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研究成果の概要（和文）：強力な降圧ペプチド、アドレノメデュリン（AM）刺激後のヒト１型AM受容体（AM1受
容体）の細胞内輸送における非網膜型G蛋白共役型受容体（GPCR）キナーゼ（GRK）とβ-アレスチンの新しい作
用の分子基盤と分子メカニズムを明らかにした。プロテインキナーゼ（PKC）がAM非刺激下にヒトAM1受容体の細
胞内移行（異種脱感作）を惹起する分子メカニズムも明らかにした（責任領域も同定）。さらに、ヒトAM1受容
体の安定発現株を独自に作製してAM刺激後のAM1受容体の脱感作・再感作機構を明らかにし、その再感作を促進
する効率的な手段の１つを確立した。

研究成果の概要（英文）：Adrenomedullin (AM) is a potent hypotensive peptide and can mediate 
multi-protective signaling through type 1 AM receptors (AM1 receptors), which consist of calcitonin 
receptor-like receptor (CLR), a G protein-coupled receptor (GPCR), and GPCR activity-modifying 
protein 2 (RAMP2). Here we elucidated the molecular basis and mechanism of GPCR kinases (GRKs) and 
beta-arrestins, both of which interact with the cytoplasmic C-terminal tail of the human (h)AM1 
receptors. We also clarified the molecular mechanism by which protein kinase C (PKC) induces the 
internalization of the hAM1 receptors in the absence of AM. Furthermore, we elucidated the mechanism
 of the intracellular trafficking and signaling of the hAM1 receptors using their stable 
transfectants and found an effective strategy that can promote their re-sensitization.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、わが国では動脈硬化に起因する心血
管病の患者数が増えつつあり、死亡原因の約 
25％を占める。国民の約 4 千万人が罹患し
ている高血圧は、脳卒中と心筋梗塞の発症お
よび死亡への関与度合いが最も高い。 
 
現在、全世界で販売額の上位を占める医薬
品の半数以上は G蛋白共役型受容体（GPCR）
を標的にしたものである。それ故、心血管病
の罹患率低下を目指して、心血管病の病態で
昇圧系が降圧系より優位に作用する機序を
GPCR 側から明らかにし、新たな治療戦略を
創出することは重要である。  
  
RAMP（McLatchie et al. Nature 1998）は、
GPCR の機能を制御する初めての修飾蛋白と
して同定され、3つのタイプ（RAMP1、RAMP2、
RAMP3）が存在する。我々は、とりわけ、心
血管病の発症・進展を強力に抑制する１型ア
ドレノメデュリン（AM）受容体（GPCR の１つ
であるカルシトニン受容体と RAMP2 の複合
体）の機能解析に加え、分子調節機構と病態
での役割の解明を目指した基盤研究を展開
してきた。その結果、ヒトの１型 AM 受容体
（AM1受容体）の分子調節機構に関して、3つ
の画期的な新知見を得た。 
  
 
２．研究の目的 
 
本研究では、これら 3つの新知見の基礎研
究から治療応用へと展開するための研究基
盤を確立する。 
GPCR の主要なシグナル分子、GPCR キナー
ゼ（GRK）とβ-アレスチンの新作用について
は、機序を明らかにし、それらの作用を特異
的に解除するための手段を開発する。これら
の手段や AM1受容体シグナルの再感作促進法
を心血管病や高血圧の病態モデルで用いて、
AM の治療効果を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) GRKとβ-アレスチンの新作用の機序解明
と治療応用   
これらの新作用を AM1受容体が内在する培
養細胞（心血管系）でも検証する。当該培養
細胞で標的の GRK とβ-アレスチンを過剰発
現させた時と欠落させた時の AM1受容体の細
胞膜発現と AM の反応性および細胞内移行と
シグナルの再感作を比較解析する。 
さらに、心臓もしくは血管に過剰発現させ
た時の GRK とβ-アレスチンの新作用を解析
し、これらの新作用の機序を解明する。併せ
て、GRK とβ-アレスチンに作用すると考えら
れるシグナル分子（既知・新規を問わず）の
同定も試みる。 

AM1受容体との作用に不可欠な GRK とβ-ア
レスチンの責任領域を特定し、これらの蛋白
の新作用を特異的に解除させるドミナント
ネガティブ(DN)-GRK と DN-β-アレスチンを 
同定する。これらの新作用を規定する第 3 
のシグナル分子(既知・未知)に関しても DN 
変異体を同定する。以上の DN 変異体を心血
管病や高血圧の病態モデルに発現させたこ
とによる AM の治療効果の変化を解析する。 
 
