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プロスタノイド受容体の構造解析を目指して

清水（小林） 拓也

アスピリンはシクロオキシゲナーゼに働き，プロスタノイドの生合成を抑えることで，炎
症を抑え解熱鎮痛効果をあらわす．プロスタノイドは生体内で非常に多彩な作用を示し，
これらの作用は各プロスタノイドに特異的な受容体を介して発揮される．筆者らはプロス
タノイド受容体の一つであるプロスタグランジンE2（PGE2）受容体をX線結晶構造解析
し，PGE2が結合した構造を含む2種類（EP3とEP4サブタイプ）の立体構造を世界で初め
て明らかにした．この研究成果はアスピリンの誕生から120年を迎える2019年1月，Nature 
Chemical Biology誌に報告された．本稿ではプロスタノイド受容体研究の歴史とともに，構
造解析から分子メカニズムを探る我々の研究を紹介する．リガンドとPGE2受容体の結合様
式が明らかになったことで，より有効性が高く副作用の少ない治療薬の開発が期待される．

1. はじめに

1899年にアスピリンはドイツのバイエル社から鎮痛剤
として発売された．今年で発売以来120年になり，世界で
最も知られた歴史を持つ医薬品である．アスピリンの歴史
は古く，紀元前400年ごろ，医学の父と呼ばれる古代ギリ
シャのヒポクラテスが，熱や痛みを和らげることを目的と
して柳の樹皮を使用したという記録がある．その後，この
柳の作用に関わる物質がサリチル酸として分離されたが，
強い胃腸障害の副作用が問題となった．そこで，効果を維
持したまま副作用を軽減させる目的で合成されたのがアス
ピリン（アセチルサリチル酸）であり，1971年にはアスピ
リンが効く分子メカニズムが明らかになった．
プロスタグランジン（PG）とトロンボキサン（TX）か

らなるプロスタノイドは，生理的あるいは病理的な刺激に
応じて産生・分泌され，標的細胞に作用するオータコイド
である．プロスタノイドの産生は次のように行われる．ま
ず，細胞膜リン脂質からホスホリパーゼA2（phospholipase 
A2：PLA2）によって切り出されたアラキドン酸が，シク

ロオキシゲナーゼ（cyclooxygenase：COX）によりPGH2に
変換され，さらに各々のプロスタノイドに特異的な合成酵
素によって生理的に重要なプロスタノイド（PGD2, PGE2, 
PGF2α, PGI2, TXA2）が生合成される．アスピリンはCOX
に作用しプロスタノイドの生合成を阻害することで，熱，
腫れ，痛みを伴う炎症を抑える．このメカニズムを解明
したのが，英国の薬理学者 John Vane博士だった．1982年，
Vane博士はプロスタグランジンの発見とアスピリンの抗
炎症作用の分子メカニズムを発見した功績でノーベル医学
生理学賞を受賞した．

