吸光係数，FAD 及び FA

はそれぞれ 561 nm 励起時のドナー存在下及び非存

在下でのアクセプターの蛍光強度を表す．しかし，

ドナー存在下ではアクセプターの直接励起分 FA を

直接求めることはできない．そこで，アクセプター

単独染色した別サンプルを用いて，561 nm と 637

nm で励起したときのアクセプターの蛍光強度比

（R561/637）をとり，共染色した本サンプルを 637 nm

で励起したときのアクセプター蛍光強度に R561/637

を乗じることで FA を算出した．

Eapp の理論値を算出する際は，以下の式 Eq.

(2)22)を用いた．

Eapp＝E×
XD

1－XD

×[1－{XD(1－X′U)＋X′U}N－1](2)

Equation (2)において，E は真の FRET 効率であ

り，X′Uは非ラベルフラクションを表す．ドナーと

アクセプターが十分に近接して 100％の FRET 効率

が起きると仮定し，E を 1.0 とおいた．また，上述

したように 50 nM で 90％の目的タンパク質をラベ

ルできることから，X′Uを 0.1 とした．

コイルドコイルラベル法を用いた FRET 測定で

膜タンパク質の会合状態を正しく解析できることを

証明するために，単量体（グリコフォリン A 変異

体：GpA），23) 二量体（代謝型グルタミン酸受容

体：mGluR1b），24) 四量体（M2 タンパク質：M2

(pH 4.9))13)を形成することが既に報告されている

3 つのスタンダード膜タンパク質の解析を行ったと

ころ，理論曲線と対応する結果が得られたことか

ら，この手法を用いて受容体の会合状態を正しく解

析可能なことが明らかになった［Fig. 2(B)]．

既存手法では標的膜タンパク質に蛍光若しくは発
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光タンパク質を融合して会合状態を調べているが，

適切なスタンダードが測定されていないなど定量性

に欠けていた．それに対して，本研究では 3 つのス

タンダード膜タンパク質を用いて解析手法の定量性

を証明した上で，標的膜タンパク質の会合状態を調

べているため，得られたデータの信頼性は高いと言

える．

4. b2AR の会合状態18)

b2AR は，創薬の重要なターゲットとされる G タ

ンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor;

GPCR）の典型例でありながら，その会合状態につ

いては研究グループ間で論争が続いている．46,11,12)

