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特異的リガンドによる小胞体蓄積 GPCR

の細胞膜への搬出

１． は じ め に

Gタンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor：

GPCR）は，ヒトの場合９００種類以上の遺伝子から構成さ

れる巨大なファミリーであり，認知・感覚，循環調節，内

分泌代謝，生体防御など生体内においてきわめて多彩な機

能を担う．GPCRが正常に機能を発揮するためには，特異

的リガンド結合を介した共役 Gタンパク質の活性化はも

とより，小胞体（endoplasmic reticulum：ER）において合

成されたものが滞りなく搬出され，細胞膜に十分量が発現

することが重要である．実際に，遺伝的変異を持つ GPCR

が ERに蓄積し，これに起因した生理機能の低下が疾患を

引き起こす例がいくつか見いだされており（表１），治療

法の開発が待ち望まれている．現在，こうした変異 GPCR

の ER蓄積は立体構造の形成異常が主因と考えられている

が，先行研究によると，ある種の特異的リガンドは細胞膜

を透過して ER内でこうした受容体と結合することにより

形成異常を軽減させ，細胞膜への受容体発現量を増加させ

ることで結果的に生理機能を回復させることができるとい

う．このような作用を有する化合物は薬理学的シャペロン

（ファーマコロジカルシャペロン）と呼ばれ，GPCRの ER

蓄積が引き起こす各種疾患に対する有効な治療戦略の一つ

として注目されている１，２）．本稿では，ERで合成された

GPCRが ERから搬出されるのに重要とされる構造上の特

徴と，これら重要な箇所に変異を有した GPCRの ER蓄積

を回避させるために，特異的リガンドの薬理学的シャペロ

ンとしての有効性について筆者らの研究成果を紹介する．

２． 薬理学的シャペロンによる ER蓄積 GPCRの

細胞膜発現

GPCRのような膜タンパク質は，翻訳後に ER膜に埋め

込まれてすぐにそのアミノ酸配列に応じた固有の立体構造

に折りたたまれる．この過程はフォールディングと呼ば

れ，タンパク質は熱力学的に最も安定な立体構造をとる．

ER内ではフォールディングに先立ち N 型糖鎖付加やジス

ルフィド結合などの翻訳後修飾が起こり，より機能的な構

造へと導かれた後に ERから搬出されて最終的に細胞膜へ

と輸送される．しかしながら，感染，薬剤などによる種々
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のストレスや遺伝子の変異などによってフォールディング

効率が低下するとこれが欠陥タンパク質蓄積の要因とな

り，場合によっては，これらは細胞内で凝集し細胞毒性を

もたらす．このような事態を回避するため，細胞は ER内

にタンパク質の品質管理機構なるものを備え，異常構造と

判断したタンパク質を ERにとどめて，その後にユビキチ

ン―プロテアソーム系やオートファジーによって積極的に

分解する（図１）．この品質管理機構の破綻は，アルツハ

イマー病やプリオン病などのフォールディング異常病と総

称されるさまざまな神経変性疾患の原因となる．また，

ER品質管理機構が厳密であるがゆえに，機能を保持して

いるにも関わらず，軽微なアミノ酸変異が構造的異常と判

断されて ERにとどめられ，本来の機能を発揮できずに重

篤な疾患を来す例が数多く知られている．たとえば，バソ

プレシン V２受容体（V２R）の６２～６４番アミノ酸欠損変

異は，受容体の ER蓄積に伴う機能欠損のために腎性尿崩

症を発症する．他にもいくつかの GPCRにおいて，表１

に示すような重篤な疾患や異常との関わりが明らかにされ

ている１，３）．ところで，こうした疾患に対し，特異的リガン

ドが ERに蓄積した受容体に作用し，そのフォールディン

グ効率を向上させることで細胞膜への輸送を促し，結果と

してシグナル伝達能を回復させうる例が報告された（図

１）．そのようなフォールディング効率の向上能を有する化

合物は，その機能的側面から薬理学的シャペロンと呼ば

れ，こうした原因の疾患に対する治療法として現在注目さ

れている（表１）１，３）．筆者らは，ERに蓄積した GPCRの搬

出促進における薬理学的シャペロンの汎用性を考える意味

で，�GPCRの構造上，ER搬出に重要な影響を及ぼす領

域の同定と，�この重要領域の変異で ERに蓄積した

GPCRを特異的リガンドで搬出できるか否かについて，当

研究室で単離した脂質メディエーター認識 GPCRを材料

に検証したので紹介する．

３． ER搬出に影響を及ぼす GPCR内の重要領域

まず筆者らは，大部分のロドプシン型 GPCRに共通し

て保存されているヘリックス８と呼ばれる領域（C末端の

細胞膜近傍にある両親媒性のヘリックス）に着目した（図

２）．エイコサノイド類に属する１２（S）-hydroxyheptadeca-

５Z，８E，１０E-trienoic acid（１２-HHT）の受容体 BLT２やドパ

ミン１型受容体，および Edg型リゾホスファチジン酸２

表１ GPCRの ER蓄積による機能欠損が病因となる疾患と薬理学的シャペロン
先天的遺伝子変異により ERに蓄積する GPCRと，その機能欠損により引き起こされる疾患や異常，および開発中の薬理学的シャペ
ロンの例を示す．

