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緒緒  言言  

 
Gタンパク質共役型受容体（GPCR）はヒトにおいて最大のファミリーを形成する7回膜貫通タンパク質であり、そ

の種類は800を超える。それぞれのGPCRは複数の細胞外刺激によって活性化されるため、総体としてのGPCRは事

実上あらゆる細胞外刺激を受容し、その情報を細胞内へと伝えることが可能となっている。GPCRはその生理的重要性

もさることながら、ミスフォールドが多いタンパク質としても知られている。1アミノ酸の軽度な変異によっても容易

にフォールディング異常タンパク質が小胞体（ER）に蓄積し、機能の場である細胞膜表面に到達できずに、様々な疾

患の発現に繋がる。特筆すべきはこうした軽微なフォールディング異常タンパク質は、その局在に異常を持ちERに留

まりながらも、活性を保持している点である。ERに局在したフォールディング異常タンパク質に結合し、そのフォー

ルディングを助けることで正しい局在化を促す低分子は、従来のタンパク質型の分子シャペロンと区別して薬理学シャ

ペロン（pharmacological chaperone：PC）と呼ばれ、その臨床的意義が注目されている（図1）。本研究では、そうし

たフォールディング異常と疾患の関係に対する理解、そしてPC 開発が最も進んでいるGPCR である 2 型バソプレシ

ン受容体（AVPR2）に着目する［1］。 
 

 
 

図1．GPCRにおける薬理学的シャペロン（PC）の作用機序 
 
AVPR2は腎臓の集合菅細胞の細胞膜表面に発現するGPCRであり、抗利尿ホルモンであるバソプレシン（AVP）に

よって活性化される。AVPを受容したAVPR2は、Gタンパク質の活性化を介して水チャネルタンパク質の細胞膜局在

を促し、尿からの水再吸収を促進する。しかしながら、変異型AVPR2の多くは、翻訳まではされるもののフォールデ

ィング異常により ER にトラップされてしまい、作用する場である膜表面に局在できず、機能喪失に至る。その結果、

ヒトは腎性尿崩症（Nephrogenic Diabetes Insipidus：NDI）と呼ばれる、1日15リットルにも及ぶ多飲多尿を強いら

れる腎・泌尿器系疾患に陥る。 
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この希少腎疾患の治療薬として着目されているのが、tolvaptan、mozavaptan といった AVPR2 の脂溶性 PC であ

る。これら PC は細胞膜を透過後、変異型 AVPR2 に結合してそのフォールディングを修正し、局在を正常化した後

AVPR2から乖離する。そこに内在のAVPが結合し、Gタンパク質シグナルが活性化されるというメカニズムである。

これらの PC は既に一定の成果を挙げているものの、NDI の発症に繋がると報告されている 200 以上もの AVPR2 変

異の中には、既存 PC によってレスキュー可能なものと不可能なものが存在しており、そのことが PC を用いた NDI
治療の確立を妨げる一因となっている。 
そうした状況下で報告者は、GPCR 研究によりノーベル賞を受賞したBrian Kobilka 研究室にて5年間培った経験

や、GPCR を含む膜タンパク質の構造機能解析を通じて蓄えたノウハウを生かし［2，3］、「tolvaptanのようなPCが

どのように AVPR2 に結合し、どのようにフォールディング異常を正すことで膜局在の正常化を促しているのか」、ま

た「tolvaptan のようなPC がフォールディング異常を正すことの出来る変異とできない変異には本質的にどのような

違いが存在するのか」という問題を解明することを考えた。これは、実現すれば AVPR2 をはじめとする GPCR のア

ミノ酸変異、フォールディング異常、膜局在化の分子機構を軒並み明らかにするばかりか、PC の作用機序をつまびら

かにし、NDIに対する初の治療法開発へと繋がる可能性をも秘めていると考えられる。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
本研究では、APVR2による tolvaptan認識の分子機構、tolvaptanのPCとしての作用機序、そして tolvaptanによ

りレスキュー可能な変異と不可能な変異の本質的差異を解明するため、プロジェクトを以下の 2 つの課題に分割した

（図2）。助成期間中には主に1つ目の課題において進捗が見られたため、そちらを中心に記述する。 

 
図2．本研究の概略 
  

11．．ヒヒトトAAVVPPRR22--ttoollvvaappttaann複複合合体体ののククラライイオオ電電子子顕顕微微鏡鏡構構造造解解析析  
AVPR2による tolvaptanの認識機構を明らかにするため、まずヒトAVPR2-tolvaptan複合体のクライオ電子顕微鏡

（cryoEM）構造解析を試みた。はじめに、報告者は哺乳類細胞発現用ベクターにヒトAVPR2の全長遺伝子を cloning
し、小スケールで発現チェックを行ったが、安定なタンパク質を得ることはできなかった。そこで、遺伝子のN末端、

