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略語 

5-HT 5-hydroxytryptamine 

AEBSF 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride 

ATP adenosine triphosphate 

BSA bovine serum albumin 

CCR (CXCR) Chemokine receptor 

CHS cholesteryl hemisuccinate tris salt 

CTZ chemoreceptor trigger zone 

DAMGO [D-Ala
2
, N-MePhe

4
, Gly-ol]-enkephalin 

DDM n-dodecyl -d-maltoside 

DNA deoxyribonucleotide 

DTT dithiothreitol 

ECL extracellular loop 

EDTA ethylenediaminetetraaceticacid 

ERG ergotamine 

FPLC fast protein liquid chromatography 

GDP guanosine diphosphate 

GPCR G protein coupled receptor 

GRK G protein coupled receptor kinase 

GTP guanosine triphosphate 

HA hemagglutinin 

HEK293 human embryonic kidney 293 

HEPES hydroxyethylpiperazinethanesulfonic acid 

ICL intracellular loop 

IPTG isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside 

LB Luria-Bertani 

LMNG lauryl maltose neopentyl glycol 

MAP mitogen-activated protein 

MBP maltose binding protein 

MSP membrane scaffolding protein 

MWCO molecular weight cut-off 

NMR nuclear magnetic resonance 

NOP nociceptin/orphanine FQ receptor 

PAGE Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 

POPC 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholine 

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/human%20embryonic%20kidney%20cell
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POPG 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylglycerol 

PVDF polyvinylidene fluoride 

RI radio isotope 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SEC size exclusion chromatography 

SOFAST-HMQC band-selective optimized flip-angle short transient hetero-nuclear 

multi quantum coherence 

TB Terrific broth 

TBS tris buffered saline 

TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine 

TEV tobacco Etch Virus 

TM transmembrane 

TTBS Tween 20-TBS 

cAMP cyclic adenosine monophosphate 

rHDL reconstituted high density lipoprotein 

tris tris (hydroxymethyl) aminomethane 

-FNA -funaltrexamine 

2AR 2 adrenergic receptor 

OR (DOR) opioid receptor 

OR (KOR) opioid receptor 

OR (MOR) opioid receptor 
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第 1章 序論 

 

1.1. オピオイド受容体の概略 

オピオイド受容体は、ニューロペプチドであるエンドルフィンやエンケファ

リン、ダイノルフィンの受容体で、中枢神経系および末梢の腸管筋層の神経叢など多

岐にわたって分布している。 (OR または MOR), および  (OR または KOR),  

(OR または DOR), ノシセプチン/OFQ 受容体 (NOP) の 4 種のサブタイプがあり、

OR は主に脳幹や視床内側野に、OR は主に大脳辺縁系や他の間脳領域、脳幹、脊

髄に、OR は脳内に広く分布している。代表的な機能としては、鎮痛および鎮静 

(OR, OR, OR)、延髄呼吸中枢への直接作用による呼吸抑制 (OR)、腸神経叢を介

した消化管運動抑制 (主に OR)、気道上の知覚神経刺激による鎮咳、延髄第 4 脳室

底にある化学受容器引き金帯 (CTZ) への直接作用による催吐 (OR)、動眼神経核刺

激による縮瞳などがある。 

OR はクラス A の  サブファミリーに属する GPCR であり、疼痛や急性

肺浮腫、咳嗽、下痢、振戦の治療のための有効な標的分子である。morphine などの

アゴニストと結合した OR は、細胞内の三量体 G タンパク質 Gi / Go を活性化す

る (G タンパク質シグナル) (Fig. 1-1)。活性化された OR が侵害受容器である A 

繊維や C 繊維のシナプス前神経終末に局在化し、Go を介した電位依存性 Ca2+ チャ

ネルの阻害や Gi を介した cAMP 量の減少が生じ、グルタミン酸やサブスタンス P、

カルシトニン遺伝子関連ペプチド等の神経伝達物質の侵害受容器からの放出が抑制

され、鎮痛作用が生じる [1]。 

OR にアゴニストが作用すると、三量体 G タンパク質を活性化すると同時

に OR の脱感作も誘起される。アゴニストが結合した OR は、G タンパク質  

サブユニットを介して G タンパク質共役型受容体キナーゼ (GRK) を活性化し、活

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E5%92%B3%E5%97%BD
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性化された GRK が OR をリン酸化することで OR が G タンパク質と脱共役し、

リン酸化された OR はアレスチンを介して細胞内へ取り込まれる (アレスチンシ

グナル)。また、アレスチンは、様々なシグナル伝達分子の足場タンパク質として機

能することから、受容体の細胞内への取り込みだけでなく、MAP キナーゼ分子群を

リクルートし、MAP キナーゼカスケードを促進する [2]。-arrestin 2 をノックア

ウトしたマウスでは、野生型と比べて、morphine の鎮痛作用が増強し、便秘や呼吸

抑制、耐性などの副作用が減弱することが知られている [3, 4]。このことから、アレ

スチンシグナルが、便秘、呼吸抑制、耐性などの副作用に関与していることが示唆さ

れている。 

 

 

 

 

 

 

Fig.1-1 OR による、G タンパク質 (左) および GRK とアレスチン (右) を

介したシグナルの活性化 
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1.2. GPCR における signaling bias 機構 

前項で述べたように GPCR は G タンパク質を介したシグナル伝達だけでな

く、G タンパク質の活性化に依存しないアレスチンを介したシグナル伝達も誘起する。

G タンパク質を介したシグナル、アレスチンを介したシグナル、いずれのシグナルに

ついても同じ大きさの活性化能、すなわち efficacy を有しているアゴニストを、

balanced agonist と呼ぶ。しかしながら、近年、一方のシグナルを他方のシグナルより

も強く活性化するアゴニスト、すなわち biased agonist が存在することが明らかと

なっている。このように一方のシグナルを他方のシグナルよりも強く活性化する機構

を signaling bias 機構と呼び、G タンパク質を介したシグナルを強く活性化するア

ゴニストを G protein biased agonist、アレスチンを介したシグナルを強く活性化す

るアゴニストを -arrestin biased agonist と呼んでいる。このような、biased agonist 

は、従来の医薬品よりも副作用の生じにくい薬となることが期待されている (Table. 

1-1)。 

OR のアゴニストである TRV130 は、G protein biased agonist であることが

報告されている (Fig. 1-2) [4]。TRV130と balanced agonist である morphineの薬効を比

較すると、いずれのアゴニストも同程度の鎮痛作用を誘起するが、morphine では呼

吸抑制や便秘などといった副作用が生じる一方、TRV130 ではこれらの副作用が生じ

にくいことが分かっている (Figure. 1-3, 1-4)。また、OR の類縁体である  オピオ

イド受容体 (OR) の TM3 に位置する N131
3.35

 は、リガンド結合部位近傍にある Na
+

と相互作用しており、N131
3.35

A 変異体がアレスチンシグナルを恒常的にかつ選択的

に活性化する -arrestin constitutively active mutant であることが、生化学的な解析から

示唆されている (Fig. 1-5, 1-6) [5]。したがって、OR が一方のシグナルを選択的に活

性化する機構を解明することは、副作用の生じにくい鎮痛薬を開発する上で重要であ

る。 
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Table. 1-1 シグナルの選択性が薬効上重要であると考えられている GPCR 

(Kenakin, 2011) 
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Fig. 1-2 morphineおよび TRV130のシグナル伝達活性の違い (Dewire et al., 2013) 

(A) TRV130 の構造式 

(B, C) HEK293 細胞に morphine (B) および TRV130 (C) を添加した時の、cAMP 産生

抑制量 (オレンジ) および -arrestin2 の受容体への結合量 (黒) 

(B) および(C) は、morphine 作用時の最大反応を 100 % として規格化して示している。 

(A) 

(B) (C) 

Fig. 1-3 morphineおよび TRV130の薬効の違い (その 1) (Dewire et al., 2013) 

morphine (A) または TRV130 (B) をマウスに投与した時の、鎮痛作用 (Hot-Plate) 

および便秘作用 (Glass Bead, Fecal Boli) の比較 

(A) (B) 
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Fig. 1-4 morphineおよび TRV130の薬効の違い (その 2) (Dewire et al., 2013) 

morphine (A) または TRV130 (B) をマウスに投与した時の、鎮痛作用 (Hot-Plate) 

および呼吸抑制作用 (pCO2) の比較 

(A) (B) 

Fig. 1-5 OR における Na+ イオン結合部位近傍の構造 

((左) 表面表示、(右)スティック表示) (Fenalti et al., 2014) 
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Fig. 1-6 N131A 変異導入による OR のシグナル伝達活性の変化 

(Fenalti et al., 2014) 

(A, B) リガンド刺激非存在下  (ligand-free) における G タンパク質シグナル 

(cAMP 産生抑制量、A) の大きさとアレスチンシグナル (arrestin の結合、B) の大

きさ。 

(C, D) 各 BW373U86 (full agonist) の濃度におけるG タンパク質シグナル (cAMP 

産生抑制量、D) の大きさとアレスチンシグナル (arrestin の結合、D) の大きさ。 

(A) 

(C) (D) 

(B) 
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1.3. GPCR のシグナル伝達機構に関する構造生物学的知見 

1.3.1. 三量体 G タンパク質と GPCR の複合体の X 線結晶構造解析 

2011 年に、Brian K. Kobilka らのグループが、full agonist である BI-167107 お

よび三量体 G タンパク質 Gs が結合した活性化状態の 2 アドレナリン受容体 

(2AR) の結晶構造を報告した [6]。活性化状態の 2AR では、inverse agonist である

carazolol が結合した不活性化状態の 2AR の結晶構造 [7] と比較して、TM5、6 の

細胞内領域が受容体外側に大きく開いていた (Fig. 1-7)。Gs は、この構造変化によっ

て生じた空洞に入り込み、2AR と相互作用を形成していた。このことから、アゴニ

ストの結合に伴い TM 5、6 の相対配置が変化することで、Gs との相互作用部位が形

成され、Gs が結合することによってシグナルが伝達されることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

Fig. 1-7 活性化状態および不活性化状態の 2AR の構造の比較 

(Rasmussen et al., 2011) 

(緑) full agonist であるBI-167107 および三量体G タンパク質Gs が結合した活性

化状態の 2AR の X 線結晶構造 (PDB code : 3SN6)、(青) inverse agonist である

carazolol が結合した不活性化状態の 2AR の X 線結晶構造 (PDB code : 2RH1) 
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1.3.2. アレスチンペプチドと GPCR の複合体の X 線結晶構造解析 

2014 年に、Patrick Scheerer らのグループが、rod photoreceptor arrestin 

の finger loop 領域由来のペプチド (67YGQEDIDVLGL77 = ArrFL-1) と活性化状態

のオプシン (Ops*) との複合体結晶構造を報告した (Fig. 1-8) [8]。Ops*-ArrFL-1 の

構造において、活性化状態の GPCR に特徴的な構造変化、すなわち TM6 の細胞内

領域が受容体コアから 7 Å以上開き、TM5 の細胞内領域が受容体コアの方へ動く構

造変化を示した。この構造変化の結果、受容体の細胞内領域が開いた構造をとり、

ArrFL-1 の結合ポケットが形成された。また、この構造は、G タンパク質  サブユ

ニットの C 末端領域 (GCT) が結合した Ops* の構造 (PDB code : 3DQB) と概ね

一致していた。しかしながら、ArrFL-1 と GCT とで、受容体の相互作用部位が異

なっていた。ArrFL-1 において、GCT と比較して TM5 および TM6 との相互作

用が弱いのに対し、TM7 および H8 の NPxxY モチーフや、TM3 の E(D)RY モチ

ーフとは GCT と同様に相互作用を形成していた。以上の結果から、G タンパク質

およびアレスチンとで受容体との相互作用界面の違いが、細胞内シグナルの選択性と

関連していることが示唆された。 

 

 

GPCR 
結合している 

リガンド 

結合している 

タンパク質 

TM6 の平行移動の

大きさ 

2AR 

(PDB code : 3SN6) 

BI-167107 

(full agonist) 

三量体 

G タンパク質 
~14 Å 

Opsin 

(PDB code : 4PXF) 
なし 

アレスチンの 

フィンガーループ 

領域のペプチド 

6-7 Å 

 

Table. 1-1 三量体 G タンパク質が結合した 2AR の構造とアレスチンの finger 

loop 領域由来のペプチドが結合したオプシンの構造との比較 
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1.3.3. バイアスリガンド結合状態の GPCR の X 線結晶構造解析 

2013 年に、Raymond C. Stevens らのグループが、GPCR の一種であるセロ

トニン (5-HT) 受容体のアゴニストである ergotamine (ERG) が、5-HT1B 受容体に

おいて balanced agonist として機能するのに対し、5-HT2B 受容体において 

-arrestin biased agonist として機能することを生化学的解析から明らかにし、これ

ら 2 種類のサブタイプの ERG 結合状態の結晶構造を得ることで、signaling bias 機

構が生じる機構を提唱した [9]。 

GPCR 間でよく保存され、活性化に伴う構造変化の引き金となることが知ら

れている P/I/F モチーフの構造を 5-HT1B 受容体と 5-HT2B 受容体とで比較した 

(Fig. 1-9)。5-HT1B 受容体の P5.50, I3.40, F6.44 (上付きの数字 (N1.N2) は、そのアミノ

Fig. 1-8 ArrFL-1 が結合した活性化状態のオプシンの結晶構造 (PDB code : 

4PXF) (Szczepek et al., 2014) 
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酸残基が存在する膜貫通ヘリックスの番号 (N1)、その膜貫通領域で最も保存された

残基を50 とした時の相対的な番号 (N2) である (Ballesteros and Weinstein (1995) 

Meth. Neurosci. 25, 366-428)) の側鎖配向は、活性化状態の 2AR-R* と一致してい

た。一方、5-HT2B 受容体において、P5.50 および I3.40 の側鎖配向は、活性化状態の 

2AR-R* と一致していたが、F6.44 の側鎖配向は不活性化状態の 2AR-R と概ね一

致していた。P-I-F モチーフと同様に GPCR 間でよく保存され、活性化に伴い構造変

化することが知られているNPxxY モチーフの構造を 5-HT1B 受容体と 5-HT2B 受容

体とで比較したところ、いずれの受容体においても Y7.53 の側鎖配向は、活性化状態

の 2AR-R* と概ね一致していた (Fig. 1-10)。 

このことから、TM6 の構造変化が G タンパク質シグナル伝達に、TM7 の

構造変化がアレスチンシグナル伝達に重要であることが示唆され、Raymond C. 

Stevens らのグループが行った 19
F-NMR の解析と概ね対応していた[10]。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-9 ergotamine 結合状態の 5-HT1B 受容体と 5-HT2B 受容体の P-I-F モチーフ

のコンフォメーションの違い (Wacker et al., 2013) 

活性化状態の 2AR (2AR-R*、黄) および不活性化状態の 2AR (2AR-R、マゼンタ) 

と、(A) 5-HT1B 受容体 (灰)、(B) 5-HT2B 受容体 (緑) の、P-I-F モチーフの構造の

重ね合わせ 
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1.3.4. efficacy の異なるリガンド結合状態の GPCR の NMR 解析 

我々は、メチオニン残基の側鎖メチル基を 13
C 標識した 2AR の NMR 解析

を行った [11]。その結果、inverse agonist、antagonist、weak partial agonist、partial agonist、

full agonist をそれぞれ添加した条件において、Met82
2.53

 のメチル基に由来するシグ

ナルの化学シフトが、各リガンドの efficacy に応じて連続的に変化し、さらに測定温

度を変えるとweak partial agonist および、partial agonist 結合状態におけるMet82
2.53

 の

シグナルが full agonist におけるMet82
2.53

 のシグナルに近づくように化学シフトが変

化した (Fig. 1-11)。このことから、2AR が活性化状態と不活性化状態の間を化学交

換しており、リガンドの efficacy に応じて各状態の量比を変えることによってシグナ

ル伝達活性を調節していることを明らかにした。 

 

Fig. 1-10 ergotamine 結合状態の 5-HT1B 受容体と 5-HT2B 受容体の NPxxY モチ

ーフのコンフォメーションの違い (Wacker et al., 2013) 

活性化状態の 2AR (2AR-R*、黄) および不活性化状態の 2AR (2AR-R、マゼンタ) 

と、(A) 5-HT1B 受容体 (灰)、(B) 5-HT2B 受容体 (緑) の、NPxxY モチーフの構造の

重ね合わせ 
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さらに、Met215
5.54、Met279

6.41
 に由来するシグナルは、リガンドの efficacy が

増大するにつれ連続的に化学シフトが変化すると共に、顕著に広幅化し、full agonist 

結合状態では観測されなくなった (Fig. 1-12)。このことから、活性化状態の 2AR に

おいて、複数のコンフォメーション間の動的構造平衡にあることを明らかにした。こ

のような、GPCR の活性化状態に存在する、複数のコンフォメーション間の動的構造

平衡が、signaling bias 機構に重要な役割を担っていることが示唆された。 

 

 

Fig. 1-11 [-2H3-, methyl-13C-Met] 2AR/4Met の 1H-13C SOFAST-HMQC 

の重ね合わせ (298 K、Met82 由来のシグナルを含む領域を表示、* は夾雑タ

ンパク質由来) (左) (Kofuku et al., 2012) と 2AR の構造平衡の模式図 (右) 

