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研究成果の概要（和文）：血管収縮を調節するエンドセリンホルモン受容体ETBの熱安定化変異体を確立したこ
とで、内在性アゴニストET-1 結合型ならびに阻害薬Bosentan結合型ETBの結晶構造が得られた。これら構造と生
化学的、薬理学的解析から、ET-1のC末5残基はETBの膜貫通領域に深く結合し、高い親和性と活性化能に寄与し
ていること、一方、ヘリカル領域のY13, F14との相互作用はETBの完全活性化に必須であることが明らかとなっ
た。また、膜貫通領域の水素結合ネットワーク構造はアゴニスト結合に伴って変化し、それらの特異的な相互作
用はETBの完全活性化に必須であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The peptide hormone endothelin regulates vascular tone and humoral 
homeostasis. The endothelin type B receptor (ETB), a G-protein coupled receptor (GPCR) was 
thermostabilized by introducing 4~5 mutations, which allowed crystallization of ET-1-bound and an 
antagonist, bosentan-bound ETB structures. Based on these structures, structure-function studies of 
ETB were carried out biochemically and pharmacologically. The results showed that the C-terminal 5 
residues of ET-1 bound to the ETB transmembrane core tightly, responsible for high-affinity binding 
and high potency, whereas Y13 and F14 in the helical region of ET-1 were prerequisites for the full 
activation of ETB via interactions near the extracellular side. Furthermore, the hydrogen-bond 
networks observed in the transmembrane region of ETB changed from the bosentan-bound to the ET-1 
bound structures and the interactions formed among these residues were essential for the full 
activation of ETB receptor.

研究分野： 機能生物化学

キーワード： ペプチドGPCR　シグナル伝搬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ETB経路は、その血管弛緩作用から抗がん剤の効果を高め副作用を低減させる作用が、がん治療において期待さ
れている。しかしながら未だにETB作用薬の非ペプチド性アゴニストが開発されていない。我々の研究が明らか
にしたET-1結合型や阻害薬Bosentan結合型ETB構造を利用してリガンド認識、活性化機構を検証することは、独
自のより選択的なETB作動薬の開発を加速して、がん治療法の進歩に寄与できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エンドセリン経路は、血管壁の緊張度や体液の恒常性を調節して、生命活動に必須の生理機能

を担う。特に、エンドセリン B 型受容体(ETBR)を介する血管弛緩作用は、毒性の高い抗がん剤
のがん細胞への滲透を促進し正常細胞中の濃度を低下させることから、化学療法や放射線治療
の効果を向上させ副作用を低減でき、がん治療において期待されている。しかし、現状では ETBR
選択的アゴニストは、静脈内投与が必要なペプチド性 IRL1620 に限られ、非ペプチド性アゴニ
ストは未だに開発されていない。申請者らは、ET-1 結合および非結合 ETBR 結晶構造解析を行
って、内在性アゴニスト ET-1 の結合様式を解明した。しかしながら、21 残基の ET-1 ペプチド
が広範な領域で受容体に結合することから、高い親和性や選択性に重要な相互作用、受容体を活
性化構造に、あるいは不活性化構造に誘導する相互作用などが解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、独自の構造解析から示唆される分子認識機構を基に、ETBR 変異体を調製す

る生化学的解析や阻害剤を用いる薬理学的解析の手法を組み合わせ、ETBR のリガンド選択性や
不活性化構造の安定化機構、アゴニストによる活性化機構を明らかにし、ETBR 選択的非ペプチ
ド性アゴニストの開発を促進させることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ETBR リガンド選択性、高親和性の分子機構の解明 
解析された ET-1 結合構造を基に、相互作用残基の変異体のリガンド親和性を、ET-1, ET-3 に

ついて検定する。リガンド親和性は ETBR 変異体を HEK293T 動物細胞に発現させ、その細胞
膜の[125I]ET-1 結合を競合実験によって定量し、GraphPad Prism によってそれぞれの IC50, pIC50

等を解析する。構造解析によって同定された ET-1 相互作用部位は 30 を超え、どの相互作用が
アゴニスト活性発現に必要十分かを評価するには、ある程度数のリガンドと相互作用残基の変
異の検討が重要であると考えられる。 
 

(2)アンタゴニスト K8794 および Bosentan 結合 ETBR の結晶構造の解析 
ETBR の熱安定化変異体を用いて、阻害剤結合受容体の結晶化による構造解析を共同研究で行う。
得られた構造を基に、リガンド結合部位の確認を変異体による競合実験によって行う。また、ET-
1 結合 ETBR の構造との比較を行い、受容体活性化による構造変化を観察する。 
 
(3)ET-1(8-21)ペプチド誘導体を用いて、活性化に影響を与える残基を特定する。 
野生型 ETBR と Gi タンパクをナノディスクに再構成し、ET-1(8-21)ペプチドの Ala 誘導体を用い
て、活性化に影響する残基を同定する。 
 
(4)ナノディスク再構成系を用いる ETBR 変異体による G タンパク質活性化能の定量解析 
ETBR 変異体を昆虫細胞に発現させ精製した後にナノディスクに再構成し、Gi タンパクを加えて
ET-1 依存性活性化能を測定する。変異体による pEC50 や Emax を解析し、efficacy や potency を検
討する。 
 