C 末端の truncates を各種作製し、さらにタンパク質発現の温度や発現後の細胞回収条件などの検討を行ったところ、

ゲル濾過クロマトグラフィーにおいて良好な単分散性を示すコンストラクトを見出すことに成功した。 
AVPR2 は 1992 年にラットの腎臓よりクローニングされた GPCR だが［4］、30 年に渡り多くの構造生物学者がそ

のX線結晶構造解析を挑戦してきたにもかかわらず、アンタゴニスト結合型の構造解析には未だ成功していない。そこ

で報告者はX線結晶構造解析ではなく、近年技術進歩がめざましいクライオ電子顕微鏡（cryo-EM）を用いてその構造
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解析を試みることにした。Cryo-EM を用いてタンパク質の構造解析を行うためにはその分子量が重要となるが、

AVPR2は約40 kDaのタンパク質であり、分子量の小ささが問題となりうる。そこで報告書は、近年GPCRの細胞内

第 3 ループ（ICL3）にBRIL と呼ばれる頑強なタンパク質を融合させ、これに更に抗体を結合させることで標的タン

パク質の分子量を増加させ、その構造解析に成功した論文が報告されたことに着目した［5］。この論文で著者たちは

BRIL と GPCR の繋ぎ目を強固なものとすることが重要であることを指摘しており、そのために GPCR の TM5 と

BRILのN末ヘリックス、BRILのC末ヘリックスとGPCRのTM6が continuousなαヘリックスとなるようなコン

ストラクトを得るため、多数のコンストラクトを実験的に検討・評価していた。しかし、コンストラクトの評価はタン

パク質を大スケールで最終精製し、cryo-EM での画像（micrograph）撮影をするまで行うことができず、スループッ

トが非常に低いものとなっていた。 
そこで報告者は昨年報告されたタンパク質の高精度構造予測ソフトであるAlphafold2に着目し［6］、GPCRとBRIL

のキメラタンパク質構造をAlphafold2 で予測させ、予測構造においてTM5 とTM6 がそれぞれBRIL のN 末ヘリッ

クス、C 末ヘリックスと continuous なヘリックスを形成するコンストラクトを in silico で迅速にスクリーニングする

ことを考えた（図 3）。そこで報告者は、GPCR の配列から数百のキメラコンストラクトを自動で作製し、Alphafold2
による予測構造を自動で精製し、さらにはTM5とTM6がBRILと continuousなヘリックスを形成するコンストラク

トを自動で判定してくれる python ベースの script を作ることで、GPCR の配列を input として入力すると、output
として cryo-EM 構造解析に適したコンストラクトを返してくれるパイプラインを作成した。作成したパイプラインを

用いて実際に400のキメラコンストラクトを in silicoで生成したところ、6種のコンストラクトを得ることができたた

め、これら6種のコンストラクトを実際に哺乳類発現用vectorに cloningし、HEK293S細胞でこれを小スケールにて

発現精製させ、蛍光ゲル濾過クロマトグラフィー法により評価した。その結果、図4に示すように3種のコンストラク

トについて比較的良好な蛍光ゲル濾過クロマトグラムを得ることができた。そこで次に、これらのコンストラクトにお

いて実際に AVPR2 と BRIL 間のリンカーが強固なα-ヘリックス構造をとっているか検証するため、抗体を用いた以

下のassayを考案・実践した。 

 
図3．Alphafold2を用いた cryo-EM構造解析に適したコンストラクトの in silico screening 

 
先行研究から抗BRIL抗体としてはSRP2070抗体［7］、BAG2抗体［5］の2種が報告されており、これらはBRIL

とGPCRとの間のリンカーの柔軟性が高いと同時に結合できる一方、リンカーの柔軟性が低いとTM5、6の傾きの影

響で片方の抗体が界面活性剤ミセルと立体障害（疎水性相互作用ミスマッチ）が起こることが予想されていた。そこで、

この2種の抗体を用いることで、上記の3コンストラクトにおいてBRILとGPCRのつなぎ目リンカーがデザイン通

り continuousなαヘリックス構造をとっているか簡易的に検証できるだろうと考えた。まず、Expi293、ExpiCHO細

胞を用いてBAG2抗体、SRP2070抗体をそれぞれ分泌タンパク質として発現させたのち、Ni２＋アフィニティークロマ

トグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィーによってこれを精製した。次に、ポジティブコントロール（no design）と

してリンカーをデザインせず柔軟性の高い ICL3にそのままBRILを繋げたコンストラクト、ネガティブコントロール

として BRIL を挿入していないコンストラクト（wtAVPR2）を用意し、これを先ほどの 3 コンストラクトともに
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HEK293S 細胞にて小スケールで発現させたのち、Ni２＋アフィニティークロマトグラフィー法により簡易精製を行な

