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研究成果の概要（和文）：リンパ球の高度に分化した細胞内区画を小胞輸送が支えている。本研究ではインターロイキ
ン２受容体β鎖（IL-2Rβ）並びにインターロイキン４受容体α鎖（IL-4Rα）の小胞輸送に関わる分子機序を明らかに
すると共に、受容体の遺伝子多型とアレルギーとの関連を探索した。アトピー患者においてIL-4Rαの新たな遺伝子多
型を見出した。一方、小胞輸送に影響を与える多型は今回見出されなかった。

研究成果の概要（英文）：In lymphoid cell, intracellular compartments, which keep the specific substances 
of the system and exchanges the substances between the compartments, is supported by endosomal sorting. 
Here, we elucidated endosomal sorting mechanism of interleukin-2 receptor β (IL-2Rβ) and interleukin-4 
receptor α (IL-4Rα), and explored single nucleotide polymorphism (SNP) of the receptors in allergy 
patients. We identified novel SNPs in IL-4Rα gene locus of the patients. On the other hand, the SNP 
involved in endosomal sorting was not detected in the patients.

研究分野： 免疫学

キーワード： サイトカイン
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１．研究開始当初の背景 
小胞輸送は、従来知られていたユビキチン

を目印としたユビキチン“依存性”小胞輸送

が主なルートと考えられてきた。一方、ユビ

キチン“非依存性”の小胞輸送ルートの存在

も報告されていたが、その分子レベルでの詳

細が未確認であることから、その存在意義は

重要視されていなかった。我々はサイトカイ

ン受容体を例に取り、未だ不明な点の多い小

胞輸送機構を明らかにすることによって、免

疫機構解析の基盤とすることを試みた。我々

はこれまで IL-2 受容体β鎖（IL-2R）、IL-4

受容体α鎖（IL-4R）がユビキチン“非依存

性”小胞輸送されること、またその輸送を分

子レベルで初めて明らかにした（Journal of 

Biological Chemistry, 286, 15458-15472, 

2011）。この解析からユビキチン“依存性”

