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研究成果の概要（和文）：NMRシグナルの感度を従来法の 5 倍以上とする、昆虫細胞発現系で重水素化したタンパク質
を調製する手法を開発した。加えて、重水素化を施した上で、rHDLの脂質二重膜中に再構成したb2ARを調製して、各種
リガンド結合状態のNMRスペクトルを取得することにも成功した。その結果、rHDL中では、活性型の量比がミセル中よ
り多く、交換速度がミセルにおける値の数分の一であることが示された。
さらに、アレスチンシグナルを選択的に活性化する状態のGPCRのNMRシグナルを観測した。その結果、GPCRが複数の活
性型の構造平衡状態にあり、各活性型の割合がシグナル選択性を決定していることが明らかなった。

研究成果の概要（英文）：To increase the signal intensities, a deuteration method was developed for GPCRs 
expressed in an insect cell/baculovirus expression system. The NMR sensitivities of the methionine methyl 
resonances from the β2-adrenergic receptor (β2AR) in lipid bilayers of reconstituted high-density 
lipoprotein (rHDL) increased by approximately 5-fold upon deuteration. NMR analyses revealed that the 
exchange rates for the conformational equilibrium of β2AR in rHDLs were remarkably different from those 
measured in detergents. The timescales of GPCR signaling, calculated from the exchange rates, are faster 
than those of receptor tyrosine kinases and thus enable rapid neurotransmission and sensory perception. 
We could also identified conformational equilibrium of GPCRs that determine their biased signaling.

研究分野： 構造生物学

キーワード： GPCR　NMR　膜タンパク質
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１．研究開始当初の背景 

G 蛋白質共役型受容体（GPCR）は、ヒト

ゲノム中の膜蛋白質の中で最大のファミリ

ーを形成しており、市販されている医薬品の

25％は GPCR を標的とする。細胞外領域へ

のリガンド結合により活性化された GPCR

は、細胞内の G タンパク質を活性化して、細

胞内にシグナルを伝達する。これに加えて、

活性化された GPCR が G 蛋白質キナーゼ

（GRK）によるリン酸化を受けた上で、-

アレスチンを活性化することによるシグナ

ル伝達経路も存在する。 

GPCR に作用する化合物の中には、G 蛋白

質を介するシグナル経路と-アレスチンを介

する経路の一方を選択的に活性化するよう

なリガンドが存在し、その薬理作用も両方の

経路を活性化する通常のリガンドとは異な

ることが知られている。例えば、アドレナ

リン受容体に作用する薬物の中でも、カルベ

ジロールは、-アレスチンを介する経路のみ

を選択的に活性化すること、および類縁の薬

物より高い心不全治療効果を持つことが知

られている。このように一方のシグナル伝達

経路を選択的に活性化する現象はバイアス

と呼ばれ、理想的な作用を持つ薬物を開発す

る上で重要であると考えられている。しかし、

カルベジロール結合状態の アドレナリン

受容体の結晶構造は、阻害剤結合時の不活性

型の構造と同一であった。 

２．研究の目的 

本研究では、バイアスを有するリガンドと

有さないリガンドが結合した状態における、

GPCR の構造を明らかにして、バイアスのあ

るシグナル制御機構を解明することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 精製した DDM ミセル中の 2 アドレナリ

