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略語 

本文中の略語は以下に示す一覧表に従って用いた。 

    

A2AAR adenosine A2A receptor 

AC adenylate cyclase 

AEBSF 4-(2-aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride 

ATP adenosine-5'-triphosphate 

B/F bound/free 

BMG buffered minimal glycerol medium 

BMGY buffered complex glycerol medium 

cAMP 3'-5'-cyclic adenosine monophosphate 

CBB coomassie brilliant blue 

CHS cholesteryl hemisuccinate 

CRINEPT cross-correlated relaxation-enhanced polarization transfer 

DDM n-dodecyl--D-maltopyranoside 

DMSO dimethyl sulfoxide 

DO dissolved oxygen 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

eCGS E. coli cystathionine -synthase 

ECL extracellular loop 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

GDP guanosine-5'-diphosphate 

GPCR G-protein coupled receptor 

GTP guanosine-5'-triphosphate 

HBSS Hank’s balanced salt solution 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
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HMQC heteronuclear multiple quantum coherence 

IBMX 3-isobutyl-1-methylxanthine 

ICL intracellular loop 

IMAC immobilized metal affinity chromatography 

IPTG isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 

MALDI matrix assisted laser desorption ionization 

MNG maltose-neopentyl glycol 

MS mass spectrometry 

MWCO molecular weight cut-off 

NECA 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine 

NMR nuclear magnetic resonance 

OD optical density 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PDB protein data bank 

PVDF polyvinylidene fluoride 

SDS sodium dodecyl sulfate 

TBS tris buffered solution 

TBST tris buffered solution with Tween 20 

TFA trifluoroacetic acid 

TM transmembrane 

TOF time-of-flight 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

TROSY transverse relaxation-optimized spectroscopy 

XAC xanthine amine congener 
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要約 

G 蛋白質共役型受容体（GPCR）の一種であるアデノシン A2A受容体は、神経伝

達や炎症反応を制御する膜蛋白質である。A2A受容体に作用する化合物はパーキ

ンソン病などの治療薬になると期待されている。中でも近年、A2A受容体の生理

的リガンド結合部位以外の領域に結合するリガンドであるアロステリックモジ

ュレーターが、新しいクラスの薬剤として注目されている。しかしその作用機

構は不明であり、開発も進んでいない。そこで本研究では、アロステリックモ

ジュレーターが A2A受容体の活性を制御する機構を解明することを目的とした。

まず、核磁気共鳴（NMR）法や変異体解析、ドッキング解析を組み合わせるこ

とで、アロステリックモジュレーターの一種であるアミロライドの結合部位を

同定した。また、NMR 法を用いて A2A受容体の構造変化を解析したところ、A2A

受容体の細胞外側領域と細胞内側領域はそれぞれ活性化コンフォメーションと

不活性コンフォメーションの間を交換する平衡状態にあることが明らかになっ

た。アミロライドは、細胞外側の平衡を活性化状態側に、細胞内側の平衡を不

活性状態側にシフトさせることで、アゴニスト解離の減速とシグナル伝達の抑

制を起こすというメカニズムを提唱した。これらの結果は、動的構造の変化に

よる GPCR の活性制御という新しい分子機構を提示するものであり、効果的な

アロステリックモジュレーターを理論的に設計することに役立つと期待される。 
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第１章 序論 

１－１ アデノシンとアデノシン A2A受容体 

アデノシンは ATP の分解によって生合成されるプリンヌクレオチドの一

種であり、ほとんどすべての種類の細胞が産生する基本的な生理活性物質であ

る（図 1）。低酸素状態などのストレスに曝されたときや急激なエネルギー消費

時などにアデノシンは細胞外へ放出される[1]。放出されたアデノシンは、細胞

膜に埋め込まれた受容体に結合することで細胞内にシグナルを伝達し、適切な

生理応答を引き起こさせる[2]。 

アデノシン受容体は、G 蛋白質共役型受容体（G-protein coupled receptor, 

GPCR）のロドプシンファミリーに属する膜蛋白質である。アデノシン受容体に

は 4 つのサブタイプ（A1, A2A, A2B, A3）が存在する。中でも A2A受容体は線条体

や血小板などに分布しており[3]、炎症反応[4]や神経伝達[5]、睡眠[6]などの調節

において重要な役割を果たす。A2A受容体に選択的に作用する逆アゴニスト（不

活性化リガンド）はパーキンソン病やハンチントン病などの神経変性疾患に対

する治療薬に、アゴニスト（活性化リガンド）は炎症や喘息に対する治療薬に

なると期待されている[2, 3]。そのような化合物を理論的に創出する上で、A2A

受容体の活性制御機構を解明することは重要である。 

 

図 1 アデノシンの化学構造。 
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１－２ A2A受容体によるシグナル伝達 

A2A受容体は外部環境の変化を細胞内に伝える役割を持ち、その作用の流

れは以下のようになる（図 2）。まず、細胞外のアデノシンが結合することで

A2A受容体は活性化する。活性化した A2A受容体は細胞内の Gs 蛋白質と相互作

用して、Gs蛋白質が持つGsサブユニットのGDP/GTP交換反応を触媒する[3]。

GTP 結合型になった Gs サブユニットは、Gサブユニットと Gサブユニット

の複合体から解離する。遊離した Gs サブユニットはアデニル酸シクラーゼを

活性化させて cAMP を産生させる[7]。cAMP はセカンドメッセンジャーとして

働き、それによってプロテインキナーゼ A が活性化される。活性化されたプロ

テインキナーゼ A は細胞内のさまざまな蛋白質をリン酸化することで、それら

の活性を変化させる。このように、アデノシンと A2A 受容体の結合を起点とし

て細胞外側から細胞内側に刺激が次々と伝達されていくことで、適切な細胞応

答が引き起こされる。 

 

 

図 2 A2A受容体を介したシグナル伝達の模式図。 

生理的アゴニストのアデノシンが結合すると A2A受容体は活性化し、細胞内の Gs 蛋白質の

GDP/GTP 交換反応を触媒する。GTP 型になった G 蛋白質から Gサブユニットが遊離し、

アデニル酸シクラーゼ（AC）に作用して cAMP 産生を亢進させる。 
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１－３ A2A受容体の分子の特徴 

   ヒトの A2A受容体は 412 残基から構成される七回膜貫通型の蛋白質であ

る。これまでに逆アゴニストまたはアゴニストが結合したヒト A2A 受容体の結

晶構造が報告されており[8-14]、分子の立体構造が明らかになっている。A2A 受

容体の結晶構造は、GPCR ファミリーに共通する 7 つの膜貫通ヘリックス

（TM1–7）を持ち、それらが細胞内外の計 6 本のループ（ICL1–3, ECL1–3）に

よって繋がれた構造をしていた（図 3）。TM7 の C 末端側には、細胞膜を貫通し

ない短いヘリックス（Helix8）がつながっていた。また、N 末端を細胞外側に、

C 末端を細胞内側に向けたトポロジーをしていた。分子の細胞外側には生理的リ

ガンド結合部位に相当する疎水性ポケットが存在し、アゴニストと逆アゴニス

トのいずれもそこに同じポーズで結合していた。 

 

 

 

図 3 ヒト A2A受容体の結晶構造。 

逆アゴニスト ZM241385 結合状態（a）とアゴニスト UK-432097 結合状態（b）の A2A受容

体の結晶構造を示した（PDB ID:4EIY, 3QAK）。また、それぞれの構造の模式図を横に示し

た。両者の構造の比較から、活性化に伴ってリガンド結合ポケットは閉じ、細胞内側に疎

水性ポケットが開くと考えられている。 
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   また、A2A受容体と同じロドプシンファミリーに属する2アドレナリン受

容体と Gs 蛋白質の複合体の結晶構造が報告されており、活性化による GPCR の

構造変化に関する知見が得られている[15]。その結晶構造では、TM5, 6, 7 などが

構造変化することで受容体の細胞内側に疎水性ポケットが開き、そこに Gs の

ヘリックスが入り込むことで複合体を形成していた。この結晶構造における2

アドレナリン受容体は、完全に活性化した状態であると考えられている。 

アゴニスト結合状態の A2A 受容体の結晶構造においても、変化の程度は

小さかったものの、2アドレナリン受容体と同様に TM5 の細胞内側などが構造

変化するのが観測された（図 4）[16] 。それによって細胞外側のリガンド結合

ポケットは閉じ、細胞内側には疎水性ポケットが形成されていた（図 3）。この

ような構造変化は Gペプチド結合状態のオプシン[17]や、アゴニスト結合状態

のニューロテンシン受容体[18]およびムスカリン性アセチルコリン M2 受容体

[19]、アゴニストとナノ抗体結合状態の2 アドレナリン受容体[20]の結晶構造に

おいても観測されていた。よって、活性化に伴う膜貫通ヘリックスの構造変化

様式は GPCR ファミリー内で比較的保存されていると考えられている。 

 

図 4 活性化に伴う A2A受容体の細胞内側の構造変化。 

逆アゴニスト ZM241385 結合状態（青）とアゴニスト UK-432097 結合状態（橙）の A2A受

容体の結晶構造の重ね合わせを細胞内側から見た。アゴニストの結合によって TM5 や TM7

の細胞内側がスライドし、TM3 がヘリックスの軸方向の細胞外側に動くのが観測された。 
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１－４ A2A受容体のアロステリックモジュレーター 

   アミロライドやその誘導体 HMA も A2A受容体のリガンドであるが、これ

らは通常のリガンドにはない性質を持つことが知られている（図 5）。それは、

アミロライド存在下では A2A受容体から逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 が解離する

速度が速くなるという性質である[21]。このことからアミロライドは、A2A 受容

体と逆アゴニストの複合体に直接作用しており、逆アゴニストとは異なる結合

部位に結合すると考えられている。 

   このように生理的なリガンド結合部位以外の領域に結合して受容体の活

性を変調させるリガンドは、アロステリックモジュレーターと呼ばれる[22, 23]。

すなわちアミロライドやHMAはA2A受容体のアロステリックモジュレーターで

ある。一方、ZM241385 のように生理的リガンド結合部位（オルソステリック部

位）に結合する通常のリガンドは、オルソステリックリガンドと呼ばれる。 

 

 

 

図 5 A2A受容体のアロステリックモジュレーター。 

a. 逆アゴニスト ZM241385、アミロライド、HMA の化学構造。 

b. アロステリック結合の模式図。アミロライドや HMA は生理的リガンド結合部位（オル

ソステリック部位）とは異なる領域に結合する。そのため、オルソステリック部位に結合

する ZM241385 とは非競合的である。 
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１－５ アロステリックモジュレーターの利点と課題 

創薬という観点において、アロステリックモジュレーターにはいくつか

の利点がある。例えば、一般にオルソステリック部位と比較してアロステリッ

ク部位の保存性は低いため、アロステリックモジュレーターはサブタイプ選択

性の向上や化学構造の多様化に有利であると期待されている[23]。また、アロス

テリックモジュレーターはオルソステリックリガンドの efficacy（最大効力）や

potency（用量効力）を変調させるため、両者を組み合わせて使用することで投

与設計の幅を広げることができる[22, 24]。 

GPCR はを標的とする既存の医薬品全体としても、そのほとんどはオルソ

ステリックリガンドというのが現状である。これまでにいくつかのアロステリ

ックな GPCR 標的薬が上市されているものの[25, 26]、A2A受容体に対するアロ

ステリックな薬剤の開発は進んでいない。A2A受容体のアロステリックモジュレ

ーターを効率良く開発するためには、アミロライドが A2A 受容体の活性を変調

させる機構を解明することが重要である。しかしながら、アミロライドの結合

部位や、結合によって A2A 受容体の立体構造が変化する機構についての詳細は

不明であった。 
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１－６ 本研究の目的 

   A2A受容体は神経伝達や炎症反応を制御する GPCR であり、パーキンソン

病や関節リウマチなどの薬物標的として注目されている。また、A2A受容体のア

ロステリックモジュレーターは新しいクラスの薬剤になると期待されているが、

その作用機序は不明であり、開発は進んでいない。そこで本研究では、アロス

テリックモジュレーターの一種であるアミロライドによって A2A 受容体の機能

が制御される機構を明らかにすることを目的とした。 

具体的には、アミロライドの結合部位の同定、アミロライドによる A2A

受容体の活性変化の定量、および A2A 受容体の構造変化の解析を行った。それ

らの結果をもとに、アミロライドが A2A 受容体の活性をアロステリックに制御

する機構について考察した。 
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第２章 材料と方法 

２－１ バッファー組成 

   本実験では以下の組成のバッファーを用いた。特に断らない限り、試薬

はすべて和光純薬工業またはナカライテスクより購入した。 

 

２－１－１ A2A受容体の精製関連 

Assay buffer 

500 mM NaCl, 100 mM sucrose, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 

 

Protease inhibitor mixture 

0.6 M aprotinin, 30 M pepstatin A, 20 M leupeptin hemisulfate, 28 M E-64, 

200 M AEBSF（すべてペプチド研究所より購入） 

 

Cell suspension buffer 

5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, protease inhibitor 

mixture 

 

Membrane suspension buffer 

200 mM NaCl, 10 % (v/v) glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 

 

Solubilization buffer D 

200 mM NaCl, 10 % (v/v) glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 % (w/v) DDM 

(同仁化学研究所), 0.4 % (w/v) CHS (Sigma-Aldrich), protease inhibitor 



 

9 

 

mixture (2 倍量) 

 

Purification buffer D 

200 mM NaCl, 10 % (v/v) glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.05 % (w/v) 

DDM, 0.01 % (w/v) CHS, protease inhibitor mixture 

 

Solubilization buffer M 

200 mM NaCl, 10 % (v/v) glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 % (w/v) 