本研究では E3 タグが付いた b2AR が正しくフォー

ルディングし，なおかつ野生型25)と同じ機能

（cAMP 応答の EC50：3.0×10－10 M）を有している

ことを最初に確認した．

次に，2 種類の細胞株で b2AR の会合状態につい

て調べた．チャイニーズハムスター卵巣（CHO）

細胞で会合状態を解析したところ，様々な条件下

（温度やリガンド刺激，発現方法）において，全く

FRET シグナルが検出されなかった［Fig. 3(A)]．

一方，ポジティブコントロールとして抗 b2AR 抗体

とプロテイン A を添加し人為的に複数の b2AR を

クロスリンクした場合では FRET シグナルの有意

な上昇がみられた［Figs. 3(A) and (B)］ことから，

b2AR が多量体を形成していれば FRET シグナルを

検出できることを証明している．また，ヒト胎児腎

（HEK293）細胞でもほとんどの条件において

FRET シグナルが検出されなかったが，b2AR のア

ゴニストであるイソプロテレノール（iso）で刺激

したときにのみ，細胞膜上でわずかな Eapp の上昇

がみられた［Fig. 3(B), iso (membrane)]．そこで，

iso で刺激した際，会合状態とシグナル伝達

（cAMP 応答）及び受容体の内在化にどのような関

連性があるのかを調べるため，経時的変化を追っ

た．その結果，多量体形成（Eapp 値の上昇）は刺激

開始から少なくとも 10 分以降でしか検出されなか

った［Fig. 3(C)］のに対して，cAMP 応答［Fig. 3

(C)］や内在化［Fig. 3(D)］は刺激開始からわず

か 5 分後にはみられたことから，多量体形成よりも

シグナル伝達や内在化の方が早く起こることが分か

った．

これらの結果から，b2AR は定常的にホモオリゴ

マーを形成しておらず，また，シグナル伝達や内在

化に多量体形成は必要ではないことが明らかになっ

た．本研究で得られた結果が，長年続いた論争に終

止符を打つことに期待したい．

5. M2 タンパク質の会合状態26)

M2 タンパク質は，A 型インフルエンザウイルス

のエンベロープに発現するプロトンチャネルであ

り，ウイルスの増殖に必要不可欠な役割を果たして

いる．27,28) 近年の報告により，ミセルやリポソーム

中において M2 のフラグメントペプチドは安定な四

量体を形成すると考えられている1315)が，実際の生

体膜中での会合状態は明らかにされていない．本研

究では，生体膜中における全長 M2 タンパク質の会

合状態を解析するとともに，プロトンチャネル活性

との関連性について調べた．

会合状態の解析結果では，生体膜中における M2

タンパク質は，酸性 pH では四量体を形成するが，

中性付近の pH では二量体で存在することを明らか

にした［Figs. 4(A) and (B)]．つまり，M2 は既存

モデルで提唱されているような安定な四量体ではな

く，pH に応じて会合状態が変化して二量体と四量

体の平衡状態にあると考えられる．一方，抗ウイル

ス薬アマンタジン塩酸塩（Am）存在下では四量体

形成が完全に阻害されて，酸性条件（＜pH 5.5）

でも二量体でしか存在できなくなった［Fig. 4(B)]．

次にプロトンチャネル活性を調べるため，pH 感

受性色素 SNARF-4F を細胞内にローディングし，

細胞外液を酸性 pH 溶液に交換した．M2 チャネル

を通って細胞内に流入した見かけ上の H＋ 濃度

（[H＋]）をプロットし，一次指数関数；

[H＋]in(t)

＝[H＋]out(0)＋([H＋]in(0)－[H＋]out(0))e－kt

(3)

を用いたフィッティングにより速度定数 k (s－1）

を算出した．ここで，[H＋]in(t）は細胞外液を酸性

pH に交換してから t 秒後の細胞内のプロトン濃度

（M），[H＋]in(0）と［H＋]out(0）はそれぞれ外液交

換後 t＝0 秒における細胞内及び細胞外のプロトン

濃度（M）を表している．その後，k 値を細胞膜上

の M2 発現量で割って得られた値がチャネル活性 g

(s－1 protein－1）である．ここで留意すべきは，細

胞内には緩衝効果があり，2931) 細胞内に流入した大

半の H＋ を打ち消してしまうため，得られた g の値
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Fig. 3. The Relationship between the Oligomeric State and the Function of E3-b2AR
(A) The Eapp values for E3-b2AR-CHO (stable), E3-GpA-CHO (transient), and E3-mGluR1b-CHO (transient) labeled with K4 probes at XD＝0.74. Iso

(membrane) and iso (endosome) denote the Eapp values on plasma membranes and endosomes after treatment with the agonist isoproternol, respectively. The an-

tagonist timolol, the inverse agonists carazolol and ICI118551 were also administrated and the Eapp values were determined on plasma membranes. The dotted line

shows the average Eapp value (0.68) for 100％ dimers, assuming E＝1.0. Error bars represent the mean±S.E.M., n＝10. p＜0.05 (two-tailed Student's t test). (B)

The Eapp values for E3-b2AR-HEK293 (transient), E3-GpA-HEK293 (transient), and E3-mGluR1b-HEK293 (transient) labeled at XD＝0.74. Similar experiments

to Fig. 3(A) were performed using E3-b2ARs transiently expressed on HEK293 cells. Error bars represent the mean±S.E.M., n＝20 (b2AR) and n＝10 (GpA,

mGluR1b). p＜0.01 (two-tailed Student's t test). (C) Time course of FRET increase and cAMP production for E3-b2AR-HEK293 (transient) treated with 10 mM

isoproterenol. Error bars represent the mean±S.E.M., n＝10 (Eapp) and n＝3 (cAMP assay). p＜0.01 (two-tailed Student's t test). (D) The spectral images of

internalization of E3-b2AR-HEK293 (transient) after stimulation with 10 mM isoproterenol.
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は絶対値ではなく，あくまで相対的な活性でしかな