小胞輸送を担う分子、「Hrs」が、ユビキチ

ン“非依存”の小胞輸送にも機能しているこ

とが見えてきた。 

「Hrs」の従来知られている機能について、

先ず述べる。サイトカイン受容体の中でも最

も良く解析されている Epidermal growth 

factor(EGF)受容体は、EGF を受け取ってそ

のチロシンキナーゼが活性化され、さらに

internalization されると共に、その細胞内領

域に単体のユビキチン（モノユビキチン）が

結合する。このモノユビキチンは、ユビキチ

ン依存性の小胞輸送装置である ESCRT 複合

体に捕らえられるが、始めに ESCRT-0 に捕

らえられたEGF受容体は次にESCRT-I、-II、

-III そしてリソソームへとバケツリレーの如

く手渡され、最終的に分解される。「Hrs」

は ESCRT-0 の構成因子の１つであり、その

分子内にモノユビキチンと会合するための

UIM（Ubiquitin interacting motif）モチー

フを含むことから、モノユビキチン化された

種々のサイトカイン受容体を最初に認識す

る分子である。IL-2Rも当初、ユビキチン依

存性に小胞輸送されると考えられていたが、

我々は IL-2Rの小胞輸送にユビキチンが関

与しないこと、一方、「Hrs」は関与するこ

とを見出した（Journal of Cell Science, 

121,1727-1738,2008）。そしてさらに解析を

進め、「Hrs」は関与するが、ユビキチンに

は依存しない小胞輸送の分子機序を IL-2R

と IL-4Rを用いて明らかにした（Journal of 

Biological Chemistry, 286, 15458-15472, 

2011）。しかしながらこの輸送ルートが、サ

イトカイン受容体のシグナル伝達や免疫機

構をどのように制御しているかは不明であ

り、解析すべき領域である。 
 
２．研究の目的 
（１）我々は IL-2Rと IL-4Rにおいて、ユ

ビキチン非依存性小胞輸送ルートを明らか

にし、サイトカイン受容体の小胞輸送経路が、

従来のユビキチン依存的ルートと本研究の

ユビキチン非依存的ルートに大きく分かれ

ることを示唆した。IL-2R、IL-4Rの細胞

内領域の Hrs 結合部位に変異を導入すると、

各受容体のユビキチン非依存小胞輸送は阻

害される。我々はさらにこの小胞輸送阻害 

に伴い IL-2 や IL-4 シグナルが増強されるこ

とを見出した。IL-2R、IL-4Rの細胞内領

域中の Hrs 結合部位は、わずかの変異でその

Hrs 結合能を失うことから、ヒトにおいてこ

のわずかの変異が生じた場合、免疫系に与え

る影響は少なくないと思われる。従って、こ

のシグナル増強の分子メカニズムを解析す

ると共に、アトピー等アレルギー疾患を有す

る患者において、IL-2R、IL-4Rの細胞内

領域の Hrs 結合部位変異の有無を調べること

を目的とする。 

 

① IL-2Rおよび IL-4Rの細胞内領域の

Hrs 結合部位は４～５個の疎水性アミノ

酸 ク ラ ス タ ー （ IL-2R ： FFFHL ； 

IL-4R：LFLDLL）であり、この４～５

個の疎水性アミノ酸を他のアミノ酸に置

換すると、Hrs は結合できず、小胞輸送



が妨げられる。従って、上記のシグナル

の増強と合わせて考えると、この部位の

わずかのアミノ酸変異も、ヒトの免疫系

に少なくない影響を与える可能性がある。

そこでアトピー等アレルギー疾患につい

て、この疎水性クラスター変異の有無を、

患者末梢血を用いて探索する。本研究は

信州大学医学部遺伝子解析倫理委員会承

認済みである。 

②  受容体細胞内領域の小胞輸送に関わる

アミノ酸の１次配列は「小胞輸送シグナ

ル」と呼ばれ、この輸送シグナルをトラ

ンスフェリン受容体などの C 末端に連結

すると、このキメラ受容体は recycle 

endosome に輸送されず、リソソームへと

輸送される。そこで我々は IL-2Rの疎水

性アミノ酸クラスター（ 365-369 ：

FFFHL）を通常 recycle endosome に輸送

される IL-2Rの細胞内領域 C 末端に連

結して、その細胞内輸送を観察した。し

かしこの IL-2Rのキメラ受容体はリソ

ソームに輸送されず、野生型の IL-2R

と同様に recycle endosome へ輸送された。

さらに、 IL-2Rの細胞内領域全てを

IL-2Rの C 末端に連結すると、このキメ

ラ受容体はリソソームへと輸送された。

この結果とこれまでの解析結果より、疎

水性アミノ酸クラスターは小胞輸送に必

須の領域であるが、完全な「小胞輸送シ

グナル」として働くためには未だ未同定

の領域があることを示唆している。この

輸送シグナルの未同定アミノ酸が、前述

の新たなアレルギー疾患関連の遺伝子多

型並び変異に含まれるかどうかを

IL-4R並びに IL-2Rの双方で検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）IL-2Rおよび IL-4Rの細胞内領域

