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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は、様々な細胞外からの刺激に応答する膜タンパ
ク質であり、感覚受容・神経伝達など、様々な生理機能に関与している。本研究では、タンパク質の動的な性質
を原子レベルで観測可能な核磁気共鳴（NMR）法を用いて、GPCRの一種であるβ2アドレナリン受容体およびアデ
ノシンA2A受容体の解析をおこなった。これにより、β2アドレナリン受容体が化合物依存的に、多様なシグナル
を細胞内に伝える機構、および脂質二重膜の組成依存的にアデノシンA2A受容体の活性が変化する機構を解明し
た。

研究成果の概要（英文）：G-protein-coupled receptors (GPCRs) are seven-transmembrane proteins 
mediating cellular signals in response to extracellular stimuli. Although three-dimensional 
structures showcase snapshots that can be sampled in the process, the mechanism by which 
agonist-activated GPCRs interact with various effectors remains elusive. Here, we used nuclear 
magnetic resonance to visualize the structures of beta2-adrenergic receptor and adenosine A2A 
receptor. Analyses of efficacy-dependent chemical shifts of beta2-adrenergic receptor identified an 
equilibrium among three conformations, including one responsible for the varied signal level in each
 ligand-bound state. The docosahexanoic acid chains in lipid membranes redistribute the multiple 
conformations of adenosine A2A receptor toward those preferable for G protein binding. These results
 provide a structural basis for the dynamic activation of GPCRs and shed light on GPCR-mediated 
signal transduction.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 核磁気共鳴法　シグナル伝達　膜タンパク質　Gタンパク質共役型受容体　脂質二重膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医薬品の30%以上は、G蛋白質共役型受容体（GPCR）に作用して、シグナル伝達活性を変化させることで、治療効
果を発揮する。本研究で得られたGPCRの構造を参考にして、下流のシグナルを伝達する分子との相互作用に、選
択的に作用する化合物を作ることができれば、副作用を抑制する薬剤を、合理的に設計できる可能性が示され
た。また、脂質の作用を模倣することで、生体内に存在する化合物や他の薬剤がすでに結合したGPCRに対しても
作用する薬剤設計の道が開け、新たな作用点および薬理作用を持つ医薬品の開発が加速することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
G タンパク質共役型受容体（GPCR）は、真核生物最大の膜タンパク質ファミリーであり、感覚
受容、神経伝達など、様々な生理機能に関与している。また、市販医薬品の標的の約 30%を占め
ており、創薬の観点からも重要である。GPCR にリガンドが結合すると、様々な強度でシグナル
伝達が活性化、あるいは不活性化されることが知られている。また、GPCR の細胞内シグナル伝
達経路には、G タンパク質を介した G タンパク質経路と、GPCR キナーゼ（GRK）による GPCR
のリン酸化を経て、アレスチンが結合することで誘起されるアレスチン経路があり、それぞれが
異なる生理活性に対応している。さらに、GPCR は生理的環境では、脂質二重膜中で機能してい
るが、その脂質組成により GPCR の活性が変化することが報告されている。GPCR については、
X 線結晶構造解析および極低温電子顕微鏡解析により、多数の静的な構造が明らかになってい
る一方で、上述のような複雑な GPCR のシグナル制御機構は明らかになっていない。我々は、
これまでにタンパク質の動的性質を溶液中で解析可能な核磁気共鳴（NMR）法を用いて、GPCR
が複数の構造間をゆれ動く動的平衡にあることを示してきた。このことをふまえ、我々は、NMR
法を用いて GPCR の動的構造を解析することで、そのシグナル制御機構を明らかにすることを
目指した。 
 
２．研究の目的 
(1) GPCR のシグナル伝達経路には G タンパク質経路とアレスチン経路が存在するが、このう
ち、GRK による GPCR のリン酸化を経て、アレスチンが結合することにより活性化されるアレ
スチン経路については、その制御機構は不明である。そこで、NMR 法を用いてアレスチン経路
の活性化に関わる動的構造を解析し、その制御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
(2) GPCR に作動薬および G タンパク質が結合した状態の構造は、X 線結晶構造解析および極低
温電子顕微鏡解析により明らかにされている一方、作動薬のみが結合した状態の構造について
は、その不安定性から、熱安定変異などが導入された状態に構造情報が限られている。そこで、
NMR 法を用いて、作動薬のみが結合した状態の動的構造を解析し、作動薬依存的な GPCR の
シグナル伝達制御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
(3) 生理的条件では、GPCR は脂質二重膜中で機能するが、これまでの構造生物学的解析は、主
に界面活性剤中でおこなわれてきた。一部の GPCR では、脂質二重膜中のドコサヘキサエン酸
（DHA）含有量により、シグナル伝達活性が変化することが知られている。そこで、NMR 法を
用いて、様々な脂質組成における GPCR の動的構造を解析し、DHA 依存的な GPCR の活性制
御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) GPCR の一種である 2-アドレナ
リン受容体（2AR）について、以下の
方法により膜貫通領域と C 末端領域
をそれぞれ異なるパターンで安定同
位体標識した（図 1）。2AR の膜貫通
領域の C 末端側に split intein の N 末
端領域（IntN）を融合し、昆虫細胞発
現系により発現した。2AR の C 末端
領域の N 末端側に split intein の C 末
端領域（IntC）を融合し、大腸菌発現
系により発現した。両者をそれぞれ精
製した後、混合することでタンパク質
ライゲーション反応を誘導し、2AR
膜貫通領域と C 末端領域が融合した、
全長 2AR を調製した。調製した全長 
2AR は、ナノディスクの脂質二重膜に再構成した後、NMR 解析をおこなった。リン酸化状態
については、作動薬存在下において GRK2 でリン酸化をおこなった後に、NMR 解析をおこな
った。アレスチン結合状態については、リン酸化状態の試料にさらに -arrestin 1 を添加した
上で、NMR 解析をおこなった。 
 
