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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体（GPCR）のリガンド認識、および活性化機構の構造的な基
盤を明らかにした。エンドセリン受容体に関しては、ペプチドアナログであるエンドセリン-3、IRL-1620、臨床
的に用いられている阻害剤であるボセンタンとそのアナログであるK-8794と様々な作動薬、拮抗薬の結合した構
造を明らかにすることで詳細の分子機構の解明に至った。他にもnon-EDGファミリーに属するLPA受容体である
LPA6、クラスBに属するペプチド受容体であるPACAP受容体などの構造を明らかにし、GPCRにおける普遍性と、そ
の差異を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We revealed the structural basis for the ligand recognition and activation 
of G-protein coupled receptors (GPCRs), by solving the structures of various receptors. In this 
research, we have successfully obtained the structures of endothelin reeptor subtype-B (ETB), 
non-EDG LPA receptor LPA6, and pituitary adenylate cyclase-activating polypeptid (PACAP) receptor, 
and the structural comparison revealed similarity and diversity of GPCRs.

研究分野：構造生物学

キーワード： GPCR　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Gタンパク質共役型受容体（GPCR）はヒトを含む真核生物において細胞間でのシグナル伝達に関わる重要な膜タ
ンパク質ファミリーである。既存の承認薬の30%はGPCRを標的するのに対して、いまだに構造の明らかになって
いない受容体の数は多い。本研究では、血圧調節に関わるペプチド受容体であるエンドセリン受容体、細胞増殖
などに関わる脂質受容体であるLPA6、神経における重要なシグナル伝達分子である下垂体アデニル酸シクラーゼ
活性化ポリペプチド（PACAP）の受容体などに関して、構造を明らかにした。これらの情報は、構造をもとにし
た薬剤開発などにつながることが期待される。

※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 

GPCRとそれを介した Gタンパク質活性化によるシグナル伝達は視覚，嗅覚のような感覚受
容から血圧の調節，神経伝達まで，我々のからだの中で起こる様々な生理現象において重要な役
割を担っている.すでに臨床応用されている薬剤のうち約 30％が GPCR を標的としたものであ
るように，GPCRによるシグナル伝達は創薬研究の標的として非常に重要な位置を占める． 

GPCRはクラス Aから Fまでの 6つのグループに大きく分けられており，ヒトではリガンド
や機能が不明なオーファン受容体を含む約 1000種類が見つかっている．6つのクラスの中でも
最大のクラスである「クラス A（rhodopsin-like）」に分類される GPCRの生理学的リガンドは，
アミンのような小分子からペプチドのような大きなものまで非常に多様性に富んでいる．また，
クラス A GPCRによる Gタンパク質活性化機構には一定の共通性はあるものの，その分子機構
の詳細はそれぞれの受容体によって異なる．したがって，それぞれの受容体におけるリガンドと
の相互作用，リガンド結合による受容体活性化に伴う構造変化を明らかにすることは GPCR を
標的とした薬剤開発において特に重要である．近年になり，脂質膜中で膜タンパク質の結晶化を
行う Lipidic Cubic Phase（LCP）法の開発など実験手法におけるブレークスルーによって GPCR
の高分解能構造が多く報告されるようになり，これらの立体構造情報は新たな薬剤の開発や，副
作用の軽減などの薬理学的性質の改善に直接的に用いられている．しかし，現在までに構造情報
が報告されている受容体は約 30 個程度にとどまっており，GPCR 全体の量からするとわずか
数％に満たないため．そのリガンド認識，および G タンパク質活性化機構における受容体間の
普遍性と差異などに関しては多くの疑問が残されていた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，GPCR の中でも最大のグループであり，リガンド多様性における幅の広いクラ
ス A GPCRに属する受容体を標的として，X線結晶構造解析により複数状態の立体構造を明ら
かにし，リガンド認識，および G タンパク質活性化機構における受容体間の普遍性と差異を明
らかにすることで，薬剤開発などの基盤となる情報を得ることを目的とする. 
 
