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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体(GPCR) は細胞表面に局在し、細胞外環境の情報を細胞内へ情報伝
達する。その後GPCRは、細胞内へ内在化するが、それを制御する各種細胞質内タンパク質群の存在する。これらのタン
パク質によるGPCRの局在制御がGPCR活性制御に必須であるが不明な点が多い。今回、GPCRの一つ、成長ホルモン放出ホ
ルモン受容体 (GHRHR)の細胞表面発現および情報伝達機構制御についてGHRHRと相互作用するPICK1の影響を検討した。
PICK1がGHRHRの細胞表面発現や細胞内情報伝達を制御し、さらにこの相互作用がヒト前立腺ガン細胞LNCaPにおいて細
胞増殖を制御することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：G-protein coupled receptors are located at the cell surface to transduce the 
extracellular information into the cells by converting it as a second messenger. Following transducing 
the signal, GPCR are sequestrated from the cellular surface by interacting with many cytoplasmic 
proteins. These GPCR-interacting proteins (GIPs) are crucial for the regulation of the intracellular 
localization and the signaling of GPCR, however, the mechanisms of the regulation between the GIPs and 
GPCR remained unresolved. We have focused on one of the GPCR, growth hormone releasing hormone receptors 
and its interacting protein, PICK1. We have found that PICK1 regulated the cell surface expression and 
the intracellular signaling of GHRHR. Furthermore, the interaction of PICK1 with GHRHR could regulate the 
cellular proliferation of human prostate adenocarcinoma cells, LNCap.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 

Gタンパク質共役型受容体(GPCR) は
細胞表面に局在し、光子からタンパク
質まで種々の特異的なリガンドを結
合することにより、情報伝達変換装置
として重要な分子群である。そのため、
これら分子群の異常はヒトの多くの
疾患の原因となり、この受容体の活性
を制御する薬物が、種々の疾患に対す
る治療薬として開発され成功を収め
てきた。しかしながら、薬物の標的
GPCRへの特異性、組織選択性、その
効果の不完全さなど、種々の問題が残
っている。一方、GPCRがER/ゴルジ
装置で生合成された後、細胞表面に局
在し、細胞外からの情報を細胞内へと
情報変換し伝達した後、細胞内へ内在
化するダイナミックな細胞内輸送を
制御する各種細胞質内タンパク質群
の機能構築の存在が明らかになって
きた。すなわち、GPCRの活性制御は、
受容体に結合するリガンドによる細
胞表面GPCR活性制御ばかりでなく、
細胞全体におけるGPCRと相互作用
する各種タンパク質の局在制御も必
須であると考えられる。 
本申請研究では、我々のグループが着目

し研究を継続してきた GPCR の一つ、成

長 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン 受 容 体 

(GHRHR)の細胞表面発現機構制御につ

いて、この受容体と相互作用する分子の

結合機序および受容体からのシグナリン

グ伝達における影響を詳細に解析するこ

とで明らかにしたいと考えている。 

２．研究の目的 

Gタンパク質共役型受容体(GPCR)分子は、

薬物治療標的として最も重要である。この

分子とエフェクター・調節分子との複合体

の形成、細胞内輸送機構の制御機構が、新

たな創薬のターゲットとなりつつある。本

研究では、GPCR である成長ホルモン放出

ホ ル モ ン 受 容 体 (Growth Hormone 

Releasing Hormone Receptor: GHRHR)

