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研究成果の概要（和文）：主な薬剤標的であるＧタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）の活性は、

アゴニスト結合により誘起されるが、その分子メカニズムは明らかでない。本研究では、モデ

ルＧＰＣＲであるロドプシンに結合して活性に影響を及ぼす可能性のある分子を検索し、共結

晶化・Ｘ線解析を行った。βイオノンは、ロドプシン本来のリガンドであるレチナールの構造

の一部が欠けた分子であり、活性への影響が示唆されている分子であるが、２．６Å分解能の

データを収集して解析を行ったところ、ロドプシン分子表面への結合を明らかにすることがで

きた。この結果は、ＧＰＣＲの疎水性表面への特異的な分子結合を示す初めての例である。 
 
研究成果の概要（英文）：Activity of a G protein-coupled receptor (GPCR) is evoked upon 
agonist binding via yet unknown dynamics of the protein moiety. We have crystallized 
prototypical GPCR rhodopsin, in the presence of some retinal derivatives that would bind 
to the surface of the protein and affect the activity. The binding of β-ionone, which is a 
truncated form of retinal and is supposed to have some allosteric effect, has been detected 
by X-ray diffraction analysis to 2.6 angstroms resolution. This is the first example 
demonstrating that the hydrophobic surface of a GPCR could be occupied by a specifically 
bound small molecule.  
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、生体膜内在性蛋白質で最大のフ
ァミリーを形成するＧ蛋白質共役型受容体

（ＧＰＣＲ）について、高分解能構造情報に
立脚した機能解析を目的として研究を行っ
ている。研究開始時点でＧＰＣＲの立体構造
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解析は視覚の光受容体ロドプシン以外に成
功例はなかったが、国内外で多大な労力・資
源が費やされ、拡散性リガンドを結合するＧ
ＰＣＲの結晶構造が過去３年の間に複数報
告された。刺激受容に伴うＧＰＣＲの活性
化・構造変化のメカニズムに関しては、ロド
プシンの部位特異的スピンラベルなどによ
り光反応中間状態でのヘリックス間距離の
変化などが推定されていた（Farrens DL et 
al, Science 274, 768, 1996）。また部位特異的
変異体を用いた、所謂構成的活性の生じるサ
イトの同定なども、ロドプシンの系では詳細
な研究が蓄積されていた（Rao VR et al, 
Nature 367, 639, 1994）。一方、蛍光性リガ
ンド・ラベル等を用いた創薬標的ＧＰＣＲの
構造変化過程の研究から、複数の活性化状態
というコンセプトが広まりつつあったが
（Ghanouni P et al, J Biol Chem 276, 
24433, 2001）、これはロドプシンで時系列的
に生成・消滅する複数の光反応中間体に通ず
るものがある（Okada T et al, Trends 
Biochem Sci 26, 318, 2001）。またムスカリ
ン、グルタミン酸受容体などでは多数のアロ
ステリックモジュレータが知られ（Jensen 
AA and Spalding TA, Eur J Pharm Sci 21, 
407, 2004）、ケモカイン受容体のように非拮
抗型のアロステリック阻害剤が細胞・個体レ
ベルで効果的に働くことが示された例も見
受けられていたが（Bertini R et al, Proc Natl 
Acad Sci USA 101, 11791, 2004）、いずれも
正確な結合様式が明らかになった例は現在
でも存在しない。そのような天然・合成分子
の中には、７回膜貫通へリックス領域に結合
していることが示唆されるものもある。我々
は、ロドプシンの結晶構造中の膜貫通領域に
水分子４つのクラスターを包み込むスペー
スが存在していること、その近傍にはロドプ
シン様ＧＰＣＲで保存性の高いアミノ酸が
少なくないことを明らかにしており（Okada 
T et al, Proc Natl Acad Sci USA 99, 5982, 
2002）、その部位も関与するアロステリック
制御・部分的な活性発現の可能性は明らかに
すべき興味深いテーマとして挙げられてい
た。一方、主に水溶性蛋白質をターゲットと
してのハイスループットスクリーニング技
術の発展などから、未知の結合分子を探索し
ようという“アロステローム”（Lindsley & 
Rutter, Proc Natl Acad Sci USA 103, 10533, 
2006）の概念にも注目が寄せられる中、膜蛋
白質特有の貫通疎水性外周部における制御
は、受容体会合との関連からも重要と考えた。 
 
２．研究の目的 
ロドプシンの７回膜貫通へリックス領域は、
多くのＧＰＣＲとの相同性もあり、また情報
受容機能上重要なリガンド結合部位も含ん
でいるため、詳細な構造解析のターゲットと

して興味深い。本研究では、この領域におけ
る内在性水分子・水素結合の動態や活性制御
部位について明らかにすることを目的とし
た。具体的には、発色団である１１シスレチ
ナールプロトン化シッフ塩基の不活性状態
での安定化機構やシス―トランス光異性化
反応と後続の熱的反応における水を介した
水素結合ネットワークの役割・再配置を明ら
かにすることや、既知のリガンド結合部位と
は異なる新たな制御（アロステリック）部位
を同定することで、情報伝達機能の本質的な
メカニズムの理解を試みた。本研究提案では、
これまでに改善を重ねてきた結晶試料や、制
御部位結合候補因子との複合体結晶及びア
ナログ発色団置換型結晶等を併用し、Ｘ線結
晶構造解析により、ロドプシン及びその活性
化中間状態のモデル構築と発色団結合部位
を含む膜貫通領域を中心として水分子の挙
動を明らかにする一方、効率的スクリーニン
グによる結合分子検索・複合体構造解析によ
り、ＧＰＣＲにおける活性のアロステリック
制御機構に関するモデル提出を試みること
であった。 
 