(2) GPCR の一種である 2AR について解析をおこなった。昆虫細胞発現系を用いて、2AR の
ロイシン残基アミド基を選択的に 15N 標識した試料を調製する方法を確立した。2AR の細胞内
領域の様々な位置に、システインを変異導入し、遊離の SH 基を介してスピンラベルを導入し
た。スピンラベルからの各ロイシン残基アミド基までの距離に依存した常磁性緩和促進（PRE）
効果を解析することにより、2AR の構造を可視化した。 

図 1. 2AR の区分選択標識 



 
(3) GPCR の一種であるアデノシン A2A 受容体（A2AR）を酵母 Pichia pastoris により発現し、
様々な脂質組成の脂質二重膜に再構成した上で、シグナル伝達アッセイおよび NMR 解析をお
こなった。 
 
４．研究成果 
(1) 2AR の C 末端領域を選択的に安定同位体標識した試料を用いて、NMR 解析をおこなった。
その結果、GRK2 によるリン酸化にともない、膜貫通領域に近い S355、S356、T360、S364 が
高度にリン酸化されること、さらにリン酸化にともない、S355～T360 を含む領域の動的構造が
大きく変化することを見出した。この構造変化の要因を調べるため、2AR 膜貫通領域 
と C 末端細胞内領域との相互作用を、分子内交差飽和実験により解析した。その結果、リン酸
化されていない状態では、膜貫通領域と C 末端領域には相互作用がない一方、リン酸化された
状態では、膜貫通領域と T360 近傍領域に分子内相互作用が生じることがわかった。また、膜貫
通領域の動的構造をリン酸化前後で解析した結果、リン酸化にともなって膜貫通領域の動的構
造が変化することもわかっ
た。この構造変化は、アレス
チンが結合した状態の構造変
化に近いことから、アレスチ
ンとの結合に有利にはたらく
ものと考えた。以上の結果を
もとに、GRK による 2AR の
リン酸化と、それにともなう
アレスチン経路の活性化機
構について、新たなモデルを
提唱した（図 2、文献①）。 
 
(2) PRE 効果を用いて、作動薬のみが結合した状態の 2AR の NMR 構造を決定した。その結
果、作動薬と G タンパク質が結合した状態の構造とは異なり、2AR の第 6 膜貫通ヘリックス
（TM6）は外側には開いていないことがわかった。一方で、逆作動薬が結合した不活性型の構造
と比較すると、作動薬結合状態では、TM6 は細胞内側からみて時計回りに約 90 度回転している
ことがわかった。この構造変化により、細胞内側に疎水性残基のクラスターが形成され、これを
G タンパク質が認識して結合するという新たな活性化モデルを提唱した。また、様々な化合物が
結合した 2AR の NMR スペクトルを解析した結果、2AR の活性型構造には、G タンパク質を
活性化する程度の異な
る、複数の構造が存在す
ることがわかった。
2AR が G タンパク質
を活性化するシグナル
伝達強度は、結合するリ
ガンドにより、様々に異
なるが、上記の複数の構
造間の平衡を考えるこ
とで、シグナル伝達強度
の違いをより定量的に
説明することができる
ようになった（図 3、文
献②）。 
 
(3) A2AR を、多価不飽和脂肪酸を含まな
い脂質二重膜、アラキドン酸（ARA）を
含む脂質二重膜、DHA を含む脂質二重膜
に再構成し、G タンパク質を活性化する
シグナル伝達活性を測定した。その結果、
DHA を含む脂質でのみ、シグナル伝達活
性が顕著に増大していた。同じ脂質二重
膜に再構成した A2AR の膜貫通領域の動
的構造を NMR により解析した。その結
果、A2AR は不活性型と複数の活性型の構
造の平衡にあること、脂質組成により、
複数の活性型構造の割合が変化するこ
とが明らかになった。脂質二重膜中の
DHA は A2AR と相互作用することで、そ
の動的平衡に変調を与え、その結果、シグナル伝達活性が上昇するという新たな機構を提唱した

図 2. 2AR のリン酸化依存的なアレスチン経路の活性化 

図 3. 2AR のリガンド依存的な活性化機構 

図 4. A2AR の脂質組成依存的な活性制御機構 



（図 4、文献③）。 
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