2. プロスタノイド受容体の遺伝子クローニング

プロスタノイドは，生体内で非常に多彩な作用を示
す．これらの作用は，各プロスタノイドに特異的な受容体
を介して発揮される．薬理学的研究によりPGD2，PGE2，
PGF2α, PGI2，TXA2に特異的な受容体は，各々 DP, EP, FP, 
IP, TPと名づけられ，さらにEPは種々のPGE類似化合物
に対する反応性の違いにより4種類のサブタイプ（EP1, 
EP2, EP3, EP4）に分類された 1）．また，生化学的研究によ
りプロスタノイド受容体は，リガンド結合に伴いGタンパ
ク質を活性化することが示唆された．
トロンボキサンは血小板の主たるアラキドン酸代謝物で
あり，血小板の凝集，血管および気管支平滑筋の攣縮とい
う強力な生理活性を有する 2）．この物質は心筋梗塞など，
血栓性疾患や気管支喘息などのアレルギー疾患における重
要な脂質メディエーターの一つと考えられている 3）．しか
し，その不安定性のため作用機序の解明は困難であった．
1980年代，多くの研究者によりトロンボキサンの安定類
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縁化合物が多数合成され，これらを用いた薬理学的解析が
可能になった．その結果，トロンボキサンが細胞膜上の特
異的な受容体を介して作用を発揮することがわかってき
た．成宮らは，当時，シオノギ製薬で開発されたトロンボ
キサン受容体拮抗薬（S-145）をトリチウムラベルし，リ
ガンド結合活性を指標として，ヒトの血小板膜より受容体
を可溶化・精製した．さらに，S-145をリガンドアフィニ
ティークロマトグラフィーに利用することで，プロスタ
ノイド受容体としては世界で初めてトロンボキサン受容
体を精製することに成功した 4）．精製タンパク質はSDS-
PAGE上，分子量約57,000付近に幅広いバンドとして検出
された．これは受容体の糖鎖修飾によるもので，リガンド
結合活性を測定していなかったら見落としてしまったであ
ろう．最終精製タンパク質量とリガンド結合活性から，受
容体はほぼ単一に精製されていると思われた．成宮らは
この精製した受容体の部分アミノ酸配列を決定し，cDNA
クローニングにより，トロンボキサン受容体の一次構造を
決定することができ，1991年Nature誌に報告した 5）．この
cDNAは，343アミノ酸からなるタンパク質をコードして
おり，7回膜貫通構造を持つGタンパク質共役受容体（G 
protein-coupled receptor：GPCR）に属することが明らかに
なった（図1）．当時，私は修士課程の大学院生で，『実験
医学』9月号のミニレビューでそのことを知った．この原
著論文を読んだのはその2年後，就職したばかりの会社の
図書館だった．プロスタノイド受容体に興味を持った私
は，まもなく成宮教授とお会いする機会があり，翌年には
会社を辞めて博士課程の大学院生として研究をスタートし
た．

PGE2は全身の多くの臓器において多彩な生理作用を有
している．この多彩な生理作用を解析する目的で数多く
のPGE類縁化合物が合成され，組織や細胞での反応性が
検討された．その結果，先に述べたように，多彩な生理作
用には4種類のサブタイプ受容体（EP1, EP2, EP3, EP4）が
関与していることが示された．杉本らは，トロンボキサン
受容体のcDNAに基づいてホモロジースクリーニングを行
い，1992年にはEP3のcDNAをクローニングすることに成
功している 6）．この受容体は，トロンボキサン受容体と同
様に，7回膜貫通構造を持つGPCRであり，哺乳類細胞に
強制発現させるとGiタンパク質に共役してcAMPの産生
を抑えた．PGE類縁化合物に対する結合活性も，これまで
報告されていた活性と一致しており，薬理学的にその存
在が示唆されていた受容体（EP3）が初めて実体として捉
えられた．その後，立て続けに，その他のPG受容体のク
ローニングが進み，1995年ごろにはすべてのPG受容体の
遺伝子が得られた．

EP3の作用はGiタンパク質を介している場合もあるが，
子宮平滑筋の収縮などは細胞内カルシウムの増加を来すこ
とも報告されている 7）．このように，EP3の場合，情報伝
達は単純ではなかった．成宮らは，この点にも目をつけ早
くから動いていた．ウシ副腎髄質のクロマフィン細胞で

は，EP3がcAMP産生を抑制し，同時に細胞内カルシウム
を増加する．そこで，彼らはウシ副腎髄質のcDNAクロー
ニングにより，EP3の情報伝達の多様性を解明した 8）．ウ
シ副腎髄質には選択的スプライシングに由来する少なくと
も4種類のEP3アイソフォーム（EP3A, EP3B, EP3C, EP3D）
が存在していた．これらはC末端のみアミノ酸配列が異な
り，EP3類縁化合物に対する結合親和性は同じであるが，
情報伝達，脱感作などが異なった．EP3AはGiタンパク質
に共役してcAMPの産生を抑制し，EP3BとEP3CはGsタ
ンパク質に共役してcAMPの産生を促進した．EP3DはGi
タンパク質とGsタンパク質に加え，Gqタンパク質とも共
役して細胞内カルシウムを増加させた．EP3のリガンド結
合能は単一でまったく区別がつかないにもかかわらず，多
彩な情報伝達を仲介することは，アイソフォームの発現
の調節によって，PGE2の作用が調節されている可能性を
示している．同様に，種を超えてマウス，ヒトなどでも多
数のアイソフォームが報告されている 9‒12）．ただし，C末
端の配列のみが異なるアイソフォームについては，EP3や
TPなどPG受容体の中でも非常に限られている 13）．

