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研究成果の概要（和文）：ヒト遺伝子には約600種のGPCRが存在すると言われているが、約160種のGPCRは内在性リガン
ドが不明な「オーファン受容体」と呼ばれている。本研究は、GPCRの立体構造を基盤としたリガンドの探索を目指して
いる。そのために、オーファン受容体を発現・精製、結晶化することにより、原子分解能レベルでリガンド結合ドメイ
ンの構造解明したい。受容体を昆虫細胞で大量発現・精製後、リポソームに再構築してマウスに免疫し、次にリポソー
ムELISA法とドットブロティング法を併用して立体構造認識抗体のスクリーニングを行った。その結果、N末端、C末端
のシークエンシャルエピトープを認識する抗体のみがスクリーニングされた。

研究成果の概要（英文）：G protein coupled receptors (GPCRs) are nature’s most versatile chemical 
sensors. There are over 600 GPCRs in the human genome and they respond to a broad spectrum of chemical 
entities ranging from photons, protons and calcium ions, to small organic molecules (including odorants 
and neurotransmitters), to peptides and glycoproteins. However, for 25% of GPCRs, endogenous ligands have 
not yet been identified. We would like to determine the structure of orphan receptor and search for the 
endogenous ligands based on these structures. To determine the structure of orphan receptor, we have 
tried to develop the monoclonal antibody recognizing the conformational epitope of receptor. As a result, 
several monoclonal antibodies recognizing the sequential epitope of orphan receptors have been screened.

研究分野： GPCR生化学・薬理学
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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 

 GPCR の立体構造を体系的かつ網羅的に解

明してゆくことは、迅速な候補化合物探索手

法の開発、候補化合物の最適化、副作用の少

ない化合物の分子設計に繋がる。しかし、

GPCR の構造解析は非常に難しく、2000 年に

ウシ・ロドプシンの構造が報告されて以来、

7 年間 GPCR の構造は解かれなかった。2007

年は GPCR の結晶構造解析において大きな転

機となった。ヒトのβ2アドレナリン受容体の

結晶構造が世界で初めて明らかとなった。

GPCR の構造解析には、①立体構造を認識し特

定のコンフォメーションに固定化する抗体

を作製するか、②第 3 細胞内ループを T4 

lysozyme (T4L) に置き換えて安定化した

GPCR を脂質キュービック相に結晶化する必

要があった。そこで小林らは、同様な解析技

術を立ち上げ、三つの GPCR（アデノシン A2a

受容体、ヒスタミン H1 受容体、ムスカリン

M2 受容体）の結晶構造を高分解能で解明する

ことに成功した。アデノシン A2a 受容体につ

いては、立体構造認識抗体を作製し、受容体

／抗体複合体の結晶構造を 2.7Åで決定した

（Nature 2012）。 

国内・国外の研究動向及び位置づけ 

 従来、オーファン受容体のリガンド探索は、

何らかの細胞にターゲットとなる GPCR を発

現させ、その細胞に生体材料からの抽出物を

作用させて、その結果引き起こされる細胞内

でのセカンドメッセンジャーの量の変化を

用いて行われていた。しかし、この方法では

既存のリガンドがないオーファン受容体が、

どのような細胞内情報伝達系を活性化させ

るか不明な場合が多い。そこで、近年著しく

進歩した GPCR の構造解析技術を利用して、

構造生物学的アプローチによりオーファン

受容体の立体構造を基盤としたナチュラル

リガンドの探索、合成アゴニスト、合成アン

タゴニストの開発を行いたいと考えている。

ヒスタミン H1受容体とムスカリン M2受容体

の場合、オルソステリックリガンド結合部位

に加え、アロステリック結合部位の構造も明

らかとなり、今後システムバイオロジーと融

合させることにより、新たな制御因子の開発

やバーチャルスクリーニングも可能になる

と期待している。 

 

２．研究の目的 

 小林らは、その殆どがオーファン受容体と

して知られている苦味受容体を酵母に強制

発現させ発現量の高い受容体をスクリーニ

ングしている（BBRC 382, 704-10, 2009）。

また、約 24 時間周期でおこるサーカディア

ンリズムに関与するオーファン受容体を昆

虫細胞に強制発現させ高純度精製すること

にも成功している（未発表データ）。次に、

これらのオーファン受容体を用いて①立体

構造を認識する抗体と②第3細胞内ループを

T4L に置き換えた変異体を作製する。研究期

間内に、受容体／抗体複合体と（あるいは）

T4L 融合型オーファン受容体の脂質キュービ

ックフェーズ法による結晶を創出し、高分解

能で結晶構造を決定したい。二つの異なる手

法を用いることで成功の可能性を向上させる。 

 

