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研究成果の概要（和文）：グルタミン酸受容体 GluK1, GluK2 と化合物・ダイシハーベイン類

縁体の相互作用様式を理解するため、それらの複合体のＸ線結晶構造

解析を行った。  
 
研究成果の概要（英文）：In order to understand the interaction ways between the glutamate 

receptors (GluK1, GluK2) and the dysiherbaine analogues, we 
determined the X-ray structure of these protein-ligand complexes. 
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１．研究開始当初の背景 

イオンチャンネル型グルタミン酸受容体

（iGluR）は、脳の中枢神経系に存在し、早い

興奮性の神経伝達を担っている膜蛋白質で

ある。この蛋白質はグルタミン酸を受容する

ことで、自身で形成するイオンチャンネルを

開口し、Na+, K+などの陽イオンを透過する。

iGluR は神経回路の形成や、記憶・学習の基

盤となるシナプス可塑性に関与しているこ

とが知られている。また、医学の発展した現

代においても社会問題にさえなっているア

ルツハイマー病、パーキンソン病、統合失調

症などの精神・神経疾患には、この蛋白質の

機能不全が関与することも分かってきてい

る。 

iGluR は、アミノ酸配列の類似性と薬理学



的な性質から、いくつかのサブタイプに分類

される。そのうち GluR5, GluR6, GluR7（注：

現在は GluK1, GluK2, GluK3 と表記される。）

はカイニン酸との親和性が高いことから、カ

イニン酸型グルタミン酸受容体として分類

される。これらは、そのグループ内や他グル

ープの別の iGluR とヘテロ四量体を形成する

ことが報告されている。 

 iGluR を制御する薬剤の開発は、医学・薬

学・有機化学の分野から最も注目を集めてい

る研究課題の一つであった。そのような中、

海綿 Dysidea herbacea から単離・精製された

ダイシハーベインというアミノ酸は、GluK1

と GluK2 に非常に強く結合し、それらを大き

く活性化する生体機能分子であることが分

かった。研究開始時、電気生理学者や有機化

学者の研究により、その構造類縁体で GluK1

のみを選択的に不活性化する化合物も設

計・合成されていた。 

 しかし、それまでは、現象を見ているだけ

で、その作用機構はわからなかった。そこで

我々は、原子レベル分解能の構造解析を行い、

リガンド結合様式と活性化（不活性化）の機

構を明らかにしようと考えた。まず我々は、

ヒトの脳由来の GluK1 のリガンド結合ドメ

インを発現、精製、結晶化し、グルタミン酸

結合型の結晶構造を 2.0Å 分解能で明らかに

した。 また、ダイシハーベインやその構造

類縁体であるネオダイシハーベイン結合型

の結晶化方法も確立していた。この研究は、

新規薬剤の開発に大きく貢献すると思われ、

さらに選択性の高い化合物の開発には、

GluK2, GluK3 のリガンド結合部位の構造を

原子レベル分解能で知る必要があった。 

 
２．研究の目的 
イオンチャンネル型グルタミン酸受容体

の情報伝達機構、生体機能分子であるダイシ

ハーベイン構造類縁体の作用機構・サブタイ

プ選択性、を原子レベルの構造から明らかに

することである。 

 
３．研究の方法 

まず我々は GluK1 の発現系の構築を行っ

た。pET28a に GluK1 のリガンド結合部位（S1

領域、S2 領域（互いに 110 残基ほど離れてい

る。））の cDNA を組み込み、大腸菌 BL21(DE3)

を用いて発現させたところ、ほとんどすべて

の目的蛋白質はインクルージョンボディー

に入ってしまい、その後の精製を行っていく

ことができなくなった。そこで、ベクターを

低温での発現が可能な pCold に変換し、また

分子シャペロンである GroEL, ES と共に共発

現させたところ、上清に蛋白質を得ることが

できた。この発現系の構築により、高純度精

製が可能になり、結晶化を行うことができた。 

GluK2 については、ベクターは pET28a を

用いた。おそらく GluK1 についても GroEL, 

ES と共発現させることが重要であり、pCold

ベクターを用いる必要はなかったのかもし

れない。 

結晶化は既に報告されているグルタミン

酸結合型 GluK1, GluK2 の結晶化条件を参考

に行った。条件は非常にたくさんの条件を検

索した。GluK2 に関しては、ネオダイシハー

ベイン結合型の結晶がなかなか得られなか

ったため、Additive Screen (Hampton Research

社)による、添加剤のスクリーニングを行い、

グルタチオンを含んだ条件で回折実験を行

うのが可能な結晶を得ることができた。 

リガンド結合型の結晶は、共結晶化によっ

て得た。ソーキング法によっては、精製中に

蛋白に結合してくるグルタミン酸と置き換

えるこができず、共結晶化を行ったところ、

多くのリガンド（ダイシハーベイン構造類縁

体）の結合した GluK1 の構造を得ることがで



きた。GluK2 に関しては、ダイシハーベイン、

ネオダイシハーベインのみ結合状態を得る

ことができた。 

回折強度収集実験は SPring-8 や Photon 

Factory といった放射光施設で行った。 

 
４．研究成果 
 GluK1 とダイシハーベイン、ネオダイシハ

ーベインなど 6 種類のダイシハーベイン構造

類縁体との複合体の 1.5Å 分解能のＸ線結晶

構造解析を行い、それらの結合様式を原子レ

ベルで解明した。詳細な解析により、化合物

自体の分子内水素結合の有無などにより、6

種類の化合物自体の構造に違いがあり、結合

様式も異なっていた。それらの原子レベルの

構造情報から、新規化合物二種類が合成され

た。その後、その二種類の新規化合物と GluK1

の複合体の結晶構造解析も行った。 

 次に、GluK1 と GluK2 による化合物の選択

性を詳細に検討するために、我々は GluK2 と

ダイシハーベイン、ネオダイシハーベイン二

種類の化合物との複合体構造を同様の方法

を用いて解析した。GluK2 の構造解析の結果

から、GluK1 との数残基のアミノ酸の違いが

どのように選択性を決めているか、というこ

とが分かってきた。まず、GluK1 リガンド結

合部位のセリンが GluK2 ではアスパラギン

である違いにより、化合物が結合する際に立

体障害が起こっていることが明らかになっ

た。さらに、ダイシハーベイン構造類縁体の

グルタミン酸骨格と相互作用する蛋白側の

アミノ酸がGluK1とGluK2ではトレオニンと

アラニンという違いがあることから、水素結

合様式に変化が生じ、結合した化合物の位置

と向きが若干変化していた。その結果、溶媒

領域を含む周囲と化合物の相互作用様式も

変化し、GluK2 では、GluK1 の場合より、化

合物の二環状構造側の置換基の重要性が増

しているのだということが示唆された。 

 これらの立体構造情報から、さらに新しい

化合物の構造を提案することが可能となっ

た。 
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