PG受容体全般のアミノ酸配列の相同性は20～30％とあ
まり高くはない．しかし，種を超えた受容体間の相同性は
高い．ヒトとマウスのEP1, EP3, EP4, FP, IP, TPを比較する
と，その相同性は各々 84, 84, 88, 89, 79, 76％である．プロ
スタノイドやその類縁体化合物の作用に種差があること
はよく知られている．たとえば，PGI2の類縁体であるEP-
157はヒトやマウス血小板に対してはアゴニストとして作
用するが，ブタやラット血小板に対してはアンタゴニス
トとして作用する 14）．ウサギ血小板はトロンボキサンの
類縁体であるCTA2やPTA2に対する反応がヒト，ネコ，イ
ヌ血小板のものとは異なっている 15）．また，TPアンタゴ
ニストであるONO-11120のウサギ血小板に対する効力は
ヒト血小板に対するものより100倍弱いことが知られてい
る 16）．このような種差は，受容体間のわずかな構造上の

図1 トロンボキサン受容体のトポロジーモデル
トロンボキサン受容体は，7回膜貫通構造を持ったGタンパク
質共役受容体ファミリーの一つである．青丸はプロスタノイド
受容体でよく保存されたアミノ酸残基を示す．N末端には2か
所の糖鎖修飾部位（CHO）が存在する．第1細胞外ループと第
2細胞外ループにはジスルフィド結合が存在する．
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違いに起因していると思われる．事実，ラットTPは，ヒ
トTPに比べTPアゴニストである I-BOPに対する結合親和
性が10倍高いが，この親和性の差は，第1膜貫通領域の二
つのアミノ酸残基によって決定されている 17）．創薬研究
において，動物実験は避けては通れず，動物によって薬効
が異なると，最終段階のヒトで効果が得られない場合，あ
るいは開発の途中で十分な効果が得られない場合，開発を
中止することになり，莫大な研究費と労力・時間がむだに
なってしまう．
プロスタノイド受容体は共役する情報伝達系の種類から

三つのグループに分類される．EP1, FP, TPはカルシウムイ
オン動員系に，EP2, EP4, IP, DPはアデニル酸シクラーゼの
活性化に，EP3はアデニル酸シクラーゼの抑制に各々共役
する．この分類は，平滑筋に対する機能面からも，それぞ
れ収縮，弛緩および弛緩の抑制を起こす受容体に対応す
る．これらのグループ内の受容体間の相同性は，他のグ
ループの受容体との相同性より高く，機能的に同一グルー
プの受容体が近縁関係にあることがわかる．実際，異な
るグループのEPサブタイプ間の相同性は同一のグループ
に属する他のプロスタノイド受容体よりも低い．プロス
タノイド受容体は，進化上3種類のクラスターに分類され
るが，これは上記の三つのグループに一致している．した
がって，EPサブタイプは別々のクラスターに属し，一つ
の物質を共通のリガンドとする受容体でありながら，構造
上はかなり異なり，進化の段階で古い時期から派生してい
たことになる．これは，プロトタイプのEPからまず機能
的に異なるEPサブタイプが進化し，さらに機能的には類
似しているがリガンドが異なる受容体に分岐したことを示
唆している．

