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研究成果の概要（和文）：ドーパミンD1受容体は，パーキンソン病などの神経変性疾患に対する治療薬の重要な
標的分子である．本研究では，安定なD1受容体の発現コンストラクトを作製し，発現コンストラクトの精製方法
を検討した．作製した組み換えD1受容体は，良好な純度で精製できることが確認できたため，今後，D1受容体の
結晶化および構造解析を達成することが期待された．また，ドーパミンと異なる生体アミン受容体として，ヒス
タミンH1受容体の構造解析に成功し，2種類の抗ヒスタミン薬の結合様式の詳細を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：The dopamine D1 receptor is one of the drug target for neurodegenerative 
disorders including Parkinson's disease. The structural information of the D1 receptor provides 
insights into the ligand recognition, which leads to the development of the novel drug for the 
treatment of Parkinson's disease. The aim of this study is to reveal the structure of the D1 
receptor bound to an agonist as a potential antiparkinson drug. We designed expression constructs of
 the D1 receptor with fusion proteins into the disordered loops of the receptor. Then, we 
solubilized  engineered receptor constructs and purified them. Further investigation for improvement
 of the yield of the purified receptors allows to accomplish crystallization and the following 
structure determination of the D1 receptor hearafter. On the other hands, we successfully 
crystallized the histamine H1 receptor, and determined the structures of the H1 receptor bound to 
the ligand, which reveled the interaction manner of the ligand.

研究分野：構造生物化学
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1．研究開始当初の背景 
 脳内のドーパミンは，生物に快をもたらす
行動や情動と深く関わるため，ドーパミン受
容体の機能障害によって，深刻な社会問題と
なるパーキンソン病などの神経変性疾患や
統合失調症などの精神疾患が引き起こされ
る．パーキンソン病は，線条体に分布する
D1 受容体の機能減退に伴うドーパミン伝達
不足に起因すると考えられ，D1受容体の機能
を促進する作動薬（アゴニスト）がパーキン
ソン病に対する典型的な治療薬として利用
されてきた．しかし，D1受容体を標的とした
パーキンソン病治療薬は，妄想や幻覚といっ
た統合失調症の陽性症状を誘発することが
知られ，正常に機能する D2 受容体に非選択
的に薬剤が作用し，機能を亢進させることが
原因の可能性がある（図 1）．実際，統合失調
症の陽性症状に対して処方される治療薬の
多くは，D2 受容体の機能を抑制する拮抗薬
（アンタゴニスト）である．したがって，ア
ゴニスト結合型 D1受容体の立体構造を決定
することが，D1受容体に対して選択的に作用
する候補化合物を合理的に設計する上で重
要である． 

 
2．研究の目的 
 ドーパミン D1 受容体の機能を促進する薬
剤は，パーキンソン病などの神経変性疾患に
対する治療薬として処方される．しかし，こ
れらの治療薬の多くは，ドーパミン D2 受容
体に非選択的に作用することで，副作用を誘
発することが懸念される．D1受容体の立体構
造を原子レベルで決定し，リガンドの結合様
式を明らかにすることは，D1受容体に対する
選択性が高い薬剤を合理的に設計する上で
重要である．本研究では，アゴニスト結合型
D1受容体の結晶構造を決定し，リガンド結合
試験と組み合わせて，リガンド認識に重要な
アミノ酸残基を特定する．そして，D1受容体
を標的とした新規薬剤の開発を推進するた
めの基盤情報を得る．また，他のアミン系受
容体の立体構造を決定し，D1受容体との構造
を比較することで，基質選択性に対する理解
を深化させる． 