(赤 ) formoterol (full agonist), (紫 ) clenbuterol (partial agonist), (緑 ) 

tulobuterol (weak partial agonist), (青) alprenolol (antagonist), (黒) carazolol 

(inverse agonist) 
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1.4. OR の構造に関する知見 

2012 年に、Brian K. Kobilka らのグループが、irreversible antagonist であ

る -funaltrexamine (-FNA) が結合したマウス由来 OR の X 線結晶構造を報告

した (Fig. 1-13) [12]。他の GPCR の結晶構造と同じように、OR の構造は、7 本

の膜貫通ヘリックス (TM1~7) とこれらヘリックスを連結する細胞外および細胞内

の 6 本のループ (ECL1~3, ICL1~3) とで構成されていた。TM3 と ECL2 は、

C1403.25 と C217 間のジスルフィド結合により繋がっていた。また、細胞内側の TM3 

および TM5、TM6 の相対配置は、ロドプシンに非常によく似ていたが、2AR と同

様に、TM3 の DRY 配列と TM6 の細胞内側との間で、塩橋は形成されていなかっ

た。 

リガンドである -FNA は、受容体の TM3, TM5, TM6, TM7 と相互作用し、

2AR や他のモノアミン受容体のリガンド結合部位と同様の位置を占有していた。但

し、OR と同様にペプチドをリガンドとするケモカイン受容体 CXCR4 のリガンド

Fig. 1-12 [-2H3-, methyl-13C-Met] 2AR/4Met の 1H-13C SOFAST-HMQC 

の重ね合わせ (298 K、Met215 (左) およびM279 (右) 由来のシグナルを含む領

域を表示) (Kofuku et al., 2012) 

(紫) clenbuterol (partial agonist), (緑) tulobuterol (weak partial agonist), (青) 

alprenolol (antagonist), (黒) carazolol (inverse agonist) 
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と比較して、より細胞内側にリガンドが結合していた。OR のリガンド結合ポケッ

トは、他の GPCR、例えば、ムスカリン M2, M3 受容体では、リガンドは受容体の

Tyr 残基により、溶媒から遮蔽されているが、それとは異なり、溶媒に露出していた。

このことは、Kd 値が同じ他の GPCR リガンドと比べて、オピオイドリガンドでは、

受容体からの解離が速いという知見と一致する。 

また、結晶構造中では、4 つのプロトマー同士が平行に配向し、TM1 および

TM2、Helix8 で形成された界面もしくは TM5 および TM6 で形成された界面で会

合して、ホモテトラマーを形成していた。それぞれの相互作用界面の大きさは、TM1 

および TM2、Helix8 で形成された界面では 615 Å2、TM5 および TM6 で形成さ

れた界面では 1,492 Å2 であった。TM5 および TM6 で形成された相互作用界面は、

これら領域に位置するアミノ酸 28 残基の相互作用で構成されていた。OR の不活

性化状態の安定化に寄与している Thr2796.34 のメチル基は、他方のプロトマーの

Ile2565.62 と相互作用していたことから、OR のダイマー化が OR の活性制御に

寄与していることが示唆された。 

 

 

 
Fig. 1-13 -FNA が結合した OR の結晶構造 (PDB code : 4DKL) 

(Manglik et al., 2012) 
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1.5. 目的 

以上のように、GPCR の signaling bias 機構に関して、NMR 法や X 線結

晶構造解析法など様々な構造生物学的手法により解析がなされ、G タンパク質との相

互作用様式については多くの知見が得られているが、GRK やアレスチンとの相互作

用様式に関する知見は乏しい。そのため、以下に挙げるように、未解明な点も多い。

まず、biased agonist 結合状態の GPCR と balanced agonist 結合状態の GPCR と

で、動的構造平衡がどのように異なっているのかについては不明である。また、アレ

スチンシグナルの活性化には、GPCR のどの部位のどのような構造変化が重要なの

かについても不明である。 

そこで、本研究では、OR が細胞内シグナルを選択的に活性化する機構を解

明するため、溶液NMR 法により、antagonist (naloxone), partial agonist (morphine), 

full agonist (DAMGO), および G protein biased agonist (TRV130) など、efficacy 

の異なるリガンド存在下で、OR の膜貫通領域および細胞内領域の動的構造を明ら

かにすることを目的とした。 

本研究により、balanced agonist および G protein biased agonist 結合状態

の OR の動的構造の違いを NMR 法で検出することが可能となれば、G タンパク

質のみを選択的に活性化する、すなわち呼吸抑制や便秘などの副作用が生じにくいこ

とが期待される低分子化合物をスクリーニングすることが可能となる。したがって、

副作用が生じにくい疼痛制御薬の開発が、加速されることが期待される。 
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第 2章 材料と方法 

 

2.1. 試薬・バッファー・培地組成 

安定同位体標識化合物は Cambridge Isotope Laboratories および ISOTEC より

購入した。その他の試薬は、ナカライテスク、和光純薬工業より購入した。これら 2 社

以外から購入した試薬については、適宜製造元を記載した。また、各種発現系の構築

に使用したオリゴ DNA は、全て Invitrogen に合成を委託した。 

 

2.1.1. バッファー 

MetB lysis buffer 

33 mM Na2HPO4, 17 mM KH2PO4 

 

MetB purification buffer 

20 mM sodium phosphate, pH 8.0, 200 mM NaCl, 100 mM KCl 

 

MetB D2O buffer 

33 mM Na2HPO4, 17 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, 99.8 % D2O 

 

10×MetB reaction buffer 

330 mM Na2HPO4, 170 mM KH2PO4, 10 mM EDTA, 2 mM pyridoxal phosphate, 99.8 % 

D2O 
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TEV protease buffer 

50 mM sodium phosphate, pH 8.0, 200 mM NaCl, 10 % glycerol 

 

TEV protease SEC buffer 

25 mM sodium phosphate, pH 8.0, 200 mM NaCl, 10 % glycerol 

 

MSP1 buffer 

20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, protease inhibitor cocktail 

 

MSP1 dialysis buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT 

 

G lysis buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 200 mM NaCl, 100 mM KCl, 20 M GDP, 1 mM DTT, 0.5 mg/mL 

PMSF 

 

G dialysis buffer 

50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 200 mM NaCl, 100 mM KCl, 20 M GDP, 1 mM DTT 

 

G lysis buffer 

20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT, protease inhibitor 

cocktail 

 

G dialysis buffer 

20 mM sodium phosphate, pH 7.5, 200 mM NaCl, 100 mM KCl, 20 M GDP, 1 mM DTT 
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G SEC buffer 

20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 M GDP 

 

GRK lysis buffer 

20 mM HEPES-NaOH, pH 7.2, 250 mM NaCl, 0.02 % Triton-X 100, protease 

inhibitor cocktail 

 

Lysis buffer 

50 mM Tris-HCl, pH7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mg/mL iodoacetamide, 100 

M TCEP, 10 M naloxone (sigma), 28 M E64, 20 M Leupeptin, 1mM AEBSF, 

0.3 M aprotinin, 15 M pepstatinA 

 

Membrane buffer 

50 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 500 mM NaCl, 30 % glycerol, 2 mg/mL 

iodoacetamide, 100 M TCEP, 200 M naloxone (sigma), 28 M E64, 20 M 

Leupeptin, 200 M AEBSF 

 

2×solubilization buffer 

50 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 500 mM NaCl, 2 % DDM, 0.4 % CHS 

 

Wash buffer 

50 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 500 mM NaCl, 10 % glycerol, 0.1 % DDM, 0.02 % 

CHS, 50 M naloxone, 20 mM imidazole 
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Elution buffer I 

25 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 500 mM NaCl, 10 % glycerol, 0.1 % DDM, 0.02 % 

CHS, 50 M naloxone, 250 mM imidazole 

 

Equilibrium buffer 

25 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 500 mM NaCl, 10 % glycerol, 0.1 % DDM, 0.02 % 

CHS, 50 M naloxone, 2 mM CaCl2 

 

DDM buffer 

25 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 100 mM NaCl, 10 % glycerol, 0.2 % DDM, 0.04 % 

CHS, 50 M naloxone, 2 mM CaCl2 

 

MNG buffer 

25 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 100 mM NaCl, 10 % glycerol, 0.2 % LMNG 

(Carbosynth), 0.02 % CHS, 50 M naloxone, 2 mM CaCl2 

 

Elution buffer II 

20 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 100 mM NaCl, 0.01 % LMNG, 0.001 % CHS, 10 M 

naloxone, 0.2 mg/mL DYKDDDDK peptide, 5 mM EDTA 

 

SEC buffer 

20 mM HEPES-NaOH, pH7.5, 100 mM NaCl, 0.01 % LMNG, 0.001 % CHS, 10 M 

naloxone 
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NMR buffer 

20 mM sodium phosphate, pH 7.2, 99.8 % D2O 

 

rHDL buffer 

20 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 100 mM NaCl 

 

Ligand binding assay buffer 

20 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 100 mM NaCl 

 

GDP-GTP exchange assay buffer 

50 mM Tris-HCl, pH7.4, 5 mM MgCl2, 1 M GDP 

 

Phosphorylation assay buffer 

20 mM Tris-HCl, pH7.4, 2 mM MgCl2, 1 mM ATP 

 

Towbin buffer 

25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, 20 % methanol 

 

TBS buffer 

25 mM Tris-HCl, pH 7.7, 136 mM NaCl, 2.7 mM KCl 

 

blocking buffer 

3 % gelatine, TBS buffer 
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TTBS buffer 

0.05 % Tween-20, TBS buffer 

 

Antibody buffer 

1 % gelatine, TTBS buffer 

 

 

2.1.2. 培地組成 

特に記載のない場合、以下の組成の培地を用いた。 

 

LB 培地 

10 g Bacto Tryptone 

5 g Bacto Yeast Extract 

5 g NaCl 

以上を 1L H2O にて溶解 

 

TB 培地 

24 g Yeast Extract 

12 g Tryptone 

9.4 g K2HPO4 

2.2 g KH2PO4 

4 ml glycerol 

以上を 1 L H2Oに溶解 
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TNM-FH 培地 

500 mL Grace’s Insect Cell Medium Supplemented (Gibco) 

50 mL Fetal Bovine Serum (Biowest) 

5 mL 10% Pluronic F68 (Gibco) 

2.5 mL Antibiotics-antimycotics (Gibco) 

 

Sf-900II 培地 

1 L Sf-900
TM

 II SFM (Gibco) 

5 mL Antibiotics-antimycotics (Invitrogen) 

 

メチオニン欠損培地 

1 L ESF921, Insect Cell Cultue Medium, Mehionine Deficient (ExpressionSystems) 

5 mL Antibiotics-antimycotics (Invitrogen) 

 

アミノ酸欠損培地 

1 L ESF921, Insect Cell Cultue Medium, Amino Acid Deficient (ExpressionSystems) 

5 mL Antibiotics-antimycotics (Invitrogen) 

 

4×DEQN 添加培地 

1 L ESF921, Insect Cell Cultue Medium, Amino Acid Deficient (ExpressionSystems) 

5 mL Antibiotics-antimycotics (Invitrogen) 

12 g L-glutamine 

8 g L-glutamic acid monosodium salt monohydrate 

6 g L-aspartic acid monosodium salt monohydrate 

6 g L-asparagine monohydrate 
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以上を混合し、完全に溶解した後、Stericup (Millipore) でフィルター濾過した。 

 

2
H 標識用培地 

250 mL Erlenmeyer フラスコ (Corning) に、以下の培地およびアミノ酸を添加した。 

アミノ酸欠損培地 52 mL 

4×DEQN 添加培地 25 mL 

50 mg/mL (each) glycine, L-serine, L(-)-proline, L-hydroxyproline, L-alanine 1 mL 

30 mg/mL L-histidine 1 mL 

50 mg/mL L-tryptophan 1 mL 

5.2 mg/mL L-cystine dihydrochloride 2.5 mL 

20 mg/mL [
2
H7] D,L-tyrosine (in 160 mM NaOH) 0.5 mL 

10 mg/mL [, , -
2
H3, methyl-

13
C] L-methionine 3 mL 

5 mg/mL E64 (ペプチド研究所) 0.1 mL 

10 mM naloxone (Sigma) 0.1 mL 

 

 

 

 

2.2. アミノ酸の重水素化 

2.2.1. cystathionine--synthase の調製 

東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室 幸福裕特任助教が作製した、

cystathionine--synthase をコードする DNA 配列を含む pET15b ベクターを、大腸菌

BL21 (DE3) に形質転換し、2L の LB 培地にて培養した。OD650 値が 1.2 となったと

ころで 1 mM となる IPTG を添加し、37 ℃にて 18 時間培養した。4℃、7,000 rpm×15 
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分の遠心により菌体を回収し、60 mL のMetB lysis buffer にて懸濁した。細胞懸濁液

に protease inhibitor cocktail を添加した上で、超音波により菌体を破砕した。4℃、

100,000 g×1 時間にて遠心し、沈殿を除去した。上清に対し、10 mL bed volume の

His Select Nickel Affinity Gel (Sigma) を添加し、4 ℃にて 2 時間撹拌した。カラムに

アプライし、素通り画分を回収した後、MetB purification buffer 5 CV、10 mM imidazole 

を含むMetB purification buffer 5 CV、25 mM imidazole を含むMetB purification buffer 5 

CV にてレジンを洗浄した後、300 mM imidazole を含むMetB purification buffer 5CV 

にて目的タンパク質をレジンより溶出させた。MWCO 100 K の Amicon Ultra-15 

(Millipore) にて溶出液を濃縮した後、MetB D2O buffer により濃縮液を希釈し再度濃

縮する操作を繰り返し、元のバッファー成分を最終的に 1,000 倍希釈した。最終的に、

MetB D2O buffer を加え全量を 20 mL とし、遮光して 4℃にて保存した。 

 

2.2.2. [methyl-
13

C] L-methionine の[,,,-
2
H3] 化反応と反応進行の評価 

L-methionine (methyl-
13

C, 99%) 1200 mg に 30 mL の D2O を加え、50 ℃ の湯

浴にて加熱し溶解した。10×MetB reaction buffer 4 mL および、1.5 mL のMetB 溶液 

(2.2.1. 節) を加え、D2O にて 40 mL までメスアップした。この溶液を遮光し、37 ℃

にて 12 時間インキュベートした。反応前後の試料をサンプリングし、MetB D2O buffer 

にて 80 倍希釈し、直径 5 mm の NMR 試料管に加えた。Avance 400 分光器 (Bruker 

Biospin) およびTXI プローブ (Bruker Biospin) を用い、測定温度298 K にて 1
H 1D ス

ペクトルを取得し、重水素化が進行しているかを確認した。MWCO 10K の Amicon 

Ultra-4 にて限外ろ過した後、凍結乾燥し、得られた粉末を、-20 ℃にて保存した。細

胞に添加する直前に、H2O にて 10 mg/mL となるように溶解した。 
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2.2.3. [
2
H7] D,L-tyrosine の調製 

L-tyrosine の交換性プロトン (OH, NH) の混入や L-tyrosine による DCl 

の中和を軽減するため、D2O と少量の濃塩酸 (HCl/H2O) を加えて加熱、溶解後、凍

結乾燥を行うことで、交換性プロトンを重水素に置換した L-tyrosine hydrochloride

を調製した。調製した L-tyrosine hydrochloride 1 g を DCl 2.5 mL に耐圧チューブ 

(ACE GLASS 社) 中で溶解し、180 ℃の油浴中で 24~48 時間撹拌した。反応後の溶

液を濃アンモニア水により中和し、[, , -2H5] D,L-tyrosine を析出させた。同様の反

応を 2 回行った。続いて、析出させた [, , -2H5] D,L-tyrosine と D2O 20 mL、Pd/C 

(5 wt%) 触媒 (Sigma) 200 mg、Pt/C (5 wt%) 触媒 (Sigma) 200 mg を混合し、H2 

雰囲気下、180 ℃の油浴中で 48~60 時間撹拌した。反応後、反応溶液に 3 M NaOH 

を 3 mL 添加して[2H7] D,L-tyrosineを溶解し、Steriflip (Millipore) で触媒を除去し

た。触媒除去後の溶液を AG1 陰イオン交換担体 (Bio-Rad) 5.0 g に吸着させ、10 mM 

formic acid を含む溶液にてレジンから溶出させた。精製後の溶液をエバポレーター

で乾固し、DCl で溶解して[2H7] D,L-tyrosine hydrochloride にした。濃アンモニア水

により中和し、[2H7] D,L-tyrosine を析出させ、H2O で洗浄した後、凍結乾燥により

H2O をとばした。得られた結晶を、細胞に添加する直前に、160 mM NaOH にて 20 

mg/mL となるように溶解した。 

各反応の進行度は、BBO プローブを装着した 400 MHz の分光計にて反応液

の 1
H-1D スペクトルおよび 13

C-1D スペクトルを測定し、1H-1H の J-カップリング

および 13C-2H の J-カップリングから見積もった。 
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2.3. OR の発現系の構築 