3. プロスタノイド受容体欠損マウスの作出と in vivo解
析

これまで述べたように，分子生物学的な解析手法を用い
て，薬理学的に分類されてきたすべてのプロスタノイド受
容体の実体が明らかとなった．受容体の構造，機能および
生体内分布についても多くの知見が蓄積された．しかし，
プロスタノイドの示す多彩な作用がどのプロスタノイドに
よって発現されているのか，また，プロスタノイドの役割
が全体の生理および病態生理において，どの程度の重要性
を持つのかは，必ずしも明らかではなかった．そこで，8
種類の受容体すべてについて遺伝子欠損マウスが作製され
た．詳細については，最近の総説などを参考にしてもらい
たい 18‒20）．本稿ではその中でも，直接，私が携わった動脈
硬化とプロスタノイド受容体についてまとめてみる．1998
年から成宮教授の勧めもあり，PGグループのリーダーと
してプロスタノイド受容体欠損マウスの in vivoの解析に携
わることになった．所属していた研究室では，プロスタノ
イド受容体の遺伝子欠損マウスが勢ぞろいし，これらを用
いてプロスタノイドの生理・病態生理での役割を解析する

ことが研究の中心となっていた．プロスタノイドの一つ，
TXA2は血小板から合成され血小板活性化，血管平滑筋収
縮作用を持つ．一方，PGI2は血管内皮より産生され血管平
滑筋弛緩作用，血小板凝集抑制作用を持つ．この両者のバ
ランスが，止血や血栓など血管ホメオスタシスの維持に
重要であると考えられてきた．しかし，これらプロスタノ
イドが，慢性の血管病変，特に動脈硬化にどの程度重要な
働きをしているかは明らかでなかった．そこで，動脈硬化
を自然発症するapoE欠損マウスと，TXA2受容体（TP）欠
損マウス，PGI2受容体（IP）欠損マウスの各々をかけ合わ
せることで，この問題に対する検討を行った（図2）．そ
の結果，TP欠損により動脈硬化病変の抑制が，一方，IP
欠損により動脈硬化の促進が認められた．これらの解析
から，TXA2はTPを介して動脈硬化の促進因子として，一
方，PGI2は IPを介して動脈硬化の抑制因子として，生体
内で働いていることが明らかとなった 21）．また，論文掲
載から2週間後，Vioxx（COX-2選択的阻害薬）が，血管
内皮細胞由来のPGI2の産生を抑えることにより，心筋梗
塞や脳梗塞のリスクを上げることが明らかとなり，市場か
ら回収される事件が起こった．我々の論文は，これを遺伝
学的に証明した仕事として注目を集めた．プロスタノイド
のような生理活性物質の中には，生理・病態生理的条件下
において，相反する作用を持つものがある．プロスタノイ
ド受容体欠損マウスは，プロスタノイドの複雑な役割を理
解するための重要なツールとなった．

4. リガンド結合領域の探索

プロスタノイド受容体の一連の遺伝子がクローニングさ
れたことで，プロスタノイド受容体に特異的に保存された
部位がいくつか存在していることが明らかとなった．た
とえば，第3, 7膜貫通領域と第2細胞外ループは，比較的
アミノ酸配列の相同性が高い．これらの領域は種を超え
てよく保存されていることから，プロスタノイドの共通構
造の認識に関与していると考えられる．また，塩基性ア
ミノ酸であるArg残基が，すべてのプロスタノイド受容体
の第7膜貫通領域に保存されている．第7膜貫通領域に塩
基性アミノ酸が存在する例としては，ロドプシンのLys残