の Hrs 結合部位は４～５個の疎水性アミノ酸

クラスター（IL-2R：FFFHL； IL-4R：

LFLDLL）であり、この４～５個の疎水性ア

ミノ酸を他のアミノ酸に置換すると、Hrs は

結合できず、小胞輸送が妨げられた。また、

上述の様にシグナルの増強が観察された。こ

の部位のわずかのアミノ酸変異も、ヒトの免

疫系に少なくない影響を与える可能性があ

る。そこでアトピー等アレルギー疾患につい

て、この疎水性クラスター変異の有無を、患

者末梢血を用いて探索する。 

IL-4Rからのシグナルがアレルギー反応

に関わっていることは、ノックアウトマウス

をはじめ種々の研究より明らかであるが、受

容体の変異とアレルギー増悪との関連は判

っていない。従来の疾患と遺伝子座間の網羅

的解析は単一アミノ酸変異に依存するもの

には有効であるが、本研究のような、１つの

機能に複数のアミノ酸が関わる条件下では

絞り込みが困難である。IL-4Rでは５７６番

目のグルタミンがアルギニンに置換してい

る例で、喘息と有意な関連が認められている。

ただし、これは変異ではなく、遺伝子多型で

ある。他の部位の遺伝子多型で、アトピーと

の関連が示唆されているのは C431R があり、

また喘息とアトピーに関連する E400A など

が報告されている。一方、今回の疎水性アミ

ノ酸クラスター（４１０－４１５）について

の報告はない。この部位の変異が５つの疎水

性アミノ酸全てに入ることはほとんど無い

と考えられることから、ヒトの変異が存在す

るとすれば、それは１つか、もしくは２つが

妥当と思われる。このようなバックグランド

を踏まえつつ、アトピー等アレルギー疾患の

末梢血を用いて、IL-4R疎水性アミノ酸クラ

スターの変異をスクリーニングする。アレル

ギー疾患としてはアトピーと喘息を取り上

げる。

（２）IL-2R及び IL-4Rの疎水性アミノ

酸クラスターについて、クラスターを含む

種々の変異体を作製して IL-2Rの細胞内領

域につなぎ、「小胞輸送シグナル」として機

能するための条件を探る。即ち、疎水性アミ

ノ酸クラスターの機能を補完する領域とそ

の特性を明らかにする。
 
 



４．研究成果 

（１）アミノ酸クラスターは小胞輸送シグナ

ルとして働く 

小胞輸送に関わるアミノ酸の１次配列は

「小胞輸送シグナル」と呼ばれる。一方、

IL-2R及び IL-4Rの細胞内領域のアミノ酸

クラスター領域を recycle endosome に輸送さ

れる IL-2Rの細胞内領域C末端に連結して、

その細胞内輸送を観察すると、IL-2Rのキメ

ラ受容体はリソソームに輸送されず、野生型

の IL-2Rと同様に recycle endosomeへ輸送さ

れた。このことはアミノ酸クラスターのみで

は「小胞輸送シグナル」として不足であり、

さらにアミノ酸クラスターを捕捉する領域

か、もしくはアミノ酸クラスターを補完する

特性がまだ同定されていないことを示唆す

る。そこで図１に示すように、IL-2Rの細胞

内領域の種々の変異体を作製して IL-2R C

末端に連結した。アミノ酸クラスター単独で

はリソソームに輸送されないが、IL-2Rのど

の領域を用いてもリソソーム輸送が観察さ

れた。無論、アミノ酸クラスター領域の欠失

した変異体は全くリソソーム輸送されない。

以上のことは、アミノ酸クラスター領域の下

流にある程度の長さのアミノ酸鎖があれば

必要十分であることを示唆する。 



そこで IL-2R及び IL-4Rの疎水性アミノ

酸クラスター領域に受容体とは全く異なる

green fluorescence protein である EGFP 中

のアミノ酸を３０残基連結した（図２）。 

 

