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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体（GPCR）に作用する薬は、活性化経路や受容体の選択性が
低いことなどから副作用があるものが多い。このような副作用の構造基盤の理解を目指し、薬剤とGPCRの構造解
析を行った。インバースアゴニストが結合したGPCRの構造解析に成功し、受容体の選択性に関する知見が得られ
た。活性化経路の選択性に関わる数種のアゴニストとの複合体について、GPCRの安定化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Drugs that act on G protein-coupled receptors (GPCRs) often have side 
effects due to their poor selectivities of the receptor and the signaling pathway, etc. Aiming to 
understand the structural basis of these side　effects, we performed structural analysis of GPCRs in
 complex with several kinds of drugs. We succeeded to determine a structure of a GPCR bound with an 
inverse agonist, which was useful to understand the mechanism of the receptor selectivity of the 
drug. The structural studies for a GPCR in complex with several kinds of agonists are underway.

研究分野： 構造生物学

キーワード： GPCR　構造解析　バイアス型

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
受容体や活性化経路の選択性に特徴のある薬剤とGPCRとの複合体の構造解析と構造比較により、薬剤の選択性に
関する理解が深化する。本研究では主に、統合失調症などに関わるドパミンD2受容体（D2R）の構造解析を行っ
た。D2Rにインバースアゴニストが結合した構造からは、受容体選択性の改善に利用可能と考えられる結合部位
が見出された。各種アゴニストが結合した構造からは、活性化経路選択性に関する知見が取得できる。

※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 
 
重要な創薬標的である G タンパク質共役型受容体（GPCR）に作用する薬は、活性化経路や受
容体の選択性が低いことなどから副作用があるものが多い。GPCR は情報伝達に関わり、多様
なコンフォメーションの平衡状態で存在する。GPCR にインバースアゴニストが結合すると平
衡は不活性化状態に偏り、GPCR は不活性型構造となる。一方、GPCR にアゴニストが結合す
ると平衡は活性化状態に偏り、G タンパク質もしくはβアレスチンと結合する２つ以上の活性
型構造をとる。これまでアゴニストは、G タンパク質結合型、βアレスチン結合型のどちらにも
なりうる構造を安定化するバランス型アゴニストと考えられてきた。しかし最近、片方の構造だ
けを安定化するバイアス型アゴニストの存在が明らかになった。このような現象はバイアス型
シグナルと呼ばれる。また、バイアス型シグナルにより薬の主作用と副作用を分離できるため、
バイアス型アゴニストは副作用の少ない新薬になると期待されている。このようにバイアス型
シグナルは注目されているが、この機構の分子レベルでの理解に不可欠な構造情報は不足して
いた。その原因として、バイアス型アゴニストが少ないことや、GPCR の構造解析が難しいこと
などが挙げられた。また、アゴニスト、インバースアゴニストに関わらず、GPCR の薬剤結合部
位の類似性により、目的の GPCR 以外の GPCR に作用することで生じる副作用も多く知られて
いた。 
 我々は、統合失調症やパーキンソン病に関わるドパミン D2 受容体（D2R）について、大量発
現系の構築に成功していた。また D2R に関しては、入手可能なインバースアゴニストが多く、
また、バランス型アゴニストおよび G タンパク質、βアレスチン各経路のバイアス型アゴニス
トが論文で発表されており、D2R は薬剤の副作用に関する構造生物学的研究を遂行可能な受容
体の一つであった。 
 
２．研究の目的 
 
D2R のインバースアゴニストは統合失調症の治療薬として、アゴニストはパーキンソン病の治
療薬として使われてきた。また、D2R のβアレスチン経路バイアス型アゴニストの一種は、マウ
スの実験から統合失調症の治療薬としての可能性が示唆されている。さらに、統合失調症の新し
いタイプの治療薬（パーシャルアゴニスト）は、D2R のバイアス型アゴニスト性が関係している
との報告もある。本研究の目的は、インバースアゴニスト、バランス型アゴニスト、G タンパク
質、βアレスチン各経路のバイアス型アゴニストが結合した D2R 複合体の立体構造を決定して
各種リガンドの結合様式を精査し、バイアス型シグナル機構や、受容体の選択性を分子レベルで
解明するために役立つ構造情報を取得することである。これらの成果は、D2R の情報伝達機構
の解明や、副作用の少ない統合失調症治療薬やパーキンソン病の治療薬の開発にも役立つと考
えられる。 
 