MNG-3 (Affymetrix), 0.2 % (w/v) CHS, protease inhibitor mixture 

 

Purification buffer M 

200 mM NaCl, 10 % (v/v) glycerol, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.02 % (w/v) 

MNG-3, 0.004 % (w/v) CHS, protease inhibitor mixture 

 

２－１－２ Escherichia coli cystathionine -synthase 関連 

eCGS buffer 

100 mM Tris-HCl, pH 7.8, 10 M pyridoxial-5-phosphate, protease inhibitor 

cooktail (EDTA-free) 

 

Deuteration buffer 

33 mM Na2HPO4, 17 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, 0.2 mM 

pyridoxial-5-phosphate, 99.8 % (v/v) 
2
H2O (Cambridge Isotope Laboratories) 
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２－１－３ 各種解析関連 

SDS sample buffer 

124 mM Tris-HCl, pH 6.8, 20 % glycerol, 4 % (w/v) SDS, 0.001 % (w/v) 

bromophenol blue 

 

Towbin buffer 

25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, 10 % (v/v) methanol 

 

Blocking buffer 

3 % (w/v) gelatin (Bio-Rad), 1 × TBS (Bio-Rad) 

 

TBST 

0.05 % (v/v) Tween 20 (Bio-Rad), 1 × TBS 

 

Antibody buffer 

1 % (w/v) gelatin, TBST 

 

NMR buffer 1 (
1
H-

15
N CRINEPT-HMQC-TROSY 測定の際に使用) 

20 mM HEPES-d18 (98 % 
2
H, Cambridge Isotope Laboratories)-KOH, pH 7.0, 

20 M leupeptin hemisulfate, 28 M E-64, 200 M AEBSF, 10 % (v/v) 
2
H2O 

(ISOTEC) 

 

NMR buffer 2 (
1
H-

13
C HMQC 測定の際に使用) 

20 mM HEPES-d18-KOH, pH 7.0, 20 M leupeptin hemisulfate, 28 M E-64, 

200 M AEBSF, 99.8 % (v/v) 
2
H2O 
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NMR buffer 3 (
1
H-

13
C HMQC 測定の際に使用) 

20 mM NaPi, pH 7.0, 20 M leupeptin hemisulfate, 28 M E-64, 200 M 

AEBSF, 99.8 % (v/v) 
2
H2O 

 

0.05 % Trypsin/EDTA 溶液 

0.05 % Trypsin/EDTA (Invitrogen), PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM 

Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4) 

 

Cell lysis buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) Triton X-100, 0.1 % (v/v) 

Nonidet P-40, 1 mM EDTA 

 

cAMP buffer 

1 × HBSS (Invitrogen), 5 mM HEPES, pH 7.4 (Invitrogen), 0.1 % BSA (Lance 

Ultra cAMP Kit (PerkinElmer) に付属), 100 M rolipram (Sigma-Aldrich), 

100 M cilostamide (Sigma-Aldrich), 0.8 U/mL adenosine deaminase (Roche 

Diagnostics) 

３－１－４の cAMP 産生アッセイにおいては、上記のバッファーに 0.05 mM 

IBMX (Sigma-Aldrich) を追加したものを使用した。 
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２－２ 培地組成 

   本実験では、以下のようにして調製した培地を用いた。特に断らない限

り、試薬はすべて和光純薬またはナカライテスクより購入した。 

 

YPDS プレート 

   10 g yeast extract 

20 g peptone 

182.2 g sorbitol 

2 g agar 

以上を 900 mL H2O に溶解した。120 °C でオートクレーブした後、オートクレー

ブした 20 % (w/v) dextrose を 100 mL加えてからプレートを作成した。 

 

10 × yeast nitrogen base 

34 g Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate (BD) 

100 g NH4Cl 

以上を 1 L H2O に溶解し、0.22 m フィルター (Millipore) で滅菌濾過した。 

 

BMGY 培地 

   10 g yeast extract 

20 g peptone 

以上を 700 mL H2O に溶解してオートクレーブした後、以下のものを加えた。 

100 mL 1 M potassium phosphate, pH 6.0（オートクレーブしたもの） 

100 mL 10 × yeast nitrogen base 

2 mL 4 × 10
-5

 % (w/v) biotin（0.22 m フィルターで滅菌濾過したもの） 

100 mL 10 % (v/v) glycerol（オートクレーブしたもの） 
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BMMY 培地 

上述の BMGY 培地に、100 mL 10 % (v/v) glycerol の代わりに、100 mL 5 % 

(v/v) methanol（0.22 m フィルターで滅菌濾過したもの）を加えた。 

 

BMG 培地 

オートクレーブした 700 mL H2O に、以下のものを加えた。 

100 mL 1 M potassium phosphate, pH 6.0（オートクレーブしたもの） 

100 mL 10 × yeast nitrogen base 

2 mL 4 × 10
-5

 % (w/v) biotin（0.22 m フィルターで滅菌濾過したもの） 

100 mL 10 % (v/v) glycerol（オートクレーブしたもの） 

 

2
H-BMG 培地 

   3.4 g Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate 

   5 g 
15

NH4Cl (99.7 % 
15

N, 昭光通商) 

   10 mL glycerol 

   50 mL H2O 

以上を 840 mL 99.8 % 
2
H2O に溶解し、0.22 m フィルターで滅菌濾過した後、以

下のものを加えた。 

100 mL 1 M potassium phosphate, pH 6.0, 99.8 % (v/v) 
2
H2O（0.22 m フィル

ターで滅菌濾過したもの） 

2 mL 4 × 10
-5

 % (w/v) biotin（0.22 m フィルターで滅菌濾過したもの） 

 

LB 培地 

5 g yeast extract 

10 g tryptone 

10 g NaCl 
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以上を 1 L H2O に溶解し、オートクレーブした。冷却後、0.22 m フィルターで

滅菌濾過した 100 mg/mL ampicillin‧Na 溶液を 1 mL加えた。 

 

 

DMEM 培地 

以下の溶液を混合した。 

500 mL DMEM, High Glucose, no Glutamine (Invitrogen) 

50 mL GlutaMAX (Invitrogen) 

50 mL組織培養用ウシ胎児血清 (Biowest) 

50 mL Penicillin-Streptomycin, Liquid (Invitrogen) 
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２－３ Pichia pastoris を用いた A2A受容体の発現と精製 

２－３－１ P. pastoris 用の A2A受容体発現コンストラクト 

   野生型ヒト A2A 受容体の発現コンストラクトは、修士課程までに調製し

たものを用いた（近藤、修士論文、2012）。その概要としては、human spleen cDNA 

libraryから増幅したヒト A2A受容体の M1 から A316までに対応する cDNA配列

を、P. pastoris 発現用ベクターpPICZA (Invitrogen) の EcoRI サイトと NotIサイ

トの間にライゲーションし、C 末端側に His10タグ配列または 1D4-epitope タグ配

列（TETSQVAPA）を付加した。 

   上記の野生型ヒト A2A 受容体の発現コンストラクトと QuikChagne 

Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technology) を用いて、変異体の発現コンス

トラクトを構築した。変異体発現プラスミドの塩基配列を、ABI PRISM 3130xl 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) により確認した。 

    

２－３－２ P. pastoris の形質転換 

   前項の A2A受容体発現コンストラクトを、エレクトロポレーション法[27]

によって P. pastoris X-33 株 (Invitrogen) に導入した。形質転換した菌体を、抗生

物質 Zeocin (Invitrogen) を 1 mg/mLの濃度で含むYPDPプレートに塗布し、30 °C

にて 3 日間インキュベートすることでセレクションを行った。 

 

２－３－３ 小スケールでの A2A受容体の発現と活性確認 

   形質転換後のシングルコロニーを 3 mL の BMGY 培地に懸濁し、29 °C で

3 日間振盪培養した。遠心分離によって回収した菌体を 3 mL の BMMY 培地に

再懸濁して発現誘導を開始し、22 °C で 1 日間振盪培養した。回収した菌体を 500 
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L の assay buffer に懸濁し、500 L 分の 0.5 mm ガラスビーズ（TOMY）を加え

て vortex した（30 秒間×8）。破砕されていない菌体を遠心分離（20,400 × g, 1

分間）によって取り除き、上清を 400 L の assay buffer で希釈した。これを膜画

分懸濁液とした。 

    100 L の膜画分懸濁液を 96 ウェルプレート（BD Biosciences）にアプ

ライし、1 nM [
3
H]ZM241385 (American Radiolabeled Chemicals) または 10 nM 

[
3
H]NECA (PerkinElmer) を含む 100 L の assay buffer を加えた。25 °C にて振盪

しながら 1 時間インキュベートした後、試料をセルハーベスター（PerkinElmer）

にセットし、Unifilter-96 GF/C (PerkinElmer) に吸着させた。冷却した assay buffer

でフィルターを素早く洗浄し、50 °C で乾燥した。各ウェルに 20 L の Optiphase 

Supermix (PerkinElmer) をアプライしてから MicroBeta
2
 (PerkinElmer) を用いて

放射活性を測定した。非特異的結合の影響を見積もるために、終濃度が 10 M

となるように ZM241385 (Tocris Bioscience) を添加したバッファーを用いて、同

様の実験を行った。 

 

２－３－４ 大スケールでの A2A受容体の発現 

非標識 A2A 受容体の発現は、以下のようにして行った。シングルコロニ

ーを 10 mLの BMGY 培地で 29 °Cにて 2日間前培養した。菌体を 2.5 Lの BMGY

培地に懸濁し、3 L ジャーファーメンター（高杉製作所）を用いて 29 °C で培養

した。培地中の炭素源の残存量を見積もるために、溶存酸素（DO）メーター（丸

菱バイオエンジ）を用いて培地中の DO 濃度を計測した。グリセロールが枯渇

して DO が急激に増加してから 30 分後に 0.5 % methanol と 10 mM theophylline 

(Sigma-Aldrich) を加え、22 °C にて発現誘導を開始した。DO の急激な増加が起

こるたびに 0.5 % methanolを追加した。誘導開始から 1.5日後に菌体を回収した。
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菌体を cell suspension buffer に懸濁して液体窒素中で凍結し、後の実験に使用す

るまで–80 °C で保存した。 

   均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体の発現は、以下のようにして行った。まず、

次のようにして菌体を重水に馴化させた。形質転換後のコロニーを 10 mL の

BMG 培地に懸濁し、30 °C にて 2 日間培養した。回収した菌体を 90 % (v/v) 
2
H2O

を含む 10 mLのBMG培地に再懸濁し、2日間培養した。再び回収した菌体を 95 % 

(v/v) 
2
H2Oを含む10 mLのBMG培地に懸濁し、2日間培養した。その菌体を99.8 % 

(v/v) 
2
H2O を含む 10 mL の BMG 培地に懸濁してさらに 2–3 日間培養し、これを

重水馴化後の菌体とした。重水馴化後の菌体を 1 L の 2
H-BMG 培地に懸濁し、

ジャーファーメンターを用いて 29 °C にて 3 日間培養した。菌体を回収し、グリ

セロールを含まない 2
H-BMG 培地に懸濁して再び培養した。2 時間後、0.5 % 

methanol-d4 (99.8 % 
2
H, Cambridge Isotope Laboratories) と 10 mM theophyllineを加

え、22 °C にて発現誘導を開始した。誘導開始から 18 時間後に 0.5 % methanol-d4

を追加し、36 時間後に菌体を回収した。菌体を cell suspension buffer に懸濁して

液体窒素中で凍結し、後の実験に使用するまで–80 °C で保存した。 

   均一 2
H, メチル 13

C メチオニン標識 A2A受容体を発現させる場合は、発現

誘導の開始時にメチオニン生合成阻害物質（1 g/L lysine, 1 g/L threonine, 0.5 g/L 

isoleucine）と 500 mg/L [, , -
2
H3, methyl-

13
C] methionine（２－８－２を参照）

を加えた。 

 

２－３－５ リガンドアフィニティー精製用レジン XAC-agarose の

調製 

   25 mgのxanthine amine congener (XAC, Sigma-Aldrich) を終濃度 0.5 mg/mL

になるように DMSO (同仁化学研究所) に溶かした。10 mL の Affi-gel 10 
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(Bio-Rad) をグラスフィルターに乗せ、氷冷した isopropanol と DMSO で順に洗

浄した。洗浄後のゲルに XAC 溶液を加えて、室温で終夜ゆっくりと振盪した。

ゲルを DMSO と氷冷した blocking buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4) で順に十分に

洗浄した。ゲルを 25 mLの blocking buffer に懸濁し、4 °C で 24 時間ゆっくりと

振盪した。20 % (v/v) ethanol で十分に洗浄後、ゲルを 20 % (v/v) ethanol に懸濁し

て 4 °C で保存した。XAC とゲルの反応効率を、反応前後の XAC 溶液の 10 mM 

HCl 存在下での吸光度の差から見積った。 

 

２－３－６ A2A受容体の精製 

   以下の操作はすべて氷上または 4 °C で行った。 

 

膜画分の調製 

   凍結した菌体を室温で解凍し、0.5 mm ジルコニアビーズ  (BioSpec 

Products) と BeadBeater (BioSpec Products) を用いて破砕した（30 秒間×12）。破

砕後の試料に glycerol を終濃度 10 % (v/v) になるように加えた。懸濁液を低速遠

心（10,500 × g, 5 分間）して未破砕の細胞や細胞破片を取り除いた後、上清を高

速遠心（150,000 × g, 1 時間）して細胞膜を沈殿させた。上清を取り除き、ペレ

ットを membrane suspension buffer でリンスした後、6–7 mL程度の液量になるよ

うに membrane suspension buffer を加えてからシリンジ針（テルモ、21G）に通し

て懸濁した。この懸濁液をすぐに使用しない場合は、液体窒素で凍結させて

−80 °C で保存した。 

 

