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A threedimensional view of ligandreceptor recognition at the atomic level is crucial to understand the molecular
mechanism of receptor activation. This review describes the structurefunction relationships of two receptors important
for pharmaceutical science. Granulocyte colonystimulating factor (GCSF) is the principal growth factor regulating
the maturation, proliferation, and diŠerentiation of the precursor cells of neutrophilic granulocytes. We have deter-
mined the crystal structure of GCSF complexed to the BNBC domains, the principal ligand binding region of the G
CSF receptor. In a novel oligomerization scheme, the two receptor domains complex in a 2：2 ratio to the ligand, with a
noncrystallographic pseudotwofold axis through primarily the interdomain region and secondarily the BC domain.
This ˆrst structural view of a gp130type receptorligand complex presents a new molecular basis for cytokinereceptor
recognition. The metabotropic glutamate receptors (mGluRs) are key receptors in the modulation of excitatory synaptic
transmission in the central nervous system. Three diŠerent crystal structures of the extracellular ligandbinding region
(LBR) of mGluR1 have been determined, in a complex with glutamate and in two unliganded forms. They all showed
disulˆdelinked homodimers, of which the ``active'' and ``resting'' conformations are modulated through the novel di-
meric interface by a packed ahelical structure. The bilobed protomer architectures ‰exibly change their domain arran-
gements between an ``open'' or ``closed'' conformation. Glutamate binding stabilizes both the ``active'' dimer and
``closed'' protomer in dynamic equilibrium. Four domain movements within the dimer aŠect the separation of the trans-
membrane and intracellular regions and thereby activate the receptor.

Key words―X-ray crystal structure; GCSFreceptor recognition; metabotropic glutamate receptorsligand recogni-
tion; receptor activation

はじめに

分子生物学的観点からは，どのような複雑で精緻

な生命現象も DNAや蛋白質などの分子が主役とな

る厖大な化学反応の集積に他ならない．したがっ

て，これらの分子の特異的認識機構を原子レベルで

視覚化し，その構造的基礎を理解する研究は，薬学

において重要な位置を占める．我々は，X 線結晶

構造解析を主な手段として，これらの問題に取り組

み，それらの分子機構について種々の重要な知見を

得た．ここでは，特に薬学に関係が深い，細胞表面

における 2種類の受容体分子とリガンド分子の認識

機構の問題に焦点をあてる．具体的には，膜蛋白質

である受容体分子がリガンド分子をどのように特異

的に認識し，活性化され，シグナルが細胞外から細

胞内に伝達されるか，立体構造の観点から，推論も

交えて述べることにする．

1. GCSF受容体認識機構

我々の体の血液は，赤血球，白血球，結小板とい

った様々の血液細胞から構成されている．これらの

細胞はすべて造血幹細胞と呼ばれる一種の細胞から

異なる分化経路を経て作られたものである．生体内

では，これらの様々な血液細胞が恒常性を維持でき

るように，細胞同志が互いに影響を及ぼし合うネッ

トワークシステムが存在する．このネットワークに

おけるシグナルの役割を果たす分泌蛋白質がサイト
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カインと総称される．GCSF (Granulocyte Colony

