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研究成果の概要（和文）：本研究領域では、多元的アウトプットとして現れる複雑な生理作用を、分子（寿野
班）、細胞（井上班）、個体（櫻井班）、制御（斉藤班）といった次元に分解して検証し、分子、細胞、個体各
スケールにおける「素過程」の重ね合わせの形にて記述・可視化を実現する。寿野班は分子フェーズを担当し、
オピオイド受容体（KOR、DOR）を介したシグナル伝達機構の全貌をクライオ電子顕微鏡の単粒子解析によって原
子分解能レベルで明らかにすることを目的とし、KORでは3つ、DORでは１つのバイアスドリガンド結合状態、
KOR, DORでそれぞれ1つのバランスドリガンド結合状態の構造を決定した。

研究成果の概要（英文）：In this research area, complex physiological actions that emerge as 
multidimensional outputs are examined by breaking them down into the dimensions of molecules (Suno 
Group), cells (Inoue Group), individuals (Sakurai Group) and regulation (Saito Group), and are 
described and visualised in the form of superposition of "elementary processes" at the scale of 
molecules, cells and individuals. The Suno group is in charge of the molecular phase and aims to 
clarify the whole picture of the signalling mechanism via opioid receptors (κ and δ opioid 
receptors (KOR and DOR)) at the atomic resolution level by single particle analysis using 
cryo-electron microscopy. The structures of three biased ligand-bound states in the KOR and one 
balanced ligand-bound state in the DOR and one balanced ligand-bound state in the KOR and DOR, 
respectively, have been determined.

研究分野：構造生物学、医化学

キーワード： GPCR　クライオ電子顕微鏡単粒子解析　シグナル伝達　SBDD　膜タンパク質　鎮痛
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研究成果の学術的意義や社会的意義
μ、δ、κオピオイド受容体（MOR, DOR, KOR)の作動薬は鎮痛効果があり、とくにMORの作動薬であるモルヒネ
はがん性疼痛などに顕著な効果を示す。一方で、薬物依存などの重篤な副作用を示すため、その使用法は制限さ
れている。多くの製薬企業などの研究機関がMOR作動薬の副作用を軽減する努力が長年行われてきたが未だに成
功していない。本研究では鎮痛効果を示すDOR, KORの作動薬に着目し、様々な性質をもつ作動薬が結合したDOR,
 KORの立体構造を決定した。副作用を示す作動薬と副作用が弱い作動薬の結合状態を比較し、副作用の発現メカ
ニズムを検討した。この構造情報は副作用のない薬剤開発に貢献できる。

※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 
 

オピオイドは受容体への結合

を介してモルヒネに類似した

作用を示す物質の総称であり、

鎮痛作用が知られている一方

で便秘、嘔吐、掻痒感、眠気、

呼吸抑制と言った重大な副作

用が存在する。オピオイド受容

体はμ、δ、κの 3種類が知ら

れており、そのうち KOR は鎮痛

剤のターゲットとしてだけで

なく、掻痒に関わるという特徴

を持ち、DOR は抗うつ、抗不安

作用があることが知られてい

る。斎藤班が開発した KOR/DOR

作動薬は G タンパク質バイア

ス型リガンド（YNT-1612 およ

び KNT-127）であり、副作用の

ない効果的な掻痒症改善剤、抗

うつ剤となることが期待される。しかし、依然としてバイアス型リガンド開発は膨大な数の化合

物開発と化合物スクリーニングが必要であり、合理的な開発が難しい。薬剤開発に受容体の構造

情報は有用であり、現在までに KOR/DOR は不活性型と作動薬結合状態を明らかにしている(Wu, 

H., et al., Nature (2012), Che,T.et al., Cell (2018)、Fenalti G., et al Nature (2014), 

Claff T., et al., Sci Adv. (2019)）。しかし、シグナル伝達因子との複合体構造は全く不明

であるため、それぞれのシグナル伝達機構の詳細は明らかでない。各シグナル伝達因子との複合

体構造はリガンド結合ポケットの構造の違いを明らかにし、様々な性質を持ったバイアス型リ

ガンドの開発に重要な知見が得られることが期待される。近年の Cryo-EM SPA の高分解能化に

よって、これまで困難であった GPCR-シグナル伝達因子複合体の原子分解能構造解析が現実的な

技術となってきた。Gタンパク質、アレスチンと GPCR の複合体構造解析が報告され（Safdari H. 

