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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）は細胞膜上のホルモンセンサーとして働く。ま
た、薬の主要な作用標的としても知られ、創薬開発の重要な標的タンパク質と位置付けられる。本研究では、ホ
ルモンや薬がGPCRに作用してどのように多様な細胞内情報伝達を生じるかについて解析を行い、分子レベルでの
相互作用と情報伝達の機構の一端を解明した。種々の細胞内情報伝達を感度良く検出するために、発光や吸光を
利用した人工センサータンパク質を開発した。

研究成果の概要（英文）：G-protein-coupled receptors (GPCRs) represent the largest class of human 
membrane proteins. They are also regarded as important targets for drug development. GPCRs mediate 
signal information from external stimuli such as hormones and drugs to intracellular responses. 
Characterizing signal profiling of GPCRs is critical for understanding not only GPCR biology, but 
also GPCR-targeting drugs. In this project, we developed various methods to assess 
G-protein-coupling profiles of GPCRs and characterized more than 100 GPCR signaling. Through 
bioinformatics analysis, this experimental database enabled us to develop an algorithm to score 
signaling profile based on a given GPCR sequence. These achievement will contribute to development 
of GPCR-targeting drugs including a signal-biased ligand, which is expected to serve as a safe drug 
with a reduced side effect.

研究分野： 分子生物学

キーワード： GPCR　Gタンパク質共役型受容体　バイアスリガンド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じてGPCRがどのような分子機構を介して特定の細胞内情報（シグナル）伝達を誘導するかを解析し、
分子レベルでの知見を深めた。本研究では特に、バイアスリガンドと呼ばれる特定のシグナルを選択的に作動す
ることのできるGPCR作用薬の解析に注力し、バイアスリガンドとGPCRの結合の構造基盤を解析するとともに、バ
イアスリガンドと結合したGPCRがどのような分子と相互作用することでシグナル伝達が生じるかについて、その
作用機序の一端を解明した。この成果を利用して、副作用のない安全な薬としてのバイアスリガンドのさらなる
研究が望まれる。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

 
 GPCR は創薬標的として最も有望なクラスのタンパク質群である。承認薬 1542 種類の標的
を分類した総説によると、ヒトタンパク質を標的とする 989 種類の薬のうち 357 種類（36%）
が、82 種類の GPCR を標的とすることが判明している（Rask-Andersen et al. Nat Rev Drug 
Discov, 2011）。GPCR 創薬の潮流として、既存の標的外の GPCR（約 200 種類）に対して高
い親和性や受容体サブタイプ選択性を有するリガンドを開発し、主に動物モデルを用いて適
用疾患を見出す研究が主流である。このような試みは年々成功確率が低くなってきている。一
方、既存薬の薬効と副作用のシグナルを理解し、薬効と副作用のシグナルが異なる場合、薬効
に関与するシグナルを選択的に強めることができれば、既存薬と比べて差別化した新たな薬
を開発しうる。このように特定のシグナル経路を選択的に活性化することのできる性質はシ
グナルバイアス活性と呼ばれ、新しい概念の創薬として着目される。 
 GPCR とシグナルの切り分けとして、β アドレナリン受容体アゴニストによる心毒性（Gs
経路）と心保護作用（βアレスチン経路）の例（Noma et al. J Clin Invest 2007）やミューオ
ピオイド受容体（MOR）アゴニストによる鎮痛作用（Gi 経路）と呼吸抑制や依存性（βアレ
スチン経路）の例（Bohn et al. Nature 2000）、アンジオテンシン II（AngII）受容体阻害剤
（ARB）の降圧作用（Gq 経路阻害）と心毒性（βアレスチン経路阻害）の例（Boerrigter et 
al. Circulation 2011）が知られている。特に、MOR においては Gi バイアス活性を有するリ
ガンドが開発され、前臨床試験で好成績を示し、ヒトの臨床試験が行われている（Singla et 
al. J Pain 2016）。また、従って、望ましい薬理効果を示すバイアスドリガンドは実際に開発
可能であることが実証されつつある。 

 
２．研究の目的 
 

 GPCR のバイアスリガンドは多数開発されているが、リガンドが GPCR に結合してどのよ
うな構造変化を及ぼしシグナルの偏りを生じさせているか不明な点が多い。構造学的にリガ
ンドと GPCR の相互作用を比較・解析することで、バイアスを発生する構造基盤を明らかと
する。これまでのバイアスリガンドの解析は三量体 G タンパク質（以下、G タンパク質）と
β アレスチンの比較で議論されていることがほとんどであるが、G タンパク質のサブタイプ
（Gs, Gi, Gq, G12 サブファミリー）の中でのバイアス活性に着目し、そのような活性を示す
GPCR リガンドの有無を探索するとともに、G タンパク質のサブタイプ選択性と β アレスチ
ンの活性化機構を解明することを目指す。 