GPCR 疾患または異常 薬理学的シャペロンの例

バソプレシン V２受容体 腎性尿崩症
Satavaptan, relcovaptan, VPA-９８５, YM０８７,
tolvaptan, OPC３１２６０

ロドプシン 網膜色素変性症
９-cis-retinal, １１-cis-７-ring retinal, vitamine A
palmitate

δ―オピオイド受容体 疼痛 Naltrexone

甲状腺刺激ホルモン受容体 先天性甲状腺機能低下症 ―

メラノコルチン３受容体
メラノコルチン４受容体

肥満症 ML００２５３７６４

卵胞刺激ホルモン受容体 卵巣不全 Org４１８４１

黄体形成ホルモン受容体 男性仮性半陰陽 ―

カルシウム感知受容体 家族性低カルシウム尿性高カルシウム血症 NPS R-５６８

メラノコルチン１受容体 赤髪や皮膚がん傾向 NBA-A

メラノコルチン２受容体 家族性グルココルチコイド欠損症 ―

エンドセリン B受容体 ハンチントン病 ―

ケモカイン受容体５ HIV-１感染に対する抵抗性 ―

ヒトゴナドトロピン放出ホルモン受容体 低ゴナドトロピン性性機能低下症 IN３，IN３０，Q８９，A１７７７７５，TAK-０１３
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型受容体（LPA２）を研究材料とし，これら受容体のヘリッ

クス８欠損型が ERに蓄積することを明らかにした４，５）．さ

らに，当該領域の点変異体を用いた詳細な解析により，ヘ

リックス８を構成する疎水性アミノ酸が GPCRの ER搬出

に特に重要であることを示唆した．興味深いことに，バソ

プレシン V１／３b受容体や V２R，アンギオテンシン１受容

体，α２Bアドレナリン受容体，メラノコルチン４受容体

などの GPCRにおいて，C末端領域のジロイシンモチーフ

が ER搬出に重要であることが報告されていたが，これら

残基はすべてヘリックス８を構成する疎水性アミノ酸に該

当し，こうした知見から GPCRにおいてヘリックス８内

の疎水性アミノ酸の欠損が立体形成に大きなダメージを与

え欠陥品と判断されることが推察された４，５）．さらに筆者ら

は，ロドプシン型 GPCRのアミノ酸配列比較で高度に保

存された第２，第６，および第７膜貫通領域内のアミノ酸

残基（図２）も ERから搬出されるための正常なフォール

ディングにおいて重要であることを見いだした５，６）．次に，

このような ER搬出に重要な領域に変異を持ち，ER蓄積

を起こした構造欠陥 GPCRに対し，特異的リガンドが薬

理学的シャペロンとして働くか否かを検討した．

４． 特異的リガンドの薬理学的シャペロンとしての作用

筆者らはまず，ヘリックス８に欠陥を有することで ER

に蓄積した変異 BLT２がその特異的リガンドの添加で細胞

膜に移行するかどうかを検討した．図３Aに示すように，

BLT２の特異的アゴニスト Compound Aと特異的アンタゴ

ニスト ZK１５８２５２は，濃度依存的にヘリックス８欠損体の

細胞膜発現量を増加させた４）．９４番システインをアラニン

に置換したジスルフィド結合欠損 BLT２には効果がないこ

とから，薬理学的シャペロンがすべての変異に対し有効で

はないことが明らかとなった（図３B）４）．おそらく，その

図２ ロドプシン型 GPCR間で高度に保存されたアミノ酸残基
や領域

ロドプシン型 GPCRは，C末端の膜近傍領域に両親媒性の短い
ヘリックス構造が広く保存されており，これは８番目のヘリッ
クス構造であることからヘリックス８と呼ばれている．また，
第２，第６，第７膜貫通領域には，高度に保存されたアミノ酸
モチーフ，L-x-x-x-D-L，F-x-x-C-x-x-P，N／D-P-x-x-Yがそれぞ
れ存在する．

図１ 薬理学的シャペロンによる ER蓄積 GPCRの細胞
膜発現作用

薬理学的シャペロンとして働く特異的リガンドは，細
胞膜を透過して ER蓄積した構造異常 GPCRに作用し，
そのフォールディング効率を向上させる．ER品質管理
機構を通過する構造となり得た GPCRは，ゴルジ体を
経て細胞膜に輸送される．細胞膜に到達した GPCRか
らはシャペロンが離れ，内因性リガンドの刺激で細胞
内にシグナルを伝達する．
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ような変異体では分子の構造異常が過度であるため，ER

