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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)のリガンドには、Gタンパク質とアレスチンを介した
シグナル伝達経路の一方を選択的に活性化するものが知られており、この現象を「シグナルバイアス」と呼ぶ。
本研究では、薬理学的に重要なGPCRについて、メチオニンメチル基に由来するNMRシグナルを、通常のリガンド
が結合した状態とバイアスリガンドが結合した状態で解析した。その結果、GPCRは不活性型構造に加えて複数の
活性型構造をとること、複数の活性型構造の割合がGタンパク質およびアレスチンを介したシグナル伝達の強度
を決定していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：G-protein-coupled receptor (GPCR) ligands impart differing degrees of 
signaling in the G-protein and arrestin pathways, in phenomena called "biased signaling". However, 
the mechanism underlying the biased signaling of GPCRs is still unclear, although crystal structures
 of GPCRs bound to the G protein or arrestin are available. In this study, we observed the NMR 
signals from methionine residues of pharmacologically important GPCRs in the balanced- and 
biased-ligand-bound states. We found that the intracellular cavity of GPCRs exist in an equilibrium 
between closed and multiple open conformations, and that the population of each open conformation 
determines the G-protein- and arrestin-mediated signaling levels in each ligand-bound state.

研究分野： 構造生物学
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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、
感覚受容、神経伝達、免疫応答など様々な生
理応答に関与する膜タンパク質ファミリー
である。市販の医薬品の約 1/3 が GPCR を標
的とすることから (Rask-Andersen et al., 
Nat. Rev. Drug Discov., 2011)、創薬標的とし
ても重要である。GPCR の細胞外側にリガン
ドが結合すると、GPCR は細胞内の G タンパ
ク質やアレスチンなど、エフェクター分子を
活性化することにより機能する。一方で、近
年、GPCR のリガンドの中には、G タンパク
質およびアレスチンの一方のみを選択的に
活性化する、バイアスリガンドと呼ばれるも
のが存在することが明らかになった。例えば、
2 アドレナリン受容体 (2AR) のリガンド
であるカルベジロールは G タンパク質を活
性化しない一方で、アレスチンのみを活性化
する (Wisler et al., PNAS, 2007)。さらに、
 オピオイド受容体 (OR) を介してGタン
パク質のみを活性化する TRV130 は、副作用
の少ない鎮痛薬として開発されている 
(Soergel et al., J. Clin. Pharm., 2013)。この
ことから、バイアスリガンドは新規作用を有
するリガンドとして注目されている。一方で、
バイアスリガンドが GPCR に結合すると、な
ぜ G タンパク質とアレスチンの一方のみが
活性化されるか、その分子機構は明らかでな
い。いくつかの GPCR について、バイアスリ
ガンド結合状態のX線結晶構造が得られてい
るが、通常のリガンドと同一の構造である 
(Warne et al., Structure, 2012)、あるいは同
一受容体で通常のリガンド結合状態の構造
が解かれていない (Wacker et al., Science, 
2013) ために、どの部位の構造変化がバイア
スリガンドの機能に重要であるかが明らか
でない。また、2AR の細胞内側に、化学修
飾により CF3 基を導入しプローブとする
19F-NMR 解析が行われ、通常のリガンドと比
較して、バイアスリガンド結合状態では第 7
膜貫通ヘリックスの細胞内側において、構造
の違いがあることが見出された (Liu et al., 
Science, 2012)。一方で、リガンド結合部位
と G タンパク質やアレスチンとの結合部位
を直接連結している膜貫通領域の構造につ
いては、バイアスリガンド結合状態の知見は
得られていなかった。また、GPCR で共通す
るシグナル選択性の機構が存在するかにつ
いても明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、薬理学的に重要な GPCR であ
る OR および 2AR を解析対象とし、タン
パク質のダイナミクスを解析することので
きる NMR 法を適用することで、通常のリガ
ンド結合状態、およびバイアスリガンド結合
状態において、受容体膜貫通領域の動的構造
がどのような変調を受けるかを解析した。そ
れにより、異なる複数の GPCR について、バ
イアスリガンドが受容体に与える影響を解

析することで、GPCR 一般に適用可能な、シ
グナル伝達のバイアスが生じる構造生物学
的機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) OR のメチオニン残基メチル基の NMR
シグナルの解析 
 申請者は、最近、2AR のメチオニンのメ
チル基を選択的に 13C 標識するとともに、そ
の周囲を 2H 標識する方法を新たに開発し、
メチオニンのメチル基の NMR シグナルの高
感度測定が可能であることを見出した 
(Kofuku et al., Angew. Chem. Int. Ed., 
2014)。そこで、この方法で標識した OR を
調製し、阻害剤であるナロキソンおよび完全
作動薬である DAMGO 結合状態について、
1H-13C 相関スペクトルの測定をおこなった。
膜貫通領域細胞内側のメチオニンに由来す
るシグナルを観測するために、それ以外のメ
チオニンを他のアミノ酸残基に変異して、ス
ペクトルの簡略化をおこなった。膜貫通領域
細胞内側のメチオニン残基に由来するシグ
ナルを帰属するために、1 残基ずつメチオニ
ンを変異した試料を調製し、スペクトルを取
得した。 
 
