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研究成果の概要（和文）：本研究では、b2ARの動的構造をバランスリガンド結合状態とバイアスリガンド結合状
態で比較することにより、GPCRのシグナル選択性の構造基盤の解明に取り組んだ。バランスリガンド
isoproterenolと、バイアスリガンドisoetharineについてNMR解析を行った結果、isoetharineのエチル基とb2AR
の細胞外側ループ上の残基F193の立体的な衝突が、TM3細胞内側のA134, TM5細胞内側のA226周辺の構造変化を誘
起することが示された。以上の成果から、バイアスリガンド結合時に観測されるこのTM3, TM5細胞内側の構造変
化がシグナル選択性の構造的要因であることを提唱した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to unravel the structural basis governing signal 
selectivity in GPCRs, focusing on b2AR. We compared the dynamic structures of b2AR in the balanced 
ligand-bound state and the biased ligand-bound state to shed light on the underlying mechanisms.
Our approach involved subjecting the balanced ligand isoproterenol and the biased ligand isoetharine
 to NMR analysis. The results revealed that the ethyl group of isoetharine engages in a steric clash
 with residue F193 on the extracellular loop of b2AR. This collision alters the structue near A134 
on the intracellular side of TM3 and A226 on the intracellular side of TM5.
Based on these findings, we propose that the intracellular structural changes observed in the 
presence of the biased ligand play a role in determining signal selectivity. This discovery provides
 new insights into the complex interplay between ligand binding and the resulting conformational 
changes that shape the signaling outcomes of GPCRs.

研究分野：構造生物学

キーワード： GPCR　溶液NMR　シグナル選択性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GPCRのシグナル選択性は、薬の主作用と副作用のバランスを規定する可能性があるため、その機構の理解と制御
は副作用を抑えたGPCR薬の開発において重要な課題である。本研究では、isoproterenolにエチル基が付加した
isoetahrineが、なぜisoproterenolにはないシグナル選択性を示すのかを解析し、その違いがTM3やTM5の細胞内
側の残基周辺の構造変化を誘起することを示した。この成果は、この領域の構造変化に着目することで既知化合
物より強いシグナル選択性を示す新規バイアスリガンドを開発できる可能性を示した点において学術的および社
会的意義を有する。

※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（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、神経伝達物質やホルモンなどの細胞外刺激を受容し
て活性化すると、細胞内で三量体 Gタンパク質と相互作用したり、GPCRキナーゼ (GRK) によ
るリン酸化を受けた後にアレスチンと相互作用したりすることによって、種々の細胞内シグナ
ルを様々なバランスで誘起する、7回膜貫通型のタンパク質である。GPCRは様々な生理応答と
その制御を担い、現在承認されている医薬品の 30%以上の結合標的でもあるため、その機能発現
機構を理解することは、生物学的にも薬理学的にも重要な課題である。 

GPCRには、リガンド非結合状態でも弱く細胞内シグナルを誘起する活性があり、これは基礎
活性と呼ばれる。また、GPCRのリガンドは、その薬効度によって細胞内シグナルを最大限に誘
起する完全作動薬、弱く活性化する部分作動薬、他のリガンドと競合的に結合するが活性を変化
させない拮抗薬、シグナル伝達を基礎活性よりも抑制する逆作動薬に分類される。さらに、Gタ
ンパク質を介するシグナル経路とアレスチンを介するシグナル経路のうち片方を比較的選択
的に誘起するリガンド（バイアスリガンド）も存在することが知られている。GPCRの有するこ
のような特徴は、この分子がリガンド結合に伴って不活性型構造から活性型構造に変化すると
いう単純な機構で機能しているのではないことを示しているが、その詳細には未だ不明な点が
多かった。実際、それまでに報告された GPCR の X 線結晶構造やクライオ電子顕微鏡構造は、
リガンドや細胞内エフェクターとの相互作用に関する詳細な情報を与えたものの、このような
静的スナップショットの羅列では、GPCRの機能を完全に理解するには至っていなかった。この
要因は、GPCRを活性化させる作動薬が結合した状態における既知の静的構造が、運動性を抑制
すると同時に活性も失わせるような熱安定性変異を導入するなどして安定化した条件下でのみ
解析されており、作動薬結合により活性化した GPCR が種々の細胞内エフェクターと相互作用
しその機能を発揮しようとしている状態における描像が不明である点にあった。 