可溶化 

   凍結した膜画分懸濁液を氷上に静置して解凍した。membrane suspension 

bufferに溶かした theophyllineを終濃度 4 mMになるように加え、液量が 10–12 mL
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になるように調節後、氷上で 30 分間インキュベートした。等量の solubilization 

buffer D を加えて 4 時間穏やかに攪拌した。撹拌後の試料を遠心（150,000 × g, 30

分間）して不溶物を取り除いた。遠心の上清を直ちに次の精製に用いた。 

 

His10タグを利用した IMAC 精製 

   His10 タグ付き A2A受容体は次のようにして精製した。可溶化後の試料に

0.5 mLの TALON Metal Affinity Resin (Takara Bio) と 5 mM imidazole を加えて終

夜穏やかに攪拌した。試料をムロマックカラム（室町科学、M サイズ）にアプ

ライして素通り画分を除去し、15 mLの purificatoin buffer D + 5 mM imidazole を

アプライして洗浄した。5 mLの purification buffer D + 220 mM imidazole をアプラ

イし、溶出画分を回収した。 

    

1D4-epitope タグを利用した抗体アフィニティー精製 

   1D4-epitope タグ付き A2A受容体は以下のようにして精製した。可溶化後

の上清に 1 mLの Rho 1D4 抗体カップリング Sepharose（近藤、修士論文、2012）

を加えて 5 時間程度穏やかに攪拌した。レジンを Econo-Pac ディスポーザブルカ

ラム（Bio-Rad）に詰めた後、50 mLの purification buffer をアプライして洗浄し

た。レジンを 0.4 mg/mL の 1D4 ペプチド（NH2-TETSQVAPA-COOH, 東レリサー

チセンター）を含む 3 mLの purification buffer D に懸濁し、終夜穏やかに攪拌す

ることで溶出させた。 

 

リガンドアフィニティー精製 

   IMAC 精製または抗体アフィニティー精製後の試料に 0.5 mL の

XAC-agarose を加えて、4 時間程度穏やかに攪拌した。試料を Econo-Pac ディス

ポーザブルカラムにアプライして素通り画分を除去し、5 mLの purification buffer 
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D をアプライして洗浄した。レジンを 4 mL の purification buffer D + 30 mM 

theophylline に懸濁して終夜攪拌した。その溶出液を回収した後、レジンを再び

4 mLの purification buffer D + 30 mM theophylline に懸濁して 1 時間以上攪拌し、

溶出液を回収した。この溶出液を次の実験にすぐ使用しない場合は、液体窒素

で凍結させてから–80 °C で保存した。 

精製後の A2A受容体の定量は、EZQ Protein Quantitation Kit (Invitrogen) を

用いて行った。 

 

界面活性剤の交換 

   リガンドアフィニティー精製後の試料に 0.3 mLの TALON Metal Affinity 

Resinを加えて、4 °Cにて穏やかに振盪しながら 2時間程度インキュベートした。

懸濁液をムロマックカラム（M サイズ）にアプライして素通り画分を除去した

後、目的のリガンドを含む solubilization buffer M を 1 時間以上かけて合計 5 mL

アプライすることで界面活性剤を交換した。続いて、目的のリガンドを含む

purification buffer M を 10 カラム体積以上アプライして洗浄した。目的のリガン

ドを含む purification buffer M + 220 mM imidazole を 1.2 mLアプライし、その溶

出画分を回収した。 

 

 

２－４ リガンド結合アッセイ 

   オルソステリックリガンドの結合アッセイは、次のようにして行った。

リガンドアフィニティー精製後の 1D4-epitope タグ付き A2A受容体（15 nM）の

溶液 75 L に、0.2–200 nM [
3
H]ZM241385 を含む 25 L の purification buffer D を

混合し、氷上で 1 時間インキュベートした。混合液をゲル濾過カラム NAP-5 (GE 
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healthcare) にアプライし、A2A受容体と[
3
H]ZM241385 の複合体を回収した。200 

L の試料と 400 L の Optiphase Supermix を混合し、MicroBeta (PerkinElmer) で

測定した。また、非特異的結合の影響を見積もるため、12.5 M ZM241385 を添

加したバッファーを用いて同様の実験を行った。得られたデータを one-site 

binding モデルによってフィッティングした[28]。 

   アミロライドの結合アッセイは、次のようにして行った。リガンドアフ

ィニティー精製後の 1D4-epitope タグ付き A2A受容体を、20 mM HEPES-KOH, pH 

7.0, 1.25 % (w/v) MNG-3, 0.25 % (w/v) CHS で 5 倍希釈し、氷上で 2 時間インキュ

ベートした。NAP-5 を用いて脱塩してから AmiconUltra-4 (MWCO 30k, Millipore) 

で濃縮した。得られた試料に 7 nM [
3
H]ZM241385 と 0.9 nM–0.9 M アミロライ

ドを添加し、全体の液量が 100 L になるように調節してから氷上で 2 時間イン

キュベートした。試料を NAP-5 にアプライして B/F 分離した。300 L の溶出液

と 600 L の Optiphase Supermix を混合し、MicroBeta
2を用いて測定した。得られ

たデータを one-site competition binding モデルにフィッティングし、見かけの阻

害定数 Cheng-Prusoff 式を用いて算出した。 

 

 

２－５ A2A受容体の経時的安定性の検討 

   リガンドアフィニティー精製後の 1D4-epitopeタグ付き A2A受容体のバッ

ファーを、NAP-5 を用いて NMR buffer 3 (0.05 % (w/v) DDM, 0.01 % (w/v) CHS を

含む) に交換した。150 nM [
3
H]ZM241385 を添加し、25 °C で 10.5 時間インキュ

ベートした。インキュベート前後の試料をそれぞれ NAP-5 にアプライし、B/F

分離した。以降の操作は、前項と同様にして行った。非特異的結合の影響を見

積もるために、25 M ZM241385 存在下で同様の実験を行った。 
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２－６ A2A受容体の生化学的解析 

２－６－１ HEK293T 細胞用の発現コンストラクトの構築 

   非構造形成領域である C 末端領域（A317-S412）を deletion した A2A受容

体の cDNA を pcDNA3.1/Zeo (+) (Invitrogen) ベクターの BamHI サイトと EcoRI

サイトの間に挿入した。QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit を用いて、A2A

受容体の cDNA の 5’側に Kozak 配列 (gacacc)、開始コドン (atg)、FLAG タグ配

列 (gactacaaggacgacgacgacaag) を順に付加した。 

 

２－６－２ 細胞継代とトランスフェクション 

   HEK293T 細胞を 37 °C, 5 % CO2存在下で DMEM 培地中にて培養した。2, 

3 日おきに細胞を 0.05 % Trypsin/EDTA 溶液で処理して回収し、15 倍程度希釈し

てから 9.6 cm
2のウェルに継代した。 

   トランスフェクションを行うために、細胞を 1–2 × 10
5
 cells/well の濃度で

播種して 1 日間 37 °C, 5 % CO2中でインキュベーションした。A2A受容体発現コ

ンストラクト 1 g と FuGENE6, DMEM の混合物を室温にて 30 分間程度インキ

ュベートした後ウェルに滴下し、37 °C, 5 % CO2中で培養した。 

 

２－６－３ 発現の確認 

フローサイトメトリー解析 

   トランスフェクションから 24 時間後に、0.05 % Trypsin/EDTA 溶液で処理

して細胞を回収した。遠心して上清を捨てた後 PBS で細胞を懸濁し、再度遠心

して上清を捨てた。500 倍希釈したマウス由来抗 FLAG M2 モノクローナル抗体

（Sigma-Aldrich）を含む 30 L の PBS に細胞を懸濁して氷上で 15 分間インキュ
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ベートしてから遠心し、回収した細胞を PBS で洗浄した。100 倍希釈した Alexa 

Fluor 488 標識ロバ由来抗マウス IgG を含む 30 L の PBS に細胞を懸濁し、遮光

しながら氷上で 10 分間インキュベートした。遠心して上清を捨て、PBS で洗浄

してから Cell Lab Quanta SC (Beckman Coulter) を用いて蛍光強度を測定した。 

 

ウェスタンブロッティング解析 

   トランスフェクションから 24 時間後に回収した細胞を cell lysis buffer に

再懸濁して氷上で 10 分間インキュベートした。懸濁液を遠心して上清と沈殿に

分けた。両者を 12 % SDS-PAGE ゲルにアプライし、40 mA の定電流を 45 分間

流して電気泳動した。ゲルを Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) にセ

ットし、Towbin buffer を用いたセミドライ法によって、200 mA の定電流を流し

ながら 30 分間かけて PVDF メンブレン（Bio-Rad）に転写した。転写後のメン

ブレンを blocking buffer 中にて室温で 2 時間穏やかに振盪した。メンブレンを

TBST で洗浄し、500 倍希釈したマウス由来抗 FLAG M2 モノクローナル抗体

（Sigma-Aldrich）を含む antibody buffer 中で終夜穏やかに振盪した。メンブレン

をTBSTで 2回洗浄し、5000倍に希釈したHRP標識抗マウス抗体（GE Healthcare）

と 5000倍希釈した CPK1070 S-protein (GE Healthcare) を含む antibody buffer中で

2 時間穏やかに振盪した。メンブレンを TTBS と TBS で洗浄後、ECL Prime (GE 

Healthcare) でバンドを発光させ、AE9300 Ez-Capture MG (ATTO) で撮影した。 

 

２－６－４ リガンド解離アッセイの定式化 

   リガンド解離アッセイは、アロステリックモジュレーターを検出するた

めの手法としてしばしば用いられてきた[29]。このアッセイでは、受容体と 3
H

標識オルソステリックリガンドの結合が平衡状態にある系に過剰量の拮抗薬を

加えたときに起こるオルソステリックリガンドの解離を、アロステリックモジ
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ュレーター存在下と非存在下でモニターする。オルソステリックリガンドの解

離速度の変化を解析することで、アロステリックモジュレーターの作用の強さ

を評価する。そこで本研究では、アミロライドの結合部位を同定するための変

異体解析においてこの手法を用いることにした。以下では、定量的に解析を行

うために、このアッセイにおいて起こるリガンドの解離を定式化した[30]。 

   受容体 R とオルソステリックリガンド A、および A の拮抗薬 B が存在す

るとき、R と A, B の結合は次のように表すことができる： 

        

    
  

   
  

         

   
  

   
  

       (1)  

  ,    ,   ,    はそれぞれ結合速度または解離速度である。このとき、複合体

RA, RB の濃度[RA], [RB]の時間変化は以下の式で表される： 

 
 

  
                      (2)  

 
 

  
                      (3)  

(2), (3) 式を変形して 

 
 

  
                                 (4)  

 
 

  
                                 (5)  

ここで、  は受容体 R の総濃度である。今、受容体 R に対してリガンド A と B

はどちらも過剰量存在しており、[A], [B]の時間変化は[RA], [RB]の時間変化に対

して無視できるものとする。(4), (5) 式の両辺をラプラス変換すると 

             
       

 
                             (6)  

             
       

 
                             (7)  

となる。    と    はそれぞれ    と    のラプラス変換、     と     はそれ

ぞれ時刻   での RA と RB の濃度である。リガンド解離アッセイにおいては
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       である。また、簡単のため        とする。(6) 式を    について解

いて(7) 式に代入し、            ,             とおくと 

                   
       

 
 
            
       

 
              

    
 (8)  

となる。(8) 式を    について解くと 

      
       

     
       

  
 

          
      

       
  
 

           
     

       
  

 (9)  

になる。ただし、 

   
  

                           

 
 (10)  

   
  

                           

 
 (11)  

である。(9) 式の両辺を逆ラプラス変換することにより[RA]が求められる： 

 

     
  

  
    

         
        

  
       

      
  

        
        

  
       

      
   

 
          

  
   

  

(12)  

(12) 式がオルソステリックリガンド A の解離を記述する理論式である。 

本研究ではオルソステリックリガンド A として逆アゴニスト

[
3
H]ZM241385、過剰量の拮抗薬 B として非標識 ZM241385 を用いる。両者の解

離定数は約 0.95 nM であり、[
3
H]ZM241385 の濃度[A]は解離定数と同程度、

ZM241385 の濃度[B]は解離定数の 1000 倍程度とする。このとき 

 

              

              

    
   
  

 
 

    
    

(13)  

文献では         min
-1程度であることが報告されている[21]。(13) 式より 

   
    

                            (14)  
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よって、アッセイの時間範囲では 

     
       

   (15)  

である。また、(12) 式の指数部分の係数について 

 

       
        

  
       

  

  
    

          

       
        

  
       

  

  
    

               

(16)  

(15), (16) 式より、(12) 式の    
  の項は    

  の項と比較して無視できる。そこ

で、(12) 式を簡略化して 

           
      (17)  

と書く。    
  の係数と定数項をそれぞれ ,   とおいた。 (17) 式にデータをフ

ィッティングすることで、見かけの解離定数を求めることができる。 

また、(10) 式から 

   
  

     
 

 
  
 
   

   
  

 
  

 

  
  

           

  
  (18)  

であり、その第二項を一次までのテイラー展開で近似すると 

   
  

     
 

 
  
 
   

 

 
  

   
  

 
  

 

  
  

           

  
    (19)  

となる。右辺を整理して 

   
      

           
 

   
 (20)  

今回のアッセイ条件下では、(20) 式の第二項は第一項と比較して無視できる。

よって、見かけの解離速度  
 は拮抗薬 B の濃度や解離速度、結合の強さの影響

をほとんど受けないことが分かる。 
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２－６－５ 膜画分を用いたリガンド解離アッセイ 