Stimulating Factor：顆粒球コロニー刺激因子）は

好中球への分化を促進するサイトカインである．好

中球は全白血球の 50―70％を占め，細菌感染の防

御などの重要な役割を担っている．それゆえ，この

サイトカインは，白血球の減少を防止する治療薬と

して注目されている．また，リガンド（GCSF）

と受容体の認識機構の解明は合理的医薬品設計の分

子的基礎を確立する上で極めて重要である．この問

題に対する直接的解答を得るため，我々は GCSF

と受容体の細胞外領域との複合体を結晶化し，X

線結晶解析によってそれらの認識機構を直接原子レ

ベルで視覚化する研究に取り組んだ．

1-1. クラスサイトカイン受容体ファミリー

サイトカイン及びその受容体は，特に受容体側のア

ミノ酸配列の相同性や機能ドメインの配置の類似性

から，いくつかのクラスに分類される．クラスⅠの

サイトカイン受容体ファミリーは，細胞外領域に

WSXWS モチーフと，ジスルフィド結合を形成す

る保存された４つのシステイン残基を含む領域を共

通にもっており，この領域はサイトカイン受容体相

同領域（Cytokine Receptor Homologous Region）

と呼ばれる．主に造血系や免疫系の細胞に作用する

サイトカインはこのクラスに所属するが，サイトカ

イン分子間にアミノ酸配列の相同性はほとんど認め

られない．しかし，それらの立体構造は，共通して

4本の aヘリックスバンドル構造をもつことが知ら

れており，進化論的には類縁の蛋白質と考えられる．

GCSFもこのクラスに所属しており，同じクラス

の他のサイトカインと比較して，リガンドと受容体

との分子認識機構にどのような共通性と違いがある

のか大きな興味がもたれていた．

我々が研究を始める前に，X 線結晶構造解析に

よって，約 180アミノ酸からなる GCSFは，他の

サイトカイン分子と同様に 4 本 a ヘリックスバン

ドル構造をもつことが明らかとなっていた．1)一方，

GCSF受容体は，分子量約 90 Kの同一の膜蛋白質

サブユニットが会合したホモ二量体構造を形成す

る．サブユニットの細胞外領域は，N 末端から免

疫グロブリン様（Ig 様）ドメイン，CRH 領域，3

つのフィブロネクチンタイプⅢ様（FNⅢ様）ドメ

インから構成される．CRH 領域はさらに BN と

BCの 2つのドメインに分けられ，それぞれのドメ

インは単独でGCSFを結合する能力をもっている．

BNドメインはクラスⅠサイトカイン受容体ファミ

リーに保存されている 4つのシステイン（2つのジ

スルフィド結合）を含み，BCドメインはWSXWS

モチーフをもっている．このように一次構造の観点

から，CRH領域はクラスⅠサイトカイン受容体フ

ァミリーを特徴づける領域といえる．GCSF の

CRH 領域（gsCRH）は，受容体分子の活性化に

必要な最小の単位であることが，種々のドメインを

欠損させた変異体の活性測定から示されている．さ

らに注目されることには，IL6の受容体分子は 2つ

の異なるポリペプチド鎖から構成されるヘテロの二

量体構造をもつが，そのうちの 1 つの gp130 は一

次構造上 GCSF受容体に顕著な相同性を示す．し

たがって，GCSFと受容体の特異的相互作用は，

少なくとも部分的に IL6 とその受容体の分子認識

機構を反映しているものと推測される．このように，

GCSFと受容体の相互作用を原子レベルで解明す

ることは薬学，医学また細胞生物学の観点から重要

な研究課題となっている．

1-2. GCSF とその受容体の複合体の結晶構造

GCSFとその受容体の特異的認識機構を原子レベ

ルで明らかにするため，我々は GCSFと受容体の

細胞外領域との複合体を結晶化し，X 線結晶解析

によって原子レベルの分解能で立体構造決定するプ

ロジェクトを開始した．まず，十分な GCSFに対

する結合活性を保持する gsCRH について昆虫細

胞の発現系を構築し，結晶化用組換え体標品を精製

した．これを大腸菌発現系から調製されたヒト G

CSF試料（キリンビール株からの供与）と混合し，

複合体を調製した．ついで，種々の結晶化条件を検

索し，X 線結晶構造解析可能な単結晶を得ること

に成功した．2)こうして，GCSFと gsCRHの複合

体の立体構造が 2.8 Å分解能で決定された．3)

構造解析の結果は，生化学的解析から示唆されて

いた 2：2の複合体形成を確認するものであった．

GCSF と gsCRH の複合体の立体構造の全容を

Fig. 1に示す．gsCRHを構成する BNと BCの各

ドメインは，7本の bストランドからなる bサンド

イッチ構造をとっている．これらのドメインは一本

の主鎖からなる柔軟なヒンジで連結されており，全

体的に L字型構造を形成している．これとは対照

的に，GCSFは 4本の aヘリックスバンドル構造
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Fig. 1. The GCSF:gsCRH Complex
MOL1 and MOL2 are distinguished by dark and light ribbons, respectively. (a) and (b)：Orthogonal views of the 2：2 complex. (c)：Schematic drawing of

the GCSF:gsCRH complex with the (a) and (b) perspectives denoted.
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をとっており，この構造は受容体との結合の前後で

大きくは違わない．GCSFはヒンジ領域とその付

近の BNと BCドメインのループと広汎な接触をも

っており，2つのドメインに挟まれるような位置を

占めている．この 1：1複合体の主役となる接触領

域は主結合領域（メジャーインターフェース）と命

名された．GCSFと受容体の相互作用はこの領域

にだけ限定されている訳ではなく，この 1：1複合

体同志が偽 2回軸で関係づけられるように会合し，

2：2の複合体を形成している．すなわち，GCSF

の N末端領域と，別の 1：1複合体に所属している

BC ドメインの b ストランドの 1 つが分子間の b

シート様構造を形成し，この相対的に小さな接触を

通じて 2つの 1：1複合体が会合する．以下，この

接触面は副結合領域（マイナーインターフェース）

と命名し，2 つの 1： 1 複合体分子をそれぞれ

MOL1, MOL2と呼ぶことにする．

マイナーインターフェースは他のサイトカインと

受容体の複合体の結晶構造には見いだされてはおら

ず，GCSFと受容体の複合体に特徴的である．ま

た，2：2複合体の形成に伴って，中心の偽 2回軸

に沿って直径約 10 Åのチャネルができる．このチ

ャネル内部では，多数の水分子が水素結合のネット

ワークを形成しており，これらの水分子が 2：2の

複合体の安定化に一役買っていることは確からし

い．これまでに述べてきた 2つのインターフェース

は結晶内の他の接触と比較して大きさにおいて際だ

っており，また，後述するように，相互作用の構造

的様相が MOL1 と MOL2 の間で共通しているの

で，機能的にも重要なインターフェースであること

は間違いない．

1-3. メジャーインターフェース gsCRH

分子のＬ字構造の角には BNと BCドメインのルー

プが集中する．この領域と GCSF分子の 2つの a
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ヘリックスとの間に広汎な分子間相互作用が観察さ

