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研究の概要：細胞膜貫通型受容体（以降、膜貫通型受容体）は広汎な細胞機能に対応して、数
多くの存在が報告されている。中でも G 蛋白質共役受容体（GPRC）は、リガンド不明なオー
ファン受容体や未同定のものを含めると1000種近くの巨大ファミリーを形成すると推測され、
生物現象における重要な役割を果していると考えられる。GPCR を初めとする膜貫通型受容体
の立体構造解明は、新規標的蛋白質の検索・拮抗ペプチドや創薬の開発などへの発展が期待さ
れている。しかしながら膜貫通型受容体は不溶性の場合が多く、一部の例外を除くと従来の手
段での構造解析は困難な点が多かった。本研究は、GPCR を含む広汎な膜貫通型受容体立体解
析に応用可能な立体構造解析システムの確立を行う。 
 
研 究 分 野：生物学 
科研費の分科・細目：神経科学・細胞生物学 
キ ー ワ ー ド：構造生物学・シナプス、シナプス後肥厚部(PSD)、血管平滑筋細胞、

                   動脈硬化症 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、神経細胞可塑性研究からシ
ナプス後肥厚部 (PSD)蛋白質、PSD-Zip45 
(Homer 1c, VesL)を見い出した。PSD-Zip45
は代謝性グルタミン酸受容体をはじめとす
るシナプス膜蛋白質や他の PSD 蛋白質と結
合するとともに、PSD-Zip45 自体の特殊なロ
イシン・ジッパーモチーフにより強力な自己
集積能を有する。また、血管細胞可塑性研究
において、研究代表者の研究室で確立した分
化型血管平滑筋細胞培養系を用いて、動脈硬
化症の発症因子候補として不飽和 LPA を見
い 出 し た 。 以 上 の よ う な 背 景 か ら 、
PSD-Zip45 の特性を利用した膜貫通型受容
体（ドーパミン受容体、LPA 受容体などの
GPCR）の立体構造解析システム確立の研究
を開始した。また、本研究の基盤である神経
と血管細胞可塑性研究も行った。 
 
２．研究の目的 
 構造生物学の隆興により、これまでに膨大
な数の蛋白質の立体構造が明らかになり、こ
の構造情報に基づく創薬開発など巾広い分
野に研究が展開されている。しかしながら、
立体構造が解明された大多数は水溶性蛋白
質である。研究の発展が期待されつつも膜貫

通型受容体は非水溶性のものが多く、一部例
外を除くと可溶化→精製→結晶化→立体構
造解析という手法の導入が困難であった。本
研究は、神経と血管細胞可塑性研究を基盤と
して、生細胞の細胞膜上で 2 次元準結晶レベ
ルの膜貫通型受容体クラスターを作製し、膜
貫通型受容体構造解析システムの確立を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、改変 PSD-Zip45 により PSD- 
Zip45 結合配列を付加した膜貫通型受容体
(ドーパミン受容体、GPCR)を生細胞の細胞膜
上で２次元クラスター化(準結晶レベル)し、
このクラスターを大量・高純度精製し、精製
クラスター標品を超低温電子顕微鏡により
立体構造解析を行う。さらに、本法を普遍化
する膜貫通型受容体解析例として、LPA 受容
体(GPCR)についても同様の方法で行った。神
経と血管細胞可塑研究については、シナプス
ダイナミクスと動物モデルおよび転写制御
から各々解析を行った。 
 
４．研究の主な成果 
膜貫通型受容体の立体構造解析システムの
構築 
PSD-Zip45 の N 末端側に膜ターゲティングシ



グナル(神経可塑性研究で得られた PSD- 
Zip70 の N 末端)の付加とロイシン・ジッパ
ーモチーフの改変により、生細胞の細胞膜上
で直径 3-6μm に及ぶ巨大なドーパミン受容
体の 2次元クラスター化が可能となった。こ
のドーパミン受容体／改変 PSD-Zip45クラス
ターを細胞より分離後、同クラスターを大量
かつ高純度精製し、最後に改変 PSD-Zip45 を
除去してドーパミン受容体クラスターとし
て精製した。この精製標品は電顕像のフーリ
エ変換で準結晶レベルであることを確認し
た（投稿準備中）。現在、ドーパミン受容体
クラスター標品を用いて極低温電子顕微鏡
による立体構造解析を行っている。また、本
法による立体構造解析システムの普遍化例
として、改変 PSD-Zip45 による LPA 受容体の
2 次元クラスター化が可能となり、立体構造
解析に向けた高純度精製を行っている。 
神経細胞可塑性の研究 
PSD-Zip45,PSD-Zip70 など PSD 蛋白質の役割
を解析し、PSD-Zip45 がスパイン（シナプス
後部）における最多の PSD 蛋白質でありスパ
インダイナミクスに重要な役割を果す事、
PSD-Zip70 はスパイン成熟に必須の蛋白質で
ある事を明らかにした。また、ストレス・グ
ルココルチコイド（GC）による大脳皮質形成
の一過性障害に関して、GCによる神経前駆細
胞でのカルデスモン発現亢進によることを
明らかにした（投稿中）。さらに、大脳皮質
形成初期において重要な現象である上皮間
葉転換に関して、Smad と MRTF 系による細胞
内シグナル伝達と転写制御による分子メカ
ニズムを明らかにした。 
血管細胞可塑性の研究 
動脈硬化症の初期発症因子とその増悪因子
として、不飽和 LPA とエピレギュリンを見い
出し、その各々の in vivo での役割を証明し
た。動脈硬化症末期の石灰化において、BMP
（骨形成因子）がホメオ転写因子 Msx の発現
誘導により myocardin/SRF系による血管平滑
筋細胞特異的転写制御を阻害し、血管平滑筋
細胞脱分化により石灰化に至ることを明ら
かにした。 
 
５．得られた成果の世界・日本における位置

づけとインパクト 
 膜貫通型受容体の立体構造解析は、構造生
物学のなかで大きなトピックである。本研究
開始時から現在に至るまでに、十数種類の膜
貫通型受容体解析の報告が行われたが、本研
究で行ってきた膜貫通型受容体解析システ
ムによる報告例はない。本研究でドーパミン
受容体の準結晶レベルの 2次元クラスター化
標品を得ることが可能となり、現在その立体
構造解析中である。LPA 受容体においてもそ
の C末端に PSD-Zip45 結合配列を付加するだ
けで改変 PSD-Zip45によるクラスター化が可

能となり、本研究における膜貫通型受容体解
析システムの普遍化が可能となった。以上の
ように本システムは今後数多くの膜貫通型
受容体構造解析に応用可能であり、膜構造生
物学における学術創成として大きなインパ
クトを与えるものと確信している。 
 また本研究の基盤となった神経と血管細
胞可塑性研究においても、スパインダイナミ
クス・大脳皮質形成と動脈硬化発症の分子メ
カニズムで新しい分野を開拓することが出
来たと考えている。同時に、神経と血管細胞
可塑性研究に得られた PSD-Zip70 及び LPA 受
容体の成果が、膜貫通型受容体の立体構造解
析システムの確立に大きく寄与した。 
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