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研究成果の概要（和文）：β-アレスチン（βarrs）は、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）のリン酸化されたC
末端（C tail）と膜貫通領域（TM core）と相互作用することで活性化する。しかし、C tailおよびTM coreによ
る相互作用が、それぞれβarrsとの親和性・構造変化にどのように寄与しているかは不明であった。本研究で
は、GPCRのC tailおよびTM coreとの相互作用に伴うβarr構造変化を核磁気共鳴（NMR）法により解析した。そ
の結果、C tailとの相互作用は強い親和性の獲得に必要である一方で、TM coreとの相互作用はβarr1の構造変
化に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：β-arrestins (βarrs) play multifaceted roles in the function of G 
protein-coupled receptors (GPCRs). βarrs typically interact with phosphorylated C-terminal tail (C 
tail) and transmembrane core (TM core) of GPCRs. However, the effects of the C tail- and TM 
core-mediated interactions on the conformational activation of βarrs have remained elusive. Here, 
we show the conformational changes for βarr activation upon the C tail- and TM core-mediated 
interactions with a prototypical GPCR by nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Our NMR 
analyses demonstrated that while the C tail-mediated interaction alone induces partial activation, 
in which βarr exists in equilibrium between basal and activated conformations, the TM core- and the
 C tail-mediated interactions together completely shift the equilibrium toward the activated 
conformation. This plasticity of βarr conformation in complex with GPCRs engaged in different 
binding modes may explain the multifunctionality of βarrs.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 核磁気共鳴法　アレスチン　Gタンパク質共役型受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、医薬品と結合したGPCRによるβarrの活性化が、GPCRのC tailを介した強い結合による複合体形
成と、TM coreとの弱い結合により誘起される構造変化の2段階で達成される動的な過程であることが明らかとな
った。GPCRを標的とした医薬品のβarr活性化能は、従来はβarrの結合親和性のみを指標としてたが、本研究の
結果は、βarrの構造変化を指標に加えることで、医薬品によるアレスチン活性化能をより正確に評価できるこ
とを示している。この活性評価法は、GPCRを標的とした新しい医薬品の開発に貢献すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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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）は真核生物における最大の膜タンパク質ファミリーであり、
そのシグナル伝達は様々な生理機能や疾病に関与している。β-アレスチンは、リガンドにより
活性化され、かつ GPCR キナーゼ（GRK）によりリン酸化された GPCR に結合する。GPCR により活
性化されたβ-アレスチンは、G タンパク質を介したシグナル伝達（Gタンパク質シグナル）を終
結させるとともに、G タンパク質非依存的なシグナル伝達（アレスチンシグナル）を誘起する。
アレスチンシグナルは、G タンパク質シグナルとは異なる生理応答を誘起するため、アレスチン
シグナルを選択的に制御する化合物は、望みの生理応答のみを誘起し、副作用を誘起しない優れ
た医薬品となる（Smith et al., Nat. Rev. Drug Discov. 2018）。したがって、アレスチンシグ
ナルは創薬研究の重要な対象であり、β-アレスチンの活性化機構の理解は生物学的に重要であ
るとともに、医薬品開発にも大きく貢献する。 
 β-アレスチンは、GPCR の 2 つの領域と相互作用することで複合体を形成し、活性化される。
1つはリガンドにより活性化構造を形成した膜貫通ドメイン（= TM core）、もう一つは GPCR キ
ナーゼ（GRK）によりリン酸化を受けた C末端領域（= C tail）である。このことから、GPCR に
よる β-アレスチンの活性化機構を理解するためには、TM core と C tail が、それぞれアレス
チンのどの部位をどのように構造変化させるかを知ることが必要である。 
 これまでに、不活性型に対応する β-アレスチン単独の立体構造（Han et al., Structure 
2001）、活性型に対応するGPCRとの複合体中の β-アレスチンの立体構造（Staus et al., Nature 
2020, Huang et al., Nature 2020, Lee et al., Nature 2020）が報告されている。しかしな
がら、TM core と C tail が、それぞれ β-アレスチンの構造変化にどのように寄与しているの
かは明確でない。これを明らかとするためには、TM core の活性化状態、C tail のリン酸化状態
が様々に異なる GPCR を調製し、これらが結合した際のβ-アレスチンの構造の違いを比較する
ことが必要である。しかしながら、従来のアレスチンの構造解析では、人工的な構造安定化が行
われた条件でしか解析を行えず、このような多彩な条件での解析は困難であった。 
 応募者はこれまでに、TM core に結合するリガンドや、C tail のリン酸化状態が様々に異なる 
β2 アドレナリン受容体（β2AR）の調製法を確立し、その動的構造の違いを、溶液 NMR 法を適
用することで明らかにした（Kofuku et al., Nat. Commun. 2012, Shiraishi et al., Nat. 
Commun. 2018）。以上の研究を発展させることで、β-アレスチンの動的構造を、TM core の活性
化状態と C tail のリン酸化状態が様々に異なる GPCR と結合した状態で解析・比較することに
より、TM core と C tail が β-アレスチンの活性化に果たす役割を解明できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、核磁気共鳴（NMR）法を用いて、GPCR の TM core と C tail がβ-アレスチンのど
の部位をどのように構造変化させるかを解析することにより、アレスチンシグナルの制御機構
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）TM core の活性化状態、C tail のリン酸化状態を制御した β2AR の調製 
完全作動薬であるformoterol結合型β2AR、および逆作動薬であるcarazolol結合型β2ARを、

ナノディスクに再構成した状態で調製した。GRK2 によるリン酸化反応を、C末端領域アミド基を
観測対象とした NMR 測定および Pro-Q Diamond 染色により追跡した。formoterol 結合状態でリ
ン酸化したβ2AR に対して、carazolol を過剰量添加することでリガンド交換を行い、リガンド
交換前後の膜貫通領域の構造を、メチオニン側鎖メチル基を観測対象とした 1H-13C HMQC スペ
クトル測定により解析した。 
 

