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研究成果の概要（和文）：プロスタグランジン（PG）類は代表的な生理活性脂質の一種であり、計9種のGタンパ
ク質共役型受容体（GPCR）を介して、様々な生理作用を発揮する。本研究ではこのうち、PGE2をリガンドとする
EP3受容体-Giタンパク質およびEP4受容体-Gsタンパク質複合体の立体構造をクライオ電子顕微鏡単粒子解析で決
定し、Gタンパク質との相互作用や活性化メカニズムを明らかにした。さらに、決定した立体構造に基づいて新
規リガンドのインシリコスクリーニングを実施した。

研究成果の概要（英文）：Prostaglandins (PGs) are prototypical bioactive lipid mediators that exert 
diverse physiological functions through nine subtypes of G protein-coupled receptors (GPCRs). In 
this study, the structures of the EP3 receptor-Gi and EP4 receptor-Gs protein complexes, both 
activated by PGE2, were determined by cryo-EM single-particle analysis to elucidate their 
interaction with G proteins and the activation mechanism. Furthermore, novel ligands were screened 
in silico using the determined 3D structures.

研究分野：分子生物学

キーワード： プロスタグランジン　GPCR　立体構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EP3は発熱や子宮収縮に関わる受容体であるが、現在、作動薬が緑内障治療薬の候補としても注目されている。
また、EP4は腸管粘膜保護や免疫応答に関わる受容体であり、潰瘍性大腸炎や抗がん剤開発の標的として注目さ
れている。近年急速にGPCRの構造解析が進み、本研究の成果も合わせて、全9種類中6種のPG受容体-Gタンパク質
複合体の構造が決定された。これらの構造情報を活用することで、サブタイプ選択的なリガンドの開発が促進さ
れ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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
プロスタグランジン（PG）類は細胞膜リン脂質のアラキドン酸から産生される一連の生理活性
脂質であり、刺激に応じて産生され、近傍の細胞膜表面上に存在する Gタンパク質共役型受容体
（GPCR）を介して様々な生理・病態生理作用を発揮する。PG 類には主要なものとして、PGD2、
PGE2、PGF2α、PGI2、トロンボキサン（TX）A2の 5 種類が存在する。一方、受容体には DP1、DP2
（PGD2受容体）、EP1、EP2、EP3、EP4（PGE2受容体）、FP（PGF2α受容体）、IP（PGI2受容体）、TP
（TXA2受容体）の 9 種類が存在し、それぞれ特異的なリガンドの作用を仲介する。しかしなが
ら、これらの受容体がどのようにして各リガンドを認識し活性化するのかは長らく不明であっ
た。 
2007 年にβ2受容体の結晶構造が報告されて以降、GPCR の X 線結晶構造解析が可能となり、
我々のグループでは、アンタゴニストおよび細胞外認識抗体を結合した EP4 受容体と PGE2を結
合し細胞内第 3ループに bRIL を融合した EP3 受容体の結晶構造を決定して、2019 年にこれを報
告した。また前後して DP2 受容体および TP 受容体の結晶構造が報告され、PG 受容体によるリガ
ンド認識の構造基盤が少しずつ明らかになりつつある状況であった。 
一方、GPCR は一般的にアンタゴニストを結合した不活性型が安定であり、X線結晶構造解析で
得られる構造は不活性型構造が多い。Gタンパク質と結合した活性型構造ではリガンドポケット
の構造も変化するため、活性型の構造解析が求められていたが、結晶化が難しく成功例はβ2受
容体–Gs 複合体の 1例に留まっていた。ところが、2017 年にクラス B GPCR であるカルシトニン
受容体–Gs 複合体の構造がクライオ電子顕微鏡単粒子解析で決定されて以降、結晶化の必要のな
い GPCR–G タンパク質複合体の構造解析が格段に容易になり、クラス Aの GPCR についてもの Gタ
ンパク質複合体構造が、幾つか報告され始めていた。 
さらに、GPCR の立体構造解析が可能となったことで、構造情報に基づいたリガンド探索（SBDD）
がいよいよ現実的なものとなり、幾つかの受容体を対象にして先駆的な研究が行われている状
況であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、立体構造が未決定の PG 受容体を構造決定し、リガンド選択性の分子機構を明ら
かにすることを目的とした。さらに得られた構造情報を基に in silico スクリーニングを行い、
新規の PG 受容体標的化合物の同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) PG 受容体の X線結晶構造解析 
立体構造が未決定であった、DP1、EP1、EP2、FP、IP の 5 種類を対象にアンタゴニストを結合し
た不活性型構造の X線結晶構造解析を行う。そのため、コンストラクト、リガンド、精製、結晶
化条件の最適化を実施した。 
 