図2 45週齢マウスの無名動脈における動脈硬化病理組織切片
（HE染色）
野生型マウス（中）に比較し，トロンボキサン受容体欠損マウス
（左）では動脈硬化が有意に抑制され，プロスタサイクリン受容
体欠損マウス（右）では顕著に進展し，ほぼ動脈を閉塞するまで
になっていることがわかる．
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基がレチナールのアルデヒド基とシッフ塩基を形成する
例がある 22）．第7膜貫通領域のArg残基はプロスタノイド
に共通したカルボキシ基の結合部位であると考えられてい
る．一方，分子構造からみるとプロスタノイドは，プロス
タン酸を基本骨格とし，五員環構造と側鎖の二重結合数に
よって分類される．すなわち，五員環構造よりD, E, F, Iの
4タイプとオキサン環を持つTXに，側鎖の二重結合数よ
り1, 2, 3シリーズに分類される．各プロスタノイドが非常
に似通った構造を持つにもかかわらず，各プロスタノイド
受容体の相同性が低いことは，まったく対照的である．私
は大学で有機化学を学んでいたことも考慮され，1994年
から成宮研でプロスタノイドのリガンド結合領域の解析を
スタートした．DPと IPのキメラ受容体とアミノ酸変異受
容体を用いた解析を行い，五員環構造を認識する部位と側
鎖構造を認識する部位が別々に存在することを明らかに
した 23, 24）．五員環構造の認識には，第1～3膜貫通領域が，
側鎖構造の認識には第6, 7膜貫通領域がそれぞれ関与して
いることが明らかとなった．この結果は，マウスのEP3ア
イソフォーム（EP3α）において，第6膜貫通領域のSer残
基が，五員環の15位の水酸基と水素結合しているという
報告とよく相関している 25）．しかし，このようなアプロー
チには限界があり，2000年以降，GPCRの結晶構造解析に
より原子分解能レベルで薬物と受容体の結合様式を明らか
にしたいと考え始めた．

5. PG受容体のX線結晶構造解析を目指して

我々はまず，GPCRの高発現株や安定化変異体をハイス
ループットにスクリーニングするシステムを構築した 26）．
相同組換え活性の高い出芽酵母では，PCRフラグメント
を複数準備するだけで，複数の変異を一度に導入するこ

とができる．また，GPCRのC末端にGFPを融合させ，蛍
光を指標として分子量測定を行うゲル濾過することによ
り，GPCRの安定性や単分散性を簡便に評価できる．本シ
ステムを用いることで，ヒスタミンH1受容体の発現量を
約650倍に向上させることができた．安定化したヒスタミ
ンH1受容体とムスカリンM2受容体は，人工的な脂質二
重層である脂質キュービック相に結晶化することで，高
分解能（3.1 Å, 3.0 Å）で結晶構造を解くことに成功した
（図3）27, 28）．ヒスタミンH1受容体は安価に大量発現するこ
とが可能なメタノール資化酵母を利用し，ムスカリンM2
受容体は昆虫細胞を利用して生産した．メタノール資化酵
母で生産したヒスタミンH1受容体は，立体構造を決定し
た世界で初めてのGPCRである．また，アデノシンA2a受
容体については，アロステリックなインバースアゴニスト
として作用する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解き，アデノシンA2a受容体の不活
性化の分子メカニズムを原子分解能レベルで解明した 29）．
現在では，抗体分子は，GPCRだけでなくトランスポー
ター（Band 3, GLUT5）にも応用できる技術となっている
（図4）30, 31）．

GPCRに対するモノクローナル抗体，特にGPCRの細胞
外領域を認識し結合する抗体を用いることで，GPCRの機
能解析から構造解析まで行うことが可能になる．GPCRを
結晶化するには，界面活性剤のミセル中にGPCRを取り込
んだ状態で結晶化する必要がある．この状態ではGPCRの
疎水的な表面は特定の構造を持たないミセルで覆われてい
るため，結晶格子の形成に寄与できない．そこで，我々
はGPCRの親水性表面の立体構造を特異的に認識して結合
し，親水性領域を拡張するとともに，GPCR分子に構造的
なゆらぎ（動的構造）が生じないようにある特定のコンホ
メーションを安定化することによって結晶中の分子パッキ

図3 筆者らが解いた三つのGPCRの立体構造
ヒスタミンH1受容体は，メタノール資化酵母で生産して結晶構造解析まで成功した，世界で初めてのGPCRとな
る．アデノシンA2a受容体は，同じくメタノール資化酵母で生産し，抗体との複合体として構造を決定した．ムス
カリンM2受容体は，昆虫細胞で生産して結晶構造解析に成功した．
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図4 抗体分子を用いて解いた二つのトランスポーターの立体構造
（左）赤血球から精製したアニオントランスポーター （Band3）, （右）フルクトーストランスポーター（GLUT5）の立
体構造．上段は抗体の結合したトランスポーターの結晶格子．下段は抗体の結合したトランスポーターの立体構
造．

