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研究成果の概要（和文）：X線とレーザーの性質を併せ持つX線自由電子レーザー（XFEL）は、タンパク質の構造
変化を高分解能で観測するための時分割測定に利用できる。本研究では、リガンドの結合により活性型・不活性
型に構造変化するGタンパク質共役型受容体（GPCR）の時分割測定を目指し、様々な条件検討を行った。現在ま
でに、不安定で結晶化が難しいドパミンD2受容体のアポ構造の構造解析に成功した。アポ状態の結晶の分解能が
改善できれば、時分割測定により、薬剤結合後のドパミンD2受容体の構造変化の観測が可能となる。

研究成果の概要（英文）：X-ray free electron laser can be used for the time-resolved serial 
femtosecond crystallography to observe conformational changes of proteins at high resolution. In 
this study, we challenged to obtain crystals in the apo state for the time-resolved serial 
femtosecond crystallography of G protein-coupled receptors (GPCRs) that undergo conformational 
changes to active or inactive form upon ligand binding. The crystals of GPCRs in the apo state are 
essential to observe the dynamic conformational changes by the ligand binding. In this study, the 
crystals of the apo state of the dopamine D2 receptor was successfully obtained that diffracted to 
2.8 angstrom.

研究分野：構造生物学

キーワード： GPCR　XFEL
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の多くは、動作することで機能を果たしていため、生命現象を理解するには、タンパク質の動きの過
程を解明することが必須である。X線自由電子レーザー（XFEL）は、X線とレーザーの性質を併せ持つ新しいX線
で、XFELを利用した時分割測定によりタンパク質の構造変化を高分解能で観測することが可能となった。本研究
ではドパミンD2受容体について、時分割測定に必須であるアポ状態の構造解析に成功した。分解能の改善により
時分割測定にが可能となれば、ドパミンD2受容体の機能上、創薬上の重要な知見が取得できると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
生命現象で主要な働きを担っているタンパク質の多くは、動作することで機能を果たしている。
そのため、生命現象を理解するには、タンパク質の構造変化の過程を解明することが必須である。
従来の結晶構造解析では、平衡に達した構造しか解明できず、過渡的な構造を高分解能で解明す
ることは不可能であった。そのため、変異体や基質類似体などを使用することでタンパク質が動
く過程の中間体を安定化し、それらの構造から構造変化を考察してきた。 
 X 線自由電子レーザー（XFEL）は、X 線とレーザーの性質を併せ持つ新しい X 線で、2009
年に初めて米国で使用され、日本では 2011年に XFEL施設 SACLAで最初の XFELが発振さ
れた。XFEL を利用することで、以下に述べる時分割測定や、結晶を構成する分子の X 線損傷
の影響を無視できる結晶構造解析が可能となるなど、従来とは異なる新たな構造解析研究が可
能となった。 
 XFELを利用した時分割測定は、タンパク質の触媒反応や構
造変化などの動きを連続的なスナップショットとして、高分解
能かつフェムト秒に達する時間分解能で解析できる全く新し
い解析技術として期待されていた。実際に、光感受性タンパク
質や光に反応するケージド化合物が利用できるタンパク質で
は、光の照射により結晶内のタンパク質の反応を一斉に開始す
ることで時分割測定が可能となった（図１）。一方で、光で動
きを同期できないタンパク質では、時分割測定の成功例は発表
されていなかった。2012 年以降我々は、SACLA において
XFEL を利用したタンパク質の結晶構造解析を行うための装
置や技術を開発してきた。そして、光照射で反応を同期させるタイプの測定については装置が完
成し、光感受性タンパク質の時分割測定に応用してきた。また、リガンドと結晶を混合する２液
混合系のインジェクターの開発も進み、結晶の取り扱いやすい酵素などでは、時分割測定が行わ
れつつあった。 
 細胞膜上に存在するGタンパク質共役型受容体
（GPCR）は、細胞内の Gタンパク質やアレスチ
ンと共役して細胞外からのシグナルを細胞内に伝
達し、生命維持に必須な役割を果たす。GPCR の
異常は病気に直結するため、医薬品の３０％以上
が GPCR に作用する。GPCR は、活性化状態と
不活性化状態の平衡状態で存在し、作動薬・逆作
動薬が結合すると、それぞれ活性化状態・不活性
化状態に平衡が偏り、大きな構造変化を起こす（図
２）。これまでに GPCRの活性型構造、不活性型構造の構造
情報は蓄積され、GPCR が関わる生命現象の理解や合理的
な創薬研究に役立ってきた。しかし、GPCR の理解を更に
深めるには、これらの平衡に達した後の構造情報だけでは
不十分と考えられる。例えば GPCR の作動薬は、100％の
活性化を引き起こす完全作動薬と 100％未満の活性化を引
き起こす部分作動薬に分類できるが（図３）、これまでに発
表されている部分作動薬、完全作動薬が結合した構造に違
いは見られず、作動薬の薬効の違いの分子機構はわかって
いない。この問題を解決するためには、薬が結合した直後の
構造変化も調べる必要があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
多くのタンパク質は光非感受性であり、XFEL を用いた時分割測定を多様なタンパク質で行う
ためには、光非感受性のタンパク質で時分割測定を行える測定系の確立が必須である。本研究計
画の目的は以下の２点である。①XFELを使った時分割測定を、光非感受性の膜タンパク質であ
る GPCRで成功させ、タンパク質の時分割測定を汎用化する。②時分割測定により、GPCRに
各種の薬が結合した直後の構造変化を観測する。そして、薬剤の結合様式や、構造変化の違いを
精査することで、GPCR の細胞外側に結合した薬はどのように細胞内側の構造変化を誘起する
のかの解明や、GPCRを標的とする薬の合理的な開発に役立てる。 
 