れる（Fig. 1）．このメジャーインターフェースの

中心付近では水素結合ネットワークが形成されてい

る．例えば，GCSFのグルタミン 19が BNドメイ

ンのチロシン 172 及び BC ドメインのアルギニン

287の両方と水素結合をしており，その他，水分子

を介した水素結合も含めてリガンドと受容体分子の

会合に重要な役割を果たしている．さらに，チロシ

ン，アルギニン，リシン，グルタミン，グルタミン

酸等の大きな側鎖が重なるようにファンデルワール

ス相互作用している部分が頻繁にみられる．これに

類似した相互作用は成長ホルモン（GH）や赤血球

の分化に関与するサイトカインのエリスロポイエチ

ン（EPO）とそれらの各受容体との複合体におい

ても観察され，4,5)サイトカインと受容体間の認識に

普遍的な結合様式なのかもしれない．

2つの 1：1複合体，MOL1とMOL2の立体構造

は全体としてはほぼ同じであるが，厳密に検証する

ために 2つの構造を重ね合わせてみると，分子の配

向が若干異なることが解った．すなわち，GCSF

分子が一致するように重ねると，BNドメインはチ

ロシン 172 を中心にして約 10 度，BC ドメインで

はロイシン 290を中心にして約 8度回転している．

この回転に伴って，特に BNドメインと GCSF分

子との相互作用が MOL1 と MOL2 の間で変化す

る．また，BNと BC ドメインの相対的配向も約 3

度異なる．メジャーインターフェースでは，10個

の極性的相互作用が GCSFの 6残基と受容体の 7

残基の間に形成され，リガンドと受容体の各々 15

残基がファンデルワールス相互作用に関与する．

MOL1 と MOL2 の接触面積はそれぞれ 840 Åと

800 Åでほぼ同じである．

1-4. マイナーインターフェース メジャーイ

ンターフェースを通じて形成された 2つの 1：1複

合体は，マイナーインターフェースによって高次の

2：2複合体に束ねられる．このインターフェース

の面積は 350 Åで，GCSFの N末端領域と BCド

メインの 1 つの b ストランドとの間の擬似的な逆

平行 b シートの形成がこの接触面の主要な相互作

用である．遊離型の GCSFの結晶構造では，N末

端からセリン 8までの領域が一定の構造をとってい

ないが，我々の複合体の結晶構造中ではグリシン 4

以降の構造が明確に観察される．したがって，グリ

シン 4からセリン 8までの領域は GCSFとの結合

を通じて明確な構造をもつようになると結論され

る．これらの主鎖間の結合に加えて，側鎖が関与す

る水素結合，約 10個のファンデルワールス相互作

用，中央のチャネル中に形成される，水分子の水素

結合ネットワークも，この 2：2複合体の安定化に

寄与するものと考えている．

マイナーインターフェースの面積は，結晶内のそ

の他の接触に比べれば際だっているが，それ程大き

いものではない〔Fig. 1(a)〕．この接触が生理学的

に意味のあるものか否かの検証が必要である．ま

ず，単離された BCドメインと GCSFの溶液中の

相互作用が NMRで既に解析されている．この解析

ではロイシン 261の NMRシグナルが GCSFの添

加に伴って大きく変化することが報告されてい

る．6)この残基はマイナーインターフェース中に位

置しており，溶液中でマイナーインターフェースが

結合に関与することは明らかである．また，G

CSF のアラニンスキャンニング変異体解析の結

果，ロイシン 124が生理活性に影響を及ぼすことが

報告されているが，7)実際，このアミノ酸残基はマ

イナーインターフェース中で結合に寄与する．さら

に，我々は別の結晶型の複合体構造も決定したが，

マイナーインターフェースの構造的様相は保存され

ている．したがって，マイナーインターフェースは

結晶学的な接触とは考え難く，シグナル伝達におい

て意味のある相互作用であることが結論される．

1-5. 他の受容体構造との差異と類似性 メジ

ャーインターフェースは，IL4 とその受容体の

1：1複合体のインターフェースと一致する．8) GH

とその受容体は有名な 1：2複合体を形成し，2つ

のインターフェースを通じて会合するが，相互作用

が弱い方が我々のメジャーインターフェースと一致

する．9)また，メジャーインターフェースは，疎水

性相互作用と水素結合がほぼ均等に存在し，IL4

複合体の場合と類似している．対照的に，GH複合

体のインターフェースは中心に疎水性相互作用が存

在し，周辺に極性的相互作用が分布している．この

差異がどのような機能上の意味をもつかは不明であ

る．

GCSF受容体は，一次構造上，IL6受容体の 1

つのサブユニットである gp130に最も顕著な類似

性を示す．gp130の BNと BCを含む CRH領域の
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Fig. 2. Structural Comparison of the GCSF:gsCRH Com-
plex and LigandFree gp130

Superposition of the MOL2 GCSF:gsCRH complex (thick solid line:
broken line) and gp130 (thin line) after an alignment of the corresponding
Ca atoms in the Cterminal domains of the receptors.
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結晶構造に関しては，リガンドが結合していない遊