図5 膜タンパク質に対する抗原調製法と抗体作製技術
発現・精製した膜タンパク質はリポソームに再構築し，抗原としてマウスに免疫する．再構築したプロテオリポ
ソームは抗体分子のスクリーニングにも利用する．これらの技術は機能性抗体のスクリーニングにも利用できる．
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ングを改善する技術開発に着手した．これまでに，精製標
品をプロテオリポソームとして再構築し抗原として利用す
ることで，立体構造を保持した膜タンパク質をマウスに免
疫する方法を編み出した．抗体の一次スクリーニングに
は，リポソームELISA法を利用する．従来のELISA法は，
抗原をプラスチックプレートに固相化し，これを認識する
抗体を検出する．精製したGPCRを抗原とする場合，界面
活性剤存在下での操作となるため，抗原がプラスチックプ
レートに固相化されないか，あるいは繰り返しの洗浄操作
によりGPCRが変性してしまい，立体構造を認識する抗体
を得ることができない．そこで，GPCRの安定化および固
相化を効率よく行うために，GPCRをビオチン化脂質含有
リポソーム中に再構成した上でストレプトアビジンプレー
トへ固相化し，ELISAを行う方法（リポソームELISA法）
を開発した（図5）．さらに，立体構造が壊れた変性タン
パク質を認識するドットブロット法を組み合わせることに
より，ペプチド鎖を認識する抗体とGPCRの立体構造を認
識する抗体を区別することが可能となった．GPCR発現細
胞とフローサイトメーターを用いることで，GPCRの細胞
外領域を認識する抗体が取得できる．EnSpireのラベルフ
リーセルベースアッセイ機能を組み合わせることで，機能
制御抗体のスクリーニングも可能となる．また，京都大学
の野村らは，ファージディスプレイ法により，膜タンパク
質に対する人工抗体（Fvフラグメント）の作製技術を立
ち上げ，親和性の高い抗体分子をスクリーニングするシス
テムも構築している．
先にも述べたとおり，同じPGE2をアゴニストとするEP
サブタイプは，進化の過程で三つのグループに派生し，異
なるシグナル伝達系を獲得した（図6）．そこで，EPサブ
タイプの立体構造をX線結晶構造解析により明らかにす
ることで，シグナル伝達の分子メカニズムを解明し，シグ
ナルを選択的に制御するGPCRの構造生命科学を目指して
いる．私は，抗EP4抗体を取得することに成功した熊本大
学の杉本らと共同研究を行ってきた．彼らは，EP4発現細
胞をEP4欠損マウスに免疫することにより，PGE2による

cAMP産生を抑えるEP4の細胞外領域を認識する機能性抗
体取得に成功している．はじめに，本抗体を熱安定化した
EP4に結合させた複合体として，脂質キュービック相での
結晶化を試みた．これまで熱安定化したEP4単独では結晶
化しなかったが，抗体を結合させることにより，分解能5
～6 Åの結晶が得られた．しかし，再現性が悪く，分解能
が思うように伸びなかったため，もう一度EP4のコンスト
ラクトから検討することにした．EP4は第3細胞内ループ
にT4リゾチームを挿入して熱安定化に利用しており，さ
らに細胞外領域に抗体が結合すると，複合体分子は全体的
にサイズが大きくなるため，モノオレインを主成分とした
脂質キュービック相での流動性が低下していることが考え
られた．そこで，T4リゾチームを第3細胞内ループから外
し，第3細胞内ループを短くしたコンストラクトを作製し
た．このコンストラクトに抗体を結合させた複合体は，単
一に精製することができ，単分散性もよかったので結晶化
を試みた．いくつかの条件から数日で結晶が現れ，結晶化
の再現性も非常によくなった．次に，共同研究者である
京都大学の木下と千葉大学の村田が開発した理論的耐熱化
予測法を利用して，さらにEP4の熱安定性を向上するアミ
ノ酸残基を探索した．その結果，結晶の分解能を向上させ
ることに成功し，EP4アンタゴニスト（ONO-AE3-208）が
結合したEP4と抗体の複合体の立体構造を解明することに
成功した 32）．さらに，ナチュラルアゴニスト（PGE2）が
結合したEP3のX線結晶構造解析にも成功することができ
た 33）．なお，EP3の立体構造解明には抗体を使用しなかっ
た．

