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研究成果の概要（和文）： 多くの主要薬剤の分子標的として知られている G タンパク質共役型

受容体(GPCR)分子が、細胞表面において正常に機能するためには、GPCR がリボソームで合成

された後、受容体シグナル伝達分子複合体として細胞表面に効率的に輸送・発現されなければな

らない。本研究では、この GPCR の細胞表面への輸送過程が、GPCR 分子のカルボキシ末端と

相互作用する様々な細胞内タンパク質によって制御されていることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： G protein-coupled receptors (GPCRs) have been well known as 
molecular targets for many clinically important drugs. In order to function properly at 
cell surface, the receptors have to be transported efficiently as receptor-signaling 
molecule complexes to the cell surface after the GPCRs are synthesized at ribosomes. This 
research identified several cellular proteins that interact with carboxy-termini of GPCRs 
and showed that these interacting proteins regulate the transport and the cell surface 
expression of the cognate GPCRs. 
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１．研究開始当初の背景 

（１） Ｇタンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）に
ついて： ＧＰＣＲは、その活性異常がヒトの多
くの病態の原因になっており、それらの疾病
の薬物治療標的として最も注目されてきた分
子群である。ＧＰＣＲの活性を制御する試みは
一部の薬剤において歴史的に大きな成功を

収めているが、大多数の他の薬剤において
は標的ＧＰＣＲへの特異性や効果の不完全さ
など、種々の問題や制限を抱えている。一方、
ＧＰＣＲの活性については、従来、受容体分
子そのものの活性、あるいはその制御が問題
にされる事が一般的であったが、近年、受容
体分子の細胞内における局在制御の問題が
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注目されている。すなわち、多くの膜タンパク
質で既に明らかになってきているように、リボ
ソーム／小胞体（ＥＲ）においてｍＲＮＡから翻
訳されたＧＰＣＲ分子も自動的（デフォルト）に
細胞表面へ輸送されるのではなく、ＥＲ／ゴ
ルジ体を含む細胞内の膜タンパク質輸送系
において、その細胞表面輸送が動的に制御
されている事が明らかにされつつある。しかも、
細胞表面へと向かう受容体輸送（トラフィッキ
ング）の制御が、多くの受容体活性の最も大
きな決定因子の一つである事が明らかになっ
ている。さらに最近になって、この受容体分子
トラフィッキングが、受容体のカルボキシ(Ｃ)末
端細胞質内ドメインに結合する種々の細胞内
タンパク質群によって制御されていることが明
らかにされている。 

（２）ヒスタミンＨ３受容体結合タンパク質、及び
Ｈ３受容体の細胞表面発現について： 我々
はこれまでに、ヒスタミンＨ３受容体のＣ末端
細胞質内ドメインにＣＬＩＣ４というタンパク質が
特異的に結合する事、さらにＣＬＩＣ４を過剰
発現させると、Ｈ３受容体の細胞表面発現量
が増加する事を明らかにしている。すなわち、
ＣＬＩＣ４タンパク質は、Ｈ３受容体の細胞表面
へと向かうトラフィッキングを促進する。また、
Ｈ３受容体のＣＬＩＣ４結合アミノ酸配列Ｆ...Ｆ..
ＬＬは、ＧＰＣＲ分子をＥＲに残留させ、シグナ
ルＧタンパク質複合体のＧγサブユニットのア
センブリーを促進する働きを持つとされるＤＲｉ
Ｐ７８タンパク質の受容体結合コンセンサス配
列と類似しており、実際に我々は、ＤＲｉＰ７８
がインビトロにおいて単独でＨ３受容体に結
合する事を確認した。さらに我々はこのアミノ
酸配列には、同様にシグナルＧタンパク質複
合体のＧβサブユニットのシャペロンタンパク
質であるＰｈＬＰもインビトロにおいて直接結合
する事を予備実験において見い出していた。 

（３）ＧＰＣＲのＣ末端細胞質内ドメインの共通
アミノ酸配列について： Ｈ３受容体Ｃ末端の
細胞質内ドメインに存在する、ＣＬＩＣ４／ＤＲｉ
Ｐ７８／ＰｈＬＰ結合アミノ酸配列Ｆ...Ｆ..ＬＬは、
多くのＧＰＣＲ分子に共通して保存されている
ものである。特に、アルツハイマー病の治療
標的としても重要な意味を持っているムスカリ
ン性アセチルコリン受容体Ｍ１、Ｍ２受容体に
も存在し、これらの他の受容体にもＣＬＩＣ４や、
ＤＲｉＰ７８、ＰｈＬＰタンパク質が結合する可能
性が考えられた。 