無論、EGFP の３０アミノ酸のみを連結した

IL-2Rはリソソーム輸送されなかったが、

IL-2R及び IL-4Rの疎水性アミノ酸クラス

ター領域に EGFP の３０アミノ酸連結した 

IL-2Rキメラ受容体はリソソーム輸送され

た。このことは疎水性アミノ酸クラスターが

有効に働くためには、C 末端に３０アミノ酸

程度の長さがあれば十分であることを示し

ている。即ち、疎水性アミノ酸クラスターの

立体構造の安定化に寄与していると考えら

れる。以上より、疎水性アミノ酸クラスター

は小胞輸送シグナルであると結論づけられ

る。 

（２）アレルギー患者における IL-4 受容体

鎖の遺伝子多型 

55 人のアトピーおよび喘息のある小児の末

血より DNA を抽出し、IL-4Rαの細胞内領域

の解析を行った。5人において疎水性アミノ

酸クラスター、IL-4Rα（LFLDLL）の N 末方

向から 5 番目のロイシン（L）に G/T 変異を

見出したが、残念ながらこれは CTG/CTT 

(Leu/Leu)でアミノ酸の変わらないサイレン

ス変異であった。これまで IL-4Rα遺伝子座

の網羅的な解析から、喘息と５７６番目のグ

ルタミンがアルギニンに置換する遺伝子多

型（Q576R）との関連が報告されている。我々

の解析では55人中11名の同遺伝子多型を見

出した。その他の報告のある遺伝子座として

は喘息とアトピーに関わると考えられてい

る E400A 並びにアトピーとの関連が報告さ

れている C431R があり、前者は 7名、後者は

6名を見出した。一方、これまで報告のない

遺伝子座を２つ同定した。１つは G から A

の変異で TCG/TCA (Ser/Ser)となりサイレン



ス変異であった。もう１つは Aから Gの変異

で AGC/GGC (Ser/Gly)となるが 1 名のみで、

その意義付けはこれからの課題である。 

本研究では、先ず IL-2 受容体β鎖ならびに

IL-4 受容体α鎖の疎水性アミノ酸クラスタ

ー「FFFHL」ならびに「LFLDLL」が「小胞輸

送シグナル」として機能していることを明ら

かにした。当初、このアミノ酸クラスターは

リソソーム輸送に必須であるが、それのみで

は機能しないことから、その補完機能に関す

る新たな領域があると仮定した。しかしなが

ら補完に働く特異的な領域はなく、疎水性ア

ミノ酸クラスターがその立体構造を安定的

に保つために、C末端に余分なアミノ酸残基

が存在すれば十分であることが示された。本

解析は、次の課題である遺伝子多型を評価す

るための基礎を為すものである。これまで明

らかにされているアレルギー等疾患に関わ

るとされている遺伝子多型はオッズ比にす

ると２前後となる。即ち、コントロール群で

ある健常人と比較して２倍アレルギーにな

り易いことを意味する。これはいわゆる人口

の数十％が保有する common SNP の遺伝子多

型の解析結果であるから、当然と言える。こ

の２倍程度の差は環境要因に大きく影響を

受け、ある環境状態では差がないとする結果

も容易に出てくるわけである。従って、遺伝

子多型が本質的であるかどうかは、機能との

結びつきが最も有効な評価であると考えら

れる。そのような視点から本研究は解析が為

されている。 

アレルギーと IL-4 受容体α鎖の遺伝子多型

については、Q576R ならびに I50V がしばしば

議論されている。それはこの２つの多型に関

して、人種や地域でアレルギーとの関連に有

為差が出たり、出なかったりするケースが背

景にある。一方、I50V については分子メカニ

ズムの次のような解析がなされている。IL-4

受容体α鎖の下流に転写因子、STAT6 があり、

細胞への IL-4 刺激により細胞内の STAT6 が

チロシンリン酸化を受ける。そこで I50 を持

つ IL-4 受容体α鎖と V50を持つ IL-4 受容体

α鎖をそれぞれ細胞に発現させて、STAT6 の

リン酸化の比較を行ったところ、V50 の多型

を持つ受容体を発現した細胞では、STAT6 の

リン酸化の持続が見られた。従って、V50 の

多型が IL-4 のシグナル増強に関わると考え

られるが、患者のアレルギー症状の発現には

V50 に加えて、さらなる要因が影響すること

を示唆している。いわゆる人口の数十％を占

める common SNP は無論、その多型のみで疾

患を引き起こすのではなく、いくつもの関連

する遺伝子の多型が積み重なって、罹患リス

クを上昇していると考えられているので、関

連する多型のリストが揃わないと疾患メカ

ニズムに迫ることが困難と理解されている。

本研究では、２つの新たな多型を見出したが、

この多型の受容体機能に与える分子メカニ

ズム等の解析が今後の課題である。 
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