および申請者らが新規に見いだしたこの受

容体と相互作用するタンパク質 PICK1 を

例にして、GPCR シグナル複合体の細胞内

輸送制御機構を、明らかにし、新規な創薬

の基盤を築く。 

３．研究の方法 

(1)①免疫沈降実験による GHRHR と

PICK1の in vivoにおける相互作用の確認 

②GHRHR と PICK1 の相互作用検討のた

めの遺伝子発現細胞系の確立 

③GHRHR と PICK1 の相互作用の有無に

よる細胞表面に局在する GHRHR の受容

体数の経時変動の検討 

(2) GHRHR のシグナル伝達における

PICK1 の影響に関する検討 

GHRHRはGsタンパク質共役し、リガン

ド(GHRH)刺激でセカンドメッセンジャ

ーであるcAMP産生を亢進し、また細胞

増殖に関与するMAPキナーゼ系を活性

化することが知られている。GHRH刺激

後、受容体からの複数のシグナル伝達の

経時変化においてGHRHRとPICK1と

の相互作用がどのように影響を与えて

いるかを検討する。この実験に用いる細

胞は前項で構築した細胞系を用いる。 

①cAMP系シグナルの計測。 

②ERK 系シグナル伝達系の計測 

(3) LNCaPにおけるGHRHR-PICK1の相

互作用が細胞増殖に与える影響 

４．研究成果 

(1)①免疫沈降実験による GHRHR と

PICK1の in vivoにおける相互作用の確認 

本研究のために作製した抗 GHRHR 抗体

および抗 PICK1 抗体を用いた。ラット副

腎皮質由来細胞の PC12、ヒト前立腺由来

ガン細胞の LNCaP、ラット脳より調製し

た細胞あるいはラット脳抽出液を用い、

PICK1 に対する特異抗体を使用して免疫

沈降を行う。この免疫沈降物に GHRHR

が含まれることを、抗 GHRHR 抗体を用

いるウェスタンブロット法にて検証し、

GHRHR と PICK1 の相互作用が生体内に



おいても起きていることを確認できた。 

②GHRHR と PICK1 の相互作用検討のた

めの遺伝子発現細胞系の確立  

GHRHR および PICK1 の cDNA を搭載し

た組換えレンチウィルスを作製した。 

このウィルスを培養細胞 CHO-K1 細胞に

感染させ、遺伝子導入を行った。遺伝子導

入した細胞における導入遺伝子の確認は、

各導入遺伝子産物である GHRHR や

PICK1 に 対 す る 特 異 抗 体 を 用 い る

Western blot 法にて確認した。 

(2)GHRHR のシグナル伝達における

PICK1 の影響に関する検討 

①cAMP 系シグナルの計測 

GHRH 刺激による GHRHR の活性化に伴

い濃度が上昇する cAMP に応答してレポ

ーター遺伝子の発現が変化するレポータ

ープラスミド pGL4.29 を(1)②で作製した

細胞にトランスフェクションした。 

この細胞を無血清培地で 12 時間、前処置を

行った後、1pM から 100 nM の GHRH で 6

時間刺激した。細胞内 cAMP 濃度の変化に応

答して遺伝子発現が増加するレポーター遺

伝子ルシフェラーゼの酵素活性を測定する

ことで GHRH による受容体活性化能を評価

した。この結果、受容体全長を発現する細胞

に対し受容体全長と PICK1 が発現する細胞

においては、cAMP の最大反応が 15％低下し

た。一方、受容体の C 末端 4 アミノ酸が欠失

した物では、cAMP の最大反応が 20％亢進し

た。これらの結果は、GHRH 刺激による

cAMP 上昇は、受容体を介する反応であり、

受容体の C 末端、および受容体と PICK1 の

相互作用が、GHRH 刺激により受容体の活性

化を調整していることがわかった。 

③GHRHR と PICK1 の相互作用の有無に

よる細胞表面に局在する GHRHR の受容

体数の経時変動の検討 

受容体および PICK1 を発現する細胞を一

定時間 GHRH 刺激を行い、その後細胞を

フォルマリン固定し、細胞表面に発現する

GHRHR 量を抗 GHRHR 抗体を用いる蛍

光抗体免疫染色を施し、細胞に結合した蛍

光標識二次抗体の量をフローサイトメト

リーを用いて定量した。その結果、

GHRHR と PICK1 の相互作用があると、

GHRHR の細胞発現量を有意に遅延させ

ることが明らかになった。さらに GHRHR

の C 末端を欠損させ PICK1 との相互作用

しないものでは、GHRHR の細胞表面発現

量は GHRH 刺激によらず変化しなかった。

これは、GHRHR の C 末端部分に受容体

の局在を制御する細胞内因子が結合し、受

容体の時空間的細胞内局在制御している

事を意味する。GHRHR は GHRH 刺激に

より一時的に内在化するが、PICK1 は内

在化した受容体の細胞表面へのリサイク

リング過程において Endosome の細胞内

輸送を制御する分子であり、本研究で観察

されたGHRHRとPICK1の両者が存在す

るときに GHRHR 単独の物と比べて

GHRH 刺激後の受容体の細胞表面発現が

遅延したことは、PICK1 が上述の作用を

示し、GHRHR の細胞発現を制御している

事を意味すると考えている。 

さらに本検討をすすめるために PICK1 分

子内にある BAR ドメインに点突然変異あ

るいは欠失させた変異体を作製した。この

変異体を用いる GHRHR の細胞表面発現

への影響については、現在解析中である。 

(3) LNCaPにおけるGHRHR-PICK1の相

互作用が細胞増殖に与える影響 

これまでの研究で GHRHR と PICK1 の相互

作用が受容体の細胞内情報伝達の効率や受

容体の細胞内局在を制御している事が判っ

ている。この相互作用がヒト前立腺がん由来

細胞 LNCaP において細胞増殖に影響を与え

ると考え、検討を行った。LNCaP は GHRHR

および PICK1 を内在性に発現していた。ま

た GHRH 依存性の細胞増殖を示した。そこ



で細胞増殖に関係する細胞内情報伝達系

ERK シグナリング系に対する影響を検討し

た。PICK1 の遺伝子導入で PICK1 の発現量

を亢進させるとGHRH刺激によるERKシグ

ナリング系が減弱し、細胞増殖能も低下した。

また、PICK1-RNAi により内在性 PICK1 の

発現量を減少させると ERK シグナリング系

の亢進と細胞増殖能の亢進が観察された。こ

れらの結果から、GHRHR と相互作用する

PICK1 の遺伝子発現量を調節することで

GHRH 依存性細胞増殖をしめす LNCaP の

細胞増殖能を制御できる可能性を見いだし

た。 
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