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【発表のポイント】 
● 薬剤の主要な作用標的である Gタンパク質共役型受容体（GPCR、注１）

の機能を調節する因子のGPCRキナーゼ（GRK、注 2）について、その活

性制御機構を明らかにしました。 
● 降圧薬の標的として知られる 1 型アンジオテンシン II 受容体（AT1 受容

体、注 3）に関して、薬理作用の異なる作動薬が、別々の GRK 選択性と

β アレスチン（注 4）機能を誘導することを見出しました。 
● 本研究は、GPCR に作用する薬剤について、副作用が少なく安全性の高

い創薬開発戦略を提示します。 
 
【概要】 
細胞膜に存在する GPCR と呼ばれるタンパク質センサーは、薬剤の主要な

標的として知られています。通常の GPCR 作動薬は、シグナル伝達因子であ

る三量体 G タンパク質（以下 G タンパク質、注 5）とβアレスチンの双方を

作動させます。一方、特定のシグナル因子の機能のみを誘導する「バイアス

型作動薬（注 6）」は、副作用を低減させた理想的な薬剤になると期待され

ます。このような薬理作用のバランスは、薬剤が結合した GPCR の「かたち」

そのものに大きく依存しているとこれまで考えられてきました。 
 今回、東北大学大学院薬学研究科の川上耕季研究員・井上飛鳥准教授らの

グループは、理化学研究所開拓研究本部の柳川正隆研究員・佐甲靖志主任研

究員らのグループとの共同研究により、β アレスチンの機能を制御する主要

な因子である GPCRキナーゼ（GRK）に着目した解析を実施し、GRKが Gタ

ンパク質の一種である Gq により機能制御される新たな分子機構を解明しま

した。本研究成果を通じて、G タンパク質とβアレスチンによる 2 つのシグ

ナルバランスは、細胞膜に存在する GPCR の「かたち」だけでなく、細胞内

に存在する G タンパク質の活性レベルが GPCR と GRK の「居場所」を変え

ることでβアレスチンの機能を調節するという、シグナルバランス制御機構

の新たな概念を提唱しました。 
 本研究の成果は、日本時間 1月 25日に科学雑誌 Nature Communications誌の

電子版に掲載されました。 

シグナル伝達の「偏り」を生み出すリン酸化機構の解明 

〜副作用を切り分けた GPCR作動薬の開発に貢献〜 



 

 

【詳細な説明】 
研究の背景 
 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は膜タンパク質です。ヒトには約 800 種類存在

し、このうち薬剤の標的となりやすいものが約 300種類存在します。GPCRは細胞外の

情報を細胞内に伝達するセンサーとしての役割があり、多岐にわたる生理現象に関わ

ることが知られています。 

 GPCR は細胞外から生体内リガンドや薬物が結合することで、タンパク質の立体構

造が変化します。構造変化した GPCR に対して、細胞内のタンパク質である三量体 G
タンパク質（以下、G タンパク質）と β アレスチンがそれぞれ異なるタイミングで結

合します。G タンパク質を構成するサブユニットのうち、Gα は GPCR との結合に主要

な役割を担います。GPCR と結合した G タンパク質は GTP 結合型となり、シグナル実

行因子であるエフェクタータンパク質（注 7）の活性を制御します。Gα は 16 種類存在

し、それぞれの Gα が特定の GPCR とエフェクタータンパク質に結合することで、

GPCR ごとのシグナル伝達パターンを決めます。一方、β アレスチンは 2 種類しか存在

しないにも関わらず、多様なシグナル伝達因子の活性化を誘導できます。この機構と

して、βアレスチンはリン酸化バーコードと呼ばれる GPCRのリン酸化パターンを認識

して、バーコードに応じた構造状態を形成します。βアレスチンの構造に応じて異なる

シグナル因子が結合し、シグナル伝達パターンが変化することが知られています。こ

のバーコードを形成するリン酸化酵素として、GPCR キナーゼ（GRK）が存在します。

本研究者らは以前の研究で、Gα に関して、そのシグナル活性化検出系の開発（Inoue et 
al., Nat Methods 2012）と、この基盤技術をもとにした Gα 選択機構の解明（Inoue et al., 
Cell 2019）に取り組んできました。一方で、β アレスチンの多様性やこれを生み出す