   トランスフェクションから 48時間後に回収した細胞を assay bufferに懸濁

し、プロテアーゼ阻害剤カクテル（EDTA-free）を加え、1 mm ジルコニアビー

ズ（TOMY）を混合して vortex することで破砕した。25 L の破砕液を 96 ウェ

ルプレートにアプライし、4 nM [
3
H]ZM241385 または 80 nM [

3
H]NECA を含む

25 L の assay buffer と混合して 30–60 分間インキュベートした。そこに 8 M 

ZM241385 または 26.6 M NECA を含む 50 L の assay buffer を添加し、3
H 標識

リガンドの解離を開始した。適当な時間が経過した後、セルハーベスター

（PerkinElmer）を用いて膜画分を Unifilter-96 GF/C に吸着させ、冷却した assay 

buffer で素早く洗浄した。フィルターを 50 °C で 1 時間以上乾燥してから 20 L

の Optiphase Supermix を混合し、MicroBeta
2を用いて放射活性を測定した。リガ

ンド解離の開始に用いるバッファーに 1 mM アミロライドまたは 100 M HMA

を添加して、同様の操作を行った。非特異的な結合を見積もるために、4 M 

ZM241385または 13.3 M NECAを加えて 1–2時間インキュベートした膜画分の

放射活性を同様にして測定した。 

   得られたデータから、Levenberg-Marquardt 法を用いたカーブフィッティ

ングにより[
3
H]ZM241385 または[

3
H]NECA の解離速度を求めた。 

 

２－６－６ cAMP 産生アッセイ 

トランスフェクションから 48 時間後に細胞を回収し、cAMP buffer に懸

濁した。cAMP の定量は、LANCE Ultra cAMP Kit のプロトコールに従って行っ

た。具体的には、まず 5 Lの細胞懸濁液をOptiplate-384 (PerkinElmer) に分注し、

各種リガンドを含む cAMP buffer を添加して室温で 30 分インキュベートした。

0.35 % TritonX-100 を含むバッファーで細胞を可溶化して反応を停止させた後、
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Eu-cAMP溶液とULight標識抗体溶液を加えて遮光しながら 1時間インキュベー

トした。EnVision Multilabel Reader (PerkinElmer) を用いて蛍光を検出した（励起

340 nm、検出 615 nm/665 nm）。得られたデータを four-parameter logistic 関数にフ

ィッティングした。 

 

 

２－７ ドッキング解析 

   ドッキングシミュレーションのソフトウェアには、Scripps 研究所の A. J. 

Olson 研究室から配布されている AutoDock 4.2 を用いた[31]。受容体の構造とし

て、逆アゴニスト ZM241385 結合状態 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 4EIY）を

用いた。水素原子と電荷をコンピュータ内で付加した。結晶構造内の水、イオ

ン、脂質分子は取り除いた。W246 側鎖は flexible に、他の残基は rigid に設定し

た。リガンドの単結合の回転を自由に変化できるようにした。A2A受容体とリガ

ンドの位置関係を遺伝的アルゴリズムに従って変化させ、各状態での自由エネ

ルギーを計算することでコンフォメーションを最適化した。最終的に得られた

100 個のコンフォメーションのうち、最もエネルギーの小さいものを採用した。 

 

 

２－８ [, , -
2
H3, methyl-

13
C] methionine の調製 

   [, , -
2
H3, methyl-

13
C] methionine の調製は、文献[32]を参考にして行った。 

 

２－８－１ E. coli cystathionine -synthase の調製 

   N 末端に His6 タグを付加した E. coli cystathionine -synthase (eCGS) の
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cDNA を pET15b (Novagen) に組み込んだ発現コンストラクトを幸福裕特任助教

よりお譲りいただいた。その発現コンストラクトを E. coli BL21 (DE3) CodonPlus 

に導入し、得られたシングルコロニーを 5 mL の LB 培地で 37 °C にて終夜培養

した。2 L 振盪フラスコに入れた 1 L の LB 培地に菌体を希釈してさらに培養し

た。OD600 = 0.8 に達したときに 1 mM IPTG を加えて培養を続け、8 時間後に回

収した。回収した菌体を eCGS buffer に懸濁して超音波破砕した。14,000 × g で

30 分間、4 °C にて遠心分離して得られた上清に、1 L 培地あたり 3 mL の

HIS-Select Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich) を加えて 4 °C にて 2 時間穏やかに

振盪した。レジンを 10 カラム体積の eCGS buffer で洗浄した。50 mM imidazole

を含む eCGS buffer を 5 カラム体積だけアプライして溶出させた。溶出液を

Vivaspin 20 (MWCO 100k, GE Healthcare) で濃縮し、同時にバッファーを

deuteration buffer に交換した。280 nm の吸光により定量し、最終的な濃度を 5 

mg/mLにした。モル吸光係数は 25900 として計算した。 

 

２－８－２ eCGS によるメチオニンの 2
H 標識 

   deuteration buffer に[methyl-
13

C] methionine (99 % methyl-
13

C, ISOTEC およ

び Cambridge Isotope Laboratories) を 30 mg/mL の濃度で溶かし、さらに eCGS を

終濃度 0.5 mg/mL となるように加えた。この反応液を 37 °C で終夜インキュベー

トした。反応効率を確かめるために、TCI クライオプローブを装着した Avance 

800 分光器で反応液を NMR 測定した。 

調製した[, , -
2
H3, methyl-

13
C] methionine を A2A受容体の標識に用いる

場合には、上記の反応液を直接培地に加えた。 
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２－９ A2A受容体の NMR 測定 

高い運動性をもつ N 末端領域にある M1 と M4 は、活性には関与しない

一方で、他の残基より顕著に強いシグナルを与えて解析を妨げるおそれがある。

そこで、本研究のすべての NMR 解析では、M1A/M4T 変異を施した A2A受容体

を用いた。 

均一 2
H, 

15
N 標識 A2A 受容体の 1

H-
15

N TROSY または 1
H-

15
N 

CRINEPT-HMQC-TROSY 解析は、以下のようにして行った。精製後の A2A受容

体のバッファーを、AmiconUltra (MWCO 30k) を用いて目的のリガンドを含む

NMR buffer 1 に交換し、250 L になるまで濃縮した。直径 5 mm のミクロセル

（シゲミ）にサンプルを封入し、シリンジを用いて脱気した。測定には TCI ク

ライオプローブを装着した Avance 800 分光器または Avance 950 分光器 (Bruker 

Biospin) を用いた。測定温度は、別途記載がない場合は 25 °C とした。 

   均一 2
H, メチル 13

C メチオニン標識 A2A受容体の
1
H-

13
C HMQC 解析の際

は、交換するバッファーにNMR buffer 2 (MNG-3に可溶化したA2A受容体の場合) 

または NMR buffer 3 (DDM に可溶化した A2A受容体の場合) を用いた。その他の

手順は、均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体の場合と同じようにして行った。 

   リガンドには、逆アゴニストとして ZM241385 (100 M, Tocris Bioscience) 

を、部分アゴニストとして regadenoson (100 M, Toronto Research Chemicals) と

2-(1-hexynyl)adenosine (200 M, ２－１０の方法で合成), LUF5834 (50 M, Tocris 

Bioscience)、アゴニストとして UK-432097 (25 M, Axon Medchem) と NECA (100 

M, Tocris Bioscience) を、アロステリックモジュレーターとしてアミロライド（2 

mM, Sigma-Aldrich）と HMA (1 mM, Sigma-Aldrich) を用いた。 

測 定 条 件 は 次 の よ う に 設 定 し た 。 1
H-

15
N TROSY お よ び

CRINEPT-HMQC-TROSY 測定の場合、1
H 方向と 15

N 方向それぞれについて中心
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周波数を 4.7 ppm と 121 ppm、スペクトル幅を 16 ppm と 30 ppm、ポイント数を

1024 と 64 とした。1
H-

13
C HMQC 測定は、1

H 方向と 13
C 方向それぞれについて

中心周波数を 4.7 ppm と 11.5–24 ppm、スペクトル幅を 16 ppm と 8–32 ppm、ポ

イント数を 2048 と 128–256 として行った。 

NMR 測定後のリガンド交換は、以下のようにして行った。まず、NMR

サンプルを NAP-5 にアプライし、目的のリガンドを含む purification buffer D ま

たは purification buffer M にバッファー交換した。その溶出液に 0.3 mL の TALON 

Metal Affinity Resin を加え、4 °C で 2 時間以上穏やかに攪拌した。レジンをムロ

マックカラム（M サイズ）に詰めた後、目的のリガンドを含むバッファーで 1

時間以上かけて洗浄した。その後の操作は、前述の方法に従って行った。 

A2A受容体のメチオニン残基の帰属とM211のオルソステリックリガンド

（LUF5834 を除く）依存的な化学シフト変化の解析には、DDM に可溶化した試

料を用いた。その他の測定には、MNG-3 に可溶化した試料を用いた。 

 

 

２－１０ 部分アゴニスト 2-(1-hexynyl)adenosine の合成 

以下の試薬をナスフラスコ中で混合し、遮光しながら室温にて終夜撹拌

した。 

1.96 mL acetonitrile (> 99 %) (和光純薬工業) 

1.96 mL Et3N (> 98.0 %) (和光純薬工業) 

100 mg 2-iodoadenosine (> 98.0 %) (東京化成工業) 

4.0 mg CuI (I) (99.5 %) (和光純薬工業) 

2.5 mg PdCl2 (II) (> 98.0 %) (和光純薬工業) 

7.4 mg Ph3P (97 %) (和光純薬工業) 



 

32 

 

142 L 1-hexyne (97.0 %) (和光純薬工業) 

エバポレーターを用いて溶液を蒸発させ、残渣を少量のアセトニトリルに溶解

した。試料をムロマックカラム（S サイズ）に通して不溶物を取り除いた後、逆

相 HPLC（島津製作所）によって精製した。カラムには YMC-Pack ODS-AM-323

（ワイエムシィ）を用いた。移動相としてアセトニトリルを用いて、流速 2.0 

mL/min で定組成溶離させた。 

得られた 2-(1-hexynyl)adenosine を MALDI-TOFMS によって解析した。逆

速 HPLC の溶出画分 1 L をサンプルプレートに載せ、そこに 0.1 % TFA と飽和

濃度の CHCA を含む 1 L のアセトニトリルを加えた。乾燥後、MALDI TOFMS 

AXIMA (島津製作所) を用いて解析した。 

   また、逆速 HPLC の溶出画分を凍結乾燥して溶媒を蒸発させ、DMSO-d6 

(99.9 % 
2
H, ISOTEC) に再度溶かした後、TXI クライオプローブを装着した

Avance500 分光器（Bruker Biospin）を用いて 1
H-NMR スペクトルを測定した。 
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第３章 結果 

３－１ 試料調製 

   本節では、NMR 解析および生化学的解析に用いるヒト A2A受容体の発現

と精製、活性の確認を行った。また、A2A 受容体の部分アゴニストである

2-(1-hexynyl)adenosine の合成を行った。 

 

３－１－１ P. pastoris を用いた A2A受容体の発現と精製 

   膜蛋白質が活性を保った状態で発現されるためには、生合成された膜蛋

白質が細胞膜に輸送される必要がある。真核生物である P. pastoris を発現ホスト

に用いる場合、発現産物の N 末端側に分泌シグナル-factor を付加すると細胞膜

への輸送が起こるようになる。そこで、構造非形成領域の A317–S412 を欠損さ

せた A2A受容体の cDNA を pPICZA ベクターの-factor 配列の下流にライゲー

ションし、エレクトロポレーション法によって P. pastoris に組み込んだ（図 6）。 

   発現誘導後の細胞を破砕して膜画分を調製し、界面活性剤を用いて可溶

化した。可溶化後の試料を、A2A 受容体の C 末端に付加した His10 タグまたは

1D4-epitope タグを利用したアフィニティー精製にかけた。その精製物をリガン

ドアフィニティー精製にかけることで、リガンド結合活性を保った A2A 受容体

を得た。 

   最終精製後の A2A受容体を SDS-PAGE で解析したところ、単一バンドが

得られるまで精製されていることが確認された（図 7）。収量は培地 1 リットル

あたり約 0.8 mg と見積もった。 
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図 6 本研究で用いた P. pastoris 用 A2A受容体発現コンストラクトの模式図。 

 

 

 

図 7 精製した A2A受容体の SDS-PAGE 解析。 

P. pastoris 発現系を用いて発現した A2A受容体を可溶化および精製し、SDS-PAGE で解析し

た（CBB 染色）。 
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３－１－２ A2A受容体の活性の確認 

オルソステリックリガンドおよびアミロライドに対する結合活性の確認 

   精製した A2A 受容体のオルソステリックリガンド活性が保たれているこ

とは、修士課程までの研究において確認していた（近藤、修士論文、2012）。具

体的には、飽和リガンド結合アッセイによって逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 の特

異的結合を検出し、その解離定数を約 36.6 nM と算出した（図 8）。この値は文

献値[33]と同程度であったことから、精製した受容体が活性を保っていると結論

した。 

   さらに本研究では、精製した A2A 受容体がアミロライドに対する結合活

性を保っているかを調べるために、アミロライド依存的な[
3
H]ZM241385 結合阻

害実験を行った。その結果、アミロライドの濃度依存的に[
3
H]ZM241385 の結合

量が減少するのが確認された（図 9）。このことから、精製した受容体がアミロ

ライドへの結合活性も保っていると結論した。このアッセイの条件下における

アミロライドの見かけの解離定数を約 80 M と算出した。 

   これらの結果から、NMR による構造生物学的な解析を行うのに十分な精

製度で A2A受容体は精製され、活性も保持していると結論した。 
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図 8 精製した A2A受容体のオルソステリックリガンド結合活性の確認。 

