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研究成果の概要（和文）：細胞膜上に存在するGタンパク質共役型受容体（GPCR）は、シグナル伝達機構で働
き、生命に必須な様々な機能に関係している。GPCRは、多くの病気に関係しているため、３０％以上もの医薬品
がGPCRをターゲットとしている。本研究計画では、GPCRに抗体を結合させることで分子量を大きくし、クライオ
電子顕微鏡法により構造解析を行うことを目的とした。GPCRにしっかりと結合する抗体の作製に成功したが、電
子顕微鏡でGPCR-Fab複合体を観察したところ、クライオ電子顕微鏡用のグリッド作製時にFabとGPCRが分離して
しまっていることが確認された。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) are important drug targets. By binding a
 Fab fragment, we tried to determine the structures of GPCRs by electron microscopy. Unfortunately, 
the antibody was observed to be dissociated from GPCRs during the cryo-electron microscopy grid 
preparation. As a result, we have not succeeded to determine the structure of GPCRs by electron 
microscopy.

研究分野：構造生物学

キーワード： 構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多様な生命現象に関わっているGPCRは、機能的にも創薬ターゲットとしても重要な膜タンパク質である。従来の
X線結晶構造解析の手法に加え、クライオ電子顕微鏡法でもGPCRの構造解析が可能になると、GPCRの立体構造が
解明できる可能性が高まり、GPCRの機能の解析や、合理的な創薬に役立つ。本研究計画では、実際にクライオ電
子顕微鏡法でGPCRの構造を決定するには至らなかったが、研究の過程で培った経験は、電子顕微鏡を用いた膜タ
ンパク質の構造解析に役立つと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜上に存在する Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は、ヒトには 800種類以上存在する。

GPCRは、ホルモン、神経伝達物質、光、匂い、味などの細胞外からのシグナルを細胞内に伝え
るシグナル伝達機構で働き、生命に必須な様々な機能に関係している。このようなことから
GPCRは、高血圧症、パーキンソン病、不安症、花粉症など、多くの病気に関係しているため、
３０％以上もの医薬品が GPCRをターゲットとしている。GPCRは、細胞外からのシグナルや
医薬品が結合するとその立体構造を変化させ、シグナルを細胞内に伝える活性型や、シグナルを
ブロックする不活性型になる。 
タンパク質に作用する薬を開発する時には、ターゲットとなるタンパク質の立体構造が分かっ
ていると効率的に薬剤設計ができる。実際にインフルエンザの治療薬タミフルは、ターゲットと
なるインフルエンザウイルスのタンパク質の立体構造情報を利用した Structure Based Drug 
Designの創薬手法を用いて合理的にデザインされた。 
既に述べたように GPCR は重要な創薬ターゲットであるため、その立体構造を X 線結晶構造
解析の手法により解明しようとする研究が世界中で行われてきた。しかし GPCR は、その柔軟
性のため不安定な点や大量発現が難しい点などが原因で結晶化が難しい。2007年以降、画期的
な GPCR の結晶化方法がいくつか発表され、我々の発表したヒスタミン H１受容体(Nature 
2011)やアデノシン A2a 受容体（Nature2012）などの立体構造も含め、その後の数年間で約３
０種の GPCR の立体構造が発表された。しかしその後は新たな構造発表数も減り、結晶化が難
しい GPCRの新しい構造解析手法の開発が期待されていた。 
クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析は、タンパク質を急速に凍結し、非晶質な氷の薄い層
に閉じ込められたタンパク質について、様々な方向を向いた電子顕微鏡像を取得し、それらを分
類することでタンパク質の立体構造を決定する。電子顕微鏡用の試料の作製方法や、電子を検出
するカメラなどの技術進歩により、この数年、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析ではデー
タの高分解能化が飛躍的に進んだ。また、測定対象となるタンパク質も小分子量化が進み、2016
年には、3.8Åの分解能で、電子顕微鏡の理論的な分子量の下限（100kDa）より小さい分子量
(93kDa)のタンパク質の構造が発表された。この 93kDaという値は、GPCRに抗体の Fab断片
を結合させた複合体の分子量と同等である。また、小さい膜タンパク質である GPCR は分子の
形状に大きな特徴が無いが、GPCRに Fab断片を結合させると特徴のある形状となり、電子顕
微鏡画像上の分子の方位の認識に有利となると考えられた。我々は、アデノシン A2a 受容体の
構造解析研究（Nature2012）などで、立体構造認識抗体を結合させて結晶化に成功しており、
GPCRの抗体作製の経験も有していた。 
 