３．研究の方法 
 
GPCR は柔軟な構造を持つ膜タンパク質であるため不安定であり、大量発現や構造解析のため
には安定化させる必要がある。安定化のためには２通りの手法を試みた。第一は、受容体の改変
により安定性を改善する方法である。研究開始時点で、５本目と６本目の膜貫通ヘリックスの間
に構造の安定な水溶性タンパク質を挿入することで GPCR は安定化できること、また、GPCR
の不活性型構造は３本目の膜貫通ヘリックスのアミノ酸を塩基性アミノ酸に置換することで安
定化できることが知られており、本研究でもそれらの知見を参考にして、水溶性タンパク質の適
切な挿入位置やアミノ酸置換の検討を行った。さらには、挿入する水溶性タンパク質の安定性を
高める改良も行った。安定化のための第２の方法は、構造認識抗体を結合させるものである。精
製した GPCR をマウスに免疫し、数段のスクリーニングを行い、立体構造を認識し、親和性の
高い抗体を選択した。さらに、インバースアゴニストやアゴニストを結合させることで平衡が偏
り、不活性型構造、活性型構造を安定化できる。不活性型構造は結晶構造解析の手法を利用した。
活性型構造は、アゴニストを結合させて結晶化を試みたが成功せず、電子顕微鏡を利用する方法
に切り替えた。この場合、作製した構造認識抗体を結合させることで、画像解析の際に分子の位
置合わせの目印に利用できるという利点がある。 
 
４．研究成果 
 
D2R にインバースアゴニストであるスピペロンが結合した不活性型構造の解明に成功した。ス
ピペロンは統合失調症の治療薬である抗精神病薬の一種である。スピペロンは、D2R 以外には
セロトニン２A 受容体とセロトニン 1A 受容体にだけ親和性が高く、構造面から薬剤の受容体選
択性を考察するのに適した薬である。また不活性型構造は、バランス型アゴニストや各経路のバ



イアス型アゴニストが結合した活性型構造からバイアス型シグナ
ル機構を考察する際にも比較対象として役立つ。D2R の安定化の
ため、S121K/L123W の変異を導入し、第５、第６ヘリックスの
間に新たに開発した mbIIG を挿入した。これらに加え、構造認識
抗体の Fab 断片を結合させることで結晶化に成功した。挿入する
水溶性タンパク質については、他の GPCR の構造解析研究で利用
されていた T４リゾチーム、アポ型シトクロム b562RIL(BRIL)、
PGS などについて挿入位置をずらしながら検討したが、いずれも
結晶化には成功しなかった。そこで変異導入やループ領域の削除
などの改変により BRIL の安定性をさらに改良した（mbIIG）。こ
の mbIIG を挿入させると D2R の熱安定性は向上し、結晶化に成
功した。今回作製した mbIIG は、セロトニン２A 受容体や、プロ
スタノイド受容体 EP4 などの結晶化にも利用され、GPCR の構造
解析研究に役立っている。 
 D2R の不活性型構造を図１に示す。膜タンパク質である D2R（水
色）は細胞膜内に埋もれ、スピペロン（オレンジ色）を結合して
いた。また、挿入した mbIIG（灰色）は細胞内領域に存在し、抗
体 Fab 断片（赤色）は D2R の細胞外領域に結合していた。スピペ
ロンが結合した薬剤結合部位は図２A のようになる。D2R の薬剤結合部位の構造は、類似のア
ミン受容体の薬剤結合部位の構造と概ね同等で、D2R に結合する薬剤の多くが低い受容体選択
性を持つ理由を説明した。一方で、スピペロンが結合した D2R の薬剤結合部位には他のアミン
受容体では見られない空洞が
存在した（図２B、赤丸部分）。
図２A の断面図が図２B であ
るが、この空洞はスピペロンの
ベンゼン環の結合に適した位
置に存在した。既述のようにス
ピペロンはD2R、セロトニン１
A 受容体、セロトニン２A 受容
体への選択性が高い。この空洞
は、このような高い受容体選択
性に寄与していると考えられ
た。 
D2R の不活性型構造として