2.3.1. OR の発現系 

本研究では、ヒト由来 OR の C 末端 38 残基 (残基番号 363-400) を欠失し、

熱安定性を向上させるため F158
3.41

 を Trp に置換した発現系を解析に用いた。また、

N 末端に HA シグナル配列および FLAG タグ、53 残基目と 54 残基目の間に TEV 

protease 認識配列を、C 末端に 8×His タグを付加したものとなっている (Fig. 2-1)。

但し、2.9.2. 節のリン酸化実験を行う際には、C 末端を欠失していない全長の OR 

の発現系を用いた。 

overlap extension PCR 法 [13] により、HA シグナル配列および FLAG タグ、

TEV protease 認識配列、ヒト由来 OR、8×His タグをコードする DNA 配列を増幅し

た。得られた DNA 配列を、pFastBac1 ベクター (Invitrogen) に EcoRI サイトと XhoI 

サイトを用いてライゲーションし、発現コンストラクトを得た。得られた発現コンス

トラクトについて、BigDye Terminator Kit Ver. 3.3 を用いて ABI Prism 310 Genetic 

Analyzer (いずれも Applied Biosystems) により全発現領域の DNA 配列を確認した。 

 

 

 

 

 

2.3.2. OR の各種変異体の発現系の構築 

OR の各種変異体は、QuikChange® Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene) 

によって作製した。変異導入の確認は、BigDye Terminator Kit Ver. 3.3 を用いて ABI 

Prism 310 Genetic Analyzer を用いた DNA シーケンシングによって行った。 

Fig. 2-1 本研究で用いた、ヒト由来 OR のコンストラクト 
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2.4. OR の発現 

2.4.1. 昆虫細胞 

昆虫細胞は、TNM-FH 培地を用いて 27 ℃にて培養された Sf9 細胞 

(Invitrogen)、ならびに SF-900II 培地を用いて 27 ℃にて培養された expresSF+ 細胞 

(以下、Sf+ 細胞と表記、Protein Science) を用いた。 

 

2.4.2. OR 発現用のリコンビナントバキュロウイルスの調製 

OR のリコンビナントバキュロウイルス作製を、Bac-to-Bac Baculovirus 

Expression System (Invitrogen) を用いて、以下のよう行った。 

はじめに、OR の遺伝子配列を含むバクミド DNA の調製を行った。調製

した  OR の昆虫細胞発現用プラスミドをヒートショック法により大腸菌

DH10Bac
TM に形質転換した。形質転換後のコロニーから LB 培地 5 mL での培養を

37 ℃にて 18 時間行った。培養後の菌体は 3000 rpm で 10 分間遠心することにより

菌体をペレットとし、得られたペレットに 300 Lの Resuspension Buffer (S.N.A.P.
TM

 

MidiPrep Kit, Invitrogen) を加え懸濁した。混合液に 300 L Lysis Buffer (S.N.A.P.
TM

 

MidiPrep Kit, Invitrogen) を加え転倒混和し、室温にて 5 分間静置した。その後、300 L 

Precipitation Salt (S.N.A.P.
TM

 MidiPrep Kit, Invitrogen) を加え、氷上で 10 分間静置した。

14000 rpm で 10 分間遠心した上清をさらに 14000 rpm で 5 分間遠心し、沈殿を除去

した。上清に 750 L isopropanol を加え転倒混和し、氷上にて 10 分静置した。生成

した沈殿を 14000 rpm、 10 分間の遠心により回収した。沈殿は 500 L 70 % ethanol で

洗浄した。風乾により ethanol を除去した後、40 L 滅菌水に懸濁した。 

続いて、OR の遺伝子配列をコードしたバクミド DNA を用いて、リコン

ビナントバキュロウイルス作製のための co-transfection を行った。以降の操作には、

Sf9 細胞を TNM-FH 培地を用いて 27 ℃ にて培養したものを用いた。6 well プレー
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トに 4.5×10
5
 cells/mL の細胞を 2 mL ずつ分注し、接着させた後に 2 mL グレース昆

虫細胞培養培地 (サプリメント不含) (Invitrogen) にて洗浄した。5 L の調製したバク

ミド DNA 液、6 L Cellfectin reagent (Invitrogen) にそれぞれ 100 L グレース昆虫細

胞培養培地 (サプリメント不含) を加え、室温にて 30 分間インキュベートした。こ

れらを混合し、800 L グレース昆虫細胞培養培地 (サプリメント不含) を加え、細胞

に添加した。27 ℃ にて 4 時間インキュベートした後に、細胞上清を除去し、新たに

2 ml TNM-FH 培地を加え、培養を続けた。co-transfection から 3 日後に培養液を回収

し、P-1 ストックとした。そのうち 100 L を 6.0 × 10
6
 個の細胞を播いた 75 cm

2
 フ

ラスコに加えて 7 日間培養し、P-2 ストックとした。500 mL Sf9 細胞浮遊培養液 

(2.0 × 10
6
 cells/mL) に 10 mL の P-2 ストックを加え、27 ℃ 7 日間培養し P-3 スト

ックとした。ウイルスストックはいずれも 4 ℃ にて遮光保存した。 

 

2.4.3. OR の非標識体の発現 

OR の非標識体の発現は、先行報告に従って行った [12]。OR の大量発現

に用いる細胞としては、Sf+ 細胞を用いた。Sf+ 細胞の培養には、250 mL Erlenmeyer 

フラスコを用い、2.0 ×10
6
 cells/mL の細胞 100 mL に P-3 ウイルスストック 5 mL、5 

g/mL となるシステインプロテアーゼ阻害剤 E64 (ペプチド研究所)、10 M となる

naloxone (Sigma) を加え 27 ℃ 130 rpm にて 2 日間培養した。培養後の細胞を、800×g, 

10 分遠心することにより回収した。 

 

2.4.4. OR の[methyl-
13

C Met] 標識体の発現 

OR の[methyl-
13

C Met] 標識体の発現は、先行報告に従って行った [11, 12]。

細胞密度 5.0-6.0 ×10
6
 cells/mLとなるように Sf+ 細胞を培養し、200×g、10 分間にて

遠心し、上清をアスピレーターにて吸引除去して細胞を回収した。細胞をメチオニン
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欠損培地にて穏やかに懸濁して、250 mL Erlenmeyer フラスコ中に細胞密度 2.0 ×10
6
 

cells/mL となるように、細胞懸濁液を 94 mL 調製した。ここに P-3 ストックを 4 mL 

加えて感染させた。また、5 g/mL となるシステインプロテアーゼ阻害剤 E64 (ペプ

チド研究所)、10 M となる naloxone (Sigma) を加えた。27 ℃ 130 rpm にて 18 時

間培養したのち、[, , -
2
H3, methyl-

13
C] L-methionine を終濃度 200 mg/L となるよう

に添加して、27 ℃ 130 rpm にて 30 時間培養した。培養後の細胞を、800×g, 10 分

遠心することにより回収した。 

 

2.4.5. OR の[
2
H-8AA, methyl-

13
C Met] 標識体の発現 

OR の[
2
H-8AA, methyl-

13
C Met] 標識体の発現は、先行報告に従って行った 

[12, 14]。細胞密度 5.0-6.0 ×10
6
 cells/mLとなるように Sf+ 細胞を培養し、200×g、10 分

間にて遠心し、上清をアスピレーターにて吸引除去して細胞を回収した。細胞を 2
H 標

識用培地にて穏やかに懸濁して、250 mL Erlenmeyer フラスコ 10 本に、それぞれ細胞

密度 2.0 ×10
6
 cells/mL となるように、細胞懸濁液を 89.5 mL 調製した。ここに P-3 ス

トックを 4 mL 加えて感染させた。また、5 g/mL となるシステインプロテアーゼ阻

害剤 E64 (ペプチド研究所)、10 M となる naloxone (Sigma) を加えた。27 ℃ 130 rpm 

にて 20 時間培養したのち、5 mg/mL [
2
H8] L-valine/[

2
H8] L-phenylalanine 0.5 mL, 25 

mg/mL [
2
H] algalaminoacid 6.0 mL を、穏やかに撹拌しながら添加した。その後、27 ℃ 

130 rpm にて 28 時間培養した。培養後の細胞を、800×g × 10 分遠心することにより

回収した。 
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2.5. OR の精製 

2.5.1. 形質膜画分の調製 

OR を発現させた細胞 (1L culture) を氷上で解凍し、100 mL の Lysis buffer 

にて懸濁した。600 psi、30 分間、nitrogen cavitation (Parr Bomb) 法にて 2 回細胞を破

砕した後、800×g, 10 分にて 2 回遠心し、沈殿を除去した。上清を 100,000×g, 1 時間

にて遠心した。沈殿として得られた膜画分を、ダウンス型ホモジナイザー 

(WHEATON) を用いて、20 mL のMembrane buffer にて懸濁した。 

 

2.5.2. TEV protease の調製 

TEV protease (MBP-TEV protease recognition site-His6-TEV protease) 発現用プ

ラスミド pRK793 を導入した E.coli BL21 (DE3) CodonPlus-RIL グリセロールストッ

ク (Stratagene) を、0.2 % glucose, 50 mg/mL ampicillin, 30 mg/mL chloramphenicol を含

む LB 培地 1L にて培養し、OD650 値が 0.8 となったところで 1 mM となる IPTG を

添加した。30 ℃にて 5 時間培養した後、4℃、7,000 rpm×15 分の遠心により菌体を

回収し、40 mL の TEV protease buffer にて懸濁した。細胞懸濁液に protease inhibitor 

cocktail を添加した上で、超音波により菌体を破砕した。破砕液に 5 % 

polyethyleneimine, pH 8.0 を終濃度 0.2 % となるように添加し、4℃、142,000×g, 20 分

にて遠心し、沈殿を除去した。上清に対し、10 mL bed volume の His Select Nickel 

Affinity Gel (Sigma) を添加し、4 ℃にて終夜撹拌した。カラムにアプライし、素通り

画分を回収した後、TEV protease buffer 10 CV×2、20 mM imidazole を含む TEV 

protease buffer 5 CV×2 にてレジンを洗浄した後、200 mM imidazole を含む TEV 

protease buffer 5CV にて目的タンパク質をレジンより溶出させた。MWCO 10 K の

Amicon Ultra-15 (Milipore) にて溶出液を濃縮した後、全量を HiLoad 26/60 Superdex 75 

pg (GE Healthcare) にインジェクトし、 TEV protease SEC buffer にて SEC 精製を行っ
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た。SEC 精製後の溶出体積 160~190 mL の画分をMWCO 10 Kの Amicon Ultra-15 に

て濃縮し、終濃度 6 mg/mL とした。液体窒素により瞬間凍結し、-20 ℃で保存した。 

 

2.5.3. OR を発現した膜画分の可溶化および精製 

膜画分 20 mL に、50 M となる naloxone (Sigma)、5 g/mL となる E64、

Leupeptin、AEBSF、2 mg/mL となる iodoacetamide、 100 M となる TCEP を添加し、

4 ℃にて 1 時間撹拌した。続いて、2×Solubilization buffer 20 mL を加え、4 ℃にて 3 時

間撹拌した後、142,000×g, 30 分にて遠心し、沈殿を除去した。上清に対し、20 mM と

なる buffered imidazole, pH 7.5、700 mM となる NaCl、TALON metal affinity resin 

(Takara) 1 mL bed volume を添加し、4 ℃にて終夜撹拌した。800×g, 10 分にて遠心し、

上清を素通り画分として回収した。レジンに Wash buffer 5 mL (5 CV) を加え撹拌した

のち、エコノパックカラム (Bio-Rad) にアプライし、洗浄画分 1 として回収した。

さらに、Wash buffer 5 mL (5 CV) をカラムに 4 回アプライし、洗浄画分 2-5 として回

収した。最後に、Elution buffer I 5 mL (5 CV) にて OR をレジンより溶出させ、溶出

画分として回収した。溶出画分に、2 mM となる CaCl2 を添加した。ANTI-FLAG M1 

agarose affinity gel (Sigma) 800 L bed volume をムロマックカラム L (室町化学工業) 

に充填し、溶出画分を 5 回程度アプライした。素通り画分を回収したのち、DDM buffer 

およびMNG buffer を 1:1 および 1:4、1:10 で混合したバッファー (それぞれ 10 CV 

ずつ) をアプライし、洗浄画分として回収した。さらに、SEC buffer 10 CV をアプラ

イし、洗浄画分として回収した。その後、Elution buffer II 800 L (1 CV) をカラムにア

プライし、溶出画分として回収した。同じバッファーを 800 L (1 CV) アプライし、

回収する操作を 4 回繰り返し、合わせて溶出画分として回収した。ここに、2.5.2 節

で調製した 6 mg/mL TEV protease を 10 L 添加し、4 ℃にて終夜静置した。この試

料を、AKTA FPLC システムに接続した Superdx 200 10/300 GL カラム (GE Healthcare) 

にインジェクトし、溶出溶媒に SEC buffer を用いてゲルろ過精製を行った。
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SDS-PAGE 解析により、目的タンパク質を含む分画を収集した。その後、MWCO 30 K 

の AmiconUltra-4 (Millipore) を用いて各リガンドを含む NMR buffer に置換し、目的の

体積まで濃縮した。 

 

 

2.6. OR の rHDL への再構成 

2.6.1. MSP1 の調製 

当研究室の豊永翔博士が作成した、MSP1 の N 末端に His7 タグおよび TEV 

プロテアーゼ認識配列を付加したのち、pET43a に組み込んだ発現コンストラクト

pET43a-MSP1 を用いた。BL21 (DE3) に塩化カルシウム法にて形質転換した。これを

アンピシリン入り LB プレートにまいたのち 37 ℃にて静置し、シングルコロニーを

得た。終濃度 50 mg/L となるようにアンピシリンを添加した LB 培地 20 mL にコロ

ニーを投入し、37 ℃にて約 12 時間前培養した。終濃度 50 mg/L となるようにアンピ

シリンを添加した TB 培地 1 L に、前培養した菌液を 20 mL 投入し、37 ℃にて振盪

培養した。OD600 = 3.0 となったところで終濃度 1 mM となるように IPTG を培地に

添加して発現誘導をかけ、37 ℃にて 3 時間振盪培養した。培養した菌体を 4 ℃、9,000 

g にて 15 分間遠心して回収し、MSP1 buffer で懸濁した。菌液は液体窒素中で凍結

し、使用するまで－80 ℃にて保存した。 

上記のように調製した菌液約 30 mL を水上にて解凍した。菌液に対して、間

欠超音波による破砕を 3 分間ずつ 5 回行った。懸濁液を 20,000 gにて 30 分間遠心

し、その沈殿をMSP1 buffer + 1 % (v/v) Triton X-100 で懸濁した。懸濁液を 100,000 

g にて 1 時間遠心した。その上清を、HIS-select nickel affinity gel 10 mL に添加し、

約 2 時間転倒混和した。レジンを、50 CV の MSP1 buffer + 1 % (v/v) Triton X-100、50 

CV のMSP1 buffer + 10 mM コール酸ナトリウム、10 CV のMSP1 buffer + 10 mM 
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imidazole にて洗浄した後、5 CV のMSP1 buffer + 300 mM imidazole にてMSP1 を溶

出させた。 

調製したMSP1 溶液を、透析により MSP1 dialysis buffer に置換した。ここ

に、質量比で 1/20 量の TEVプロテアーゼを添加し、4 ℃で約 12 時間静置すること

によりHisタグを切断した。溶液を透析により rHDL buffer に置換した。これを、

HIS-select nickel affinity gel 5 mL に添加し、約 2 時間転倒混和した。素通り画分

を回収したのち、レジンを 3 CV の rHDL buffer、3 CV の rHDL buffer + 5 mM 

imidazole、3 CVの rHDL buffer + 10 mM imidazole にて洗浄した。12 % SDS-PAGE 

ゲルを用いた SDS-PAGE 解析により MSP1 が含まれる画分を調べたうえで、その

画分を、AmiconUltra MWCO 10K を用いてMSP1 が約 700 M となるまで濃縮した。

調製したMSP1 は液体窒素中で凍結し、使用するまで－20 ℃にて保存した。 

 

2.6.2. OR の rHDL への再構成 

~1 M OR (LMNG ミセル), 100 M MSP1, 6 mM 脂質 (POPC : POPG 

=3 : 2), 18 mM コール酸ナトリウム, 20 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 100 mM NaCl 

となるように混合し、全量を 1.0 mL とした。これを遮光して氷上に 1 時間静置した。

その後、Bio-Beads SM-2 Adsorbent (Bio-Rad) を 800 mg 溶液に添加し、遮光して 4 ℃

にて 4 時間転倒混和した (以降、OR が再構成されている rHDL を OR-rHDL と

称する)。その後、反応液を TALON Metal Affinity Resin 0.2 mL に添加した。4 ℃で約

2時間転倒混和したのち、75 CVの rHDL bufferにて洗浄し、5 CV の rHDL buffer + 300 

mM imidazole にて OR-rHDLを溶出させた。溶出液を AKTA FPLC システムに接続

した Superdex 200GL 10/300 (GE Healthcare) に添加し、溶出溶媒に rHDL buffer を用い

てゲル濾過精製を行った。 
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2.7. OR-rHDL を用いた[
3
H] diprenorphine 結合実験 

rHDL に再構成した OR に対する各種リガンドとの親和性の算出および

リガンド結合活性を持った受容体量の算出を以下のように行った。 

NAP-5 column (GE Healthcare) を 10 mL の rHDL buffer で平衡化した。次に、

① rHDL buffer もしくは各種リガンド  (naloxone, morphine (第一三共), DAMGO 

(Sigma), TRV130) を含む rHDL buffer 25 L (0.1 nM–10 mM)、② [
3
H] diprenorphine (54.9 

