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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒトセロトニン受容体の立体構造を解明することにより分子選択的
創薬に向けた知見を得ることである。本研究期間においてセロトニン1B受容体と向精神薬の候補化合物である
GR127935複合体を3.2 Å分解能で、セロトニン2A受容体と統合失調症治療薬リスペリドンとの複合体構造を2.7 
Å分解能で明らかにした。二つの構造を比較すると、薬剤の結合様式は大きく異なっており、GR127935は薬剤結
合ポケットの浅い位置に、リスペリドンは薬剤結合ポケットの深部に結合していた。これらの立体構造を詳細に
比較することによって、薬剤選択性を上げるための結合部位のホットスポットを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to understand the ligand-selectivity of 
human serotonin receptors that are targets of antidepressants and atypical antipsychotics. In this 
study, the crystal structure of serotonin1B receptor bound to a candidate compound of 
antidepressant, GR127935, was solved at 3.2 Å resolution and that of serotonin2A receptor bound to 
an antipsychotic drug, risperidone, was solved at 2.7 Å resolution. These two serotonin receptors 
had different ligand-binding modes. The ligand binding pocket of serotonin1B receptor was shallower 
than that of serotonin2A receptor. GR127935 had specific interaction with the transmembrane domain 
in serotonin1B receptor. The binding pocket of serotonin2A receptor had a cavity that is not 
observed serotonin1B receptor. These results provided a substantial information for understanding 
ligand selectivity, thereby helping development of safer and more effective medications that target 
serotonin receptors.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 セロトニン受容体は精神疾患、肥満、頭痛
等、様々な疾患の治療薬ターゲットである。
ファミリー1 から 7 までに分類されサブタイ
プを含めると 13 種類存在する。そのほとん
どが G タンパク質共役型受容体(GPCR)で、
セロトニン 3 受容体のみイオンチャネルであ
る。本研究の対象は向精神薬のターゲットの
中心であるセロトニン 1 および 2 受容体で、
いずれも GPCR である。GPCR の立体構造は
不活性型と活性型の二つの構造に大別され
る。GPCR はアゴニストと結合することで活
性型に構造変化し、G タンパク質やβアレス
チンとの結合が促進されることで細胞内の
シグナル応答を変化させる。一方、アンタゴ
ニストは活性化を阻害し、インバースアゴニ
ストは basal の活性を下げる。X 線結晶構造
解析によって受容体と薬剤の複合体の立体
構造を明らかにすることは創薬に必要な知
見であるが、研究開始当初においてはセロト
ニン受容体では、セロトニン 1B および 2B 受
容体と偏頭痛薬エルゴタミン（アゴニスト）
との複合体構造しか得られていなかった。 
 
 準備状況として、セロトニン 1B 受容体の
大量発現系を構築し、ゲルろ過で単分散の精
製標品が得られていた。結晶化を行ったとこ
ろ、結晶が得られたが、分解能は 10 Åと低
く、構造決定には不十分であった。また申請
時点では、結晶化実験を行うに十分なセロト
ニン 2A 受容体の精製標品は得られていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、セロトニン受容体と向精神薬
との複合体の立体構造の解明を目指し研究
を開始した。セロトニン 1B 受容体と抗うつ
薬の候補化合物である GR127935 との複合体
およびセロトニン受容体と統合失調症治療
薬リスペリドンとの複合体構造の取得を目
指した。 
３．研究の方法 
(1) 準備状況までに得られていたセロトニン
1B 受容体と薬剤の複合体の結晶は分解能が
10 Åと低く、解析には不十分であったため、
より高い結晶化能を持つ変異体を探索した。
またセロトニン 2A 受容体については結晶化
実験を行うために十分な収量の精製標品を
取得するための変異体の選定から実験を開
始した。結晶化能の高い変異体の選抜は熱安
定性の高い変異体を選抜することで取得し
た。熱安定性に重要だという研究報告のある
アミノ酸残基に変異を導入し、安定性の向上
のために細胞内ループを削り、いくつかの細
菌由来可溶性タンパク質を挿入し、キメラタ
ンパク質を作製した。 
(2)安定な複合体が取得できたかどうかはゲ
ルろ過の単分散性と蛍光物質である CPM を
指標とした熱変性実験によって確認した。 
(3) 作製した変異体がリガンド結合能を保持