精製した A2A受容体の逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 に対する結合活性を調べた（近藤、修士

論文、2012）。横軸は[
3
H]ZM241385 の濃度、縦軸は特異的な[

3
H]ZM241385 結合量を示して

いる。データは one-site binding モデルによってフィッティングした。 

 

 

 

図 9 精製した A2A受容体に対するアミロライドの結合活性の解析。 

アミロライドによる逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 の結合阻害実験を行った。横軸はアミロラ

イドの濃度、縦軸は [
3
H]ZM241385 結合量の割合を示している。データは one-site competition

モデルによってフィッティングし、見かけの解離定数を Cheng-Prusoff 式によって求めた。 
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経時的安定性の確認 

   調製した A2A受容体の構造解析を行うためには、NMR 測定にかかる時間

（10 時間程度）において試料が活性を保って安定していることが必要である。

そこで、精製後の A2A受容体の経時的な安定性を評価することにした。 

   具体的には、精製後の A2A受容体のバッファーを NMR 測定用バッファー

に交換した後、逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 存在下で 25 °C にて 10.5 時間インキ

ュベートした。インキュベート前後の試料における A2A 受容体と[
3
H]ZM241385

の複合体の量を比較することで、リガンド結合活性の経時的変化を調べた。 

その結果、両者の複合体量に有意な差は観測されなかった（図 10）。こ

のことから、NMR 測定の間に A2A受容体が顕著に変性することはないと結論し

た。 

 

 

図 10 A2A受容体の経時的安定性。 

精製後の A2A受容体を逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 の存在下で 25 °C にて 10.5 時間インキュ

ベートし、その前後での特異的[
3
H]ZM241385 結合量を比較した。 
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３－１－３ 部分アゴニスト 2-(1-hexynyl)adenosine の合成 

解析に用いる A2A 受容体のリガンドのうち、市販されていない部分アゴ

ニスト 2-(1-hexynyl)adenosine については自分で合成を行った。文献[34]を参考に

して、園頭カップリング反応を利用して 2-iodoadenosine と 1-hexyne から

2-(1-hexynyl)adenosine を合成し、逆相 HPLC によって精製した（図 11）。 

精製後の試料を質量分析法で解析したところ、2-(1-hexynyl)adenosine のプ

ロトン化分子の分子量と一致する分子量のピークが観測された（図 12）。また、

精製物の 1
H NMR 解析で観測されたシグナルは、すべて 2-(1-hexynyl)adenosine

のプロトンに帰属することができた（図 13）。副産物や未反応物に由来する顕

著なシグナルは観測されなかった。これらの結果から、目的の

2-(1-hexynyl)adenosine が得られたと結論した。100 mg の 2-iodoadenosine から得

られた 2-(1-hexynyl)adenosine は約 60 mg、収率は約 60 %だった。 

 

 

 

図 11 部分アゴニスト 2-(1-hexynyl)adenosine の合成。 
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図 12 合成した 2-(1-hexynyl)adenosine の MALDI-TOFMS スペクトル。 

試料のイオン化のためのマトリックスとして CHCA（プロトン化分子の質量 190）を用いた。

2-(1-hexynyl)adenosine のプロトン化分子の質量は 348。横軸は質量電荷比、縦軸は相対強度

を示している。 

 

 

図 13 合成した 2-(1-hexynyl)adenosine の 1
H NMR スペクトル。 

2-(1-hexynyl)adenosine を DMSO-d6に溶かして 25 °C にてスペクトルを得た。横軸は 1
H 化学

シフトを示している。各シグナルの帰属と積分強度（マゼンタ）を付記している。  
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３－１－４ A2A受容体を発現させた HEK293T 細胞の調製 

   シグナル伝達活性やリガンド解離速度の生化学的解析に用いるために、

ヒト A2A受容体を一過的に発現させた HEK293T 細胞を調製することにした。具

体的には、まずウェスタンブロッティングとフローサイトメトリー解析によっ

て A2A受容体の発現を確認した。その後、調製した細胞を用いて、A2A受容体の

シグナル伝達活性のオルソステリックリガンド依存的な変化を解析した。 

 

ウェスタンブロッティング解析による発現確認 

N 末端側に FLAG タグ配列を付加した A2A受容体の cDNA を組み込んだ

プラスミドを HEK293T 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクショ

ンから 24 時間後の細胞を可溶化し、ウェスタンブロッティングによって解析し

た。一次抗体には、FLAG タグを認識する抗 FLAG M2 抗体を用いた。その結果、

二つの特異的なバンドが検出された（図 14）。低分子量側のバンドの方が高分

子量側のバンドよりも数倍濃くなった。各バンドの分子量から、高分子量側の

バンドは糖鎖修飾された A2A 受容体であり、低分子量側のバンドは糖鎖修飾さ

れていない A2A 受容体だと推測した。この結果から、トランスフェクション後

の HEK293T 細胞に A2A受容体が発現されていると結論した。 

A2A受容体の糖鎖修飾部位は細胞外ループ 2 の N154 である。糖鎖修飾さ

れない N154Q 変異体のリガンド結合活性は野生型と同等であることが報告され

ていることから[10, 35]、糖鎖修飾の有無は A2A受容体の活性には影響しないと

考えられる。 
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図 14 HKE293T 細胞に発現させた A2A受容体のウェスタンブロッティングによる検出。 

トランスフェクションから 24 時間後の細胞および mock 細胞を可溶化して遠心し、その上

清と沈殿をそれぞれウェスタンブロッティング解析した。ウェスタンブロッティングの一

次抗体には、A2A受容体の N 末端側に付加した FLAG タグ配列を認識する抗 FLAG M2 抗体

を用いた。 

 

 

フローサイトメトリー解析による A2A受容体の配向の確認 

発現された A2A 受容体が細胞膜に対して正しい向きをしているかを調べ

るために、トランスフェクションから 24 時間後の細胞を用いてフローサイトメ

トリー解析を行った。一次抗体には、A2A受容体の N 末端に付加した FLAG タ

グを認識する抗 FLAG M2 抗体を用いた。解析の結果、トランスフェクション後

の細胞の蛍光強度は、mock 細胞の蛍光強度よりも顕著に高くなった（図 15）。 

この結果は、抗 FLAG M2 抗体が細胞表面に露出している FLAG タグ配列

を認識したことを示している。したがって、N 末端側を細胞外側に向けた A2A

受容体が存在する、すなわち正しい配向になった A2A 受容体が発現していると

結論した。 
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図 15 HKE293T 細胞に発現させた A2A受容体のフローサイトメトリーによる検出。 

一次抗体として抗 FLAG 抗体、二次抗体として Alexa Flour 488 修飾抗体で処理したトラン

スフェクション後の細胞（左）と mock 細胞（右）をフローサイトメトリーで解析した。横

軸は蛍光強度、縦軸はカウント数を示している。 

 

 

シグナル伝達活性の解析 

   次に、上記の方法で調製した細胞を用いて、オルソステリックリガンド

依存的な A2A 受容体のシグナル伝達活性の変化を調べた。具体的には、トラン

スフェクションから 48 時間後に回収した A2A受容体発現 HEK293T 細胞とさま

ざまなオルソステリックリガンド（図 16）を混合してインキュベートし、蛍光

標識 cAMPと抗 cAMP抗体を用いた競合法によって cAMP産生量を定量した（図 

17）。 

その結果、オルソステリックリガンドの濃度依存的に cAMP 産生量が増

加するのが観測された（図 18、表 1）。また、最大 cAMP 産生量は、多い順に

UK-432097 > NECA > 2-(1-hyxynyl)adenosine > regadenoson となった。 
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図 16 本研究で用いた A2A受容体のオルソステリックリガンド。 

 

 

図 17 cAMP 産生アッセイの概要の模式図。 

A2A受容体を一過的に発現させた HEK293T 細胞に対してさまざまなオルソステリックリガ

ンドを作用させた。細胞を可溶化した後、蛍光標識 cAMP と抗 cAMP 抗体を用いた競合法

によって、産生された cAMP 量を定量した。 
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図 18 HEK293T 細胞に発現させた A2A受容体のオルソステリックリガンド依存的なシグ

ナル伝達。 

A2A 受容体を一過的に発現させた HEK293T 細胞に対してアゴニスト UK-432097 または

NECA、部分アゴニスト regadenosonまたは 2-(1-hexynyl)adenosineを作用させたときの cAMP

産生量を、図 17 の方法によって測定した。横軸は各リガンドの濃度、縦軸は cAMP 濃度を

表している。得られたデータを four-parameter logistic 関数によってフィッティングした。 

 

 

 

表 1 さまざまなオルソステリックリガンド存在下での最大 cAMP 産生量。 

図 18 の cAMP 産生量のリガンド依存性から、各リガンド存在下における最大 cAMP 産生量

を求めた。アゴニスト UK-432097 存在下を 100 %、逆アゴニスト ZM241385 存在下を 0 %

として規格化して表した。 

Orthosteric ligand 
Maximal cAMP 

accumulation (%) 

Agonist 
UK-432097 100 

NECA 98 

Partial agonist 
Regadenoson 74 

2-(1-hexynyl)adenosine 91 

Inverse agonist ZM241385 0 
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３－２ アミロライドと A2A受容体の結合の検出 

   実際にアミロライドが A2A 受容体に対してアロステリックに結合できる

かどうかということは、従来の研究では十分に確認されてはいなかった。そこ

で本節では、前節で調製した試料を用いて、A2A受容体とアミロライドの結合を

直接検出することを試みた。そのための手法として核磁気共鳴（NMR）法を用

いることにした。まず A2A受容体由来の NMR シグナルの帰属を行った後、アミ

ロライドの結合に伴う A2A受容体の NMR スペクトルの変化を解析することで、

アミロライドの結合を直接的に検出することにした。 

 

３－２－１ NMR 法の利点 

GPCR の構造は高い運動性を持ち、それが機能の発現に重要な役割を担う

と考えられている[16, 36-38]。NMR 法は水溶液中の蛋白質の構造を直接観測す

ることができる手法であり、分子の動的な性質を解析するのに適している[39]。

そこで本研究では、NMR 法を用いて A2A受容体の構造解析を行うことにした。 

蛋白質を NMR 法で解析するためには、観測したい残基を安定同位体標識

する必要がある。今回、A2A受容体のトリプトファン残基の側鎖インドール NH

基とメチオニン残基のメチル基に着目した（図 19）。その理由は二つある。 

第一に、A2A受容体のメチオニン残基やトリプトファン残基は分子全体に

広く分布していることが挙げられる（図 19）。例えば、生理的リガンド結合部

位近傍にある M140 や分子中腹にある W129 は保存性の高い残基であり、それら

の領域の構造変化を検出する上で良いプローブになると考えられる。特に M211

は、前述の結晶構造解析で大きな変化を示した TM5 の細胞内側にあることから

（図 4）、A2A 受容体のシグナル伝達活性に重要な細胞内側領域の構造変化を反

映する可能性があると考えた。 
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第二の理由として、NMR 測定を高感度化できることが挙げられる。A2A

受容体のような高分子量の分子を NMR で直接観測する場合、分子の回転相関時

間が増加することで横緩和時間が短縮し、シグナルの検出感度が顕著に低下す

ることが問題になる。この問題を解決するためには、主鎖よりも高い内部運動

性があるためにシグナルの先鋭化が期待できる側鎖を観測対象とすることや、

分子を均一重水素（2
H）標識することが有効である[40]。特に側鎖メチル基は、

プロトンを 3 個持つことや、メチル基自身の速い内部運動があること、HMQC

スペクトルを利用することで横緩和時間が相対的に遅い磁化成分のみを選択的

に取り出せること（methyl-TROSY 効果）により、感度良く測定できることが知

られている[41, 42]。したがって、メチオニンメチル基やトリプトファン側鎖イ

ンドール NH 基を観測対象とすることで、A2A受容体を高感度に観測できると考

えられる。 

 

 

図 19  A2A受容体のメチオニンとトリプトファンの分布。 

アデノシン（黄）結合状態ヒト A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 2YDO）におけるメチオニ

ン（青）とトリプトファン（紫）残基を示した。 
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私はこれまでに、P. pastoris発現系を用いて発現産物を均一 2
H, メチル 13

C

メチオニン標識または均一 2
H, 

15
N 標識する方法を確立していた（近藤、修士論

文、2012）。これらの標識法を利用することで、A2A 受容体のメチオニンメチル

基とトリプトファン側鎖インドール NH 基を観測することが可能になる。そこ

で、この方法によって安定同位体標識 A2A受容体を調製し、NMR による構造解

析に用いることにした。 

 

 

３－２－２ A2A受容体の NMR シグナルの帰属 

   はじめに、逆アゴニスト ZM241385 結合状態の均一 2
H, メチル 13

C メチオ

ニン標識 A2A受容体の
1
H-

13
C HMQC スペクトルを測定した（図 20）。その結果、

A2A受容体由来のシグナルが計 6 個観測された。このシグナル数は、受容体がも

つメチオニン残基数と同じであった。 

 

図 20 逆アゴニスト ZM241385結合状態の均一 2
H, メチル 13

Cメチオニン標識 A2A受容体

の NMR スペクトル。 

（左）1
H-

13
C HMQC スペクトル。各シグナルのそばに、どのシグナルとどの残基が対応し

ているかの帰属を記した。（右）メチオニン残基（青）の分布をアデノシン結合状態 A2A受

容体の結晶構造（PDB ID: 2YDO）上にマッピングした。 
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   そこで次に、どのシグナルとどの残基が対応しているのかを同定するた