3．研究の方法 
（1）安定な発現領域の探索 
 D1 受容体は G タンパク質共役型受容体
（GPCR）のひとつである．GPCR は，活性
状態と不活性状態の動的平衡状態となるた
め，均一な高次構造を形成することができる
発現領域を探索する必要がある．そのために，
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeによる相同
組み換えを利用して，発現領域の異なる複数
のヒト由来組み換え D1受容体を発現させる．
蛍 光 ゲ ル ろ 過 法 （ fluorescence-detection 
size-exclusion chlomatography: FSEC）により，
発現させた標的タンパク質の単分散性を評
価することで，作製した多数の発現コンスト
ラクトの中から，良好な性状を示すものを選
抜する． 
 
（2）大量発現，精製 
 安定な発現領域を決定した時点で，メタ
ノール資化性酵母 P. pastoris と昆虫細胞 sf9
を発現宿主とした標的タンパク質の大量発
現を行う．次に，超遠心分離により回収した
膜画分から，界面活性剤を用いて標的タンパ
ク質を抽出する．抽出した標的タンパク質は，
リガンドを含む緩衝液を用いて，アフィニテ
ィー精製を主体とした方法で高純度に精製
する． 
 
（3）結晶化 
 結晶化を試行するのに十分量（1 mg程度）
の精製標品が得られた場合には，脂質キュー
ビック相（LCP）法により，標的タンパク質
を脂質二重膜に再構成させたキュービック
相を形成させる．Mosquitoなどの微量結晶化
セットアップロボットを使用して，沈殿剤の
種類や濃度，pH 等を変化させた自作の結晶
化組成液とキュービック相を混合すること
で，結晶化の初期条件を探索する．初期結晶
が得られた結晶化組成液に添加剤を加えた
り，タンパク質濃度等を検討することで，結
晶化条件を最適化する． 
 
（4）回折測定，構造解析 
 一般的に膜タンパク質は，疎水性領域が界
面活性剤で覆われており，結晶中のパッキン
グに関与する親水性表面が少ないため，可溶
性タンパク質と比較して結晶が得られにく
く，得られた場合でも，微細（10-50 m程度）
な結晶にしか成長しないことが多い．そこで，
兵庫県にある大型放射光施設 SPring-8 の
BL32XUにおける高輝度のマイクロフォーカ
スX線ビームや SACLAにおけるX線自由電
子レーザー（X-ray free electron laser : XFEL）
を併用して，多数の微小結晶から回折データ
を収集する．その後，種々の構造解析プログ
ラムにより，得られた回折像からの回折強度
測定，分子置換法による位相決定，モデル構
築，構造精密化などを行い，立体構造を決定
する．得られた立体構造を基に，リガンドの
結合様式を明らかにする． 

図 1 ドーパミン受容体作動薬の薬理活性 



（5）変異体解析 
 得られた立体構造を基に，リガンドの認識
に関与するアミノ酸残基を変異したコンス
トラクトを部位特異的変異導入により作製
する．作製した発現プラスミドを P. pastoris
に導入して，細胞膜に発現させる．細胞膜か
ら抽出した膜画分に対して，放射性同位体標
識されたリガンドを含有するリガンド溶液
を作用させることで，in vitroでの競合阻害試
験を行う．計時的に放射線量を測定すること
で結合定数を算出し，リガンド認識に対する
当該アミノ酸残基の寄与を生化学的に検証
する． 
 
（6）類縁アミン受容体の構造解析 
 上記の研究手法によるドーパミン D1 受容
体の構造解析が難航する場合には，同手法に
したがって，標的受容体の立体構造の比較対
象となる他のアミン系受容体の構造解析を
行い，アミン系受容体間におけるリガンドの
選択性に関する構造学的知見を得る． 
 
4．研究成果 
（1）ドーパミン D1受容体の安定な発現領域 
     の候補を選定した． 
 一般的に GPCRは，膜貫通領域外のループ
が構造上不安定であることが知られている．
本研究では，これまでに構造解析された
GPCR の発現コンストラクトを参考に，
cytochrome b562RIL（bRIL）または好熱菌由
来 glycogen synthase（PGS）を GPCR の N
末端と細胞内第 3ループ（ICL3）の片方また
は両方に融合したコンストラクトを作製し
た．作製した組み換え発現コンストラクトに
対して，FSEC により単分散性を試験した結
果，N 末端と ICL3 の両方を可溶性タンパク
質で置換したコンストラクトはいずれも良
好な単分散性を示した（図 2）． 

