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ヒトの G 蛋白質共役受容体（GPCR）は医薬品の主要な標的であり、その X 線結晶構造解析は構造生物

学にとって重要な課題です。プロジェクトの開始時、技術的に困難な点が構造決定に至る過程にあった

ため、１つもその構造が解かれていませんでした。プロジェクトでは(1)発現・精製(2)結晶化(3)デー

タ測定という 3 つの領域の基盤技術開発を平行して実施し、開発した技術を用いて GPCR の構造解析を

達成することを目指しました。なお、モデル膜蛋白質を技術開発の促進に利用しました。 

Green Fluorescent Protein 融合蛋白質として GPCR を発現させる出芽酵母の系で、安定化変異体をス

クリーニングし、メタノール資化性酵母又は昆虫細胞で大量培養を行い、機能を維持した GPCR を生産

する方法を確立しました。リポソーム免疫法や抗体スクリーニング方法を開発し、GPCR の構造を認識

し安定な複合体を形成する抗体を作成する方法を確立しました。この複合体を蒸気拡散法で結晶化する

以外に、キュービック液晶法を導入しました。インペリアルカレッジと共同して放射光施設ダイアモン

ドでデータ測定法を開発し、最終的に 3 種類の GPCR、5 種類のモデル膜蛋白質の構造解析に成功しま

した。 



 

  

研究成果集 

(1) 発現、精製 

最初の構想ではメタノール資化性酵母 Pichia Pastoris を主に用い、発現生産を行う予定であった。し

かしながら、そのスクリーニングの速度／効率が十分でないことおよび GPCR によっては良好な品質の

標品を得ることができない問題が明らかになり、以下の二つのシステムを加えて相補的に運用すること

を行った。 

スクリーニングに関しては、インペリアルカレッジで外部協力研究員の Drew らによって開発された、

出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 中でほ乳類輸送体を Green Fluorescent Protein(GFP)との融合

蛋白質として発現させる系を GPCR に適応し高速、高効率化を計った。蛋白質の品質の問題に関して

は、不安定な GPCR に対してはより動物細胞に近い環境で発現の行える昆虫細胞の系を導入した。 

また、生産した蛋白質を GFP の蛍光を利用した蛍光ゲル濾過法または非常に少量で迅速に膜蛋白質の熱

安定性を測定できる(N-[4-(7-diethylamino-4-methyl-3-coumarinyl) phenyl]maleimide を用いたア

ッセイ(CPM アッセイ)等を用いて定量的に安定性を評価できる系を導入した。生産した GPCR およびそ

の各種の変異体から結晶化に適したものを迅速に選ぶことができる系を確立した。新規な Clear Native

電気泳動法も開発した。 
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(2) 結晶化 

膜蛋白質の結晶化の一般的な促進法の開発のために、膜蛋白質の構造を認識し安定な複合体を形成する

抗体を用いて膜蛋白質の親水性部分を拡張する技術を開発した。ほ乳類膜蛋白質に対しマウスを用いて

構造認識抗体を作成することは一般に難しいとされるが、新規の免疫方法および抗体スクリーニング方

法を開発することにより、この技術を確立した。 

抗体スクリーニングに関しては旧来通りハイブリドーマを使う方法、および抗体 cDNA ライブラリーか

らファージディスプレーを用いてスクリーニングをかける方法の両方を確立した。現時点ではハイブリ

ドーマを用いた系の方が多くのターゲットに対し良好な抗体を作成することに成功しているが、ファー

ジディスプレー系の最適化が進めば、抗体作成効率およびリコンビナント抗体の作成の上で大きなメリ

ットがあると考えられる。 

また、結晶化に関してスクリプス研究所の Stevens らとの共同研究により、GPCR の細胞内第三ループ

を T4 リゾチームに置き換え安定化し、キュービック液晶中で結晶化する方法を導入した。本法は受容

体を基本的に不活性型に固定し、かつまた G 蛋白質と相互作用する細胞内ループを取り除いてしまう。

これらの点で細胞内情報伝達を調べるのには不適であるという限界があるが、分解の高い良好な結晶が

とれることからアゴニスト／インバースアゴニストと受容体の複合体の構造を解析するのに適した系で

あると考えられる。 
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(3) データ測定 

放射光施設ダイアモンドにおいては全自動結晶化システムと低ノイズの X 線データコレクションシステ

ムを組み合わせ、結晶の迅速スクリーニングと微結晶など難易度の高い結晶から高精度のデータを集め

る技術基盤を確立した。 

結晶はダイアモンドのマイクロフォーカスビームラインを中心として構築されたデータ測定システムを

用いて解析された。このシステムは 8 ミクロン程度までフォーカスしたマイクロビームをビデオ型の高

速読み出し検出器（Pilatus）と組み合わせ、目に見えない微結晶を探すグリッドスキャン、反射が弱く

放射線損傷が大きいがサイズが比較的大きな結晶に適したデータ測定法ラインスキャンなどの測定モー

ドを組み合わせることのできる世界に例を見ないシステムである。これらを用い、新規 GPCR および輸

送体膜蛋白質の高難易度結晶の解析を数多くこなすことに成功した。 

(4) 構造解析 

上記の基盤技術を用いることにより、3 種類のターゲット GPCR の構造解析に成功した。また、モデル

膜蛋白質に関しても 5 種類の構造解析に成功し、2 種類の構造解析を検討している。10 種類のうち、

抗体との複合体として結晶化されたものが 5 種類、キュービック液晶法で結晶化されたものが 2 種類

と、開発・導入された技術が大きな効果をあげた。構想で示した創薬に重要な膜蛋白質の構造解析を達

成することに成功し、さらに新技術を用いて多くのヒト GPCR／膜蛋白質の立体構造が解析されるよう

になると考えられる。 
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