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 グアニル酸シクラーゼ B受容体（GC-B）はグアニル酸シクラーゼ（GCase）受容体ファ

ミリーに属する分子量約 120K の膜一回貫通型受容体である。GCase 受容体は細胞外にリ

ガンド結合部位を、細胞内に ATP によって

制御を受けるキナーゼ様ドメイン及び

GCase ドメインを持ち、ホモダイマーとし

て機能する。細胞外ドメイン（ECD）にリ

ガンドが結合すると、細胞内の GCase ドメ

インが活性化され、GTP を細胞内セカンド

メッセンジャーcGMPへと変換する。 

 GCase 受容体ファミリーのメンバーの内、

GC-AとGC-Bはナトリウム利尿ペプチド受

容体としても知られている（図 1）。GC-Bは

軟骨、血管内皮細胞、脳、肺、子宮など広範

な組織で発現しており、C型ナトリウム利尿

ペプチド（CNP）が結合することによって

軟骨形成、血管平滑筋細胞弛緩や線維芽細

胞増殖抑制などの生理活性が引き起こされる。 図 1 ナトリウム利尿ペプチドの受容体選択性 



ヒトの場合、マロトー型遠位中間肢異形成症と呼ばれる先天性の骨系統疾患の原因が GC-B

の遺伝子異常であることが明らかにされている。骨の形成に異常をきたすと重篤な運動障

害を引き起こすため、生活の質が著しく低下するが、未だ有効な治療法はない。近年、軟

骨無形成症モデルマウスにおいてCNPの過剰発現または静脈投与によって骨伸長が促進さ

れたという報告があり、CNP は骨系統疾患の治療薬として注目されている。そのような医

学・薬学的重要性にも関わらず、GC-B の大量生産・精製例は皆無であり、キネティックス等生

化学知見はほとんど得られていないため、研究は同属の GC-Aに比べてかなり遅れている。 

 本研究では、ナトリウム利尿ペプチド受容体のリガンド認識機構やシグナル伝達機構の

解明を目指し、ヒト GC-B 並びにその ECD（451アミノ酸残基）の大量生産系を確立し、

生化学的解析を行った。 

 GC-Bは天然には豊富に存在しないため、はじめに、HEK293T細胞を用いた大量生産系

の構築を行った。GC-B全長または ECDを蛍光蛋白質と共発現するような発現コンストラ

クトを作製し、HEK293T 細胞に遺伝子導入した。抗生物質による選択培養後、細胞が持つ

蛍光強度を指標に、fluorescence-activated cell sorting（FACS）を利用した高発現細胞株

の選別を行った。選択培養と FACSによる選別を 5回以上繰り返し行うことによって GC-B

全長または ECDの安定発現細胞株を樹立することに成功した。 

 ECD に関しては十分な蛋白質量を得ること

ができたので、リガンドアフィニティーカラム

を作製し、精製を行った。その際、アガロース

レジンとのアミノカップリング反応がリガン

ド N末端でのみ起きるように、CNPに存在す

る二個の Lys残基（Lys4と Lys10）を Arg-Arg

または Gln-Arg に替えた二種類の改変 CNP

（それぞれ CNP-RRまたは CNP-QR）を用い

た（図 2A）。これらのアフィニティーカラムを利用し、培養液 1 Lあたり 1.0 mgの精製蛋

白質を得ることに成功した。アミノ酸配列から予想されるECDの分子量は 48Kであるが、

SDS ゲル上では分子量 60～90K の幅広いバンドとして検出されたことから、ECD はヘテ

ロな糖鎖修飾を受けていることが示唆された（図 2B）。 

 大量生産・精製の成功により、GC-Bの詳細な生化学的解析が可能になった。まず、全長

を大量発現させた膜画分及び精製 ECDを用いて、これまで発見されている心房性・脳性・

C型の三種類のナトリウム利尿ペプチド（それぞれ ANP, BNP, CNPと略す）に対する結合

親和性（IC50）及び GCase活性（EC50）を測定した（表 1）。全長の ANP, BNP, CNPに対

する IC50は59, 110, 2.9 nMであり、精製ECDのANP, BNP, CNPに対する IC50は280, 760, 

7.5 nM であった。これまでの報告どおり、GC-B 全長及び ECD は予想されたリガンド選

択性（CNP >> ANP > BNP）を示した。また、GC-B全長のそれぞれのリガンドに対する

EC50は CNPに対しては 78 nM、GC-Aの特異的リガンドである ANPや BNPに対しては

図 2 ECDの精製 

（A）CNPのトポロジー 

（B）精製 ECDの SDS-PAGE像 



10 µM以上であり、期待通り CNPが GC-B

の GCase 活性を最も活性化した。GC-B に

対する ANP の IC50は CNP の 20～40 倍程

度であるのに対し（表 1）、GC-A に対する

CNP の IC50は ANP の 300 倍以上であると

の報告がある。すなわち、GC-A は ANP と BNP に存在し CNP には存在しない C 末端尾

部（図 1）を結合に利用することで CNP を排除していると考えられる。一方、GC-B では

