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Gタンパク質共役型受容体（GPCR）のユ
ビキチン化を介したエンドサイトーシス機
構

１． は じ め に

Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は７回膜貫通型の

細胞膜タンパク質であり，ヒトゲノムにおいて約９００種類

からなるファミリーを形成している．これら GPCRは細

胞の増殖，形態変化をはじめ，血圧の調節，味覚，嗅覚，

光感覚など様々な生体現象において必要とされている．最

近の研究において，幾つかの GPCRががん細胞に過剰発

現し，異常なシグナルを伝えることにより，細胞のがん化

に関わっていることが報告されている１）．また，GPCRの

多くは生理活性物質をリガンドとし，このため GPCRは

創薬の重要な標的タンパク質となっている．現在まで開発

された医薬品の中で５０％程度は GPCRに作用する薬剤で

あり，これらのことから GPCRシグナルの調節機構を明

らかにすることは，がんやその他の病気の効果的な治療薬

の開発にとって非常に重要である．

出芽酵母の接合フェロモン受容体である Ste２pは GPCR

の一種であり，GPCRのシグナル伝達，修飾，ダウンレ

ギュレーションの分子機構を調べるモデル受容体として研

究されてきた．特に，GPCRシグナルとエンドサイトーシ

スの関係や GPCRのユビキチン化についての先駆的な研

究は Ste２pを用いて行われている２，３）．また，出芽酵母はエ

ンドサイトーシス研究の非常に優れたモデル生物でもあ

る４，５）．本稿では GPCRのユビキチンを介したエンドサイ

トーシス機構について，最近の出芽酵母を用いた研究に

よって明らかにされた知見を概説する．

２． リガンド結合による GPCRの修飾

GPCRの脱感作とそれに引き続くエンドサイトーシスに

よる細胞内への取り込みは，GPCRシグナルのダウンレ

ギュレーションにおいて中心的な役割を果たしている．

図１に示すように，多くの GPCRはリガンドと結合する

ことにより三量体 Gタンパク質を活性化し，細胞内へと

シグナルを伝達する．その後，GPCRは細胞内領域がリン

酸化，ユビキチン化され，クラスリン小胞によりエンドサ

イトーシスされる．細胞内に取り込まれた GPCRはエン

ドソームにおいてリガンドと解離し，リソソームに輸送さ

れて分解されるか，もしくは細胞膜へとリサイクリングさ

れる．

GPCRのリン酸化は主に細胞内ドメインの Serもしくは

Thr残基に起こる．GPCRのリン酸化を行う酵素としては

GPCRキナーゼ（GRK）やカゼインキナーゼなどが報告さ

れており，多くの GPCRはリン酸化されることによりア

レスチン（arrestin）タンパク質に結合し，エンドサイトー

シスされる．また，これまでの研究から，GPCRの多くが

リン酸化に加えて，ユビキチン化されていることが報告さ

れている．しかしながら，GPCRのユビキチン化がエンド

サイトーシスにおいて果たす役割についてはまだよく分

かっていない．例えば，トロンビンにより活性化される
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GPCRである protease-activated receptor-１（PAR１）はリガン

ド非存在下でユビキチン化されており，リガンドの結合に

より脱ユビキチン化される．このユビキチン化は PAR１の

恒常的なエンドサイトーシスを阻害することが報告されて

いる６）．stromal cell-derived factor１（SDF１）受容体である

CXCR４や，β２アドレナリン作動性受容体（β２AR）は細胞

膜でユビキチン化されるが，これらのユビキチン化はエン

ドソーム膜におけるユビキチン結合タンパク質による認識

と選別に必要である７）．さらに，バソプレッシン受容体

（V２R），ソマトスタチン受容体（sst３），PAR２，ニューロ

キニン１受容体（NK１R）などの GPCRも，リガンドの結

合によってユビキチン化されることが報告されているが，

それらの役割についてはまだ十分には解明されていない

（図１）．

３． Ste２p受容体のエンドサイトーシス機構

出芽酵母の Ste２pは全長４３０アミノ酸からなる７回膜貫

通型の GPCRである（図２A）．Ste２pは酵母の接合フェロ

モンである α-factorと結合することにより，Gタンパク質

を介してMAPキナーゼ経路を活性化し，増殖の停止と接

合形態への分化を行う．また，α-factorの結合は Ste２pの

C末端細胞内領域のリン酸化とユビキチン化を引き起こ

し，これらの修飾は Ste２pのエンドサイトーシスのトリ

ガーとなる８，９）．興味深いことに，Ste２pの活性化には

Ste２pの C末端領域（図２，３２６―４３０アミノ酸）は必要で

はないが，この領域を欠く Ste２pはエンドサイトーシスさ

図１ GPCRのエンドサイトーシス機構とユビキチン化される GPCRの例
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れない１０）．また，この C末端領域を欠く Ste２pを発現する

