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研究成果の概要（和文）：GRPRに不活性型固定変異を導入して熱安定性をあげ、哺乳類培養細胞株Expi293とバ
キュロウイルスを用いた大量発現系で単分散性の高いGRPRの精製を行った。精製したGRPRは人工脂質二重膜（プ
ロテオリポソーム）に再構築して抗原とし、マウスに免疫した。得られた抗体から変性したGRPRには反応しない
立体構造認識抗体をリポソームELISA法や蛍光ゲルろ過法によりスクリーニングし、GRPRの細胞外領域に結合す
る立体構造認識抗体を5種類作製した。得られた抗体の塩基配列をシーケンスし、ヒトキメラ組み換えFabを作製
した。MORも熱安定性の高い変異体をスクリーニングして精製を試みた。

研究成果の概要（英文）：G protein-coupled receptors (GPCRs) mediate intracellular physiological 
processes by interacting with signaling molecules such as G proteins and arrestins, a process 
initiated by binding with extracellular agonists. The emergence of biased agonists, which can 
selectively propagate signals in the presence of agonists, has garnered attention in the development
 of drugs without side effects. This strategy encompasses developing agents that can preferentially 
actuate either G protein or arrestin signaling pathways, leveraging therapeutic advantages while 
minimizing adverse outcomes. However, the intricacies of how biased agonists provoke selective 
signal transduction remain largely elusive. 

研究分野： 生化学

キーワード： オピオイド　副作用　オピオイド受容体　ヘテロ二量体　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではヘテロマーを安定化する抗体を開発し、GRPR-MOR1Dヘテロマーのクロスアクティベーションの分子機
構を構造生物学的に解明することを目指す。独自のタンパク質精製技術と抗体作製技術を用いて、ヘテロマー認
識抗体や、各々の受容体に特異的な抗体を人工的につなげたバイスペシフィック抗体などのヘテロマー安定化抗
体を作製する。抗体安定化MOR1D-GRPRヘテロマーの構造情報はX線結晶構造解析およびクライオ電子顕微鏡単粒
子解析により原子分解能で明らかにする。本研究におけるへテロマー安定化抗体取得技術は多くのGPCRヘテロマ
ーの構造解析に応用できるため、ヘテロマー研究を大きく推進する。

※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 

G タンパク質共役型受容体 (GPCR)の中には、細胞膜上でヘテロマーを形成し、受容

体のリガンド親和性やシグナル伝達などの機能変化を引き起こすものがある。病態生理

的条件下では、GPCR のヘテロマー化は副作用を抑えた創薬のターゲットとして注目

されている。例えば、モルフィネによる副作用の一つである痒みは、μオピオイド受容

体のアイソフォームである MOR1D 受容体（Gi 結合型）が中枢の痒み受容体 GRPR

（Gq 結合型）と結合しヘテロマー化する事に起因する（Liu XY., et al., Cell, 2011）。

MOR1D に結合したモルフィネは GRPR-Gq-PLCβという分岐経路を活性化（クロス

アクティベーション）して痒みシグナルを伝達する。これまで、GPCR の結合によるク

ロスアクティベーションなどの機能変化のメカニズムは全く分かっておらず、構造生物

学を用いた解析が求められている。しかし、創薬標的であるクラス A-GPCR には構造

生物学に適した安定的なヘテロマー形成の例は無く、GPCR ヘテロマーの構造解析は

世界で誰も成功していない。 

 

２．研究の目的 

本研究ではヘテロマーを安定化する抗体を開発し、GRPR-MOR1D ヘテロマーのクロ

スアクティベーションの分子機構を構造生物学的に解明することを目指す。独自のタン

パク質精製技術と抗体作製技術を用いて、ヘテロマー認識抗体や、各々の受容体に特異



的な抗体を人工的につなげたバイスペシフィック抗体などのヘテロマー安定化抗体を

作製する。抗体安定化 MOR1D-GRPR ヘテロマーの構造情報は X 線結晶構造解析およ

びクライオ電子顕微鏡単粒子解析により原子分解能で明らかにする。本申請のヘテロマ

ー安定化抗体取得技術は多くの GPCR ヘテロマーの構造解析に応用できるため、ヘテ

ロマー研究を大きく推進することが期待される。 

 