Ci/mmol, PerkinElmer Life Sciences) を含む rHDL buffer 25 L (0.5–32 nM)、③ 

OR-rHDL を含む試料 50 L、をエッペンに添加し、氷上で 1 時間インキュベーシ

ョンした。反応液を先ほどの NAP-5 column にアプライし、rHDL buffer を適当量ず

つ加えていき、溶出液を分取した。各溶出画分 0.2 mL に対して Optiphase Supermix 

(PerkinElmer Life Sciences) を 0.4 mL 添加し、vortex した後、混合液 0.2 mL を 96 well 

プレートにアプライして、MicroBeta
2
 でカウントした。解析には、Excel (Microsoft)

を用いた。 

 

 

2.8. OR-rHDL を用いた GDP-GTP 交換実験 

2.8.1. Gi3 の調製 

当研究室の間瀬瑤子博士が作成した、Gi3 の N 末端に His10 タグおよび

HRV3C プロテアーゼ認識配列を付加したのち、pET24b に組み込んだ発現コンスト

ラクト pET24b-Gi3 を用いた  [15]。Gi3 発現用プラスミドを BL21 (DE3) 

CodonPlusRP に塩化カルシウム法にて形質転換した。これをカナマイシン入り LB 

プレートにまいたのち 37 ℃にて静置し、シングルコロニーを得た。終濃度 50 mg/L 

となるようにカナマイシンを添加した LB 培地 10 mL にコロニーを投入し、37 ℃

にて約 12 時間前培養した。終濃度 50 mg/L となるようにカナマイシンを添加した
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LB 培地 1 Lに、前培養した菌液を 10 mL 投入し、37 ℃にて振盪培養した。OD600 

= 1.0 となったところで終濃度 1 mM となるように IPTG を培地に添加して発現誘

導をかけ、25 ℃にて 8 時間振盪培養した。培養した菌体を 4 ℃、9,000 g にて 15 分

間遠心して回収し、G lysis buffer で懸濁した。 

上記のように調製した菌液約 40 mL を氷上にて解凍した。菌液に対して、間

欠超音波による破砕を 3 分間ずつ 5 回行った。懸濁液を 100,000 g にて 1 時間遠心

した。その上清にHIS-select nickel affinity gel 3 mL に添加して約 2 時間転倒混和

した。レジンに、200 mL の G lysis buffer、30 mL の G lysis buffer + 20 mM imidazole、

30 mL の G lysis buffer + 30 mM imidazole、10 mL の G lysis buffer + 100 mM 

imidazole を流した。12 % SDS-PAGE ゲルを用いたSDS-PAGE 解析によりGi3 が

含まれる画分を調べたうえで、200 Unit のHRV3C protease (Novagen) を添加し、

2 L の G dialysis buffer に対して透析した。これを、HIS-select nickel affinity gel  

1.5 mL に添加し、素通り画分を回収した。その画分を、AmiconUltra MWCO 10K を

用いて Gi3 が約 70 M となるまで濃縮した。調製した Gi3 は液体窒素中で凍結

し、使用するまで－20 ℃にて保存した。 

 

2.8.2. G12 の調製 

ウシ由来 G タンパク質1 サブユニット（以下 G1）、および、C68S 変異導

入により脂質修飾部位を欠失したヒト由来 G タンパク質2 サブユニット（以下 G2）

をともに発現する昆虫細胞発現系を、当研究室の横川真梨子博士が作成した [16]。

Gを発現した昆虫細胞を N2 cavitation (600 psi、1 時間) により破砕したのち、破

砕液を 4 ℃、100,000 g にて 1 時間遠心した。上清を HIS-select nickel affinity gel 

2 mL に添加して約 2 時間転倒混和した。レジンを、80 mL の G lysis buffer、20 mL 

の G lysis buffer + 10 mM imidazole にて洗浄した後、20 mL の G lysis buffer + 300 

mM imidazole にて G12を溶出させた。Gが含まれる画分を集め、AmiconUltra 
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MWCO 3K にて濃縮した。 

 

2.8.3. Gi312 の調製 

2.8.1 節および 2.8.2 節で調製したGi3およびG12をGi3 が過剰となる

ように混合して 4 ℃にて 2 時間静置したのち、混合液を AKTA FPLC システムに接

続した Superdex 200 GL 10/300 (GE Healthcare) に添加し、溶出溶媒に G SEC buffer

を用いてゲル濾過精製を行った。フラクションを SDS-PAGE にて解析し、Gが含

まれる画分を集めて、HIS-select nickel affinity gel 1 mL に添加して約 2 時間転倒

混和した。レジンを、12 mL の G SEC buffer にて洗浄した後、20 mL の G SEC 

buffer + 300 mM imidazole にて Gi312を溶出させた。1 L の G SEC buffer に対

して透析した。Gは使用するまで－80 ℃にて保存した。 

 

2.8.4. GDP-GTP 交換実験 

~20 nM OR-rHDL (2.6.2 節 ), ~50 nM G (2.8.3 節 ), 1 mM リガンド 

(naloxone, morphine (第一三共), DAMGO (Sigma), TRV130), 10 nM [35S] GTPS 

(Perkin Elmer) となるようにエッペンに添加し、GDP-GTP exchange assay buffer 中に

て 25 ℃、10 分間インキュベートした。反応液を全量 (100 L) NAP-5にアプライし

た。続けて 400 L, 600 L の GDP-GTP exchange assay buffer をアプライして、後者

の溶出液 200 L と 400 L の Optiphase Supermix を混合し、全量をMicroBeta 2 

を用いてカウントした。 
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2.9. OR-rHDL を用いたリン酸化実験 

2.9.1. GRK2 の調製 

GRK2 の調製には、東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室 白石 

勇太郎修士が作製した、GRK2 の C 末端に His6 tag を付加したコンストラクトを用

いた。2.0 ×10
6
 cells/mL の Sf+ 細胞 100 mL に GRK2 リコンビナントウイルスを 5 

mL を加え、27 ℃、130 rpm にて 2 日間培養した。培養後の細胞を、800×g, 10 分

遠心することで回収した。 

回収した細胞に、1 L 培養あたり 150 mL の GRK lysis buffer を混ぜ、ソニケ

ーションにより細胞を破砕した。150,000×g, 1 時間遠心し、上清を回収した。1 L 培

養あたり 10 mL bed volume の TALON Metal Affinity Resin (Clontech) と混合し、4 ℃、

2 時間振盪した。エコノパックカラムにアプライし、① GRK lysis buffer (10 CV) ×2 

回、② 10 mM imidazole を含む GRK lysis buffer (10 CV) ×2 回、にてレジンの洗浄を

行った。200 mM imidazole を含む GRK lysis buffer 2 CV で溶出させた。溶出液を、

AKTA に接続した HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade カラム (GE Healthcare) にて

精製した。精製液をMWCO 30 K の Amicon Ultra-4 を用いて濃縮した。 

 

2.9.2. GRK2 による OR-rHDL のリン酸化 

~200 nM OR-rHDL (2.6.2 節), ~20 nM GRK2 (2.9.1 節), 100 M リガン

ド (naloxone, morphine (第一三共), DAMGO (Sigma), TRV130) となるようにエッペン

に添加し、Phosphorylation assay buffer 中にて 30 ℃、10 分間インキュベートした。 

反応液 10 L に対し、等量の SDS sample buffer を加え、SDS サンプルとし

た。SDS-PAGE ゲルに 10L のSDS サンプルをアプライし、40 mM の定電流で40 分

電気泳動を行った。電気泳動後のゲルを Towbin buffer を用いたセミドライ法により

PVDF メンブレン (BioRad) に転写した。転写条件は 200 mA の定電流にて 30 分と
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した。転写後、blocking buffer 中で 1 時間インキュベートし、メンブレンをブロッキ

ングし、TTBS buffer で洗浄した。一次抗体には、Phospho--Opioid Receptor (Ser375) 

Antibody (Cell signaling) を Antibody buffer にて 1000 倍希釈したものを用いた。メン

ブレンを、室温にて一晩インキュベートし、抗体を結合させた。TTBS buffer で洗浄

した。二次抗体には、ECL
TM

 Anti-Rabbit IgG Horseradish Peroxidase linked whole antibody 

(from donkey) (GE Healthcare) を、Antibody buffer にて 5000 倍希釈したものを用いた。

二次抗体を 2 時間結合させ、TTBS、TBS で洗浄した。ECL
TM

 Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE Healthcare) を用いて蛍光染色し、Ez-Capture MG (ATTO) により

露光、解析した。 

 

 

2.10. NMR 試料の調製 

精製後の安定同位体標識 OR を、Amicon Ultra-4 (MWCO30K) を用いて濃縮

および NMR buffer に置換した。試料の液量は~230 L とし、OR の濃度を 5~10 M 

とした。各リガンドの濃度は、100 M とした。但し、naloxone については各リガン

ド結合状態の NMR 測定を行った後、その試料にリガンドを添加するため、700 M と

した。LMNG の濃度は、0.08 % (w/v) とした。直径 5 mm の磁化率マッチング対称形

ミクロ試験管 (シゲミ) に充填し、NMR 試料に供した。 

 

 

2.11. NMR 測定および解析 

OR の NMR スペクトルは、クライオプローブを装着した、Bruker Avance 800 

(Bruker) の分光計にて取得した。測定した NMR データの解析およびプロセスには
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Topspin ver.3.1 (Bruker) を用いた。 

測定は、298 K にて行った。また、全てのスペクトルは、DSS の化学シフトを

外部標準として校正した。 

 

2.11.1. 1
H-

13
C SOFAST HMQC 法 

[methyl-
13

C Met] 標識体の測定は、Avance800 を用いて、1
H-

13
C SOFAST-HMQC

法にて取得した [17]。1
H の磁化は、4 msec の PC9 120°パルスにて励起し、2 msec 

の Q3 180°パルスにて反転させた [11]。繰り返しのための待ち時間は 1 秒とした。 

1
H のデータポイント数は 1024、13

C のデータポイント数は 256 とした。1
H の

オフセット周波数は 4.7 ppm、スペクトル幅は 16 ppm とした。13
C のオフセット周

波数は 16 ppm、スペクトル幅は 32 ppm とした。各 FID の積算回数は 256 とした。 

 

2.11.2. 1
H-

13
C HMQC 法 

[
2
H-8AA, methyl-

13
C Met] 標識体の測定は、Avance800 を用いて、1

H-
13

C HMQC

法にて取得した。グラジエントを用いたコヒーレンス選択と、water flip back による

溶媒消去を行った。繰り返しのための待ち時間は 1 秒とした。 

1
H のデータポイント数は 1024、13

C のデータポイント数は 256 または 296 と

した。1
H のオフセット周波数は 4.7 ppm、スペクトル幅は 16 ppm とした。13

C の

オフセット周波数は 16 ppm、スペクトル幅は 32 ppm または 37 ppm とした。各 FID 

の積算回数は 256 とした。 
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第 3章 結果 

 

3.1.  OR の調製

3.1.1. ミセル中での OR の精製 

OR の調製は、2.4. 節および 2.5. 節に記した方法に従って、DDMを用いて

可溶化した後、各種アフィニティー精製、およびサイズ排除クロマトグラフィーによ

り行った。SDS-PAGE 解析の結果、90 % 以上の純度にて OR を精製できたと判

断した (Fig. 3-1A)。ゲルろ過解析 (aSEC) の結果、試料中に含まれる OR のほぼ

すべてがモノマーとして存在していると判断した (Fig. 3-1B)。[3H] diprenorphine 

結合実験の結果から、OR の収量を~100 g/L culture と見積もった (data not 

shown)。また、同様の[3H] diprenorphine 結合実験から、morphine 存在下におい

て、298 K, 24 時間の条件で NMR 測定を行ってもほぼすべての OR がリガンド結

合活性を保持していることがわかった (Fig. 3-2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Fig. 3-1 NMR 解析に用いた OR の SDS-PAGE 解析と aSEC 解析

(A) NMR 解析に用いた試料の SDS-PAGE 解析。12 % SDS-PAGEゲ

ルを用い、CBB (Coomasie Brilliant Blue) により染色した。 

(B) NMR 解析に用いた試料のゲルろ過解析 (aSEC)。NMR 試料中に

含まれる ORのほぼすべてがモノマーとして存在している。 
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3.1.2. OR の rHDL への再構成 

OR の rHDL への再構成は、2.6. 節に記した方法に従って、MSP1 と OR、

リン脂質を混和し、界面活性剤を除去することで行った。TALON 精製後の試料のゲ

ルろ過解析 (aSEC) の結果、ストークス径が 10~11 nm の溶出位置に 280 nm の吸

光度のピークが観測された (Fig. 3-3B)。aSEC の各フラクションの SDS-PAGE 解

析 (銀染色) の結果、OR と MSP1 のバンドが約 2 : 3 の濃さの比で検出された 

(Fig. 3-3A)。OR と MSP1 の分子量はそれぞれ約 36,000 と約 26,000 で、1 粒子

の rHDL にMSP1 が 2 分子含まれることから、OR-rHDL における OR : MSP1 

の質量比は約 2 : 3 である。したがって、1 粒子の rHDL に 1 分子の OR が再構

成されていると判断した。また、TALON 精製によって空 rHDL を除去できている

と判断した。[3H] diprenorphine 結合実験の結果から、OR-rHDL の収量を~30 

g/L culture と見積もった (data not shown)。このことから、rHDL への再構成効

率 (LMNG/CHS ミセル状態でリガンド結合活性を保持していた OR のうち、リガ

Fig. 3-2 NMR 測定前後における、[3H] DPN 結合活性を保持した OR の定量 

OR への [3H] DPN の特異的な結合量を、RI 標識されていない naloxone 存

在下と非存在下におけるカウントの差から測定した。 
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ンド結合活性を保持したまま rHDL に再構成された OR の割合) は約 30 % と判

断した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、G を rHDL 中に再構成した論文 [18, 19] にもとづき、OR-rHDL 

に対し過剰量の三量体 G タンパク質 (G) を添加し界面活性剤を除去することで、

OR-rHDL に G を再構成した。SDS-PAGE 解析の結果、FLAG 精製後の溶出

画分に OR および MSP1、Gi3、G1 のバンドが検出された (Fig. 3-4)。このこと

から、OR-rHDL に Gi3-G1-His6-G2 が再構成されていると判断した。OR と

Gi3 (もしくは G1) のバンドの濃さの比較から、OR-rHDL に複数の Gが再構

成されていることが示唆された。この原因として、OR-rHDL に Gを再構成す

る際、OR-rHDL と比較して Gを過剰量混合しているためであると考えた。し

A B 

Fig. 3-3 OR-rHDL を含む試料の SDS-PAGE 解析と SEC 解析

(A) ゲルろ過精製後の試料の SDS-PAGE 解析。12 % SDS-PAGE

ゲルを用い、銀染色を行った。 

(B) ゲルろ過精製の際のクロマトグラム。ストークス径が 10~11 

nm の溶出位置に 280 nm の吸光度のピークが観測された。 
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かし、後述する節の結果で、全てのORが Gと共役していたことから、

rHDL に再構成された G のうち少なくとも分子は活性を保持していると考え

た。 

 

 

 

 

 

 

3.2. rHDL に再構成したOR のリガンド結合活性の評価

3.2.1. [
3
H] diprenorphine 結合実験 (saturation binding assay) 

各リガンド存在下での NMR 解析を行うにあたり、単離した OR が細胞上

に発現した OR と同程度のリガンド結合活性を保持していることを確認する必要

がある。そこで、rHDL に再構成した OR の[3H] diprenorphine 結合実験および

競合阻害実験を行い、各リガンドの OR に対する親和性 (解離定数、阻害定数) を

算出することとした。 

まず OR-rHDL に対する[3H] diprenorphine の解離定数Kd を saturation 

Fig. 3-4 OR-G-rHDL の調製 

最終精製試料の SDS-PAGE 解析。12 % SDS-PAGEゲルを用い、銀染色を行った。
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binding assay で算出することとした。その結果、調製した OR-rHDL に対し、

添加した [3H] diprenorphine の濃度依存的に、 OR-rHDL に結合した [3H] 

diprenorphine 量が増大し、その結合が飽和したことから、OR-rHDL と[3H] 

diprenorphine との特異的な結合を検出できたと判断した (Fig. 3-5A)。one site 

binding model の式を用いた、非線形フィッティングの結果、OR-rHDL に対する

[3H] diprenorphine の解離定数 Kd を 12.9 ± 2.9 nM と算出した。この値は、修士

課程の研究で使用していた全長 OR に対する[3H] diprenorphine の解離定数 8.0 

± 0.8 nM と概ね一致していた (Fig. 3-5B)。また、これらの値は、rHDL を用いた

先行報告の結果と比べて妥当な値であった [19]。以上の結果から、熱安定性変異を

導入した OR は、野生型と同様のリガンド親和性を保持していると結論した。 

 

 

 

 

 

Fig. 21 OR-rHDL を用いた[3H] diprenorphine 結合実験 (saturation 

binding assay) 

 

 

