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研究成果の概要（和文）：BMS-986122は、muオピオイド受容体 (mOR)に非競合的に作用すること、および薬効度
が最も高い薬物が結合した mORのシグナル伝達活性をさらに上昇させることが報告されている。本研究では、
mORのメチオニン残基を観測するNMR解析を、各種リガンドとBMS-986122が存在する条件下で行った。その結果、
BMS-986122が、T162があるTM3と、活性と関連する構造平衡が観測されたTM6の相互作用に摂動を与えることで、
複数の活性型構造の中でも細胞内側がより開いた完全活性型構造を安定化することで，薬物が結合したmORのシ
グナル伝達活性をさらに上昇させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：BMR-96122 is reportedly non-competitively bound to mu opioid receptor (mOR) 
and increase the signaling activity of mOR bound to the full agonist.  In this study, we observed 
resonances from methionine residues of mOR in the presence of BMS-986122 and various ligands.  Our 
study revealed that BMS-987122 enhances the signaling activity of mOR bound to the full agonist by 
perturbing the interaction between TM3 and TM6, in which signaling atctivity-related conformational 
dynamics was observed, and stabilizing the fully active state, in which the intraceller region 
adopts open conforation, 
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GPCRを標的とする医薬品は、GPCRの細胞外側に存在するポケットに結合してGPCRを活性化する。しかし、既存薬
はGPCRの活性を十分に引き出すことができないことから、このポケット以外の場所に結合して作用するアロステ
リック薬剤の実用化が期待されている。本研究の成果により、アロステリック薬剤がGPCRに対してその構造平衡
状態を変え、既存薬の限界を超えて活性を上昇させることができる可能性が示された。したがって、本研究の成
果は、これまで十分な薬効を持つ医薬品が見つかっていないGPCR関連疾病に対し、十分な薬効を示す新しい医薬
品開発に貢献することが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

G タンパク質共役型受容体（GPCR）は様々な神経伝達物質やホルモン等の受容体であり、現
在市販されている 30% 以上の医薬品は GPCR を標的とする。GPCR はリガンド結合により
活性化すると、G 蛋白質を活性化して、cAMP の濃度変化等を誘起する。また、活性化された 
GPCR は、アレスチンを活性化して、G 蛋白質とは別の細胞内シグナルを誘起する。GPCR は、
リガンド非存在下でも弱く細胞内シグナルを誘起することが知られており、基礎活性と呼ばれ
る。また、GPCR を内在性の完全作動薬より弱く、部分的に活性化するリガンドが存在するこ
とが知られている。このような薬効度の違いは、医療にも活用されており、例えば 2アドレナ
リン受容体 (2AR) では、完全作動薬が急性の喘息に有効である一方、慢性的な治療では副作用
の小さい部分作動薬が有効であることが報告されている。また、G 蛋白質シグナルとアレスチ
ンシグナルの一方を選択的に活性化する GPCR リガンドが存在することが知られており、バイ
アスリガンドと呼ばれている。バイアスリガンドは、有用な薬効を持つ薬剤になると考えられて
いる。例えば、代表的な GPCR である オピオイド受容体 (OR) のリガンドにおいて、G 蛋
白質をより強く活性化するリガンドは、鎮痛作用を誘起する一方、副作用を誘起しにくいことが
知られている。 
 現在までに、様々な GPCR について、逆作動薬が結合した不活性型の構造および完全作動薬
と G 蛋白質やアレスチン結合した活性型の構造が報告されている。これらの構造により、P/I/F 
モチーフを含む、膜貫通領域全域に分布する GPCR 間で広く保存された残基群が活性化に伴い
構造変化して、G 蛋白質やアレスチンの活性化が可能となることが示されている。しかし、不
活性型および活性型の静的構造だけでは、薬効度やリガンドバイアスを説明できない。 
 応募者らは、核磁気共鳴法（NMR 法）を用いて、2AR および OR における P/I/F モチー
フの構造を反映するメチオニン残基を、薬効度やシグナル選択性が異なる様々なリガンドが結
合した状態で観測した。その結果、1. 2AR および OR は不活性型と活性型に対応する複数の
構造の動的平衡状態にあること、2. 基礎活性は活性型が低い割合で存在することに起因するこ
と、3. 各リガンド結合状態における活性型の割合が薬効度を規定すること、4. OR は G 蛋白
質シグナルに有利な活性型とアレスチンシグナルに有利な活性型の平衡状態にあり、両状態の
割合がシグナル選択性を規定することを明らかにした（図 2, Nat. Commun. 2012 & 2018、
Angew. Chem. Int. Ed. 2014 & 2015）。このような知見は、静的な立体構造情報を与える X 線
結晶構造解析や極低温顕微鏡解析では得られないものである。上記の研究をさらに発展させて、
2AR や OR の活性を規定する分子全体における動的構造平衡を明らかにした上で、分子全体
の構造平衡が、生理的リガンドと非競合的に作用するリガンドの結合や活性を変える変異の導
入によりどのように変調するかを解析すれば、薬効度やシグナル選択性の制御機構が解明でき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、2AR および OR の薬効度やシグナル選択性を規定する、分子全体における動的
構造平衡を明らかにすること、および分子全体の構造平衡が、活性を変える変異や生理的リガン
ドと非競合的に作用するリガンドによりどのように変調するかを明らかにすることにより、
GPCR の薬効度やシグナル選択性の制御機構を解明することを目的とする 
 