は、抗精神病薬リスペリドンが
結合した不活性型構造が同時
期に発表されていた。驚いたこ
とに、スピペロン結合型とリスペリドン結合型の D2R の不活性型構造は、薬剤結合部位の構造
が大きく異なっていた。第一に、細胞外第 2 ループの構造が大きく異なっていた（図３A、赤丸
で囲んだ部分）。スピペロン結合型 D2R（図３緑色）の細胞外第 2 ループは薬剤結合部位の上方
（細胞外側）に位置し、結合した薬剤が細胞外に出ていくのを防ぐ蓋のような構造であった。リ
スペリドン結合型 D2R（図３黄色）では、細胞外第 2 ループは分子の外側に向かって大きく反
転しており、その結果、薬剤結合部位は細胞外に露出していた。なお、スピペロン結合型 D2R の
細胞外第 2 ループの構造
は、他のアミン受容体の細
胞外第 2 ループの構造と類
似しており、さらに、D2Rの
活性型構造（図３B 水色）
の細胞外第 2 ループの構造
とも類似していた。 
 第二の違いは、薬剤結合
部位の空洞の有無である。
リスペリドン結合型ではス
ピペロン結合型で見られた
空洞は存在しなかった（図
４）。これは薬剤結合部位に
存在する Phe110 の向きの
違いに起因していた。リス
ペリドン結合型では、Phe110 の側鎖は薬剤結合部位の中の方向に向いていたが、スピペロン結
合型では Phe110 の側鎖は逆方向を向いており、スピペロンのベンゼン環が結合可能な空洞を形
成していた。リスペリドンはスピペロンに比べ受容体選択性が低いが、これは D2R に固有の部
位との結合が存在しないことに起因すると考えられた。また、スピペロン結合型で Phe110 の側
鎖を反転させ、薬剤結合部位の方向に向ける場合に立体障害は存在しないと考えられたが、リス

図 1. D2R の不活性型構造 

図 2. (A) D2R のスピペロン結合部位。(B) A の断面図。 

図 3. 細胞外第 2 ループの構造比較。細胞外側から見た図。 



ペリドン結合型で Phe110 を反転させる場合には付近のアミノ酸との立体障害が存在した。この
ことから、リスペリドン結合型の構造でリスペリドンを結合させることは困難であると考えら
れた。 
不活性型構造の構造解析の結果、D2R に固有の薬剤結合部位が見出され、受容体選択性の高い

薬剤の開発に役立つ情報が取得できた。また、不活性型構造は、現在も研究中の活性型構造を解
明後、バイアス型シグナル機構を構造比較から解明する際にも必要になると考えている。 
本研究の結果、D2R の不活性型構造に、大きく異なる複数の構造が存在することが明らかにな

ったことは新たな発見であった。このような例は、他の GPCR の構造解析研究でも知られてい
ない。このような違いにより不活性化機構や活性化機構がどのような影響を受けるのか、大変興
味深い新たな課題が見つかった。また、タンパク質の立体構造情報は合理的な創薬に重要である
が、今回の結果から、少なくとも GPCR においては、１種の薬剤との複合体構造の情報だけで
は不十分で、複数の薬剤との複合体の構造解析が必要であることを示唆した。以上を考慮すると
本研究の成果は、GPCR の機能の理解や創薬にとって、重要な研究になったと考えられる。 
 

図 4. スピペロン結合型、リスペリドン結合型の比較。 
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