(2) EP4 受容体–Gs タンパク質複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析 
EP4 受容体についてはアンタゴニスト結合構造が決定済みであり、アンタゴニストの存在下で精
製が可能であった。そこで、精製 EP4 に PGE2存在下で miniGs タンパク質およびナノボディ 35
を結合させ、活性型としたのち、クライオ電子顕微鏡単粒子解析により構造解析を実施した。 
 
(3) EP3 受容体–Gi タンパク質複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析 
EP3 受容体については PGE2結合構造が決定済みであり、bRIL を融合タンパクは精製可能であっ
た。そこで、bRIL を除外し細胞内第 3ループを野生型に戻した受容体を精製し、Gタンパク質ヘ
テロ 3量体（Gi1βγ）および scFv16 との複合体としたのち、クライオ電子顕微鏡単粒子解析に
より構造解析を実施した。 
 
(4) 立体構造情報に基づいた新規リガンドのスクリーニング 
不活性型構造であるアンタゴニスト結合 EP4 の結晶構造および活性型構造である EP4–miniGs 複
合体を鋳型として、in silico ドッキングシミュレーションにより新規リガンドのスクリーニン
グを実施した。 
 
４．研究成果 
 
(1) PG 受容体の X線結晶構造解析 
DP1、EP1、EP2、FP、IP の 5 種の PG 受容体を対象に、細胞内第 3 ループへのタンパク質融合、
熱安定性変異の導入によってコンストラクトの安定化を行った。さらに市販のアンタゴニスト



の中から、最も安定化効果の強いものをセレクションした。さらに精製、結晶化条件の最適化を
行い、微結晶の析出を確認した。 
 
(2) EP4 受容体–Gs タンパク質複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析 
EP4–Gs 複合体の立体構造を分解能 3.3 Åで決定した（Nojima et al. Structure 2021）。この
構造から明らかとなった点を以下に示す。 
①不活性型の EP4 に比べ膜貫通（TM1）の細胞外側が内側へと変位し、リガンド侵入口を塞いで
いた。これは PGE2結合 EP3 の結晶構造や、その後決定された、他の活性型 PG 受容体の構造とも
一致しており、アゴニスト型 PG 受容体の特徴である可能性が考えられる。 
②Gs 共役の GPCR では Gi 共役等に比べ、TM6 の細胞内側がより大きく開くことが知られるが、
EP4 の場合は構造変位が小さく、Gi 共役等と同程度であった。その後、Gs 共役の EP2 および IP
受容体でも同様であることが報告され、Gs 共役 PG 受容体に共通の特徴であることが示唆されて
いる。 
③通常 G タンパク質の C 末端は TM6 側へとフックした構造を取り、GPCR に結合するが、EP4 の
場合は逆側の TM1 とヘリックス 8（H8）の間へと伸びた構造を取っていた。 
 
(3) EP3 受容体–Gi タンパク質複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析 
EP3-Gi 複合体の立体構造を分解能 3.4 Åで決定した（Suno et al. Cell Rep 2022）。この構造
および変異体実験によってから明らかとなった点を以下に示す。 
①結晶構造に比べて、Gタンパク質が結合することで、細胞内第 2ループ（ICL2）および TM5 と
TM6 の細胞内側先端が外側へと少し変位していた。 
②G タンパク質の C 末端については多くの GPCR と同様、TM6 側へとフックした構造を取ってい
た。その後、Gq 共役の FP および TP 受容体では、Gs に類似して TM1/H8 側へ向いていること、さ
らに EP4 結合 Gi は通常の Gi 型の向きを示すことも報告され、PG 受容体の場合は Gi だけが通常
のコンフォメーションを取るものと考えられる。 
③Gタンパク質の認識に関わる残基として ICL2 の Y165、TM5 の R259、TM6 の W273、E279、Q283
を同定した。 
 
(4) 立体構造情報に基づいた新規リガンドのスクリーニング 
不活性型構造を鋳型としたスクリーニングからアンタゴニストの、また活性型構造鋳型とした
スクリーニングからアゴニストの候補を選別し、シグナルアッセイにより活性を確認した。さら
に活性の向上を期待して誘導体の合成を行った。 
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