ナトリウム利尿ペプチドにC末端尾部が存在すると阻害されるような構造変化をGCase活

性の発現のために必要とすることで、ANPと BNPを排除していると考えられる。さらに、

GC-A ECDの結晶構造解析から、ANP結合によって引き起こされる単量体自体の構造変化

は小さく、二量体の位置関係が変わることが見出されている。したがって、GC-Aと GC-B

では二量体インターフェイスが異なっていることがリガンド選択性の本質であると考えら

れる。 

 GC-A において Asp71, Trp74, Phe96, 

His99は二量体化及び GCase 活性の制御に

関与することが示されているが、Trp74以外

は GC-B と共通である。ヒト GC-B では

Trp74は Leu67に相当し、この Leuは全て

の GC-B で保存されている（図 3）。GC-B 

ECDの Leu67 を Trp に替えた変異体では、

CNP 結合活性が野生型の 7.4％にまで低下

していた。このことは、GC-Bは GC-Aとは

異なる二量体インターフェイスを持ってい

ることを示唆している。 

 また、CNP-RRとCNP-QRに対する精製ECDの IC50を測定したところ、それぞれ60, 160 

nMであった。すなわち、CNP-RR, CNP-QRに対する精製 ECDの親和性は、それぞれ野

生型の 13%, 4.7%にまで低下したことになる。CNPの Lys10を Argに替えた変異体に対す

るGC-BのGCase活性は、野生型の約70％であったという報告を考慮すると、このことは、

CNPの Lys4が GC-Bとの結合に関与することを示唆するものである。 

 次に、Cl-濃度が CNP結合活性に与える影響について解析した。結晶構造解析から GC-A 

ECD には Cl-結合サイトが存在し（図 1）、Cl-濃度依存的に ANP 結合活性を変化させるこ

とが明らかにされている。GC-A において Cl-結合サイトを形成するアミノ酸残基は GC-B

でも高度に保存されている。実際、精製 ECD の CNP 結合活性は Cl-濃度依存的に増加し

た（EC50 = 5.2 mM）。さらに、GC-Bにおいて Cl-結合サイトを形成すると予想されるアミ

ノ酸残基の内、Ser47を Ala, Thr, Aspに変えた変異体では、CNP結合活性が野生型に比べ

てそれぞれ 3.2, 57, 92%にまで低下した。 

表 1  GC-Bに対する各リガンドの IC50と EC50 

 

図 3 GC-B ECDダイマーのホモロジーモデル（CNP結合型） 

二量体化部位における Leu67 の相互作用様式及び糖鎖修飾さ

れていると予想される Asn残基を示す。 



 続いて、CNP結合活性に果たす糖鎖の役割を調べた。

精製 ECD を PNGase F 処理したところ、37°C では

変性処理した ECD を用いた場合と同様の切断パター

ンを示し、糖鎖が完全に除去された産物が主に得られ

たが（図 4A, 矢尻）、CNP結合活性はほぼ完全に失わ

れていた。一方、sialidase A処理したところ、分子量

60～70Kと、未処理の ECDに比べて均質な試料が得

られ、CNP 結合活性はほぼ完全に保たれていた。す

なわち、GC-B において糖鎖は CNP 結合あるいは

ECDの構造安定化に寄与することが示唆された。 

 そこで CNP 存在下で精製 ECDを PNGase F 処理

した。SDS-PAGE の結果、6本の明瞭なバンドが検出

されたことから（図 4B）、ECD には少なくとも 5 か

所の糖鎖修飾部位があり、CNPが結合することで、そ

れら全ての糖鎖のPNGase Fによる切断が阻害される

ことがわかった。また、この産物の CNP 結合活性は

完全に保たれていたことから、ECD の CNP 結合活性には少なくとも 1 つの糖鎖修飾が必

須であると考えられる。実際に、GC-B において潜在的な糖鎖修飾部位の Asn に変異を入

れた結果、唯一 Asn2の糖鎖修飾が構造の安定化に重要であるとの報告がある。 

 GC-A の結晶構造を鋳型に作製した GC-B のホモロジーモデル（図 3）において、Asn2

は ECDの二量体化部位の近くにあり、その周辺には Argや Asp（二量体化に関与すると予

想される Asp64を含む）などの電荷を持つアミノ酸残基が複数存在している。Asn2に結合

している糖鎖はそれらのアミノ酸残基が正しく相互作用するようにガイドすることで、二

量体化の安定化に寄与しているのかもしれない。一方、完全に脱糖鎖した GC-Aは ANP結

合活性を保っていたという報告がある。以上のことから、GC-Aと GC-Bでは糖鎖の果たす

役割は異なっており、GC-Bにおいて糖鎖は ECD二量体の構造安定化に寄与していること

が示唆された。 

図 4 精製 ECDの糖鎖切断実験 

（A）グリコシダーゼ処理（24 時間）によ

る精製 ECDの糖鎖切断パターン 

（B）CNP 存在下でのグリコシダーゼ処理

（24時間、37°C）による精製 ECD（10 µM）

の糖鎖切断パターン 