ン受容体 (2AR) に脂質および MSP1 を混

合して rHDL に再構成した上で、ゲルろ過ク

ロマトグラフィーおよびHisタグを用いた空

rHDL の除去を行った。(rHDL) の脂質二重

膜に再構成した 2AR (2AR-rHDL) を調製

した。調製した2AR-rHDL に、完全アゴニ

ストであるフォルモテロール、Gs タンパク

質および 35S-GTPgS を添加した上で、G タ

ンパク質結合型 35S-GTPgS を検出する

GDP-GTP 交換アッセイを行い、G タンパク

質活性化能を調べた。さらに、調製した

2AR-rHDL を用いて、フォルモテロールも

しくはカルベジロール存在下において、

GRK2 によるリン酸化反応を行い、反応液を

SDS-PAGE 解析した上で、染色強度がリン酸

基の数に対応する Pro-Q Diamond および染

色強度が総タンパク質の量に対応する

SYPRO-Ruby による染色を行った。 

  入手可能な重水素化アミノ酸を全て添加

した培地で、モデルタンパク質であるチオレ

ドキシンを発現させて、その NMR スペクト

ルから、各アミノ酸残基の重水素化率を算出

することにより、昆虫細胞発現系での重水素

化法を検討した。 

活性の異なる様々なリガンドが結合した

状態における、重水素化 2AR -rHDL の

NMR スペクトルを測定した 

 
４．研究成果 

脂質二重膜中における 2AR の動的構造

平衡を明らかにするために、再構成高密度リ

ポ蛋白質 (rHDL) に再構成した 2AR、

2AR -rHDL を調製した。SDS-PAGE 解析お

よび RI リガンド結合アッセイの結果、収量

は培地 1L あたり約 150 g、活性割合は 80%

以上であることが示された。得られた

2AR-rHDL が、リガンド依存的に G タンパ

ク質を活性化すること、および GRK2 による

リン酸化を受けることを確認した。 



rHDL 中の 2AR は巨大分子であり、重水

素化による NMR シグナルの先鋭化が必須で

ある。そのため、昆虫細胞発現系での重水素

化法を検討した。その結果添加量やタイミン

グ等を最適化した条件では、14 種類の残基が、

重水素化されたことが示された。一方、発現

量の限られる GPCR の重水素化体の調製に

おいては、重水素化するアミノ酸の数を必要

最小限とした方が、収量やコストの面で望ま

しい。そこで、2AR の立体構造において、

観測するメチオニン残基と近接するアミノ

酸を調べて、重水素化するアミノ酸を選定し

た。その結果、A, C, F, I, L, M, T, V, Y, W を

部分重水素化すると、観測原子に近接するプ

ロトンを効率良く減らして、rHDL 中の2AR

のシグナル強度を数倍以上増大できること

が示唆された。 

そこで次に、部分重水素化とメチオニン

13C 標識を両方施した 2AR -rHDL と、重水

素化していない 2AR -rHDL を調製して、逆

アゴニスト存在下における NMR スペクトル

を測定した (Fig.1)。その結果、重水素化を

行わなかった時の 2AR -rHDL の NMR ス

ペクトルでは、M82, M215, M279 の NMR

シグナルはほとんど観測されなかったのに

対し、重水素化した条件では、各メチオニン

残基の NMR シグナルが、十分な感度で観測

された。これらの結果は、重水素化によりシ

グナル強度が 5倍以上向上したことを示して

おり、重水素化率からの予測と良く対応した。 

次に、活性の異なる様々なリガンドが結合

した状態における、重水素化 2AR -rHDL

の NMR スペクトルを測定した上で、ミセル

状態の解析において活性と対応するシグナ

ル変化を示していた M82 のシグナルを重ね

合わせた(Fig.2)。その結果、ミセルの時と同

様、各リガンドの efficacy に対応した、連続

的な化学シフト変化が観測された。したがっ

て、rHDL 中においても、2AR が活性型と

不活性型の構造平衡にあることが示された。

一方、ミセル中の 2AR のスペクトルと比べ

ると、部分アゴニスト結合状態の化学シフト

が、より完全アゴニスト結合状態に近い値と

なっていた。このことは、rHDL 中では、活

性型の割合がやや多いことを示している。ま

た、ミセル状態と比べると、部分アゴニスト

結合状態のシグナルが顕著に広幅化してお

り、特に弱い部分アゴニスト結合状態では、

シグナルが二つに割れていた。以上の現象交

換速度がミセルの時よりも小さいことを示

している。 

 

そこで、rHDL では、交換速度が半分～1/5

程度となり、活性型の割合が 1.2 倍程度にな

るという仮定に基いて、各リガンド結合状態

の NMR シグナルのシミュレーションを行っ

た。その結果、上記の実測したスペクトルの

特徴を良く再現することができた。以上の結

果から、rHDL 中の2AR は、ミセル中と同

様、二つの不活性型と活性型の平衡状態にあ

Fig.1 非重水素化(左)および重水素化(右)メチ

オニン選択標識 2AR-rHDL の、逆アゴニス
ト  (carazolol) 結合状態における  1H-13C 
HMQC スペクトル。 

Fig.2 重水素化およびメチオニン選択標識
を施した、rHDL 中 (左) およびミセル中 
(右) の 2AR-rHDL における、各リガンド
結合状態の 1H-13C HMQC スペクトル。 



るが、活性型の割合が多く、交換速度が数分

の一程度であると結論した (Fig.3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 次に、シグナルのバイアスを決定する構造

平衡を明らかにするために、カルベジロール

結合状態における、部分重水素化とメチオニ

ン 13C 標識を両方施した 2AR -rHDL のNMR

スペクトルを取得した。その結果、メチオニ

ン残基の化学シフトが他のリガンド結合状

態とは異なっており、化学シフトとバイアス

の程度は良く相関していた。以上の結果から、

b2AR は複数の活性型の構造平衡状態にあり、

カルベジロール結合時にはアレスチンの活

性化に有利な活性型の割合が高くなると考

えた。 
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