（２）TM core の活性化状態と C tail のリン酸化状態が β-アレスチン 1との結合親和性へ与
得る影響の解析 
完全作動薬結合型非リン酸化β2AR、完全作動薬結合型リン酸化β2AR、および逆作動薬結合型

リン酸化β2AR を、ビオチン化されたナノディスクに再構成したうえでセンサーチップ SA 上に
固定化した。アナライトとしてβ-アレスチン 1 をインジェクトして、結合に伴うレスポンスを
解析した。 
 
（３）TM core の活性化状態と C tail のリン酸化状態が β-アレスチン 1の構造へ与える影響 
イソロイシン側鎖メチル基を選択的に[13C,1H]標識し、その他をすべて重水素化したβ-アレ

スチン 1を調製した。β-アレスチン 1 の 1H-13C HMQC スペクトルを、単独状態、完全作動薬結
合型リン酸化β2AR 結合状態、および逆作動薬結合型リン酸化β2AR 結合状態で測定した。シグ
ナルの帰属は、各イソロイシンの点変異体のスペクトルとの比較から行った。各状態のβ-アレ
スチン 1のイソロイシン側鎖メチルシグナルの化学シフト差とシグナル強度を解析した。 
 



４．研究成果 
（１）TM core の活性化状態、C tail のリン酸化状態を制御したβ2AR の調製 
 β-アレスチン1との結合親和性や、β-アレスチン1の構造変化に対するC tailのリン酸化、
TM core の活性化状態の寄与を解析するために、C tail のリン酸化状態や TM core の活性化状
態を独立に制御したβ2AR の調製法を確立することとした。まず、β2AR C tail の GRK2 による
リン酸化を解析したところ、完全作動薬結合状態β2AR の方が逆作動薬結合状態β2AR よりも早
くリン酸化を受けることが分かった。また、C tail の残基ごとのリン酸化を時分割 NMR により
解析したところ、TM core により近いセリン・スレオニン残基が、より早くリン酸化を受けるこ
とが分かった。 
 次に、リン酸化反応後のβ2ARの TM coreの構造を制御するために、リガンドの交換を行った。
完全作動薬結合状態でリン酸化反応を行ったβ2AR に対して、逆作動薬を過剰添加して室温で 16
時間インキュベートした。逆作動薬添加後の TM core の構造を、不活性化・活性化状態で化学シ
フトが異なる M82 メチルシグナルの化学シフトを指標に解析したところ、逆作動薬添加直後に
は TM core が活性化状態をとっているのに対して、逆作動薬添加から 16 時間後には TM core が
不活性化状態をとっていることが確認された。このことから、リン酸化反応後のβ2AR のリガン
ド交換を行い、TM core の活性化状態を制御できたと結論した。 
 
（２）TM core の活性化状態と C tail のリン酸化状態が β-アレスチン 1との結合親和性へ与 
える影響の解析 
 β2AR TM core の活性化状態と C tail のリン酸化状態が、β-アレスチン 1との結合親和性に
どのように寄与しているかを明らかとするために、SPR 法による結合親和性解析を行った。その
結果、完全作動薬結合型非リン酸化β2AR は、β-アレスチン 1 との結合を検出できなかった一
方で、完全作動薬結合型リン酸化β2AR は、β-アレスチン 1 との結合が検出され、その解離定
数は Kd = 0.2 μM であった。この結果は、TM core の活性化のみではβ-アレスチン 1との結合
親和性が弱く、C tail のリン酸化がβ-アレスチン 1との結合に必要であることを示している。
一方で、逆作動医薬結合型リン酸化β2AR はβ-アレスチン 1 との結合が検出されるが、その解
離定数は Kd > １ μM と、完全作動薬型リン酸化β2AR と比較して弱かった。この結果は、活性
化した TM core が、β-アレスチン 1 との結合に寄与していることを示している。 
 
（３）TM core の活性化状態と C tail のリン酸化状態が β-アレスチン 1の構造へ与える影響 
 β2AR TM core の活性化状態と C tail のリン酸化状態が、β-アレスチン 1の構造変化のどの
ように寄与しているかを明らかとするために、β-アレスチン 1の構造を溶液 NMR 法により解析
した。不活性化状態に対応する単独状態、活性化状態に対応する完全作動薬結合型リン酸化β
2AR結合状態のNMRスペクトルを比較したところ、主にNドメインとCドメインに対応するI31、
I168、I207、I214、I241、I314、I317、I386 の NMR シグナルに顕著な化学シフト差を検出した。
このことは、β-アレスチン 1が活性化に伴い N/C ドメイン間の相対配置が変化したことを示し
ている。一方で、リン酸化された C tail のみが結合に関わる逆作動薬結合型リン酸化β2AR 結
合状態の NMR スペクトルでは、I31、I105、I207、I233、I233、I386 が、不活性型・活性型に対
応するシグナルの両方が検出された。この結果は、C tail とのみ結合したβ-アレスチン 1が、
不活性型と活性型の間の構造平衡状態にあることを示している。 
 
 以上の結果から、GPCRC C tail のリン酸化は主にβ-アレスチン 1との結合親和性の獲得に、
TM core の活性化は主にβ-アレスチン」1 の構造変化に、それぞれ寄与していることが明らかと
なった。このことから、GPCR によるアレスチンの活性化が、C tail との強い結合により複合体
形成が開始され、しかる後に TM core との弱い結合により大きな構造変化が誘起されてシグナ
ル伝達へと至る、2段階の動的な過程であることを提唱する。 
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