
京都大学 博士（ 医科学 ） 氏 名 野 島 慎 五 

論文題目 

Cryo-EM Structure of the Prostaglandin E Receptor EP4 Coupled to G 
Protein 
（Cryo-EM単粒子解析法によるプロスタグランジン受容体EP4-Gタンパク

質複合体の構造解析） 
（論文内容の要旨） 
 プロスタグランジン（PG）は脂質の一種であるアラキドン酸から合成される細胞間シ
グナル伝達物質であり、炎症や女性生殖などの様々な生理現象に関わる。PGにはPGD2、
PGE2、PGF2α、PGI2などの種類があり、それぞれを認識する受容体（DP1-2、EP1-4、
FP、IP）が存在する。これらの受容体は細胞外から PG を受容し、細胞内側に存在する
G タンパク質にシグナルを受け渡すG タンパク質共役受容体（GPCR）である。G タン
パク質はαサブユニット（Gα）、βサブユニット（Gβ）、γサブユニット（Gγ）のヘテロ
三量体（Gαβγ）を形成し、 主にGαの種類が下流のシグナル伝達を決定する。PGE2の
受容体は EP1、EP2、EP3、EP4 の４種類が存在し、リガンドが同一でありながら共役
するG タンパク質の種類が異なる。このうちEP4 ではGαの一種であるGs が主に結合
する。EP4 は急性心不全、潰瘍性大腸炎、骨粗鬆症などの治療薬の対象であり、その作
動薬（アゴニスト）の開発が進められている。先行研究では拮抗薬（アンタゴニスト）と
結合した不活性型のEP4および、PGE2と結合したアゴニスト結合型のEP3の構造が明
らかにされているが、G タンパク質と結合した状態の PG 受容体の構造は解かれておら
ず、G タンパク質との結合様式は解明されていなかった。そこで本研究ではEP4 の活性
機構の解明を目的とし、EP4-Gs複合体の構造解析を行った。 
 まずEP4、改変型Gs、Gβ-Gγ二量体、複合体を安定化させるための一本鎖抗体（ナノ
ボディ）Nb35 をそれぞれ発現・精製し、精製タンパク質と PGE2 を混合することで
PGE2-EP4-Gsβγ-Nb35複合体を作製した。この複合体をクライオ電子顕微鏡（Cryo-EM）
で撮影したところ、5,743枚の画像から全部で170,433個の良好な粒子の二次元投影像が
確認された。それらに対して単粒子解析を行うことで分解能3.3 Åの電子顕微鏡像を取得
し、3次元構造モデルを構築することに成功した。 
 得られた構造と不活性型 EP4 の構造を比較したところ、不活性型で観測されたリガン

ドの侵入経路と思われる溝が閉じていることが確認された。また EP4 の膜貫通ヘリック

ス6（TM6）が細胞内側で受容体の中心から外側に向けて開いた構造をしていた。これは

構造既知の活性型GPCRに共通した特徴であり、Gタンパク質のC末端が結合する空間

を形成していると考えられている。しかしながら、EP4 の TM6 の開き具合は他の

GPCR-Gs 複合体よりも小さく、本来GsのC 末端が結合している位置にTM6が存在し

ていた。一方で EP4 のTM7 は、他の GPCR-Gs 複合体よりも細胞内側で受容体中心か

ら遠い位置に存在し、本来TM7 がある位置でGs のC 末端がEP4 と結合していた。こ

れらの違いにより、これまで解明された GPCR-Gs 複合体の構造では存在しなかった、

TM2 と Gs の C 末端との結合が確認された。さらに Gs との結合残基を変異させた際の

シグナル活性への影響を調べると、PG 受容体に保存された TM2 のフェニルアラニン

（Phe54）がEP4によるGsの活性化に重要であることが判明した。またTM7の細胞内

側にも PG 受容体で保存されたトリプトファン（Trp327）が存在し、外側に向いたこの

側鎖がTM7の開き方に関係することが示唆された。以上の結果から、Gタンパク質との

結合に関する EP4 のこれらの構造的特徴は、PG 受容体に共通していると考えられる。

これらの知見は活性機構に基づいたEP4作動薬の開発への応用が期待される。 

（論文審査の結果の要旨） 

プロスタグランジン（PG）は炎症などに関わる細胞間シグナル伝達物質である。PG

の一種であるPGE2には4種類の受容体（EP1、EP2、EP3、EP4）が存在している。先

行研究ではPGE2結合型のEP3、不活性型のEP4の構造が明らかになったが、活性型の

EP4 の構造およびG タンパク質と結合した状態のPG 受容体の構造は解かれていなかっ

た。本研究では EP4 の活性機構の解明を目的とし、EP4-Gs 複合体の構造をクライオ電

子顕微鏡（Cryo-EM）による単粒子解析法により決定した。 

得られた構造から、EP4 では EP3 と同様の PGE2の結合様式をしていたが、リガンド

ポケットの最奥部にEP3 にはない空間がEP4 に存在することが判明した。また不活性型

EP4に存在する、リガンドの侵入経路と思われる溝が活性型EP4では閉じていることが

確認された。さらに EP4 の細胞内側での膜貫通ヘリックス 6（TM6）の開き具合は、他

のGPCR-Gs複合体よりも小さいという特徴があった。この特徴のため、これまで解明さ

れたGPCR-Gs 複合体の構造では存在しなかった、TM2 とGs のC 末端との結合が確認

された。さらに Gs との結合残基を変異させた際のシグナル活性への影響を調べると、

TM2 のフェニルアラニン（Phe54）がEP4 によるGs の活性化に重要であることが判明

した。このPhe54 はPG 受容体で保存されているため、他のPG 受容体でも活性に重要で

あることが示唆された。 

以上の研究はプロスタグランジン受容体EP4 の活性化メカニズムの解明に貢献し、プ

ロスタグランジンの生理活性に関する研究の発展に寄与するところが多い。 

 したがって、本論文は博士（医科学）の学位論文として価値あるものと認める。 

 なお、本学位授与申請者は、令和 3 年 2 月 15 日実施の論文内容とそれに関連した

試問を受け、合格と認められたものである。 
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