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研究成果の概要（和文）：BLT1は炎症性の脂質メディエーターであるロイコトリエンB4(LTB4)の高親和性のGタ
ンパク質共役型受容体(GPCR)である。本研究では、BLT1とインバースアゴニストBIIL260の複合体の結晶構造解
析に成功し、BIIL260に含まれるベンザミジン基が、GPCRの不活性化構造の安定性に関わるNa+ー水クラスター結
合部位に結合することを明らかにした。本研究によって、GPCRの活性化を抑制するインバースアゴニストを理論
的に設計する手法を開発することができた。

研究成果の概要（英文）：BLT1 is a high affinity G-protein coupled receptor (GPCR) for leukotriene B4
 (LTB4) and involved in the activation and chemotaxis of leukocytes. In this study, we succeeded in 
the structural analysis of the complex of BLT1 and the inverse agonist, BIIL260. The benzamidine 
moiety of BIIL260 bound to the binding pocket of the sodium ion and water cluster and stabilized the
 inactivate state of GPCR. As the residues involved in the benzamidine binding are widely conserved 
among many GPCRs, the present structure will enable the rational development of inverse agonists 
specific for each GPCR. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Gタンパク質共役型受容体(GPCR)は、哺乳類において最大の遺伝子ファミリーを形成し、現在用いられている薬
剤の3分の１がGPCRを標的としている。したがって、GPCRの活性を抑制する拮抗薬(インバースアゴニスト)の開
発は創薬に直結する。本研究によって、GPCRの拮抗薬を理論的に設計することが可能となり、GPCRを標的とした
創薬研究が飛躍的に進展す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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生体内には多彩な脂質メディエーターが存在し、多種多様な生理機能を発揮すること
が明らかにされている。特に近年、質量分析計の革新的な進歩によって、ごく微量に存在する新
規の生理活性脂質が同定されている。しかしながら、生理活性脂質の中には、受容体、輸送体、
代謝酵素などの結合するタンパク質が未同定な分子も多く存在する。研究開始当初、ケミカルバ
イオロジーの手法を用いて脂質メディエーターの新規結合タンパク質を同定によって、脂質メ
ディエーターの新しい生理機能や制御機構を明らかにすることに挑戦した。 
 新規の脂質結合タンパクを同定するために、アラキドン酸(AA)とエイコサペンタエン
酸(EPA)をジアジドプローブとアミド結合させた脂質プローブを用いて条件検討を行なった。
HEK293 細胞にアラキドン酸プローブ、または EPA プローブを添加後に、UV 照射を行い、標的タ
ンパク質と結合させた。細胞を溶解させた後、クリック反応でアジド基に Cy5-アルキンと結合
させ、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。Cy5 の蛍光を蛍光イメージャーで取得し
たところ、ケミカルプローブを添加させたサンプルで多くのバンドを検出することができた。し
かしながら、UV 照射の有無での明確なバンドの違いが見られず、大過剰の AA や EPA を競合させ
る条件でも蛍光のバンドは消失しなかった。したがって、これらケミカルプローブが特異的に標
的とするタンパク質に結合している証拠を得ることができなかった。 
 一方、同時に研究を進めていたロイコトリエン B4(LTB4)の受容体である BLT1 の結晶
構造解析に大きな進展があったため、LTB4 結合タンパク質である BLT1 の構造解析に研究をシフ
トさせることとなった。 
 
２．研究の目的 

LTB4 の高親和性受容体である BLT1 は、白血球の活性化や走化性に関わる G タンパク
質共役型受容体(GPCR)である。BLT1 の構造を明らかにすることによって、BLT1 を標的とした創
薬を飛躍的に進展させることを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 