3.2.2. [
3
H] diprenorphine を用いた競合阻害実験 

次に、OR-rHDL に対する 3H 標識されていないリガンドの阻害定数 Ki を

Fig. 3-5 OR-rHDL を用いた[3H] diprenorphine 結合実験 (saturation binding assay) 

(A) F158W 熱安定性変異体 (NMR 解析に用いているコンストラクト) 

(B) OR-1D4 (修士課程の研究で使用していたコンストラクト) 

フィッティングは、one site binding model の式 (y=Bmax*x/(Kd+x)) を用いた。 

A B 
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[3H] diprenorphine と OR-rHDL に対して、様々な濃度の非標識リガンドを混合

して行う competition binding assay により算出することとした。その結果、いずれ

のリガンドにおいても、3H 標識されていないリガンドの濃度依存的にカウントが減

少し、アッセイを行ったリガンド濃度域でカウントは十分に収束した (Fig. 3-6)。one 

site competition binding model の式を用いた、非線形フィッティングの結果、

OR-rHDL に対する naloxone および、morphine, DAMGO, TRV130 の阻害定数

Ki を、それぞれ 5.66 ± 0.90 nM および 592 ± 119 nM, 1760 ± 800 nM, 473 ± 115 nM 

と算出した (Table. 3-1)。これらの値は、先行報告と比べて妥当な値であった [19, 20]。 

また、G を再構成した OR-rHDL においても、上述と同様の実験を行

った結果、morphine の濃度依存的にカウントが減少し、アッセイを行ったリガンド

濃度域でカウントは十分に収束した (Fig. 3-6B)。one site competition binding 

model の式を用いた、非線形フィッティングの結果、OR-G-rHDL に対する

morphine の阻害定数 Ki を 65.7 ± 12.9 nM と算出し、G タンパク質を添加するこ

とで親和性が上昇することが分かった (Table. 3-6B)。先行報告[19] の値と比較する

と、40 倍程度親和性 (~1.7 nM) が弱かった。この原因として、先行報告とは OR の

コンストラクトが異なること (先行報告では、野生型であるのに対し、本研究では、

N 末端および C 末端の欠失体および F158W 変異体を用いている)、Gi のサブタ

イプが異なること (先行報告では isoform2 を、本研究では isoform3 を用いている) 

を考えた。 

以上の結果から、単離した OR が細胞上に発現した OR と同程度のリガ

ンド結合活性を保持していること、OR-G-rHDL 中のほぼ 100 % の OR が

G と共役していることが明らかとなった。 
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Ligand 
[3H] DPN / competition binding 

Ki ± SEM (nM) 

naloxone 

(antagonist) 
5.66 ± 0.90 

morphine 

(partial agonist) 

65.7 ± 12.9 (High) 

592 ± 119 (Low) 

DAMGO 

(full agonist) 
1760 ± 800 

TRV130 

(G protein biased agonist) 
473 ± 115 

A B 

C D 

Fig. 3-6 OR-rHDL を用いた[3H] diprenorphine 結合実験 (competition binding assay) 

(A) naloxone (antagonist), (B) morphine (partial agonist) : G 存在下 (緑) ; G 非

存在下 (黄), (C) DAMGO (full agonist), (D) TRV130 (G protein biased agonist) 

フィッティングは、one site competition binding model の式 (y=100/(1+10x/IC50)) を用

いた。また、IC50 から Ki を算出するため、Cheng-Prusoff 式 (Ki=IC50/(1+[L]/Kd) を用

いた。 

Table. 3-1 各リガンドの OR-rHDL に対する阻害定数 Ki 
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3.3. rHDLに再構成したORのシグナル伝達活性の定量的評価

morphine や DAMGO などの balanced agonist または TRV130 などの

biased agonist 存在下で NMR 解析を行うにあたり、OR を単離した系において、

各アゴニストの G タンパク質シグナルおよびアレスチンシグナルのシグナル伝達活

性を定量的に評価する必要がある。 

G タンパク質シグナルのシグナル伝達活性の定量的評価については、[35S] 

GTPS の G への結合を指標とした GDP-GTP 交換実験を行うこととした[21]。 

また、アゴニストにより活性化された OR のSer375 (ヒト由来ではSer377) 

[22-24] のリン酸化の進行度が、アレスチンシグナルの efficacy と非常によく相関す

ることが知られている (Fig. 3-7) [25, 26]。以上から、各アゴニスト結合状態におい

て、rHDL に再構成した OR をGRK2 によりリン酸化した後、リン酸化 Ser377 を

認識する 1 次抗体を用いたウエスタンブロット解析を行うことで、アレスチンシグ

ナルのシグナル伝達活性を定量的に評価することとした。 

 

 

 

 

 

Fig. 3-7 マウス由来 mOR のC 末端に位置するSer375 のリン酸化反応の進行度とアレ

スチンシグナルの efficacy との相関 (McPherson et al., 2012) 
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3.3.1. [
35

S] GTPS を用いた GDP-GTP 交換実験 

G タンパク質シグナルの大きさを評価するため、OR-rHDL および G タン

パク質を含む試料に対し、様々なリガンドを添加し、G タンパク質に結合した[35S] 

GTPS の量を測定する実験を行った (Fig. 3-8) [21]。G のみを添加した時の

Gi3 への[35S] GTPS の結合量を差し引いた後、DAMGO を添加した時の Gi3 へ

の[35S] GTPS の結合量を 1 と規格化した時の、各アゴニスト添加時の Gi3 への

[35S] GTPS の結合量の結果を示す (Fig. 3-9, Table. 3-2)。その結果、添加したリガ

ンドの活性の報告値 [25, 26] と概ね対応していた。このことから、OR はリガンド

の efficacy 依存的に G タンパク質シグナルを誘起することが分かった。  

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-8 GDP-GTP 交換実験の模式図。OR-rHDL に対し、G タンパク質および各種

アゴニスト、[35S] GTPS を添加し、インキュベーションした後 (左)、G タンパク質に

結合した[35S] GTPS の結合量を測定した (右)。 
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Ligand 
GTPS binding 

(normalized DAMGO) 

ligand-free 0.00266 ± 0.0181 

naloxone 0.0372 ± 0.00957 

morphine 0.478 ± 0.00303 

DAMGO 1 

TRV130 0.241 ± 0.00552 

 

 

 

 

Fig. 3-9 OR に結合するアゴニストが有する G タンパク質シグナルの efficacy 

G のみを添加した時の Gi3 への[35S] GTPS の結合量を差し引いた後、DAMGO 

を添加した時の Gi3 への[35S] GTPS の結合量を 1 と規格化した時の、各アゴニスト

添加時の Gi3 への[35S] GTPS の結合量の結果 (N=3)。 

Table. 3-2 OR に結合するアゴニストが有するG タンパク質シグナルのefficacy 
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3.3.2. GRK2 による OR のリン酸化 

アレスチンシグナルの大きさを評価するため、OR-rHDL に GRK2 を加え、

リン酸化反応を進行させ、リン酸化 Ser377 を認識する抗体を 1 次抗体としたウエ

スタンブロット解析により、リン酸化 OR の検出 (化学発光検出) を行った (Fig. 

3-10)。抗リン酸化 Ser377 抗体を用いたウエスタンブロット解析の結果と、ゾーン

デンシトメトリー法を使用して、各泳動レーンにおけるリン酸化 OR (OR-P) に由

来するバンドの輝度を計測し、DAMGO 存在下を 1 として規格化した結果を示す 

(Fig. 3-11, Table. 3-3)。その結果、添加したリガンドの活性の報告値 [25, 26] と概ね

対応していた。このことから、ORはリガンドの efficacy依存的にアレスチンシグナ

ルを誘起することが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-10 Ser377 のリン酸化実験の模式図 

OR-rHDL に対し、各種アゴニストおよび GRK2 を添加し、インキュ

ベーションした。続いて、リン酸化 Ser377 を認識する 1 次抗体を用い

たウエスタンブロット解析により、リン酸化 OR の検出を行った。 
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Ligand 
phospho-OR (S377) 

(normalized DAMGO) 

ligand-free 0 

naloxone 0.00253 ± 0.00358 

morphine 0.502 ± 0.000962 

DAMGO 1 

TRV130 0.115 ± 0.0329 

 

 

 

Fig. 3-11 OR に結合するアゴニストが有するアレスチンシグナルの efficacy 

(上) OR-P の量。1 次抗体：Phospho--Opioid Receptor (Ser375) Antibody, 2 次抗体：

ECL Anti-rabbit IgG, HRP linked whole antibody, sensitivity：high, exposure time：30 

sec, mode：single。 

(下) DAMGO を添加した時の Ser377 のリン酸化反応の進行度を 1 と規格化した時の、

各アゴニスト添加時の Ser377 のリン酸化反応の進行度の結果 (N=3)。 

Table. 3-3 OR に結合するアゴニストが有するアレスチンシグナルの efficacy 
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3.3.3. N152A 変異体のシグナル伝達活性の評価 

次に、アレスチンンシグナルを選択的に活性化する OR の N1313.35A 変異

体に対応する OR のN1523.35A 変異体の G タンパク質シグナル伝達活性およびア

レスチンシグナル伝達活性を測定した。Fig. 3-12 には、野生型および N152A 変異

体における、[35S] GTPS の結合量およびリン酸化反応の進行度を、野生型における

DAMGO 存在下のデータを 1 として規格化したものを示す。その結果、N152A 変異

導入により、いずれのリガンド存在下および非存在下においても、G タンパク質シグ

ナル、アレスチンシグナルの活性は増大した。しかしながら、N152A 変異導入によ

る、DAMGO 存在下での G タンパク質シグナルの活性の増大は 1.6 倍、アレスチン

シグナルの活性の増大は 2.0 倍と、アレスチンシグナルの方が G タンパク質シグナ

ルよりもその増大は顕著であった。このことから、N152A 変異体は、DAMGO 存在

下においてアレスチンシグナルの活性を選択的に増大させることが示された。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-12 N152A変異体の G タンパク質シグナル伝達活性とアレスチンシグナル伝達活性 

(A) 各アゴニスト添加時の Gi3 への[35S] GTPS の結合量を、野生型における DAMGO

存在下のデータを 1として規格化した結果 (N=3) 

(B) 各アゴニスト添加時の Ser377 のリン酸化反応の進行度を、野生型における DAMGO

存在下のデータを 1として規格化した結果 (N=3) 

A B 



59 

 

3.3.4. 各状態の bias factor の算出 

3.3.1 節および 3.3.2. 節、3.3.3. 節で測定した、各リガンド結合状態におけ

る G タンパク質およびアレスチンシグナル伝達活性の結果についてまとめる。各状

態における、Gタンパク質シグナル伝達活性の大きさを横軸に、アレスチンシグナル

伝達活性の大きさを縦軸にプロットしたものを、Fig. 3-13 に示す。 

 

 

 

 

その結果、balanced ligand である naloxone, morphine, DAMGO を添加し

た時の Gi3 への [35S] GTPS 結合量と Ser377 のリン酸化反応の進行度は、非常

に良い相関 (r2 = 0.998) を示した。一方、TRV130 結合状態および N152A 変異体で

は、その近似曲線から外れていた。そこで、シグナルの選択性を定量的に評価するた

め、TRV130 結合状態および N152A 変異体におけるプロットの傾き (=EA / EG, EA : 

アレスチンシグナルの活性の大きさ、EG : G タンパク質シグナルの活性の大きさ) を、

G タンパク質およびアレスチンシグナル伝達活性の大きさの違いすなわち bias 

factorとして算出した (Table. 3-4)。上式から bias factor の値は、Gタンパク質シグ

Fig. 3-13 各状態の G タンパク質シグナルとアレスチンシグナル伝達活性の相関 
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ナルをより活性化する場合は 1.0 以下に、アレスチンシグナルをより活性化する場合

は 1.0 以上となる。このように、TRV130 では bias factor の値が 0.48 となり 1.0 よ

り小さく、G タンパク質をより活性化することが定量的に示された [20]。同様に、

N152A 変異体では bias factor の値が 1.30 となり 1.0 より大きく、アレスチンをよ

り活性化することが定量的に示された [5]。  

 

 

 

Ligand bias factor 

morphine (WT) 1.05 

DAMGO (WT) 1.00 

TRV130 (WT) 0.48 

DAMGO (N152A) 1.30 

 

 

 

3.4. メチオニン側鎖メチル基選択標識したOR の NMR解析

3.4.1. OR の NMR 解析の概要と戦略 

本研究では、OR のメチオニン残基の側鎖メチル基を選択的に [1H, 13C] 標

識した上で、NMR シグナルを観測することとした。我々は、昆虫細胞発現系におい

て、メチオニン残基の側鎖メチル基を選択標識する手法を確立しており、[methyl-13C] 

標識メチオニンを用いることで、アミドプロトンなどの他の NMR プローブと比較し

て、高感度でシグナルを取得することが可能である [11]。加えて、メチオニン残基の

側鎖メチル基の 1H の化学シフト値は、周囲の芳香環からの環電流効果 [27]、13C の

Table. 3-4 各状態から算出された bias factor の値 
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化学シフト値は、メチオニン側鎖の
3
 二面角 [28, 29] に依存するため、高分解能の

構造が報告されていれば、化学シフト値と構造変化を対応付けることが可能である。

実際に、我々は、2AR の NMR 解析において、活性化状態と不活性化状態の構造と

化学シフトが良く対応していることを明らかにした [11]。 

OR のメチオニン残基は 13 個存在し、OR の広い範囲で分布している。

特に、活性化に伴い大きく構造変化する TM3 および TM5、TM6 の膜貫通領域に多

く存在している (Fig. 3-14)。3.4.3 節で後述するように、メチオニン残基を他のアミ

ノ酸残基に置換した変異体を用いることで、分子中の全ての部位について、残基特異

的に構造情報を取得することが可能である。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-14 OR のメチオニン残基の分布

13 個のメチオニン残基を OR の構造上に、スティックにて示

した。但し、ICL3 に位置する Met266 に関して、結晶構造では

ICL3 が T4L に置換されているため、側鎖の配向は不明である。 
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3.4.2. OR の[methyl-
13

C] 標識体の NMR スペクトル 

2.5. 節に記した方法により、メチオニン側鎖を選択的に 1
H, 

13
C 標識したOR 

を調製し、antagonist である naloxone 結合状態、full agonist である DAMGO 結

合状態のそれぞれについて、1H-13C HMQC スペクトルを取得した。antagonist で

ある naloxone 結合状態では、7 個のシグナルが観測された (Fig. 3-15A)。典型的な

Met 残基の化学シフト (1H 1.9-2.1 ppm, 13C 16.5-17.5 ppm) に線幅が狭く、強度の

強いシグナルが 4 個観測された。また、1H に関して高磁場側に観測される 2 個の

シグナル (1H 1.6-1.7 ppm , 13C 17 ppm) や 1H に関して低磁場側に観測されるノイ

ズ以上の広幅なシグナル (1H 2.2 ppm , 13C 18 ppm) が観測された。残り 6 残基分の

シグナルは、広幅化または縮重しているために観測されていないと考えた。また、full 

agonist である DAMGO 結合状態では、5 個のシグナルが観測された (Fig. 3-15B)。

典型的なMet 残基の化学シフト (1H 1.9-2.1 ppm, 13C 16.5-17.5 ppm) に線幅が狭く、

強度の強いシグナルが 3 個観測された。また、1H に関して高磁場側に観測される 2 

個のシグナル (1H 方向 1.6-1.7 ppm , 13C 方向 17 ppm) も観測された。残り 8 残基

分のシグナルは、広幅化または縮重しているために観測されていないと考えた。 

 

 

 

A B 

Fig. 3-15 [methyl-13C] Met 標識した OR の 1H-13C HMQC スペクトル 

(A) naloxone (anatagonist) 結合状態、(B) DAMGO (full agonist) 結合状態 
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3.4.3. NMR スペクトルの簡略化 

 [methyl-13C] Met 標識した OR のメチオニンメチルシグナルには、比較

的先鋭で強度の強いシグナルと、比較的広幅で強度の弱いシグナルがある (Fig. 3-15)。

これらは、それぞれ側鎖が溶媒もしくは脂質二重膜側に露出したメチオニン残基と、

側鎖が膜貫通領域に埋没したメチオニン残基に由来するものである。本研究において、

有用なプローブとなり得るのは、TM3 や TM5、TM6 の膜貫通領域に位置するメチ

オニン残基 (M153, M163, M245, M257, M283) である。しかしながら、強度が強く、

側鎖が溶媒もしくは脂質二重膜側に露出したメチオニン残基 (M67, M74, M132, 

M205, M207, M266) のシグナルは、これらシグナルを解析する上で妨げとなること

が予想される。そこで、比較的保存性が低く、側鎖が分子内の相互作用に関与してお

らず、溶媒もしくは脂質二重膜側に露出したメチオニン残基のシグナルを順に消去し

ていき、NMR スペクトルを簡略化することとした。スペクトルの簡略化には、2AR 

を用いた解析と同様に変異体を用いることとした [11, 30]。変異の設計は、原則的に 

OR または OR、NOP の残基に変異し、M132L/M205I/M207L 変異体 (以降、

3M 変異体とする )、 3M/M266L 変異体  (以降、 4M 変異体とする )、

4M/M67L/M74T 変異体 (以降、6M 変異体とする) を作製した (Table. 3-5)。 
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OR M67 M74 M132 M205 M207 M266 

Ballesteros- 

Weinstein 

Numbering 

1.29 1.36 2.66 4.61 ECL2 ICL3 

OR L T M M M L 

OR P T M I L L 

NOP L V L A M L 

Mutation 

introduced 
L T L I L L 

 

 

 

まず、3M 変異体の NMR スペクトルを取得した。その結果、naloxone 結

合状態において、OR と比較して3M 変異体では、① 1H 1.95 ppm, 13C 17.0 ppm 

付近のシグナルおよび、 ② 1H 1.80 ppm, 13C 17.1 ppm 付近のシグナル、③ 1H 1.86 

ppm, 13C 17.0 ppm 付近のシグナルが消失した (Fig. 3-16A)。このことから、それぞ

れM132、M205 (またはM207)、M207 (またはM205) 由来のシグナルと帰属した。

同様にDAMGO 結合状態においても、OR と比較して3M 変異体では、① 1H 1.95 

ppm, 13C 17.1 ppm 付近のシグナルおよび、 ② 1H 1.81 ppm, 13C 17.3 ppm 付近の

シグナル、③ 1H 1.85 ppm, 13C 16.9 ppm 付近のシグナルが消失した (Fig. 3-16A)。

このことから、それぞれM132、M205 (またはM207)、M207 (またはM205) 由来の

シグナルと帰属した。 

次に、4M 変異体の NMR スペクトルを取得した。naloxone 結合状態にお

いて、3M 変異体と比較して4M 変異体では、1H 2.07 ppm, 13C 16.8 ppm 付近の

シグナルが消失した (Fig. 3-16B)。このことから、このシグナルを M266 由来のシ

Table. 3-5ヒト由来 OR のMet 残基に対応す

るヒト由来 OR, OR, NOP のアミノ酸残基 
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グナルと帰属した。同様に DAMGO 結合状態においても、3M 変異体と比較して

4M 変異体では、1H 2.10 ppm, 13C 16.9 ppm 付近のシグナルが消失した (Fig. 

