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           研究成果 

 

緒言 

 

Ｇ蛋白質共役受容体を介する情報伝達系では受容体をリガンドで連続刺激の後、速

やかにその機能が減弱する、いわゆる脱感作が観察される。我々は、リガンド刺激

後観察される脱感作（耐性発現）現象を解明するため、Ｇ蛋白質共役受容体である

エンドセリン B 受容体を発現した培養細胞において、受容体のリン酸化と脱感作

との関連を検討してきた。その結果、本受容体の脱感作が受容体キナーゼ（GRK）

によるリン酸化と密接な関連を持つことが明らかになったが、リン酸化だけでは説

明できず、他の情報伝達系を調節する因子の関与が考えられた。最近発見された 3

量体Ｇ蛋白質を調節するＧ蛋白質シグナル調節蛋白質（ＲＧＳ）は、活性型Ｇ蛋白

質のＧＴＰの加水分解を促進してＧ蛋白質を不活性化し、最終的には受容体機能を

低下（脱感作）させるものである。現在まで 20種以上のＲＧＳが報告され、Ｇ蛋

白質共役受容体情報の新しい調節因子として報告され始めている。そこで本研究で

はＧ蛋白質共役７回膜貫通型受容体の脱感作（耐性発現）におけるＧ蛋白質シグナ

ル調節蛋白質(ＲＧＳ)の関与を、エンドセリン受容体で検討し、それら受容体の脱

感作（耐性発現）機構を解明することとした。 

 

方法 

 

（1） 蛋白質シグナル調節蛋白質（ＲＧＳ）及び受容体発現vectorの調製； 

 ラットＲＧＳ(4、5)をコードする cDNAを調整、そのまま又は c-mycや Hisタ

グを結合させたのち、発現 vector に組み込み、培養細胞（HEK293）に一過性に

発現させた。発現効率の検討は、c ｰ myc 抗体によるウエスタンブロﾂテングで行

った。またＨis タグつき蛋白質は大腸菌より調製後ＨＰＬＣで精製した。さらに、

Ｇ蛋白質共役受容体キナーゼ（GRK2〜6）とエンドセリン受容体の発現 vectorお

よびＲＧＳのＮ末欠損体やセリン残基やシステイン残基を変えた mutantＲＧＳ、

ＲＧＳdomainも調製した。 

（2）Ｇ蛋白質シグナル調節蛋白質（ＲＧＳ）の特異的抗体の作製

 精製ＲＧＳ５をウサギに免疫して特異的抗体を作製しウエスタンブロﾂテン 

グおよび免疫組織化学によるＲＧＳの細胞内分布の検討並びに、免疫沈降によるＧ

蛋白質/ＲＧＳ複合体の検出と定量化を行った。 

（3） ＲＧＳ発現組織におけるＲＧＳ蛋白の細胞内分布の検討   

 ＲＧＳ5/４及びＧＲＫのＲＧＳdomainを発現した細胞をホモジナイズ後、膜お
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よび可溶性成分を分離調整し、それぞれの抗体または抗 myc 抗体を用いるウエス

タンブロﾂテングにてＲＧＳの細胞内分布を検討した。 

（4）細胞内Ｃａ2+濃度に対するＲＧＳの効果の検討 

 エンドセリン/アンジオテンシン受容体を発現している細胞（HEK293）にＲＧ

Ｓを発現後、細胞に Fura を負荷し、リガンド刺激で生ずる Ca2+量を測定するこ

とで、リガンド刺激後生ずる細胞内Ｃa2+上昇に対するＲＧＳ4/5/およびＧＧＲの

ＲＧＳdomainの効果を観察した。 

（5） 蛋白質との結合 

 HisタグつきＲＧＳ蛋白を HEK膜とインキュベート後コール酸で可溶化した。

Ｎi-NTA agaroseを用いてＲＧＳ吸着、SDS/PAGE、transfer後、Ｇ蛋白質αサ

ブユニットの抗体を用いるウエスタンブロﾂテングにてＲＧＳに結合するＧ蛋白質

αサブユニットを同定した。 

（6） GAP活性測定 

 精製 Gi3 蛋白質を 32P-GTP でラベル後ＲＧＳを加えて、遊離する３２Ｐを測

定してＧＡＰ活性を検討した。 

（7） ＲＧＳ５蛋白質のリン酸化 

 ＲＧＳ５蛋白質を 32Ｐ−ATPの存在下、HEK細胞の膜及び可溶性分画とインキ

ュべート後、SDS/PAGEでリン酸化蛋白質を分離、リン酸化量を定量した。また

HEK 細胞に発現後 32Ｐリン酸でラベル後抗ＲＧＳ抗体で免疫沈降、SDS/PAGE

してリン酸化ＲＧＳ５を同定した。 

 