 
３．研究の方法 
(1) 【2AR および OR の各モチーフの構造を反映する NMR シグナルの観測、帰属】  
2AR および OR のアラニン残基の変異体の NMR スペクトルを取得して、変異導入前と比
較することにより、各アラニン残基の NMR シグナルを帰属する。また、活性および収量・安
定性に影響ない変異を導入することで、シグナルの縮重を軽減する。以上により、活性化に伴い
構造変化する領域のアラニン残基に由来する NMR シグナルの観測を可能とする。 
 
(2) 【各リガンド結合状態の 2AR および OR のシグナルの観測】  
 (1) で観測および帰属を行った NMR シグナルを、完全作動薬、部分作動薬、各種バイアスリ
ガンドの存在下で観測する。 
 
(3) 【活性を変調する変位を導入した 2AR のシグナルの観測】   
1. 2AR の P/I/F モチーフと NPxxY モチーフの間に位置する L124 への変異導入に
より、G 蛋白質活性化能を保持したままアレスチン活性化能が顕著に低下することが報告され
ている。そこで、アレスチンの活性化に重要なモチーフ構造を同定するために、L124 の変異体
に対して (2) の実験を行い、変異導入に伴う構造平衡の変化を調べる。 
 
(4) 【非競合性リガンド結合状態の OR のシグナルの観測】  
薬理学的解析により、複数のリガンドがモルヒネ等の従来の  OR リガンドに対して非競合的



に作用して、OR の活性を正に制御することが報告されている  (Livingston et al. Mol. 
Pharmacol. (2018) 93, 157-167)。非競合リガンドには、受容体のアゴニストに対する親和性と、
受容体のシグナル伝達活性を両方変調できるという、通常の GPCR リガンドにはない特徴があ
るため、その活性制御機構は重要である。そこで、非競合リガンドを添加した条件で (2) の実験
を行い、リガンド結合部位の同定および構造平衡の変化の検出を行う。 
 
(5) 【2AR および  OR の構造平衡モデルの構築】  
マルコフ連鎖モンテカルロ法を利用して、(2)～(4) で取得した NMR シグナルを再現できるよ
うな構造平衡モデルを構築する。得られた結果に基づいて、2AR および OR が G 蛋白質シ
グナルとアレスチンシグナルの一方を選択的に活性化するメカニズムを考察する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 【2AR および  OR の各モチーフの構造を反映する NMR シグナルの観測、帰属】  
2AR に関しては、部分重水素化およびチロシン残基の主鎖 15N 標識を施した2AR の NMR
スペクトルを測定して、残基数に対応する数のシグナルを観測した。各チロ シン残基の変
異体のスペクトルを測定して、野生型と比較することにより、モチーフ近傍に位置する 3 残
基のシグナルを帰属することに成功した。OR に関して は、膜貫通領域上の 6 つの残基に
メチオニン残基を変異導入した ORのNMRスペクトルを測定して、シグナルを帰属した。  
 