 
２．研究の目的 

 本研究は、薬物治療標的として最も重要とさ
れるＧタンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）、あ
るいは受容体活性発現のためのシグナルエフ
ェクター分子であるヘテロ三量体Ｇタンパク質
と会合したＧＰＣＲシグナル伝達分子複合体
が、ＥＲから細胞表面に輸送される分子メカニ

ズムを明らかにする事を目的とする。特に、ヒス
タミンＨ３受容体を例にして、受容体Ｃ末端細
胞質内ドメインに結合することが確認されたＤ
ＲｉＰ７８タンパク質の機能を、受容体トラフィッ
キングとの関連において明らかにする。また、
Ｈ３受容体Ｃ末端に結合する新たな細胞内タ
ンパク質の探索・同定を進め、それらのタンパ
ク質が結合する受容体のアミノ酸配列の同定、
また、各タンパク質がＨ３受容体の細胞内トラ
フィッキングや、シグナル伝達に与える影響を
明らかにする。さらにこれらのＨ３受容体結合
タンパク質が、臨床的にも重要な意味を持っ
ているムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ１、
及びＭ２にも結合活性を持つ事を確認する。 

 

３．研究の方法 

（１）ｃＤＮＡクローニング： 実験に使用した遺伝
子ｃＤＮＡは、Ｈ３受容体を除き、すべてラット、
あるいはマウス脳由来ｍＲＮＡから、逆転写酵素
を利用した、所謂ＲＴ−ＰＣＲ法によってクローニ
ングした。 

（２）インビトロ結合反応： 受容体のＣ末端細胞
質ドメインはＧＳＴ融合タンパク質として、また受
容体結合タンパク質はMBP融合タンパク質、あ
るいは FLAG タグを付加した形として大腸菌で
産生した。各タンパク質を混合し４℃でインキュ
ベーション後、グルタチオン担体ビーズを利用
してＧＳＴ融合タンパク質を精製し、精製産物中
の受容体Ｃ末端結合タンパク質の有無を解析し
た。受容体Ｃ末端結合タンパク質の存在は、抗
MBP 抗体を使用したウエスタンブロット法により
確認した。 

（３）培養細胞でのタンパク質発現系： 培養細
胞におけるタンパク質発現には、各遺伝子ｃＤＮ
Ａを含んだ発現用プラスミドＤＮＡのトランスフェ
クション法による導入、あるいはアデノウイルスベ
クターを利用した発現系を用いた。培養細胞とし
ては、ＨＥＫ２９３、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＰＣ１２細胞等
を利用した。 

（４）特異抗体の作成： 培養細胞における発現
を確認するために、各タンパク質に対する特異
的抗体を作成した。また、抗Ｈ３受容体抗体に
ついては、細胞表面に局在する受容体分子の
みを検出する目的で、特に細胞外に存在する
受容体ドメインを認識する抗体を作成した。 

（５）細胞表面Ｈ３受容体量の測定： ２４ウエル
プレートに播種した細胞をフォルマリン固定後、
５％ＮＦＤＭ／０．１％ＢＳＡ／ＰＢＳ（-）中でブロ
ッキングし、抗Ｈ３Ｒ抗体を反応させた。２次抗体
としてＨＲＰ抱合抗Ｉｇ抗体を用い、検出にはＯＰ
Ｄ試薬を使用し、４９２ｎｍにおける吸光度をプレ
ートリーダーにて測定した。また、ＰＣ１２細胞の
場合には、懸濁した細胞を用いて同様の処理を
行い、２次抗体としてＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８を付加し
た抗Ｉｇ抗体を用い、フローサイトメーターを使用
して細胞の蛍光強度を測定した。細胞中の全Ｈ



３受容体量を測定する場合には、細胞固定後、
０．０１％ＴｒｉｔｏｎＸ-１００による細胞膜透過処理
を行った。 

（６）タンパク質のユビキチン化測定： ＰＣ１２細
胞にＨＡ-ユビキチン発現用プラスミドを導入し、
４８時間後に細胞溶解液を作成し、抗Ｈ３受容
体抗体を使用して免疫沈降を行った。回収した
タンパク質を電気泳動後、抗ＨＡ抗体を利用し
たウエスタンブロット法によって、ユビキチン化さ
れたＨ３受容体タンパク質を解析した。また、プ
ロテアソームインヒビターとしてＭＧ１３２を使用し
た。 