GRK 選択性機構については、解析手法の不足等により不明な点が多く残されていまし

た。 

上記の 2つのシグナル因子（Gタンパク質と βアレスチン）は、従来は独立して機能

しているものとして考えられていました。また、一方のシグナルが薬の主作用に、も

う一方のシグナルが副作用に関わる例が知られています。この作用の違いから、シグ

ナル因子のバランスを変えたバイアス型作動薬は、副作用を低減させた安全性の高い

薬となることが期待されています。このバイアス型作動薬の創製においては、どちら

か一方のシグナル因子のみを活性化可能な GPCR の構造状態を作り出すための構造学

的な理解が重要であると考えられており精力的に研究が進められています。その一方

で本研究者らは、GPCR の構造だけでは理解できないような、細胞内のシグナル因子

が司るシグナルバランス制御機構があるのではないかと考え、本研究を開始しました。 

 
研究手法と成果 
 
1. 発光センサーを用いた培養細胞における GRK 選択機構と βアレスチン機能解析 
本研究では、1型アンジオテンシン II受容体（AT1受容体）とその作動薬をモデルと

して、GRK の選択機構を調べました。この解析に際し、GPCR シグナル研究に汎用さ

れ、遺伝子導入を簡便に実施できる HEK293 細胞をモデル培養細胞株として利用しま

した。まず、4 種類の主要 GRK サブタイプ（GRK2、GRK3、GRK5、GRK6）を

CRISPR/Cas9 法（注 8）により欠損させた GRK 欠損細胞を作製しました。次に、

NanoBiT システムを利用して、AT1 受容体と β アレスチンの相互作用を発光シグナル

としてリアルタイムに検出できるセンサーを構築しました。これら 2 つの研究ツール



を組み合わせることで、これまでは困難であった、どの GRK サブタイプを介してリン

酸化された AT1 受容体に β アレスチンが結合するかという過程を測定できるようにな

りました。本実験系を用いた解析から、生体内リガンドであるアンジオテンシン II と

臨床試験薬である TRV027（注 9）との間では、異なる GRK サブタイプが AT1 受容体

のリン酸化に寄与することがわかりました（図 1)。さらに β アレスチンの構造・機能

解析（AT1受容体に対するβアレスチンの結合様式、AT1受容体エンドサイトーシス、

シグナル活性化）から、アンジオテンシン II と TRV027 との間では、AT1 受容体に結

合した β アレスチンの構造的かつ機能的な違いが存在することがわかりました。 
 
 
2. 細胞内一分子イメージングによる GPCR と GRK の相互作用解析 

GPCR と様々なシグナル因子の相互作用は形質膜（注 10）で生じます。本研究者ら

の過去の細胞内一分子イメージング解析（注 11）から、活性化した GPCR は約 100 nm
の微小な膜ドメイン（注 12）に集まって動きを止めることがわかっていました

（Yanagawa et al., Sci. Signal. 2018, 柳川・佐甲 生物物理 2021）。もし、GRK が GPCR
と同じ膜ドメインに集まれば、膜ドメイン内での両分子の密度が上昇し、高効率にリ

ン酸化が引き起こされると予想されます。一方で、GRK が GPCR と異なる膜領域にい

ると、出会う機会が減ってリン酸化の効率が下がります。これまで、生きた細胞で

GPCR と GRK の「居場所」を一分子レベルで同時に観察した例はありませんでした。

本研究では、AT1 受容体と GRK2/GRK5 の二色同時一分子イメージングを行い、GPCR
と GRK が出会う頻度・出会った後に一緒にいる時間（共局在時間）・場所を解析しま

