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研究成果の概要（和文）：本研究では、活性型および不活性型 GPCR の X 線結晶構造解析を目

指している。そのために、活性型あるいは不活性型 GPCR を安定に固定化するモノクローナル

抗体を作製し、平衡状態をどちらか一方に傾けることによって抗体の結合した活性型あるいは

不活性型 GPCR を共結晶化する。その結果、アデノシン A2a 受容体を不活性型に固定化する

抗体を作製し、アデノシン A2a 受容体の不活性型構造を分解能 3.1Åで解くことに成功した

（Nature 2012）。現在は、アデノシン A2a 受容体を活性型に固定化する抗体を作製すること

に成功し、結晶化を試みている。 
 
研究成果の概要（英文）：G-protein-coupled receptors are the largest class of cell-surface 
receptors, and these membrane proteins exist in equilibrium between inactive and active 
states. Conformational changes induced by extracellular ligands binding to 
G-protein-coupled receptors result in a cellular response through the activation of G 
proteins. The adenosine A2a receptor (A2AR) is responsible for regulating blood flow to the 
cardiac muscle and is important in the regulation of glutamate and dopamine release in the 
brain. Here we report the raising of a mouse monoclonal antibody against human A2AR that 
prevents agonist but not antagonist binding to the extracellular ligand-binding pocket, and 
describe the structure of A2AR in complex with the antibody Fab fragment (Fab2838). This 
structure reveals that Fab2838 recognizes the intracellular surface of A2AR and that its 
complementarity-determining region, CDR-H3, penetrates into the receptor. CDR-H3 is 
located in a similar position to the G-protein carboxy-terminal fragment in the active opsin 
structure and to CDR-3 of the nanobody in the active β2-adrenergic receptor structure, but 
locks A2AR in an inactive conformation.  
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１．研究開始当初の背景 

これまでの研究成果と着想に至った経緯 

 プロスタノイドは、生理作用や病態作用に

深く関わる生理活性物質であり、9 種類の受

容体（GPCR）に働いて作用を発揮する。これ

までに申請者らは、動脈硬化の発症･進展に

おけるプロスタノイドの役割を解明するた

めに、トロンボキサン受容体とプロスタサイ

クリン受容体欠損マウスに動脈硬化モデル

マウスを掛け合わせた。その結果、動脈硬化

の発症・進展において、トロンボキサンは促

進的にプロスタサイクリンは抑制的に作用

していることを解明した（ Kobayashi, 

J.Clin.Invest. 2004）。このようにプロスタ

ノイドの中には生体にとって有意な作用を

持つものもあり、アスピリン等で全てのプロ

スタノイド作用を抑えることは必ずしも得

策ではなく、受容体特異的なアゴニスト及び

アンタゴニストによる制御が必要となる。そ

こで、申請者は一つの薬剤を投与することで

同時に二つの受容体に作用し、動脈硬化を抑

制する薬剤を開発したいと考えた。 
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 二つの受容体に各々アゴニスト、アンタゴ

ニストとして作用する薬剤の開発には、アゴ

ニストやアンタゴニストの結合した GPCR の

結晶構造を解き、受容体の活性化、不活性化

のメカニズムを解明するだけではなく、リガ

ンド結合ドメインの立体構造を解明する必

要がある。これまでに、GPCR の結晶構造解析

は非常に難しいとされていたが、近年になり

ウシのロドプシン（Science 2000）とオプシ

ン（Nature 2008）、ヒトのβ2アドレナリン受

容体（Nature 2007, Science 2007）とアデ

ノシン受容体（Science 2008）、ターキーの

β1アドレナリン受容体（Nature 2008）の結

晶構造が解かれた。β2アドレナリン受容体は、

第三細胞内ループを認識する抗体を結合さ

せ、複合体として結晶構造が解かれている。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、活性型および不活性型 GPCR