細胞は α-factorへの感受性が高まることが報告されてお

り，このことは Ste２pのエンドサイトーシスがシグナルの

ダウンレギュレーションに必要であることを示唆してい

る１０）．さらに，Ste２pの活性化とエンドサイトーシスによ

る取り込みは完全に独立した現象であることも報告されて

いる３）．Hickeと Riezmanは Ste２pの C末端領域に存在す

る SINNDAKSS配列（図２）に含まれる Ser残基のリン酸

化と Lys残基のユビキチン化が，Ste２pのエンドサイトー

シスに必要であることを明らかにした２）．私達は活性化し

た Ste２pがリガンドと結合した後，どのようにしてエンド

サイトーシスされるかを調べるために，リガンドである

α-factorに蛍光物質（Alexa Fluor）を付加した新規のマー

カー（Alexa-α-factor）を作製した（図２A）１１）．Alexa-α-factor

を用いて，細胞膜上の Ste２pの動態を調べたところ，

Ste２pはリガンドと結合した直後は細胞膜上全体に局在

し，非常に速い速度で細胞膜上を動いていることが分かっ

た（図２B）１１）．その後，Alexa-α-factor／Ste２pは次第にクラ

スリン小胞の部位へと移動し，２０分後にはほぼ完全にク

ラスリン小胞の部位に集積した（図２B）．このことから，

Ste２pはリガンド非存在下においては細胞膜上に均一に局

在するが，リガンドとの結合によりクラスリン小胞へと移

動することが分かった．興味深いことに，Ste２pの C末端

領域に存在する６箇所のカゼインキナーゼのリン酸化コン

センサス配列（D／E-X-X-S／Tもしくは S／T（P）-X-X-S／T）を

壊した変異体では，Ste２pのクラスリン小胞への移動は認

められなかった．また，ユビキチン化される可能性のある

７箇所の Lysを Argに置換した変異体でも Ste２pのクラス

リン小胞への移動は見られなかった９）．これらの結果は細

胞内領域のリン酸化およびユビキチン化が Ste２pのクラス

リン小胞への移動と，それに続く細胞内への取り込みに必

要であることを示唆している．さらに，リン酸化とユビキ

チン化のどちらが重要であるかを調べるために，Ste２pの

脱リン酸化型の変異体にユビキチンを融合した変異体を作

製した．興味深いことに，このユビキチンを融合した Ste２p

脱リン酸化型変異体は，リガンド非存在下においてもクラ

スリン小胞へと移動した．この結果から，リガンドの結合

による Ste２pのクラスリン小胞への移動には，細胞内領域

のユビキチン化が最も重要であることが分かった９）．

図２ Alexa-α-factor，Ste２pの構造と局在
（A）α-factorは１３アミノ酸からなるペプチドフェロモンであり，７番目のリジン残基に蛍光物質である Alexa Fluorを付加
することにより，Alexa-α-factorを作製した．Ste２pは全長４３０アミノ酸からなる７回膜貫通型の GPCRである．図中の C末
端細胞内領域に示された Sはリン酸化の修飾を受けるセリン残基を Kはユビキチン化される可能性のあるリジン残基を示
している．（B）クラスリン小胞を Sla１-GFPで，リガンドに結合した Ste２pを Alexa-α-factorで標識している．Alexa-α-factor
を細胞に結合させた直後（上図）とその２０分後（下図）のそれぞれの局在を示している．
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４． ユビキチン結合タンパク質

ユビキチン化は一般的にタンパク質の分解シグナルとし

て機能する．ユビキチン化には大きくポリユビキチン化と

モノユビキチン化の２種類があり，一般的に前者はプロテ

アソームでの分解に，後者はエンドサイトーシス経路を介

図３ Ent１pおよび Ede１pの構造と Ste２pのクラスリン小胞への輸送モデル
（A）ENTH，Epsin N末端ホモロジードメイン；UIM，ユビキチン結合モ
チーフ；CB，クラスリン結合ドメイン；EH，Eps１５ホモロジードメイ
ン；UBA，ユビキチン会合ドメイン （B）リガンドの結合により誘導され
る Ste２pのエンドサイトーシスのモデル．Ste２pは α-factorに結合すること
によりユビキチン化される．次に，Ste２pは細胞膜上を移動し，クラスリ
ン小胞に局在する Ent１pおよび Ede１pを介して小胞内へ取り込まれ，エン
ドサイトーシスされる．
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したリソソームへの輸送と分解に必要であることが明らか