３．研究の方法 

一般にヒト GPCR は構造が不安定なため構造解析が困難である。申請者はこれまで

GPCR を安定化し結晶化を促進する立体構造認識抗体の作製技術を開発して、多くの

ヒト GPCR の構造解析に成功してきた。さらに、発現が困難な GPCR においても、点

変異などを導入した安定化変異体を蛍光ゲルろ過法（FSEC）で高速スクリーニングし、

浮遊 HEK293 発現系により大量生産する技術を開発した。本申請ではこれまで蓄積し

てきた技術をさらに発展させ、GPCR ヘテロマー分子機構解明を目指した構造解析を

以下のように行う。 

コンストラクトスクリーニング GFP タグをつけた MOR1D と GRPR に様々な点変

異や BRIL などの安定化タンパク質を導入する。FSEC を用いて発現量、単分散性が良

好な変異体をスクリーニングし、大量精製する。GRPR は安定化変異体を作製、精製済

みである。 

ヘテロマー認識抗体作製 精製標品が安定にヘテロマー形成する場合、これを抗原とし

てヘテロマー認識抗体の取得を試みる。ヘテロマーをプロテオリポソームに再構成し、

免疫不全マウスに免疫する。脾臓 B 細胞を回収し、ハイブリドーマを作製する。ハイブ



リドーマの中からのヘテロマーのみを認識する抗体を「リポソーム ELISA 法」により

スクリーニングする。構造認識抗体を選別するために、変性した抗原を用いた ELISA 法

で配列認識抗体を除外する。 

ヘテロマー安定化バイスペシフィック抗体作製 得られた変異体のヘテロマーが不安

定な場合、2 つの受容体を連結させるバイスペシフィック抗体を作製し、ヘテロマーの

安定化を行う。上記の方法で GRPR と MOR1D 各々の細胞外認識抗体をスクリーニン

グし、ハイブリドーマから cDNA を合成して可変領域 VH、VL の塩基配列を得る。

GRPR と MOR1D の VH、VL 配列を各々リンカーで 1 本鎖に結合して、HEK293 によ

る分泌系で発現させバイスペシフィック抗体(BiTE)を得る。得られた複数の抗体のコ

ンビネーションから様々な性質を持ったヘテロマー安定化抗体を取得する。 

抗体の評価 得られたヘテロマー認識抗体やバイスペシフィック抗体は、HEK293 細胞

に発現させた GRPR や MOR1D の免疫染色、FSEC によるゲルシフトアッセイにより

評価する。またクロスアクティベーションを起こす抗体を、発光シグナルを指標にした

NanoBiT アッセイにより検討する。 

構造解析 MOR1D-GRPR のヘテロマーもしくはヘテロマー-抗体複合体を精製し、X

線結晶構造解析およびクライオ電顕で立体構造を解析する。 

 

４．研究成果 

これまで、GPCR の結合によるクロスアクティベーションなどの機能変化のメカニズ

ムは全く分かっておらず、構造生物学を用いた解析が求められている。しかし、創薬標

的であるクラス A-GPCR には構造生物学に適した安定的なヘテロマー形成の例は無く、

GPCR ヘテロマーの構造解析は世界で誰も成功していない。本研究ではヘテロマーを

安定化する抗体を開発し、GRPR-MOR1D ヘテロマーのクロスアクティベーションの

分子機構を構造生物学的に解明することを目指した。独自のタンパク質精製技術と抗体



作製技術を用いて、ヘテロマー認識抗体や、各々の受容体に特異的な抗体を人工的につ

なげたバイスペシフィック抗体などのヘテロマー安定化抗体の作製を試みた。本研究の

ヘテロマー安定化抗体取得技術は多くの GPCR ヘテロマーの構造解析に応用できるた

め、ヘテロマー研究を大きく推進することが期待される。まず初めに GRPR に不活性

型固定変異を導入して熱安定性をあげ、哺乳類培養細胞株 Expi293 とバキュロウイル

スを用いた大量発現系で単分散性の高い GRPR の精製を行った。精製した GRPR は人

工脂質二重膜（プロテオリポソーム）に再構築して抗原とし、マウスに免疫した。得ら

れた抗体から変性した GRPR には反応しない立体構造認識抗体をリポソーム ELISA 法

や蛍光ゲルろ過法によりスクリーニングし、GRPR の細胞外領域に結合する立体構造認

識抗体を 5 種類作製した。得られた抗体の塩基配列をシーケンスし、ヒトキメラ組み換

え Fab を作製した。MOR も熱安定性の高い変異体をスクリーニングして精製を試みた

が、収量と単分散性が低く、マウスへの免疫に必要な量の精製を行えていない。今後は

さらに精製方法を改良していく必要がある。引き続き、マウスの抗体が得た後には、scFv

が連結した抗体に GRPR と MOR の相補性決定領域を組み込んだバイスペシフィック

抗体を作製し構造解析やシグナルアッセイなどのヘテロマー解析に用いる予定である。

最終的には、抗体安定化 MOR1D-GRPR ヘテロマーの構造情報は X 線結晶構造解析お

よびクライオ電子顕微鏡単粒子解析により原子分解能で明らかにしたい。 
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