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NOによるタンパク質修飾を介した受容体
の制御

１． はじめに（NOの歴史と S -ニトロソ化）

血管内皮細胞より血管平滑筋を弛緩させる内皮細胞由来

平滑筋弛緩因子（EDRF）が分泌されていることが見いだ

され，その正体が一酸化窒素（NO）であることが証明さ

れ，NOが生体内の情報伝達に関わっていることが明らか

となった．その後，L-アルギニンを NOに変換する酵素で

ある NO合成酵素（NOS）の発見により，生体内における

情報伝達物質としての NOの地位が確立された．ノーベル

財団は１９９８年，NOの機能解明の業績をたたえてファー

チゴット，イグナロとムラドの３人にノーベル生理学・医

学賞を授与した．

この EDRFとしての NOの機能は，主にグアニル酸シク

ラーゼ（GC）のヘム鉄に NOが結合することにより GC

を活性化することであるというのが定説である．しかし，

その後の研究で NOは非常に多くの生理的，病理的作用が

あることが示され，GCの阻害剤を使った研究などにより

GCを介する経路以外にも NOの作用メカニズムがあるこ

とが示された．その後，NOによるタンパク質のシステイ

ンチオール基の修飾（S -ニトロソ化）が NOの生理的活性

のメカニズムであることが提唱され，現在ではこの S -ニ

トロソ化は実際に，様々なタンパク質でそのタンパク質の

機能を制御していると考えられている１，２）．

２． GPCR の 制 御

７回膜貫通型受容体（GPCR）は，その名の通り７回細

胞膜を貫通する構造を持った受容体のグループであり，受

容体は Gタンパク質と呼ばれるタンパク質と結合して，

この Gタンパク質を通して細胞内に情報を伝達する．た

だ，GPCRの機能は Gタンパク質以外にも多くのタンパ

ク質が関与する非常に複雑な機構により制御されている．

その代表的な機構が，アゴニストが受容体に結合して受容

体が活性化し，Gタンパク質が受容体から解離した後，G

タンパク質による情報伝達が脱感作され，また受容体が細

胞膜上から細胞内に移行する現象である．この現象は非常

に複雑に制御されているが，今回は簡単な説明にとどめる

ので，興味があれば文献を参照していただきたい３，４）．Gタ

ンパク質が解離した受容体は，G protein-coupled receptor
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図１
A 活性化後の GPCRの細胞内への移行の機構
７回膜貫通型受容体（GPCR）は，活性化後 G protein-coupled receptor kinase（GRK）によりリン酸化され，その後 β-アレスチンが結
合し，クラスリン小胞を形成した後，ダイナミンにより細胞膜から遊離して，一部は再度細胞膜上へ移動，その他はユビキチン-プ
ロテアソーム系により分解される．
B GRK２の S -ニトロソ化による制御
NO合成酵素により GRK２は S -ニトロソ化修飾され，活性が減弱する．そのため GPCRのリン酸化および β-アレスチンとの結合も
低下する．
C β-アレスチンの S -ニトロソ化による制御
β-アレスチンは eNOSと結合し，GPCRの活性化により eNOSも活性化され，β-アレスチンは S -ニトロソ化される．S -ニトロソ化に
より β-アレスチンの立体構造は変化し，eNOSは解離し，クラスリンと AP-２が結合し，最終的に細胞内移行を促進する．
D ダイナミンの S -ニトロソ化による制御
ダイナミンと eNOSは結合し，S -ニトロソ化されたダイナミンは細胞膜に移行し，重合する．この結果，GPCRを含むクラスリン小
胞は細胞膜より遊離する．