EP3とEP4の全体構造は，これまでに報告されている

図6 プロスタノイド受容体の進化系統樹とPGE2をアゴニスト
とするEP受容体
EP受容体サブタイプは，PGE2を共通のアゴニストとして，異
なるシグナルを伝達経路を持つ．アミノ酸配列の相同性から三
つのグループに分類される．

図7 EP3とEP4の立体構造の比較
細胞外側についてはEP3, EP4ともに第2細胞外ループがβヘア
ピンを形成して，細胞外から直接リガンドがアクセスできな
い．EP4の場合は，側面に穴が空いていており，EP4アンタゴ
ニスト（ONO-AE3-208）はこの入り口に対して蓋をするように
結合している．一方，PGE2はEP4アンタゴニストよりもさら
に受容体の中心で結合している．EL1, EL2は細胞外第一ルー
プと細胞外第二ループ．赤い矢印は，EP4の構造と比較して，
EP3のV（第五ヘリックス）が3.0 Å内側に移動し，I（第一ヘ
リックス）が3.6 Å内側に移動していることを意味する．
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GPCRと同様に7本の膜を貫通したらせん構造を持ってい
た．第2細胞外ループがβヘアピン構造をとり，オルソス
テリック部位に蓋をするように覆っていた（図7）．その
ため，EP4アンタゴニストは細胞の外側からダイレクトに
受容体に結合するのではなく，いったん，細胞膜の中に入
り，脂質二重層との境界面に結合することが示唆された．
PGE2-EP4シグナルを阻害する抗体は，EP4の細胞外領域
（アロステリック部位）に結合し，PGE2の結合を阻害して
いることがわかった（図8）．脂質受容体をターゲットに
した抗体医薬の開発につながることを期待している．EP3
とEP4の構造を比較すると内因性アゴニストであるPGE2

は，EP4アンタゴニストよりもさらに受容体の奥に入り
込み，完全に閉じ込められていることがわかる（図7）．
PGE2のα鎖のカルボキシ基は，第7膜貫通領域のArg残基
（R333）と塩橋を形成し，疎水性を保持するω鎖は受容体
の奥まで伸び，活性化に重要な第6膜貫通領域のTrp残基
（W295）まで達していた（図9）．また，EP3の細胞内領域
では，第6膜貫通領域が大きく外側に開いており，Gタン
パク質が共役するスペースが空いていた．さらに，EP3は
ホモ二量体を形成しており，細胞膜の成分であるリン脂質
がホモ二量体の分子間で形成した二量体を安定化している
と思われた（図10）．今後，新しいタイプの薬剤設計につ
ながる重要な構造情報として注目している．
アスピリンはプロスタグランジン合成酵素のシクロオキ

図8 PGE2-EP4シグナル阻害抗体の結合したEP4の立体構造
PGE2-EP4シグナルを阻害する抗体は，EP4の細胞外領域に結合
することで，PGE2の結合を阻害するアロステリック抗体であ
ることがわかった．

図9 EP3におけるPGE2の結合様式
PGE2の親水性のカルボキシ基は，すべてのプロスタノイド受容体で保存されている第7膜貫通領域のArg残基と第
2膜貫通領域のTyr残基，第2細胞外ループのThr残基の3か所で認識されている．疎水性のω鎖は受容体の奥へと
伸びている．赤色は変異体実験で影響の大きかったアミノ酸残基，オレンジ色は中程度の影響があったアミノ酸残
基，黒色は影響のなかったアミノ酸残基を示す．
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シゲナーゼを阻害することで，すべてのPGの生合成を抑
えてしまう．しかし，前述したTXA2とPGI2のように，PG
の中には相反する作用を示すものが含まれており，すべて
のPGを抑えてしまうことは必ずしも得策ではない．PGは
受容体を介してさまざまな作用を呈する．たとえば，アゴ
ニストが結合しEP4の賦活作用が発揮されると骨形成，腸
管バリアーが亢進し，アンタゴニストが結合しEP4の機
能が阻害されるとがんによる免疫抑制を解除する（図8）．
近年，免疫チェックポイント阻害薬とEP4アンタゴニス
トの併用効果が注目されている．ナチュラルアゴニスト
（PGE2）とEP3，アンタゴニストとEP4の結合様式が明ら
かになったことで，活性型および不活性型EP受容体の立
体構造を基に，より有効性が高く副作用の少ない治療薬の
開発が期待される．

