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緒緒  言言  

 
Gタンパク質共役型受容体（G-protein-coupled receptor：GPCR）は既存薬の約30％もの作用標的を占めることが

知られ、創薬開発の最重要のタンパク質群に位置付けられる。GPCR のシグナル伝達分子は主に三量体 G タンパク質

（以下、Gタンパク質）によって担われるが、近年、βアレスチン（以下、アレスチン）によるシグナル伝達もGタン

パク質と並んで重要であることが認識されつつある。アレスチンはその語源であるArrest（停止）作用として、Gタン

パク質との立体的な競合作用やGPCRの内在化作用により、Gタンパク質シグナルを収束する機能が当初示されたが、

その後、アレスチン自身がエフェクター（ERK、Srcなど）をリクルートして、シグナル伝達を誘導する機能に着目が

集まっている。 
アレスチンはリン酸化されたGPCRに結合するが、その多面的な機能はGPCRのリン酸化パターン（リン酸化バー

コード）により規定されるもの考えられている。これまで、アレスチンの好むリン酸化バーコード（例えばPxxPxxP：
Pはリン酸化セリン・スレオニン残基、x は任意のアミノ酸残基）は提唱されてきたものの、バーコードとアレスチン

の構造変化や機能の関係は解析が進んでおらず、さらにはこのリン酸化を担う酵素（GPCR キナーゼ（GRK）が想定

されている）やその制御機構は不明な点が多い。過去の研究において、本研究者らはブラジキニンB2受容体のリン酸

化部位をモデルとして、連続したスレオニン残基が構造認識一本鎖抗体 IB30 の好む活性型アレスチン構造を誘導し、

ERKシグナルを制御することを明らかとした［1］。本研究において、アレスチン機能発揮に関与するGPCRリン酸化

バーコードとこれを付与する酵素の同定とその制御機構を目的として、アンジオテンシン受容体（AT1R）、スフィンゴ

シン 1 リン酸受容体（S1PR1）、ケモカイン受容体（CCR2 とD6R）およびニューロテンシン受容体（NTSR1）をモ

デルとしてアレスチン機能の解析を行った。研究過程からGPCRリン酸化に非依存的なアレスチンとGPCRの結合の

重要性が示唆されたことから、この新規のアレスチン活性化機構についても解析を進めた。関連する GPCR 研究成果

と合わせて、構造レベルから細胞レベルのシグナル制御の知見まで多様な GPCR シグナル制御機構が明らかとなった

［2～9］。 
 

方方  法法  

 
11．．NNaannooBBiiTTアアレレススチチンンアアッッセセイイ  
リガンド刺激依存的なGPCRとアレスチンの結合評価としてNanoBiT補酵素断片法を用いた［5，6］。Direct法で

はGPCRのC末端にSmBiTを融合したコンストラクト（15アミノ酸フレキシブルリンカーを挟む、以下同）とアレ

スチンのN末端にLgBiTを融合したコンストラクトを用いた。Bystander法ではアレスチンのN末端にSmBiTを融

合したコンストラクトとLgBiTにCAAXモチーフに融合した膜局在コンストラクトを用い、C末インタクトのGPCR
を共発現させた。エンドソーム移行測定に際しては、LgBiT とEndofin FYVE ドメインを融合したコンストラクトを

用いた Bystander 法により実施した。これらの NanoBiT コンストラクトを HEK293A 細胞または GPCR キナーゼ

（GRK）を欠損させたHEK293A細胞（GRK2/3二重欠損、GRK5/6二重欠損、GRK2/3/5/6四重欠損）［6］にリポフ

ェクション法を用いて導入した。翌日、細胞を回収し、アッセイバッファー（ハンクス緩衝液、5 mM HEPES（pH 7.4）、
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0.01％ウシ血清アルブミン）に懸濁した後、96 ウェルホワイトプレートに播種し、発光基質セレンテラジンを添加し

た。室温に2時間静置後、発光プレートリーダー（SpectraMax L、Molecular Devices）によりベースラインの発光カ

ウントを測定した。続いて GPCR リガンドを添加し、発光変化を測定した。AT1R の一部実験においては、プロテイ

ンキナーゼC によるAT1R リン酸化の影響を排除するため、阻害剤Go6983 処理下でアレスチンリクルート計測を行

なった。 
22．．フフロローーササイイトトメメトトリリーー  

N 末端に FLAG タグを有する GPCR コンストラクトを発現させた細胞に対して、一次抗体（anti-DYKDDDDK, 
Clone 1E6、FujiFilm Wako）と二次抗体（anti-mouse IgG、Alexa 488 conjugated、Thermo Fisher Scientific）を用

