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研究成果の概要（和文）：エンドセリン-1（ET-1）の２種類の受容体であるETARとETBRは、ET-1による刺激後の運命が
異なる。本研究では、ユビキチン化が両受容体の運命の選択に重要な役割を果たすことを見出した。すなわち、ET-1の
刺激ではETBRのみがユビキチン化され、細胞内移行および分解の速度はETARよりETBRのほうが早かった。C末端領域の5
つのリシン残基のアルギニン置換変異型ETBR（ETBR 5KR）は、ET-1刺激によるユビキチン化を受けず、細胞内移行の速
度が低下し、さらに、細胞内移行した後にはETBRのようには分解されないで、ETARのように細胞膜にリサイクルされた
。

研究成果の概要（英文）：Two types of G protein-coupled receptors for endothelin-1 (ET-1), ET type A 
receptor (ETAR) and ETBR, resemble each other, but upon ET-1 stimulation, they follow different 
intracellular trafficking pathways. In this study, we showed that ETBR but not ETAR was ubiquitinated 
upon ET-1 stimulation, and that ETBR was internalized and degraded in lysosome more rapidly than ETAR. 
The mutant ETBR (designated “5KR mutant”) in which 5 lysine residues in C-tail were substituted to 
arginine was not ubiquitinated, and its rates of internalization and degradation after ET-1 stimulation 
became slower. Confocal microscopic study showed that following ET-1 stimulation, ETAR and 5KR mutant of 
ETBR were co-localized mainly with Rab11, a marker of recycling endosome, whereas ETBR was with Rab7, a 
marker of late endosome/lysosome. These results demonstrate that agonist-induced ubiquitination in C-tail 
of ETBR switches intracellular trafficking from recycling to plasma membrane to targeting to lysosome.

研究分野：生化学、分子薬理学

キーワード： エンドセリン　ユビキチン　エンドサイトーシス　リサイクリング
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１．研究開始当初の背景 
エンドセリン-1（Endothelin-1: ET-1）は、
1988 年に柳沢らによって、血管収縮を引き起
こす生理活性ペプチドとして単離された。そ
の後 ET-1 は、血管の収縮および弛緩の制御
だけでなく、細胞増殖の亢進などの生理作用
を有すること、一方で、高血圧症、動脈硬化
症、心不全、脳血管攣縮、肺高血圧症などの
心血管系病態の発症・進展においても重要な
役割を果すことなどが示されている。ET-1 の
作用を細胞に伝達するET受容体（Endothelin 
receptor: ETR）には A型受容体（Endothelin 
type A receptor: ETAR）と B型受容体（ETBR）
の 2種類があり、どちらも細胞膜上に存在す
る。それら ETR は、G protein-coupled 
receptor（GPCR）ファミリーに属し、ET-1 が
結合すると、G タンパク質をはじめとする細
胞内シグナル伝達分子を活性化して、細胞応
答を引き起こす。ETAR は主に血管平滑筋細胞
に発現し、ET-1 による ETAR の活性化は血管
平滑筋細胞の細胞内カルシウム濃度の上昇
を誘発して血管平滑筋の収縮をきたし、血管
の収縮を誘発する。一方 ETBR は主に血管内皮
細胞に発現し、ET-1 の刺激による ETBR の活
性化は一酸化窒素の合成および分泌を介し
て血管平滑筋の収縮を抑制して、血管の弛緩
を誘発する。ETBR は、ET-1 のクリアランス受
容体としても知られ、血管中を循環している
ET-1 と結合して一緒に細胞内に取り込まれ
ることにより、ET-1 の血中濃度を低下させる
役割を担うと考えられている。 
 ET-1 のラットへの投与では、一時的に血圧
が低下するがその後血圧の上昇が認められ、
上昇した状態が 1時間以上持続した。このこ
とから、ET-1 は相反する 2つの作用をもつこ
とと、それら 2つの作用は持続時間が異なる
ことが示された。今日、この相反する作用は、
ETAR（血管平滑筋細胞に発現して血圧の上昇
に寄与）と ETBR（血管内皮細胞に発現して血
圧の下降に寄与）という 2種類の受容体によ
るものであることが知られている。一方、持
続時間の違いは、それら受容体の脱感作に対
する感受性の違いであると考えられる。脱感
作に対する ETAR と ETBR の感受性の違いは、
それぞれの受容体の、刺激後の細胞内トラフ
ィキング経路の違いを反映する（細胞内移行
や細胞内の決められた標的小器官への輸送
を細胞内トラフィッキングという）。リガン
ドである ET-1 の結合後、どちらの受容体と
も細胞内移行し、初期エンドソームに到達す
る。しかし、その後に辿るトラフィッキング
経路は異なっている。初期エンドソームから、
ETAR は細胞膜へリサイクルされるのに対し、
ETBR は、後期エンドソーム、リソソームへと
輸送され、分解される。すなわち、ET-1 によ
る刺激後、ETAR の細胞膜上の受容体量の減少
速度は、ETBR のそれと比べて遅いため、作用
が持続する。ETAR と ETBR との間でアミノ酸レ
ベルでは、全体で約 55%、膜貫通ドメインで
約 77%の相同性がある。このような比較的高