３．研究の方法 
高等動物のロドプシンの結晶構造解析は、ウ
シ網膜試料から膜画分を調製し、独自に考案
した選択的可溶化法による蛋白質精製、３次
元結晶化という各ステップを改善しつつ行
った。一方、既知の高分解能結晶化条件にお
いて、レチナール類縁体やクロリン類似の分
子など、これまでの知見から候補として考え
られる活性制御因子の存在下で検索を行い、
複合体結晶からのデータ収集を行った。また、
実際に結晶中に目的分子が含まれているこ
とを確認する別の方法として、近紫外領域ま
での感度をもつ顕微分光測定を、Harvard 
Medical School の Clint L. Makino 氏との
共同研究により行った。 
光反応中間体としては、これまでに解析を行
ったバソロドプシン、ルミロドプシンに関し
て分解能の向上を試みるとともに、活性状態
（M II）の前駆体である M I の補足条件検討
を詳細に行い、データを取得するに至った。  
Ｘ線回折は、主に高エネルギー加速器研究機
構 Photon Factoryのビームライン NW-12A等
において測定した。 
 
４．研究成果 
まず、これまでに解析を行った共結晶のうち、
構造精密化まで完了した、βイオノン－ロド
プシン複合体について以下にまとめる。 
図１Ａは、この共結晶を顕微分光装置で観察
した写真である。横方向に長い棒状の一部を
拡大しており、棒の太さ（図の縦方向）はお
よそ 0.1 mm 以下である。中央やや右の白い
スポットが測定光を示している。図１Ｂは、 



 

 

  
ロドプシンのみの結晶（太い灰色線）と共結
晶（太い黒線）の吸収スペクトル、および両
者の差（細い黒線）と 330 nm 付近にピーク
を持つ成分を補正した後のβイオノン（吸収
極大が約 295 nm）由来の吸収（細い灰色線）
である。 
 

これらの吸収強度と、モル吸光係数、結晶格
子に由来する二色性を考慮してロドプシン
１分子当たりのβイオノン結合数を見積も
ると、0.4～1.6個という値が得られる。この
結果は、次に示すように結晶データ解析の結
果ともよく一致するものである。 
表１は、ロドプシン－βイオノン共結晶から
得られた最も高分解能なデータの詳細と、β
イオノンをモデルに組み込んで行った構造
精密化の結果を示している。 
 

 

表１ Data set 1 

Data collection  

Resolution range, Å 50 – 2.6 

Unit cell (a=b, c), Å* 96.99, 149.8 

Twin fraction 0.017 

Mosaicity, ° 0.326 

Total observations 185254 

Unique observations 39801 

Rmerge, % (outer shell) 9.50 (50.4) 

Completeness, % (outer shell) 93.6 (67.9) 

I / σ (I), (outer shell) 14.1 (1.56) 

Wilson B factor, Å 2 60.7 

Refinement  

     Rwork 22.3 

     Rfree 26.0 

     Rmsd bonds 0.008 

     Rmsd angles 1.20 

     Occupancy (β-ionone) 0.97, 0.94 



 

 

また、図２Ａはロドプシン分子（上が細胞質
側）中のレチナール発色団（赤）とβイオノ
ン（緑）の相対的な位置関係を示す。図２Ｂ
は拡大したβイオノン（空間充填表示）結合
部位（黄色のペプチド領域）であり、膜貫通
ヘリックスＶとＶＩをつなぐループ（白のペ
プチド領域）のＣ末端側に位置している。図
２Ｃは、モデルからβイオノンを除去して計
算した、いわゆるオミットマップと、精密化
後モデル中のβイオノンとを重ねて表示し
ている。表１に記載のβイオノン占有率は、
結晶の非対称単位を構成するロドプシン２
分子それぞれについて得られた値である。 
βイオノンや、別のレチナール関連分子であ
るレチノール（ビタミンＡ）による、ロドプ
シンのアポタンパク質（オプシン）の活性へ
の影響が、最近調べられてきている。特に興
味深いのは、明暗視・色覚という異なる機能
を担う桿体・錐体のオプシンにおいて、これ
らのレチナール関連分子が異なる作用を示
す可能性が示唆されていることである。今回
明らかになったβイオノン結合部位は、ロド
プシンの発色団である１１シスレチナール
が存在する状態で、それとは異なる部位にレ
チナール関連分子が結合することを示して
おり、今後活性発現との関連を更に明らかに
する必要がある。 
最後に簡単ではあるが、光反応中間体に関す
る研究において、M I の補足条件を最適化す
ることができたのには、温度条件として 230 K
前後で用いることのできるクライオ凍結溶
媒の組成が重要であった。その結果、既に良
質なＸ線回折データを得ることができ、これ
までには見られなかった部位に電子密度の
差を検出している。これを解析することによ
り、活性状態への変化に重要なタンパク質の
ダイナミクスに関する知見が得られるであ
ろう。 
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