離型についてのみ報告されている．11) BN と BC ド

メインの結晶構造を 2 つの受容体の間で比較する

と，各ドメイン内部の主鎖構造は互いに類似してい

るが，2つのドメイン間の相対的配向が 25度程度

異なっている（Fig. 2）．2つの受容体の間で BCド

メインを重ね合わせてみると，クラスⅠのサイトカ

イン受容体ファミリーの指標となる WSXWS モ

チーフ付近の構造の差異が，ドメインの配向の違い

を決定していることが解る．すなわち，gp130の

場合は，WSXWSモチーフ部分とヒンジ領域にあ

る Lストランドの主鎖同志が水素結合を形成して

おり，BNと BCドメイン間の配向の自由度が制限

されている．一方，gsCRHでは対応する相互作用

は存在しない．さらに，ドメイン間の配向の決定に

重要なグリシン 284とリシン 285に対応するものが，

gsCRHの場合，それぞれロイシン 290とプロリン

291 であり，gsCRH が gp130と同じ構造をとる

とするならば，この領域に明白な立体障害が生じ

る．興味深いことには，これら 2つのアミノ酸は，

それぞれの分子種に完全に保存されている．以上の

事実から，WSXWS モチーフとその N 末端側の

ループは CRH領域のドメイン配向を決定する上で

普遍的役割を果たしているように思われる．

1-6. GCSF 受容体の活性化機構 サイトカ

インと受容体の分子認識機構については，我々の構

造解析の前にもいくつかの重要な論文がある．最初

の報告は，GHと受容体の細胞外領域との複合体の

X線結晶構造解析である．4)この研究結果は非対称

な GH 分子が細胞表面上で，同一の受容体サブユ

ニット 2分子を会合させることを示唆する画期的な

ものであった．この 1：2の複合体構造は活性化機

構を説明する上で極めて魅力的であり，その後，

EPOとその受容体の結晶構造解析の結果も，類似

の 1：2の複合体形成を示したことから，5)「サイト

カイン 1分子が受容体 2分子を会合させることが，

細胞外から細胞内へのシグナル伝達の本質である」

という概念が一人歩きしたきらいがある．しかし，

この活性化様式の普遍化が容易でないことは，2種

類以上の異なる蛋白質分子から構成される受容体が

存在する事実からも明らかである．実際，GCSF

の受容体分子は，リガンドが存在しない時，ホモ 2

量体を形成し，GCSFを加えていくと，2：2ある

いは 4：4の化学量論比の複合体が形成されること

が，生化学実験から示されている．

GCSFやその受容体について，アラニンスキャ

ンニング変異体解析が行われている．すなわち，様

々なアミノ酸をアラニンに置換した変異体を作成

し，その活性を調べた研究結果が報告されてい

る．7,10)これらの結果から示唆された活性に重要な

アミノ酸を，我々の GCSFと gsCRHの複合体の

立体構造の上にマップすると極めて興味ある知見が

得られる（Fig. 3）．受容体側では，置換によって

活性に大きな影響を与えるアミノ酸部位は，予想通

りメジャーインターフェース中にマップされる．G

CSF側では，活性に重要な残基はサイト 1とサイ

ト 2 と命名された全く別の領域にマップされる

（Fig. 3）．サイト 2はメジャーインターフェースと

マイナーインターフェースの両方を含んでおり，結

晶構造から得られた分子間相互作用の知見と一致す

る．驚いたことに，サイト 1に分類されたアミノ酸

残基は，我々の結晶構造の上では全く分子間相互作

用に関与していない．サイト 1に分類された 4つの
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Fig. 3. Mapping of Active Residues on the Three Dimensional Structure of the GCSF:gsCRH Complex
The GCSF and gsCRH molecules are represented by light and dark ribbons, respectively. The residues, whose replacements by Ala in‰uence activity, are indi-

cated by their side chains. Note that Lys 40, Val 48, Leu 49, and Phe 114 are located in a region far from both of the major and minor interfaces, pointing their side
chains to the solvent.
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アミノ酸はすべて GCSF分子の溶媒側に面してお

り，アラニンに置換することによって，GCSF分

子の立体構造が変形するとは考え難い．特に，その

中 3つは疎水性のアミノ酸であり，実際，機能的な

接触面を構成している可能性は高い．それではこの

矛盾はいかに説明されるのであろうか．これまでに

報告されている生化学的な機能解析の結果を見直し

てみると，重要な事実に気がつく．すなわち，G

CSF受容体では，Ig様ドメインや FNⅢ様ドメイン

もある程度活性に関与しており，特に Ig様ドメイ

ンの欠損は顕著な活性低下を引き起こすことが知ら

れている．11)さらに，IgBCBNの 3つのドメイン

からなるフラグメントは GCSF 分子と 4：4 の複

合体を形成するという報告もある．12)以上の結果を

総合的に考慮すると，以下のような分子認識機構が

推測される．すなわち，GCSF分子が存在しない

時，未知のホモ 2量体構造をとるであろう．ある濃

度比において，GCSFは我々の結晶構造にみられ

るような相互作用様式で受容体分子と結合し，受容

体分子をかなりの程度活性化するであろう．しか

し，実際の活性にはまだ達していない．ところが，

Ig様ドメインと FNⅢ様ドメインが加わることによ

って，構造未知の GCSFと受容体分子間に本来の

十分なシグナル伝達機能をもつ 4：4の複合体が形

成される．この仮説を実証するためには，GCSF

と IgBCBNの 3つのドメインを含むフラグメン

トとの複合体の結晶構造を決定することが必須であ

るが，これは今後の課題である．いずれにしても，

クラスⅠサイトカイン受容体ファミリーに限って

も，リガンドの認識様式はこれまで考えられてきた

以上に多様であることは間違いないと思われる．

2. 代謝型グルタミン酸受容体・リガンド認識機

構

グルタミン酸は高等動物の中枢神経系に作用する

最も主要な神経伝達物質である．グルタミン酸受容

体は神経細胞の細胞膜に局在する膜蛋白質であり，

グルタミン酸の結合によって活性化され，シグナル

伝達としての機能を発揮する．グルタミン酸受容体

はイオンチャネル型（ iGluR）と代謝型受容体

（mGluR）に大別される．GluR はリガンド依存性

のイオンチャネルであり，興奮性シナプスの伝達に

おいて神経細胞の脱分極に直接関与する．一方，

mGluRは蛋白質の分類学上，7回膜貫通型 G蛋白

質共役受容体（GPCR）に所属し，iGluRとは本質

的に異なる分子である．mGluRはリガンドに依存

して，神経細胞におけるセカンドメッセンジャーで

あるホスホイノシチドや cAMP の代謝を変化さ

せ，それを通じて興奮性シナプス伝達を調節する．

mGluRは，記憶や学習の基礎的機構，脳虚血時の

神経細胞死，精神分裂病やてんかん等の病態に深く

関係しており，薬学，医学，細胞生物学の観点から

最も注目されている膜蛋白質分子である．特に，医

薬品設計の重要なターゲットであり，リガンドと

mGluRの認識機構の原子レベルでの解明は長い間
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待たれていた課題であった．

アミノ酸配列上異なる 8つの mGluRサブタイプ

が報告されているが，これらは配列の相同性，アゴ

ニストの選択性，結合するエフェクターの違いに基

づいて 3 つのサブグループに分類される．また，

mGluRはカルシウム受容体やフェロモン受容体な

どとアミノ酸配列が類似しており，mGluRファミ

リーを形成している．

mGluR分子はＮ末端からグルタミン酸を結合す

る細胞外領域（約 560 残基），7回膜貫通領域（約

250残基），及び細胞内領域（約 360残基）に分け

られる．細胞外領域はリガンド結合領域（LBR）

と多数のシステインを含んだ約 70残基の領域に分

けられる．我々が結晶構造解析に着手する前に，

LBRが大腸菌等原核生物のペリプラズム結合蛋白

質（PBP）の 1 種であるロイシンイソロイシン

バリン結合蛋白質，iGluRの細胞外領域，あるいは

GABA 受容体と弱いながらも配列の類似性が認め

られていた．この一次構造の類似性に基づいて，細

胞外ドメインの立体構造も既に多くの解析例がある

ペリプラズム結合蛋白質に類似していると推測する

研究者もいたが，信頼を得るには至っていなかっ

た．13,14)