した（図 2）。 

全反射蛍光顕微鏡を用いて、異なる蛍光色素で標識した形質膜中の AT1 受容体と

GRK 分子の輝点を観察し、AT1 受容体・GRK 分子それぞれの動きと 2 分子間の相互作

用を定量しました。動きの状態を統計的に解析したところ、いずれの分子も 4 つのグ

ループに分類されることが示唆されました。このうち最も動きの遅いグループ

（Immobile）が、上記の膜ドメインに集積した分子に相当します。まず、薬刺激前の

細胞を観察したところ、不活性状態の AT1 受容体と GRK5 があらかじめ同じ膜ドメイ

ンに集積している様子が観察されました。Gq と β アレスチンの両方を活性化するアン

ジオテンシン II で刺激をした細胞では、不活性状態と比べて両分子が出会う頻度が下

がりました。一方、β アレスチンのみを活性化する TRV027 で刺激をすると出会いの頻

度は下がらず、共局在時間が伸びることが分かりました。アンジオテンシン II で刺激

した細胞では、AT1 受容体が膜ドメインに集積するのに対して、GRK5 は膜ドメイン

外を速く拡散する分子の割合が増加しました。一方、GRK2 はアンジオテンシン II 刺

激時にのみ、AT1 受容体と共に膜ドメインに集積し、共局在時間が伸びる傾向を示し

ました。以上の結果は、Gqの活性化が、GRKの形質膜上の「居場所」を変えることで

GRK のサブタイプ選択性に重要な役割を果たすことを示唆するものでした。 

 

3. 発光センサーを用いた培養細胞における GRK シグナル複合体解析 
Gq による GRK5/GRK6 の制御機構を調べるために、対象分子である AT1 受容体、

GRK、Gqについて、NanoBiTスプリットルシフェラーゼ（注 13）による二者間相互作

用解析、さらに NanoBiT スプリットルシフェラーゼと蛍光タンパク質を組み合わせた

NanoBiT-BRET 法による三分子の相互作用を測定しました。その結果、不活性状態の



AT1 受容体が Gq および GRK5/GRK6 と細胞膜上で 3 者複合体を形成していることがわ

かりました。アンジオテンシン II刺激により Gqが活性化すると 3者複合体が解消し、

GRK5/6 に対する選択性が下がることが示唆されました。一方、Gq を活性化しない

TRV027 刺激時には 3 者複合体は維持され、GRK5/6 により AT1 受容体がリン酸化され

ます。このことは、これまでに知られていなかった新たなシグナル分子複合体による、

GRK の機能制御の存在を示しています（図 3）。 
 
 
今後の展望 

本研究により、β アレスチン機能を制御する GRK の活性制御機構が明らかとなりま

した。また、一方のシグナル因子（G タンパク質）の活性化が、もう一方のシグナル

因子（βアレスチン）を制御することで、全体のシグナルバランスが調節されるという、

シグナルバイアス調節機構の存在が同時に明らかとなりました。今回の発見は、GPCR
の構造の理解に加えて、細胞内シグナル活性化の理解を組み合わせることが、バイア

ス型作動薬創製に重要であることを示しており、今後のバイアス型作動薬開発に対し

て、さらなる理解と加速的な創製につながることが期待されます。 
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説明図 
 
 

 
 
図１ AT1 受容体をリン酸化する GRK 解析法の構築と作動薬間での関与する GRK の

評価 
（左図）始めにヒト培養細胞株の HEK293 細胞に発現する 4 種類の GRK サブタイプ

（GRK2、GRK3、GRK5、GRK6）をゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 法により遺伝子欠

失させた GRK欠損細胞を作製した。本作製細胞に対して、1種類の GRKサブタイプ

を遺伝子導入（プラスミド DNA トランスフェクション）により発現させることで、

個々の GRK サブタイプを個別に評価できる。この際、AT1 受容体と β アレスチンに

SmBiT 断片と LgBiT 断片をそれぞれ融合させた改変体を同時発現させることで、作

動薬を加えた際に AT1 受容体にβアレスチンが結合する過程を発光により検出可能

となる。この技術により、どの GRK サブタイプが AT1 受容体のリン酸化を介して β
アレスチン結合を誘導するか、その評価手法を確立した。 

（右図）内在性リガンドであるアンジオテンシン II 刺激（青）と、バイアス型作動薬

の一つである TRV027 刺激（マゼンタ）、Gq 阻害剤を前処置＋アンジオテンシン II
刺激（オレンジ）の 3 条件でβアレスチン結合の AT1 受容体への結合を測定した。

その結果、アンジオテンシン II 刺激時には、相対的に GRK2 や GRK3 を介し AT1 受

容体に β アレスチンが結合する一方で、TRV027 刺激時では、相対的に GRK5 や

GRK6 を介した作用が強いことがわかった。興味深いことに、Gq 阻害剤存在下のア

ンジオテンシン II 刺激時では、TRV027 と同様の GRK 選択性（GRK5 や GRK6 が相

対的に強い）が生じた。これまでは GPCR の構造に応じて結合する GRK サブタイプ

が変わると考えられてきたが、G タンパク質のシグナル活性が GRK サブタイプの選

択性に重要であることが初めて明らかとなった。 
 

  