結果 

 

1. ＲＧＳ蛋白質の細胞内分布 

 ＲＧＳ４、ＲＧＳ５およびＮ末にＲＧＳdomain をもつ受容体キナーゼ（ＧＲＫ）

と、それぞれのＮ末欠損型ｃＤＮＡを HEK 細胞に発現し、その細胞内分布を

それぞれに対する抗体を用いて解析したところ、ＲＧＳ５野生型はその 60％

が膜画分に分布するのに対して、Ｎ末欠損型ＲＧＳ５はほぼ全量が可溶性画分

に分布した。ＲＧＳ４は野生型、Ｎ末欠損型とも膜画分と可溶性画分両方に分

布した。 

2. ＲＧＳ蛋白質とＧ蛋白質αサブユニットの結合 

 His-タグ付精製ＲＧＳ4/５蛋白は野生型およびＮ末欠損型蛋白とも GDP/AlF-

の存在下、Ｇi3α, ＧoαおよびＧqα サブユニットと結合した。  Ｇsαサブ

ユニットとは結合しなかった。ＧＲＫのＮ末はＧqαサブユニットと結合する

事が観察された。 
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3. ＲＧＳ蛋白質のＧＡＰ活性 

ＲＧＳ４およびＲＧＳ５は、Ｎ末欠損体ともＧi3α-サブユニットに対して同等

のＧＡＰ活性を示したが、ＧＲＫはＧi3α-サブユニットに対してのＧＡＰ活性

を示さなかった。 

4. 細胞内Ca2+の移動量に対するＲＧＳの効果 

ＲＧＳ４、ＲＧＳ５、およびそれぞれのＮ末欠損体を HEK 細胞に発現させ、ア

ンジオテンシン及びエンドセリン刺激で起きる細胞内 Ca2+の移動量の変化を

検討した結果、細胞内 Ca2+の移動量は、ＲＧＳの発現により容量依存的に抑制

されることが観察された。Ｎ末欠損体ＲＧＳ４では野生型に比べて抑制活性が

弱いが、Ｎ末欠損型ＲＧＳ５は膜結合が見られないにも関わらず高い抑制活性

を示した。ＧＲＫＮ末でも細胞内 Ca2+の移動量が減少した。 

5. ＲＧＳ５蛋白質のリン酸化 

ＲＧＳ５蛋白質は HEK 細胞内でリン酸化された。また精製ＲＧＳ５は HEK 細胞

成分によりリン酸化を受けた。そしてＲＧＳ５のリン酸化によりＲＧＳのＧＡＰ

活性、Ｇ蛋白質結合能が減弱することが観察された。 

 

考察 

 

本研究で、ＲＧＳ4、ＲＧＳ5，およびＲＧＳdomain をＮ末に持つＧＲＫはエンド

セリン受容体のリガンド刺激によって引き起こされる細胞内 Ca2+濃度の上昇を抑

えることが示された。精製ＲＧＳ蛋白質をもちいてのＧ蛋白質との結合実験や GA

Ｐ活性測定結果から、その機構としてＲＧＳ４，５はそれら蛋白がＧ蛋白質αサブ

ユニットと結合してＧ蛋白質のＧＴＰase を促進する、すなわち  ＧＡＰ活性を

介して働いていることが示唆された。ＧＲＫにおいてはＧｑ蛋白質との結合は見ら

れるものの, ＧＡＰ活性がみられないことから、Ｇｑ蛋白質との結合を介してそ

の機能を阻害している可能性が高い。またＲＧＳ５はリン酸化され、そのＧ蛋白質

調節作用が修飾されることが観察された。 

  

結語 

 

エンドセリン/アンジオテンシン受容体におけるＧ蛋白質情報伝達系がＲＧＳ4、Ｒ

ＧＳ５およびＧＲＫＮ末により負に調節されていることが示され、ＲＧＳが脱感作

（耐性）における新しい調節機構として働いていることが推察された。 
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