３．研究の方法 

 これまでに酵母において発現の高かった

苦味受容体と昆虫細胞において発現の高か

った（サーカディアンリズムに深く関連し

た）GPCR を発現、精製、リポソームに再構築

した後、マウスに免疫する（リポソーム免疫

法）。スクリーニングには、リポソーム ELISA

法、ドットブロッティング、Biacore を用い

る。これらのスクリーニング方法により、

GPCR の立体構造を認識する抗体を得る。また、

GPCRの第3細胞内ループをT4Lに置き換えて

安定化した GPCR（GPCR-T4L）も調整する。GPCR

／抗体複合体と GPCR-T4L は、脂質キュービ

ック相に結晶化する。膜蛋白質用の微量サン



プル結晶化ロボット（LCP モスキート）を用

いれば、僅か 50μgの蛋白質で 100 条件のス

クリーニングが可能となる。精製した GPCR

を用いて順次結晶化条件のスクリーニング

を行う。可能であれば、データ測定、構造解

析へと進みたい。 

 

４．研究成果 

 酵母において、最も発現の高かった苦味受

容体（TAS2R16, 41）と昆虫細胞において発

現の高かった（サーカディアンリズムに深く

関連した）GPCR を大量発現・精製した。精製

した GPCR は、サルモネラ菌由来の lipid A

とホスファチジルコリンで再構成しプロテ

オリポソームとしてマウスに免疫した。結晶

化リガンドとしての立体構造認識抗体のス

クリーニングには、SDSで変性させたGPCR（フ

レキシブルな領域）を認識する抗体を除去す

るために、リポソーム ELISA 法とドットブロ

ッティング法を併用した。その結果、苦味受

容体については、C末端に親水性蛋白質（bRIL

など）を融合することで単一に精製できるこ

とが明らかとなった。サーカディアンリズム

に関与する GPCR については、精製した蛋白

は凝集しやすいものの、ほぼ単一に精製する

ことができた。次に、これらの精製蛋白をプ

ロテオリポソームとしてマウスに免疫した

ところ、苦味受容体については、C 末端に融

合した親水性蛋白質に対する抗体がスクリ

ーニングされた。サーカディアンリズムに関

与する GPCR については、ドットブロッティ

ング陽性のペプチドシークエンスを認識す

る抗体がスクリーニングされた。GPCR の立体

構造を認識する抗体は取得できなかった。 

 また、GFP を指標とした出芽酵母発現シス

テム（Micob. Cell Fact. 2012）を用いて第

3細胞内ループをT4LやbRILに置き換えて安

定化した苦味受容体のコンストラクトをス

クリーニングした。このシステムは、幾つか

のPCRフラグメントと発現ベクターを酵母と

一緒に混ぜるだけで、簡単に変異体の作製が

可能となり、目的蛋白質の C末端に GFP を融

合させることで、精製することなく目的蛋白

質の単分散性を評価することができる。その

結果、第 3細胞内ループの短い苦味受容体に

T4LやbRILを挿入すると全体構造が崩れて不

安定になることが明らかとなった。さらに、

C 末端に GFP を融合したコンストラクトは、

単分散性を保持したまま安定に精製するこ

とができることから、GFP を T4L や bRIL に置

き換えてみると、同様に精製できることが明

らかとなった。これらの精製サンプルを脂質

キュービック相に結晶化を試みたが、回折像

の得られる結晶は取得できていない。 

 平成 25 年度からは、愛媛大学の澤崎先生

との共同研究により、コムギ無細胞系を導入

した。本系を用いる利点は、膜蛋白質をリポ

ソームに直接発現させることができるため、

精製する必要がなくなることである。まず始

めにプロスタグランジンE受容体をモデルに

スタートさせた。コムギ無細胞系で発現させ

た受容体は、リガンド結合実験により、活性

があることを確認し、マウスに免疫した。そ

の結果、ウェスタンブロッティング陰性の抗

体をスクリーニングすることができた。N 末

端を含む複数の領域を認識している可能性

が示唆されている。現在、オーファン受容体

をターゲットとして検討している。 
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