にされている．ユビキチンに結合するタンパク質モジュー

ルとしては，これまでに UIM，CUE，UBA，VHS，GAT，

NZF，PAZ，UEV，GLUEドメインなどが同定されてい

る１２）．ユビキチン結合ドメインは数百種のタンパク質に見

られ，これらの多くは分子内に複数のユビキチン結合ドメ

インを有している．エンドサイトーシスに関わるタンパク

質の中にも，Epsin，Eps１５，HRS（hepatocyte growth factor-

regulated tyrosine kinase substrate），TSG１０１（tumor suscepti-

bility gene１０１）などがユビキチン結合ドメインを持ち，

これらはそれ自身もユビキチン化されている．この中で，

Epsinは 細 胞 膜 内 の PIP２に 結 合 す る ENTH （Epsin

N-terminal homology）ドメインとクラスリン結合（CB）ド

メインを有するクラスリン小胞の構成分子である（図３）．

また，Eps１５もクラスリン小胞の構成分子であり，NPF

（Asn-Pro-Phe）モチーフに結合する EH（Eps１５ homology）

ドメインを介して多くのエンドサイトーシス関連タンパク

質と結合する（図３）．一方，HRS，TSG１０１は多胞体にお

ける輸送タンパク質（積み荷）の選別に関わることが報告

されている１２）．私達は，Epsin，Eps１５の酵母ホモログであ

る Ent１pおよび Ede１pがユビキチン化された Ste２pのクラ

スリン小胞へのリクルートに必要ではないかと考え，

Ent１pと Ede１pのユビキチン結合ドメインを壊した変異体

を用いて，Ste２pのクラスリン小胞への移動を調べた．こ

の結果，Ste２pのリガンドの結合により起こるクラスリン

小胞への移動は完全に抑制された．これらの結果から推測

されるモデルを図３Bに示す．Ste２pはリガンド（α-factor）

の非存在下では細胞膜全体に局在するが，リガンドが結合

することによりユビキチン化され，その後，細胞膜上を移

動し，クラスリン小胞に含まれる Ent１p，Ede１pのユビキ

チン結合ドメインを介して小胞内へと取り込まれると考え

られる（図３B）９）．

５． Ste２pのユビキチン化におけるリン酸化の役割

Ste２pのリン酸化部位を壊した変異体では Ste２pのクラ

スリン小胞への移動が阻害される．しかしながら，この変

異体にユビキチンを付加すると Ste２pはリガンドの非存在

下でもクラスリン小胞の部位へと移動する．では，Ste２p

のリン酸化はなぜ必要なのだろうか．哺乳類を含む多くの

高等生物においては GPCRのダウンレギュレーションに

はアレスチンが重要な役割を果たしていることが明らかに

なっている．アレスチンの詳細については他の優れた総説

を参照して頂くとして，アレスチンの一般的に知られてい

る役割はリン酸化された受容体に結合し，GPCRシグナル

の脱感作を行うことである．また，アレスチンはクラスリ

ンもしくは AP２複合体に結合し，GPCRをクラスリン小

胞へと運ぶと考えられている．

出芽酵母には，これまでアレスチンタンパク質は存在し

ないと考えられていた．しかしながら，２００８年 Emrらの

グループは出芽酵母にも９種類のアレスチン様タンパク質

（ARTタンパク質）が存在することを明らかにした１３）．こ

れらの ARTタンパク質は酵母の E３ユビキチンリガーゼ

である Rsp５に結合することが明らかにされ，このことか

ら，Ste２pはリン酸化されることにより，ARTタンパク質

を介して Rsp５と結合し，ユビキチン化されるのではない

かと予想される．このモデルに関しては今後の検証が必要

である．

６． お わ り に

GPCRは様々な生命現象に関わり，細胞外シグナルを細

胞内に伝えている．近年，GPCRのユビキチン化に関する

研究が多く報告されてきているが，まだその役割について

は不明な点が多い．しかしながら，GPCRのユビキチン化

はほとんどの場合において，GPCRの分解に関わっている

ようである．このため，もし人為的に特定の GPCRをユ

ビキチン化することができれば，目的の GPCRを介する

シグナルを特異的に阻害することが可能になるかもしれな

い．GPCRのユビキチン化の研究はまだ始まったばかりで

あり，今後のさらなる研究が期待される．
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タンパク質モチーフ活性の予測とシグナル
伝達解析