いて蛍光染色し、フローサイトメーター（EC800、Sony）により蛍光量を測定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． AATT11RRババイイアアススリリガガンンドドととGGRRKK選選択択性性  
AT1R はバイアスリガンド研究のモデル受容体として汎用されており、これまでに TRV027 を始めとするアレスチ

ンバイアスリガンドが開発されている。本研究者は、AT1Rの内因性リガンドであるAngⅡとアレスチンバイアスリガ

ンドの間にアレスチンの質的な差異が存在するかどうか、アレスチンリクルートに寄与するGRKに着目した解析を行

った［6］。各種GRK欠損細胞と親細胞において、リガンド依存的なアレスチンリクルートを測定したところ、AngⅡ
においてはGRK2/3二重欠損細胞およびGRK5/6二重欠損細胞においてアレスチンリクルートが残存し、GRK2/3/5/6
四重欠損細胞では完全にアレスチン応答が消失した（図1a）。一方、TRV027ではGRK2/3二重欠損細胞では親細胞と

アレスチンリクルートが同程度であるものの、GRK5/6二重欠損細胞においてアレスチン応答が消失した。このことか

ら、AngⅡとTRV027 ではAT1R のリン酸化部位やアレスチン機能が異なることが示唆された。次に、AT1R のC 末

端のリン酸化候補部位を個々にアラニン置換した変異体コンストラクトを作製してアレスチンリクルートを測定した

ところ、S326A 変異体においてのみ TRV027 刺激によるアレスチン応答が顕著に減少した（図 1b～d）。このことか

ら、TRV027 結合型 AT1R は GRK5/6 を選択的に活性化すること、その受容体リン酸化機構として GRK5/6 による

AT1R の細胞内コアの開口を感知して近傍の C 末端ループの Ser/Thr 残基をリン酸化することが想定された。一分子

顕微鏡観察やNanoBiT-BRETによる3分子の相互作用解析から、リガンド結合によりAT1RとGqおよびGRK5/6が

マイクロドメインに集合し、その後にGq活性に依存してGRK5/6がマイクロドメインから追い出される機構が判明し

た［6］。 
22．．SS11PPRR11ババイイアアススリリガガンンドドとと構構造造基基盤盤  
フィンゴリモドはS1PR1 モジュレーターと呼ばれるクラスの多発性硬化症治療薬であり、その活性代謝体（フィン

ゴリモドリン酸）はS1PR1とアレスチンの強固な結合を誘導し、S1PR1の持続的な内在化と分解を導く。本研究者は

共同研究により S1P 結合型とフィンゴリモドリン酸結合型の S1PR1 の構造研究を実施した［5］。意外にも、両者の

S1PR1 のクライオ電顕構造は、全体として極めて似通った構造をとっておりバイアス性がどのように生じるか不明で

あった。そこで、本研究者は生体膜環境を模した計算シミュレーションとして分子動力学解析を行い、受容体のコンタ

クトネットワークを詳しく調べたところ、S1P とフィンゴリモドリン酸で異なるアミノ酸残相互作用変化を見出した。

次にこれら残基間相互作用を低下させた変異体のG タンパク質活性やアレスチン活性を調べたところ、F265A 変異体

や N307A 変異体において、G タンパク質とアレスチンのバランスが変化し、これらの相互作用のスイッチが S1PR1
機能のバイアス性の起因であることを明らかにした（図2）。また、この相互作用を誘導するリガンドポケット内部の変

化として、トグルスイッチと呼ばれるトリプトファン残基（W269）の構造変化がフィンゴリモドリン酸においては活

性型と不活性型の中間状態であることが重要であることが示唆された。以上から、S1PR1 におけるアレスチンバイア

スリガンドの受容体活性化の構造基盤を明らかにした［5］。 
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図1．AT1RのバイアスリガンドとGRK5/6依存的なリン酸化 

a) GRK欠損細胞を用いたアレスチンリクルートのカイネティクス応答。 
b) AT1RのC末端のリン酸化配列。 
c) C末端のSer/Thrの点変異のTRV027刺激によるアレスチン応答。** P＜0.01; ns, 

P＞0.05; One-way ANOVA followed by the Dunnett’s analysis。 
d) C末端のSer/Thrの点変異の膜発現。 

  

 
図2．アレスチン経路を担うS1PR1のアミノ酸残基相互作用 

a) 分子動力学シミュレーションによって特定したアレスチンバイアスリガンドに特有

の相互作用に関わるアミノ酸残基（F265 とN307）。これらのアミノ酸残基はリガ

ンド（空間充填モデル）からやや離れた位置に存在していた。 
b) 変異体実験による検証。アラニン置換変異体の G タンパク質活性は野生型と同等で

あったが、アレスチン活性（受容体へのリクルート応答、エンドソーム移行）は顕著

に減弱した。 
 
33．．CCCCRR22ととDD66RRととGGRRKK選選択択性性  

CCR2 とD6R は内因性リガンドとしてケモカインCCL7 を共通とする受容体である。CCR2 は典型的GPCR とし

てG タンパク質とアレスチンと結合するが、D6R はアレスチンのみを活性化する非典型的受容体と位置付けられてい

る。本研究者は共同研究により、CCR2 と D6R のアレスチン機能を含め、網羅的なシグナル比較を実施した［4］。
NanoBiT Gタンパク質乖離アッセイを行ったところ、D6Rは既報のGiを含めいずれのGタンパク質クラスにおいて