めに、変異体を用いた帰属を行った。M140, M211, M270 の帰属については修士

課程から着手しており（近藤、修士論文、2012）、今回さらに M174, M177, M193

の帰属も行った。 

   まず、できるだけ活性に影響のない変異体を作成するためにサブタイプ

内でのアミノ酸配列の保存性を調べたところ、M174, M177, M193 に対応する位

置では完全にメチオニンが保存されていた。そこで、メチオニンと性質が近い

アミノ酸への置換変異体を数種類作成し、逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 およびア

ゴニスト[
3
H]NECA の特異的結合量を比較した（図 21）。その結果から、高いリ

ガンド結合活性を保持していたM174L, M177VおよびM193Lを以降の解析に用

いることにした。 

上記の変異体の均一 2
H, メチル 13

C メチオニン標識体を調製し、1
H-

13
C 

HMQC 測定を行った。変異体と野生型のスペクトルを比較し、消失したシグナ

ルが目的のメチオニン残基であると帰属した（図 22）。最終的に、すべてのメ

チオニン残基について一義的な帰属が得られた。 

 

図 21 帰属のための A2A受容体の変異体の選定。 

各変異体を発現させた P. pastoris の膜画分を用いて、逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 またはア

ゴニスト[
3
H]NECA 結合活性を比較した（N = 3）。 
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   同様にして、アゴニスト UK-432097、部分アゴニスト regadenoson、また

はアミロライドの各存在下におけるメチオニン残基のシグナルも帰属した（図 

22）。 

   加えて、均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体のトリプトファン側鎖のシグナルに

ついても帰属を行った。野生型と変異体の 1
H-

15
N TROSY または

CRINEPT-HMQC-TROSY スペクトルを比較することで、A2A受容体の持つ 6 個

すべてのトリプトファン側鎖の帰属を得た（図 23、図 24）。 

 

 

変異がスペクトルに与えた影響と帰属の妥当性について 

W29Y 変異体のスペクトルでは W32 の化学シフトが、W32Y 変異体のス

ペクトルでは W29 の化学シフトが若干変化していた。これは、両残基が隣接し

ているために、変異の影響を直接受けたことを反映していると考えられる。 

W129 と W246 の NMR シグナルは、他のトリプトファン残基のシグナル

と比較して広幅であった。W129 と W246 は分子の中腹にあり、他のトリプトフ

ァン残基は分子の先端近くにあるため（図 19）、前者の運動性は後者のそれよ

りも制限されていると予想される。そのため、W129 と W246 のシグナルが他と

比較して広幅であることは妥当であると考えた。 

M177 は TM5 の細胞外側にあり、リガンド結合に直接関わる。特に逆ア

ゴニスト ZM241385 結合状態では、リガンドのフラン環からの環電流効果を強

く受けることが結晶構造から予想されるため、ZM241385 存在下で M177 が 1
H

方向に高磁場側の化学シフトを示すことは妥当だと思われる。 

M174 と M177 の片方を変異させたとき、他方の残基のシグナルの化学シ

フトが若干変化していた。これは、M174 と M177 の両残基が空間的に隣接して
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いるために、変異の影響を受けたせいであると考えた。 

アゴニスト UK-432097 結合状態の M270 のシグナルは、他の状態のとき

のそれと比較して顕著に高磁場側に現れた。UK-432097 結合状態の結晶構造か

ら、M270 は UK-432097 のフェニル環から環電流効果を強く受けるが予想される

ため、そのような化学シフトを示すことは妥当であると推測した。 
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図 22 A2A受容体の
1
H-

13
C HMQC スペクトルの帰属。 

さまざまなリガンドが結合した A2A受容体変異体の
1
H-

13
C HMQC スペクトルを比較し、各

シグナルを帰属した。M1A/M4T (2M) または M1A/M4T/M211T (3M) 変異体のスペクトルを

マゼンタで色付けして、他の変異体のスペクトルに重ね合わせて示している。バッファー

由来のシグナルを網掛け（灰色）で示している。 
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図 23 逆アゴニスト、アミロライド、HMA 存在下の A2A受容体の
1
H-

15
N TROSY および

1
H-

15
N CRINEPT-HMQC-TROSY スペクトルの帰属。 

各スペクトルの全体図と、トリプトファン側鎖の化学シフト領域の拡大図を示している。

野生型（WT）のスペクトルをマゼンタで色付けして他の変異体のスペクトルに重ね合わせ

て示している。 
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図  24  アゴニスト存在下における A2A 受容体の 1

H-
15

N TROSY および 1
H-

15
N 

CRINEPT-HMQC-TROSY スペクトルの帰属。 

各スペクトルの全体図と、トリプトファン側鎖の化学シフト領域の拡大図を示している。

野生型（WT）のスペクトルをマゼンタで色付けして他の変異体のスペクトルに重ね合わせ

て示している。 
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３－２－３ アミロライドと A2A受容体の結合の検出 

   次に、アミロライドとオルソステリックリガンドが同時に結合した状態

が実際に存在するのか調べることにした。アミロライド存在下、逆アゴニスト

ZM241385 存在下、および両者が存在する状態における均一 2
H, メチル 13

C メチ

オニン標識 A2A受容体の
1
H-

13
C HMQC スペクトルを比較した。 

M140 は生理的リガンド結合部位に隣接する残基であり（図 25 右）、リガ

ンドの結合モードの変化による影響を大きく受けると考えられる。そこで M140

のシグナルに着目したところ、M140 の化学シフトは三条件の間で異なっていた

（図 25 左）。また、その変化は非直線的であった。 

 

 

 
図 25 アミロライド存在下における A2A受容体の生理的リガンド結合部位周辺の変化。 

アミロライド存在下（緑）、逆アゴニスト ZM241385 存在下（黒）、両者の存在下（赤）に

おける M140 のシグナルを重ねて示した。右側には、A2A受容体の結晶構造上の M140 の位

置を示した。 
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逆アゴニストとアミロライドが両方存在するとき、A2A受容体が取りうる

状態としては、いずれのリガンドも結合していない状態、逆アゴニストのみが

結合している状態、アミロライドのみが結合している状態、両者が結合してい

る状態の 4 通りが存在し得る。上述の NMR 解析においてはどちらのリガンドも

解離定数より過剰に存在しているので、いずれもリガンドも結合していない状

態はほとんど存在しないと考えられる。また、もしも片方のリガンドが結合し

た状態しか存在しないのであれば、M140 の化学シフトはアミロライドまたは逆

アゴニストのみが存在するときの化学シフトと一致するか、それらを結ぶ直線

上にあるはずである。したがって、M140 の化学シフトが非直線的な変化をした

という結果は（図 25）、逆アゴニストとアミロライドが両方結合した状態が存

在するということを示している。 

   以上の結果から、逆アゴニストとアミロライドが同時に結合した状態が

実際に存在すると結論した。 
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３－３ A2A受容体のアミロライド結合部位の同定 

   前節において、逆アゴニストとアミロライドが同時に結合した状態が実

際に存在することが確認された。そこで本節では、アミロライドの結合部位を

同定することにした。 

 

３－３－１ アミロライド結合状態 A2A受容体の NMR による観測 

   はじめに、メチオニン残基をプローブとした前述の NMR 解析に加えて、

アミロライドの結合によって A2A 受容体のどの領域が顕著に変化するかを調べ

るために、分子全体に分布するトリプトファン残基をプローブとした NMR 解析

も行った。逆アゴニスト ZM241385 存在下および ZM241385 とアミロライドの

共存下における均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体の

1
H-

15
N CRINEPT-HMQC-TROSY

スペクトルを取得し、両者を比較した。 

   その結果、アミロライド存在下では、分子中腹にある W129 と W246 のシ

グナルが顕著な先鋭化と化学シフト変化していた（図 26）。これらの残基は、

前述の M140 よりも生理的リガンド結合部位から離れた位置にある。そのため、

W129 と W246 のシグナルに顕著な変化が観測されたという結果は、この領域に

アミロライドが結合したことを示唆している。 
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図 26 アミロライドの結合に伴う均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体の NMR スペクトルの変化。 

逆アゴニスト ZM241385 のみが存在するとき（黒）と、ZM241385 とアミロライドが同時に

存在するとき（緑）の均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体の

1
H-

15
N CRINEPT-HMQC-TROSY スペク

トルを比較した。*印のシグナルは非トリプトファン。右側には結晶構造上のトリプトファ

ン残基の分布を示した。 
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３－３－２ 変異体解析による結合部位の同定 

   次に、さまざまな A2A 受容体変異体のアミロライド感受性を調べること

で、アミロライドの結合に重要な残基を同定することを試みた。 

 

変異体作成の指針 

グアニジン骨格をもつアミロライドは正に帯電することができるため、

負電荷を帯びた領域に結合しやすいことが予想される（図 27）。そこで、オル

ソステリック部位周辺にあるアスパラギン酸やグルタミン酸残基、およびその

周辺の残基に着目した。計 12 種類の変異体（E12Q, L48A, D52N, T88A, E151Q, 

E161Q, D170A, N181A, W246Y, D261A, N280A, N284A）をそれぞれ HEK293T 細

胞に一過的に発現させた。その膜画分に対する逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 の特

異的結合を検出することで、変異体がリガンド結合活性を保っていることを確

認した。 

 

図 27 変異体解析の指針。 

アミロライド（左）は正電荷を帯び得るため、A2A受容体（右、PDB ID: 4EIY）のもつグル

タミン酸（紫）やアスパラギン酸（緑）、その周辺の残基と相互作用しやすいと予想される。 
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リガンド解離アッセイによるアミロライド感受性の解析 

変異体のアミロライド感受性を調べる方法として、リガンド解離アッセ

イを用いた。この手法は、飽和リガンド結合アッセイのような定常状態を解析

する手法と比較して、アロステリック効果を検出するのにより適している[43]。

このアッセイでは、受容体と 3
H 標識オルソステリックリガンドの複合体に過剰

量の拮抗薬を加えたときに起こる、複合体量の経時的な減少を測定する（図 28）。

オルソステリックリガンドとして逆アゴニストを用いたとき、アミロライドや

HMA の存在下では逆アゴニストの解離が速くなることが知られている[21]。変

異によってアミロライドや HMA と受容体の結合が抑制された場合、解離速度の

変化が小さくなると考えられる。そこで、逆アゴニストの解離速度の変化を指

標にして、変異体のアミロライド感受性を調べた。  

 

図 28 リガンド解離アッセイの概要。 

a. リガンド解離アッセイでは、受容体と 3
H 標識オルソステリックリガンドの複合体に過剰

量の拮抗薬を加えたときに起こる複合体の解離を測定する。アミロライド存在下ではオル

ソステリックリガンドの解離速度が速くなる。変異によってアミロライドの結合が減弱す

ると、解離速度の変化が小さくなる。 

b. 時間依存的な逆アゴニストの解離の模式図。横軸は拮抗薬を加えてからの時間、縦軸は

複合体の割合を示している。 
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解析の結果、D52N や T88A および N284A 変異体では、アミロライドや

HMA 存在下での逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 解離の加速効果が顕著に低下して

いた（図 29、図 30、表 2）。D52 や T88, N284 は生理的リガンド結合部位より

も細胞内側の領域に集まっていた。また、これらの残基は、前項の NMR 解析で

顕著な変化を示していた W129 や W246 と隣接していた。 

E169Q 変異体ではもともとのリガンド解離速度が非常に速く、アミロラ

イドによるその変化を定量的に解析するのは困難だった（表 2、図 30）。細胞

外ループ 2（ECL2）にある E169 は結晶構造中で逆アゴニスト ZM241385 の環外

アミノ基と直接相互作用しているため、変異による影響が大きく現れたと考え

られる。温度を低温に保つことで解離速度を遅くすることを試みたが、それで

も解析は困難だった。同様に L48A 変異体についても、発現量が非常に少なかっ

たため定量的な解析が困難だった。 

また、E13Q 変異体では、アミロライドや HMA が存在しない状態でも

[
3
H]ZM241385 解離速度が野生型のそれよりも顕著に増加していた（約 3.8 倍）。

それにより、アミロライドや HMA 存在下では測定開始直後にほとんどの複合体

が解離してしまい、正確な[
3
H]ZM241385 解離速度を求めるのが困難だった。 

以上の結果から、生理的リガンド結合部位よりも細胞内側の領域にある

D52, T88 および N284 の周辺にアミロライドが結合すると考えた（図 29）。 

また、N181A や N280A 変異体では、アミロライドの効果には顕著な変化

がない一方で HMA の作用が抑制されていた（表 2、図 30）。このことから、こ

れらの残基は HMA とのみ相互作用を形成している可能性がある。 
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図 29 変異体解析の結果のマッピング。 

アミロライドの結合による逆アゴニストZM241385解離速度の増加率が 1.5倍以下に低下し

た残基を赤色、それ以外を緑色で A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 4EIY）上にマッピングし

た。右側には、アッセイの結果から推測したアミロライドと A2A受容体の結合の模式図を示

した。 
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表 2 A2A受容体変異体からの逆アゴニスト解離速度のアミロライド依存性。 

さまざまな A2A受容体変異体からの逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 解離速度（min

-1）を、アミ

ロライドや HMA の存在下または非存在下で解析した。拮抗薬のみ（only competitor）を加

えたときの解離速度に対する倍率を括弧内に記した。a
 12 °C; 

b
 4 °C; 

c
 25 °C; N.D., not 

determined. 