しているかを RI リガンドを用いた結合実験
により確認した。 
 
４．研究成果 
(1)セロトニン受容体結晶の取得と X 線結晶
構造解析 
 結晶化は Lipidic Cubic Phase (LCP)法を用
いて行った。結晶化条件を buffer、塩、沈殿
剤(ポリエチレングリコール)の種類の組み合
わせ約 1000 条件からスクリーニングし、最
も質の良い結晶を選抜した(図 1)。得られた結
晶を用いてSPring-8ビームラインBL32XUに
て X 線回折実験を行いデータを取得した。分
子置換法により位相を決定し、精密化を行い、
立体構造を決定した。決定した立体構造は、
セロトニン 1B 受容体で 3.2 Å分解能、セロ
トニン 2A 受容体で 2.7 Å分解能であった。 
 

 
(2)リガンド結合実験 
 結晶化に用いた変異体のリガンド結合能
を調べたところ、セロトニン 1B 受容体では
GR1275743 に対する結合親和性が約 50 nM、
セロトニン 2A 受容体では Ketanserin に対す
る結合親和性が約 12 nM であった。いずれも
文献値と比較すると 5 倍から 10 倍程度結合
が弱くなっているものの、高い結合能を保持
していた(図 2)。 

 
 
(3)セロトニン 1B、2A 受容体のリガンド結合
部位の構造 
①セロトニン 1B 受容体 
 先行研究のセロトニン 1B 受容体と偏頭痛
薬エルゴタミンとの複合体構造とを比較す
ると、その結合様式は大きく異なっていた(図
3 左)。GR127935 は結合ポケットに縦に伸び
た状態で結合し、6 番目の膜貫通ヘリックス、
および 3 番目の細胞外ループと相互作用して
いた。エルゴタミンはセロトニン 1B 受容体
のアゴニストであるが、GR127935 はパーシ
ャルアゴニストである。今後、さらなる解析



が必要であるが、リガンドの結合様式の違い
が活性化の違いに関与する可能性が示唆さ
れた。 
 
②セロトニン 2A 受容体 
 リスペリドンはセロトニン 2A 受容体のイ
ンバースアゴニストであり、エルゴタミンは
セロトニン 2B 受容体のアゴニストであるた
め、受容体の全体構造は異なる。本研究にお
いてセロトニン 2A 受容体とリスペリドンの
複合体の立体構造を決定したことにより、セ
ロトニン受容体で初めて不活性型構造を取
得した。先行研究のセロトニン 1B、2A 受容
体やヒスタミン受容体やアドレナリン受容
体等のモノアミン受容体のリガンドとの結
合様式と比較すると、リスペリドンはリガン
ド結合ポケットのより深部に結合していた
(図 3 右、図中にはセロトニン 2B 受容体中の
エルゴタミン構造を示した)。また、セロトニ
ン 2A 受容体には 4 番目と 5 番目の膜貫通ヘ
リックス(図 3 右 TM4, 5)の間に他の受容体に
は無い特徴的なポアが存在していた。 
 

 
 
(4)セロトニン 1B 受容体とセロトニン 2A 受
容体の細胞外ループ構造の比較 
 細胞外ループ領域はGPCRの中でも多様性
の高い領域で、アミノ酸配列、立体構造とも
に受容体間の相同性は低い部分である。2011
年の総説でもこの多様性が受容体の活性化
に重要であると予想されている(Peeters M.C. 
et al., 2011 Trends Pharmacol. Sci. 32 35-42)。 
 セロトニン 1B 受容体中の GR127935 およ
びセロトニン 2A 受容体中のリスペリドンは
受容体の細胞外ループと相互作用していた。
この二つの構造を比較してみると、細胞外ル
ープの構造は大きく異なっていた(図 4)。先行
研究により立体構造が明らかになっている
ヒスタミン受容体やアドレナリン受容体等
の他のモノアミン受容体と比較してもアミ
ノ酸配列も立体構造も大きく異なっていた。
さらなる研究が必要ではあるが、これらの相
互作用はリガンド選択性に重要である可能
性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(5)まとめ 
セロトニン 1B 受容体と抗うつ薬候補化合物
GR127935、セロトニン 2A 受容体と統合失調
症治療薬リスペリドンの複合体の立体構造
を取得したことにより、向精神薬のリガンド
選択性に重要な結合ポケットの分子構造を
詳細に明らかにすることができた。この構造
を用いることでドッキングシミュレーショ
ンや生化学実験を高精度で行うことが可能
となり、選択性の高い薬剤の開発に重要な知
見を得ることができた。 
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