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〈要 約〉

　リゾホスファチジン酸はシグナル伝達にかかわる脂質メディエーターのひとつであり，6種類のGタンパク質共役型受容体LPA1～LPA6により受容される．今回，筆者らは，ゼブラフィッシュに由来するリゾホスファチジン酸受容体LPA6の結晶構造を3.2Å分解能で決定した．LPA6のリガンド結合ポケットは脂質二重膜にむかって大きく開いており，脂質環境に面した領域にリゾホスファチジン酸の炭化水素鎖が結合すると推定された．この特徴的な構造と，ドッキングシミュレーション，変異体の解析にもとづき，リガンドの認識に重要なアミノ酸残基が特定され，LPA6によるリゾホスファチジン酸の認識機構のモデルが提唱された．
はじめに

　リゾホスファチジン酸はリン酸基とグリセロール骨格からなる親水性の頭部および1本の炭化水素鎖により構成される，シンプルな分子構造をもつ脂質メディエーターである．6種類のGタンパク質共役型受容体LPA1～LPA6がリゾホスファチジン酸受容体として同定されており1)，これらの受容体がリゾホスファチジン酸と結合して活性化されることにより細胞の外から細胞の内へとシグナルが伝達される．リゾホスファチジン酸を介するシグナル伝達は細胞の増殖や遊走などさまざまな応答をひき起こし，肺線維症やがんなどの疾患とのかかわりも深い2)．そのため，リゾホスファチジン酸受容体は創薬の標的となるタンパク質としても注目されてきた．
　6種類のリゾホスファチジン酸受容体はアミノ酸配列の違いから，LPA1，LPA2，LPA3からなるEDGファミリーと，LPA4，LPA5，LPA6からなる非EDGファミリーに分けられる3)．2つのファミリーのあいだのアミノ酸配列の保存性は約20％であり，立体構造およびリゾホスファチジン酸の認識機構は2つのファミリーのあいだで大きく異なるものと予想された．また，実際に，生理的な機能や阻害剤に対する応答性もEDGファミリーと非EDGファミリーとでは異なる3)．ゆえに，リゾホスファチジン酸によるシグナル伝達を理解するうえで，それぞれのファミリーに属するリゾホスファチジン酸受容体について立体構造やリガンドの認識機構を理解することが不可欠であった．しかし，2015年にLPA1の立体構造が報告された一方4)，現在まで非EDGファミリーに属するリゾホスファチジン酸受容体の立体構造は明らかにされておらず，リガンドの認識機構は未解明であった．そこで，筆者らは，非EDGファミリーに属するリゾホスファチジン酸受容体のなかでもとくにLPA6に着目し，その立体構造を決定することによりリガンドの認識機構を解明することをめざした．
1．ゼブラフィッシュに由来するLPA6の結晶構造の決定

　異なる生物種に由来する非EDGファミリーに属するリゾホスファチジン酸受容体のうち，ゼブラフィッシュに由来するLPA6が高い発現量と安定性を示したことから，これを構造解析の標的とした．結晶化に際しては，モノオレインとよばれる脂質のなかにタンパク質を再構成し，脂質にうまった状態で結晶を得る脂質キュービック相法5) を適用した．リゾホスファチジン酸あるいはそのアナログをくわえない条件において結晶が得られ，最終的に3.2Åの分解能でゼブラフィッシュLPA6の結晶構造が決定された（PDB ID：5XSZ）．
2．ゼブラフィッシュLPA6の全体の構造とリガンド結合ポケットの形状

