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研究成果の概要（和文）：多くのがん細胞でエンドセリンおよびその受容体の発現が亢進しており、その情報伝達や遮
断薬の作用機序を十分に理解することが重要である。本研究で、界面活性剤ミセル中で精製したETBRをナノディスクに
再構成するシステムを確立した。変異体は、ジギトニンで可溶化精製することで回収効率が上がることがわかった。こ
の系を用いて受容体の構造解析結果から示唆された各種変異体の活性を測定し、不活性化構造の維持や構造変化に重要
な残基を特定することができた。また、再構成に用いるETARの発現量を増加させる変異体を同定し、回収量を増加させ
る精製法の工夫を行った。引き続き、A型、B型ヘテロ二量体ナノディスクの単離を試みる。

研究成果の概要（英文）：In many cancer cells, expression levels of peptide hormone, endothelin and its 
receptors are elevated. However, molecular mechanisms of signal transduction and ligand binding by 
endothelin systems are not fully understood. The goals of this project are to reconstitute a heterodimer 
of endothelin receptor A-type (ETAR) and B-type (ETBR) in apoA-1 nanodiscs, and to compare its ligand 
binding properties with those of each homodimer in nanodiscs. The reconstitution system using ETBR 
well-expressed in insect cells, purified in detergent micelle solution, and apoA1 expressed in E.coli was 
established in this study. The ETBRs in nanodisc activate G proteins, Gi and Gq comparable to those 
reconstituted in phospholipid vesicles. However, efficient purification and reconstitution of ETAR in 
enough amounts could not be achieved and therefore formation of heterodimer was unsuccessful. Efforts to 
isolate ETAR in enough amounts by introducing overexpressing mutations will be continuously made.

研究分野： 構造分子薬理学
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１．研究開始当初の背景 
（1）がん細胞とがん脈管構造を標的とする
アプローチにエンドセリン経路がある。エ
ンドセリンは ET-1, -2, -3の三種類からな
る 21 残基のペプチドファミリーで、G タン
パク質共役型受容体である ETAR あるいは
ETBR に結合してシグナル伝達を開始する。
エンドセリンは、強力な血管収縮作用を持
つペプチドホルモンとして発見されたが、
近年の研究によって、組織リモデリング、
修復、細胞分化などに幅広い生理作用を示
すことが明らかになっている。それゆえ、
エンドセリン経路はがん細胞の増殖、転移、
侵入、脈管構造の分化に重要な働きをして
おり、本経路の活性化は、アポトーシスの
阻害、マトリックスリモデリングなどを引
き起こし、肺がん、大腸がん、腎がん、子
宮頸がん、乳がん、脳腫瘍などと密接に関
わる(①)。この観点から、ETARと ETBRの選
択的あるいは非選択的阻害薬を化学療法剤
と併用した臨床試験が行われているが、未
だに第三相を突破できていない。 
(2) エンドセリン受容体の情報伝達におい
ては、受容体のヘテロ二量体形成が示唆さ
れているにもかかわらず、それらに対する
阻害剤の選択性や親和性が正確に評価でき
ていない。例えば、ETAR と ETBR の非選択的
阻害剤である PD142893がETBRのみを発現し
ている血管内皮細胞では阻害するのに、両
受容体を発現している血管平滑筋細胞の
ETBR を阻害しない。この現象が報告されて
20 年を経る現在も、この理由は明らかでな
い(②)。我々は、エンドセリン経路の情報
伝達の理解を促し、有効な作動薬、阻害薬
の開発を目指して、ヒト ETAR と ETBR の昆虫
細胞発現系を用いた大量調製、ETBR の立体
構造解析に長年取り組んできた(③)。本研
究計画でも、ET-1結合型、非結合型 ETBRの
構造解析結果を評価する。 
 
２．研究の目的 
ETAR と ETBR のヘテロ二量体におけるリガ

ンド結合性、選択性、Ｇタンパク質活性化能
を検討して、in vivo における ETAR と ETBR
の情報伝達系の理解を助け、有効なリガンド
の開発を促進させる。 

 
３．研究の方法 
昆虫細胞発現系を活かして、大量精製した

ETAR と ETBR をナノディスクに再構成する系
を立ち上げる。さらに条件検討を行って、ヘ
テロ二量体の再構成を試み、リガンド親和性
の評価系を構築する。  

 
４．研究成果 
（1）MSP の発現と精製 
 apolipoprotein A-1 を改変して membrane 
scaffold protein (MSP)として利用できる各
種コンストラクトのうち、繰り返し helix を
付加され比較的大きめの disc 半径を与える
コンストラクト MSP1E3D1(Mr~32.6kDa)（④）
を大腸菌(BL21(DE3))にて大量発現させ、細
胞抽出液からニッケルレジンによって精製
を行って、6.3g 湿重量の菌体から 14.3 mgを
得た。 
 