我々はサブタイプⅠ(mGluR1）の細胞外領域を

可溶性蛋白質として発現，精製し，グルタミン酸等

のリガンド分子が全長の mGluR1 蛋白質分子と同

程度に結合することを確認した．15)さらに，システ

インに富むドメインを欠失させてもこのリガンド結

合には影響ないことも確認した．この生化学的研究

から，mGluR1分子は 2量体を形成している事実も

判明した．16)

mGluRファミリーは，非常に大きな細胞外領域

（LBR）をもっており，膜貫通領域からは遠いこの

領域に結合することによって，受容体分子を活性化

する．この観点からは，膜貫通領域そのものにリガ

ンド結合部位をもつ従来のロドプシン型 GPCRと

は本質的に異なる．グルタミン酸のような低分子の

結合が，mGluR分子に対しどのような立体構造の

変化を引き起こすのか大変興味ある問題である．我

々はラットの mGluR1 の LBR (m1LBR）分子を

結晶化し，その結晶構造を 3種の異なる状態で決定

した．17)以下に，これらの構造をもとに，mGluR

分子の活性化機構について議論する．

2-1. X線結晶構造解析と分子形状 m1LBR

の 3種の結晶型の中，2つはグルタミン酸が結合し

ていない状態で，1つはグルタミン酸が結合した状

態で得られた．まず，2.2 Å分解能の回折強度デー

タを与えた結合型の構造解析に取り組み，多波長異

常分散法を用いて位相を決定した．電子密度にあて

はめられたモデルを精密化し，最終的に R値 19.6

％及び freeR値 22.7％を得た．引き続いて，非結合

型の 2種類の結晶型の構造を，結合型分子の座標を

用いる分子置換法によって決定した．精密化した結

果，非結合型Ⅰは 3.7 Å分解能で R 値 24.4％及び

freeR値 28.7％，非結合型Ⅱは 4.0 Å分解能で R値

25.4％及び freeR値 32.8％を得た．このように，非

結合型の解析はデータの分解能がやや低いが，ドメ

インの配置や，a-ヘリックスや b-シートの位置に

関しては十分な精度をもっている．

m1LBR の立体構造は生化学的解析の結果と一

致して，二量体構造をとっている．すなわち，3つ

の結晶型はどれも非対称単位中に二量体構造を 1組

含んでいる．1つのプロトマーは多くの PBP構造

にみられるように，2つのドメインからなる二枚貝

状の外形を呈し，2つのドメインの間の大きなクレ

フト中にグルタミン酸分子が結合している（Fig.

4）．リガンドの結合に関しては，m1LBR は PBP

と大局的に似ているが，大きな違いは，PBPは単

一のプロトマーから構成されているのに対し，m1

LBRは 2量体構造をとることである．事実，後述

するように，この 2量体構造が機能にとって重要な

意味をもつ．興味深いことには，m1LBR の形状

は，プロトマーの内部構造とプロトマー間の構造の

組み合わせで表現される（Fig. 4）．すなわち，プ

ロトマー内構造は 2つのドメイン LB1と LB2の相

対配置で決定され，open構造と closed構造が存在

する．一方，プロトマー間の構造は 2 つのプロト

マー間の接触面の構造の違いによって決定され，R

構造と A 構造の 2つの状態が存在する．これらの

構造の組み合わせによって，m1LBR の全体の形

状は定まり，結合型は closedopen/A，非結合型Ⅰ

は openopen/Rと表現される．非結合型Ⅱは微細

な違いを別にして，結合型と同じ closedopen/A

であるが，両方のプロトマー共グルタミン酸分子を

全く結合していない．

2-2. 分子構造の概要 結合型及び非結合型の
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Fig. 4. The Crystal Structures of mGluR1 in the Liganded and Unliganded States
(a)Schematic diagram of fulllength mGluR1. Functional regions are boxed. The LB1 and LB2 domains, which constitute a ligand binding region, are colored

green and orange. Numerical positions of aminoacid residues are indicated according to the primary aminoacid sequence. Protein regions not determined in this
study are indicated by open boxes. (b)Schematic drawing of the spatial arrangements of mGluR1 domains. The MOL1 and MOL2 molecules of the m1LBR dimer
are distinguished by dark and light coloring, respectively. The ligand, glutamate, is shown as yellow spheres. The cysteinerich, transmembrane and intracellular
regions are abbreviated as CR, TM and IC, respectively. (c)Schematic views of the m1LBR dimer. Note that the molecular shape is determined by the two
parameters of the intraprotomer and interprotomer conformations. (d)Three orthogonal views of the dimer structures of the complex form and the free form I.
Perspectives are denoted in (b) as arrows. Bound glutamate molecules are shown as yellow space̂lling models. Disordered regions with a potential intersubunit
disulˆde bridge are indicated by dotted lines. The B helix, constituting the dimer interface between subunits, is colored blue. Note that the spacing between two LB2
domains is much smaller in the complex form than in the free form.
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どちらの結晶型においても，2 量体の接触面は N

末端側の LB1ドメイン中に存在する．すなわち，

LB1LB1ドメイン間の 2量体相互作用のみで R構

造と A 構造の差異が決定される（Fig. 4）．LB2

LB2 ドメイン間に 2 量体相互作用が存在しない事

実は，結合型の非対称な立体構造はプロトマー内構
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Fig. 5. Schematic Diagrams of the Recognition of SMCPG (a) and Glutamate, Observed in both the Closed (b) and Open (c)
Protomers of the ClosedOpen/A Dimer

Yellow and blue boxes represent residues forming direct and watermediated interactions, respectively, with the corresponding ligand. The bound water mole-
cule is depicted by the circled ``W''. The recognition of each ligand is established by polar interactions (broken lines), and van der Waals interactions (with W110).