内で特異的リガンドが結合できないためと推察される．ま

た興味深いことに，N 型糖鎖修飾欠損体は野生型と比較

して有意に ERに蓄積するが，特異的リガンドによる細胞

膜発現量の増加はみられなかった（図３B）４）．一般的に ER

内で付加される N 型糖鎖は，タンパク質のリフォール

ディング（立体形成不十分なタンパク質に対する再度の折

りたたみ）を担うカルネキシンなどが認識する際に重要で

あり，多くの糖タンパク質において，N 型糖鎖修飾の欠

落が ER蓄積をもたらすことが知られている．特筆すべき

は，薬理学シャペロンの働きで細胞膜へと移送したヘリッ

クス８欠損型は，アゴニスト刺激で惹起される細胞内カル

シウムイオン上昇反応において野生型受容体と同じく活性

を示したことである（図３C）．すなわち，ERでの品質管

理においては，GPCRが機能しうるものであっても欠陥品

と見なしてしまうことが筆者らの研究からも検証された．

以上の結果から，特異的リガンドは，BLT２変異体が ER

でフォールディング／リフォールディングしている際に

BLT２分子内に取り込まれ，その効率を向上させて ER品

質管理を通過させると推測している．興味深いことに，メ

ラノコルチン４受容体のヘリックス８を構成する３１７番イ

ソロイシンの先天的点変異は，受容体を ER蓄積させて重

度の肥満症を引き起こすことが報告されており７，８），このよ

うな例も含め，ヘリックス８の異常に起因した ER蓄積を

主因とする疾患の治療への薬理学的シャペロンの活用が期

待される．さらに，紙面の関係で詳細は割愛するが，筆者

図３ 特異的リガンドによる BLT２ヘリックス８変異体の細胞膜発現量の増加
（A，B）N末端に HAタグをつけたヒト BLT２を HeLa細胞に一過性発現させ，特異的
リガンドは遺伝子導入の４時間後に培地に添加した．任意の培養時間の後に細胞を回収
し，抗 HA抗体で染色して細胞膜表面に発現している受容体量をフローサイトメトリー
解析で評価した．
（A）特異的アゴニスト Compound Aと特異的アンタゴニスト ZK１５８２５２は処理濃度依存
的にヘリックス８欠損体の細胞膜発現量を増加させた．（B）１μM Compound A（A）と
１０μM ZK１５８２５２（Z）の添加により，BLT２のヘリックス８変異体の細胞膜発現量は有意
に増加したが，ジスルフィド結合欠損体や N 型糖鎖修飾欠損体の細胞膜発現量には影
響を与えなかった．（C）BLT２受容体を一過性発現させた HeLa細胞にカルシウムイオ
ン蛍光指示薬 Fura-２-AMを取り込ませ，その１時間後に１２-HHT刺激依存的な細胞内カ
ルシウムイオン濃度上昇を測定した．
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らは先に述べたロドプシン型 GPCR間で高度に保存され