(2) ETBRの精製とナノディスクへの再構成  
 
ETBRは昆虫細胞を用いて大量発現させ、導入
し て い る Flag-tag, His-tag に よ っ て
0.1%DDM または 0.1% digitonin 中に精製し
た。文献⑤に従って、lipid(POPC/POPG:3/2, 
final 7.4 mM)を NaCholateに溶解後、MSP(77 
µM), ETBR 300pmol (final 0.7% cholate, 
0.4%DDM)を加え、30分氷上でインキュベート
した。この後、biobeads を加えて一晩 4℃で
インキュベートして界面活性剤を除去し、さ
らに Flag resin によって、ETBR を含まない
ディスクを除去した。91pmol ETBR をナノデ
ィスクに回収した。W336A変異体については、
0.1％digitonin 中に精製後、再構成を行って
125pmol をナノディスクに回収した。ETAR に
ついても同様な実験を行ったが、十分な濃度
のディスクが得られていない。 
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(3) ナノディスク ETBRによる Gタンパク質活
性化  
ナノディスクに再構成した野生型 ETBR は、

界面活性剤がない状態で活性が維持され凍
結融解にも耐え、細胞膜画分と同様な扱いが 
できる。ショ糖密度勾配遠心によって、ETBR
が再構成されたことを確認した。ナノディス
ク ETBRは、ET-1 依存的に Gi, Gq の GTPγS 結
合を活性化し、リン脂質二重膜へ再構成した
場合と同様な活性化能を示した。 
この実験系の確立によって、発現精製でき

る各種 GPCR 変異体を apolipoproteinA-1 の
nanodisc に再構成し、Ｇタンパク質活性化能
を試験管内でアッセイすることができる。 
 

また、耐熱化変異を含む Y5-ETBR と野生型
ETBRをナノディスクに再構成し、Gi 活性化に
おける ET-3 濃度依存性を比較したところ、
ほぼ同様な EC50値（～2ｎＭ）を示した。（下
図）●：wt, ○：Y5 

    
耐熱化変異を含む Y5-ETBR が野生型と同様

な G タンパク活性化能を有することは、ETBR
の立体構造解析に用いた耐熱化 Y5-ETBR 試料
が野生型に似た構造を持っていることを示
唆し、構造解析結果の有用性を示した。 
 ET-1 結合型、非結合型 ETBR の構造解析に
おいては、21 残基の内在性アゴニスト全長の
結合様式を明らかにし、ETBR によるエンドセ
リンイソペプチドに対する非選択的結合の
分子機構を示唆することができた。また、2
つの構造の比較から、ET-1 結合によって
helix1,2,6,7 が結合した ET-1 に向かって大
きく動いている様子が明らかになり、それら
の動きに引き続いて Gタンパク質との相互作
用に必要な変化が起きると考えられた。 
 
(4) エ ン ド セ リ ン 受 容 体 の PD142893 
(Ac-D-Dip-LDIIW-OH) 結合性の検討 
非選択的阻害剤である PD142893 に対する

ETAR, ETBR の親和性を、それぞれを動物細胞
(HEK293)に発現させた細胞膜を用いて検討
した。ETAR, ETBRそれぞれの Ki 値は、18.2 nM, 
94.0 nM であり、単独で 5 倍程度の親和性に
差があることがわかった。この差が、血管平
滑筋細胞に発現している ETBR の PD142893 に
対する結合性に影響しているかもしれない。 

 
 
(5) ETARの昆虫細胞における発現を向上させ
る変異の探索 
昆虫細胞に発現する ETAR は ETBR に比べ、
~1/10程度の発現量である（図、レーン 1,5）。
ETARの変異には、発現量を増加させるものが
あり（図、レーン 2，4）、コンストラクトを
工夫することで発現量を増加させ、ナノディ
スク再構成に有利な回収量を達成できるか
もしれない。十分な回収量を得られるコンス
トラクトを開発し、ETAR再構成ナノディスク
を調製するとともに、継続してヘテロ二量体
の調製に挑戦する。これらは、ETARの構造解
析にも有用であると考えられる。 
 
 
 



昆虫細胞粗膜
画分 10 µg 
1.ETAR wt 
2.mutant 1 
3.mutant 2 
4.mutant 3 
5.ETBR wt 

 

 

 
 
 

Western blotting with flag antibody. 
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