４３２００９年 １月〕

みにれびゆう



kinase（GRK）と呼ばれるリン酸化酵素によりリン酸化を

受ける．このリン酸化された受容体に β-アレスチンとよ

ばれるタンパク質が結合する．β-アレスチンは様々なタン

パク質と結合する典型的な足場タンパク質（scaffold pro-

tein）であり，その結合するタンパク質の中には，PDE４

ホスホジエステラーゼや DGキナーゼなど脱感作に関与す

るものや，クラスリンや AP-２など小胞形成に関与するタ

ンパク質が含まれている．この β-アレスチンの結合によ

り受容体を中に含むクラスリン小胞が形成される．そして

ダイナミンと呼ばれるタンパク質によりこのクラスリン小

胞は細胞膜から遊離して，細胞質へ移動し，一部は再び細

胞膜へもどり，その他はユビキチン―プロテアソーム系に

より分解される（図１A）．

NOが GPCRからの細胞内情報伝達を制御しているとい

う報告は様々な研究者からされてきたが，その分子メカニ

ズムに関してはほとんどわかっていなかった．そこで我々

はこの NOによる GPCRの制御が，GPCRを制御するタン

パク質の S -ニトロソ化による修飾により生じているので

はないかと仮定し，以下に示すように一連の研究を行った．

３． GRK

まず GPCRが活性化した後，一連の機構の引き金を引

く GRKによる GPCRのリン酸化が S -ニトロソ化により制

御されているかどうかを，GPCRの中で代表的な β２アド

レナリン受容体（β２-AR）を用いて検討した５）．まず外部

より S -ニトロソ化されたシステインまたはグルタチオン

を加え，GRKによる β２-ARのリン酸化が NOにより制御

されているかどうかを，精製した β２-ARと GRK２を用い

た in vitro の実験系と，培養細胞を用いた in vivo の実験系

の両方で検討し，NOが GRK２による β２-ARのリン酸化

を負に制御していることを示した．そこで，GRK２が S -

ニトロソ化修飾を受けているかどうかを，S -ニトロソ化さ

れたタンパク質を特異的に精製する Biotin-switch法６）によ

り検討したところ，GRK２が S -ニトロソ化されているこ

とが示された．そこで GRK２の中の修飾を受けているシ

ステインを，質量分析計を用いて検討したところ，C３４０

が S -ニトロソ化を受けたシステインとして同定された．

そこで野生型の GRK２と C３４０をセリンに置換したミュー

タント，C３４０Sを細胞に強制発現させ，β２-ARのリン酸化

と受容体活性化後の細胞内への移行を評価したところ，

C３４０Sを強制発現させた細胞では NOによる制御が消失し

ており，C３４０の S -ニトロソ化による修飾が，NOによる

GPCRの機能の制御の分子メカニズムの一つであることが

示された（図１B）．

４． β-アレスチン

次に β-アレスチンが S -ニトロソ化により制御されてい

るかどうかを検討した７）．すると血管内皮型 NOS（eNOS）

依存性に β-アレスチン２も S -ニトロソ化により制御され

ており，また eNOSによる S -ニトロソ化は受容体がアゴ

ニストに結合することにより一過性に生じ，時間経過と共

に修飾が消失（脱ニトロソ化）することがわかった．一方，

β-アレスチン１は修飾を受けなかった．また eNOSと β-ア

レスチン２は，精製したタンパク質を使った in vitro の実

験系，培養細胞を使った in vivo の実験系において結合し

ているという結果が得られ，その結合は受容体の活性によ

り負に制御されていた．次に S -ニトロソ化により修飾を

受けるシステインを同定するため，修飾を受けない β-ア

レスチン１と β-アレスチン２のアミノ酸を比較したとこ

ろ，七つのシステインの位置はほぼ同じであるが，違いは

β-アレスチン２の N末端と C末端に β-アレスチン１には

存在しない三つのシステインがあることであった．そこで

これらのシステインをアラニンに置換したミュータントを

作成して解析すると C４１０Aのみが S -ニトロソ化による修

飾を受けなかった．β-アレスチン１の C末端にはMAPキ

ナーゼの一つである ERKにより修飾を受けるセリンが存

在しており，このリン酸化が β-アレスチン１とクラスリ

ン，AP-２との結合を制御しているという報告があるが，

β-アレスチン２にはそのセリンが存在していない．しかし

今回，β-アレスチン２にはそのセリンとほぼ同じ場所に β-

アレスチン１には存在していない S -ニトロソ化により修

飾されるシステインが存在することがわかり，この S -ニ

トロソ化が同様にクラスリン，AP-２との結合を制御して

いるのではないかと考えた．そこで野生型の β-アレスチ

ン２と C４１０Sを用いて，β-アレスチン２とクラスリン，

AP-２との結合を評価したところ，S -ニトロソ化がクラス