3-16B)。このことから、このシグナルをM266 由来のシグナルと帰属した。 

さらに、6M 変異体の NMR スペクトルを取得した。naloxone 結合状態

において、4M 変異体と比較して6M 変異体では、1H 2.12 ppm, 13C 17.4 ppm 付

近のシグナルが消失した (Fig. 3-16C)。このことから、このシグナルをM67 (または

M74) 由来のシグナルと帰属した。同様に DAMGO 結合状態においても、3M 変異

体と比較して6M 変異体では、① 1H 2.12 ppm, 13C 17.3 ppm 付近のシグナルおよ

び、 ② 1H 1.95 ppm, 13C 16.9 ppm 付近のシグナルが消失した (Fig. 3-16C)。この

ことから、それぞれM67 (またはM74)、M74 (またはM67) 由来のシグナルと帰属

した。 
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Fig. 3-16 各メチオニン残基のシグナルの帰属とスペクトルの簡略化 

(A) M132L/M205I/M207L (=3M)  変異体のNMR スペクトル。M132L/M205I/M207L 

由来のシグナルの帰属。(B) 3M/M266L (=4M) 変異体の NMR スペクトル。M266L 

由来のシグナルの帰属。(C) 4M/M67L/M74T (=6M) 変異体の NMR スペクトル。

M67/M74 由来のシグナルの帰属。 

A 

B 

C 
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以上の結果、naloxone 結合状態および DAMGO 結合状態いずれにおいても、

強度が強く、側鎖が溶媒もしくは脂質二重膜側に露出したメチオニン残基 (M67, 

M74, M132, M205, M207, M266) のシグナル全てを帰属することに成功した (Fig. 

3-17)。 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. OR の
標識体の調製

3.5.1. 2
H 標識の概要と戦略 

前項までのメチオニンのメチル基をプローブとした OR のNMR 解析では、

メチオニンの  位および  位のみを重水素化した OR を用いていた。antagonist 

である naloxone 結合状態の 6M 変異体 では、活性化に伴い大きく構造変化する、

TM3、5、6 に位置するメチオニン残基に由来するシグナルは観測されていない。リ

ガンド依存的な OR の細胞内領域および膜貫通領域の構造変化を NMR 解析によ

り明らかにするためには、これら残基の感度向上が必要である。そこで、重水素化に

Fig. 3-17 [methyl-13C] Met 標識した OR の 1H-13C HMQC スペクトル (帰属を含む) 

(A) naloxone (anatagonist) 結合状態、(B) DAMGO (full agonist) 結合状態 

A B 
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より、シグナルの先鋭化を試みることとした。 

NMRシグナルの感度は、観測するメチオニン残基の側鎖メチル基の水素核と、

周囲の水素核との距離 rの-6 乗の総和 (以降、水素核近接度と表記する) が大きくな

るほど、双極子-双極子相互作用により横緩和速度が大きくなるため、低下する 

[31-33]。したがって、観測するメチオニン側鎖メチル基の水素核の周囲の水素核を重

水素に置換することにより、水素核の近接度を下げ、NMR シグナルの感度を向上さ

せることが可能である。 

通常の NMR 解析に用いられる大腸菌や酵母発現系では、重水中にて培養を

行うことで、高度に重水素化することが可能である [32, 34]。しかし、昆虫細胞にお

いては、重水を用いた生育、およびタンパク質の 2H 標識はできない。そこで、我々

はアミノ酸を除いた培地に対し、重水素標識アミノ酸を個別に添加することで、一部

の代謝されるアミノ酸を除き、60-90 % の標識率にて、重水素標識を行う方法を開発

し、OR を重水素標識した [14]。 

 

 

3.5.2. 2
H 標識アミノ酸の選定 

昆虫細胞発現系における重水素化は、重水素標識アミノ酸を個別に添加する

方法によって行われる。そのため、重水素化標識するアミノ酸を適切に選択し、非標

識のアミノ酸を過剰量添加して栄養源を豊富にすることで、十分な発現量を得ること

ができ、またコストに関しても極力抑えることができる。まず、重水素化標識するア

ミノ酸を選定するため、-funaltrexamine (-FNA ; antagonist) が結合した不活性化

状態の OR の結晶構造 (PDB : 4DKL) をもとに、6M 変異体に存在する 7 個の

メチオニン残基の側鎖メチル基の水素核と、分子中の水素核との近接度を、アミノ酸

ごとに算出した。

その結果、現在のところ重水素化標識が可能な、チロシン、スレオニン、フ
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ェニルアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、リジン、アルギニン残基の 8 種

類のアミノ酸の水素核を重水素化標識することで、現状の培養条件における標識率を

考慮すると、理論上 3-5 倍感度が向上することが示唆された (Fig. 3-18)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.3. 均一重水素化 tyrosine ([
2
H7] D,L-Tyr, 

2
H-Tyr) の合成 

TM5 に位置するM257 や TM6 に位置するM283 のメチル基の 1H は、チ

Fig. 3-18 6M 変異体の各メチオニン残基の周囲のプロトンの近接度 

-FNA 結合状態の結晶構造を用いて、各メチオニン残基の周囲の水素核近接度を、周囲

のアミノ酸別にそれぞれ算出した。左側が重水素標識をしない時の水素核近接度、右側が

本文中に記載したアミノ酸を重水素標識した時の水素核近接度を表す。各アミノ酸の標識

率は、以下のデータを用いた。 

(重水素標識した各アミノ酸の標識率) 

, -2H-, methyl-13C Met  ~95 % 

2H-Ile/Leu/Val/Thr  ~90 % 

2H-Phe  ~85 % 

2H-Tyr  ~90 % 

2H-Lys/Arg  ~60 % 
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ロシンの 位や  位の 1H と近接している。そのため、これらメチオニン残基のメ

チルシグナルに関して、市販されている[-2H] Tyr の代わりに、均一重水素化

tyrosine ([2H7] D,L-Tyr, 2H-Tyr) を培養に用いることで感度の向上が期待される。そ

こで、DCl 存在下での加熱および白金、パラジウム触媒下での加熱により、非標識

Tyr から 2H-Tyr を合成した (Fig. 3-19)。 

 

 

 

 

合成した 2H-Tyr の 1H-1D スペクトルを取得した結果、, , ,  位のいず

れのシグナルも singletとして観測され、1H-1H の J-カップリングによるシグナルの

分裂が観測されなかった (Fig. 3-20)。また、合成した 2H-Tyr の 13C-1D スペクトル

を取得した結果、, , ,  位のいずれのシグナルも、13C-2H の J-カップリングの大

きさに対応して、分裂していた ( 位は quintet, 残りは triplet) (Fig. 3-21)。一方、 

13C-1H の大きな J-カップリングによる分裂は観測されなかった。以上の結果から、

, , ,  位いずれも、95 % 以上が重水素化されていると判断した。また、1 g の非

標識 L-Tyr から約 0.5 g の[-2H] DL-Tyr (ラセミ体) を得たことから、収率を

約 25 % と見積もった。 

合成した[-2H] DL-Tyr を 1 L 培養あたり 100 mg (L 体換算で 50 

mg/L culture) 添加して重水素化培養を行い、発現量をウエスタンブロットにより比

較した。その結果、[-2H] L-Tyr を 1 L 培養あたり 50 mg 添加して重水素化培養

 

 

 

 

 

 

 

Pt/C+Pd/C 

+H
2
+D

2
O 

180℃ 180℃ 

DCl 

Fig. 3-19 2H-Tyr の合成スキーム 
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を行った時と同等の発現量が得られることが分かった (data not shown)。以上の結果

から、[-2H] D,L-Tyr を昆虫細胞に添加しても問題ない程度の純度で調製でき

たと判断した。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-20 2H-Tyr の 1H-1D スペクトル 

Fig. 3-21 2H-Tyr の 13C-1D スペクトル 



72 

 

3.5.4. [
2
H-8AA, methyl-

13
C Met] 6M 変異体の NMR スペクトル 

次に、2.4.5 節に記した方法に従って、3.5.2. 節に記した 8 種類のアミノ酸

の重水素化、およびメチオニン残基の側鎖メチル基を選択的に [1H, 13C] 標識した上

で、MNGミセル中の [
2
H-8AA, methyl-

13
C Met] 6M変異体の 1H-13C HMQC スペク

トルを取得した。 

antagonist である naloxone 結合状態の 6M 変異体の NMR スペクトル

では、重水素化していない 6M 変異体のスペクトルと比較して、線幅の縮小と感

度の向上が観測された (Fig. 3-22)。重水素化により、1 L 培養あたりの収量が 7 割

程度であるにもかかわらず、重水素化しない場合と比較して未帰属のメチオニン残基

に由来するシグナルのシグナル強度が 2~3 倍以上 (濃度を同一にした場合、3~4 倍

以上) 向上した。 

同様に full agonist である DAMGO 結合状態の 6M 変異体のNMR スペ

クトルでは、naloxone 結合状態と同じように、重水素化していない 6M 変異体の

スペクトルと比較して、線幅の縮小と感度の向上が観測され、新たなシグナルが最低

3 個観測された (Fig. 3-22)。重水素化により、1 L 培養あたりの収量が 7 割程度で

あるにもかかわらず、重水素化しない場合と比較して、今回新たに観測されたシグナ

ルにおいては少なくとも 2 倍以上 (濃度を同一にした場合、3 倍以上) 感度が向上し

た。 

また、ほぼ全てのシグナルの化学シフトが、naloxone 結合状態と full agonist

結合状態とで異なっていた。 
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Fig. 3-22 antagonist および full agonist 結合状態の OR において重水素化していない

場合 (左) と重水素化した場合 (右) の 1H-13C HMQC スペクトルの比較。2 次元スペク

トルの上には、各シグナルの切り出しを示す。灰色で、LMNG に由来する t1 ノイズが

観測される領域を示す。 
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3.6. メチオニンシグナルの帰属

antagonist 結合状態、full agonist 結合状態のそれぞれについて、各メチオ

ニン残基を 1 個ずつ他のアミノ酸残基に置換した変異体のスペクトルを取得し、変

異導入前のスペクトルと比較することで、シグナルの帰属を行った。 

変異体は他の GPCR とのアライメント (Table. 3-6) をもとに複数作成し、

フローサイトメトリー (flow cytometry ; FCM) 解析および、蛍光標識リガンドを用

いた蛍光ゲルろ過 (fluorescence size-exclusion chromatography ; FSEC) 法により、

各変異体の昆虫細胞膜表面での発現量および界面活性剤で可溶化した状態の性状を

評価し、発現量および性状が最も良い変異体を NMR 解析に用いることとした。 

FCM 解析および FSEC 解析により変異体の選定を行った結果、M921.54 に

ついては M921.54C, または M921.54A を、M101ICL1 については M101ICL1T, または

M101ICL1L を、M1533.36 についてはM1533.36V を、M1633.46 についてはM1633.46I

を、M2455.49 についてはM2455.49V を、M2575.61 についてはM2575.61I を、M2836.36 

についてはM2836.36L を解析することとした (data not shown)。 
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 1.54 

(M92) 

3.36 

(M153) 

3.46 

(M163) 

5.61 

(M257) 

6.36 

(M283) 

A 4 (5) 3 (3) 1 (1) 0 (0) 3 (2) 

C 6 (7) 11 (2) 1 (0) 1 (0) 0 (0) 

D 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

E 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (1) 0 (1) 

F 1 (1) 9 (14) 1 (0) 1 (2) 2 (2) 

G 1 (0) 6 (1) 0 (0) 1 (0) 1 (1) 

H 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1) 

I 27 (30) 4 (3) 55 (43) 56 (55) 5 (7) 

K 0 (0) 1 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (2) 

L 34 (30) 13 (16) 16 (23) 10 (9) 12 (20) 

M 8 (9) 18 (30) 13 (23) 7 (11) 18 (28) 

N 0 (0) 1 (1) 0 (1) 0 (0) 2 (0) 

P 0 (1) 1 (1) 1 (1) 1 (1) 0 (0) 

Q 1 (1) 2 (4) 0 (0) 1 (0) 2 (0) 

R 1 (1) 3 (1) 0 (0) 1 (1) 6 (3) 

S 1 (0) 9 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (2) 

T 1 (0) 5 (3) 1 (1) 6 (9) 24 (13) 

V 12 (15) 11 (19) 10 (7) 13 (11) 13 (20) 

W 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Y 1 (0) 3 (3) 0 (0) 0 (0) 1 (1) 

 

クラス A に属する GPCR の 1.54, 3.36, 3.46, 5.61, 6.36 (Ballesteros-Weinstein 

numbering system) に位置するアミノ酸残基の出現頻度を% で示した。また、

括弧内において、ペプチドをリガンドとする GPCR のアミノ酸残基の出現頻度を

示した。メチオニン残基の出現頻度を赤字で示した。また、各メチオニン残基を

他のアミノ酸残基に変異する際、検討を試みたアミノ酸残基を灰色で塗りつぶし

た。 

 

Table. 3-6 クラス A に属する GPCR のアミノ酸残基の出現頻度 



76 

 

3.6.1. M245
5.49

 のメチルシグナルの帰属 

TM5 の膜貫通領域中腹に存在する M2455.49 のメチルシグナルの帰属を行

うこととした。MNGミセル中の [
2
H-8AA, methyl-

13
C Met] 6M+M245V 変異体 (以

降、7M 変異体とする) の 1H-13C HMQC スペクトルを取得した。 

その結果、antagonist であるnaloxone 結合状態の 7M 変異体のNMR ス

ペクトルにおいて、高磁場側のシグナル (1H 1.85 ppm, 13C 16.9 ppm) と低磁場側の

シグナル (1H 2.00 ppm, 13C 17.5 ppm) の 2 個が消失した (Fig. 3-23)。また、full 

agonist である DAMGO 結合状態の 7M 変異体の NMR スペクトルにおいても、

高磁場側のシグナル (1H 1.85 ppm, 13C 16.9 ppm) と低磁場側のシグナル (1H 2.00 

ppm, 13C 17.5 ppm) の 2 個が消失した (Fig. 3-23)。 

また、6M 変異体と 7M 変異体とで 7M 変異体に存在するメチオニン

残基の化学シフト値が大きく異なっていなかったこと、また、G タンパク質シグナル

伝達活性が大きく変化しなかったこと (data not shown) から、antagonist 結合状態

および full agonist 結合状態の構造は、いずれもM245V 変異導入により大きく変化

していないと判断した。 
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3.6.2. M163
3.46