(2) 独自の再感作促進法による AM 受容体の
治療応用   
申請者らの再感作促法を用いて、培養細胞
（心血管系）に内在する AM1受容体の AM 依存
性細胞内移行とその後の細胞内輸送（AM受容
体のC末端と細胞内器官を特異的に認識する
抗体を用いて蛍光染色）とシグナルの再感作
を解析する。 
AM の治療標的である心血管病の病態モデ
ルを作製して、申請者らの再感作促進法が外
因性の AM の作用とシグナル反応をどの程度
高めるかを比較解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 非網膜型 G蛋白共役型受容体（GPCR）キ
ナーゼ（GRK）のうち、GRK4 と GRK5 のみが
AMの非刺激下に1型アドレノメデュリン受容
体（AM1受容体）の細胞膜への輸送をそれぞれ
55%と 30%に低下させた。V5-CLR に対する GRK
の遺伝子導入比を 10:4 から 10:1 に減じても、
GRK4とGRK5による抑制効果は維持された（各
75%、35%）。これに応じて、125I-AM の AM1受容
体への結合性とAMによるAM1受容体の反応性
（細胞内 cAMP 産生能）も著明に低下した。
この現象は、AM1受容体の母体である GPCR の
カルシトニン受容体 様受容体（CLR）の細胞
内 C末端領域（C-tail）を完全に欠失させた
時とβ2-アドレナリン受容体（β2-AR）に置
換した時に消失した。CLR の C-tail の系統的
な欠失体の検討から、Ser-Phe-Ser-Asn-Ser
配列が責任領域であることが判明した。   
 
(2) CLR をβ-アレスチン 1 もしくはβ-アレ
スチン 2と共発現させると、AM1受容体の細胞
膜発現と AM の結合性・反応性は著変なかっ
たが、AM(100nM)による細胞内移行(１時間
後)は、それぞれ 40%と 50%に低下した。予期
せぬことに、それぞれのドミナントネガティ
ブ（DN）変異体も、CLR の細胞内移行 85%と
70%に低下させた。一方、CLR の C-tail をβ
2-AR に置換した CLR-β2-AR をβ-アレスチン
1 もしくは β-アレスチン 2 と共発現させる
と、AM(100nM)による細胞内移行は、それぞ
れ 140%と 170%に増加した。それぞれの DN 変
異体は、CLR-β2 -AR の細胞内移行を 75%と
60%に低下させた。これらのβ-アレスチンに
よる CLR-β2-AR の細胞内移行の促進および
DN 変異体による抑制効果は、野生型のβ2-AR



で得られた所見と合致していた（既報通り）。 
 
(3) CLR を RAMP2 の安定発現株に共発現させ
て、AM の非刺激下に、プロテインキナーゼ
（PKC）アクチベーターの PMA(2μM)を 1時間
添加すると、AM1受容体の約 30%が細胞内移行
した。この細胞内移行は、CLR の細胞内 C 末
端領域を完全に欠失させても全く解除され
なかった。CLR の細胞内ループのリン酸化部
位の変異体 4 種のうち、Thr175Ala 以外は、
部分的に有意に細胞内移行が減少した（3 種
の変異体の間に有意差はなかった）。PMA を加
える前の Thr175Ala の細胞膜発現は、他の 3
種と同等であった。Thr175Ala 以外の 3 種の
変異体は、PMA による細胞内移行後に、AM で
刺激すると、cAMP の反応性は有意に低下した。
一方、CLR を共発現させて、100μM の
8-Br-cAMP(cAMP アナログ)を１時間添加して
も、AM 非刺激下の細胞内移行は全く見られな
かった（5種の CLR 変異体も同様）。 
 
(4) AM1 受容体の安定発現株を独自に作製し
て、クラスリンを経由して細胞内移行した AM
受容体が、細胞膜に再分布（再感作）せずに
分解系に向かう（ライソゾームに集積する）
ことを明らかにした（共焦点顕微鏡とフロー
サイトメトリーを使用）。CLR の細胞内 C末端
領域を欠失させると、細胞内移行後に再分布
する（ライソゾーム集積を回避する）ことを
見出した。この現象は、細胞膜再分布の経路
を阻害する２つの薬剤（Monensin 25μM、
Bafilomycin A1 200nM）の前処置により完全
に抑制された。AM1受容体をライソゾームに集
積させる責任領域をより詳細に特定し、その
責任領域をより効率的にブロックする手段
の確立を試みた。 
 
(5) 非網膜型GRKがAM非刺激下にAM1受容体
の細胞膜発現を抑制するメカニズムおよび
β-アレスチンが AM1 受容体の細胞内移行を
抑制するメカニズムに関しては、多方面から
アプローチを試みたが、研究期間内に全解明
に至らなかった。現在も、引き続き精力的に
検討を重ねている。 
 
今後、AM の創薬に向けて、PKC を活性化で
きる他の GPCR が、各々のリガンド刺激後に
AM1受容体を細胞内移行させ、異種脱感作を惹
起するのかに関しても明らかにする必要が
ある 。 
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