（1）エンドセリン受容体の構造解析 
エンドセリン受容体は，21 アミノ酸からなるペプチドであるエンドセリンを感受して，下流へとシグナ
ルを伝達する．申請者はこれまでの研究においてETB受容体がエンドセリン-1に結合した状態，および
リガンド非結合状態の構造をそれぞれ報告し，エンドセリン-1 の結合による ETB受容体活性化における
構造変化を明らかにした．しかしながら，ボセンタンに代表されるようなエンドセリン受容体に対する非ペ
プチド性の小分子アンタゴニストは，ペプチドであるエンドセリン-1 との共通の化学骨格を持たない．そ
のため，その結合様式は未解明のままであった．本研究ではボセンタンとその類似体と受容体の複合
体構造を明らかにすることで，受容体活性化阻害機構，ペプチド性リガンドにおける相互作用との相違
点などを明らかにする．また，ETB特異的に結合するペプチド異性体と ETBの複合体構造を明らかにし，
それらを比較することでサブタイプ間のアゴニスト選択性，下流のG タンパク質シグナルにおける違いを
明らかにする． 
 
（2）LPA 受容体 
申請者はさらに，リガンド認識に関する構造情報が非常に限られている脂質結合性 GPCR に注目し
て研究をすすめた．生体内において脂質分子は細胞膜の形成やエネルギー源として用いられるだけで
なく，様々な生理現象におけるシグナル分子としてはたらいている．中でもリゾフォスファチジン酸（LPA）
に代表されるリゾリン脂質は細胞分化，細胞増殖などに関わる重要な細胞増殖因子である．これらのリ
ゾリン脂質は，血管内皮細胞などから分泌された酵素によって産生され，細胞表面で発現するGPCRで
あるLPA受容体を介して細胞内へとシグナルを伝える．LPA受容体はEDG（Endothelial Differentiation 
Gene）ファミリーと non-EDG ファミリーに大きく分けられており，この 2 つのファミリーは進化的に離れて
おりアミノ酸配列相同性も低いことから，異なるリガンド認識機構をもつと考えられている．EDG ファミリー
に属する受容体である LPA1 の立体構造は報告されていたが（Hanson M. A. et al. Science 2012），
non-EDG ファミリーの受容体に関する構造情報はいまだ不明であった．本研究では non-EDG ファミリ
ーに分類される LPA受容体に注目し，その構造解析を行うことで，P2Y ファミリー受容体における脂質リ
ガンドの認識機構，および活性化機構を明らかにすることを目指した．  
 
３．研究の方法 
構造解析のために Lipidic Cubic Phase(LCP)法と呼ばれる方法で結晶化を行った．この方法
では，精製した GPCR を疑似的な脂質環境に再構成した状態で結晶化を行うため，生理的条件に
近い状態での構造を明らかにできる．さらにこの方法では非常に密な結晶パッキング相互作用
が形成されやすいために高分解能の構造解析ができるという利点が知られている．精製した受
容体に様々なアンタゴニストを添加した状態で LCP による結晶化を行った．LCP による結晶は一
般的に小さく，解析が難しい．そこで回折実験には大型放射光施設 SPring-8 におけるマイクロ
フォーカスビーラインを用いた． 
 
４．研究成果 
（1）エンドセリン受容体の構造解析 
臨床薬として用いられているボセンタンなど，非ペプチド性アンタゴニストと受容体の相互
作用を明らかにするため，ボセンタンと ETB受容体複合体の結晶構造解析を行った．結晶のサイ



