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1．はじめに

　P2Y12は主に血小板に発現する adenosine 5′-di-
phosphate（ADP）受容体であり，プリン作動性 G蛋
白質共役受容体（G protein-coupled receptor; GPCR）で
ある P2Yファミリーの一つである．ヒトでは 8種の
P2Y受容体サブタイプ（P2Y1，P2Y2，P2Y4，P2Y6，
P2Y11，P2Y12，P2Y13，P2Y14）が存在し，ADPに
よる血小板活性化には P2Y12の他，P2Y1も関わっ

ていることが知られている1）．P2Y12は臨床上重要
な薬剤標的であり，その阻害剤であるチエノピリ
ジン系抗血小板剤（クロピドグレル，プラスグレル）
は，経皮的冠動脈形成術（percutaneous coronary inter-
vention; PCI）後の心血管イベントの二次予防に広く
使用されている2, 3）．P2Y12は 2001年にクローニング
され4），これまで P2Y12への変異導入などによりリ
ガンド結合に重要なアミノ酸等の知見は得られてい
るが，その立体構造については報告されていなかっ
た．しかし，近年の結晶化技術の急激な進展によっ
て，ついに P2Y12の立体構造がアゴニスト（2-MeS-
ADP，図 1）結合およびアンタゴニスト（AZD1283，
図 1）結合の双方の状態で明らかとなった5, 6）．なお，
GPCRのクラス分類等については筆者の一人（武谷）
が本誌に概説しているので，参照いただきたい7）．
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①ヌクレオチド系アゴニスト（2-MeS-ADP）または非ヌクレオチド系アンタゴニスト
（AZD1283）が結合したヒト P2Y12の結晶構造が決定された．
② P2Y12のリガンド結合ポケットは 2つに分かれており，2-MeS-ADPはポケット 1

と 2にまたがって結合しており，AZD1283はポケット 1のみに分子の長軸の方向を
変えて結合していた．

③ P2Y12の細胞外領域は可動性が高く，かさ高い内因性リガンドである ADPの結合ポ
ケットへのアクセスを可能とする．

④ポケット入口や細胞外領域は正電荷を帯びており，リン酸基などで負電荷を帯びた
2-MeS-ADPが結合すると，リガンドを包み込むような構造変化を起こす．

⑤立体構造からのシミュレーションにより，チエノピリジン系抗血小板剤であるプラス
グレルの活性代謝物はポケット 2に結合していることが推定された．
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2．P2Y12と他の GPCRとの比較

　GPCRはアミノ酸配列の相同性からクラス分けさ
れるが，P2Y12はクラス A（ロドプシンファミリー
とも呼ばれる）に分類される．また，クラス Aはさ
らに 4つのグループ（α，β，γ，δ）に分けられており，
P2Y12は，トロンビン受容体の PAR1（protease acti-
vated receptor 1）と同じ δグループに属する（P2Y12
と PAR1は約 25％の相同性を示す）．これまでにも，
いくつかのクラス Aの GPCR（ロドプシン，β1およ
び β2アドレナリン受容体，アデノシンA2A受容体，
ムスカリン性アセチルコリン受容体M2）について，
アゴニストあるいはアンタゴニストを結合させた双
方の状態での立体構造が明らかにされてきたが，こ
れらはすべて αグループに属しており，δグループ
でのアゴニスト・アンタゴニスト結合型の立体構造
解析は初めての例である．
　7回膜貫通 αヘリックス（TM1～TM7）で構成され
た P2Y12の全体像をこれまでに立体構造が解かれ

たクラス Aの GPCRと比べると，長く真っ直ぐに
伸びたTM5に特徴がある．クラスA GPCRのほとん
どは TM5に保存されたプロリンを有しており，こ
の部分で折れ曲がったコンフォメーションを取って
いるのに対し，P2Y12ではプロリンがアスパラギン
に置換しているため，ほぼ真っ直ぐの TM5を有す
る（図 2a参照）．クラス Aの GPCRの中では，例外
的に，スフィンゴシン 1-リン酸受容体 S1P1の TM5
は相同部位にプロリンを有さず直鎖状の構造を示す
が，この S1P1の TM5に比べても，P2Y12の TM5
はヘリックス・ターンが 2回転分付け加わっており，
顕著に長く伸びた特徴的な構造となっている．この
ため，他のクラス A GPCRに比較して，P2Y12の
TM5は TM6側に 6 Åも近接しており，全体の膜貫
通 αヘリックスの配置に大きく影響しているよう
だ．なお，PAR1の TM5の相同部位はプロリンを
有し折れ曲がっており，同じ δグループではあるが，
立体構造（とくに受容体の細胞外側半分）は異なり，
P2Y12で明らかにされたアゴニスト結合による構造

図 1　P2Y12アゴニストおよびアンタゴニストの化学構造
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変化（後述）も PAR1には当てはまらないのかもしれ
ない5）．
　クラス A GPCRの 7割には，TM3の細胞内側に
保存された Asp（または Glu）-Arg-Tyr（または Phe）配