BLT1 の大量発現は、モルモット由来の BLT1 をメタノール資化酵母に発現させる方法
で行なった。熱安定化 BLT1 を大量に得るための条件検討を様々行い、最終的に N 末端欠損、リ
ン酸化されるセリンのアラニンへの変異、モルモット以外の動物種で保存されているアミノ酸
への変異に加え、構造既知の GPCR の立体構造を元に行なったモデリング解析から、膜貫通ヘリ
ックスの双極子モーメントと反発する 2 つの残基をグリシンに変異させることによって、BLT1
変異体の熱安定性が向上し、活性型 BLT1 の発現量が増加した。さらに、細胞内第３ループに T4
リゾチームを導入した結果、結晶を得ることに成功した。BLT1 結晶化は、構造解析以前は拮抗
薬（アンタゴニスト）と考えられていた低分子化合物の BIIL260 との複合体で行なった。脂質キ
ュービック相法により析出させた結晶は、一辺が 10 µm 程度の板状の微結晶であり、SPring-8 
BL32XU のマイクロフォーカスビームラインにてデータを収集した。最終的に、約 500 個の結晶
からの回折データを重ね合わせた分解能は 3.7Åと低かったが、重複性が高かったため、逆作動
薬 BIIL260 の電子密度は良好であった。 
 BIIL260 やベンザミジンの BLT1 に対するインバースアゴニスト活性は、主に HEK 細胞
に受容体と G タンパク質を一過性に共発現させて行う TGFa切断アッセイを用いて行なった。 
 
４．研究成果 

結晶構造解析の結果、BIIL260 に含まれるベンザミジン基が、BLT1 の Na+-水分子クラ
スター結合部位に結合していることがわかった。ベンザミジン基内のプロトン化アミジン基は、
GPCR で高度に保存されているアスパラギン酸残基、二つのセリン残基とそれぞれ塩橋と水素結
合を形成していた。また、ベンザミジン基内のベンゼン環は、バリン残基とトリプトファン残基
と相互作用していた。この相互作用は、Na+–水クラスターの相互作用を模倣しているため、ベン
ザミジン基は Na+–水クラスターと同様に、不活性状態の BLT1 の立体構造を安定化していると考
えられた。すなわち、ベンザミジン基は GPCR の 7 回膜貫通ヘリックス束の活性状態への構造変
化を阻害し、Na+–水クラスターと同様に不活性状態の安定化に寄与すると考えられた。さらに、
BIIL260 のベンザミジン基の代わりにベンザミジン分子を用いて、LTB4 依存的な BLT1 活性化を
抑制するかを検証した。LTB4 刺激による BLT1 を介した G タンパク質の活性化は、ベンザミジン
濃度依存的に抑制され、ヒル・プロット解析により、ベンザミジン分子はアロステリックに BLT1
の活性化を抑制することがわかった。 

また、クラス A タイプの GPCR である β1 アドレナリン受容体でも、ベンザミジンによ
る G タンパク質の活性化の抑制効果を確認した。ベンザミジン基が結合した部位のアミノ酸残
基はクラス A タイプの GPCR でよく保存されているため、他の多くのクラス A タイプの GPCR で
も、ベンザミジン分子が抑制的に作用する可能性を示唆している。 



さらに、システイニルロイコトリエン第 2 受容体(CysLT2)のヘリックス 3 のアミノ酸
変異体が恒常的な活性を示す報告などを参考に、BLT1 のヘリックス 3 のアミノ酸を点変異させ
たところ、TGFa切断アッセイで恒常活性を示すことを明らかにした。この BLT1 変異体を用いた
TGFa切断アッセイにおいて、BIIL260 は容量依存的にインバースアゴニスト活性を示した。この
結果は、BIIL260 が BLT1 のインバースアゴニストであることを示している。また、この実験結
果は、ベンザミジン基が BLT1 の 7 回膜貫通ヘリックス束の活性状態への構造変化を阻害し、Na+–
水クラスターと同様に不活性状態の立体構造の維持に寄与することを強く示唆している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図: 本研究で明らかになった GPCR のインバースアゴニストの理論的設計方法 
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