リン，AP-２との結合を正に制御していることが示された．

また同時に同じ S -ニトロソ化が β-アレスチン２と eNOS

の結合を負に制御しているという結果も得られた．そこで

最終的にこの修飾が β２-ARの活性化後の細胞内移行を制

御しているかどうかを検討したところ，予想通り eNOSに

よる β-アレスチン２の S -ニトロソ化は細胞内への移行を

正に制御していることが示され，β-アレスチン２の S -ニ

トロソ化も NOによる GPCRの機能の制御に関与してい

ると考えられた（図１C）．

４４ 〔生化学 第８１巻 第１号

みにれびゆう



５． ダ イ ナ ミ ン

GPCRが細胞膜より遊離する際に必須と考えられている

ダイナミンが eNOSと結合することは既に報告されている

が，その生理的意義についての報告はなかった．我々は

eNOSがダイナミンの機能を制御しているのではないかと

考え，S -ニトロソ化システインを特異的に認識する抗体と

Biotin-switch法によりダイナミンの S -ニトロソ化による修

飾を検討したところ，ダイナミンが S -ニトロソ化により

修飾されていることが示された８）．そこでダイナミンのシ

ステインをアラニンに置換したミュータントを６種類作成

し，野生型，ドミナントネガティブのダイナミンとシステ

インミュータントをそれぞれ強制発現させ，β２-ARの活性

化後の細胞内移行を評価したところ，システインミュータ

ントの C６０７Aを強制発現させた細胞において，NO存在

下の細胞内移行が阻害されているという結果が得られた．

またダイナミンの重合や GTPの加水分解も NOにより正

に制御されていたが，C６０７Aではこれらの NOによる正

の制御が阻害されていた．Biotin-switch法により C６０７A

は S -ニトロソ化による修飾をうけないことが示され，以

上の結果よりダイナミンの C６０７が S -ニトロソ化による修

飾を受け，この修飾によりダイナミンの機能が正に制御さ

れていると考えられた（図１D）．

６． お わ り に

以上，GPCRの活性化後の細胞内移行を制御している３

種類のキープレーヤーが，いずれも S -ニトロソ化により

その機能を制御されていることが示された．しかもおもし

ろいことに，GRK２は負に制御されており，β-アレスチン２

とダイナミンは正に制御されている．このことは一見矛盾

しているように思えるが，S -ニトロソ化による NOの機能

が，リン酸化やユビキチン化と同じように複雑な細胞内情

報伝達を司るタンパク質の翻訳後修飾であることを示して

いると考えている．例えばこの GPCRの細胞内移行はリ

ン酸化によっても制御されているが，GRKによる GPCR

のリン酸化は正に，ERKによる β-アレスチン１のリン酸

化は負に制御しており，基質が違えば同じリン酸化でも

まったく逆の効果を示している．S -ニトロソ化も細胞種や

種々の条件により，GPCRを様々な形で制御していると考

えている．

GRKのサブタイプに関しては，GRK１から６まではい

ずれも GPCRをリン酸化すると考えられているが，S -ニ

トロソ化により修飾される GRK２のシステイン残基はす

べての GRKにおいて保存されてはいない．細胞の種類に

よってどの GRKのサブタイプが発現，機能しているかが

異なっていると考えられており，例えば今回使った U２-

OS細胞は GRK２の発現が高いが，HEK２９３細胞は逆に低

く NOによる GRK２阻害の影響は U２-OS細胞に比べ小さ

かった．以上より，GRK２の発現が低い条件では，NOの

負の制御は働かず，β-アレスチン２とダイナミンによる正

の制御の影響が大きいと考えられる．

次に S -ニトロソ化の機構であるが，β-アレスチン２と

ダイナミンは両者とも eNOSとの結合が確認されたが，

GRK２に関しては eNOSにより S -ニトロソ化されている

にも関わらず eNOSとの結合は確認できず，おそらく

eNOSだけでなく NOS以外のタンパク質が関与する未知

の機構により修飾されていると推測している．このような

機構の違いが，生体内において役割の違いを生じている可

能性は否定できない．

NOは EDRFとして働いていることが発見され，その後

生体内で非常に多岐にわたった働きがあることが示されて

いるが，その分子メカニズムはまだまだわからないことが

多い．今回紹介した S -ニトロソ化は，NOが直接タンパク

質を修飾することによりその機能を制御するというもので

あり，現在わかっていない NOの作用機序のいくつかを説

明できる可能性があると考えている．そして NOが従来考

えられていたような病理的なものでなく，むしろ生理的な

条件で非常に精緻な細胞内情報伝達に関与していると考え

ており，今回の一連の研究はその好例であると考えてい

る．
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