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 多くのロドプシン型 GTP 結合蛋白質共役型受容体（GPCR）には、７つの膜

貫通領域内に共通アミノ酸残基が点在することが知られている。これまでに多

くの研究者達がそれらのアミノ酸残基を他残基に置換した変異体を作製し、細

胞破砕後のミクロソーム画分を用いたリガンド結合実験や[35S]GTPS 結合実験

を実施することで、これら残基の重要性を議論しようと試みた。ところで生細

胞内においては、これら変異受容体が異常蛋白質と判断された場合、小胞体（ER）

からは搬出されず、分解機構（ERAD）によって処理されてしまう可能性がある。

共通アミノ酸残基に変異を施した受容体の中にはそうした要因で諸性質が未解

明なものも存在すると考えられる。一方、ER 内品質管理の観点からこうした変

異受容体の挙動を解析した研究はこれまでに例がない。 

 本論文では、１）立体構造上、重要と推察される共通アミノ酸残基の変異体

を多数作製し、その中から形質膜発現欠損を起こす変異体を選抜し、２）これ

ら変異受容体は ER 内に貯留するが、薬理学的シャペロン処理により形質膜発現

を回復すること、そして、３）薬理学的シャペロン処理で変異受容体を形質膜

移行させることにより、個々の変異受容体のシグナル伝達能を生細胞において

評価できたことの３つの研究成果をまとめる。 

 



 １）本論文では、ヒト型血小板活性化因子（PAF）受容体を研究材料とし、ロ

ドプシン型 GPCR の多くに保存されている７つの膜貫通領域（TM1〜TM7）内

アミノ酸のアラニンへの置換変異体（TM2 のロイシン[L59A]・アスパラギン酸

[D63A]・メチオニン[M64A]、TM6 のフェニルアラニン[F241A, F245A]・システ

イン[C244A]・プロリン[P247A]、TM7 のアスパラギン酸[D289A]・プロリン

[P290A]・チロシン[Y293A]）を作製した。その変異体を HeLa 細胞に発現させ、

細胞膜表面への発現量をフローサイトメトリーで調べたところ、L59A, D63A, 

F245A, P247A, D289A, P290A を導入した細胞において変異体の細胞膜表面の発

現が顕著に低下していることを見出した。以降の解析では、ロドプシンの結晶

構造解析において TM1 内アスパラギン・TM7 内アラニンと水素結合を形成する

ことが報告されている TM2 のアスパラギン酸の変異受容体（D63A）、蛋白質を

屈曲させる構造を持つ TM6 のプロリンの変異受容体（P247A）に着目すること

とした。なお、この２つのアミノ酸残基の重要性は、他の GPCR（ヒト型ロイコ

トリエン B4 第二受容体・ヒト型 GPR43）の当該残基の変異体も形質膜発現が低

下することで検証した。 

 