Mutant Only competitor + Amiloride + HMA 

WT
 a
 0.031 ± 0.005 0.067 ± 0.007 (2.1) 0.085 ± 0.008 (2.7) 

E13Q
 b
 0.12 ± 0.02 0.42 ± 0.07 (3.6) 0.54 ± 0.14 (4.6) 

L48A 
c
 N.D. N.D. - 

D52N
 a
 0.02 ± 0.01 0.028 ± 0.009 (1.4) 0.031 ± 0.009 (1.6) 

T88A
 b
 0.013 ± 0.005 0.017 ± 0.006 (1.3) 0.016 ± 0.005 (1.2) 

E151Q
 b
 0.033 ± 0.009 0.056 ± 0.009 (1.7) 0.074 ± 0.011 (2.2) 

E161Q
 b
 0.033 ± 0.012 0.065 ± 0.015 (1.9) 0.081 ± 0.017 (2.4) 

E169Q
 b
 N.D N.D. N.D. 

D170A
 a
 0.08 ± 0.01 0.17 ± 0.03 (2.1) 0.26 ± 0.04 (3.3) 

N181A
 b
 0.06 ± 0.01 0.13 ± 0.02 (2.1) 0.12 ± 0.02 (2.0) 

W246Y
 b
 0.112 ± 0.009 0.27 ± 0.02 (2.4) 0.15 ± 0.01 (1.4) 

D261A
 a
 0.025 ± 0.005 0.045 ± 0.005 (1.8) 0.084 ± 0.007 (3.4) 

N280A
 a
 0.08 ± 0.01 0.15 ± 0.03 (1.9) 0.17 ± 0.03 (2.1) 

N284A
 a
 0.069 ± 0.007 0.101 ± 0.009 (1.5) 0.104 ± 0.009 (1.5) 
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図 30 変異体解析によるアミロライド結合部位の同定。 

さまざまな A2A受容体変異体からの逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 解離速度を解析した。アロ

ステリックモジュレーター非存在下（黒）、アミロライド（緑）または HMA（赤）存在下

での結果を重ねて示した。 

 

 



 

64 

 

３－３－３ A2A受容体とアミロライドのドッキング解析 

   最後に、前述の変異体解析によって同定されたオルソステリック部位の

下部領域にアミロライドが結合することが空間的に可能かどうかを調べるため

に、アミロライドと A2A 受容体のドッキング解析を行うことにした。逆アゴニ

スト結合状態の A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 4EIY）をテンプレートとして、

アミロライドの結合自由エネルギーが最も低くなる結合ポーズを探索した。 

   その結果、アミロライドの結合部位はよく収束し、オルソステリック部

位よりも下部の領域に収まった（図 29）。また、受容体側の構造として逆アゴ

ニストが存在する状態と存在しない状態の A2A 受容体のいずれを用いた場合で

も、アミロライドのドッキングポーズはほとんど同じだった。これらの結果か

ら、アミロライドをこの部位に収容することは空間的に可能であると結論した。 

 

 

図 31 アミロライドのドッキング解析。 

a. 逆アゴニスト ZM241385 結合状態 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 4EIY）とアミロライ

ドのドッキング構造。残基の色分けは図 24 と同様。 

b. surface 表示のドッキング構造の断面図。  
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３－４ アミロライドによる A2A受容体の活性変化 

従来の研究では、A2A受容体のシグナル伝達やアゴニスト解離に対してア

ミロライドが与える影響については不明であった。そこで本節では、アミロラ

イド存在下と非存在下における A2A 受容体の各種活性を測定することで、アミ

ロライド依存的な A2A受容体の活性変化を定量した。 

 

３－４－１ シグナル伝達活性に対する作用 

   まず、A2A受容体のシグナル伝達活性に対するアミロライドの影響を調べ

た。A2A受容体を一過的に発現させた HEK293T 細胞に、アミロライド存在下ま

たは非存在下でアゴニスト NECA の刺激を与えた。その細胞を可溶化し、蛍光

標識 cAMP と抗 cAMP 抗体を用いた競合法によって cAMP 産生量を測定した。 

その結果、アミロライド存在下で産生された cAMP の産生量は非存在下

のそれの 30 %程度に低下していた（図 32）。この結果から、アミロライドは A2A

受容体の G 蛋白質シグナル活性を阻害すると考えた。 

 

 

図 32 A2A受容体を介した cAMP 産生に対するアミロライドの影響。 

アミロライド非存在下（黒）と存在下（赤）において A2A受容体発現 HEK293T 細胞にアゴ

ニスト NECA 刺激を与えたときの cAMP 産生量をプロットした。 
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３－４－２ リガンド解離速度に対する作用 

   次に、A2A受容体とアゴニストの解離速度に対してアミロライドが与える

作用を解析し、逆アゴニストの場合と比較した。A2A受容体を一過的に発現させ

た HEK293T 細胞の膜画分に用いて、リガンド解離アッセイを行った。 

逆アゴニスト[
3
H]ZM241385 の解離速度は、アミロライド存在下では非存

在下と比較して、前述のように約 2.1 倍加速した（図 33）。アミロライド誘導体

の HMA の存在下で同様のアッセイを行ったところ、[
3
H]ZM241385 の解離速度

は 2.8 倍まで速くなった。一方、アゴニスト[
3
H]NECA の解離速度は、アミロラ

イド存在下では非存在下よりも約 0.87 倍まで遅くなった。HMA 存在下では、さ

らに約 0.29 倍まで減速した。 

このことから、アゴニストと逆アゴニストの解離に対してアミロライド

や HMA は逆の作用を持つことが明らかになった。 

 

 

表 3 A2A受容体からのリガンド解離速度に対するアミロライドと HMA の作用。 

図  33 のリガンド解離アッセイから求めたアゴニスト [
3
H]NECA と逆アゴニスト

[
3
H]ZM241385 の解離速度（min

-1）を示した。括弧内の数値は、拮抗薬のみ（only competitor）

のときの解離速度に対する比を表している。 

Orthosteric 
ligand 

Only competitor + Amiloride + HMA 

Agonist 
NECA 

0.18 ± 0.04 0.12 ± 0.03 (0.87) 0.013 ± 0.03 (0.29) 

Inverse agonist 
ZM241385

 
 

0.031 ± 0.005 0.067 ± 0.007 (2.2) 0.085 ± 0.008 (2.7) 
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図 33 アミロライドまたは HMA 存在下における逆アゴニストとアゴニストの解離速度。 

（左）拮抗薬のみを加えたとき（黒）、アミロライド存在下（緑）、HMA 存在下（赤）にお

ける逆アゴニスト ZM241385 またはアゴニスト NECA の解離の時間依存性。 

（右）左のグラフから求めた各条件での解離速度の比。 

 

 

アミロライドによる A2A受容体の活性の変調のまとめ 

・アミロライド存在下では、A2A受容体の G 蛋白質シグナル活性が抑制された。 

・アミロライドやその誘導体 HMA の存在下では A2A受容体からの逆アゴニスト

[
3
H]ZM241385 の解離が加速し、アゴニスト[

3
H]NECA の解離は減速した。 

・リガンド解離に対する効果は、アミロライドより HMA の方が大きくなった。 
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３－５ アミロライドによる A2A受容体の構造変化 

   前節にて、アミロライドが A2A 受容体の活性に対して与える作用が明ら

かになったが、それがどのような構造変化によってもたらされるのかは不明で

あった。そこで本節では、アミロライドの結合に伴う A2A 受容体の構造変化様

式を NMR 法によって解析した。 

 

３－５－１ 細胞内側領域の構造変化 

オルソステリックリガンドによる構造変化 

   はじめに、A2A受容体の G 蛋白質シグナル活性に重要な細胞内側領域につ

いて調べることにした。そこで、TM5 の細胞内側にある M211 に着目した（図 34

右）。TM5 の細胞内側は、活性化に伴って大きく構造変化する領域であり、G 蛋

白質との相互作用において重要である（図 4）。よって M211 は、活性化に伴う

細胞内側領域の構造変化を反映する良いプローブになると考えられる。 

   まず、オルソステリックリガンドによる構造変化を観測した。具体的に

は、均一 2
H, メチル 13

C メチオニン標識 A2A 受容体を調製し、アゴニストの

UK-432097 と NECA、部分アゴニストの regadenoson と 2-(1-hexynyl)adenosine, 

LUF5834、または逆アゴニストの ZM241385 存在下で 1
H-

13
C HMQC 測定を行っ

た。その結果、M211 のシグナルの化学シフトはリガンド依存的に連続的な変化

を示した（図 34 左）。また、その化学シフトは、逆アゴニスト結合状態、部分

アゴニスト結合状態、アゴニスト結合状態の順に並んでいた。 
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図 34 さまざまなオルソステリックリガンド存在下でのA2A受容体の細胞内側の構造変化。 

各種オルソステリックリガンド存在下で均一 2
H, メチル 13

C メチオニン標識 A2A 受容体の
1
H-

13
C HMQC 測定を行った。活性化に伴って大きく構造変化すると考えられている TM5 の

細胞内側にある M211 のシグナルを、色を変えて重ね合わせて示した。右図は、アデノシン

結合状態 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 2YDO）上のメチオニン残基（青）を示している。 

 

 

   逆アゴニスト結合状態とアゴニスト結合状態を比較すると、M211 の化学

シフトは 13
C 方向高磁場側に変化し、1

H 方向にはほとんど変化しなかった（図 

34）。側鎖メチル基の化学シフトは、側鎖のコンフォメーションによって 13
C 方

向に大きく影響を受け、周囲の芳香環との距離や角度によって 1
H 方向に大きく

影響を受けることが知られている[44-46]。特にメチオニンのメチル基の場合、

側鎖の配座が gauche型のときには trans型のときよりも 13
C方向に高磁場側の化

学シフトを示す傾向がある[44]。 

逆アゴニストZM241385結合状態およびアゴニストNECA結合状態のA2A

受容体の結晶構造では、M211 の側鎖のコンフォメーションはそれぞれ trans 型

と gauche 型になっていた（図 35a）。そのメチル基の周辺に芳香環は存在しない

ため、環電流効果の変化はほとんどないと推測される。また、これらの結晶構

造では、活性化によって G 蛋白質結合ポケットが開くのに伴って TM5 と TM6
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の細胞内側が分子の外側にシフトし、さらに TM6 が回転していた（図 35b）。

この構造変化をする際に M211 側鎖は、TM6 の L255 などと相互作用してより安

定な疎水的環境を形成するために、trans 型から gauche 型に変化したと考えられ

る。 

このことから、逆アゴニストまたはアゴニスト存在下において観測され

た M211 シグナルはそれぞれ、結晶構造解析で観測されていた逆アゴニストまた

はアゴニスト結合状態のコンフォメーションに対応していると考えた。 

また、M211 が連続的な化学シフト変化を示したことから、細胞内側領域

の構造変化様式について二つの可能性が示唆される。それは、結合するリガン

ドごとに M211 が異なるコンフォメーションをとっているという可能性と、二つ

のコンフォメーションの間を交換する平衡状態にあるという可能性である。 

 

 

図 35 活性化による A2A受容体の M211 のコンフォメーション変化。 

逆アゴニストの ZM241385 結合状態（青、PDB ID: 3PWH）とアゴニストのアデノシン結合

状態（橙、PDB ID: 2YDO）の A2A受容体の結晶構造の重ね合わせを、ヘリックスに水平な

方向（a）と細胞内側（b）から見た。活性化によって TM5 と TM6 の細胞内側が分子の外

側にシフトしている。 
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温度依存性の解析による構造平衡の検出 

   M211 の化学シフト変化がどちらの可能性を反映しているのかを調べる

ために、シグナルの温度依存性を調べた。アゴニスト UK-432097 存在下におい

て測定温度を 25 °C から 15 °C に低下させたところ、二つのシグナルが観測され

た（図 36）。そのうちの 13
C 方向高磁場側のシグナルの化学シフトは、アゴニス

ト存在下で 25 °C において観測された活性化状態のシグナルの化学シフトと対

応していた。一方、13
C 方向低磁場側のシグナルは、逆アゴニスト ZM241385 存

在下で 15 °C において観測された不活性状態のシグナルと対応していた。 

この結果は、M211 は活性化コンフォメーションと不活性コンフォメーシ

ョンの二状態を交換する平衡状態にあり、温度を低下させたことでその交換速

度が遅くなったということを示している。 

 

 

図 36  M211 の NMR シグナルの温度による変化。 

アゴニスト UK-432097 結合状態で 25 °C（左）または 15 °C（中央）、および逆アゴニスト

ZM241385 結合状態で 15 °C（右）における 1
H-

13
C HMQC スペクトルの M211 シグナルを示

した。アゴニスト UK-432097 結合状態で 15 °C のときには、M211 由来のシグナルが二つ観

測されていた。 
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構造平衡とシグナル伝達活性の相関 

   これまでの解析で観測された細胞内側領域の構造平衡が、どのように活

性と関わっているのかを調べた。図 38 は、M211 の化学シフト変化量から求め

た活性化コンフォメーションの存在割合を縦軸に、cAMP 産生アッセイから求め

た最大 cAMP 産生量を横軸にしてプロットした結果を示している。両者の間に

は高い相関が認められた。 

   以上の結果から、オルソステリックリガンドが A2A 受容体の細胞内側領

域の活性化コンフォメーションの量比を変化させること、および、その活性化

コンフォメーションの量比がシグナル伝達の強さを決定することが分かった。 

 

 

 

図 37 最大 cAMP 産生量と活性化コンフォメーション量の相関。 

A2A受容体発現 HEK293T 細胞を用いたアッセイから求めた最大 cAMP 産生量と NMR 解析

から求めた活性化コンフォメーション量をプロットした。LUF5834 存在下での最大 cAMP

産生量は文献の値を用いた[47]。 
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アミロライドによる細胞内側領域の構造変化 

