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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)によるシグナル伝達機構を分子レ
ベルで解明するには、その不活性型構造と活性型構造の情報が必須である。本研究では、花粉

症などのアレルギーに関係するヒスタミン H１受容体や、パーキンソン病などに関与するアデ
ノシン A2a受容体などを用いて、GPCRが不活性化状態から活性化状態へ変化する時の動きを
解明するために必要な構造情報を取得するための基盤作りを目的とした。まず、酵母を利用し

て大量発現させたヒスタミン H１受容体の不活性型構造を、アレルギーの薬である抗ヒスタミ
ン薬ドキセピンとの複合体構造として決定し、論文に発表した。これにより、抗ヒスタミン薬

の副作用の原因である低い受容体選択性の原因が解明された。また、アデノシン A2a受容体に
ついては、構造認識抗体を作製した。そして、アデノシン A2a 受容体と抗体 Fab 断片の複合
体により、不活性型構造を発表した。更に活性型構造を安定化させるような抗体の取得にも成

功した。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to understand the GPCR-mediated signal transduction 
mechanisms, it is essential to determine the GPCR structures in the active and inactive 
conformations. We published the structure of Histamine H1 receptor in complex with an 
inverse agonist doxepin. The structure revealed the reason why doxepin shows high 
affinities to aminergic receptors. We also published the structure of Adenosine A2a 
receptor in the inactive conformation. For crystallization, the receptor was stabilized in the 
inactive conformation by the binding of Fab fragment. The antibody that stabilizes the 
receptor in the active conformation was successfully obtained. This antibody will be useful 
for the determination of the Adenosine A2a receptor structure in the active conformation. 
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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)によるシ
グナル伝達機構を分子レベルで解明するには、
その不活性型構造と活性型構造の情報が必須

である。しかしながら、それまでに構造決定
されたGPCRは僅かで、更にそれら全てが不活
性型構造のもので、活性薬（アゴニスト）が
結合した活性型構造は決定されていなかった。
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その主な原因は、GPCRが不安定な蛋白質であ
り、また、不活性型構造より活性型構造がよ
り不安定であるため、結晶化・構造解析が困
難であるからである。しかしながら近年の技
術進歩により、GPCRを安定化しうる様々な手
法が開発されつつあるので、それらを駆使し
てGPCRの構造解析を行おうと考えた。	
 
 
２．研究の目的 
	
 GPCR が不活性化状態から活性化状態へ
変化する時の動きを解明し、GPCRによるシ
グナル伝達機構の詳細を理解するため、
GPCRの不活性型構造に加え、活性型構造を
決定するための基盤作りが本研究の目的で
ある。ターゲットとしては、花粉症などのア
レルギーに関係するヒスタミン H１受容体
や、パーキンソン病などに関与するアデノシ
ン A2a受容体を用いた。 
 
３．研究の方法 
	
 GPCRは、疎水性で分子が小さく、膜に覆
われて存在している点、柔軟性が高いため不
安定である点などから結晶化が難しく、構造
解析は遅れていた。これらを克服するため、
GPCR 分子内で特に柔軟性が高い細胞内第
３ループを T4 リゾチームに置換したり、結
晶化時にキュービックフェーズ法を用いた
りすることで GPCR の不活性型構造が決定
されるようになった。本研究計画では、これ
までの GPCR	
 の構造解析研究に用いられた各
種の手法、知見を組み合わせて、研究を行う。 
まず、アゴニストを結合させた状態で安定な
コンストラクトを作製する。このためには、
T４リゾチームの挿入位置の最適化や、熱安
定性が上昇する変異体の作製などを行う。ま
た、GPCR の三次元構造を認識するような抗体
を作製し、抗体を結合させることで構造を安
定化させる。このような手法により作製した
GPCR や GPCR−抗体複合体を用いてキュービッ
クフェーズ法により結晶化を行う。測定は大
型放射光施設 SPring-8 のマイクロフォーカ
スビームラインで行う。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 酵母を利用して大量発現させたヒスタミ
ン H１受容体の不活性型構造を、アレルギー
の薬である抗ヒスタミン薬ドキセピンとの
複合体構造として決定し、論文に発表した。
ドキセピンは、受容体選択性が低く副作用の
多い抗ヒスタミン薬である。構造を決定して
みるとドキセピンは、ヒスタミン H１受容体
だけでなく他のアミン受容体でも保存され
ているアミノ酸に囲まれて結合しており、ド
キセピンの受容体選択性の低さは、ドキセピ
ンがアミン受容体間で保存的な構造をして
いる部位に結合することにより生じている
ことが解明された。更に、ヒスタミン H１受

容体に特有なアミノ酸に囲まれた薬剤結合
部位の存在も明らかになり、この構造は、よ
り選択性が高く、強い効果を持つ抗ヒスタミ
ン薬を開発するために役立つものとなった。
また、この構造情報を利用した in	
 silico ス
クリーニングにより、抗ヒスタミン薬候補化
合物のスクリーニングを効率的に行うこと
に成功し、構造情報の創薬への有用性を示し
た。	
 

	
 アデノシン A2a受容体については、構造認
識抗体を作製した。そして、不活性化状態を

安定化させる抗体を結合させ、アデノシン

A2a受容体の不活性型構造を発表した。活性
型構造を安定化させるような抗体について

は、複合体形成によりアンタゴニストへの親

和性は変化させないが、アゴニストへの親和

性を上昇させるような抗体の取得に成功し

た（図１）。この抗体はアデノシン A2a 受容
体の活性型構造を安定化するものと考えら

れ、アデノシン A2a受容体の活性型構造の結
晶化・構造解析に目処がたった。 
 

 
図１	
 構造認識抗体の結合によるアゴニス

ト、アンタゴニストの親和性の変化	
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