い相同性をもちながら、異なる経路の選択に
関わるメカニズムの詳細は明らかにされて
いない。 
 一般的に GPCR では、細胞質側にある C 末
端領域が細胞内トラフィッキング経路の選
択において重要な役割をもつことが知られ
ている。ETR でも、C 末端領域が ETAR と ETBR
のそれぞれの細胞内トラフィキング経路を
決定することが示されている。すなわち、C
末端領域をETARのそれと入れ替えたETBRは、
細胞内移行の後に ETAR のように細胞膜へリ
サイクルされ、逆に、C末端領域を ETBR のそ
れと入れ替えた ETAR は、細胞内移行の後に
ETBR のように後期エンドソーム、リソソーム
へと輸送され、分解される。しかし、C 末端
領域のどのような違いがこのような細胞内
トラフィッキング経路の違いを生み出すの
かは明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
エンドセリン-1(ET-1)は血管収縮、細胞増殖
などの作用を有し、高血圧、動脈硬化症、心
不全、脳血管攣縮、肺高血圧症などの心血管
系病態の発症・進展において重要な役割を果
たしている。ET の作用は ET 受容体(ETR)を介
して発現し、細胞膜上の受容体レベルの調節
は、ET の生理・病態学的に重要である。しか
し、ETR レベルの調節機構は、細胞内 C 末端
領域が重要な役割をもつこと以外は不明で
ある。そのため、C末端領域のユビキチン(Ub)
化が、受容体レベルの調節に重要な役割をも
つ可能性について検討した。 
 
３．研究の方法 
HA標識化したETAR(HA-ETAR)あるいはHA-ETBR
を発現する HEK293T 細胞に、myc 標識化した
Ub を発現させた。Ub 化された受容体は、抗
HA 抗体により免疫沈降後、抗 myc 抗体により
検出した。受容体の分解速度は、シクロヘキ
シミド処理後の受容体の経時変化量により
求めた。細胞表面の受容体は、ビオチン-ス
トレプトアビジン法により精製後、抗 HA 抗
体により測定した。受容体のリサイクリング
は、共焦点顕微鏡を用いて、受容体と、リサ
イクリング小胞の分子マーカー(Rab11)との
細胞内での共局在を観察して確認した。細胞
内 Ca2+濃度の測定には、Fura2 を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) ETBR のユビキチン化 
ETAR と ETBR が ET-1 刺激によりユビキチン化
されるかどうか検討した。その結果、ETAR で
はユビキチン化が認められなかったが、ETBR
は、ユビキチン化された。すなわち、ETBR は
ET-1 刺激前から弱くユビキチン化が認めら
れ、そのユビキチン化は ET-1 刺激により増
強され、少なくとも20分間は持続した（5. 主
な発表論文等③参照）。 
 
(2) ユビキチン化のETBRトラフィッキングに



おける役割 
 ETBR の細胞内トラフィッキングにおける
ET-1 の刺激誘発的なユビキチン化の役割を、
ETBRの細胞内移行と分解という点について検
討した。細胞表面上の ETBR 量は ET-1 による
刺激後に約 15 分間の半減期で減少した。ユ
ビキチン化されない変異体であるETBR 5KRは、
細胞表面からの減少速度が減少した。次に、
ユビキチン化の受容体分解における役割を
検討した。タンパク質合成阻害剤存在下で新
たな受容体の合成を抑制した状態で、ET-1 刺
激後の受容体の消失速度を測定した。ETBR の
受容体量は、ET-1 刺激後 30 分間の間に時間
と共に減少したが、ETBR 5KR は、ETBR WT と
比較してゆっくりと減少した（5. 主な発表
論文等③参照）。 
 