 
３．研究の方法 
 

 複数の G タンパク質シグナルを直接比較することができる手法として、G タンパク質欠損
細胞とキメラ Gαサブユニット（C末６アミノ酸置換体）の組み合わせを開発した。CRISPR-
Cas9法を用いて Gq サブファミリーと G 12 サブファミリーを欠失させた HEK293細胞を作
製し、この細胞にシグナル測定対象 C 末端を有するキメラ Gαq サブユニットと評価対象の
GPCR、およびアルカリホスファターゼ融合トランスフォーミング増殖因子アルファ（AP-
TGFα、キメラ Gαq サブユニットの活性化検出センサー）を発現させ、各種リガンドで刺激し
た際の AP-TGFαの膜切断活性を測定した。 
 βアレスチンの活性測定として、補酵素断片法NanoBiT による GPCR との相互作用評価法
を用いた。NanoBiT ルシフェラーゼの片方の断片（SmBiT）を GPCR の C末端に、他方の
断片（LgBiT）を β アレスチンの N末端に結合したコンストラクトを作製し、リガンド依存
的な GPCR と βアレスチンの相互作用をルシフェラーゼ活性による発光シグナル変化として
測定した。 
 上記のキメラ Gαq サブユニットを用いた手法の検証として、NanoBiT による Gαサブユニ
ットと Gβγ サブユニットの相互作用評価法を用いた。Gα サブユニットのヘリカルドメイン
に LgBiT を融合したコンストラクトと Gβサブユニットもしくは Gγサブユニットの N末端
に SmBiT を結合したコンストラクトを作製し、評価対象 GPCR とともに細胞に発現させ、
GPCR リガンド依存的な Gαサブユニットと Gβγサブユニットの乖離応答をルシフェラーゼ
活性による発光シグナル変化として測定した。 
 さらに、本研究で GPCR シグナル活性を簡便かつ高精度に測定する手法として、２つの手
法の開発に取り組んだ。１つ目は、Gαs骨格を有するキメラサブユニットを用いた GPCR シ
グナル活性化検出法であり、Gαq サブユニットと AP-TGFαの組み合わせと同様に、Gs サブ
ファミリーを欠失させた HEK293 細胞にシグナル測定対象 C 末端を有するキメラ Gαs サブ
ユニットと評価対象の GPCR、および発光 cAMPセンサー（Glo-22F）を発現させ、各種リガ
ンドで刺激した際の発光シグナル変化を測定した。また、Gq シグナル下流のセカンドメッセ
ンジャーを測定する手法として、イノシトール３リン酸（IP3）受容体の IP3 結合ドメインの
N末端と C末端に LgBiT と SmBiT を融合させたコンストラクトを作製し、Gq共役型GPCR
による発光シグナル応答を測定した。 
 



４．研究成果 
 Gαサブユニットを用いたバイアスドアゴニスト活性評価法を利用し、アドレナリンベータ
受容体、ムスカリンアセチルコリン受容体、ドーパミン受容体、ヒスタミン受容体、アンジオ
テンシン II（AngII）受容体に対する各種リガンドを用いて、バイアスアゴニスト活性を測定
した。その結果、多くの GPCR リガンドについてはバランスアゴニストであったが、AngII
受容体に対する合成リガンドである SII や SI が内因性リガンドの AngII と比較して Gi シグ
ナルと G12 シグナルを相対的に強く活性化することがわかった（図１A、B）。さらに、
NanoBiT-G タンパク質アッセイを用いてシグナル活性を検証したところ、SII や SI は AngII
と比較して Gq シグナルが減弱し、G12 シグナルは同等であることが確認できた（図１C）。 
 

 
 SI と AngII 受容体タイプ２（AT2）の結晶構造を共同研究先の京都大・岩田研が解明し、
そのリガンドの認識造認識基盤について変異体解析を実施した。変異体解析の GPCR として
は、創薬標的として重要な AngII 受容体タイプ１（AT1）をモデルとして変異体解析を実施し
たところ、リガンドポケットの底部を構成するアミノ酸残基が Gq の活性化と βアレスチンの
結合の差を生み出すのに重要であることがわかった（図２）。 
 
 
 GPCR シグナル検出手法の開発においては、Gs欠損細胞と Gs骨格キメラを用いた GPCR
シグナル評価系を構築し、プロスタグランジン受容体を用いてそれぞれの G タンパク質共役
活性を定量的に測定できることを検証した（図３A、B）。また、細胞内の IP3 の濃度変化をリ
アルタイムに測定できる NanoBiT バイオセンサーを構築した。このバイオセンサーは Gq タ
ンパク質の遺伝子欠損 HEK293細胞では GPCR リガンド刺激時の応答が消失したことから、
Gq-PLCβ-IP3 経路を選択的に評価できることを検証した（図３C-E）。 
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ガンドの比較
（A）キメラGαqサブユニットとTGFα
切断アッセイを用いた内因性リガンド
AngIIと合成リガンドSIIの濃度応答曲
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有する。（B）濃度応答曲線から得られ
たバイアスプロット。右下のプロット
ほど、AngIIにより選択的に活性化され、
左上のプロットほど、SIIにより選択的
に活性化される。（C)NanoBiT-Gタンパ
ク質アッセイを用いた活性測定。Y軸の
数値が小さいほどGタンパク質の活性が
高いことを示す。
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図３ 新規GPCRシグナルアッ
セイ系の構築
（A） Gαsサブユニットキメラを
用いた選択的Gタンパク質シグナ
ル検出法。Gs欠損HEK293細胞に
GPCR、キメラG、cAMPセンサーを
発現させ、GPCRリガンド刺激によ
る発光変化を測定する。（B）
Gαq骨格とGαs骨格のの比較。TP
受容体に対して、11種類のC末端
キメラの活性をLogRAi値としてプ
ロットした。 （C）IP3センサー
の概要。IP3受容体のN末端とC末
端にLgBiTとSmBiTを融合したコン
ストラクトを作製し、Gq共役型
GPCRリガンド刺激による発光変化
を測定した。（D）IP3センサーの
カイネティクス応答。（D）Gq欠
損HEK293細胞を用いたシグナルの
特異性の検証。
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AT2受容体と合成リガンドSIの結晶構造（PDB ID 6JOD）のリボンモデル

とAT1受容体の相同部位の変異体解析。AT2受容体のリガンドポケット部
位を底面側から眺めた図を中心に示した。Gタンパク質活性測定（青
枠）とβアレスチン活性測定（赤枠）で変異体ごとにリガンド応答性が

異なることがわかった。変異体の括弧内はGPCRの膜貫通部位の相同部位
であるBW番号を示す。
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