A., et al., Trends Cell Biol (2018)）、構造情報からシグナル伝達機構の詳細が明らかにな

り、Gタンパク質の種類および受容体によってＧタンパク質の結合様式が異なること、アレスチ

ンは様々な結合様式があることなどがわかってきた。しかし、多くの GPCR-シグナル伝達因子複

合体は不安定であり、実際、GPCR とキナーゼとの複合体構造は未だ報告がない。このように生

命現象に重要な役割を担っているにもかかわらず、複合体が不安定なために構造解析が不可能

なターゲットが数多く存在する。この問題を解決できれば構造生物学だけでなく、医学薬学に大

きなブレイクスルーをもたらす。そのため、過渡的なタンパク質複合体の安定化技術の開発が待

たれている（図 1）。 

 

２．研究の目的 

 本研究は以下の 3つを目的として行う。 



① バイアス型リガンド結合型KOR/DORのX線結晶構造解析によるシグナル選択性の解明 

② KOR/DORとシグナル伝達因子複合体の構造解析によるシグナル伝達機構全貌の解明 

③ ケージ技術とCryo-EM SPAを融合した迅速構造決定プラットフォームの開発 

独自に開発した KOR/DOR のバイアス型リガンドは他に例がなく、①での構造情報からリガンド

のシグナル選択性を明らかにすることは、学術的独自性が高く、創造性も高い。②では、KOR/DOR-

シグナル伝達因子複合体構造は決定されておらず、特に GPCR とキナーゼとの複合体構造は全く

報告がなく、学術的独自性が高い。③の藤田らがもつタンパク質安定化ケージ技術は世界的に類

を見ない技術であり、これをさらに発展させ不安定な複合体を安定化させる技術を開発する。こ

の技術と Cryo-EM SPA の組み合わせることにより、これまで不可能であった未知の複合体構造

を決定する日本独自の技術となり、著しく創造性が高い。 

 

３．研究の方法 

各計画研究班、研究分担者らと連携し

（図 2）、以下の 3 点を明らかにした

い。 

①  Gタンパク質バイアスドリ

ガンド結合型KOR/DORのX線結晶構造

解析 

斉藤班が開発したリガンド YNT−

1612、KNT-127 を用いて、結晶構造解

析によりリガンド結合様式を明らか

にし、そのシグナル選択性および Gタ

ンパク質特異的なシグナル伝達機構

を明らかにする。得られた構造情報を

斎藤班、井上班にフィードバックし、

新たな高親和性、高選択性リガンドの開発に貢献する。結晶化データ収集は BINDS の支援を得て

SPring-8 で行い、解析、構造決定は寿野が行う。 

② KOR/DORとGタンパク質、アレスチン、キナーゼ複合体構造解析 

KOR/DOR と各シグナル伝達因子との複合体構造を Cryo-EM SPA によって決定し、シグナル伝達

機構の全貌および各状態でのリガンド結合様式の相違点を明らかにする。①と同様に斉藤班、井

上班にフィードバックし、薬剤開発に構造情報を提供する。Cryo-EM の測定、解析は分担者であ

る加藤らとともに推進する。 

③ ケージ技術とCryo-EM SPAを融合した迅速構造決定プラットフォームの開発 

藤田らと連携して、① Cryo-EM 測定の現課題である分析対象タンパク質のグリッド上での配

向・変性問題、および ② 分析手法の差異を越えた未踏課題である弱い/過渡的なタンパク質-リ

ガンド複合体構造（タンパク質間相互作用を含む）の構造観察、の二点を同一アプローチにて解

決する事を目指す。Cryo-EM のサンプル調製中に直面する課題は、いくつかのパターンに分類可

能である。 

 

