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研究成果の概要（和文）：IL-2受容体β鎖、IL-4受容体α鎖がユビキチン非依存性に小胞輸送され、またその輸送の分
子機序としてユビキチン依存性小胞輸送に関わるHrsが受容体の細胞内領域の疎水性アミノ酸クラスターに結合して小
胞輸送を司っていることを報告してきた。本研究では疎水性アミノ酸クラスターが小胞輸送シグナルとして機能するこ
とを明らかにすると共に、Hrsによる小胞輸送の新たな制御機構を提案した。

研究成果の概要（英文）：We had reported that ubiquitin-independent endosomal sorting mechanism of 
interleukin-2 receptor β (IL-2Rβ) and interleukin-4 receptor α (IL-4Rα）. Hrs, which is also involved 
in an ubiquitin-dependent endosomal sorting, binds the hydrophobic amino acids clusters of the receptors 
and sorts the receptors into endosomes. Here, we elucidated that the hydrophobic amino acids clusters act 
as endosomal sorting signal and suggest Hrs controls endosomal sorting by novel manner.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 小胞輸送
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
免疫系や神経系では、細胞内の高度に分化

した区画を維持しながら、かつ綿密にその区

画間の連絡を行っている。この困難な機能が

破綻無く働いている背景に、この機能を支え

ている小胞輸送の存在がある。細胞膜タンパ

ク質のリソソームへの小胞輸送は、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分子レベルで解明す

ることを試みた。我々はこれまで IL-2 受容体

鎖（IL-2R）、IL-4 受容体鎖（IL-4R）が

ユビキチン非依存性小胞輸送されること、ま

たその輸送の分子機序を初めて明らかにし

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、新たに見出された。 

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）。 
 
２．研究の目的 
細胞膜受容体のリソソームへの小胞輸送は、

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と、我々が見出し

たユビキチン非依存性の小胞輸送の 2 つのル

ートがある。我々は IL-2 受容体鎖（IL-2R）、

IL-4 受容体鎖（IL-4R）がユビキチン非依

存性に小胞輸送されること、またその輸送の

分子的基盤を明らかにした。本研究では、こ

のユニークな小胞輸送ルートを辿るサイト

カイン受容体の小胞輸送の分子機構を明ら

かにすると共に、小胞輸送がアトピー等免疫

疾患へ関与するかどうかを検討する。 

 