いということである．ただし，初期の細胞内 pH は

およそ 7.0 前後であるため，外液 pH 6.0 と pH 4.9

の条件で測定した初期濃度勾配が受ける緩衝効果は

同じと考えることができる．より詳細な議論は，

Reference 26）を参照されたい．解析の結果，四量

体（pH 4.9）だけでなく二量体（pH 6.0）でもチ

ャネル活性を有することが分かった［Fig. 4(C)]．

コレステロール除去剤（MbCD）により，二量体

では顕著にチャネル活性が低下したのに対して，四
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Fig. 4. The Oligomeric States of E3-M2 in a pH-dependent Manner
(A) Determination of the oligomeric states at pH 4.9 and 7.3. The apparent FRET e‹ciency Eapp was plotted as a function of the donor mole fraction XD.

Squares and circles indicate the Eapp values determined by Eq. (1) for E3-M2 at pH 4.9 and 7.3, respectively. The black lines represent the theoretical curves from

above for the tetramer (N＝4), trimer (N＝3), dimer (N＝2), and monomer (N＝1), respectively, calculated by Eq. (2) assuming a true FRET e‹ciency of 1.0

and an unlabeled fraction of 0.1. Error bars represent the mean±S.E.M., n＝10. (B) The pH dependence of the oligomeric states of E3-M2 and the eŠect of the Am

pretreatment. Closed and open circles indicate the Eapp values at XD＝0.74 in the absence and presence of Am, respectively. Lines denote the theoretical Eapp values

for the tetramer (N＝4), trimer (N＝3), dimer (N＝2), and monomer (N＝1, overlapped with the abscissa). Error bars represent the mean±S.E.M., n＝10. (C)

The in‰uence of cholesterol removal on channel activity at pH 6.0 (left) and 4.9 (right). Black, gray, and white bars express g (s－1 protein－1) values for untreated,

10 mM MbCD-treated, and 100 mM Am-treated cells, respectively. Error bars represent the mean±S.E.M., n＝8. (D) The dimer-tetramer equilibrium state in a pH-

dependent manner; a drop of pH derives the dimers to form a tetramer, whereas the tetramer dissociates to dimers at a neutral pH. At a neutral pH, Am binds the

dimer to induce an inactive state, resulting in the inhibition of tetramerization. Note that the true Am to M2 stoichiometry is not known.
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量体では変化がみられなかった［Fig. 4(C)]．一方，

Am 存在下では，両方のチャネル活性が阻害された

［Fig. 4(C)]．

以上の結果をまとめると，Fig. 4(D)で示すよう

に，M2 タンパク質は pH に応じて会合状態が変化

し，四量体でも二量体でもチャネル活性を示す．

M2 二量体はコレステロールと複合体を形成してお

り，プロトン伝達経路を形成するのにコレステロー

ルが必要不可欠であると思われる．一方，四量体は

中央部分にポアを有しているため，チャネル活性に

コレステロールを必要としていないと考えられる．

Am は，M2 二量体に結合することで四量体形成と

チャネル活性を阻害している．これらことから，

M2 チャネルの最小機能単位は，二量体であると言

える．

6. おわりに（将来への展望）

膜タンパク質の会合状態は機能と密接に関与して

いるため，本来あるべき環境下で会合状態を調べる

ことは，膜タンパク質の持つ本質的な働きを明らか

にするだけでなく，新たな創薬の発見にもつながる．

b2AR のように典型的な GPCR でありながら会合

状態が不明確な受容体が存在したり，M2 チャネル

のように新たな作用機構やリガンド結合部位が発見

されたりするなど，膜タンパク質の研究には未知な

領域がまだ数多く残されている．今後の展望とし

て，他の GPCR の会合状態に関する研究や，Am

耐性 M2 チャネル（S31N 変異体）の会合状態及び

NMR を用いた構造解析を行うとともに，二量体形

成に必要な部位を標的とした新たなチャネル阻害薬

の開発に取り組みたいと考えている．
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