 ２）変異体の細胞内局在部位を確かめるために共焦点顕微鏡を用いて観察を

行った。野生型の受容体は細胞膜表面に存在したのに対し、D63A、P247A いず

れの変異体も ER マーカーである calreticuline とのマージが確認され、ER に局在

することが示唆された。同様の結論は野生型、変異型受容体それぞれの糖鎖修

飾成熟度比較からも確認された。つまり、変異体は ER 排出されず、その多くが

ERAD によって分解処理されていることが推察された。ERAD 機構による速や

かな分解処理の運命にある変異受容体は、このままではリガンド結合実験や

[35S]GTPS 結合実験から諸性質を明らかにすることは困難である。そこで私は

薬理学的シャペロンに注目した。最近、ER 貯留した変異受容体に薬理学的シャ

ペロンとして特異的リガンドを作用させることで変異体の細胞膜表面への発現

を増加させた例が報告されている。こうした現象は腎性尿崩症や低ゴナドトロ

ピン性性腺機能低下症などの一部の疾患において、実際の治療に用いられてい

る。そこで変異体を発現させた HeLa 細胞を PAF 受容体のリガンド（アゴニス

トである methylcarbamyl [mc]-PAF またはアンタゴニストである Y-24180）存在下

で培養した。フローサイトメトリーにて変異体の細胞膜表面への発現量を調べ

たところ、リガンド処理により野生株と同等レベルまで変異受容体の膜発現が



上昇することを確認した。これは脂溶性リガンドが細胞内に入り、変異体と結

合することにより、その立体構造を変化させ、その変化によって変異体が ERAD

を回避し、細胞膜表面への発現が上昇したものと推察した。実際、変異体の細

胞膜表面発現までのタイムコースを観察したところ、Y-24180 添加 30 分後より

変異体の細胞膜表面への発現は認められ、6 時間のうちに飽和状態となった。こ

の時間経過は上記の推察を支持するものと考えられる。なお、薬理学的シャペ

ロン処理による変異受容体の ER 搬出亢進については、共焦点顕微鏡解析での膜

局在、成熟糖鎖修飾の出現、ユビキチン化受容体の減少などからも検証した。 

 

 ３）薬理学的シャペロン処理により細胞膜に移送した変異受容体について、

機能解析を行った。シグナル伝達能の評価として、リガンド刺激後の細胞内カ

ルシウムイオン上昇を観察した。変異体発現 HeLa 細胞を Y-24180 存在下で培養

後、細胞を PBS 洗浄することで細胞外から Y-24180 を除去し、Flex Station を用

いてリガンド刺激後のカルシウムシグナルを調べた。その結果、P247A 変異体

については、PAF 濃度依存的に野生型受容体と同程度のカルシウムレスポンス

を検出した。一方、D63A 変異体については、測定範囲の PAF 濃度でカルシウ

ムレスポンスを検出することはできなかった。この結果は、D63A 変異体は構造

上のダメージが大きく、リガンド結合性や G 蛋白質共役能の低下などの理由に

より、受容体としての機能を失っていることが推察された。 

 

 本研究では、変異体の細胞膜表面への発現量を増加させ、シグナルを観察す

るために薬理学的シャペロンを用いた。このように薬理学的シャペロンを用い

てシグナルを観察した例は少ない。幸いにして今回私はカルシウムレスポンス

能の差異から P247A と D63A の機能の違いを生細胞系で見出すことができた。

ロドプシンの結晶構造解析でも示されたように、TM1 のアスパラギン・TM2 の

アスパラギン酸・TM7 アラニンが形成している水素結合が GPCR の構造を保ち、

シグナル惹起に重要な働きをしていることを改めて示す形となった。この薬理

学的シャペロンは現在、腎性尿崩症や低ゴナドトロピン性性腺機能低下症など、

遺伝的に細胞膜表面に発現することができない変異を持った受容体の治療に用

いられている。これらのケースは、細胞膜表面に発現させれば機能する変異体

の場合である。それ以外にも変異蛋白質が ER に蓄積するために細胞に ER スト

レスが引き起こされておこる疾患の治療にも一部で用いられようとしている。



このように薬理学的シャペロンが疾患の治療に用いられるということも今後は

さらに増えていくと思われる。 

 今回、私は、GPCR の膜貫通領域内に保存されたアミノ酸残基の変異で細胞表

面への発現が低下する変異受容体を幾つか見出し、薬理学シャペロンの作用で

これら変異受容体の膜発現が回復したことから、変異体の ER 内貯留が構造異常

に起因すること、そして、こうした構造異常は特異的リガンド結合によって

ERAD 回避まで改善されることを示唆した。また、膜表面に移行させた変異受

容体の機能を生細胞レベルで評価し、受容体機能の維持／消失と ER 内品質管理

とが無関係であることを推察した。今後、野生株と変異体間での結晶解析によ

る構造比較が行われ、どの部位のアミノ酸残基もしくはその変化に伴う構造変

化がシグナルを伝達するのに重要であるかどうかを解明することが可能になる

ことを期待する。また、その際には変異体の発現量を増加するために薬理学的

シャペロンの利用も有用であると考える。 

 


