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研究成果の概要（和文）：メトプロロールはβ1アドレナリン受容体遮断薬の一つである。偶然

にも我々はメトプロロールを長期間にわたりマウスに投与すると心臓の線維化が誘導されるこ

とを見出した。この線維化誘導シグナルは、β１アドレナリン受容体を介するものの、Ｇ蛋白

質に非依存的であり、ＥＲＫの活性化を惹起した。しかも、ノックアウトマウスを用いた実験

からこの線維化のシグナル伝達はＧＲＫ５およびβアレスチン２が必要であった。 
 
研究成果の概要（英文）：Metoprolol is one of antagonists specific for the 1 adrenergic 

receptor. We accidentally found that long-term administration of metoprolol induced 

cardiac fibrosis in mice. This fibrosis signal by metoprolol is mediated by 1 adrenergic 

receptor in a G protein-independent fashion and requires ERK activation. We also 

demonstrate that the signal pathway depends on -arrestin2 and GRK5. Indeed, the 

cardiac fibrosis was not observed when the metoprolol was administered to -arrestin2 or 

GRK5 deficient mice. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

心不全は心臓がポンプとしての機能を

十分に果たせなくなった状態であり、さまざ

まな循環器疾患の終末像として捉えられて

いる。心不全は現在、日本人の死因の 16%（平

成 17年度）を占め、5年生存率も 50%と低い。

さらに高齢化社会の到来に伴い今後はます

ます患者数が増加するものと考えられる。こ
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のような事情から心不全に対する画期的、効

果的な治療法の確立が早急に望まれている。

βブロッカーは受容体からのシグナルを遮

断することにより心筋細胞の働きを減弱さ

せ、結果的に心臓の負担を軽くする。この作

用からβブロッカーは近年、心不全治療の第

一選択薬として広く使用されている。現在、

臨床で使用されている主たるβブロッカー

としてはメトプロロール、カルベジロール、

ビソプロロールなどが挙げられる。このうち

メトプロロールとカルベジロールに関して

は両者を比較した大規模臨床試験（COMET 試

験）が行われ、カルベジロールの優位性（メ

トプロロールに比して死亡リスクが１７％

減少）が報告された（Poole-Wilson PA et al., 

LANCET, 2003）。しかし、このメトプロロー

ルとカルベジロールの違いを説明できるメ

カニズムは未だ報告されていない。我々は、

偶然にもメトプロロールがGタンパク質非依

存性にMAPキナーゼを活性化することを見出

した。しかも、この活性化にはβアレスチン

２という分子が必要である可能性を見いだ

した。 

 

２．研究の目的 

 

βアドレナリン受容体遮断薬（βブロッカ

ー）は心不全治療薬として使用されている。

しかし、すべてのβブロッカーが同じ程度の

効果を示すわけではない。本研究では、心不

全治療薬として広く使われているカルベジ

ロールとそれより薬効の劣るメトプロロー

ルの作用の違いを細胞内シグナリングの観

点より明らかにすることを目的とした。具体

的には 

（1）メトプロロールが通常のβアゴニスト

刺激とは異なり G タンパク質非依存的に MAP

キナーゼを活性化し、TGF-βなどの線維化促

進因子の産生を誘導することを細胞および

個体レベルで明らかにする。 

（2）生細胞内のタンパク質間相互作用を蛍

光 的 に 観 察 で き る FRET (fluorescent 

resonance energy transfer)法を用いて、β

ブロッカー刺激によりGタンパク質非依存的

なシグナリングが活性化されうること、およ

びメトプロロール、カルベジロールが誘導す

るβ1 アドレナリン受容体の構造変化の違い

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）メトプロロール刺激依存的なβ１アド

レナリン受容体とβアレスチン2との相互作

用の検出。免疫沈降法などではメトプロロー

ル刺激依存的なβ1 アドレナリン受容体とβ

アレスチン2との相互作用の検出は困難であ

ると予想される。そこで 2分子間の蛍光共鳴

エネルギー移動（FRET）法あるいは発光共鳴

エネルギー移動（BRET）法によりそれらの相

互作用を示す。具体的には、FRET の場合は、

β1 アドレナリン受容体に CFP を、βアレス

チン 2に YFP を付加させて実験を行う。BRET

の場合は、β1アドレナリン受容体にLucを、

βアレスチン 2に GFPを付加させて実験を行

う。 

（2）メトプロロール刺激による線維化促進

因子の発現上昇およびそれらの ERK 依存性、

βアレスチン 2依存性の検討。新生仔心室筋

細胞を用い、メトプロロール刺激により TGF-

βをはじめとする線維化促進因子の mRNA 発

現が亢進することを real-time PCR 法により

示す。また、この発現亢進が ERK 依存性に生

じることを ERK 活性化の阻害剤を用いて、β

アレスチン2依存性に生じることをβアレス

チン 2を siRNAによりノックダウンした細胞

を用いることにより示す。 

（3）β1アドレナリン受容体をベースにした

FRET プローブ（図１）の作成。メトプロロー

ル、カルベジロールによる受容体の構造変化



 