 のメチルシグナルの帰属 

3.6.1. 節の結果から、7M 変異体を用いて、細胞内領域に位置し、かつ非

常にシグナル強度が弱いメチオニン残基、特にTM3 に位置するM1633.46 やTM5 に

位置する M2575.61、TM6 に位置する M2836.36 の側鎖メチル基のシグナルの帰属を

行うことができると考えた。そこで、TM3 の細胞内領域に位置する M1633.46 のメ

チルシグナルの帰属を7M + M163I 変異体を用いて行うこととした。まず、細胞内

領域に変異を導入することで、受容体の活性へ影響することが懸念されることから、

7M + M163I 変異体のリガンド結合活性 (膜画分) と G タンパク質シグナル伝達

活性 (rHDL) を評価した。 

[3H] diprenorphine 結合実験の結果、調製した7M + M163I 変異体に対し、

Fig. 3-23 M245 のメチオニンメチルシグナルの帰属 

(左) antagonist (naloxone) 結合状態、(右) full agonist (DAMGO) 結合状態 

6M 変異体 (黒) および 7M 変異体 (マゼンタ) の 1H-13C HMQC スペクトル 
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添加した[3H] diprenorphine の濃度依存的に、7M + M163I 変異体に結合した[3H] 

diprenorphine 量が増大し、その結合が飽和したことから、7M + M163I 変異体と

[3H] diprenorphine との特異的な結合を検出できたと判断した (Fig. 3-24)。one site 

binding model の式を用いた、非線形フィッティングの結果、7M + M163I 変異体

に対する[3H] diprenorphine の解離定数 Kd を 2.65 ± 1.13 nM と算出した。Kd 値

が野生型と同等であったことから、M163I 変異体はリガンド結合活性を保持してい

ると判断した。 

一方、GDP-GTP 交換実験の結果、リガンド刺激非存在下 (ligand-free) に

おいても、full agonist である DAMGO 結合状態と同程度の G タンパク質シグナル

伝達活性を有していた  (data not shown)。このことから、M163I 変異体は

constitutively active mutant (CAM) であることが示唆された。他の GPCR で同様

の変異を導入することで CAM になるという報告はないが、Met163 を Ile に置換す

ることで、TM7 に位置する Tyr3387.53 の受容体コアへの移動、およびそれに続く

TM5 に位置する Y2545.58 の側鎖との水素結合、TM6 の受容体外側への移動が起こ

りやすくなったために、constitutively active になったのではないかと考えた  

[35-38]。 

 

 

 Fig. 3-24 M163I 変異体のリガンド結合活性の評価 

M163I 変異体 (膜画分) を用いた[3H] diprenorphine 結合実験  (saturation binding 

assay)。フィッティングは、one site binding model の式 (y=Bmax*x/(Kd+x)) を用いた。 
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full agonist である DAMGO 結合状態、antagonist である naloxone 結合

状態の順で、7M+M163I 変異体の 1H-13C HMQC スペクトルを取得した。naloxone 

結合状態では、7M 変異体のスペクトルと比較して、1H 2.06 ppm, 13C 16.8 ppm 付

近のシグナルが消失した。DAMGO 結合状態では、7M 変異体のスペクトルと比較

して、3 個のシグナル (① 1H 2.17 ppm, 13C 18.4 ppm 付近のシグナル、② 1H 1.95 

ppm, 13C 17.4 ppm 付近のシグナル、③ 1H 1.67 ppm, 13C 17.2 ppm 付近のシグナ

ル) が消失した (Fig. 3-25)。このことから、これらシグナルが M163 に由来するシ

グナルであると判断した。 

 

 

 

 

 

 

 

3.6.3. M257
5.61

 のメチルシグナルの帰属 

TM5 の細胞内領域に位置するM2575.61 のメチルシグナルの帰属を行うこと

とした。M163I 変異体と同様に細胞内領域に変異を導入することで、受容体の活性

へ影響することが懸念されることから、M257I 変異体のリガンド結合活性 (膜画分) 

Fig. 3-25 M163 のメチオニンメチルシグナルの帰属 

(左) antagonist (naloxone) 結合状態、(右) full agonist (DAMGO) 結合状態 

7M 変異体 (黒) および 7M+M163I 変異体 (マゼンタ) の 1H-13C HMQC スペクトル 
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と G タンパク質シグナル伝達活性 (rHDL) を評価した。 

[3H] diprenorphine 結合実験の結果、調製した7M + M257I 変異体に対し、

添加した[3H] diprenorphine の濃度依存的に、7M + M257I 変異体に結合した[3H] 

diprenorphine 量が増大し、その結合が飽和したことから、7M + M257I 変異体と

[3H] diprenorphine との特異的な結合を検出できたと判断した (Fig. 3-26)。one site 

binding model の式を用いた、非線形フィッティングの結果、7M + M257I 変異体

に対する[3H] diprenorphine の解離定数 Kd を 13.6 ± 3.5 nM と算出した。5 倍程

度親和性が弱くなっているが問題はないと考え、7M + M257I 変異体はリガンド結

合活性を保持していると判断した。 

また、GDP-GTP 交換実験の結果、M163I 変異体と同様、 7M + 

M163I/M257I 変異体では、リガンド刺激非存在下 (ligand-free) においても、full 

agonist である DAMGO 結合状態と同程度の G タンパク質シグナル伝達活性を有

していた (data not shown)。このことから、M163I/M257I 変異体も constitutively 

active mutant (CAM) であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-26 M257I 変異体のリガンド結合活性の評価 

M257I 変異体 (膜画分) を用いた[3H] diprenorphine 結合実験  (saturation binding 

assay)。フィッティングは、one site binding model の式 (y=Bmax*x/(Kd+x)) を用いた。 
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次に、full agonist である DAMGO 結合状態、antagonist である naloxone 

結合状態の順で、7M+M163I/M257I 変異体の 1H-13C HMQC スペクトルを取得し

た。naloxone 結合状態では、7M+M163I 変異体のスペクトルと比較して、消失し

たシグナルは存在しなかった  (Fig. 3-27)。このことから、現状の測定条件では

naloxone 結合状態の M257 のシグナルは観測されていないと判断した。一方、

DAMGO 結合状態では、7M+M163I 変異体のスペクトルと比較して、1H 2.09 ppm, 

13C 18.1 ppm 付近のシグナルが消失した (Fig. 3-27)。このことから、このシグナル

がM257 に由来するシグナルであると判断した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-27 M257 のメチオニンメチルシグナルの帰属 

(左) antagonist (naloxone) 結合状態、(右) full agonist (DAMGO) 結合状態 

7M+M163I 変異体  (黒 ) および  7M+M163I/M257I 変異体  (マゼンタ ) の 1H-13C 

HMQC スペクトル 
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3.6.4. 他のメチオニン残基の帰属に関して 

前節までの実験で、6M 変異体に存在する 7 個のメチオニン残基のうち、

M163、M245、M257 のシグナルの帰属まで完了した。残る M92、M101、M153、

M283 のシグナルの帰属についても、予備的な実験から暫定的にシグナルの帰属を行

った (Fig. 3-28)。また、各メチオニン残基における、antagonist 結合状態と full 

agonist 結合状態との化学シフト差を算出した (Fig. 3-29)。その結果、立体構造上離

れているM163 やM245、M283 において、その化学シフトが 0.2 ppm 以上異なっ

ていることから、活性化に伴い、広範な領域において構造変化が生じていることが分

かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-28 [2H-8AA, methyl-13C Met] 6M の 1H-13C HMQC スペクトル (帰属を含む) 

(右) naloxone (anatagonist) 結合状態、(左) DAMGO (full agonist) 結合状態 
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3.7. TM5 の膜貫通領域中腹に位置する M245
5.49

 の構造変化 

3.7.1. antagonist および full agonist 結合状態の NMR 解析 

まず、TM5 の膜貫通領域中腹に位置するM2455.49 の側鎖メチル基のシグナ

ルの、リガンド依存的な変化に関して解析した。 

M2455.49 の次のアミノ酸残基は P2465.50 で、この残基は、2ARでは P2115.50 

に対応している。序論で述べたように、活性化状態の構造が明らかになっている 

2ARでは、P211 および GPCR 間での保存性が高い残基 (P5.50, I3.40, F6.44, P/I/F モ

チーフ) が、活性化に伴う細胞内領域の構造変化の引き金となると考えられている 

(Fig. 3-30A) [39]。この一連の残基は、OR でも良く保存されているため、M2455.49 

はリガンド依存的な構造変化を反映し得る残基であることが示唆された  (Fig. 

3-30B)。 

Fig. 3-29 antagonist 結合状態と full agonist 結合状態との間の化学シフト差解析 

化学シフト差 は、=[1H)2+13C/3.5)2]0.5 の式を用いて計算した。また、エ

ラーバーについては、[1HR1H+13CR13C/(3.5)2]/ の式を用いて計算した。R1H お

よび R13C は、それぞれ 1H 方向および 13C 方向のデジタル分解能 (ppm) である。 
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また、不活性化状態の OR の結晶構造におけるM245 近傍の構造から、活

性化に伴い、M245 と F241 の側鎖の配向が変化し、1H の化学シフトが変化するこ

とが示唆された (Fig. 3-31)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Fig. 3-30リガンド結合部位周辺の各アミノ酸残基の側鎖配向 

(A) 2AR。inverse agonist である carazolol が結合した不活性化状態の構造をシアン

で、full agonist である BI-167107 が結合した活性化状態の構造をオレンジで示す。 

(B) OR。antagonist である -FNA が結合した不活性化状態の構造を青で示す。 

Fig. 3-31 不活性化状態の OR の構造における、TM5 の膜貫通領域に位置する F241 

およびM245、P246 の側鎖配向 (左) と antagonist (黒) および full agonist (赤) 結合状

態の 6M 変異体の 1H-13C HMQC スペクトル (M245 のシグナル近傍を拡大) (右) 
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実際に観測された antagonist、full agonist 結合状態のM245 に由来するシ

グナルに関して、いずれのリガンド結合状態においても、M245に由来するシグナル

が 2個観測され、それぞれ低磁場側と高磁場側のシグナルの強度が大きいことが分っ

た (Fig. 3-31)。以上の結果から、antagonist 結合状態および full agonist 結合状態

で主に観測された低磁場側および高磁場側のシグナルは、2AR の結晶構造で示され

たように細胞内領域が閉じた不活性化状態と細胞内領域が開いた活性化状態の構造

に対応すると考えた。以降、これらシグナルをそれぞれ M245I、M245A と呼ぶこと

とした。 

 

 

3.7.2. partial agonist 結合状態の NMR 解析 

partial agonist であるmorphine を添加して、6M 変異体の NMR スペク

トルを取得した。partial agonist 結合状態では、M245I に対応する化学シフトのシ

グナルと M245A に対応する化学シフトのシグナルが同程度の強度で観測された 

(Fig. 3-32)。 

 

 

 

 

Fig. 3-32 antagonist (黒) および full agonist (赤) 結合状態、partial agonist (緑) 結合状

態の 6M 変異体の 1H-13C HMQC スペクトル (M245 のシグナル近傍を拡大)  
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3.7.3. G protein biased partial agonist 結合状態の NMR 解析 

Gタンパク質シグナルを選択的に活性化するpartial agonist であるTRV130 

を添加して、6M 変異体の NMR スペクトルを取得した。G タンパク質を選択的に

活性化する partial agonist 結合状態では、partial agonist 結合状態と同様に、2 個

のシグナルが同程度の強度で観測された (Fig. 3-33)。しかしながら、いずれのシグナ

ルにおいても、partial agonist であるmorphine 結合状態と G タンパク質を選択的

に活性化するpartial agonist であるTRV130 結合状態とで化学シフトが異なってい

た。以降、それぞれのシグナルをM245I1 およびM245A1 と呼ぶこととした。 

 

 

 

 

 

 

3.7.4. アレスチンをより活性化する N152A 変異体の NMR 解析 

アレスチンシグナルをより活性化する N152A 変異体に full agonist であ

る DAMGO を添加して、NMR スペクトルを取得した。その結果、full agonist 結

Fig. 3-33 partial agonist (緑) 結合状態および G タンパク質を選択的に活性化する

partial agonist (青) 結合状態の 6M 変異体の 1H-13C HMQC スペクトル (M245 のシ

グナル近傍を拡大)  
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合状態に対応する高磁場側のシグナルのみが観測された (Fig. 3-34)。また、その

シグナルの化学シフトは、G タンパク質を選択的に活性化する partial agonist 結

合状態で観測された M245A1 および partial agonist 結合状態で観測された

M245A と連続していた。以降、このシグナルをM245A2 と呼ぶこととした。  

 

 

 

 

 

 

 

3.8. TM3 の膜貫通領域中腹に位置する M163
3.46

 の構造変化 

3.8.1. antagonist および full agonist 結合状態の NMR 解析 

TM3 の細胞内領域に位置するM1633.46 の側鎖メチル基のシグナルの、リガ

ンド依存的なシグナル変化に関して考察する。 

不活性化状態の OR の結晶構造におけるM163 近傍の構造から、M163は、

GPCR 間でよく保存され、活性化に伴い構造変化することが知られている NPxxY モ

Fig. 3-34 partial agonist (緑) 結合状態および G タンパク質を選択的に活性化する

partial agonist (青) 結合状態の 6M 変異体と full agonist である DAMGO が結合し

た N152A 変異体の 1H-13C HMQC スペクトル (M245 のシグナル近傍を拡大)  
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チーフの Y338 やそれと水素結合する TM5 の Y254 の側鎖の配向の変化により、化

学シフトが変化することが示唆された (Fig. 3-35)。このことから、M2455.49 と同様

に、M1633.46 はリガンド依存的な構造変化を反映し得る残基であると考えた。 

 

 

 

 

 

 

full agonist である DAMGO 結合状態では、M163 の二面角が gauche 型

から gauche/trans 型に変化し、主に Y3387.53 からの環電流効果を受け、プロトンの

化学シフトが高磁場側に観測される 2 個のシグナル (高磁場側のシグナルから、

M163(A)、M163(B) とする) とM163 の二面角が gauche 型から trans 型に変化し、

主に Y3387.53 からの環電流効果を受け、プロトンの化学シフトが低磁場側に観測さ

れる 1 個のシグナル (M163(C) とする) の計 3 個のシグナルが観測された (Fig. 

3-36)。 

以上の結果から、antagonist 結合状態および full agonist 結合状態で観測さ

れたシグナルは、2AR の結晶構造で示されたように細胞内領域が閉じた不活性化状

態と細胞内領域が開いた活性化状態の構造に対応すると考えた。 

Fig. 3-35 不活性化状態の OR の構造における、TM5 の膜貫通領域に位置する Y254 

および TM3 に位置するM163、TM7 のNPxxY モチーフに位置する Y338 の側鎖配向 
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3.8.2. partial agonist 結合状態の NMR 解析 

partial agonist であるmorphine を添加して、7M 変異体の NMR スペク

トルを取得した。partial agonist 結合状態では、不活性化状態に対応する化学シフ

トのシグナル 1 個と活性化状態に対応する化学シフトのシグナル 4 個、計 5 個のシ

グナルが観測された (Fig. 3-37)。 

 

 

Fig. 3-36 antagonist (黒) および full agonist (赤) 結合状態の 7M 変異体の 1H-13C 

HMQC スペクトル 
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3.8.3. G protein biased partial agonist 結合状態の NMR 解析 

Gタンパク質シグナルを選択的に活性化する partial agonist である TRV130 

を添加して、7M 変異体の NMR スペクトルを取得した。G タンパク質を選択的に

活性化する partial agonist 結合状態では、partial agonist 結合状態と同様に、5 個

のシグナルが観測された (Fig. 3-37)。また、活性化状態に対応する化学シフトのシグ

ナル (M163(A), M163(B), M163(C))、いずれにおいても、partial agonist である

morphine 結合状態と G タンパク質を選択的に活性化する partial agonist である

TRV130 結合状態とで化学シフトが異なっていた。さらに、活性化状態に対応する

M163(B) のシグナルが、G タンパク質を選択的に活性化する partial agonist であ

る TRV130 結合状態では先鋭化していた。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-37 partial agonist (緑) および G protein biased partial agonist (青) 結合状態の 

7M 変異体の 1H-13C HMQC スペクトル 
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3.8.4. アレスチンをより活性化する N152A 変異体の NMR 解析 

アレスチンシグナルをより活性化する N152A 変異体に full agonist で

ある DAMGO を添加して、NMR スペクトルを取得した。その結果、活性化状

態に対応するシグナル 3 個が観測された (Fig. 3-38)。但し、M163(B) に対応す

るシグナルは、観測されなかった。観測された 3 個のシグナルの化学シフトは、

G タンパク質を選択的に活性化する partial agonist 結合状態で観測されたシグ

ナルおよび partial agonist 結合状態で観測されたシグナルと連続していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-38 partial agonist 結合状態の 7M 変異体 (緑) と full agonist 結合状態の

D7M+N152A 変異体 (マゼンタ) の 1H-13C HMQC スペクトル 
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第 4章 考察 

 

本研究では、rHDL の再構成脂質二重膜中に再構成した OR を用いて、各

リガンド結合状態の G タンパク質シグナル伝達およびアレスチンシグナル伝達の

efficacy および bias factor を定量的に評価した。また、8 種類のアミノ酸の重水素

化、およびメチオニン残基の側鎖メチル基を選択的に [1H, 13C] 標識した OR の

NMR 解析を行い、OR のM163 およびM245 のリガンド依存的なシグナルの変化

を観測することに成功した。本研究の NMR 解析で用いた OR は、3.1. 節および

3.2. 節、3.3 節で述べたように、rHDL に再構成した野生型 OR と同等のリガン

ド親和性および G タンパク質シグナル伝達活性を有しており、また、25 ℃、24 時

間の NMR 条件でも安定性を保持している。 

 

 