列（DRYモチーフ）が存在しており，TM6の側鎖と
イオン結合あるいは水素結合を形成して構造を安定
化させ，不活性化状態を保持する．アンタゴニスト
を結合した不活性型の P2Y12の TM6は，他のクラ

図 2　P2Y12と 2-MeS-ADP（アゴニスト）および AZD1283（アンタゴニスト）結合複合体の比較およびドッキングシミュレー
ションによるプラスグレル活性代謝物と P2Y12の仮想結合様式
P2Y12−2-MeS-ADP複合体（P2Y12リボンモデル：シアン，2-MeS-ADPスティックモデル：オレンジ）および P2Y12−
AZD1283複合体（P2Y12リボンモデル：オレンジ，AZD1283スティックモデル：緑）の側面（a）および細胞外方向（b），細胞
内方向（c）から眺めた立体構造モデル．矢印で示すように，2-MeS-ADP結合時には TM6と TM7の細胞外側領域が 7つの
TMの中心方向に大きく移動している（aおよび b）．他方，受容体の細胞内側半分の構造変化は小さい（aおよび c）．しかし
一般的に，GPCR活性化に伴う細胞内側領域の構造変化は Gタンパク質結合により安定化されるので，この立体構造モデル
の細胞内側領域に関しては活性化状態を反映していない（すなわち，アゴニスト結合型不活性状態）と推測される．
P2Y12の表面静電ポテンシャルモデル（d）とリボンモデル（e）におけるプラスグレル活性代謝物および AZD1283の結合様式．
表面静電ポテンシャルモデルでは負電荷を赤，正電荷を青で色付けられている．リボンモデルでは P2Y12は緑で描画され
ている．プラスグレル活性代謝物の炭素骨格は青，AZD1283の炭素骨格はマゼンタで示されている．
文献 5）の Figure 2および文献 6）の Figure 3より一部改変して引用．
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ス A GPCRに比較してヘリックス・ターンが半回転
分ずれており，DRYモチーフが相互作用する部位
にはバリンが存在して静電的結合が形成されていな
い．したがって，P2Y12は構造が不安定で，活性化
されやすい受容体であることが示唆された．実際，
P2Y12は定常的に活性が高いことが知られている．

3．アゴニスト結合に伴う P2Y12の構造変化

　P2Y12の最も顕著な特徴は，アゴニスト結合時に
は，アンタゴニスト結合時の不活性状態に比べて，
細胞外側領域のコンフォメーションに非常に大きな
変化が生じることであった（図 2）．これまでにアゴ
ニスト・アンタゴニスト結合の双方の立体構造が解
かれた αグループの GPCRにおいては，このよう
な細胞外側領域の大きな変化は観察されていない．
こうした GPCRは 7つの TMによって形成される 1
つのリガンド結合ポケットを有するが，P2Y12の結
合ポケットは，TM3～7で形成されるポケット 1と
TM1～3および TM7で形成されるポケット 2の 2
つに分かれており，ヌクレオチド系アゴニストであ
る 2-MeS-ADPと非ヌクレオチド系アンタゴニスト
である AZD12838）ではポケットへの結合様式が全く
異なる．2-MeS-ADPは，アデノシン骨格部分がポ
ケット 1に，2つのリン酸基はポケット 2の上部に
結合しており，分子全体としては両ポケットの間を
またがって位置するが，AZD1283は，分子全体が
ポケット 1のみに分子の長軸方向を変えて結合する
ことが示された（両ポケットの位置関係は図 2dを参
照）．2-MeS-ADP結合時と AZD1283結合時の P2Y12
の立体構造を比較すると，TM6および TM7の細胞
外側領域に大きな構造的変化が起きていた（図 2a，
b）．2-MeS-ADP結合時の P2Y12は AZD1283結合
時よりも TM6で 10 Å，TM7で 5 Å内側に移動して
おり，ポケット 1が顕著に狭くなっていた．また，
クラス A GPCRの機能において非常に重要な TM3
と細胞外ループ 2（ECL2）のジスルフィド結合につ
いて（文献 7参照，後述），2-MeS-ADP結合時には
明確に確認されたが，AZD1283結合時には電子密
度が低下しており，このジスルフィド結合を含めた
細胞外領域の高い可動性が示唆された．すなわち，
2-MeS-ADPが結合すると，細胞外領域が結合ポケッ

トを覆って安定化するようだ．
　以上の知見と変異導入リコンビナント受容体の解
析結果から，P2Y12の構造変化について以下の様な
モデルが提唱された5）．P2Y12のリガンド結合ポ
ケットの入り口領域，および，ECL2を含む細胞外
ループとアミノ末端領域で構成されるポケットの
“蓋”にあたる細胞外領域には，アルギニンやリシン
などの正電荷のアミノ酸側鎖が豊富に存在してい
る．したがって，リガンドが結合していない状態で
は，それぞれの領域は静電的に反発しており，また，
可動性も大きく，比較的かさ高いヌクレオチドリ
ガンドの結合ポケットへのアクセスを可能にする．
AZD1283は，ポケット 1を押し広げるような状態
で結合するので，ポケットの側面を形成する TM6
および TM7がやや外側に開く．他方，2-MeS-ADP
はアデノシン骨格部分のみがポケット 1に結合し，
また，2-MeS-ADPのリン酸基や水酸基は，上記の
正電荷アミノ酸側鎖などと静電的に相互作用するの
で，TM6および TM7は内側に移動してポケットの
入り口は狭くなり，かつ，細胞外領域がポケットを
覆って閉じた状態で安定化するという．
　TM3と ECL2のジスルフィド結合は S1P1以外の
クラス Aの GPCRに保存されており，受容体の安
定化と機能に重要であることが知られている9）．他
方，P2Y12のこのジスルフィド結合は，他の GPCR
と異なり，不安定と考えられ6），チエノピリジン系
抗血小板剤の標的部位と示唆された（後述）．