　ゼブラフィッシュLPA6は一般的なGタンパク質共役型受容体と同様に7本の膜貫通ヘリックスが束になった形状をとり，それらの膜貫通ヘリックスのとりかこむ中央の部分に，細胞の外側にむかって開いたリガンド結合ポケットが形成されていた（図1a）．ポケットの内部はTyrやPheといった芳香族アミノ酸残基により構成され，脂質であるリゾホスファチジン酸を収容するのに適した疎水的な環境が形成されていた．一方で，ポケットの周縁の部分にはArgやLysといった正電荷をもつアミノ酸残基が存在し，これらのアミノ酸残基がリゾホスファチジン酸のもつ負電荷をもつリン酸基の認識にかかわることが予想された．
　このリガンド結合ポケットは側面，すなわち，脂質二重膜の側にむいても大きく開いていた（図1a）．これまでに立体構造の報告されているGタンパク質共役型受容体の大半において，中央に形成されるリガンド結合ポケットは膜貫通ヘリックスにより脂質二重膜から完全に隔絶されていた．一方で，ゼブラフィッシュLPA6の場合は膜貫通ヘリックス4と膜貫通ヘリックス5とのあいだに隙間があり，脂質二重膜の中央の付近から細胞の外側へとつづく縦に長い溝が形成されていた（図1a）．中央のリガンド結合ポケットはこの溝とつながっており，リガンド結合ポケットは溝の部分を開口部として脂質二重膜の側にむかって開いていた．この溝にそった位置にはValやIleといった疎水的なアミノ酸残基がならび，疎水的な環境が形成されていた．さらに，この溝のなかにはまり込むかたちで，結晶化に用いたモノオレインの炭化水素鎖に由来する細長い電子密度も観測された．以上の構造的な特徴から，この縦に細長い溝の内部にリゾホスファチジン酸の炭化水素鎖が収容されると予想された．
　得られた立体構造を用いたリガンドドッキングシミュレーションにおいても，この予想と合致するリゾホスファチジン酸の結合モデルが得られた（図1b）．このモデルより，リゾホスファチジン酸の認識に関与すると予想されるアミノ酸残基がしぼりこまれた．
3．変異体の解析による機能的に重要なアミノ酸残基の特定

　リガンドの結合様式について実験的に検証するため，リゾホスファチジン酸の認識に関与すると予想されたアミノ酸残基の変異体を作製し，それらの受容体活性およびリゾホスファチジン酸に対する結合能を測定した．リゾホスファチジン酸のリン酸基を認識すると予想されたArgやLysについて，これらをAlaあるいはGluに置換して正電荷を失わせた変異体を作製したところ，膜貫通ヘリックス1，膜貫通ヘリックス2，膜貫通ヘリックス6，膜貫通ヘリックス7に存在するLys26，Arg83，Arg267，Arg281の変異体において受容体活性が大幅に低下した．一方で，これらのアミノ酸残基を同様に正電荷をもつアミノ酸残基と置換した場合（LysをArgに，あるいは，ArgをLysに），受容体活性の低下は比較的軽度であった．これら4つのアミノ酸残基のAla置換体においては，リゾホスファチジン酸に対する結合能も低下していた．以上より，Lys26，Arg83，Arg267，Arg281の4つのアミノ酸残基のもつ正電荷が，リゾホスファチジン酸の負電荷をもつリン酸基の部分の認識に関与することが裏づけられた．
　リゾホスファチジン酸の炭化水素鎖を収容すると予想された細長い溝について，溝にそった領域に位置するVal195およびIle198の変異体を作製した．その結果，これらの残基をAlaと置換することにより溝を広げた場合，および，Pheと置換することにより溝を狭めた場合の両方において，受容体活性の低下およびリゾホスファチジン酸の結合能の低下がみられた．溝を広げる方向に変異を導入した場合にもリゾホスファチジン酸が結合しにくくなったことから，溝の形状に対しリゾホスファチジン酸の炭化水素鎖が適切な配向ではまり込み十分に疎水性の相互作用が形成されることがリゾホスファチジン酸の認識において重要であると考えられた．
4．リゾホスファチジン酸の認識機構のモデル

　以上の実験の結果にもとづき，ゼブラフィッシュLPA6はリゾホスファチジン酸のリン酸基の部分を膜貫通ヘリックス1，膜貫通ヘリックス2，膜貫通ヘリックス6，膜貫通ヘリックス7に存在するLys26，Arg83，Arg267，Arg281により認識し，炭化水素鎖の部分を膜貫通ヘリックス4と膜貫通ヘリックス5のあいだに形成された細長い溝の形状により認識すると考えられた（図2）．非EDGファミリーに属するリゾホスファチジン酸受容体に近縁なGタンパク質共役型受容体であるP2Yファミリー受容体の場合，リガンドの結合により誘起される膜貫通ヘリックス6と膜貫通ヘリックス7の動きが受容体の活性化に重要であることが，過去に報告された立体構造にもとづき明らかにされている6)．構造の類似性，および，リン酸基を認識するArgの位置にもとづき，ゼブラフィッシュLPA6の場合も膜貫通ヘリックス6と膜貫通ヘリックス7がリゾホスファチジン酸との結合にともない動くことにより受容体の活性化がもたらされると予想された（図2）．想定されるリゾホスファチジン酸の結合様式や受容体の活性化の機構はLPA1について明らかにされていたものとは大きく異なり4)，EDGファミリーと非EDGファミリーのリゾホスファチジン酸受容体のあいだの性質や機能の違いの構造基盤が明らかにされた．
5．リガンドのアクセスの機構についての示唆