図 3 にサンプル薄膜中のタンパク質分子の分散を示す（青＝氷薄膜 紫＝タンパク質 灰＝カー

ボン基材）。電子顕微鏡観察に適したサンプルは、30-100 nm の氷薄膜中に、各タンパク質分子

が重なり合わずに分布し、かつ各々の分子がランダムに配向している状態である（図 3a）。 申

図 3 



請者は常に良好なサンプル調製を可能にする、目的タンパク質の分子性の「ワイヤーフレーム」

（ケージ=鳥かご）（図 4）に閉じ込め、上述の課題を解決するアイデアを発案した。この技術を

用いて、分析対象タンパク質をデザイナー空間中に閉じ込め安定化するアプローチは、既存問題

の解決のみに留まらない。申請者らは、同手法が弱い/過渡的なタンパク質-リガンド複合体構造

（タンパク質間相互作用を含む）の構造観察を実現する汎用的なプラットフォームに拡張でき

る事を期待しており、これを用いて②で構造決定が困難な KOR/DOR−シグナル伝達因子複合体を

構造決定する。 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

①バイアス型リガンド結合型 KOR/DOR の X 線結晶構造解析によるシグナル選択性の解明 

②KOR/DOR とシグナル伝達因子複合体の構造解析によるシグナル伝達機構全貌の解明 

計画時は X 線結晶構造解析の手法も使用する予定であったが、バイアスドリガンド結合状態に

ついても Cryo−EM を用いて構造決定した。バランスドリガンドは KOR、DOR で一種ずつ、バイア

スドリガンドは KOR では 2 種、DOR では 1 種を用いた。KOR, DOR のコンストラクトはすでに報

告されている活性型 X線結晶構造解析の報告を参考にし、C末端には GFP-His10 を融合した。発

現には昆虫細胞 Sf9 を用い、KOR-GFP および DOR-GFP と三量体 Gタンパク質を共発現した。精製

は Ni−NTA, GFP 抗体カラムを用いることで KOR/DOR-Gi 複合体を精製した。複合体を安定化し、

Gi の N 末端に結合する scFv16 抗体を混合してゲルろ過 HPLC クロマトグラフィーによって複合

体のみを分取し、10mg/ml まで濃縮して電顕サンプルとした。上述したすべてのバランスド/バ

イアスドリガンド結合状態の構造決定に成功した。現在これらの構造情報を元にしてリガンド

結合に関わるアミノ酸について変異体を作製し、薬理学的解析を行うことでバイアスドリガン

ドの作用機序について検証した。このように、構造情報と薬理学的解析によって KOR と DOR のシ

グナル選択性について明らかにし、論文投稿準備中である。 

 

③ケージ技術と Cryo-EM SPA を融合した迅速構造決定プラットフォームの開発 

  最初に、藤田らの班の持つケージ技術を利用する GPCR−アレスチン複合体の調製を目指した。

これまで報告されている GPCR−アレスチン複合体形成法を参考に DOR, KOR について検討した。

GPCR がアレスチンと複合体を形成するためには GPCR の C 末端領域のリン酸化が必要である。こ

の点についていくつかの方法を検討した。ひとつは、精製標品を in vitro で GRK キナーゼを用

いてリン酸化する方法、2 つ目は in vivo でターゲット GPCR と GRK を共発現させる方法、3 つ

目は GPCR の C 末端をリン酸化されるとアレスチンと強く結合する V2 の C 末端に置換する方法

を検討した。この中で最も良好な結果は C 末端にリン酸化 V2 ペプチドを、Sortase を使って融

合する方法であった。この方法を用いて GPCR とアレスチンの複合体を得ることに成功した。

Cryo-EM で観察したところ、GPCR とアレスチンの複合体は観測されたが、構文可能構造決定には

至らなかった。この理由として、GPCR とアレスチンが様々な状態を形成することが考えられた。

今後はこの手法を用いて GPCR-アレスチン複合体の構造を安定化する方法を検討するとともに、

あらゆる GPCR‐アレスチンの構造を決定する。研究期間内に藤田らのケージ技術を利用できな

かったが、今後も引き続き共同研究を行って迅速な構造決定プラットフォームの開発を目指す。 

 
 

図 4 
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