った。簡易精製後のサンプルに2種の抗体を添加しそれぞれ蛍光ゲル濾過クロマトグラフィー法によりこれを評価した

ところ、デザインした 3 コンストラクトはいずれも SRP2070 抗体とは結合するが BAG2 抗体とは結合しないことが

判明した（図5）。これは、in silicoによりデザインしたコンストラクトでは実際にBRILのGPCRに対する相対的位

置関係が強固に固定されていることを意味しており、cryo-EM 構造解析に適したサンプルを in silico で迅速にスクリ

ーニングできたことを意味していた。 
22．．計計算算科科学学的的手手法法をを用用いいたた ttoollvvaappttaannにによよるるPPCC効効果果のの作作用用機機序序解解明明とと実実験験にによよるる理理論論検検証証  

Tolvaptan によるPC 効果の作用機序を解明するため、方法および結果 1 で得られた野生型AVPR2-tolvaptan 複合

体の立体構造をもとに、以下の3種の分子動力学（MD）シミュレーションを行うことを考えた。MDシミュレーショ

ンの系の構築については、報告者がこれまでの膜タンパク質の解析に用いていた手法と同様の手法を用いることを想定

していた［2，3］。 
（A）既に tolvaptan によるレスキューが報告されているフォールディング変異を、in silico にて方法および結果 1 で

得られたAVPR2 に導入し、tolvaptan 存在下、非存在下でMD シミュレーションを行う。これにより、AVPR2 変異

がどのようにフォールディング異常を引き起こすのか、また tolvaptanがどのようにそのフォールディング異常を正し

ているのか、その分子機構を解明することができると期待される。 
（B）tolvaptanによるレスキューが不可能と報告されているフォールディング変異を、in silicoにて方法および結果1
で得られたAVPR2に導入し、tolvaptan存在下、非存在下でシミュレーションを行う。これにより、tolvaptanにより

レスキュー可能な変異と不可能な変異にどのような本質的差異があるか解明する。 
（C）tolvaptan によるレスキュー効果の検証が行われていないフォールディング変異を、in silico にて方法および    
結果1で得られたAVPR2に導入し、tolvaptan存在下でシミュレーションを行う。これにより、tolvaptanによりレス

キュー可能な新たなフォールディング変異候補を迅速に発見できると期待される。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．IInn  ssiilliiccooススククリリーーニニンンググにによよりりヒヒッットトししたた66種種ののココンンスストトララククトトのの小小ススケケーールルににおおけけるる蛍蛍光光ゲゲルル濾濾過過ククロロママトトググララムム 
In silicoでのスクリーニングではあくまでTM5、6とBRILのつなぎ目部分の rigidityのみを評価しており、タンパ

ク質の発現量や均一性は実験的に確かめる必要がある。図4の結果から、6種のコンストラクトのうち3種のコンスト

ラクト（construct 3、5、6）において、AVPR2が比較的良好な単分散性と発現量を示すことがわかった。特にコンス

トラクト3はBRIL挿入前のAVPR2と同様の安定性を示しており、良い性状を示すことがわかった。 
 

 
図4．Alphafold2によりデザインした6種のコンストラクトのスクリーニング結果 
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22．．33種種ののココンンスストトララククトトのの小小ススケケーールルににおおけけるる抗抗体体結結合合aassssaayy  
Alphafold2により作製したキメラタンパク質のモデルが正しければ、SRP2070抗体はBRILに結合する一方、BAG2

抗体は界面活性剤ミセルとの立体障害（疎水性相互作用ミスマッチ）により結合できないことが予測された。図5に示

す蛍光ゲル濾過クロマトグラムは予想通りの結果を示しており、本来であれば数十から数百のコンストラクトを実験的

に評価する必要があったコンストラクトの最適化ステップを大幅に効率化することに成功したといえる。今後はこの 

3コンストラクトについて、性状の良いコンストラクト6＞5＞3を順に精製し、SRP2070との複合体状態でmicrograph
の撮影を行う。良好なmicrographが撮影できた際には、RELIONや cryoSPARCといったソフトウェアを用いて構造

決定を行い、AVPR2 による tolvaptan の認識基盤を解明する。また、本実験では tolvaptan を利用しているが、同様

のコンストラクトを用いて他のPC や、PC としては働かないリガンドとの複合体についても既に小スケールでの発現

精製に成功していることから、AVPR2 において知られる多様なリガンドのうち、PC として働くための必要十分条件

を今後明らかにできる可能性は高いと期待される。また、本手法はあらゆるGPCRにおいて適用可能であることから、

今後本手法を用いて様々なGPCRの単体構造解析を迅速に行うことが可能になるのではないかと期待される。  

 

 

 

図5．結果および考察1において良好な結果を示した3コンストラクトにおける抗体結合assay 
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