２．研究の目的 
最近の創薬シーズ探索では、標的タンパク質の立体構造に基づく計算機を利用した薬物設計が
利用されるようになり、GPCR の構造情報の取得は喫緊の課題となっている。分子量の小さい
GPCRは、X線結晶構造解析により構造決定されてきたが、大量発現が難しい点や、構造上の柔
軟性のため GPCRが不安定な点などが原因で GPCRの結晶化は難しく、新しい構造解析手法の
開発が期待されている。電子顕微鏡を用いたタンパク質の構造解析の利点は、結晶構造解析より
サンプル必要量が少ない点、結晶を用意する必要がない点などである。欠点としては、分解能が
低い点や、分子量の大きなタンパク質しか研究対象にならない点などが挙げられた。しかしなが
ら最近では、サンプル交換・回収、自動撮影など、操作性が向上したクライオ電子顕微鏡の開発
や、動画撮影法の導入、優れた解析ソフトの開発などが相まって、クライオ電子顕微鏡を用いた
単粒子解析により、これまでより小分子量のタンパク質が高分解能で構造解析されるようにな
ってきた。理論的な予測では、電子顕微鏡を用いて近原子分解能で観察できるタンパク質の分子
量の下限は、安定なタンパク質を用いた場合に〜１００kDa とされている。従来では分子量が
小さすぎて電子顕微鏡の研究対象とならなかった GPCR（分子量４0kDa程度）について、以下
に示す手法と、最新のクライオ電子顕微鏡技術を用いることで単粒子解析に挑戦し、電子顕微鏡
を用いた GPCRの構造解析技術を確立することが本研究計画の目的である。 
 
３．研究の方法 
GPCRをクライオ電子顕微鏡の単粒子解析で構造解析するためには、測定する分子を大きくす
る必要がある。GPCRの分子量（４0kDa程度）と電子顕微鏡の測定可能分子量の下限（１００
kDa 程度）には、６０kDa 程度の分子量のギャップがある。これを解消するため、以下の方法
を考えた。まず、GPCRの７本の膜貫通ヘリックスのうち、５番目と６番目のヘリックスをつな
ぐループ領域に T４リゾチームなどの固い構造を持つ水溶性タンパク質を挿入させる。GPCR
は、このような融合タンパク質でもリガンド結合活性が保持されることが知られており、GPCR
の X 線結晶構造解析研究ではこのような融合タンパク質で構造解析されている。次に、GPCR
本体、場合によっては融合させる水溶性タンパク質に対する抗体を作製し、その Fab 断片（分
子量〜５０kDa）を作製した融合タンパク質に結合させる。これにより分子量は１００kDa を
超えることになる。Fab断片を２個結合させればさらに分子量は大きくなる。 
GPCRの発現については、これまで我々が行ってきた GPCRの構造解析研究と同様に、昆虫細
胞や酵母の発現系を用いる。抗体は、精製した GPCR をリポソームに再構成して立体構造を保



ったままマウスに免疫し、２種類のスクリーニングを経て、立体構造を認識する抗体を取得する。 
 
４．研究成果 
 数種類の GPCRについて５番目と６番目のヘリックスをつなぐループ領域に BRILを挿入し
た融合タンパク質を作製した。これらを昆虫細胞を用いて大量発現させ、アフィニティー精製に
より純度よく精製した。典型的な例を以下の図１に示す。このようにして精製したサンプルをマ
ウスに免疫し、数種類の抗体を取得した。この抗体と GPCR の複合体のゲルろ過の結果を図２
に示す。GPCRと抗体 Fab断片の複合体では、ピークの位置が移動している。 
 

図１ SDS-PAGE                           図２ ゲルろ過 
 
まず、精製した GPCR-Fab複合体をネガティブ染色後、透過型電子顕微鏡(日立 HT7700)で観察
したところ、直径が２０nm程度の複合体粒子が分散していることが確認できた（図３）。 
 

 
        図３ GPCR-Fab複合体の透過型電子顕微鏡による観察 
 
同様な複合体について、電子顕微鏡(Thermo Fisher Scientific Glacios)で観察を行った。2D 
classification を行った結果の一例を図４に示す。画像からは、Fab が結合していると思われる
粒子を見出すことは出来なかった。その結果、現在までに電子顕微鏡を利用した GPCR の単粒
子解析は成功していない。クライオ電子顕微鏡での観察用に、急速凍結によりクライオグリッド
を作製するが、その際に Fabが GPCRから外れてしまった可能性が考えられた。このような現
象は、他の膜タンパク質−Fab 複合体でも観察されている。これらに対処するため、クライオグ
リッド作製条件の検討や、GPCR の可溶化に用いる界面活性剤の検討、異なる抗体の検討など
を進めている。 
 

 
図４ 2D classification 
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