(2) 【各リガンド結合状態の 2AR および  OR のシグナルの観測】  
2AR に関しては、(1)で帰属したチロシン残基の NMR シグナルを、逆作動薬結合状態と作
動薬結合状態で観測した。その結果、作動薬結合状態では、いずれのシグ ナルも逆作動薬
結合状態と比較して広幅になっており、モチーフが特定の構造に安定化されておらず、構造
多型が存在することが示唆された。  OR に関しては、完全作動薬結合状態と部分作動薬
結合状態、およびシグナル伝達活性が向上する変異を導入した状態で、各メチオニン残基の
NMR シグナルを測定 した。その結果、モチーフの近傍に位置する残基のシグナルが三つ
観測され、各シグナルの相対強度がシグナル伝達活性に対応して変化することが観測され
た。 これらの結果から、OR が不活性型、部分活性型、活性型の間の構造平衡状態にあり、
各状態の存在割合がシグナル伝達活性を規定していることが示唆された。 
 
(3)【非競合性リガンド結合状態の  OR のシグナルの観測】  
BMS-986122 は、OR に非競合的に作用すること、および薬効度が最も高い薬物が結合し
た OR のシグナル伝達活性をさらに上昇させることが報告されている。今年度は、BMS-
986122 が OR のシグナル伝達活性を制御するメカニズムを解明するために、OR のメチ
オニン残基を観測する NMR 解析を、各種リガンドと BMS-986122 が存在する条件下で行
った。その結果、M283 等の NMR シグナルに、シグナル伝達活性と対応する変化が観測さ
れ(図 1)、OR が、不活性化構造、部分活性型構造、完全活性型 構造の平衡状態にあるこ
と、薬効度が最も高いリガンドが結合した状態においても部分活性型構造が存在すること、
BMS-986122 は、完全活性型の割合を上昇させることが明らかとなった。加えて、solvent 
PRE 実験により、完全活性型では、M283 が溶媒に露出することが明らかとなり、細胞内
側がより開いた構造を取ること が示された。さらに、BMS-986122 存在下では、OR の
T162M 変異体では、BMS-986122 による活性上昇が観測されなくなったことから、BMS-
986122 が T162 近傍のポ ケットに結合することが示された。以上より、BMS-986122 が、
T162 がある TM3 と、活性と関連する構造平衡が観測された TM6 の相互作用に摂動を与
えることで、複数の活性型構造の中でも細胞内側がより開いた完全活性型構造を安定化す
ることで，薬効度が最も高い薬物が結合した  OR のシグナル伝達活性をさらに上昇させ 
ることが明らかとなった（図 2）。以上の成果を、投稿論文として発表した。（Kaneko et al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. (2022) 119, e2121918119） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 各種リガンドと BMS-986122 が存在する条件における、OR の M283 に由来する NMR
シグナル。 



 
図 2. 本研究により明らかとなった、BMS-986122 がOR の活性を規定する構造平衡を変化さ
せるメカニズムの模式図。 
 
 
(4) 【活性を変調する変位を導入した 2AR のシグナルの観測】  
アレスチン活性化能が低下することが報告されている L124G 変異を導入した 2AR につい
て、完全作動薬結合状態におけるメチオニン残基メ チル基およびチロシン残基主鎖の
NMR シグナルを観測して、野生型と比較した。その結果、L124G 変異体の PIF モチーフ
は、野生型と同様に on 状態である一方、DRY モチーフや TM5 細胞内側では、野生型で存
在していた構造多型が抑制され、別の構造を取っていること、また NPxxY モチーフには構
造多型が存在することが示唆さ れた。したがって、DRY モチーフと TM5 細胞内側の構造
多型が、G タンパク質とアレスチンを共に活性化する上で重要であると考えた。 
 
 (5) 【構造平衡モデルの構築】  
NMR により明らかにした 2AR の動的構造平衡と、先行論文で報告されている GPCR シ
グナル伝達の数理モデルを組み合わせることで、49 個のパラメータから構成され る常微分
方程式の数理モデルを構築した。さらに、交換モンテカルロ法によりこれらのパラメータを
網羅的に探索することにより、先行論文（J. Biol. Chem. (2008) 283, 2949-2961）で報告さ
れている、2AR 発現細胞に作動薬を添加した時の cAMP 濃度の経時変化を、シグナル伝達
の様々な部位を阻害した条件において観 測したデータを再現することができた。以上によ
り、NMR で解明した、GPCR のシグナル伝達活性と相関する動的構造平衡を含みつつ、
GPCR シグナルを再現するよう な数理モデルを構築することができた。 
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