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緒緒  言言  

 
プロスタグランジン（PG）類は細胞膜リン脂質中のアラキドン酸から産生される脂質メディエーターであり、発熱

や痛覚過敏などの炎症応答を初めとして、生殖・がん・骨形成・肥満・高血圧・ストレス応答など様々な生理・病態   

生理に関わる。PG 類の受容体は DP1、DP2、EP1～4、FP、IP、TP の 9 種類の GPCR が存在する。これまでに      
PG 受容体の立体構造解析としては、アンタゴニストを結合した不活性型DP2、EP4、TP およびアゴニストを結合し

た活性型様EP3の結晶構造が我々を含む複数のグループから報告されてきた［1～5］。 
本研究ではPG受容体を対象とした創薬をより加速するため、立体構造未決定のPG受容体の立体構造を決定するこ

とを目的とした。また GPCR は不活性状態と活性化状態（G タンパク質結合状態）で大きく構造が変移し、リガンド

ポケットの形状も変化する。そのためアゴニスト創薬のためには活性型構造の取得もまた重要となる。本研究では  
EP4 受容体－Gs 複合体の立体構造を、クライオ電子顕微鏡（CryoEM）を用いて決定し、不活性型構造と比較するこ

とにより活性化による構造変化を明らかにした。また本構造からEP4 に共役したGs のC 末端は従来とは大きく異な

る構造をとることが明らかとなった［6］。 
 

方方  法法  

 
11．．安安定定化化PPGG受受容容体体ココンンスストトララククトトのの探探索索  
出芽酵母FGY217にGFP発現ベクター断片およびPCR断片を形質転換後、ウラシル欠損培地でセレクションし、

2％ガラクトースで発現を誘導した。GFP融合受容体をDDMにより可溶化、加熱後、蛍光ゲルろ過により熱安定性を

評価した［7］。またBac-to-bac Baculovirus Expression Systemを用いて昆虫細胞（Sf9）でGFP融合受容体を発現

し、同様の方法で熱安定性を評価した。 
22．．精精製製タタンンパパクク質質のの調調製製  
受容体については、発現した昆虫細胞から超遠心により膜画分を調製し、DDM で可溶化後、His-tag および    

FLAG-tag によりアフィニティ精製をし、界面活性剤を L-MNG に置換後、ゲルろ過によって最終精製産物を得た。  
Gβγタンパク質については、発現した昆虫細胞から超遠心により膜画分を調製し、コール酸およびDDMで可溶化後、

His-tagによりアフィニティ精製をし、ゲルろ過精製を行った。miniGsについては、発現した大腸菌をソニケーション

で破砕し、His-tag 精製後、tag をプロテアーゼ切断し再度 Ni レジンと混合し、素通り画分をゲルろ過により精製し

た。Nb35 についてはBrevibacillus を用いて分泌発現を行い、培養上清を硫安沈殿にて濃縮TBS に溶解してHis-tag
精製後、tagをプロテアーゼ切断し再度Niレジンと混合し、素通り画分をゲルろ過により精製した。得られた精製EP4、
Gβγ、miniGs、Nb35は、PGE２およびapyrase存在下で混合して複合体を形成させ、ゲルろ過後最終精製物とした。  

精製試料についてはSDS-PAGE、ゲルろ過クロマトグラフィー、thermal shift assayにより評価した。 
33．．受受容容体体のの結結晶晶化化  
精製した受容体をモノオレインと2：3（v/v）で混合し、脂質キュービック相（LCP）法により結晶化を行った。

結晶化条件のスクリーニングはHampton Research社のStockOptions Saltを用いて行った。 
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44．．ククラライイオオ電電子子顕顕微微鏡鏡単単粒粒子子解解析析  
精製サンプルを8.4 mg/mlまで濃縮後、クライオグリッドを作製しTitan Kriosにて収集した5,743画像、456,991

粒子を対象として単粒子解析を行った。 
 

結結  果果  

  

11．．安安定定化化PPGG受受容容体体ココンンスストトララククトトのの探探索索  
酵母発現系によるハイスループットスクリーニング［7］を用いて受容体の細胞内第 3 ループに bRIL タンバク質を