もCCL7刺激によるGタンパク質応答は認められなかった。一方、アレスチンリクルート応答はCCR2と比べてD6R
の方がより低濃度のCCL7で生じた。GRK欠損細胞を用いてところ、アレスチンリクルートのGRK依存性を調べた

ところ、CCR2 においては GRK2/3/5/6 四重欠損細胞でアレスチン応答が消失した一方、D6R では同等であった。ま
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た、D6RのC末端欠損コンストラクトにおいてはアレスチン結合が消失したことから、GRK非依存的なD6Rリン酸

化によりアレスチンリクルートが生じることが示唆された。また、IB30 センサーによるアレスチン構造変化を測定し

たところ、CCR2と比べてD6Rにおいて顕著な IB30認識構造が誘導された一方、リン酸化ERK応答はD6Rの方が

少なかった。共同研究者が実施したホスホプロテオミクスによる網羅的シグナル解析から、コフィリンを始めとする

D6R 依存的な種々のシグナル変化が検出された。以上から、アレスチンバイアス型受容体のシグナル特性を詳細に記

述された［4］。 
44．．NNTTSSRR11ののリリンン酸酸化化パパタターーンンととアアレレススチチンンののPPIIPP２２依依存存性性  

NTSR1とアレスチンの構造研究において、ホスファチジルイノシトール4,5-ビスリン酸（PIP２）が両タンパク質の

界面に存在し、アレスチンリクルートに寄与することが示唆されていた。PIP２との結合を低下すること意図したアレ

スチンの3Q 変異体（3 つの塩基性アミノ酸残基をグルタミンに置換した変異体）においては、野生型アレスチンと比

較してわずかなリクルート応答の低下に留まった［10］。そこで、NTSR1のリン酸化コードとPIP２依存性の関連を調

べるため、NTSR1の10個のリン酸化Ser/Thr候補を様々な組み合わせでアラニン置換したコンストラクトを作製し、

野生型と3Q変異体のアレスチンとのリガンド依存的なリクルート応答を評価した（図3a）。その結果、アラニン変異

により PIP２の感受性が顕著に増加するパターンを見出した（図 3b）。例えば、5A 変異体や ALAA 変異体においては

野生型アレスチンのリクルート応答を基準とした際に3Q変異体アレスチンのリクルートが低下した。アレスチンのエ

ンドソーム移行を評価したところ、3Q と逆相関していた（図 3c）。さらに、3Q 変異体アレスチンを用いたPIP２感受

性を20種類のGPCRに対して網羅的に評価したところ、過去にGPCRの内在化を基準に分類されていたクラスA（短

時間の内在化と早いリサイクル）とクラスB（持続的な内在化と遅いリサイクル）と非常によい相関を示した。クラス

A タイプからクラス B タイプに変換するバソプレシン V2 受容体の C 末端配列のスワップコンストラクトが知られて

いるが、これを 2 種類のGPCR について試したところ、実際にPIP２感受性が非感受性にシフトすることがわかった。

共同研究者が実施した精製アレスチンを用いた動態解析から、PIP２はGPCR非存在下においてもアレスチンに結合し

て、自己阻害 C 末端の遊離を除く各種構造変化を誘導することがわかった。以上から、PIP２の局在に合わせてアレス

チンは形質膜で活性化されやすく、リン酸化レベルの低いGPCRにおいては内在化後にPIP２濃度が低下することによ

りアレスチンが乖離し膜表面へリサイクルされる一方、リン酸化レベルの高いGPCRではPIP２が低下後もアレスチン

と持続的な結合を行うことが示唆され、リン酸化パターンと PIP２による協調的なアレスチン制御機構が明らかとなっ

た（図3d）。 
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図3．NTSR1のリン酸化変異とアレスチンのPIP２依存性の変化 
a) NTSR1の細胞内ループとC末端のリン酸化配列。 
b) Ser/Thr変異体のアレスチンの膜移行におけるPIP２依存性。Cluster1はPIP２依存性が高い群、

Cluster2はPIP２依存性が低い群を示す。 
c) Ser/Thr変異体のアレスチンのエンドソーム移行。 
d) アレスチンリクルートと活性化における GPCR のリン酸化と PIP２の協調的な役割および 

内在化クラスAとBの制御機構。 
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