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研究成果の概要（和文）：生細胞は膜表面に存在する膜タンパク質受容体により外部刺激を感知し、その性質・
機能を適応させる。しかしながら、膜タンパク質受容体の三次元構造は非常に類似しているため、生細胞におい
てそれらの生理機能の詳細を明らかとすることは未だ困難である。本研究では、標的膜タンパク質受容体の活性
を人工的制御するための手法として、錯体化学と遺伝子工学を組み合わせたケモジェネティック的方法論(OcCC:
 On-cell Coordination Chemistry)を開発した。OcCCを用いることで生細胞上において神経細胞に存在するグル
タミン酸受容体や薬物標的として重要なclass A GPCRの活性制御に成功した。

研究成果の概要（英文）：Membrane-bound receptors in living cells mediate signal transductions by 
receiving extracellular signals. Despite their biological importance, it is still quite difficult to
 unveil their functions due to their similar and complicated three-dimensional structures and 
activation mechanisms. Here we have developed novel chemogenetic approaches, called On-cell 
Coordination Chemistry (OcCC) in order to artificially control the functions of membrane-bound 
receptors. We successfully demonstrated that OcCC enabled to control the activities of two types of 
neurotransmitter receptors, ionchannel type and GPCR type glutamate receptors, in live neurons. 
Also, we achieved the artificial activation of class A GPCRs by coordination anchor method. 

研究分野：錯体化学、超分子化学、ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 生命の最小単位である細胞は、外部からの
刺激(神経伝達物質・ホルモン・サイトカイン)
を、細胞膜表面に存在する膜タンパク質受容
体により感知し、その性質・機能を適応させ
る。細胞膜表層には、リガンド作動性イオン
チャネルや G タンパク質共役受容体が存在
し、細胞内外の多様なシグナル伝達を高度に
制御している。生細胞・組織レベルにおいて、
膜タンパク質の活性・機能を人工的に制御す
ることができれば、細胞機能の解明や自在制
御に役立つと期待される。しかしながら、膜
タンパク質受容体には、三次元構造が類似し
た多様なサブファミリー・サブタイプが存在
する。膜タンパク質受容体を制御できるリガ
ンド(アゴニスト・アンタゴニスト)では、そ
れらサブファミリー・サブタイプを区別する
ことは困難である。 
 そうした背景のもと、狙った膜タンパク質
受容体のみを選択的に活性化する手法とし
て、化学遺伝学(Chemogenetics)が開発され
てきた。Chemogeneticsでは、標的膜タンパ
ク質に人工分子に対するスイッチを遺伝子
工学を用いて導入する方法論である。この方
法論は、可溶性の酵素に対しては多様な方法
が開発されたが、三次元構造・メカニズムが
より複雑な膜タンパク質受容体に適用した
例は少なく、どの手法も欠点を有している。
そこで本研究では、生細胞環境下で膜タンパ
ク質受容体を合理的・簡便に制御可能な
chemogenetics手法を開発することを目的と
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生細胞の膜表層に存在する膜
タンパク質受容体の活性を、人工的な化学物
質により制御することを目指した。そのため
の基本化学技術として、金属錯体化学を採用
した。金属錯体が示す配位結合は、可逆的な
非共有結合の中でも最も強く、かつ剛直な幾
何構造を示すことから、デザイン性にすぐれ
ている。またタンパク質を構成するアミノ酸
には、His・Glu・Asp・Cys・Met といった
金属配位性官能基を有する残基が多い。また
近年の構造解析技術(結晶構造解析・単粒子解
析)の発展により、金属配位性アミノ酸の導入
箇所を一残基レベルでデザインすることも
可能である。具体的には、(1)金属イオン・錯
体との配位結合形成により膜タンパク質受
容体の活性化構造の安定化・誘起する手法
(On-cell Coordination Chemistry) (図 1)、(2)
配位結合により膜受容体–リガンドの相互作
用を強める手法(Coordination anchor)、の二
つの方法論を開発した。 
 
３．研究の方法 
 金属錯体化学を用いて、膜タンパク質受容
体の活性制御を実現するため、金属錯体・遺
伝子工学が持つ高い構造多様性(金属中心・
リガンド・金属配位性アミノ酸残基の種類)

を利用し、膜受容体の活性を制御できる Hit 
pair をスクリーニングから発見する方法論
を採用した。具体的には、遺伝子工学により
金属配位性アミノ酸を位置選択的に導入し
た変異型膜受容体をコードする発現プラス
ミドを多種類構築し、それをモデル哺乳類細
胞に強制発現させたのち、金属イオン・錯体
に添加した際の細胞応答を蛍光変化として
読み取る実験系を採用した。蛍光変化を読み
出す際には、蛍光顕微鏡により高感度・ハイ
スループットに実験できるようにした。得ら
れた Hit pair は、NMR 測定や蛍光スペクトル
測定により、配位結合形成や構造変化が進行
していることを確認した。さらに、活性制御
を行う場として、モデル細胞から実際に膜受
容体が機能する初代神経細胞に変更し、開発
した手法がより実践的な場で機能するかを
蛍光イメージングにより評価した。さらに細
胞内部にシグナル伝達が起こっていること
を確認するため、蛍光免疫染色により確認し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. OcCC の模式図 
 