(3)ETR のリサイクリングとユビキチン化の
関係 
 次に、ETAR、ETBR と ETBR 5KR の細胞内トラ
フィッキングの経路を共焦点顕微鏡を用い
て解析した。トラフィッキング経路の解析の
ために、ET-1 による刺激後に、ETR と Rab7
（後期エンドソームおよびリソソームのマ
ーカー）あるいは Rab11（リサイクリングエ
ンドソームのマーカー）との局在が一致する
かどうかについて検討した。そのために、
HEK293T 細胞に、GFP と融合させた ETR のい
ずれかひとつ（ETAR-GFP、ETBR-GFP あるいは
ETBR 5KR-GFP）と tdTomato と融合させた Rab7
（Rab7- tdTomato）あるいは Rab11- tdTomato
を発現させ、ET-1 刺激 30 分後に、GFP と
tdTomato のシグナルを示す画像を取得して
解析した。ET-1 刺激前では受容体はほぼ細胞
膜上に存在したが、刺激後は細胞内に移行し
て細胞内小胞に局在した。ETAR は、主に Rab11
の局在する小胞（リサイクリングエンドソー
ム）に局在し、ETBR は、主に Rab7 の局在す
る小胞（後期エンドソーム/リソソーム）に
局在した。そして、ユビキチン化されない変
異体である ETBR 5KR は、主に、リサイクリン
グエンドソームに局在が認められた。これら
のことから、ET-1 による刺激後に細胞内移行
した ETBR 5KR は、主に細胞膜にリサイクリン
グされると考えられた（5. 主な発表論文等
③参照）。 
 
(4) ETBR シグナル伝達におけるユビキチン化
の役割 
 受容体のユビキチン化が ETBR のシグナル
伝達系にどのような影響を与えるのか、
Extracellular signal-regulated kinase
（ERK）のリン酸化レベルを指標にして検討
した。ET-1 による ETBR の活性化によって ERK
のリン酸化が引き起こされることが知られ
ている。細胞を ET-1 で 30 分間刺激して受容
体の細胞内移行を誘発した後、ET-1 を含まな
い培地に交換して、さらに 15 分間培養した
後に再び ET-1 で刺激した（2回目の刺激）。1
回目の刺激によるERKのリン酸化レベルの上

昇は、ETBR WT と ETBR 5KR とでほぼ同様であ
った。2 回目の刺激では、1 回目の刺激と比
較するとどちらの受容体でもERKのリン酸化
レベルは弱くなった。しかし、2 回目刺激に
よる ERK のリン酸化レベルは、ETBR 5KR にお
いて ETBR WT よりも 2～3 倍高かった。次に、
ET-1 刺激によるカルシウム反応に関しても
同様に検討した。ETBR は Gq を活性化するこ
とにより、細胞内カルシウム濃度を上昇させ
る。細胞内カルシウム濃度を測定すると、
ET-1 の 1 回目の刺激に対しては ETBR WT と
ETBR 5KR は同程度に細胞内カルシウム濃度の
上昇を誘発した。2 回目の刺激に対してもカ
ルシウム濃度の上昇を誘発したが、どちらも
1 回目の反応より弱くなった。しかし、2 回
目の刺激に対しては、約 60%ほど、ETBR 5KR
のほうが ETBR WT よりも大きいカルシウム反
応を誘発した（5. 主な発表論文等③参照）。 
 
(5) まとめ 
 ETBR はユビキチン化されるが ETAR されず、
ETBR は ET-1 の刺激によりユビキチン化され
ると後期エンドソーム/リソソームの分解経
路を辿り、ユビキチン化されない変異型 ETBR
（ETBR 5KR）は、ETAR と同様に、リサイクリ
ングの経路を辿った。以上のことから、ユビ
キチン化の有無がETRの異なる受容体運命の
選択に重要な役割を果たすことが示された。 
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