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〈要 約〉

　エンドセリン受容体は血圧の調整において重要な機能をもつGタンパク質共役受容体であり，循環器系の疾患やがんに対する創薬の標的である．エンドセリン受容体に対する拮抗薬であるボセンタンは，最初の肺動脈性肺高血圧症に対する経口投与性の治療薬である．この研究において，筆者らは，ヒトに由来するエンドセリン受容体B型とボセンタンとの複合体，および，ボセンタンの高親和性誘導体であるK-8794との複合体の結晶構造を決定した．それらの構造情報から，エンドセリン受容体B型と拮抗薬との詳細な結合様式が明らかにされた．エンドセリン受容体B型とボセンタンとの複合体の構造を内在性の作動薬であるエンドセリン-1との複合体の構造と比較したところ，ボセンタンはエンドセリン-1を部分的に模倣するかたちでエンドセリン受容体B型と相互作用していた．しかし，ボセンタンはエンドセリン受容体B型の構造変化を立体障害によりさまたげることにより，作動薬ではなく拮抗薬として機能していた．こうしたボセンタンとエンドセリン受容体B型との構造活性の相関情報は，エンドセリン受容体に対する新規の薬剤の理論的な開発に役だつものと考えられる．
はじめに

　エンドセリン受容体は内在性のペプチドホルモンであるエンドセリン-1により活性化されるGタンパク質共役受容体である．エンドセリン受容体にはA型とB型があり，血圧の調整，塩分の排出，細胞の増殖などのさまざまな生理機能を担う1)．エンドセリン-1の異常な亢進は肺動脈性肺高血圧症，うっ血性心不全，心室性不全，虚血性心疾患，慢性腎不全などの循環器系の疾患につながる．さらに，エンドセリン-1とその受容体を介したオートクリンやパラクリンのシグナルはがん細胞の増殖や生存にかかわる2)．エンドセリン受容体はこうした疾患に対する創薬の標的として注目されており，長いあいだ，エンドセリン-1の作用を拮抗的に阻害するエンドセリン受容体の拮抗薬の開発がつづけられてきた．
　その代表例が，エンドセリン受容体のサブタイプに非選択的な拮抗薬であるボセンタンである．ボセンタンはハイスループットスクリーニングにより選抜された低分子化合物で，最初に認可された肺動脈性肺高血圧症に対する経口投与性の治療薬である3)．肺動脈性肺高血圧症それ自体は稀少疾患であるものの，全世界におけるボセンタンの売り上げは過去に年間1000億円をこえていたこともある4)．しかし，エンドセリン受容体に対するボセンタンの結合能は低く解離も速いため，より薬効の高い薬剤の創出をめざしボセンタンをもとにして多数のエンドセリン受容体の拮抗薬が開発されてきた．しかし，ボセンタンあるいはその誘導体のエンドセリン受容体への結合様式については未知な点が多く，エンドセリン受容体の構造情報をもとにした拮抗薬の開発は困難であった．
　これまでに，筆者らの研究グループは，ヒトに由来するエンドセリン受容体B型とその内在性の作動薬であるエンドセリン-1との複合体，および，リガンドの結合していないエンドセリン受容体B型の結晶構造を決定し，エンドセリン-1によるエンドセリン受容体B型の活性化の機構を明らかにしていた5)（新着論文レビュー でも紹介）．しかし，低分子化合物であるボセンタンはペプチドホルモンであるエンドセリン-1とはまったく異なり，エンドセリン受容体B型とエンドセリン-1との複合体の構造情報からボセンタンの結合様式を類推することは不可能であった．そのため，エンドセリン受容体とボセンタンなど拮抗薬との複合体の構造情報が待ち望まれていた．
1．エンドセリン受容体B型と拮抗薬との複合体の全体構造

　エンドセリン受容体B型と拮抗薬との複合体の結晶化に際しては，以前の研究において作製した，安定化のための変異を導入し細胞内第3ループにT4リゾチームを挿入した改変型のエンドセリン受容体B型を用いた6)．この改変体とボセンタン（図1a），および，ボセンタンの高親和性の誘導体であるK-8794との共結晶化に成功し，それぞれ，分解能3.6Åおよび2.2Åで構造を決定した（PDB ID：5XPRおよびPDB ID：5X93）．以下，エンドセリン受容体B型と実際に治療薬として使われているボセンタンとの複合体の構造（図1b）について述べる．
　ボセンタンはヒトのようなかたちをしており，スルホンアミドを中心とした芳香族性の部分の多い化合物である．ボセンタンのスルホンアミドはエンドセリン受容体B型のLys181，Lys273，Arg343といった正電荷をもつ残基と電荷相補的な相互作用を形成していた（図1c）．ボセンタンの4-t-ブチルフェニル基はエンドセリン受容体B型の細胞外第2ループのβシートの直下のPhe240，Val177，Pro178と疎水性相互作用を形成していた．ボセンタンはエンドセリン受容体B型のTrp336，Val185，His340，Leu277，Leu339にかこまれた疎水性のポケットにはまり込んでいた．さらに，ボセンタンのエーテル酸素原子とエンドセリン受容体B型のAsn181およびLys182が水素結合を形成していた．ボセンタンのエチレングリコール部分の水酸基はエンドセリン受容体B型のAsp154と水素結合を形成していた．全体としては，ボセンタンのスルホンアミドとエーテル酸素がエンドセリン受容体B型により水素結合を介し認識されており，ほかの芳香族性の部分が膜貫通部位のポケットをうめていた．こうしたボセンタンの結合様式は，エンドセリン受容体との結合に対するスルホンアミド部分の重要性を示した過去の研究と合致した．さらに，エンドセリン受容体B型におけるボセンタンの結合部位は1残基を除きエンドセリン受容体A型においても保存されており，ボセンタンの結合様式はエンドセリン受容体A型とエンドセリン受容体B型とで等しいことが示唆された（図1c）．
2．ボセンタンはエンドセリン-1を模倣している