（７）細胞内ｃＡＭＰ量測定： ＣＨＯ細胞に、プロ
モーター領域にＣＲＥ配列を持つＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ発
現用組み換えアデノウイルスを感染させた後、４
８時間後に実験を行った。Ｈ３受容体のリガンド
であるＲａＭＨと共に、アデニリルサイクレース活
性化剤であるＦｏｒｓｋｏｌｉｎによって５時間細胞を
刺激した後、細胞を溶解し、溶解液中に含まれ
るＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ活性を、ルミノメーターにて測定す
る事により、間接的に細胞内ｃＡＭＰ量を測定し
た。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌で産生した融合タンパク質を利用し
たインビトロの実験系で、Ｈ３受容体のＣ末端細
胞質内ドメインと結合する細胞タンパク質として、
ＣＬＩＣ４、ＤＲｉＰ７８の他、ＰｈＬＰ、及びＣＬＩＣ６を
新たに同定した。 

（２）アミノ酸の変異体を利用した実験の結果、
これらのタンパク質は、Ｈ３受容体のＣ末端細胞
質内ドメイン上のほぼ同じ位置、すなわちＨｅｌｉ
ｘ８と呼ばれる両親媒性のαヘリックス構造に結
合することが明らかとなった。 

（３）培養細胞においてＤＲｉＰ７８を過剰発現さ
せる事により、細胞内の総Ｈ３受容体量が減少
すること、さらに、その減少率以上に細胞表面
の受容体が減少することが明らかになった。ま
た、この減少によって、ヒスタミンによるＨ３受容
体を介したシグナルが同様に減少することが確
認された。 

（４）ＤＲｉＰ７８の過剰発現による細胞内の総Ｈ３
受容体量減少は、通常膜タンパク質が分解さ
れるリソゾーム系によるものではなく、タンパク質
のユビキチン化を必要とするプロテアソーム系
によるものである事が明らかになった。 

（５）ＣＬＩＣ６が、Ｈ３受容体のＣ末端細胞質ドメ
インだけでなく、細胞内でＨ３受容体とヘテロダ
イマーを形成するとされているドパミンＤ１受容
体のＣ末端とも結合する事が明らかになった。 

（６）ＤＲｉＰ７８とは異なり、培養細胞系において
ＰｈＬＰの過剰発現によっては、細胞内の総Ｈ３
受容体量、また細胞表面の受容体量に変化が
見られない事を確認した。 

（７）培養細胞系において、ＣＬＩＣ４の過剰発現

により細胞表面のＨ３受容体は増加するが、ヒス
タミンによるシグナル伝達には、それに見合っ
た増加は認められなかった。 

（８）ＣＬＩＣ６、ＤＲｉＰ７８、およびＰｈＬＰのムスカリ
ン性アセチルコリン受容体Ｍ１、及びＭ２に対
する結合活性をインビトロで確認した所、すべ
て、野生型のＭ１、Ｍ２受容体のＣ末端に結合
活性を有する事が明らかになった。 

（９）Ｍ１、Ｍ２受容体のＣ末端アミノ酸配列の変
異体を作成して調べてみると、Ｍ２受容体の結
合様式は、Ｈ３受容体のそれと比較的良く似て
いる事が明らかになった。 

 以上の結果から、ヒスタミンＨ３受容体の
細胞表面発現が、多くの細胞タンパク質との逐
次的な相互反応によって制御されていること、
またその制御系が単に受容体の細胞表面への
輸送だけにとどまらず、受容体分子を中心とし
たシグナル伝達分子との複合体形成の制御メ
カニズムと密接に関係していることが示唆される。
また、ヒスタミンＨ３受容体を代表とするＧＰＣ
Ｒ分子のヘテロダイマー形成に、ＣＬＩＣ６の様な
受容体Ｃ末端結合タンパク質が関与している可
能性も明らかとなった。さらに、このようなＧＰＣＲ
のＣ末端結合タンパク質が、ムスカリン性アセチ
ルコリン受容体Ｍ１、及びＭ２分子を始めとして、
多くの臨床的にも重要な受容体の活性制御に
関与している可能性が示された。今後、このよう
な細胞表面受容体の細胞内トラフィッキングの
メカニズム解明は、基礎生物学上の興味を超え
て、ますます臨床的な応用を視野に入れた研
究へと発展していく事が予想され、今後もいっ
そうの進展が望まれるものである。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 

〔雑誌論文〕（計 14 件） 

①  Kuramasu A, Sukegawa J, Sato T,  
Sakurai E, Watanabe T, Yanagisawa T, Yanai 
K (2011) The hydrophobic amino acids in 
putative helix 8 in carboxy-terminus of 
histamine H(3) receptor are involved in 
receptor-G-protein coupling. Cellular 
Signalling, 23: 1843-1849. 査読有. 