た第２，第６，および第７膜貫通領域内残基の変異で ER

蓄積した GPCRに関しても，特異的リガンドで ER搬出が

促進されることを確認している５，６）． V２R９）やロドプシン１０），

メラノコルチン１受容体１１）では，これら保存アミノ酸の変

異が表１に示した疾患の発症原因となることから，こうし

た疾患の治療に対しても薬理学的シャペロンの活用が期待

される．

５． 生体内で機能する薬理学的シャペロンの特徴

ここで薬理学的シャペロンに求められる性質を図４にま

とめてみる．まず一般的な薬剤と同様に，� 投与後に標

的臓器，組織に到達するまで構造的に安定であることが求

められる．また，細胞膜非透過性の化合物は薬理学的シャ

ペロンとして機能しえないことから１２，１３），� 膜透過性で

あることは非常に重要である．さらに，細胞内には活性酸

素を含むミトコンドリアや，低 pH環境で分解酵素に富む

リソソームが存在するが，� ERにある標的タンパク質

に到達するまで細胞内においても安定な構造でなければな

らない．そしてなにより，� 特異性，親和性が高く副作

用のないことが重要である．実際に，V２Rのミスセンス

変異により腎性尿崩症を発症した患者に対して非ペプチド

性アンタゴニストの臨床試験が行われたが，短期的に薬剤

の治療効果が観察されたものの，シトクローム P４５０代謝

経路に影響する可能性が判明したために開発は中止されて

いる１３）．また，筆者らの実験結果にも当てはまるが，リガ

ンド結合実験による結合親和性は，往々にして薬理学的

シャペロンの活性にも相関する１４）．細胞膜に受容体が到達

した後は，� 内因性リガンドが結合し活性化されるため

に，速やかに受容体から解離する，もしくは内因性リガン

ドと非競合的に結合するリガンドであることが望まれる．

現在は，受容体が細胞膜に発現すれば外部環境の変化によ

り薬理学的シャペロンは遊離して，その後内因性リガンド

により活性化しうる機序が考えられている．非可逆的に結

合するアンタゴニストで細胞膜に発現させた受容体ではそ

の後の正常なシグナル伝達は難しいことはいうまでもな

い．フォールディング効率の向上という薬理学的シャペロ

ンの役割において，アンタゴニストはアゴニストと同様に

効果的であるが（図３A，B）１２），生体内における生理機能

回復を期待するからには，当然のことながら，細胞膜発現

させた受容体の活性を阻害しないような生体内濃度を念頭

に置かなければならない．こうした懸念を避ける意味で，

最近，アゴニスト活性を持ち，アロステリックな結合様式

を有する薬理学的シャペロンの開発も進みつつある１５）．

６． お わ り に

本稿では，ER搬出に重要な GPCRの構造的特徴と，特

異的リガンドを薬理学的シャペロンとして活用した ER蓄

積 GPCRの搬出について筆者らが得た知見を中心に述べ

た．また，これまでの情報を基にして，生理的に有効な薬

理学的シャペロンに求められる性質についても考察した．

腎性尿崩症を発症する V２R変異体で初めて GPCRに対す

る薬理学的シャペロン作用が発見されて以降，GPCRの

ER蓄積を病因とした多様な疾患の分子病態の解明と，臨

床応用に向けた治療薬の開発が精力的に進められている．

今回紹介した ER蓄積 GPCRによる疾患だけでなく，各種

リソソーム酵素の変異により起こるリソソーム蓄積症や，

Cystic Fibrosis Conductance Regulator（CFTR）の変異によ

り起こる嚢胞性線維症など，フォールディング効率の低下

により引き起こされる疾患は多岐にわたる３）．今後，ER

品質管理機構と薬理学的シャペロンの研究が進展すること

により，これらの疾患のさらなる解明と臨床応用可能な治

療薬の開発が期待される．
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図４ 機能的な薬理学的シャペロンの特徴
薬理学的シャペロンとして生理的に機能しうる化合物の性質を
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神経幹細胞の幹細胞性維持における複合糖
質の役割

１． は じ め に

神経幹細胞は，高い自己増殖性と分化能を併せ持つ神経

系の未分化細胞である１，２）．神経幹細胞は，胎仔期に神経上

皮上に発現し自己増殖するとともに，発生の進行に伴い分

化した細胞を生み出している．成体の脳においても，神経

幹細胞は側脳室外側の脳室下帯や海馬歯状回顆粒層から単

離されており，ニューロンの新生などに関与している．神

経幹細胞の自己増殖，分化，細胞死などの細胞の運命は，

Notch，Wnt，JAK／STAT（Janus kinase／signal transducer and

activator of transcription），Ras-MAPK（Ras-mitrogen acti-

vated protein kinase）経路などのさまざまな細胞内シグナ

ル伝達経路の活性化を通じて制御されている３）．こうした

シグナル伝達経路の活性化は，細胞表層に存在する受容体

分子とリガンド分子との相互作用を介して惹起される．脳

室下帯や海馬歯状回顆粒層などのように，幹細胞の運命を

制御するシグナルを活性化するリガンド分子が豊富に存在

する微視的環境は，神経幹細胞ニッチと呼ばれる．

糖鎖修飾は，タンパク質の主要な翻訳後修飾の一つであ

り，糖タンパク質はプロテオグリカン，糖脂質とともに細

胞膜や細胞外マトリックスの主要な構成成分である．近

年，こうした複合糖質が幹細胞ニッチに広く存在し，幹細

胞の運命を担うシグナル伝達経路の活性化に関与している

ことが報告されてきている．本稿では，神経幹細胞の幹細

胞性の維持や分化過程における糖鎖の機能に関して，我々

の最近の研究成果も踏まえて紹介する．

２． 神経幹細胞マーカーとしての複合糖質

脳室下帯などの神経幹細胞ニッチには，幹細胞の幹細胞

性の維持や分化が適切に行われるための環境因子として，

上皮成長因子（EGF）や塩基性線維芽細胞増殖因子（b-FGF）

のようなシグナル分子が豊富に存在している．同様に，ヘ

パラン硫酸，コンドロイチン硫酸を発現するプロテオ

グリカンや GD２，GD３などの糖脂質，および tenascin-C

（TNC），promininや gp１３０などの糖タンパク質などの複合

糖質も，幹細胞ニッチに特異的に発現している４～６）．多く

の場合，神経幹細胞自身がこれら複合糖質を発現している

ため，こうした分子はしばしば幹細胞マーカーとして利用
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