4.1. 不活性化状態および活性化状態におけるOR の動的構造 

antagonist である naloxone 結合状態および full agonist である DAMGO 

結合状態の OR の NMR 解析の結果、TM3 の細胞内領域に位置する M163 や

TM5 の膜貫通領域中腹に位置する M245、TM6 の細胞内領域に位置する M283 に

おいて、antagonist 結合状態と full agonist 結合状態とで化学シフトが異なってい

た (Fig. 3-28)。 

TM5 の膜貫通領域中腹に位置するM2455.49 の側鎖メチル基のシグナルに着

目すると、いずれのリガンド結合状態においても、M245 に由来するシグナルが 2 個

観測されており、antagonist 結合状態と full agonist 結合状態ではそれぞれ低磁場

側と高磁場側のシグナルの強度が大きかった。 

序論でも述べたように、不活性化状態と活性化状態の 2AR の結晶構造の比



93 

 

較および我々が行った NMR 解析から、活性化に伴い、TM5、6 の細胞内領域が受

容体外側に大きく開き、DRY モチーフや P/I/F モチーフ、NPxxY モチーフに存在

する各アミノ酸残基の側鎖配向が大きく変化することが明らかとなっている [6, 7, 

11]。これらモチーフは OR を含む GPCR で広く保存されていることから、OR に

おいても、活性化に伴い、2AR と同様の構造変化が生じていると考えられる。実際

に、3.3. 節で述べたように、antagonist 結合状態では、ほとんどシグナル伝達が活

性化されないのに対し、full agonist 結合状態では、他のリガンドよりも強くシグナ

ル伝達が活性化されており、活性化に伴い細胞内領域が大きく開いていることを示唆

している。また、OR のM1633.46 は、NPxxY モチーフ近傍に、M2455.49 は P/I/F 

モチーフ近傍に位置していることから、これら残基は活性化に伴い構造変化すると考

えられる残基である。 

このことから、antagonist 結合状態で主に観測されたM245 に由来する低磁

場側のシグナルは、細胞内領域が閉じた不活性化状態を、full agonist 結合状態で主

に観測された M245 に由来する高磁場側のシグナルは、細胞内領域が開いた活性化

状態を反映していると考えた。 

 

また、TM3 の細胞内領域に位置するM1633.46 の側鎖メチル基のシグナルに

着目すると、full agonist 結合状態において、M163 に由来するシグナルが 3 個と複

数個観測され、そのうちの 1 個はシグナルの広幅化が観測された (Fig. 3-36)。この

ことは、我々が行った 2AR の NMR 解析において、TM5 の細胞内領域に位置する

M215 や TM6 の細胞内領域に位置する M279 に由来するシグナルが、full agonist 結

合状態で広幅化することと対応していた (Fig. 1-12)。以上の結果から、活性化状態の 

OR において、複数のコンフォメーション間の動的構造平衡にあることが示唆され

た。 
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4.2. partial agonist 結合状態におけるOR の動的構造 

partial agonist である morphine 結合状態の OR の NMR 解析の結果、

M245 に由来するシグナルに関して、不活性化状態と活性化状態に対応する化学シフ

トのシグナルが同程度の強度で観測された。また、M163 に由来するシグナルに関し

ても、不活性化状態に対応するシグナル (1 個) と活性化状態に対応するシグナル (4 

個) が観測された。また、不活性化状態と活性化状態に対応するシグナルの化学シフ

ト差は、M245 に由来するシグナルでは、0.24 ppm (190 Hz) 程度、M163 に由来す

るシグナルでは、0.40 ppm (320 Hz) 程度 (A)、0.19 ppm (150 Hz) 程度 (B)、0.46 

ppm (370 Hz) 程度 (C)、M283 に由来するシグナルでは、0.46 ppm (370 Hz) 程度

であった (Fig. 3-36)。以上の結果から、OR が不活性化状態と活性化状態の 2 状態

の間を化学シフト差 (周波数差、200~350 Hz) よりも遅い速度で交換しており、リガ

ンドごとに各状態の量比が異なっていることが示唆された。 

また、Fig. 4-2 には、各アゴニストを添加した時の Gi3 への [35S] GTPS 

結合量を横軸に、不活性化状態 (M245I) のシグナル強度と活性化状態 (M245A) の

シグナル強度の和に対する活性化状態  (M245A) のシグナル強度の割合  (= 

100×IA/(IA+II)) を縦軸にプロットしたものを示す。このように、リガンドの G タン

パク質活性が増大するにつれて、活性化状態の量比が増大した。 
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Fig. 4-2 M245A の存在割合とシグナル伝達活性との対応 

(左) GDP-GTP 交換実験 (再掲)。G のみを添加した時の Gi3 への[35S] GTPS の

結合量を差し引いた後、DAMGO を添加した時の Gi3 への[35S] GTPS の結合量を 1 

と規格化した時の、各アゴニスト添加時の Gi3 への[35S] GTPS の結合量の結果 

(N=3)。 

(右) 各アゴニストを添加した時の Gi3 への [35S] GTPS 結合量と、不活性化状態 

(M245I) のシグナル強度と活性化状態 (M245A) のシグナル強度の和に対する活性化状

態 (M245A) のシグナル強度の割合との相関。 

Fig. 4-1 6M変異体の G タンパク質シグナル伝達活性 

(左) 野生型、(右) 6M 変異体。各アゴニスト添加時の Gi3 への[35S] GTPS 

の結合量を、DAMGO存在下のデータを 1として規格化した結果 (N=3) 
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以上の結果をあわせ、balanced ligand 結合状態における OR の動的構造

についてまとめる。morphine や DAMGO などのアゴニストが結合すると、活性化

状態の 2AR の結晶構造で見られているように、細胞内領域が大きく開く構造変化

が誘起され、G タンパク質やアレスチンなどの細胞内エフェクター分子との相互作用

が可能となる。また、細胞内領域が閉じた不活性化状態と細胞内領域が開いた活性化

状態との平衡状態にあり、リガンド毎に活性化状態の存在割合が異なっている (Fig. 

4-3)。この活性化状態の存在割合が、各リガンドのシグナル伝達の efficacy を決定し

ているという機構を提唱する。このような、細胞内領域が閉じた状態と開いた状態を、

数ミリ秒よりも遅い速度で交換しており、アゴニストの結合に伴い GPCR がミリ秒

程度のタイムスケールで活性化することと概ね対応している [40, 41] が、今後は、

rHDL などのより生理的環境に近い条件で、交換速度を解析する必要があると考えた 

[14, 42]。 

 

 

 

 

Fig. 4-3 balanced ligand 結合状態の OR の動的構造平衡の模式図 

いずれのリガンド結合状態においても、シグナルを流さない不活性化状態とシグナルを

流す活性化状態との構造平衡にある。リガンドごとに、活性化状態の存在割合が異なっ

ている。また、活性化状態は、複数のコンフォメーション間の動的平衡にある。 
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4.3. biased ligand 結合状態における OR の動的構造 

TM5 の膜貫通領域中腹に位置するM2455.49 の側鎖メチル基のシグナルに着

目すると、G protein biased partial agonist である TRV130 結合状態の OR では、

partial agonist 結合状態と同様、2 個のシグナルが同程度の強度で観測された。し

かしながら、いずれのシグナルにおいても、partial agonist 結合状態とは化学シフ

トが異なっていた。full agonist である DAMGO 結合状態の N152A 変異体では、

活性化状態に対応する高磁場側のシグナルのみが観測された。このことは、N152A

変異導入によりシグナル伝達活性が増大することと対応していた (Fig. 3-12)。また、

そのシグナルの化学シフトは、TRV130 結合状態で観測された M245A1 および

morphine 結合状態で観測された M245A と連続していた。A1 状態と A2 状態に対

応するシグナルの化学シフト差は、0.06 ppm (50 Hz) 程度であり、データポイント

数から見積もられる分解能よりも大きかった。以上の結果から、OR が A1 状態と

A2 状態の 2 状態の間を、化学シフト差 (周波数差、~100 Hz) よりも速い速度、す

なわちミリ秒程度の速度で交換していることが示唆された。 

Fig. 4-4 に、3.3.4 節で算出した bias factor を縦軸に、M245 (Fig. 4-4左)

に由来する化学シフトから算出した活性化状態 (A1 状態および A2 状態) に対する

A2 状態の存在割合を横軸にプロットしたものを示す。両者はよく相関していた。こ

のことから、A1 状態は Gタンパク質をより活性化する状態、A2 状態はアレスチン

をより活性化する状態であることが示唆された。より詳細に考察すると、活性化状態 

(A1 状態および A2 状態) の存在割合が Gタンパク質シグナル活性に、A2 状態の存

在割合がアレスチンシグナル活性に対応していることから、A1 状態および A2 状態

が G タンパク質を活性化し、A2 状態がアレスチンを活性化することが示唆された。 

 

TM3 の細胞内領域に位置するM1633.46 の側鎖メチル基のシグナルに着目す

ると、G protein biased partial agonist である TRV130 結合状態の OR では、不
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活性化状態と活性化状態に対応するシグナルがそれぞれ 1 個と 4 個観測され、full 

agonist である DAMGO 結合状態の N152A 変異体では、活性化状態に対応するシ

グナルが 3 個観測された。以降、TRV130 が結合した OR および N152A 変異体

の活性化状態をそれぞれ A1 状態と A2 状態とする。A1 状態、A2 状態いずれの状

態においても、balanced agonist である DAMGO やmorphine が結合した OR の

活性化状態 (以降、A 状態とする) のシグナルとは、化学シフトが異なっており、か

つ A1 状態、A 状態、A2 状態のシグナルの化学シフトは連続していた (Fig. 3-32, 

3-37, 3-38)。また、1H 1.95 ppm, 13C 17.5 ppm のM163 に由来するシグナルが、A1 

状態では先鋭化し、A2 状態では観測されなくなった (Fig. 3-37, 3-38)。 

これら複数存在するM163 に由来するシグナルのうち、TRV130 結合状態と

N152A 変異体とで化学シフトが大きく異なっていたM163 (A) (=0.19 ppm) (Fig. 

3-38) に由来する化学シフトから算出した活性化状態 (A1 状態および A2 状態) に

対する A2 状態の存在割合と 3.3.4 節で算出した bias factor も良い相関を示した 

(Fig. 4-4右)。 

 

 

 

 

 

Fig. 4-4 M245 (左) および M163 (右) における A2 状態の存在割合と bias 

factor との対応 

各状態における bias factor と、化学シフトから算出した活性化状態 (A1 状

態および A2 状態) に対する A2 状態の存在割合との相関。 
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Fig. 4-5 には、M163 およびM245 に由来するシグナルにおける、不活性化

状態と A1 状態、不活性化状態と A2 状態の化学シフト差のプロットを示す。先ほど

と同様M163 (A) とM245 に由来するシグナルに着目すると、A2 状態では A1 状態

と比べて不活性化状態との化学シフト差が小さいことから、A1 状態と比べて A2 状

態では、TM3 および TM5、TM7 の細胞内領域はわずかに閉じていることが示唆さ

れた。G タンパク質が結合した 2AR の結晶構造 (PDB code : 3SN6) では、細胞内

領域が大きく開き (TM6 の細胞内領域が受容体コアから 14 Å程度外側にシフトし)、

アレスチンのフィンガーループ領域のペプチドが結合したオプシンの構造 (PDB 

code : 4PXF) では、細胞内領域が中程度開いている (TM6 の細胞内領域が受容体コ

アから 6-7 Å外側にシフトしている) [6, 8]。以上の結果から、A1 状態は G タンパ

ク質を活性化するのに有利な構造をとり、A2 状態はアレスチンを活性化するのに有

利な構造をとっていることが示唆された (Fig. 4-6)。A2 状態に対応する上述のオプ

シンの結晶構造において、GRK のドッキングサイトと相互作用する部位の近傍に位

置する Thr2516.36 の主鎖カルボニル炭素と、リン酸化部位に近い Helix8 に位置する

Leu321 の主鎖カルボニル炭素との距離は約 29 Åである。この距離は、受容体の

TM5 および TM6 を繋ぐ ICL3 と相互作用するGRK のドッキングサイト (N 末端

ヘリックス (N) の C 末端に位置する Ser30 の主鎖カルボニル炭素) と、リン酸化

反応を触媒するSmall Lobe とLarge Lobe を繋ぐGRK のヒンジ領域 (Ile481 の主

鎖カルボニル炭素) との距離が 26 Åと概ね対応していた。したがって、A2 状態が

リン酸化反応を進行する上でも有利な構造であると考えた [43]。また、2AR を用い

た分子動力学計算において、活性化状態の 2AR が、今回想定した全体構造 (Fig. 

4-5) の間を交換していることを示唆するデータが報告されている [44]。 
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以上の結果をあわせ、biased ligand 結合状態における OR の動的構造につ

いてまとめる。活性化状態の OR において、細胞内領域が大きく開き、G タンパ

ク質をより活性化する A1 状態と、細胞内領域が中程度開き、アレスチンをより活性

Fig. 4-5 不活性化状態と A1 状態および不活性化状態と A2 状態との間の化学シフト差解析 

化学シフト差 は、=[1H)2+13C/3.5)2]0.5 の式を用いて計算した。また、エラーバー

については、[1HR1H+13CR13C/(3.5)2]/ の式を用いて計算した。R1H および R13C は、そ

れぞれ 1H 方向および 13C 方向のデジタル分解能 (ppm) である。 

Fig. 4-6 A1 状態およびA2 状態の模式図と各状態において想定される全体構造 
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化する A2 状態の 2 状態の間を、速いタイムスケールで交換している (Fig. 4-7)。

TRV130 などの biased agonist は、この動的構造平衡に変調を与え、A1 状態と A2 

状態の量比を変化させることで、シグナルの選択性を発揮しているという機構を提唱

する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-6 活性化状態の OR に存在する動的構造平衡の模式図 

細胞内領域が大きく開き、G タンパク質をより活性化する A1 状態と、細胞内領域が中

程度開き、アレスチンをより活性化する A2 状態の 2 状態の間を、速いタイムスケール

で交換している。 
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4.4. signaling bias 機構に関してこれまでに提唱されている機

構と本研究で提唱する機構との比較 

1.3.3. 節で述べたように、signaling bias 機構の構造生物学的解析において、

ERG が結合した 5-HT2B 受容体の結晶構造解析および 2AR の 19F-NMR 解析か

ら、G タンパク質をより活性化する状態では、TM5 および TM6 の構造が不活性化

状態とは大きく異なっているのに対し、アレスチンをより活性化する状態では、TM3 

および TM7 の構造が不活性化状態とは大きく異なっているということが提唱され

ている [9, 10]。 

一方、3.7 節および 3.8. 節で述べた P5.50/I3.40/F6..44 モチーフ近傍に位置す

るM2455.49 およびTM7 のNPxxY モチーフ近傍に位置するM1633.46 に由来するシ

グナルの解析で、不活性化状態、および G タンパク質をより活性化する状態すなわ

ち A1 状態、アレスチンをより活性化する状態すなわち A2 状態、いずれの状態にお

いても化学シフトが異なっていた。このことから、G タンパク質をより活性化する状

態およびアレスチンをより活性化する状態いずれの状態においても、TM3、5、6、7 

の構造は細胞内領域が閉じた不活性化状態とは異なっており、さらに G タンパク質

をより活性化する状態とアレスチンをより活性化する状態とを比較しても、TM3、5、

6、7 の構造が異なっているということを提唱する。また、本研究で溶液 NMR 法を

適用することにより、biased agonist が、G タンパク質をより活性化する状態とア

レスチンをより活性化する状態の間の動的構造平衡に変調を与え、両状態の量比を変

化させることで、シグナルの選択性を発揮しているという機構をはじめて提唱する。 

GPCR 一般的な signaling bias 機構を解明するには、今後、生理的な条件

で様々な GPCR の動的構造を解析する必要がある。また、OR の signaling bias 機

構に関してより詳細に明らかにする上では、A1 状態と A2 状態のより詳細な構造情

報を取得する必要がある。当研究室において、メチオニン残基の選択標識だけでなく、
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アラニン残基やバリン残基などを昆虫細胞発現系で選択標識することが可能である。

アラニン残基やバリン残基は、OR に複数 (それぞれ 30 残基程度) 存在し、膜貫通

領域や細胞内領域に広く分布していることから、これらアミノ酸残基の構造情報を取

得することは有用である。また、得られた構造情報と分子動力学計算を組み合わせれ

ば、A1 状態と A2 状態のより詳細な構造情報が得られることが期待される。 

 

 

4.5. 本研究の創薬への応用に関して 

本研究において、OR のメチオニン選択標識体を用いたNMR 解析を行い、

膜貫通領域および細胞内領域の構造平衡を調べることができることを初めて示した。

さらに、我々が開発した昆虫細胞発現系における重水素標識法を用いてシグナルの感

度を向上させることが、OR のNMR 解析を行う上で非常に有用であることを示し

た。そこで、メチオニンを選択標識した OR を含む試料に医薬品候補化合物を添加

し、NMR スペクトルを取得して、M245 およびM163 のシグナルの挙動を解析する

ことで、細胞や動物を用いずに、候補化合物の薬効を効率良く予測することができる

ようになると期待される。 

また、現状では、OR に作用するリガンドにおいて、今回算出したbias factor 

と副作用との関連性については明らかとなってはいないが、今後、TRV130とは異な

るbiased agonist の開発が進み、そのリガンドの薬理作用とNMR データとの関連性

が明らかとなれば、今回私が行ったNMR 解析を適用することで、リガンドの副作用

も予測することができるようになると期待される。 
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