４．研究成果 
(1) ETBR リガンド選択性、高親和性の分子機構の解明 

ET-1 結合構造(左図)から、受容体の細胞外
領域、膜貫通領域を含む広い領域と ET-1 が
相互作用していることがわかった。それぞれ
の相互作用部位を点変異した 30 種類の変異
体を HEK293T 細胞に発現させ、その細胞膜
を用いて ET-1, ET-3 による[125I]ET-1 結合競
合実験を行った。その結果、ET-1 結合におい
て点変異はいずれも 10 倍未満の小さな欠損
で、大きな結合欠損を引き起こさなかった。
しかしながら、ET-3 に対しては、K1612.64, 
K1823.33, K2735.38, R3577.24 の 4 残基が 100 倍

前後の大きな親和性減少を示した。このことは、 
①ET-1 は ETBR の結合ポケットにぴたりとはまり、全体として強い結合親和性を得ている 
②多くの相互作用部位は ET-1(8-21)領域に集中していて、ETBR にとっては ET-1(8-21)部分が結
合の基本的な親和性を担う領域になっている。ET-1 の N 末領域 ET-1(1-7)は、受容体の外部に
露出している、ET-1 のヘリカル領域 ET-1(8-16)は、受容体の細胞外領域から膜貫通領域にかけ
て広く相互作用している、ET-1 の C 末領域 ET-1(17-21)は、受容体膜貫通ドメインの結合ポケ

Shihoya et al. (2016) Nature 537;363-368. 



ットに深く結合して K161, K182, K273, R343 など多くの塩基性側鎖と相互作用している。 
③ET-3 は ETBR に対して ET-1 と同等の親和性を示すが、両者で配列の異なる ET-1(1-7)部分の
影響を受けて、K1612.64, K1823.33, K2735.38, R3577.24の 4 残基が ET-3 に対する結合親和性に重要
な働きをしている。 
 
(2)アンタゴニスト Bosentan 結合 ETBR の結晶構造の解析 

 
 
 
 
 
 
 
 

Bosentan (sulfonylamide 誘導体、上図)は、肺動
脈性肺高血圧症の経口治療薬である。 

ET-1 の C 末領域に結合する残基(Q181, 
K182, K273, R343 など)が、Bosentan のスル
フォンアミド基やフェノキシエーテル部分と
相互作用しており、それらの変異によって結

合親和性が 100 倍程度低下した。阻害薬 Bosentan は、作
動薬 ET-1 と同様な結合部位を使って ETB に結合し、受
容体の活性化を妨げている。 

 Bosentan 結合構造と ET-1 結合構造を比較すると、ヘリックス 6，7 が受容体中央部分に向か
う動きに差がみられた。この違いは、最終的に細胞質領域の構造変化に繋がっていると考えら
れる。さらに、細胞質側に近い膜貫通領域における親水性残基と水分子を含む水素結合ネット
ワークが観察されたが、このネットワーク構造にも Bosentan 結合型と ET-1 結合型構造に差が
みられた。 
 多くの A 型 GPCR の阻害剤結合構造において、膜貫通
領域の水素結合ネットワーク中に Na+が観察され、Na+が
不活性化構造の安定化に寄与していることが示唆されて
いる。ETB の ET-1 結合における Na+依存性を調べると、
ETB の ET-1 結合は Na+の影響をほぼ受けないことが判明
した。また、Bosentan 結合構造中にも Na+は観察されず、
ETB の不活性構造は Na+ なしでも水分子を含む水素結合
ネットワークによって安定化されていると考えられる。
一方、ETAの ET-1 結合は Na+濃度 245mM 程度の IC50を示
し、Na+によって安定化されていると考えられる。 
 
(3)ET-1(8-21)ペプチド誘導体を用いたペプチドマッピング 

ET-1(8-21)の 14 残基中、システインを除く 12 残基について 1 残基ずつアラニンに置換した
ペプチド誘導体を用いて、ETBに対する親和性ならびに ETBの Gi 活性化能への影響を調べた。
ETB は昆虫細胞に発現させて精製しナノディスクに再構成した。Gi はi1 サブニットを大腸菌
で、サブユニットを昆虫細胞で発現させて精製した。その結果、結合親和性や G タンパク活
性化の高い potency には D8, L17, D18, I20, W21 による相互作用が重要な役割を果たし、ETBの
完全活性化には ET-1 のヘリカル領域にある Y13, F14 が必須であることが明らかとなった。 
 
(4)ナノディスク再構成系を用いる ETBR 変異体による G タンパク質活性化能の定量解析 
 膜貫通領域で観察された親水性残基と水分子を含む水素結合ネットワーク構造は、Bosentan
結合型と ET-1 結合型構造に違いがある。特に活性化に伴う構造変化と関連していると考えら
れたヘリックス 1, 2 と 7 の間で水素結合を形成する N1191.50, D1472.50, N3787.45, N3827.49と直接
ヘリックス 6 の構造変化に関わる W3366.48 について、Gi 活性化能を検討した。それら変異体
を昆虫細胞に発現させ精製を行ってナノディスクに再構成した。その結果、D147A, N382A 変
異体は著しく活性化能が減少し、W336A, N378A 変異体も Emax が 60~80%程度に減少した。
これらから、活性構造中で観察された水素結合ネットワークは活性構造の形成や安定化に重要
であることが明らかとなった。 
 

Bosentan 結合 ETBR  
Nat.Struct.Mol.Biol.(2017) 24, 758-764. 
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