申請者は研究開始当初の時点において、GPCR が機能している状態をそのまま (in situ で) 解
析できる溶液 NMR法を用いて、時間軸の要素を考慮した立体構造（動的構造）の観点から、機
能発現機構の解析を行っていた (Shiraishi et al., Nat Commun (2018), Mizumura et al., Sci Ad (2020))。
特に、GPCR の一種である2アドレナリン受容体 (2AR) が完全作動薬と結合した動的構造を、
活性を失わせるような熱安定性変異を導入せずに可視化することに成功していた (Imai et al., 

Nat Chem Biol (2020))。得られた構造は、６番目の膜貫通ヘリックス TM6の中央に存在する保存
性の高い Pro残基よりも細胞内側が閉じて 90度回転しているという、既知の X線結晶構造やク
ライオ電子顕微鏡構造には見られない全く新しいものであった（図 1）。この構造から、TM6の
回転によって Gs タンパク質やアレスチンとの相互作用残基がクラスターを形成することが明
らかとなり、活性化した GPCRが細胞内シグナルを誘起する機構の構造基盤が示された。また、
バランス完全作動薬結合状態の2ARにおいて、膜貫通ヘリックス同士の界面のうち特に細胞内
側の残基の NMRシグナルが顕著に広幅化していることもわかった（図 1）。このことは、この領
域が活性の異なる複数の構造間を化学交換していることを示しており、この動的構造平衡こそ
が、GPCRが多様な細胞内エフェクターと様々な親和性にて相互作用し細胞内シグナルを誘起す
る機構の本質であることを示唆する。上述したように、GPCR は G タンパク質を介したシグナ
ル経路とアレスチンを介したシグナル経路の両方を誘起しうるが、Gタンパク質が結合した状
態とアレスチンが結合した状態の GPCRの静的立体構造には明確な差がなく、これらの構造か



 

らでは細胞内シグナルの選択性の基盤を理解することはできなかった。このシグナル選択性を
制御する新規 GPCR 標的薬を合理的に設計するためには、バイアスリガンド結合時の GPCR の
動的構造平衡が、両シグナル経路を同程度に活性化するバランスリガンド結合時と比較してな
ぜ、どのように異なっているかを解明する必要があった。 

 

 
 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、2ARのシグナル選択性を規定する動的構造平衡を同定することを通じてその構造
基盤を理解し、それを制御するバイアスリガンドを合理的に設計するための方針を示すことを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 各リガンド結合状態における2ARの活性の比較 

バランスリガンド結合状態とバイアスリガンド結合状態で2ARのGタンパク質活性化能が異
なることを、GTPターンオーバーアッセイにより評価する。 
 

(2) 各リガンド結合状態におけるLeu残基由来NMRシグナルの帰属と解析 

2ARの分子全体に広く分布し、構造と運動性のプローブとなるLeu残基のアミドシグナルに着
目し、バイアスリガンド結合状態の構造や運動性を、バランスリガンド結合状態と比較する。こ
の解析のため、バイアスリガンド結合状態の2ARのLeuアミドシグナルの帰属を行う。必要に応
じてLeuを1残基ずつ他のアミノ酸に置換した28種類の変異体ライブラリーを用い、野生型との
スペクトルの比較によりシグナルの帰属を得る。 

さらに、バランスリガンド結合状態とバイアスリガンド結合状態での各シグナルの化学シフ

 
図 1. 各状態における2ARの構造 
細胞内側から見た図。Gタンパク質（上段）、アレスチン（下段）と直接相互作
用する残基を球表示し、TM6を橙で色付けして示した。赤は完全作動薬結合時に
NMRシグナルが広幅化する Leu残基。完全作動薬結合状態においては TM6が回
転しエフェクター相互作用残基がクラスターを形成する（青丸）。(Imai et al., Nat 
Chem Biol (2020)) 



 

ト値や線幅を比較し、必要であれば各種運動性解析を行って、バイアスリガンド結合状態におけ
るシグナル選択性を説明する構造や運動性の差異を検出する。 

 

(3) リガンドが2ARの構造を変化させる機構の解析 

バランスリガンド結合状態とバイアスリガンド結合状態で見られた構造または運動性の差異
が、シグナル選択性に関わることを示すため、2)で明らかとなった指標を再現するような変異体
を設計、実証することにより2ARのシグナル選択性の構造機構を実証する。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) 各リガンド結合状態における2ARの活性の比較 

バイアスリガンド結合状態とバランスリガンド結合状態における動的構造の違いが、細胞内
シグナルを誘起する活性とどのように対応しているのかの相関を定量的に解析するため、各リ
ガンド結合状態におけるシグナル伝達活性のアッセイを行った。GTP ターンオーバーアッセイ
の結果、isoetharine 結合状態の2AR の G タンパク質活性化能は isoproterenol 結合状態と比較し
て 88%に低下することが定量的に示された。 