② Sakurai E, Kuramasu A, Watanabe T, 
Yanai K.(2009) Multiple histamine 
receptor gene knockout mice and their 
phenotypes. Inflammation Research 58, 
suppl 1: 41-42. 査読有. 
 
〔学会発表〕（計 26件） 

① 助川 淳、佐藤岳哉、柳澤輝行、「ヒスタ
ミン H3 受容体結合タンパク質の受容体結合
コンセンサス配列の解析」、第 85回日本薬理
学会年会、平成 24年 3月 14 日、京都。 



② 佐藤岳哉、助川 淳、柳澤輝行、「PICK1
と GHRHR の相互作用は、GHRHR の細胞表面発
現を制御する」、第 85 回日本薬理学会年会、
平成 24年 3月 14 日、京都。 
③ 倉増敦朗、「ヒスタミン H4 受容体を介す
るケモタキシスにおける低分子量Gタンパク
質 Rac の関与」、第85回日本薬理学会年会、
平成 24年 3月 14 日、京都。 

④ 助川 淳、「G タンパク質共役型受容体細
胞内トラフィッキング制御タンパク質の解
析」、新薬理学セミナー2011、平成 23年 9月
30 日、仙台。 

⑤ 佐藤岳哉、助川 淳、柳澤輝行、「GHRHR
の Carboxy 末端に結合する PICK1 は、受容体
の細胞表面発現を調節する」、第84回日本薬
理学会年会、平成 23年 3月 23 日、横浜。 
⑥ 助川 淳、佐藤岳哉、柳澤輝行、「DRiP78 
interacts with the carboxy-terminus of 
histamine H3 receptor and decreases the 
expression of the receptor」、第 61回日本
薬理学会北部会、平成 22年 9月 10 日、札幌。 

⑦ 助川 淳、佐藤岳哉、柳澤輝行、「ヒスタ
ミン H3 受容体に結合する細胞内タンパク質
の機能解析」、第 83回日本薬理学会年会、平
成 22年 3月 18 日、大阪。 
⑧ 斎藤将樹、助川 淳、柳澤輝行、「副甲状
腺ホルモン受容体機能に及ぼすTctex-1の役
割の解明」、第 83回日本薬理学会年会、平成
22年 3月 16 日、大阪。 
⑨ 助川 淳、「ヒスタミン H3 受容体の細胞
内トラフィッキング制御因子の解析」、第 37
回薬物活性シンポジウム、平成 21 年 10 月 9
日、仙台。 
⑩ 斎藤将樹、「トロンボキサン A2 受容体に
おける糖鎖修飾の生理的意義の解明」、第60
回日本薬理学会北部会、平成21年9月26日、
富山。 
⑪ 斎藤将樹、「トロンボキサン A2 受容体を
介したシグナル伝達に対する脂質ラフトの
関与」、第 60 回日本薬理学会北部会、平成
21年 9月 26 日、富山。 
⑫ 斎藤将樹、柳澤輝行、助川 淳、「副甲状
腺ホルモン受容体機能に及ぼすTctex-1の役
割の解明」、第 60 回日本薬理学会北部会、
平成 21年 9月 26 日、富山。 
⑬ 助川 淳、佐藤岳哉、柳澤輝行、「ヒスタ
ミン H3 受容体に結合する細胞内タンパク質
の機能解析」、第 60回日本薬理学会北部会、
平成 21年 9月 26 日、富山。 
⑭ 助川 淳、佐藤岳哉、柳澤輝行、「Cell 
surface expression of histamine H3 
receptor is regulated by proteins 
interacting with the carboxy terminus of 
the receptor 」、 10th International 
Symposium on Mechanisms of Vasodilation 
(MOVD2009)、平成 21 年 6 月 3 日、宮城県松
島。 

 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 助川 淳（SUKEGAWA JUN） 

東北大学・大学院医学系研究科・准教授 

 研究者番号：３０１８７６８７ 
(2)研究分担者 
 佐藤 岳哉（SATO TAKEYA） 

 東北大学・大学院医学系研究科・助教 

 研究者番号：１０３１２６９６ 

 倉増 敦朗（KURAMASU ATSUO） 

 山口大学・大学院医学系研究科・准教授 

 研究者番号：９０３０２０９１ 

 斎藤 将樹（SAITO MASAKI） 

 秋田大学・大学院医学系研究科・助教 

 研究者番号：５０４００２７１ 

(3)連携研究者 
 柳澤 輝行（YANAGISAWA TERUYUKI） 

 東北大学・大学院医学系研究科・教授 

 研究者番号：９０１３３９４１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