(2) バイアスリガンド存在下の OR のメチ
オニン残基メチル基の NMR シグナルの解析 
 バイアスリガンド (TRV130) 存在下にお
ける、安定同位体標識 OR のスペクトルを
測定した。また、OR にてアレスチン選択的
にシグナルを伝達することが報告されてい
る N131A 変異体に対応する、OR の N152A
変異体について、完全作動薬結合状態のスペ
クトルを測定した。(1) で測定した通常のリ
ガンド結合状態と比較することで、OR の膜
貫通領域のどの部位の構造がシグナル選択
性に関与しているかを解析した。 
 
(3) バイアスリガンド結合状態の 2AR 膜貫
通領域の NMR 解析 
 (1) と同様に、メチオニンのメチル基を選
択的に 13C 標識するとともに、その周囲を 2H
標識した 2AR を調製した。様々にシグナル
伝達強度の異なるリガンド、およびアレスチ
ンを選択的に活性化するバイアスリガンド
を結合させた状態で、1H-13C 相関スペクトル
の測定をおこなった。各リガンド結合状態に
おける、膜貫通領域細胞内側のシグナルの化
学シフトの違いから、通常のリガンドとバイ
アスリガンドで、2AR の動的構造がどのよ
うに異なるかを解析した。 
 
４．研究成果 
(1) OR のメチオニン残基メチル基の NMR
シグナルの解析 
 阻害剤および完全作動薬結合状態の OR
の 1H-13C 相関スペクトルでは、メチオニン
の残基数に概ね対応する数の NMR シグナル
を観測することに成功した。細胞外・細胞内



領域の 6個のメチオニン残基を変異すること
で、スペクトルを簡略化し、膜貫通領域のメ
チオニンを選択的に観測することに成功し
た (図 1)。また、観測されているすべての
NMR シグナルについて、どのメチオニン残
基に由来するか帰属をおこなうことに成功
した (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 細胞外・細胞内領域の 6 個のメチオニ
ン残基を変異した ORの 1H-13C相関スペク
トル 
 
 このうち、M245 由来のシグナルに関して
着目すると、阻害剤、部分作動薬、完全作動
薬結合状態では、いずれも 2 個の NMR シグ
ナルが観測されており、その量比はシグナル
伝達強度に対応していた (図 2)。このことか
ら、OR の膜貫通領域は不活性型構造と活性
型構造の平衡にあり、その量比がリガンドに
応じて変化するために、シグナル伝達強度が
異なることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 様々なリガンドが結合した OR の
M245 メチル基由来の NMR シグナル 
 
(2) バイアスリガンド存在下の OR のメチ
オニン残基メチル基の NMR シグナルの解析 
 Gタンパク質シグナルを選択的に流すバイ
アスリガンドが結合した状態では、同様に 2
個のシグナルが観測されたものの、その化学
シフトが通常のリガンドと異なっていた (図
2)。また、アレスチン選択的にシグナルを伝
達する、OR の N152A 変異体について、完
全作動薬結合状態のスペクトルを測定した
結果、観測された M245 の化学シフトは、上
述のいずれの状態とも異なっていた (図 2)。
そこで、活性型に対応する M245 の化学シフ
トと、G タンパク質・アレスチンシグナルの
選択性の程度について解析したところ、両者
がよく相関していた (図 3)。以上のことから、
OR が複数の活性化構造を取り得ること、通
常のリガンド結合状態とバイアスリガンド

結合状態では、この複数の活性化構造の割合
が異なることが明らかになった (図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 活性型に対応する M245 由来 NMR シ
グナルの化学シフト 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 NMR 解析結果から示された OR の
シグナル選択性が生じる機構 
 
(3) バイアスリガンド結合状態の 2AR 膜貫
通領域の NMR 解析 
 Gタンパク質シグナルとアレスチンシグナ
ルをともに活性化する通常のリガンドが結
合した状態では、2AR の細胞内側に位置す
るメチオニン残基に由来する NMR シグナル
の化学シフトは、シグナル伝達活性に応じて
直線的に変化した。一方で、アレスチンシグ
ナルを選択的に流すバイアスリガンドが結
合した状態では、化学シフトは通常のリガン
ドとは異なる方向に変化した。このことは、
OR と同様に、2AR の細胞内側が、複数の
活性化構造を取り得ること、さらに、通常の
リガンド結合状態とバイアスリガンド結合
状態では、この複数の活性化構造の割合が異
なることを示している。以上の結果は、GPCR
に共通するシグナルバイアスの機構を示唆
するものである。 
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