融合した場合や3.39R 変異［8］を導入した際の発現量および熱安定性を評価した。その結果EP1、EP2、FP、IP が

相対的に良好であったため、Sf9へと発現系を移し同様の検討を行った（図1）。EP1が最も安定であるものの発現が

悪く、IP については発現・安定性ともに良好であった。そこでこれらについて精製を行ったところ、IP については   

精製中に凝集を来たし、精製が困難であった。一方、EP1 については精製が可能であったことから、発現量の向上を 

目標にコンストラクトの検討を行った。 

 
図1．FSEC-TSによる熱安定性評価 

Sf9にてGFPを融合して発現した受容体を可溶化・加熱後、蛍光ゲルろ過を行った。

受容体モノマーは12 ml付近のピークに相当する。 
 
22．．EEPP11受受容容体体のの精精製製・・結結晶晶化化  
受容体の N 末端および C 末端切断位置や融合タンパク質の検討の結果、発現量の大幅な改善が見られ（図 2a）、 

昆虫細胞10 Lの培養から約5 mgの精製タンパク質を得ることに成功した（図2b、c）。精製受容体の熱安定性は56℃
と良好であった（図2d）。そこでLCP法により結晶化のスクリーニングを行った結果、微結晶の析出を確認した。 
33．．EEPP44‐‐GGss複複合合体体のの立立体体構構造造  
活性型EP4受容体では不活性型に比べ、膜貫通（TM）1の細胞外側が内側へと変位し、リガンドの侵入口が完全に

塞がれていた。またTM6の細胞内側が外側へと大きく変位し、生じた空間にGsタンパク質のC末端が刺さり込むよ

うにして結合していた（図3）。 
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図2．EP1受容体の精製・結晶化 
a） FSEC-TSによる受容体安定性評価。温度は図1に同じ。 
b） 精製最終ステップにおけるゲルろ過クロマトグラム。棒線は回収フラクションを示す。 
c） 精製受容体のSDS-PAGE、CBB染色。 
d） thermal shift assayによる精製受容体の安定性評価。 
e） 結晶化受容体の偏光画像（スケールバー：10μm）。 
 

 

図3．EP4–Gs複合体とその他GPCRとの比較 
a、b） 不活性型EP4（PDBID：5YWY）を青、TP （PDBID：5IIU）をピンク、EP3 およびPGE２

（PDBID：6AK3）をオレンジの cartoon および白の球、活性型 EP4G タンパク質 C 末端

（PDBID：7D7M）を緑で示した。a）は細胞外側から、b）は細胞内側から見た図を示す。 
c、d） 活性型EP4 とG タンパク質C 末端 （PDBID：7D7M）を緑、活性型A２AとG タンパク質C

末端（PDBID：6GDG）をピンクと赤で示した。c）は細胞膜側面から、d）は細胞内側から見た

図を示す。c）の球表示はA２AのG240６.４２を示す。 
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考考  察察  

 
本研究ではハイスループットなコンストラクトのスクリーニングを実現するため、酵母発現系を用いて一次スクリー

ニングを実施した。酵母発現系はその簡便性がメリットであるが、一方で昆虫細胞に比べ発現量が乏しく判断が難しい

場合もある。今回の場合、DP1については酵母発現の結果をもとに除外したが、昆虫細胞ではまた異なった結果が得ら

れた可能性もある。一方、EP2については酵母においても、発現はそれほど良好ではなかったが、昆虫細胞でも同様の

結果が再現された。 
EP1 受容体については十分な発現量および熱安定性が得られたものの、回折データを得るのに十分な結晶を得るこ

とは出来なかった。そのため今後も引き続き、融合タンパク質の種類や挿入位置を変更するなどの検討が必要である。

また近年ではCryoEM単粒子解析も有力な解析手段となっており、検討の価値があると考えられる。 
以前に報告したEP3の結晶構造はアゴニストを結合しており、アンタゴニストを結合したEP4と比べてTM1が変

位し、リガンドポケットを完全に覆っていた。しかしながら、この構造変位はアゴニスト結合による活性化を反映した

ものなのか、EP3 自体が持つ性質なのかは不明であった。今回決定したアゴニスト結合型 EP4 でもEP3 同様、TM1
の変位が見られており、受容体活性化に伴う構造変化であることが強く示唆された。 
一般的にGsを結合するGPCRでは他のGiやGq結合GPCRに比べてTM6の開き方が大きいことが知られている

［7］。これにはTM6 中央部のGly６.４２の存在が重要と考えられているが、Gs に共役するPG 受容体ではGly 残基は

存在しない。これを反映してか Gs 結合 EP4 の TM6 の開き方は、他の Gs 結合 GPCR より小さく Gi や Gq 結合

GPCR と同程度であった。さらに、これまでの報告では全てG タンパク質のC 末端はTM6 方向へとフックした構造

を取っていたが、本構造では TM1 と TM7 の間方向へと伸びた構造を取っており、従来とは全く異なる結合様式が存

在する可能性が示唆された。 
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