３．研究の方法 
 
GPCR は柔軟な構造を持つ膜タンパク質であるため不安定であり、大量発現や構造解析のため

図 2. GPCRの構造変化（上が細胞外側） 

図 1. 時分割測定の概要 

図 3. GPCRの活性と薬効 



には安定化させる必要がある。GPCR の安定化には、これまでの研究から主に 2 通りのやり方
があり、本研究でも同様に、それら２通りの手法を試みた。第一は、受容体の改変により安定性
を改善する方法である。GPCR は、５本目と６本目の膜貫通ヘリックスの間に構造の安定な水
溶性タンパク質を挿入することで安定化できることが知られており、本研究でも挿入する水溶
性タンパク質の種類や挿入位置の検討を行った。種類としては、従来の研究で使われた T4リゾ
チーム (T4L)やアポシトクロム b562 (bRIL)、glycogen synthase from Pyrococcus abysii (PGS)
などの他、使用例の無い水溶性タンパク質、新たに作製した高安定型水溶性タンパク質も試した。
安定化のための第２の方法は、構造認識抗体を結合させるものである。精製した GPCR をマウ
スに免疫し、数段のスクリーニングを行い、立体構造を認識し、親和性の高い抗体を選択した。
構造解析は X線結晶構造解析の手法を用いた。 
 
４．研究成果 
 
GPCRは、薬剤を結合させないと安定性が低下するため、GPCRの立
体構造はアゴニストやインバースアゴニストを結合させた状態で決
定されてきた。一方で、GPCRに薬剤が結合した時の構造変化を観測
するためには、薬剤が結合していない状態での結晶化・立体構造の解
析が必要になる。本研究では「研究の方法」の項で示した安定化の検
討により、挿入タンパク質として新たに作製した高安定型水溶性タン
パク質を利用し、さらに立体構造認識抗体を結合させることで、GPCR
の一種であるドパミン D2受容体について、薬剤が結合していない構
造（アポ構造）を決定できた。分解能は 2.8Å程度で、膜タンパク質で
あり不安定な GPCRの構造としては良好であった。しかし、ナノ秒か
らミリ秒での僅かな構造変化を追跡する時分割測定にはより高分解
能のデータが必要となるため、現状では XFELを利用した時分割測定
を行うことはできなかった。SPring-8 でシンクロトロンの X 線を利
用して、ドパミン D2受容体のアポ構造の結晶から取得したデータを
構造解析した結果を以下に示す。まず全体構造は図４のようになっ
た。抗体の Fab断片（ピンク色）がドパミン D2受容体（緑色）の細
胞外側に結合し、細胞内第３ループを置換した高安定型水溶性タンパ
ク質（オレンジ色）は細胞質側に存在した。ドパミン D2受容体を含
むアミン受容体は、リガンド分子内のアミンの正電荷と相互作用する
ため、酸性アミノ酸であるアスパラギン酸残基を保存している。ドパ
ミン D2受容体では Asp114がこのアスパラギン酸に相当する。Asp114付近の電子密度マップ
を図５に示す。図５から分かるように、Asp114付近には薬剤に相当する電子密度が観測されず、
この構造がアポ構造であることを示唆した。 
 本研究では、情報量が限られている GPCRのアポ構造を決定できた。ドパミン D2受容体は、
アゴニストやインバースアゴニストが結合した構造は既に発表されており、新たにアポ構造の
構造情報も利用できるなったことで、ドパミン D2受容体の活性化や不活性化時の構造変化の解
明に役立つと考えられる。今後は受容体のさらなる安定化や結晶化条件の検討により分解能を
改善し、時分割測定を行いたいと考えている。 
 

図 5. 薬剤の結合に重要なAsp114 付近の電子密度マップ 

図 4. ドパミン D2 受容

体のアポ構造 
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