ズが 10-20 μm と非常に小さかったために，単一の結晶からデータ収集を行うことが困難であっ
た．そこで，SPring-8 マイクロフォーカスビームライン BL32XU における自動測定により，約
200 個程度の結晶からからそれぞれ５-10 度ずつの回折データ収集を行い，それらのデータをマ
ージすることで構造解析を行ったところ，ボセンタンは受容体の結合ポケットの奥に突き刺さ
るようにして結合することがわかった．エンドセリン-1 の結合様式と比較してみたところ，驚
くべきことにボセンタンはエンドセリン-1
の C 末端の形状を模倣するようにして受容
体と相互作用していることが明らかになっ
た（図１）．その一方で，ボセンタンの置換
基の一つが受容体の TM6 の方向に突き出し
ており，活性化に必要な TM6 の内側への動
きを阻害していることがわかった．このよ
うな相互作用はボセンタンによるアンタゴ
ニストとしての性質を説明するものであった． 
ボセンタンは ETAと ETB受容体に同程度の強度で結合する「サブタイプ非選択性」のアンタゴ
ニストであるが，ボセンタン誘導体の中には一方のサブタイプのみに強く結合するものが報告
されている．このような，受容体における選択性を明らかにするため，K-8794 とよばれる ETB選
択的なボセンタン誘導体と ETB受容体複合体の結晶構造解析を行った．K-8794 は基本的にボセン
タンと同じ結合様式を示していることがわかった．K-8794 に導入されている大きな置換基は TM2 の方
向に伸びていたが，ETA，ETB受容体における変異体解析の結果から，この置換基と受容体のアミノ酸
との間で特定の強い相互作用は形成していないことがわかった．一方で，ETB受容体に対しても親和性
の低い誘導体には，この部位に大きな置換基が見られることから，ETA，ETB受容体ではポケットのこの
部分におけるスペースに違いがあり，ETB受容体は，大きな置換基も収納できるようになっており，より幅
の広い薬剤に結合できるということが明らかになった． 
さらに，エンドセリン受容体におけるペプチド性のリガンドにおける活性化機構を明らかにするため，
ETB受容体特異的なペプチドアゴニストであるエンドセリン-3，および IRL1620 と ETB受容体の複合体
構造を明らかにした．IRL1620 はエンドセリンペプチドの一部を改変したペプチド性アゴニストであるが，
その詳細を調べたところ，エンドセリンペプチドとは異なり，受容体の活性化レベルがやや低く，部分作
動薬（partial agonist）であることがわかった．構造を比較したところ，活性化には IRL1620 の結合した構
造では，活性化に関わる受容体中央の水素結合が一部不活性型の特徴を保持しており，これが
IRL1620 の活性化レベルの低下につながっていることが分かった． 
 
（2）LPA 受容体の機能構造解析 
non-EDG ファミリーに属する LPA 受容体の遺伝子スクリーニングを行い，安定な挙動を示す LPA
受容体の探索を行ったところ，ゼブラフィッシュのもつ LPA6 の安定性が高いことを見出した．
結晶化のために，フレキシブルな細胞内ループに安定なタンパク質である T4L を挿入したコン
ストラクトを作製し，昆虫細胞による発現系を用いて精製した LPA 受容体タンパク質を LCP 法
による結晶化を行った．リガンド非存在下で得られた結晶を用いて，BL32XU において自動測定
を行い，最終的に 3.2Å分解能で構造結成に成功した（図２）．明らかになった LPA 受容体は一般
的な GPCR に見られる 7 本の膜貫通ヘリックスからなるフォールドを示していたが，TM4 と TM5
の膜貫通ヘリックスの間に大きくあいた疎水性の溝があり，この溝には脂質のアシル鎖に由来
する強い電子密度が観測された．結合した脂質の頭部に相当する電子密度は観測できなかった
が，受容体中央のポケットには複数の正荷電性アミノ酸が位置しており，これらの残基のアラニ
ンへの変異は G タンパク活性化能を低下させることがわかった．したがって，LPA6 受容体は膜
貫通領域にある疎水性の溝とポケット中央の正荷電性アミノ酸の両方で LPA のような負電荷の
頭部をもつ脂質を認識していることが明らかになった．non-EDG ファミリーの LPA 受容体は，その
配列相同性から，機能的には大きく異なるATP受容体を含むP2Yファミリーに分類されている．そこで，
LPA6の構造を，P2Yファミリーに
おけるヌクレオチド受容体である
P2Y1 と P2Y12 の結晶構造と比
較を行ったところ，いずれの受容
体でも基質のもつリン酸部分を
受容体の TM6 に位置する正荷
電アミノ酸によって認識されるこ
とで受容体の活性化が起こると
いう予想外の共通点を見出した． 
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図１ エンドセリン受容体とリガンドの複合体構造 

図２ LPA 受容体の構造と活性化機構モデル 
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