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研究成果の概要（和文）：ニューロテンシン受容体（NTSR1）-Gi1複合体、NTSR1-アレスチン複合体についてそ
のcryo-EM構造を決定し、NTSR1によるGi1タンパク質やアレスチンの認識機構や活性化機構の一端を明らかにす
ることに成功した。それらの結果をまとめ、学術誌Natureに2報の論文を発表するに至っている。さらに、
NTSR1-GoA, Gq複合体のcryo-EM構造を決定し、Gタンパク質認識や会合における素過程のさらなる詳細解明に成
功している（現在論文執筆中）。現在は、得られた構造情報を利用しin silico screeningを行うことでバイア
ストアロステリックモジュレーターの探索を行なっている。

研究成果の概要（英文）：We determined the cryo-EM structures of the neurotensin receptor (NTSR1)-Gi1
 and NTSR1-arrestin complexes and revealed the recognition and activation mechanisms of Gi1 protein 
and arrestin by NTSR1. These results have been published in two papers both in Nature. Furthermore, 
we have determined the cryo-EM structure of the NTSR1-GoA, and Gq complexes and have succeeded in 
revealing the details of the activation process of G proteins (paper in preparation). Currently, we 
are also searching the novel allosteric modulators by in silico screening, using the structural 
information we have obtained.

研究分野： 構造生命科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ニューロテンシン受容体1(NTSR1)は体温調節、血圧調節、摂食行動、痛覚などに関与するGPCRである。NTSR1は
あらゆる種類のGタンパク質を活性化可能であるが、その構造基盤は未知であり、このことがNTSR1の生理的機能
解析やNTSR1をターゲットとした創薬を困難にする一因となっている。本研究ではNTSR1と各種Gタンパク質やア
レスチンの複合体構造解析を行い、その複合体構造同士を比較することで、NTSR1が持つGタンパク質やアレスチ
ン認識の分子基盤の一端を明らかにした。こうした成果は、将来的に毒性や副作用の少ない鎮痛剤、摂食障害や
がん、統合失調症などの治療薬開発に結びつく可能性が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ニューロテンシン(NT)は、脳内において神経伝達物質やニューロモジュレーター、消化管をは

じめとする抹消器官においてホルモンとして働く、13 アミノ酸からなるペプチドである。NT は

体温調節、血圧調節、摂食行動、痛覚、薬物依存、がん細胞の増殖、パーキンソン病や統合失調

症など様々な生理機能や疾患に関与することが報告されているが、その大部分の機能は、3種類

存在する NT 受容体のうち特にニューロテンシン受容体 1(NTSR1)の活性化に由来すると考えら

れている(Boules et al., Front. Endocrinol, 2013; Wu et al., Front. Endocrinol, 2013; 