　脂質性のリガンドは疎水性が高いため脂質二重膜にささった状態で多く存在すると考えられる．そのため，これらのリガンドが受容体の側方から脂質二重膜をとおってリガンド結合ポケットに入り込むのではないかという仮説が，脂質受容体の立体構造についての先行研究より提唱されていた7)．ゼブラフィッシュLPA6が脂質二重膜にむかって大きく開いたリガンド結合ポケットをもつことから，この側方からのリガンドのアクセスの仮説が強く支持された（図2）．くわえて，今回の実験において，リゾホスファチジン酸産生酵素とヒトLPA6の共発現下においては産生されたリゾホスファチジン酸が脂質二重膜に蓄積し，これにともない，リガンドを添加していない状態においてもLPA6の活性化が起こることが明らかにされた．これは，ヒトLPA6は脂質二重膜のなかに存在するリゾホスファチジン酸をリガンドとして受容することを示唆しており，実験的にも側方からのリガンドのアクセスの仮説が支持された．
おわりに

　この研究において，ゼブラフィッシュに由来するLPA6の特徴的な立体構造を足がかりとしてリゾホスファチジン酸の認識機構が推定された．このモデルにもとづくと，リゾホスファチジン酸の炭化水素鎖はLPA6の側面に形成された溝にはまり込み，その一部が脂質二重膜に露出した状態で認識されると考えられた．このような生理的なリガンドの認識機構は先行研究においてはまったく予想されておらず，Gタンパク質共役型受容体の立体構造の多様性やリガンドの認識機構の理解にとり有用な新規なアイディアを提示することができた点で，この研究は大きな意義をもつ．くわえて，ゼブラフィッシュLPA6の立体構造の情報は将来的なLPA6を標的とする創薬の基盤となると期待される．LPA6は毛髪の形成にかかわり8)，LPA6にリガンドを供給するリゾホスファチジン酸産生酵素の先天的な欠損はヒトにおいて先天性乏毛症とよばれる遺伝性の疾患をひき起こす9)．LPA6を活性化する薬剤はこの先天性乏毛症の治療薬となる可能性があり，今後，薬剤の候補となる化合物の探索が大きく進展することが期待される．
　筆者らの当初の理想として，リゾホスファチジン酸の結合した状態でLPA6の立体構造を決定したいところであった．しかし，いろいろと手をつくしたものの共結晶構造は得られず，リガンドの認識機構の理解には苦慮した．さいわい，ゼブラフィッシュLPA6は解釈の比較的容易な構造的な特徴をもっていたため，そこを足がかりに網羅的な変異体の解析を展開することができた．その意味で，ゼブラフィッシュLPA6がユニークな構造をもっていたことは筆者らにとり非常に幸運であった．そもそも，今回の立体構造の決定は，大型放射光施設SPring-8におけるX線回折データの測定および解析の技術革新の賜物であった．また，手元にある立体構造の情報を最大限に活かして議論を構築できたのは，ドッキングシミュレーションや変異体の受容体活性の評価など，多角的なアプローチを用いて解析を進めたからにほかならない．このように，複数の研究グループそれぞれがもつ技術を活かし協調しながら研究に取り組むことの有用性を，この研究をとおし強く実感した．
　現時点では，リゾホスファチジン酸の認識機構のモデルが提唱されたにすぎない．リガンドの認識機構の直接的な理解にむけて，リゾホスファチジン酸との共結晶構造の決定は依然として必要である．近年，充実しつつあるツールや実験手法を活用しながらひきつづきこの課題に取り組み，リガンドの認識機構の詳細な理解をめざしたい．
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〈図説明〉
図1　ゼブラフィッシュに由来するLPA6の構造

（a）全体の構造．数字は膜貫通へリックスを示す．MO：モノオレイン．
（b）ゼブラフィッシュLPA6とリゾホスファチジン酸のドッキングモデル．3つのモデルのうちの代表的なひとつを示す．
図2　ゼブラフィッシュに由来するLPA6におけるリゾホスファチジン酸の認識機構のモデル

数字は膜貫通へリックスを示す．