   そこで次に、アミロライドの添加によって A2A 受容体の細胞内側領域の

構造平衡がどう変化するのかを調べた。アゴニスト UK-432097 のみ、逆アゴニ

スト ZM241385 のみ、または UK-432097 とアミロライドの存在下において均一

2
H, メチル 13

C メチオニン標識 A2A受容体の
1
H-

13
C HMQC 測定を行い、M211 の

シグナルを比較した。 

   その結果、アゴニストのみが存在するときと比較して、さらにアミロラ

イドが存在するときには、M211 の化学シフトは逆アゴニスト結合状態側にシフ

トしていた（図 38）。 

 

 

 

図 38 アミロライドの結合による A2A受容体の細胞内側領域の構造変化。 

逆アゴニスト ZM241385 結合状態（青）、アゴニスト UK-432097 結合状態（赤）、および

UK-432097とアミロライド結合状態のA2A受容体のM211のNMRシグナルを重ね合わせた。

右図は、アデノシン結合状態 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 2YDO）におけるメチオニン

残基（青）を示している。 
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３－５－２ オルソステリック部位の構造変化 

   次に、A2A受容体の細胞外側の構造変化について調べることにした。そこ

で、分子中腹にあり、オルソステリック部位とアミロライド結合部位の両方に

隣接している W129 に着目した（図 39）。W129 は、A2A受容体の属するロドプ

シンファミリーにおいて良く保存された残基である[48]。 

   逆アゴニスト ZM241385 結合状態の結晶構造において、W129 は TM3 の

S90 などとヘリックスをまたいだ相互作用を形成していた（図 40）。TM3 は、

V86 などを介してアゴニストと直接相互作用すると、軸方向細胞外側に約 2 Å

動く。この構造変化はロドプシン－オプシンの系でも観測されており[17]、GPCR

の活性化に伴う構造変化において一般的であることが示唆されている。この構

造変化によって、W129 と S90 の相互作用様式も変化すると考えられる。よって

W129 のシグナルは、アゴニストとの相互作用による TM3 の構造変化を反映す

ると考えられる[49]。 

   また、A2A受容体の結晶構造における W129 の位置から、W129 自身はオ

ルソステリックリガンドやアミロライドとは直接相互作用しないと考えられる。 

   これらのことから、W129 のシグナルの変化は、リガンド結合に伴う A2A

受容体の細胞外側の構造変化を調べる上で良いプローブになると考えた。 
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図 39 A2A受容体のトリプトファン残基の分布。 

アデノシン結合状態 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 2YDO）上のトリプトファン残基（紫）

を示した。 

 

 

 

図 40 W129 周辺の構造。 

逆アゴニストの ZM241385 結合状態（青、PDB ID: 4EIY）とアゴニスト UK-432097 結合状

態（橙、PDB ID: 3QAK）の A2A受容体の結晶構造の重ね合わせ。 
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   まず、均一 2
H, 

15
N 標識 A2A受容体を調製し、アゴニスト UK-432097 また

は逆アゴニスト ZM241385の存在下で 1
H-

15
N CRINEPT-HMQC-TROSY測定を行

った。その結果、各スペクトルにおいて W129 に由来する二つのシグナルが観

測された（図 41）。また、アゴニスト存在下と逆アゴニスト存在下で W129 の

シグナルの化学シフトは異なっていた。 

   次に、逆アゴニスト ZM241385 存在下にさらにアミロライド誘導体 HMA

を添加したところ、W129 の化学シフトは、逆アゴニストのみが存在する時より

もアゴニスト存在下の方向にシフトしていた。 

 

 

 

図 41 アロステリックモジュレーター存在下における均一 2
H, 

15
N 標識 A2A 受容体の

1
H-

15
N CRINEPT-HMQC-TROSY 解析。 

アゴニスト UK-432097 存在下（赤）、逆アゴニスト ZM241385 存在下（黒）、ZM241385 と

アミロライド誘導体 HMA の存在下（緑）における W129 シグナルを重ね合わせた。右図は

アデノシン結合状態 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 2YDO）におけるトリプトファン残基

（紫）を示している。 
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第４章 考察 

４－１ アミロライドによる A2A 受容体の細胞内側の構

造変化とシグナル伝達活性の関係 

 

   本研究ではまず、G 蛋白質との相互作用に重要な細胞内側領域の動的構

造の変化を調べるために、A2A受容体の TM5 の細胞内側にある M211 をプロー

ブとした NMR 解析を行った（図 34、図 36）。M211 は、活性化によって G 蛋

白質結合ポケットが開くのに伴って構造変化する残基である。解析の結果、細

胞内側領域の構造変化様式について以下のことが明らかになった（図 42）。 

   １．細胞内側領域は、活性化コンフォメーションと不活性コンフォメー

ションを常に交換する平衡状態にある。 

   ２．活性化コンフォメーションは細胞内側が開いた構造に、不活性コン

フォメーションは細胞内側が閉じた構造に対応する。 

   ３．二つのコンフォメーションの量比は、リガンド依存的に変化する。 

また、M211 の化学シフト変化量から見積もった活性化コンフォメーションの量

比と、cAMP 産生アッセイから求めた cAMP 産生量には高い相関があった（図 

37）。これらの結果から、A2A 受容体の細胞内側領域の構造平衡における活性化

コンフォメーションの量比がシグナル伝達強度を決定すると結論した。 

我々は近年、A2A受容体と同じロドプシンファミリーに属する GPCR であ

る2 アドレナリン受容体のシグナル伝達活性が、その膜貫通領域の構造平衡の
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変化によって調節されることを見出していた[36]。よって、このような構造平衡

の変化によるシグナル伝達活性の制御という機構は、GPCR に共通する性質であ

るということが考えられる。 

   アミロライド存在下での M211 の NMR シグナルの挙動から（図 38）、ア

ミロライドの結合によっても細胞内側の構造平衡が変化することが明らかにな

った。アゴニストのみが結合した状態では、細胞内側の平衡はほとんど活性化

状態側に偏っていた。しかし、さらにアミロライドが結合すると、アゴニスト

も結合しているにも関わらず平衡は不活性側にシフトしたのである（図 42）。

また、cAMP 産生アッセイの結果から、アミロライド存在下ではアゴニスト依存

的な cAMP 産生が抑制されることが示された（図 32）。これらの結果からアミ

ロライドは、アゴニストが同時に結合している状態であっても、A2A受容体の細

胞内側の構造平衡を不活性側にシフトさせてシグナル伝達を抑制すると考えた。  

 

 

図 42 A2A受容体の細胞内側領域の構造平衡とシグナル伝達活性の関係。 

A2A受容体の細胞内側領域は、活性化コンフォメーションと不活性コンフォメーションを交

換する平衡状態にある。アゴニスト結合状態ではそれが活性化コンフォメーション側にほ

とんど偏っている。さらにアミロライドが結合した場合、アゴニストも結合しているにも

関わらず、平衡は不活性側にシフトする。それによりシグナル伝達が抑制される。 
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４－２ アミロライドによるオルソステリック部位周辺

の構造変化とリガンド結合活性の関係 

 

   次に、A2A受容体のオルソステリック部位周辺の構造平衡とリガンド結合

活性の関係について調べるために、オルソステリック部位とアミロライド結合

部位の両方に隣接しているW129をプローブとしたNMR解析を行った（図 39、

図 40）。 

解析の結果、W129 のシグナルはアゴニスト結合状態と逆アゴニスト結合

状態で異なる化学シフトを示した（図 41）。A2A受容体の結晶構造解析から、逆

アゴニスト結合状態のオルソステリック部位は開いたコンフォメーションをし

ており、アゴニスト結合状態では閉じたコンフォメーションをしていることが

報告されている（図 3、図 43）。また、生化学的な解析から、逆アゴニスト結

合状態とアゴニスト結合状態のコンフォメーションはそれぞれ、逆アゴニスト

またはアゴニストの結合に有利なコンフォメーションであると考えられている

[50]（図 43）。よって、アゴニストまたは逆アゴニスト存在下の NMR 解析で観

測された W129 のシグナルは、それぞれアゴニスト結合に有利なコンフォメー

ションと逆アゴニスト結合に有利なコンフォメーションに対応すると考えた。 

逆アゴニスト存在下の A2A 受容体に対してさらに HMA を添加すると、

W129 の化学シフトはアゴニスト結合状態側にシフトした。このことから、HMA

存在下では、すでに逆アゴニストが結合しているにも関わらず、オルソステリ

ック部位の構造平衡がアゴニスト結合に有利な側にシフトしていることが示唆

される（図 43）。 

リガンド解離アッセイの結果から、アミロライドや HMA 存在下ではアゴ

ニストの解離は遅くなり、逆アゴニストの解離は速くなることが示された。よ
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って、このような活性の変化が起きるのは、HMA が A2A受容体のオルソステリ

ック部位の構造平衡をアゴニスト結合に有利な側にシフトさせるためであると

考えた。  

 

 

図 43 A2A受容体のオルソステリック部位の構造平衡のリガンド依存的な変化。 

オルソステリック部位は、逆アゴニスト結合に有利な閉じたコンフォメーションと、アゴ

ニスト結合に有利な閉じたコンフォメーションの間の平衡状態にある。アミロライドはこ

の平衡を変化させることで、逆アゴニストの解離を速め、アゴニストの解離を遅くする。 
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４－３ アミロライドがオルソステリック部位と細胞内

側の構造平衡を同時に制御する機構 

 

本研究で行った NMR 解析や変異体解析、ドッキング解析の結果から、ア

ミロライドは A2A受容体分子の中腹に結合すると考えた（図 44）。この位置は、

細胞内側にあり活性化に重要な NPxxY モチーフの N284 や、アゴニスト認識と

活性化に寄与する H250 などの中間に位置する[9, 51, 52]。そのため、アミロライ

ドはオルソステリック部位と細胞内側領域の両方に作用できると推測した。 

また、アゴニスト結合状態の A2A受容体の細胞内側にある W29 や W32, 

M193 の NMR シグナルが顕著に広幅化していたことから（図 22、図 23、図 24）、

アゴニストが結合して活性化した A2A 受容体の細胞内側領域は、複数のコンフ

ォメーションを交換していることが示唆される。このような活性化状態におけ

るコンフォメーション交換の存在は、2 アドレナリン受容体などにおいても観

測されている[36, 37]。また、これまでに行われたアゴニスト結合状態 A2A受容

体の結晶構造解析では、細胞内側領域が開いたものと閉じたものの両方が報告

されている[9, 10]。したがって、アゴニストが結合した A2A受容体のコンフォメ

ーションには、オルソステリック部位と細胞内側領域のそれぞれの活性－不活

性の平衡が連動していない状態が存在すると考えた。 

以上のことから、アミロライドや HMA はアゴニスト結合状態 A2A受容体

に結合することで、オルソステリック部位が活性化状態で細胞内側領域が不活

性状態になるように平衡をシフトさせると推測した（図 42、図 43）。また、ア

ゴニストが結合しているのに細胞内側が不活性な GPCR の結晶構造が複数知ら

れていることから、このようにオルソステリック部位と細胞内側領域の構造平

衡が別々に制御されるという機構は、GPCR に広く共通することが示唆される。 
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図 44 アミロライドの結合位置と活性に重要な残基。 

逆アゴニスト ZM241385 結合状態熱安定変異 A2A受容体の結晶構造（PDB ID: 3PWH）に対

して、前述のドッキング構造のアミロライド（図 31）を重ね合わせた。アゴニスト認識に

重要な H250（緑）、細胞内領域の活性化に重要な NPxxY モチーフの N284（緑）、NMR 解析

でプローブとした W129 と M211（紫）およびそれらの NMR スペクトル（図 41、図 38）

を示した。 
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第５章 結論 

   A2A受容体は神経伝達や炎症反応を制御する GPCR であり、そのアロステ

リックモジュレーターは新しい種類の薬剤として期待されている。しかしこれ

まで、その作用機構はほとんど不明であった。そこで本論文では、NMR 解析や

変異体解析、ドッキング解析を組み合わせることによって、A2A受容体のオルソ

ステリック部位よりも細胞内側の領域にあるアミロライド結合部位を同定した。

また、NMR を用いた構造解析から、A2A 受容体の細胞外側領域と細胞内側領域

はそれぞれ活性化コンフォメーションと不活性コンフォメーションの間を交換

する平衡状態にあることが明らかになった。アミロライドは、細胞外側の平衡

を活性化状態側に、細胞内側の平衡を不活性状態側にシフトさせることで、ア

ゴニスト解離の減速とシグナル伝達の抑制を起こすという機構を提唱した。 

   A2A受容体を含めた GPCR の従来の構造生物学的研究は、静的な構造を解

析する結晶構造解析が中心であった。しかし、生体内における GPCR は動的に

変化する構造をしており、それが機能に重要な役割を果たす。本研究は、この

ような本来の状態により近い構造を解明することに成功したと考えられる。 

   本研究を通じて得られた分子機構の理解は、より効果的なアロステリッ

クモジュレーターを理論的に設計するために役立つと期待される。今後アミロ

ライドを発展させた薬剤が創られた場合、いくつかの利用法が考えられる。例

えば、A2A受容体の不活性化はパーキンソン病などの神経変性疾患の治療に繋が

ることが知られていることから、それらの疾患の治療薬として直接使用できる

可能性がある。また、他の GPCR に何らかの薬剤を作用させたい場合にアミロ

ライドを併用することで、A2A受容体へのオフターゲットな結合を抑制し、副作
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用を低減するという間接的な使い方も考えられる。本研究の知見は、このよう

な医薬品を創出することに貢献できるであろう。また、本研究で用いた試料調

製や解析の手法は他の GPCR に対しても適応可能であることから、より多くの

疾患領域における創薬研究も加速することが期待される。 
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