 

(2) 各リガンド結合状態におけるLeu残基由来NMRシグナルの帰属と解析 

研究開始時において、Leu を 1残基ずつ別のアミノ酸に置換した 28種類の変異体を調製し、
得られたスペクトルを変異導入前の野生型と比較することによって、バランスリガンド結合状
態の NMRシグナルの帰属が得られていた。本研究において、バイアスリガンド結合状態の Leu

標識2ARの 1H-15N TROSYスペクトルを測定し、バランスリガンド結合状態と比較することに
よって、バイアスリガンド結合状態の NMRシグナルを全て帰属することができた。 

バランスリガンド結合状態とバイアスリガンド結合状態における NMR シグナルの線幅を比
較した結果、観測される Leu 由来シグナルに有意な線幅の差はなかったことから、両状態でs-

ms タイムスケールの運動性に顕著な差はないことが示唆された。一方で、両状態間において
L163, L167, L212, L287などのリガンド結合部近傍の残基に化学シフト変化があることが明らか
となった。さらに、アラニンメチル選択的 13C 標識2AR を調製し、isoetharine 結合状態および
isoproterenol 結合状態におけるメチル TROSY スペクトルを測定し、観測されたシグナルを帰属
した。両者の比較の結果、A134 や A226 などの細胞内側の残基に化学シフト差が観測され、リ
ガンドの違いが細胞内側に伝播していることが示された。 

 

(3) リガンドが2ARの構造を変化させる機構の解析 

バランスリガンド結合状態とバイアスリガンド結合状態で運動性に顕著な差が見られなかっ
た一方で、リガンド結合部位周辺および細胞内側の残基に化学シフト変化が見られたことから、
両リガンド結合状態における立体構造の違いがシグナル選択性の違いの要因であることが示唆
された。 

バランスリガンドである isoproterenol と化学構造が類似した adrenaline 結合状態の2AR と
nanobodyの複合体の結晶構造から、バランスリガンドである isoetharineにあって isoproterenolに
はないエチル基は、2AR の細胞外ループに存在する F193 と立体的に衝突することが示唆され
た。F193 が2AR のシグナル選択性に関わる可能性を検証するため、F193 をより嵩高い Trp に
置換した変異体を調製し、GTPターンオーバーアッセイと NMR解析を行った。その結果、F193W



 

変異体では、isoproterenol結合状態においても、野生型の isoetharine結合状態と同程度の Gタン
パク質シグナル活性しか示さないことが明らかとなった。NMR 解析の結果、野生型において
isoproterenol 結合状態と isoetharine 結合状態で化学シフト値の異なる細胞内側の残基 A134 と
A226について、F193W変異体では、isoproterenol結合状態における A134と A226のシグナルの
化学シフト値が、野生型の isoetharine結合状態における A134, A226の化学シフト値にそれぞれ
近かったことから、F193 と isoetharine のエチル基の立体的な衝突が、細胞内側の構造変化につ
ながることが示された。 
 

(4) μオピオイド受容体への展開 

当初計画以上の展開として、本研究により確立された GPCR の動的構造による活性制御機構解

析に関わる知見を、鎮痛作用に関わる GPCR の１種であるμオピオイド受容体(MOR)に展開した。

その結果、MOR が３構造間の平衡にあること、各構造の存在比が結合するリガンドにより変化し

薬効度が規定されていることが明らかとなった。さらに、MOR の G タンパク質活性化能を完全作

動薬が結合した状態よりも更に上昇させるアロステリックモジュレータが結合すると、３構造

のうち最も相対活性の高いものの存在比が増大することを見出し、アロステリックモジュレー

タによって完全作動薬単独では達成出来ない高い活性が得られる機構を明らかにした。以上の

成果は Proc Natl Acad Sci USA 誌に掲載された(Kaneko, Imai, …, Shimada. Proc Natl Acad Sci 

USA (2022) 119:e2121918119)。さらに、このアロステリックモジュレータが結合した状態の MOR

と G タンパク質の複合体のクライオ電顕解析を行い、アロステリックモジュレータが TM3,4,5 の

形成する脂質膜に面したポケットに結合すること、これにより MOR 内部の R167 と Y254 の動的

な相互作用が変化することによって TM6 の閉じにくさが変化することが、アロステリックモジ

ュレータによる動的構造平衡の変調の構造基盤であることを示した。この成果は、Nat Commun 誌

に掲載された(Kaneko, Imai, …, Shimada. Nat Commun (2024) 15:3544)。 
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