863No. 11

造（openclosed）とプロトマー間構造（RA）が

互いに無関係であることを示唆する．すなわち，結

晶化の際，水溶液中には前述の 2つのパラメータで

規定される様々な立体構造が存在するが，たまたま

各結晶型のパッキングに好都合な openopen/Rや

closedopen/Aが結晶内の分子間相互作用を通じて

固定されたと考えられる．

生化学的解析によって，mGluR1, mGluR5，カ

ルシウム受容体のホモ 2量体はジスルフィド結合に

よって架橋されていることが判っている．mGluR1

では Cys140 が分子間ジスルフィド結合をつくる

が，この残基は Bヘリックスの C末端側に存在す

る 20残基以上の長い柔軟なループ（結晶中で構造

が乱れている）中に位置している．したがって，こ

のジスルフィド結合が構造の安定維持のための役割

をもたないことは明らかである．我々は，細胞表面

上で 2量体の形成は機能に必須であり，そのために

適切な実効濃度を維持する戦略ではないかと推測し

ている．また，mGluRの異なるサブタイプ間での

2量体形成は機能上不適切であるので，それを防ぐ

ための戦略とも考えられる．

m1LBRのプロトマー中の LB1と LB2ドメイン

は共に a/bトポロジーをもち，2つのドメインは 3

本のループからなるヒンジを通じてつながってい

る．解析前から予想されたとおり，この立体構造の

特徴は，2 量体と単量体の違いは別にして，PBP

のそれとよく似ている．予期されなかったことは，

LB1 ドメインには結合した Mg2＋ が見いだされた

ことである．金属原子がMg2＋であることは，Aヘ

リックスと C ストランドの間のループに 6配位で

結合すること，電子密度の高さ，温度因子からまず

間違いない．この金属の役割は不明であるが，2量

体の接触面にも比較的近いので，その付近の立体構

造を安定化する役割をもっているのかもしれない．

2-3. グルタミン酸結合部位 結合型の結晶構

造では，グルタミン酸は両方のプロトマーに結合し

ている．しかし，結合状態に著しい違いがある．

Closedプロトマーは LB1と LB2の両ドメインがグ

ルタミン酸と結合しているが，openプロトマーは

LB1 ドメインだけが結合に関与し，LB2 ドメイン

とグルタミン酸との相互作用は全く存在しない

〔Figs. 5(b) and 5(c)〕．結合したグルタミン酸の各

原子の温度因子は 2つのプロトマー間で違わないこ

とから，LB1 ドメインとの相互作用が主要な役割

を果たしていると推測される．しかし，LB2 ドメ

インにおいて結合に関与するアミノ酸残基は

mGluR ファミリーの中でよく保存されているの

で，機能の側面からは何らかの役割を果たしている

に違いない．我々の解析前に，リガンドと相互作用

するアミノ酸残基を同定するための変異体解析の結

果が報告されているが，それらはすべてグルタミン

酸と結合しており，矛盾は全くない．リガンドと相

互作用する 12 の極性残基の中 7 つは mGluR ファ

ミリー内で保存されているが，残りの 5つはサブグ

ループⅠ内でのみ保存されている．

2-4. プロトマーの構造変換 LB1 と LB2 間

の配向は 2つのドメインをつなぐヒンジ領域の主鎖

の構造変化と連動して大きく変化する．すなわち，

LB1LB2ドメイン間配置の変化はヒンジを横切る

軸の回りの回転とみなすことができる．ここで，2
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量体の各プロトマーを命名するため，より closed