　ボセンタンは内在性の作動薬であるエンドセリン-1をもとに開発されたわけではなく，エンドセリン-1との化学構造における類似点は少ない．しかし，エンドセリン受容体B型とボセンタンとの複合体の構造をエンドセリン-1との複合体の構造と比較すると，ボセンタンはエンドセリン-1との結合部位の底部をしめており，エンドセリン-1のC末端の3つの残基Ile19，Ile20，Trp336と非常によく重なっていた（図2a）．ボセンタンのスルホンアミドはエンドセリン-1のC末端のカルボキシル基とよく重なり，共通した正電荷をもつ残基Lys182，Lys273，Arg343により認識されていた．さらに，ボセンタンのピリミジル基，4-t-ブチルフェニル基，2-メトキシフェニル基は，それぞれ，エンドセリン-1のIle19，Ile20，Trp21の側鎖に相当した．そして，基本的にボセンタンおよびエンドセリン-1はエンドセリン受容体B型の同じ残基により認識されていた．このように，ボセンタンあるいはエンドセリン-1のC末端の3つの残基とエンドセリン受容体B型との相互作用は非常に似ており，膜貫通部位における電荷相補的な相互作用および疎水的な相互作用が結合に重要であることが示された．
3．ボセンタンがエンドセリン受容体B型の拮抗薬として機能する機序
　こうした相似性にもかかわらず，ボセンタンとの結合にともなうエンドセリン受容体B型の構造変化はエンドセリン-1との結合にともなうものとはまったく異なっていた（図2b）．筆者らの過去の研究により，エンドセリン-1によるエンドセリン受容体B型の膜貫通へリックス6および膜貫通へリックス7の内側への4Åの動きがエンドセリン受容体B型の活性化に重要であることが明らかにされている5)．この動きはおもに，エンドセリン-1のAsp18およびカルボニル基がエンドセリン受容体B型のArg343を引き寄せることによる．ボセンタンはエンドセリン-1のAsp18に相当する負電荷をもつ部分をもたない．さらに，ボセンタンの2-メトキシフェニル基はエンドセリン-1のTrp21の側鎖と比較して膜貫通へリックス6の方向に突き出ており，膜貫通へリックス6の構造変化を立体障害によりさまたげる．さらに，ボセンタンは膜貫通へリックス7との相互作用がほとんどないため，膜貫通へリックス7の構成するポケットの内部へと動かない．こうした違いにより，ボセンタンとの結合にともなうエンドセリン受容体B型の膜貫通へリックス6および膜貫通へリックス7の動きはわずかになるため，ボセンタンは作動薬ではなく拮抗薬として機能すると考えられた．
おわりに

　筆者らは2016年に，エンドセリン受容体B型とエンドセリン-1との複合体およびリガンドと結合していないエンドセリン受容体B型の構造を発表しており5)，その構造解析に対する蓄積があったため，着手から約半年という比較的短い期間でエンドセリン受容体B型と拮抗薬との複合体の構造を決定することができた．とくに，ボセンタンとの複合体の構造については，当時，SPring-8のビームラインBL32XUにおいて開発していた自動測定システムZOOを用いてデータを収集することができた．近年，急速に普及している低温電子顕微鏡を用いた単粒子解析法も含め，自動測定技術の革新が構造生物学を新たな段階へと進めていることを実感している．
　しかし，昨今のトップジャーナルをにぎわせる構造生物学分野における論文のレベルは飛躍的に上昇しており，医学的な重要性があるとはいえ，単に拮抗薬との複合体の構造にどのような科学的なインパクトを見い出せるのかは疑問に思っていた．論文の執筆にあたり，さまざまな状態のエンドセリン受容体B型の構造を比較していたところ，ある日，ボセンタンとエンドセリン-1のC末端との相互作用がきわめて似ていることに気づき“ビビッ”とくる瞬間があった．そこからアイディアを言葉に表現し新規性をどう主張するか苦労した面も多かったが，最終的に論文が掲載されたことに満足している．
　今後のエンドセリン受容体の研究における課題のひとつは，小分子拮抗薬によるサブタイプの選択性の分子機構である．エンドセリン受容体のA型およびB型のそれぞれに選択的に結合する拮抗薬は多く開発されているものの，結合部位と推定される膜貫通領域の残基は高度に保存されているため，現状では，サブタイプの選択性については限定的な理解にとどまっている．今後，エンドセリン受容体A型の構造を決定することにより，こうした機構を明らかにし薬剤の自在なデザインを可能にしたいと考えている．
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〈図説明〉
図1　エンドセリン受容体B型とボセンタンとの複合体の結晶構造

（a）ボセンタンの化学構造．
（b）エンドセリン受容体B型とボセンタンとの複合体の全体構造．
（c）ボセンタンとエンドセリン受容体B型との相互作用．点線は水素結合．エンドセリン受容体のあいだで保存されている残基を赤色で，保存されていない残基を灰色で示した．TM：膜貫通へリックス．
図2　ボセンタンがエンドセリン受容体B型の拮抗薬として機能する機序
（a）ボセンタンあるいはエンドセリン-1との結合にともなうエンドセリン受容体B型の構造変化．ボセンタンと結合したエンドセリン受容体B型を黄色，エンドセリン-1と結合したエンドセリン受容体B型をピンク色で示した．
（b）ボセンタンによるエンドセリン受容体B型の不活性化の機構．
TM：膜貫通へリックス．