 
 
図２ 一分子イメージングによる AT1 受容体と GRK の相互作用解析 
（左図）異なる2色の蛍光色素で標識したAT1受容体タンパク質分子（マゼンタ）と

GRK5タンパク質分子（緑）を同時に撮影した蛍光顕微鏡画像。この例は薬剤未処置

の細胞を示す。AT1受容体とGRK5が共に集積した膜ドメイン（白）が散見される。

蛍光画像を連続撮影することで、輝点を追跡した軌跡から各分子の拡散動態を、輝

点の明るさから同じ場所に集まっている分子数を推定できる。さらに、近接する蛍

光色の異なる2輝点の挙動を追跡することで、2分子間の相互作用頻度・共局在時

間・共局在中の拡散動態を定量した。 
（右図）一連の解析から推測された形質膜上におけるAT1受容体とGRKの挙動変化の

モデル図。AT1受容体タンパク質分子とGRK5タンパク質分子を速さの異なる4つの

状態（Immobile、Slow、Medium、Fast）に分けて解析を行った。Gqが活性化されな

いTRV027刺激下では、AT1受容体とGRK5の両分子において膜ドメイン外を主に単

量体として単純拡散する状態(Medium、Fast)が減少し、膜ドメイン内で多量体を形

成して制限拡散する状態（Immobile、Slow）が増加した。2分子間の共局在解析から、

同条件下でAT1受容体とGRK5が同じ膜ドメインに集積することが明らかになった。

したがって、両分子の局所密度を上げることで効率的なAT1受容体のリン酸化が実

現していると考えられる。一方、Gqが活性化されるアンジオテンシンII刺激下では、

膜ドメインにAT1受容体が集積する一方で、GRK5は単純拡散する状態の割合が上昇

した。AT1受容体とGRK5が空間的に隔離されることで両者の出会いの頻度が低下し、

AT1受容体のリン酸化効率が低下していることが示唆された。 
 

  



 
 
図３ Gq タンパク質活性化による GRK 選択スイッチの分子機構と βアレスチンの機能

的差異 
AT1 受容体とシグナル因子に対するアンジオテンシン II（青）とバイアス型作動薬

TRV027（マゼンタ）の差異として、①異なる GRK サブタイプを利用する現象の発見

とその分子機構、②AT1 受容体に対する β アレスチンの結合様式の違い、③β アレス

チン機能の違いを見出した。 
① GRK サブタイプ選択性と分子機構 

アンジオテンシン II（Gq活性有り）刺激時には、主に GRK2や GRK3を介して

AT1 受容体に β アレスチンを呼び寄せる一方で、TRV027（Gq 活性無し）刺激時で

は GRK5や GRK6が使われることがわかった（図 1参照）。分子レベルでは AT1受
容体と GRK の形質膜上での動態が重要であり（図 2 参照）、アンジオテンシン II
刺激時には、膜ドメインから GRK5が排除されることで、GRK5による AT1受容体

リン酸化が生じにくくなるという機構が明らかとなった。発光センサーの実験では、

AT1 受容体と Gq タンパク質および GRK5 の 3 分子が複合体を形成していることが

明らかとなり、このシグナル複合体が GRK 選択性に寄与していることが示唆され

た。 
② βアレスチンの AT1 受容体に対する結合様式の差異  

異なる GRK サブタイプにより AT1 受容体がリン酸化される結果として、AT1
受容体への β アレスチンの結合様式が異なることがわかった。アンジオテンシン II
刺激時には、βアレスチンが AT1受容体の膜貫通コア領域と細胞内 C末端ループの

2 箇所で結合する一方、TRV027 刺激時においては、β アレスチンが AT1 受容体の

コアには結合せず、C 末端ループのみで結合することを見出した。 
③ β アレスチンの機能差  

アンジオテンシン II や TRV027 刺激時の AT1 受容体リン酸化に関与する GRK
サブタイプの違い（①）、AT1 受容体に結合する β アレスチンの結合様式の違い