な構造をもつ方を MOL1，他方を MOL2と呼ぶこ

とにした．結合型のMOL1とMOL2を比較すると，

LB1LB2 ドメイン間の回転角の差異は 31 度であ

る．18)これは PBP のリガンド結合に伴う回転角よ

りも少し小さい値である．つぎに，3つの結晶型中

に存在する 2つの closedプロトマーと 4つの open

プロトマーの構造を比較した．おもしろいことには，

open構造ではドメイン間の方位は 10度程度まで大

きくばらつきを示すが，closed構造では 1度以内で

構造の差異が非常に小さいことが判った．この事実

は，closed構造はリガンドの結合によらず一定の立

体構造を保持することを示している．この closed

構造の恒常性は，リガンド分子との相互作用を介さ

ない LB1と LB2ドメイン間の直接的相互作用に依

存している．この直接的接触面は，結合型と非結合

型Ⅱに共通して MOL1のリガンド結合部を取り囲

むように存在しており，リガンド結合による露出表

面積の減少分より大きい接触面積をもつ．我々は，

この直接的接触面がリガンドの結合とは無関係に

closed構造のドメイン配置を決定する，と考えてい

るが，その生理学的意義に関しては不明である．

2-5. 2 量体接触面の構造変換 LB1ドメイン

中の 2量体接触面では，主にヘリックス B 及び C

が各プロトマーにおいて層状構造を形成し，それら

の面が細密充填するように相互作用している．RA

構造変換は，この接触面内の 1点を面に垂直に通る

軸の回りの約 70 度の回転とみなすことができる

（Fig. 4）．この角度は各面で 2つのヘリックスがつ

くるパッキングの角度に対応しており，RA構造

変換は接触面状での滑り回転だけで説明される．4

本の a ヘリックスが細密充填することによって 1

つの機能ドメインを構成することは蛋白質の世界で

は頻繁にみられるが，mGluR の場合は，通常のグ

ロビンフォールドや 4本ヘリックスバンドル等の例

とは異なり，パッキングがずっと緩いように思われ

る．この緩いパッキングは，RA構造変換には適

切なのかもしれない．また，B ヘリックスの C 末

端側は定まった構造ももたない長い領域が隣接して

いるが，R構造では Bヘリックスが 2巻ほど C末

端側に伸びている．この部分は相手のプロトマーの

Bヘリックスと相互作用し，R構造に特有の 2量体

接触面を形成する．グルタミン酸が結合すると，接

触面のこの部分は崩壊して乱れた構造に変化する．

それと同時に，接触面上での滑り回転が起こって

A構造を形成する．

R 及び A 構造の接触面の面積は，それぞれ 906

Åと 793 Åであり，大差ない．また，ともに A構

造をもつ結合型と非結合型Ⅱにおける LB1ドメイ

ン間配置を比べると，差異は 3度以下であり，2量

体接触面はある程度の堅さをもつことが解る．また，

2つの接触面は両方とも，回転の中心付近は疎水性

相互作用のコアをもち，それを取り囲むように極性

的相互作用が位置している．この疎水性コアを構成

する残基は mGluRファミリー内でよく保存されて

おり，この接触面の普遍性を強く示唆する．

2-6. 2 量体構造の動的平衡 グルタミン酸が

結合しているかいないかにかかわらず，mlLBRが

本質的に同じ closedopen/A の立体構造をとるこ

とが可能で，また，グルタミン酸が結合していない

ときには 2種類の異なる立体構造，closedopen/A

と openopen/Aの両方を取り得るという事実は，

水溶液中においてこれらの構造が動的平衡状態にあ

ることを示唆する．しかも，種々の結晶化条件の検

索結果，グルタミン酸存在下では closedopen/A

の構造しか得られなかったという事実は，グルタミ

ン酸の結合を通じて，動的平衡が closedopen/A

側に移行することを暗示している．

Open構造と closed構造の決定要因となるヒンジ

領域とグルタミン酸結合部位は遠い距離にあるの

で，この構造変換はプロトマー間の R・A構造変換

と直接関係していないように見える．この仮定にた

てば，理論上，openopen/R, closedopen/R,

closedclosed/R, openopen/A, closedopen/A,

closedclosed/Aの 6つの状態を取り得るはずであ

る．実際，これらの構造が可能か否かを調べるた

め，今回観察された 2つの構造以外の 4つの構造に

ついてコンピュータ・グラフィクス上でモデリング

を行ったところ，予想通り立体障害なく 2量体構造

のモデルを組み立てることができた（Fig. 6）．こ

の結果は前述の動的平衡仮説を強く支持するもので

ある．

2-7. アンタゴニスト及び Gd・グルタミン酸の

結合 我々の動的平衡仮説について更なる実験的

根拠を得るため，最近，新たに 2種の結晶構造を決

定した．19)一方は，m1LBRとアンタゴニスト，（S)
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Fig. 6. Dynamic Eequilibrium of Various Conformers
The binding of glutamate increases the population of active states with the reduced LB2LB2 spacing.
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-(a)-methyl4-carboxyphenylglycine (SMCPG），

との複合体の結晶構造で，3.3 Å分解能データを用

いて，R 値 25.7％及び free R 値 31.4％の値まで精

密化された．

SMCPGは立体異性体 RMCPGが存在するが，

RMCPG は mGluR に結合できず，アンタゴニス

トとしての活性を全くもっていない．20―22)今回の

解析によってこの理由も説明されることが期待され

た．実際には，結晶中の非対称単位中には 2量体 1

分子が存在し，2つのプロトマーは正確な非結晶学

的 2 回軸で関係づけられていた．各プロトマーは

open構造をとっており，2量体接触面は R構造を

とっていた．それゆえ，この対称的 2量体は open

open/Rと定義される．このように，アンタゴニス

トの結合が openopen/R構造をとることは，我々

の仮説から予測されたことであり，動的平衡仮説を

支持する結果である．

SMCPGはグルタミン酸と同様にドメイン間の

クレフトに結合する（Fig. 5a）．LB1ドメイン側で

はセリン 156を除いてグルタミン酸と相互作用する

同じ残基が SMCPGの認識に関与する．しかし，

グルタミン酸を結合している open構造とは違って，

LB2 ドメインのアスパラギン酸 208，チロシン

236，アスパラギン酸 318 が SMCPG と相互作用

する．注目されることは，これらの 3残基は closed

構造においてグルタミン酸の認識に関与しているこ

とである．この構造から，アンタゴニストの役割は

クレフト中で両方のドメインとの相互作用を通じ

て，くさびのようにクレフトが閉じるのを妨げ，積

極的に open構造を維持することにある，と解釈で

きる．さらに，立体異性体 RMCPGは立体障害な

く SMCPGと同じ位置を占めることはできるが，

SMCPGの場合と同じような相互作用を形成する

ことはできない．それゆえ，mGluRとの安定な複

合体の形成は不可能と思われる．

もう一方の結晶構造は，グルタミン酸と Gd3＋の

両方を結合した複合体で，これに関しては 4.0 Å分

解能の強度データを用いて精密化し，R 値 23.7％

及び free R値 25.9％を得た．Gd3＋等の金属イオン

を加えると，グルタミン酸による mGluRのシグナ

ル伝達が変調されるとの報告がある．23―26)それゆ

え，Gd3＋結合が活性化機構にどのような影響を及

ぼすか，立体構造の観点から考察することは意味が

ある．m1LBR の 2 量体は結晶学的 2 回軸で関係

づけられており，2 つのプロトマーは全く同一の

closed 構造をもつ．したがって，この 2 量体は
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Fig. 7. Structure of m1LBR Complexed with Glutamate and
Gd3＋ Ion, Viewed from Perpendicular (left) and Parallel
(right) Directions to the Dimer Interface, with the
Anomalous DiŠerence Fourier Map (green; contoured at 5s)

The domain coloring is the same as in Fig. 4. The purple CPK model
represents the bound glutamate. As the asymmetric unit contains one pro-
tomer, its symmetry mate, related by a crystallographic twofold axis (black
arrows).
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closedclosed/A構造と定義される（Fig. 6）．