 

 次に，これらのコンストラクトに対して，
熱安定性を向上させる点変異を導入した変
異体を作製することで，標的受容体のさらな
る安定性の向上を図った．作製したコンスト
ラクトに対して同様に，FSEC による性状解
析を行った結果，点変異導入前後で単分散性
の顕著な改善は見られなかったものの，導入
した点変異の種類によって受容体の発現量
が向上するコンストラクトを探索すること

ができた．結果として，可溶性タンパク質の
融合箇所や点変異の導入パターンを変える
ことで，研究期間内に 100種類以上の発現コ
ンストラクトを作製し，その中から，大量発
現と精製を行うのに適した複数種のコンス
トラクトを選抜した． 
 
（2）ドーパミン D1受容体の精製条件を検討 
     した． 
 まず，選抜した発現コンストラクトを P. 
pastoris にて大量発現させた．発現時の培養
温度を検討した結果，18～20 °C で発現させ
た場合に発現量，単分散性ともに良好である
ことが示された（図 3）． 

 
   

リガンド分子存在下で，界面活性剤である
ドデシルマルトシド（DDM）を用いて，発現
させた標的受容体を細胞膜から抽出した．抽
出した受容体をヒスチジンタグとの親和性
を利用した精製により，良好な純度で精製
した．しかし，精製標品の収量が低く，結
晶化に利用するには至らなかった．GFPの
蛍光強度に基づく標的タンパク質の総発現
量と DDMによる可溶化後の標的タンパク質
の量の比較から，大部分の発現タンパク質が
可溶化されずに沈殿することが低収量の原
因と考えられた．そこで，発現宿主として
sf9細胞を用いたり，可溶化時のリガンドの
種類や濃度を検討することで可溶化効率の
改善を試みた．結果として，根本的な収量
の改善には繋がらなかったが，より高い安
定性を有する発現コンストラクトを選抜す
ることができれば，確立した精製手法に準
拠して精製標品を得ることが期待される． 
 
 (3)ヒスタミン H1受容体の構造を決定し， 
    リガンドの結合様式を解明した． 
 D1受容体の構造解析と並行して，D1受容体
との構造比較の対象となるヒスタミン H1 受
容体の構造解析を進めた．8 種類の化合物と
の複合体の精製および LCP 法による結晶化
に成功した（図 4）．すなわち，H1 受容体と
多様な化合物との複合体の生産基盤を確立
したと言える． 
 SPring-8の BL32XUと SACLAの XFELを
利用することで，得られた微小結晶から回折
データを収集した．結果として，2 種類の化
合物と H1受容体との複合体の立体構造を 2.7 
Åおよび 3.0 Å分解能で決定し，化合物の詳
細な結合様式を明らかした（図 5）．得られた
立体構造を他のアミン系受容体の立体構造
と比較することで，基質選択性に関与する残
基を示した．これらの成果は，2016年の日本

図 3 培養温度による単分散性の違い 

図 2 コンストラクトによる単分散性の違い 
     N末端と ICL3の両方に可溶性タンパ 
     ク質を融合したコンストラクト（a）， 
     ICL3のみに可溶性タンパク質を融合 
     したコンストラクト（b） 



結晶学会年会にて発表した．さらに，もう一
種類の化合物においては，3.0 Å 分解能の X
線回折データを取得し，現在，構造精密化を
進行中である．以上の成果により，ヒスタミ
ン H1 受容体の構造学的研究を大きく進展さ
せることが期待される． 
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図 4 オロパタジン結合型 H1受容体の 
     結晶（a）とドキセピン結合型 H1 

       受容体の結晶（b） 

図 5 オロパタジンの結合様式（a）と 
    ドキセピンの結合様式（b） 