Schroeder et al., Biochim. Biophys. Acta., 2018)。NTSR1 は、1990 年に京都大学の中西重

忠博士の研究室によって発見された G タンパク質共役型受容体(GPCR)であり、受容体の基質結

合部位に NTが結合することで三量体 Gタンパク質が活性化される。三量体 Gタンパク質には Gs, 

Gi/o, Gq/11, G12/13の 4つのファミリーが存在しており、それぞれアデニル酸シクラーゼ(AC)の活

性化、ACの抑制、ホスホリパーゼ Cの活性化、RhoGEF の活性化などの働きを持つが、その中で

も NTSR1は Gq/11ファミリータンパク質を強く活性化することが知られていた。しかし近年、NTSR1

は Gqのみならず、Gs、Gi/o、G12/13といったあらゆる Gタンパク質を活性化可能であるという報告

がなされ、その複雑なシグナル経路、および NTSR1 の寛容な Gタンパク質認識の構造基盤に注目

が集まっている(Besserer-Offroy, et al., Eur. J. Pharmacol., 2017)。中でも特に、NTSR1

による Giシグナルの活性化は、ERK1/2 のリン酸化を介して一部のがん細胞の増殖シグナルとし

て働くことが指摘され、Gqシグナルとともに重要視されている(Ouyang et al., Mol. Cancer., 

2015)。NTSR1 の構造情報については、単体の結晶構造こそ複数解明されているものの(White et 

al., Nature, 2012; Egloff et al., PNAS, 2014)、G タンパク質との複合体構造に関しては成

功例が存在せず、NTSR1 による Gタンパク質の認識機構は全くの未知であった。また、現在まで

に構造解析に成功している NTSR1 は全て複数の熱安定性変異を導入したラット由来 NTSR1 であ

ったため、薬理学的特性の違いから、安定性変異を導入していないヒト由来 NTSR1 (hNTSR1)の

構造情報が望まれていた。 

 
２．研究の目的 

我々は上記の背景を踏まえ、「hNTSR1 と複数のシグナル因子複合体の立体構造を決定し、その

比較を行うことで Gタンパク質やアレスチン選択性の分子機構を明らかにする」ことが NTSR1 研

究、ひいては GPCR 研究の次なるフロンティアであると着想するに至った。また、NTSR1 による

G タンパク質シグナルの活性化は様々な生理機能や疾患に関与することが報告されている一方、

どちらのシグナルがどの生理現象や疾患に重要なのかという知見はまだまだ不足している。そ

こで本研究では、得られた複合体構造を比較することで G タンパク質特異的な相互作用を見出

し、その相互作用を阻害する低分子化合物やペプチドの設計を目指す。これは、実現すれば

hNTSR1の持つ複雑なGタンパク質シグナルを紐解くための強力なツールとなるばかりか、hNTSR1

の持つ多様な生理機能のうち、疾患治療という視点から有用と思われる生理機能のみを特異的

に発現させる、理想的な治療薬になる可能性を秘めている。 

 
 
３．研究の方法 

本研究では、 

(1) hNTSR1-Gi1複合体のクライオ電子顕微鏡(cryoEM)構造解析 

(2) hNTSR1-アレスチン複合体のクライオ電子顕微鏡(cryoEM)構造解析 



(3) 得られた構造の比較に基づく、特定の Gタンパク質との結合を選択的に阻害する低分子化合

物、ペプチドの設計 

という 3 つの手法を用いて NTSR1 による G タンパク質やアレスチンの認識機構解明と、その選

択的制御方法の開発を目指した。 

 
４．研究成果 
 

(1) hNTSR1-Gi1複合体のクライオ電子顕微鏡(cryoEM)構造解析 

NTSR1-Gi1複合体について、そ
の cryo-EM 構造を 2 状態に
て決定することに成功して
いる（図 1）。また、得られた
構造情報に基づき各種細胞
アッセーと計算科学シミュ
レーションを用いた解析を
行うことで、得られた 2状態
のうち一方の状態が G タン
パク質活性化における完全
活性化状態、他方の状態が中
間体状態であることを示す
ことに成功した。本結果は、
世界に先駆けて GPCR-G タン
パク質の活性化中間体構造
を高分解能で決定すること
に成功したとして高く評価
され、学術誌 Nature に掲載
された。 
 

(2) hNTSR1-アレスチン複合体のクライオ電子顕微鏡(cryoEM)構造解析 

NTSR1-アレスチン 2 複合体につ
いて、その cryo-EM 構造を決定
し、NTSR1 によるアレスチン認識
の構造基盤を明らかにすること
に成功した（図 2）。とりわけ、
先行研究にて報告されたロドプ
シン-アレスチン複合体と比較
してアレスチンのGPCRに対する
相対的角度が異なっていたこと
は、GPCR によるアレスチン認識
の多様性を示したという意味で
大きな意義を持っていた。さら
に、GPCR とアレスチンの相互作
用海面には PIP2 が結合してお
り、これがアレスチンの結合、活性化に重要であることを示すことに成功した。本結果は、世界
に先駆けて(rhodopsin ではない) typical GPCR によるアレスチンの認識構造基盤を解明するこ
とに成功したとして高く評価され、学術誌 Nature に掲載された。 
 

(3) 得られた構造の比較に基づく、特定の Gタンパク質との結合を選択的に阻害する低分子化合

物、ペプチドの設計 

NTSR1-Gi1 複合体、NTSR1-アレスチン 2 複合体の構造情報に基づき、in silico での virtual 
screening を行うことで、「アレスチン 2の結合は阻害しないが、Gi1 タンパク質の結合は阻害す
るようなバイアストアロステリックモジュレーター」の探索を行なった。この際、化合物ライブ
ラリーとしては AMED-BINDS の枠組みを利用し、東大創薬機構の所持するものを使用した。スコ
アの高い 30 のヒット化合物について、細胞を用いたアッセー系(NanoBiT G-protein 
dissociation assay)によって、同化合物が実際に Gi1 タンパク質シグナルを阻害するかの実験
的検証を行なったが、現在まで顕著な効果を示す化合物の同定には至っていない。 
 

図 1 NTSR1-Gi1 複合体の 2 状態 cryo-EM 構造。 

図 2 NTSR1-アレスチン複合体の cryo-EM構造。 
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