4．プラスグレル活性代謝物と P2Y12の結合様式

　プラスグレル（商品名：エフィエント®）は 2009年
に欧米で承認され，本年 3月に本邦でも承認された
チエノピリジン系抗血小板剤である．チエノピリ
ジン系抗血小板剤はプロドラッグであり，生体内で
活性代謝物となって薬効を発揮する．活性代謝物と
P2Y12の結合は非可逆的であり10），血小板の寿命に
依存した安定した抗血小板作用を示す10, 11）．Zhang
らは AZD1283結合型の P2Y12の立体構造を基にシ
ミュレーションし，プラスグレル活性代謝物（図 1）
と P2Y12のドッキングモデルを検討した．その結
果，プラスグレル活性代謝物はポケット 2に入るこ
とが示唆された6）（図 2e）．



日本血栓止血学会誌

746

　P2Y12の細胞外システイン残基は C17（アミノ末
端領域），C97（TM3），C175（ECL2），C270（ECL3）で
あり，活性代謝物はこのどれかのシステインとジス
ルフィド結合を形成することが想定されていた．
Algaierらはアミノ酸置換したリコンビナント P2Y12
を用いてプラスグレル活性代謝物の作用を評価する
ことで，C97と C175がプラスグレル活性代謝物の
標的であることを示した12）．Zhangらは，プラスグ
レル活性代謝物とリコンビナント P2Y12の結合を
サイズ排除クロマトグラフィーで検出し，プラスグ
レル活性代謝物の結合には C97が関与しているこ
とを示した6）．ドッキングシミュレーションの結果
から，プラスグレル活性代謝物は TM3近傍に結合
しており，TM3の C97とジスルフィド結合を形成
する可能性が高い．プラスグレル活性代謝物は，ポ
ケット 2のリガンド結合部位を不可逆的にふさぐと
ともに，C97（TM3）とC175（ECL2）の間のジスルフィ
ド結合形成を阻害することで P2Y12阻害作用を発
揮するのであろう．また，前述したように，P2Y12
の TM3と ECL2間のジスルフィド結合は他の GPCR
と異なり不安定だが，この特徴的な性質により，チ
エノピリジン系抗血小板剤が P2Y12に非常に選択
性が高いことを説明できる可能性がある．

5．非チエノピリジン系 P2Y12アンタゴニスト
と P2Y12の結合様式

　2-MeS-ADP結合型の P2Y12の立体構造を基に，
非チエノピリジン系 P2Y12アンタゴニストの AR-
C69931MX（cangrelor，図 1）のドッキングモデルも
示されている5）．Cangrelorは PCI施行時の急性期心
血管イベント予防で欧米での開発が進められている
ATP安定化アナログである．ドッキングモデルにお
いて，cangrelorは 2-MeS-ADPと同様の配置で P2Y12
と結合していた．
　チカグレロルは欧米で既に承認されている抗血小
板剤であり，cyclopentyltriazolo-pyrimidine骨格を有
する非チエノピリジン系 P2Y12アンタゴニストであ
る（図 1）13）．今回，チカグレロルと P2Y12との結合
については検討されていないが，チカグレロルの作
用メカニズムには興味深い点があるので，触れてお
きたい．Van Giezenらの報告によると，チカグレロ

ルは可逆的アンタゴニストだが，P2Y12阻害様式は，
内因性リガンドである ADPに対しては非競合的で
あり，2-MeS-ADPに対しては競合的である14）．ADP
と 2-MeS-ADPの構造的な違いは僅かで，2-MeS-
ADP結合型の P2Y12の立体構造を基にシミュレー
ションされた ADPのドッキングモデルの結果もほ
とんど変わらないので5），チカグレロルの両アゴニ
ストに対する阻害様式の違いは全くの謎である．チ
カグレロルはポケットにどのように入っているの
か，あるいは未知のアロステリックサイトがあるの
か等について，今後の報告が期待される．

6．おわりに

　アゴニストおよびアンタゴニストが結合した
P2Y12の立体構造が明らかとなり，P2Y12の細胞外
領域は非常に可塑性が高く，リガンド結合時には特
徴的な構造変化が生じることが示された．これらの
結果は今後 P2Y12を標的とした薬剤開発を行う上
で，また，まだ立体構造が不明な他の GPCRの構
造を推定する上で非常に重要な知見となることが期
待される．
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