6. おわりに

すべてのプロスタノイド受容体の第7膜貫通領域で保存
されているArg残基が，選択的なGタンパク質の連関に関
与しているという報告がある 34）．PGE2アナログの中には，
Sulprostoneのようにα鎖のカルボキシ基が修飾され電荷を
失っていても活性を示す非荷電性アゴニストが存在する．
PGE2をはじめ負に荷電したカルボキシ基を持つ荷電性ア
ゴニストは，ウシEP3アイソフォーム（EP3D）を介して，
GiおよびGs活性を示す．一方，非荷電性アゴニストはGi
活性についてはPGE2と同等の活性を示すが，Gs活性をほ
とんど示さない．この結果から，Arg残基の正電荷とアゴ
ニストのカルボキシ基の負電荷との相互作用がGタンパ
ク質の種類によって異なるという仮説がたてられた．そ
こで，これらを裏づけるため，第7膜貫通領域のArg残基

をGlu残基に置換し，ここに電荷を持たない受容体を作っ
た．ここの変異受容体は，PGE2結合能を持ち，Gi活性を
示した．ところが，荷電性アゴニストでみられたGs活性
を示さなくなっていた．これらの実験からEP3において
は，Arg残基の正電荷とアゴニストのカルボキシ基の負電
荷との相互作用は，Giを活性化するためには必ずしも必
要ではなく，Gs活性を示すためには重要であることが示
唆された．EP3には選択的スプライシングにより，C末端
の配列だけが異なるアイソフォームが存在し，シグナル伝
達に違いが認められている 35）．今回，PGE2の結合する活
性型EP3がホモ二量体を形成していた（図10）．二量体の
界面に第1, 7膜貫通領域やカルボキシル末端が存在するこ
とから，EP3のオリゴマー化により共役するGタンパク質
の種類が変化する可能性もある．また，一般的にフレキシ
ブルな領域と考えられているアイソフォーム間で配列の異
なるC末端が，オリゴマー化やGタンパク質との共役によ
り，新たな立体構造を形成する可能性もある．これまでに
20種類以上のGPCRの構造が明らかになったが，すべて
が単量体をターゲットにしており，GPCRのオリゴマーを
ターゲットにした構造解析は皆無である．立体構造を基盤
としたオリゴマー GPCRのシグナル伝達機構を明らかにす
ることで，生理的・病態生理的条件下におけるGPCRの新
しい役割解明につながるかもしれない．

2017年のノーベル化学賞は，「クライオ電子顕微鏡法の
開発」に授与された．X線結晶構造解析，核磁気共鳴に加
え，第三の構造解析法として注目を集めている．生体高分
子をわざわざ結晶化する必要がないため，高純度で均一な
サンプルを調製する必要がない．必要なサンプル量が格段
と少なくなり，極低温・凍結状態で測定することで，生体
環境に近い状態の試料から3 Å程度の解像度の構造を得る
ことができる．アミノ酸や核酸の配列をもとにした原子モ
デルを組み立てることが可能になっている．また，電子
線で一つ一つの分子をみているので，結晶化を必要としな
い．さらに，大きな複合体の観察が可能となり，必ずしも
すべての分子の形が同じである必要がないため，今後，フ
レキシブルな領域を含み，結晶化がきわめて難しいGPCR
やオリゴマー化したGPCRの構造解析に応用されることを
期待している．
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