は じ め に

タンパク質の機能は，タンパク質の修飾，分解，細胞内

局在などの翻訳後制御によって調節されている．これらを

制御するタンパク質は，標的タンパク質内の短いモチーフ

配列を目印として認識，相互作用することでその機能を発

揮する．したがって，タンパク質が特異的モチーフを持つ

かどうかが，翻訳後制御を受けるかどうかの決定因子とな

る．一般的に，単離されたモチーフはペプチドとして独立

して機能することができ，モチーフを認識するタンパク質

はモチーフの配列のみを認識して結合する．モチーフ配列

は，３～１０アミノ酸からなる短い配列で，通常その中の

２～３アミノ酸のみがモチーフ機能に大きな働きをしてい

る．モチーフは明確な高次構造をとらず（このため linear

motifとも呼ばれる），モチーフの多くは，タンパク質の非

構造領域（intrinsically disordered region）に存在することが

観察されている１）．

モチーフとは対照的に，タンパク質ドメインは，３０ア

ミノ酸以上からなる進化的によく保存された高次構造をと

る配列単位である．一般的に，ドメイン―ドメイン間の相

互作用は強いが，ドメイン―モチーフ間の相互作用は弱い

ものが多い．このことは，一過的なタンパク質―タンパク

質相互作用が中心となるシグナル伝達ネットワークにおい

て，ドメイン―モチーフ相互作用が有利に働くことを示し

ている．タンパク質相互作用ネットワークにおいて，多く

のタンパク質との相互作用を持つネットワークハブとして

働くタンパク質は，多くの相互作用モチーフを持つことが

知られている．

進化的に保存されたドメインは，アミノ酸配列の相同性

から容易に類似ドメインを同定できるが，モチーフをその

配列から正確に予測することは困難である．その理由は，

モチーフの短さが高い配列多様性を生ずることにある２）．

このような多様な配列候補の中から，タンパク質が特異的

モチーフを選択し，特異的機能を発揮する機構はどのよう

なものであろうか？ 現在考えられうるタンパク質モチー

フ認識機構は主に二つある．一つは，その認識に複数のモ

チーフが関わることで，結合親和性，特異性を高めている

こと．もう一つは，現在知られているモチーフ配列よりも

より広い領域において，モチーフ内の各アミノ酸が様々な

レベルでタンパク質相互作用に貢献していることによる．

これらの理由から，モチーフ認識の特異性は現在の単純な

コンセンサス配列では表すことはできない．まずこれら二

つのモチーフ認識機構について簡単に解説し，モチーフ予

測法の現状と，最近筆者らによって開発された定量的モ

チーフ予測法について概説する．

１． 複数のモチーフを介した相互作用

タンパク質リン酸化酵素は，リン酸化部位であるセリ

ン，スレオニン，またはチロシン残基とその周辺配列を認

識することで基質タンパク質を特異的にリン酸化する．し

たがって殆どのタンパク質リン酸化酵素は，特異的リン酸

化配列を含むペプチドを基質にすることができる．一方，

mitogen-activated protein kinase（MAPK）ファミリーやサイ

クリン依存性キナーゼ（CDK）ファミリーなどは，共に

最小配列として（S／T）Pを含む配列をリン酸化するが，こ

れら酵素はリン酸化部位とは異なる基質上の配列ドッキン

グモチーフを認識することにより基質特異性を高めている

ことが知られている３）．例えば，MAPKが認識するドッキ

ングモチーフの一つである D-siteは，コンセンサス配列

（K／R）２－３-X１－６-φ-X-f（φ：疎水性アミノ酸）を持ち，ERK，

JNKを含む多くのMAPK基質がこのモチーフを含んでい

る．一方，CDKは二量体として結合するサイクリンの種

類によってリン酸化配列の特異性を変えることが観察され

ている．これは，サイクリンが基質に存在するドッキング

モチーフ（RXLモチーフ）を認識することによる４）．

タンパク質の主要な核輸送体である importin αは，分子
内に二つの核移行シグナル（NLS）結合部位を持ち，それ

ぞれ異なるクラスの monopartite NLS（クラス１／２および
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