４．研究成果 
 膜タンパク質受容体の活性制御を達成す
る手法として、以下に示すように大きく二種
類の方法論の開発に成功した。 
 
(1)On-cell Coordination Chemistry による
グルタミン酸受容体の活性制御 
 金属錯体化学を用いて、膜タンパク質受容
体の活性制御を実現するため、我々はまずは
じめに神経細胞に存在するグルタミン酸受
容体に着目した。グルタミン酸受容体は、神
経細胞において興奮性シグナル伝達を司り、
記憶・学習に関与する重要な受容体である。
前述の通り、グルタミン酸受容体は、イオン
チャネル型と GPCR 型に大別され、サブファ
ミリーやサブタイプが合計 26 種類存在する
が、その詳細機能は未だ不明である。そのた
め、グルタミン酸受容体を最初の標的とした。
グルタミン酸受容体の立体構造は、グルタミ
ン酸(リガンド)が結合するリガンド結合ド
メインと膜貫通領域に分類される。グルタミ
ン酸受容体の活性化時には、リガンド結合ド
メインが閉じる運動を示すことが示唆され
ており、その閉じる運動を金属錯体で誘起す
ることで、その活性を制御できると期待した
(図 2)。 
 実際、イオンチャネル型グルタミン酸受容
体(iGluR)を標的として、リガンド結合ドメ
インに対してHisを二ヶ所変異導入した変異



型 iGluR を結晶構造を基にデザイン・構築し
た。さらに構築した変異型 iGluR をモデル細
胞であるHEK293T細胞に強制発現させたのち、
様々な金属イオン・錯体存在下での活性を細
胞内 Ca 濃度変化としてモニタリングした。
その結果、ある種の変異型 iGluR が Pd(bpy) 
(bpy: ビピリジン)存在下において、活性化
を示すことが明らかとなった。そのメカニズ
ムの詳細を調べてみると、Pd(bpy)存在下に
おいてグルタミン酸の親和性が上昇してい
ることが判明し、導入した His がアロステリ
ックサイト、Pd(bpy)がポジティブアロステ
リックモジュレータとして機能することが
判明した。 
 同様の手法を、異なるファミリーである
GPCR 型グルタミン酸受容体(mGluR)にも適用
できることも判明した。mGluR の活性メカニ
ズムは、iGluR とほぼ同様であり、リガンド
結合ドメインが閉じる運動が起こることで
進行する。そこで iGluR と同様にリガンド結
合ドメインにHis変異を二つ導入した変異型
mGluR を構築し、モデル細胞における活性を
蛍光 Ca イメージングにより評価した。その
結果、mGluR では iGluR とは異なり、Pd(bpy)
のみで活性化することが明らかとなった。す
なわち、mGluR では Pd(bpy)がアロステリッ
クアゴニストとして機能することが判明し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. OcCC によるイオンチャネル型・GPCR 型
グルタミン酸受容体の活性化 
 
 さらに、本手法が内在性グルタミン酸受容
体が存在する培養神経細胞に適用できるこ
とを明らかとした(図 3)。上記のスクリーニ
ングにより発見した変異型iGluRを神経細胞
に発現させたのち、そのグルタミン酸応答を
Pd(bpy)存在下において蛍光Caイメージング
により評価した。その結果、変異型 iGluR の
みを発現させた神経細胞から応答が観測さ
れ、変異型 iGluR のみを選択的に活性化でき
ていることが判明した(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. OcCC による変異型グルタミン酸受容体
の選択的活性化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 培養神経細胞における変異型グルタミ
ン酸受容体の選択的活性化。上：蛍光 Ca イ
メージング、下：蛍光免疫染色 
 
(2)Class A GPCR 制御に向けた新しい配位化
学的アプローチの開発 
 Class A GPCR は、GPCR の中でも最大のフ
ァミリーを形成し、市販薬の約半数が標的と
する生物学・薬学の観点から極めて重要な膜
受容体である。しかしながら、class A GPCR
を本来の機能を保持したまま、活性を制御す
る chemogenetic な手法は極めて少ない。ま
た class A GPCR は、その構造のほとんどが
細胞膜内に存在するため、構造設計性を考慮
すると非常にチャレンジングな標的と言え
る。そこで本研究では、金属錯体化学により
class A GPCR を制御する「Coordination 
anchor」法を開発した。Coordination anchor
法では、class A GPCR に変異導入した His tag
と金属錯体を付与したアゴニスト間の相互
作用を配位結合により強化することで、His 
tag導入した変異型GPCRのみを選択的に活性
化する戦略である。実際、三次元構造が最も
調べられているアドレナリン受容体に本
coordination anchor 法を適用したところ、
配位結合により約100倍親和性が上昇したこ
とが明らかとなった。また本手法は、他の
class A GPCR であるムスカリン性アセチルコ
リン受容体にも適用可能であり、その適用範
囲が広いことも確認できた。現在、
coordination anchor 法が内在性受容体が存
在する細胞・組織において使用可能かを熱意
研究中である。 
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