① Hrs は IL-2Rおよび IL-4Rの細胞内領

域の疎水性アミノ酸クラスターに会合し

て、受容体を小胞輸送へと導く一方、Hrs

は STAMと通常会合してヘテロ２量体と

して存在している。この場合、STAM は

Hrs の機能を補助するとこれまで報告さ

れてきた。即ち、STAM は Hrs の補助分

子という位置づけである。しかし、この

補助分子という位置づけは、Hrs がユビ

キチン依存性に小胞輸送に関わるときの

評価であり、本研究で明らかにしたユビ

キチン非依存性の小胞輸送に関わるかは

明らかでない。そこでユビキチン非依存

性の小胞輸送における Hrs の機能を

STAM との２量体で再度評価することを



試みる。 

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 疎水性アミノ酸クラスター（IL-2R：

FFFHL； IL-4R：LFLDLL）はこれまで

述べてきたように、小胞輸送に必須の領

域である。従って、この領域のアミノ酸

のわずかな変異も免疫系に少なくない影

響を与えると予想される。そこで疎水性

クラスター領域を中心に、アトピー疾患

患者末血リンパ球を用いて遺伝子多型を

探索する。上記で述べたように、疎水性

クラスター領域以外の領域も小胞輸送に

影響を与えることが分かっているので、

受容体の細胞内領域全体の遺伝子多型を

探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）Hrs を欠失した細胞は細胞内に空胞が

形成される。同様に Hrs を細胞に過剰に発現

させても空胞形成が認められる。しかし、こ

のメカニズムは分かっていない。このような

空胞形成時に Hrs/STAM２量体がどのよう

な状態かは分かっていない。一方、Hrs は細

胞質存在下では Hrs/STAM２量体を形成し

ていることは既に分かっているが、細胞膜上

ではオリゴマーを形成しているとの報告も

ある。Hrs/STAM２量体の細胞膜上の動態は

小胞輸送の要と考えられるが、その詳細はほ

とんど解析されていない。従って、Hrs と

STAM の量比が小胞輸送に深く関与すると

考えられ、その検討を行う。 

（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。

（３）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。
 

４．研究成果 

（１）STAM は Hrs を小胞膜上より乖離させる 

 Hrs の過剰発現は細胞内に空胞を形成する。

この空胞はHrsの単体で形成されていると推

論されるが、ここに STAM を過剰発現させる

と空胞が消失した。また、この時 Hrs と STAM

は細胞質に拡散していた。このことは STAM

により細胞膜上の Hrs が乖離して、異常空胞

が解消された可能性を示唆する。次に Hrs 欠

失細胞を用いて実験を行った。Hrs 欠失細胞

もまた、細胞内に空胞が形成される。Hrs 欠

失細胞を固定して、細胞膜をジキトニン処理

すると小孔が形成される。ここに大腸菌で作

製し、蛍光色素で標識したリコンビナント

Hrs を添加すると、空胞膜上に Hrs が集積す

る様子が見られた。さらにリコンビナント

STAM を加えて経時変化を見た。すると STAM

添加後時間経過と共に蛍光Hrsが空胞より消

失した。この結果は STAM が細胞膜より Hrs

を遊離させたことを強く示唆する。即ち、

STAMがHrsを小胞膜から遊離させることによ

り小胞輸送が正常に行われ、Hrs が小胞膜上

に留まると、小胞輸送が障害されて空胞が形

成されることを示唆している。そして Hrs 欠

失細胞の空胞形成は小胞輸送に重要なHrsが

欠失しているために小胞輸送が妨げられて、

生じていると考えられる。 

（２）小胞輸送シグナルとしての疎水性アミ

ノ酸クラスター 

サイトカイン受容体が初期エンドソーム

から後期エンドソームへと小胞輸送される

過程において、受容体中の短いアミノ酸配列

が小胞輸送のためのドメインとなっている。

こ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 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。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）IL-4 受容体鎖とアレルギー 

IL-4 と IL-13 はアトピー発症に深く関連す

る IgE 産生を促進する。両サイトカインは同

じ受容体に結合する。即ち、IL-4 受容体α

鎖（IL-4Rα）と IL-13 受容体α鎖は２つ一

組で同一の受容体を構成している。このよう

なバックグランドから、IL-4Rαのアトピー

発症への関与がこれまで解析されてきた。

IL-4Rαの遺伝子多型は１６個同定されてお

り、その内８個がアミノ酸置換を伴う。喘息

と関連が指摘されている遺伝子多型として

I50V、I75V、E375A、S411L、R511Q および Q576

などがあり、アトピー性皮膚炎と関連が指摘

されているものとして I50V などが報告され

ている。我々は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

を行ったところ、疎水性アミノ酸クラスター

（LFLDLL）の N末方向から 5番目のロイシン

（L）に G/T 置換を見出し、その結果 CTG/CTT 

(Leu/Leu)となり、アミノ酸の変わらないサ

イレンス変異であることが分かった。前述の

喘息に関わると示唆されている５７６番目

のグルタミンがアルギニンに置換する

Q576R は、55 人中 11 名に見出された。一方、

これまで報告のない遺伝子多型として、

TCG/TCA があるが、Ser/Ser となるサイレン

ス変異であった。もう１つは AGC/GGC で

Ser/Gly となるが 1名のみで、機能に及ぼす

影響はこれからの課題である。 

 

5.考察 

１）本研究では IL-2 受容体β鎖と IL-4 受

容体α鎖について、ユビキチン非依存性の小

胞輸送の機序を解析する過程で「小胞輸送シ

グナル」として疎水性アミノ酸クラスター

「FFFHL」ならびに「LFLDLL」を見出し、「小

胞輸送シグナル」として機能することを証明

した。当初、このアミノ酸クラスターをリサ

イクルされるタイプの受容体に挿入して、そ

の機能を検討したが、リソソームへの小胞輸

送が起こらないことから、疎水性アミノ酸ク

ラスターを補助する新たな領域があると仮

定した。しかしその後の解析により、補助に

働く特異的な領域はなく、疎水性アミノ酸ク

ラスター「FFFHL」ならびに「LFLDLL」に引

き続いて十数アミノ酸残基があれば、「小胞

輸送シグナル」として働くことが分かった。

このことは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機能

することを意味している。これらの解析は、

サイトカイン受容体とアレルギー等疾患と

の関わりを解析するための基盤研究となり、

引き続きアレルギーとサイトカイン受容体

の遺伝子多型との関連解析を行った。アレル

ギーの遺伝的素因を解析するために行われ

たゲノムワイド解析は、複数の遺伝子座にお

いて遺伝子多型（SNP）を抽出した。ただし、

これらの遺伝子多型は人口の数十％を占め

る、いわゆる common SNP である。これら

common SNPはどのゲノムワイド解析でも同様

にオッズ比にすると２前後である。分かり易

く喩えると、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という

値である。２倍程度のオッズ比ではその他の

要因、即ち、人種や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

も容易に出てくる事態が生じる。従って、疾

患との関連が見出された遺伝子多型が本質

的であるかどうかは、機能との結びつきが最



も有効な情報であると考えられ、そのような

視点から本研究は解析が行われている。 

 ２）IL-4 はイムノグロブリンのクラススイ

ッチに働き、特に IgG1 から IgE へのクラス

スイッチが良く知られていている。IgE は即

時型アレルギーに深く関連すると考えられ

ており、喘息、アトピー性皮膚炎の重要なマ

ーカーである。マウスに IL-4 を過剰に発現

させると、IgE の上昇と喘息様症状が現れる。

IL-4の受容体はIL-4受容体α鎖とIL-2受容

体γ鎖、もしくは IL-4 受容体α鎖と IL-13

受容体α鎖で構成されている。従って、IL-4

受容体α鎖もアレルギーとの関連が示唆さ

れ、ヒト喘息における抗 IL-4 受容体α鎖抗

体の投与が試みられている。一方、アレルギ

ーと IL-4 受容体α鎖の遺伝子多型について

は、一定した結果が得られていない。これま

で述べてきたように、大規模なゲノムワイド

解析におけるオッズ比は２程度であり、人種

や地域環境の影響が無視できないところに

原因があるように思われる。人口の数十％を

占める common SNP は、１つの多型のみで疾

患を引き起こすのではなく、複数の関連する

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、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

とが困難と思われる。本研究では、２つの新

たな多型を見出した。今後、この多型と受容

体機能との関連解析が必要だろう。 
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