（②）の結果として、β アレスチンの機能差が生じることがわかった。アンジオテ

ンシン II刺激時には、βアレスチンを介した AT1受容体のエンドサイトーシス（細

胞内取り込み）や MAP キナーゼの一種の ERK 活性化の両方を誘導する一方で、

TRV027 刺激時では、AT1 受容体のエンドサイトーシスのみが生じることがわかっ

た。 
  



【用語説明】 
（注 1）G タンパク質共役（きょうやく）型受容体（GPCR） 

7 回細胞膜を貫通する特徴的な構造を有する細胞膜受容体の一種である。ヒトに

おいては約 800 種類存在しており、ホルモンなどの多様な細胞外の物質（リガン

ド）が結合することで、活性型へと構造変化をして、細胞内のシグナル因子と結

合することで情報伝達を誘導する。 
（注 2）GPCR キナーゼ（GRK） 

細胞質に存在し、活性型構造の GPCR に結合して、そのセリン・スレオニン残

基をリン酸化する酵素である。4 種類の GRK サブタイプ（GRK2、GRK3、GRK5、
GRK6）が全身に広く発現しており、これらが GPCR のセリン・スレオニン残基

に対して様々なパターンでリン酸基を付与すると想定されている。 
（注 3）1 型アンジオテンシン II 受容体（AT1 受容体） 

アンジオテンシン IIを認識する GPCR。アンジオテンシン IIが結合すると Gqタ
ンパク質を介して血圧上昇を誘導する一方で、β アレスチンを介して心臓の収縮

を促進する。 
（注 4）βアレスチン 

リン酸化 GPCR に結合する細胞質の多機能タンパク質。三量体 G タンパク質と

競合することで G タンパク質シグナルに拮抗する役割があるほか、GPCR のエン

ドサイトーシスやシグナル因子の足場としても機能する。 
（注 5）三量体 G タンパク質 

Gα, Gβ, Gγ の３つのサブユニットからなるタンパク質複合体であり、作動薬が

結合した GPCR と結合すると構造変化を受け、GTP 結合型 Gα と Gβγ に解離する。 
（注 6）バイアス型作動薬 

基準となる作動薬（通常は内因性リガンド）と比べて、特定のシグナルに偏り

（バイアス）を持って活性化する作動薬。主作用に関連するシグナルを強く誘導

する一方で、望まない副作用に関連するシグナルを誘導しないバイアス型作動薬

は、より安全性の高い薬となることが期待される。 
（注 7）エフェクタータンパク質 

本文では活性化型（GTP 結合型）Gα に結合するタンパク質を指す。Gα のサブ

タイプごとに結合するエフェクタータンパク質は異なる（例: Gαs はアデニル酸

シクラーゼ、Gαq はホスホリパーゼ Cβ など）。 
（注 8）CRISPR/Cas9 法 

細菌の獲得免疫様機構を元に開発された、ゲノム DNA 配列の改変（ゲノム編集） 
技術（2020年のノーベル化学賞の対象）。 

（注 9）TRV027 
βアレスチンバイアス型作動薬。AT1受容体に結合して体内のアンジオテンシン

II と競合し、Gq 活性化を誘導しないことで降圧効果を示す一方、β アレスチンを

介した心不全改善作用を有する。古典的なアンジオテンシン受容体遮断薬が β ア

レスチンも不活化して心機能が低下する副作用が生じるのに対して、TRV027 は

逆の作用を有することから副作用を発動しない望ましい薬と考えられている。 
（注 10）形質膜 

細胞膜のうち、細胞外と細胞内を仕切る膜を指す。 
（注 11）一分子イメージング解析 

標的タンパク質を蛍光標識し、顕微技術により一分子の解像度で標的タンパク

質の動態を可視化する技術。本研究においては、異なる波長の蛍光標識と全反射

照明蛍光顕微鏡を用いることで、形質膜上の AT1 受容体と GRK の動態を同時に

計測している。 



（注 12）膜ドメイン 
形質膜は多数の脂質分子から構成されているが、その組成は均一ではなく、

粘性の高い領域と低い領域に分離している。特にコレステロールやスフィンゴ

脂質に富む微小な膜領域は、細胞内シグナル伝達を高効率に行うホットスポッ

トとして活用されていると考えられている。 
（注 13）スプリットルシフェラーゼ 

発光タンパク質（ルシフェラーゼ）を分割して別々のタンパク質に融合する

ことで、タンパク質間の相互作用を発光変化により測定する手法。本研究では

深海エビ由来の NanoLuc ルシフェラーゼをもとに作られた NanoBiT システム

（SmBiT=小断片と LgBiT=大断片から構成、Promega 社が開発）を用いた。 
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