 

の違いを下図の FRET プローブからのシグナ

ルの違いにより明らかにする。 

図１  

研究開始時には、β1 受容体はその立体構造

が解明されていなかったことから刺激によ

ってどのようなダイナミックな構造変化が

誘導されるかは予測しにくい。そのため、さ

まざまな構造変化に対応できうるように図

１に示すような CFP は C末端に、YFP に関し

ては細胞内の3つのループのそれぞれの部位

に導入した FRET プローブ（計３種類）を作

成することにより対応しようと考えた。 

（4）メトプロロールの長期投与によるβアレ

スチン 2 のノックアウトマウスの心臓の線維

化の検討。βアレスチン２のノックアウトマ

ウスにメトプロロールを長期間投与し、心臓

の線維化の程度をコラーゲンを染色するピク

ロシリウス染色により、線維化促進因子の

mRNA 発現量が増加するかを real-time PCR 法

により調べる。我々はすでに野生型のマウス

では、心臓の線維化が亢進することを見出し

ている。また、ERK の活性化に関しても検討

を行う。 

 

４．研究成果 
 

（1）FRET 用に、β1 アドレナリン受容体に

CFP を、βアレスチン 2 に YFP を付加させた

コンストラクトを作成した。BRET 用に、β1

アドレナリン受容体に Luc を、βアレスチン

2 に GFP を付加させたコンストラクトを作成

した。それらコンストラクトを用いて FRET、

および BRET を行った。その結果、FRET を用

いて相互作用を検出するのは現在保有して

いる設備条件では主としてその時間分解能

の点から困難であることがわかった。そこで、

BRET 法を用いて相互作用の検討を行ったと

ころ、メトプロロール添加によって、βアド

レナリン受容体とβアレスチン２が相互作

用することが明らかとなった。さらにこの相

互作用は GRK5 という分子をノックダウンす

ることによって、検出されなくなった。すな

わち、受容体とβアレスチン２との相互作用

には GRK5 が必要であることが明らかとなっ

た。 

（2）新生仔心室筋細胞にメトプロロール刺

激を行い、線維化因子の発現量を調べたとこ

ろ、TGF-β、CTGF といった線維化促進因子の

mRNA の発現量が亢進することが明らかとな

った。しかも、この発現亢進は ERK 活性化の

阻害剤、U0126 の前処置によってほぼ完全に

抑制された。この結果から、メトプロロール

による線維化のシグナルにはERKの活性化が

重要な役割を果たす可能性が考えられた。 

（3）研究方法の項目に記したようなβ1アド

レナリン受容体をベースにした３種の FRET

プローブ（図１）を作成した。それぞれの FRET

プローブを発現させた細胞にメトプロロー

ル、カルベジロールを添加し、FRET 値の変化

を観察したが、残念ながら３種のいずれの

FRET プローブに関しても値に変化は認めら

れなかった。なお、β1 アドレナリン受容体

のアゴニストである、イソプロテレノール刺

激を行ったところ、③に YFP を挿入した FRET

プローブのみ、FRET 値の大幅な変化が認めら

れた。 

（4）βアレスチン 2 のノックアウトマウス

にメトプロロールを長期間にわたって投与

したところ、同時に行った野生型のマウスに

関しては心臓の線維化が認められたが、この



 

 

ノックアウトマウスの心臓においては線維

化は認められなかった。研究成果（１）でメ

トプロロールによる線維化のシグナル伝達

経路には GRK5 が必要であることが示唆され

た。そこで、GRK5 のノックアウトマウスに対

しても同様の実験を行ったところ、 in vitro

の結果に対応し、GRK5 のノックアウトマウス

の心臓においても線維化は認められなかっ

た。これらの結果に対応し、野生型のマウス

においてはメトプロロールの長期投与によ

って心臓においてERKの活性化が観察された

が、βアレスチン２、GRK5 のそれぞれのノッ

クアウトマウスではERKの活性化は認められ

なかった。以上の結果から、メトプロロール

による心臓の線維化のシグナル伝達にはβ

アレスチン２、GRK5 が必要であることが明ら

かとなった。 
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