異常分散効果に基づく差フーリエ図は 3 つの

Gd3＋部位を示した．この中 2つはプロトマー間又

はドメイン間の配置に影響するような位置ではな

い．しかし，2回軸にのっている残りの部位は興味

深い．すなわち，この部位付近のアミノ酸は，これ

まで気づかなかった第二のプロトマー間の接触面を

形成していることが判明した（Fig. 7）．我々はこ

の接触面を LB2接触面と呼ぶことにした．この接

触面には 4つの酸性アミノ酸が集中しており，その

うち 2つの側鎖は Gd3＋に配位することを通じて，

静電的反発力を軽減しているらしい．この事実は，

Gd3＋が存在しない場合，この接触面の静電的反発

力が原因で，2-6.章で述べた 6種の構造状態のある

ものは取り得ない可能性を示唆する．6種の状態に

おける LB2接触面の構造を詳細にみると，closed

open/A構造と closedclosed/A構造では LB2接触

面の中にリシン 260が入り込み，静電的反発力を弱

めていることが解った．勿論，closedopen/A構造

は，グルタミン酸が結合してさえいれば取り得るが，

Gd3＋の結合はこの状態をさらに安定化するであろ

う．

我々は，LB2 接触面の役割をより確かなものと

するために，エネルギー計算を行った．すなわち，

2量体各プロトマーについて，2つのドメイン間の

開き角を 5度間隔で変化させ様々なモデルを組み立

てる．このモデルをもとに非結合性エネルギーを静

電ポテンシャルエネルギーとファンデルワールスエ

ネルギーに分けて計算した．その結果，openopen

/A 構造は closedopen/A 構造や closedclosed/A

構造よりも静電ポテンシャルエネルギーが 30 kcal/

mol程度高いことが判った．この計算結果は，LB2

LB2接触が予想通り大きな反発力を生み出すこと

を示している．一方，ファンデルワールスエネル

ギーはどのモデルでも大きな違いはみられなかっ

た．それゆえ，我々は openopen/A構造だけが，

静電反発力のために動的平衡の要素から排除される

ものと考えている．

2-8. mGluR の活性化機構 理論上可能な 6

種の構造（openopen/R, closedopen/R, closed

closed/R, openopen/A, closedopen/A, closed

closed/A）を膜の内側から外側（Fig. 4では下から

上）に向かって眺めると 2つの LB2ドメイン間の

距離が 63 Åと 36 Åの 2 つのグループに分かれる

ことが判明した（Fig. 6）．不思議なことには，こ

れらの 2 つの距離は，プロトマー内部の open

closed構造変換には無関係であるが，プロトマー間

の構造の違い，すなわち，A構造か R構造かに依

存していることが解った．グルタミン酸が結合する

ことによって mGluRは活性化されるので，結合状

態の構造を A(activated）構造，他方を R(resting）

構造と命名した．すなわち，活性化状態の A構造

では休止状態の R 構造と比べて，LB2ドメイン間

の距離が 27 Åほど短くなる．サイトカインの 1種

EPO による受容体の活性化機構を考えるとき，

mGluRの LB2ドメイン間の間隔の大小は非常に興

味深い．27,28)すなわち，EPOと受容体との複合体，

遊離型受容体の X線結晶構造解析の結果から，リ

ガンドがホモ 2量体の受容体分子に結合すると，細

胞外ドメインの構造変化を通じて 2つの細胞内ドメ

インの間隔が減少し，ドメインのリン酸化の効率が

変化することが解っている．これがサイトカインの

受容体活性化機構として最も受け入れられているモ

デルである．我々は，詳細は不明であるが，

mGluRにおいても，LB2ドメイン間の間隔の変化

が 7回膜貫通ドメインを通じて細胞内ドメインに伝

わり，これがシグナル伝達の引き金になるものと推

測している．

前章で述べたように，openopen/A は動的平衡

の要素から排除されるので，活性化の機構の理解は，

openopen/R, closedopen/R, closedclosed/R,
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Fig. 8. An Equilibrium Model Proposed for m1LBR
The open boxes indicate the states for which structures have been deter-

mined by Xray crystallographic analyses. The shaded A conformer in the
openopen combination forms an energetically unfavorable structure, due to
the electrostatic barrier of the LB2 interface.
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closedopen/A, closedclosed/Aの 5つの状態がグ

ルタミン酸の結合に伴ってどのような平衡の移動が

生ずるか，を説明することにかかっている．例え

ば，グルタミン酸のようなアゴニストが mGluRに

結合すると，クレフトは閉じて openopen 2 量体

の個体数は減少するであろう．openopen/A 構造

は排除され，openopen/R 構造だけが許される条

件下では，グルタミン酸の結合は openopen/R構

造の個体数を減少させ，相対的には A 構造の個体

数が上昇するであろう（Fig. 8）．我々は，この A

構造の個体数の増加が mGluRの活性化に対応して

いると考えている．

それでは，LB1 接触面から遠く離れているクレ

フトへのグルタミン酸の結合は，どのようにして結

合のシグナルを接触面に伝えるのであろうか？ こ

の問題を調べるために，sMCPG 複合体の open

open/R構造をグルタミン酸複合体 closedopen/A

構造と重ねてみた．興味深いことには，LB1 ドメ

インの全体構造には有意な変化が観察されないが，

グルタミン酸の結合に伴って C- ヘリックスが 0.5

Åだけ LB2ドメインから離れるように移動してい

ることが判った．この値は小さいが，隣接する B-

ヘリックスの移動は 0.2 Åなので意味のある構造変

化と考えられる．注目すべきことには，LB1 ドメ

インにおいても LB2ドメインにおいてもすべての

a-ヘリックスが N末端側をリガンド側に接近させ

て配向している．長いヘリックスの N 末端側に正

電荷が局在することはよく知られている事実であ

り，リガンドの結合は，LB1ドメインと LB2ドメ

イン中のヘリックスの双極子に由来する反発力を軽

減する役割をもっているのかもしれない．

我々が提唱した動的平衡仮説は低分子のリガンド

が受容体を活性化する機構として魅力的である．す

なわち，サイトカインのように蛋白質分子がリガン

ドである場合は，受容体との接触面も大きく，相互

作用も mGluRに比べてずっと大きいので決定論的

な機構でシグナルを細胞外から細胞内に伝えること

は可能であろう．しかし，同じ機構は結合定数も相

対的に低くサイズも小さいグルタミン酸のような神

経伝達物質には適用できない．リガンドの結合が動

的平衡にある受容体分子の活性化状態を固定化する

ことによって，相対的に活性化された分子の個体数

を増加するという機構は，他の多くの受容体に適用

可能と思われる．
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