の X 線結晶構造解析を目指している。そのた

めに、活性型あるいは不活性型 GPCR を安定

に固定化するモノクローナル抗体を作製し、

平衡状態をどちらか一方に傾けることによ

って抗体の結合した活性型あるいは不活性

型 GPCR を共結晶化する。将来的には、アゴ

ニスト、アンタゴニストの結合様式や作用機

序を解明するだけでなく、インバースアゴニ

ストの開発や一つの薬剤で複数の受容体を

同時に制御する理論的な創薬分子設計に寄

与したい。 

 
３．研究の方法 

 通常、GPCR は活性型と不活性型の平衡状態

にあり、アゴニストとインバースアゴニスト

が、活性型と不活性型に平衡状態を傾ける。

GPCR の結晶構造解析を難しくしている一つ

の理由に、この平衡状態をどちらか一方に安

定に固定化することが難しい事が挙げられ

る。全ての GPCR でインバースアゴニストが

開発されている訳ではなく、特にアゴニスト

結合型（活性型）受容体は、不安定であると

考えられている。本研究は、GPCR を活性型あ

るいは不活性型に固定化するモノクローナ

ル抗体の作製を試みる。我々は、GPCR を酵母

（Yurugi-Kobayashi, BBRC 2009, Sugawara, 

BBRC 2009）と昆虫細胞（Asada, Microb. Cell 

Fact. 2011）に強制発現させ、発現量の高い

GPCR をスクリーニングしている。アデノシン

受容体については、精製受容体をリポソーム

化し、マウスに免疫することで、モノクロー

ナル抗体作製に成功している。また、アデノ

シン受容体を不活性型に固定化する抗体も

得られた。同様に、その他の GPCR について

もモノクローナル抗体を作製し、活性型及び



不活性型固定化 GPCR 抗体をスクリーニング

したい。 

 
４．研究成果 

 「構造に指南された創薬戦略」が期待され

るケースは、特異的なリガンド（アゴニスト

及びアンタゴニスト）の開発が難しい場合か、

特異性は高いが結合親和性が向上しない場

合である。一方、これまでの X線結晶構造解

析の成功例を振り返ってみても、GPCR に対す

る結合親和性の高いリガンドが必要不可欠

とされている。明らかに GPCR の X 線結晶構

造解析の目標と現実には、ジレンマが存在し

ている。この問題を解決するために、小林は

「結晶化補助因子」として GPCR に対して高

い特異性と親和性を兼ね備えた抗体を創製

する技術を確立した（特願 2009-110994、PCT

出願）。本抗体を用いることにより、GPCR は

構造的なゆらぎ (動的構造) を生じない特

定のコンフォメーションに安定化され、GPCR

／抗体複合体の全体としての親水性表面が

拡大し、結晶性が向上する。小林らは、ヒト

由来アデノシン A2a受容体の構造認識抗体を

作製し、アデノシン A2a 受容体／抗体複合体

の結晶構造を分解能 3.1 Å で解くことに成

功した（Nature 2012）（図 1）。この抗体はア

ロステリックなインバースアゴニストとし

て作用し、アデノシン A2a 受容体を不活性型

構造に固定化するので、結合親和性の低いカ

フェインと一緒に共結晶化することもでき

る（未発表データ）。今後は、リガンドの開

発が難しい（結合親和性の高いリガンドのな

い）GPCR やオーファン受容体にも応用できる

技術として期待している。また、アゴニスト

の親和性を向上させる抗体（活性型固定化抗

体）も作製することに成功し、現在結晶化を

試みている。 

 
図 1．アデノシン A2a 受容体−抗体 Fab フラグ
メント複合体の結晶構造．(A)結晶中でのア
デノシン A2a 受容体と抗体 Fab フラグメント
のパッキング．アデノシンA2a受容体を赤色、
抗体を黄色で描いた．結晶中でアデノシン
A2a 受容体は反平行ダイマーを形成していた
（青で示した２分子）．(B)アデノシン受容体
と抗体 Fab フラグメント相互作用部位の
2.7Å での電子密度図．(C)アデノシン A2a 受
容体−抗体 Fab フラグメント複合体の全体構
造．抗体 Fab フラグメントはアデノシン A2a
受容体の細胞内側表面に結合している． 
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