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論 文 内 容 要 旨

細胞膜上 に存在す るGタ ンパ ク質共役型受容体(GPCR)は 細胞外 の情報 を受 け取 り,そ の受容体に特

異的な三量体Gタ ンパ ク質 を活性化 し細胞 内にシグナルを伝 達す る。現在,使 用 され てい る医療用 医薬

品の約半数がGPCRを ター ゲ ッ トと してお り,GPCRの 制御機 構 を解 明す るこ とは治療薬 の新 たな標的

分子 を見出す だ けで はな く,既 存 医薬 品の作用機序 の さらな る理解や副作用 の発 症機構 の理解及 び軽減

に繋が る、最近 の研究 に よ り,GPCRを 介す るシグナル伝 達 は必ず しもこれ まで考 え られ てきた単純 な

経路 ではな く,様 々な 因子 によって複雑 な制御 を受 けることが明 らかになってきた。そ の調 節因子 の一

つ に,regulatorofGproteinsignaling(RGS)やGPCR細 胞 内結 合 タ ンパ ク質が知 られ てい る。RGSは,

GTPaseactivatingprotein(GAP)と しての活性 を持 ち,活 性状態 のGタ ンパ ク質(GTP結 合型)を 速や か

に不活性型 のGDP結 合型へ変 換 させ る抑制調 節 を担 ってい る。 また,GPCR細 胞 内領域 結合 タ ンパ ク

質はGPCRの リン酸化 や細胞 内局在 変化 を引 き起 こし,GPCRシ グナル を調節す るこ とが報告 され てい

る。 しか し,作 用機序 が明 らかに され た調 節因子 はご く一部 で あ り,多 くの因子 がそ の機 能 につい て

は十 分に解 明 されてい ない。本研究 はGPCRの 調節機構 の うち,RGS9-1anchoringprotein(RgAP)に よ

るRGS9-1活 性 制御機構 お よび新 規thromboxaneA2受 容体(TP)結 合 タ ンパ ク質TPinteractingprotein

(TPIP)に よるTPシ グナル制御機構iの解明 を行った。

RGS9-1anchorinrotein(RgAP)に よ るRGS9-1のGi.'o特 異 的GAP活 性 制 御 機 構 及 び 結 合 部 位 の 解 明

RGSは ほ乳類 にお いて現在 まで に30種 類以上 の アイ ソ フォ ー ムが報 告 され てお り,そ の構造,機

能 の特徴 な どか ら6つ のサ ブフ ァ ミリー に分類 され てい る。そ の 中の一 つ,R7サ ブ フ ァ ミリー に属 す

るRGS(R7-RGS)と し て はRGS6,

RGS7,RGS9-1,RGS9-2,RGSllが

知 ら れ て お り,共 通 の 構 造 と し て,

RGSド メ イ ン,GGLド メ イ ン,DEP

ド メ イ ン を 持 っ て い る(Fig,D。 こ

れ ら は 常 に 三 量 体Gタ ン パ ク 質 の β

サ ブ ユ ニ ッ ト5(Gβ5)と ダ イ マ ー を

形 成 し て 存 在 し,G
i/O

RGS6闇 鹽璽 幽 当趣]■ 咽匯 黝一
RGS7網 鹽 醗 蓼■■ ■ ■[GGL]■国国国■■■

RGS9-1■ 圜SW圏 驂

RGS9-2鬮 鹽 鹽1圏 ■■■匸一 圏 ■■

RGS11■ 嚠 睡mo■

Fig.1R7・RGSサ ブ ファミリー

ファ ミリー のシ グナル調節 に関わ る と考 え られ ている。 またR7-RGSサ ブ フ ァミ

リー は網膜 や 中枢神 経系 に多 く発 現 してい るこ とが報 告 され てい る。近年,R7-RGSに 属 す るRGS9-1

のGAP活 姓 を促進 す るタ ンパ ク質 としてRGS9-lanchoringProtein(RgAP)が ウシの網膜 か ら同定 され

たが,そ の作用 メカニ ズムについて は十 分に解 明 されてい ない。そ こで本研 究で は,RGS9-1に 対す る

RgAPの 役割 を明 らかにす るこ とを試みた。

R.GS9-1のGAP活 性 に対す るRgAPの 促進作用 は,inviti'oに おける膜再構築系 での報告 は され てい る

が細胞 レベル での報 告は され ていない。そ こで,NG108-15細 胞 にRGS9-1,R.9APを 一過性 に発現せ,
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ア ドレナ リン α,受容体 アゴニ ス トであ るUK14304で 刺激 した ときに生 じるextrace11ularsigna1-regulated

kinase1/2(ERKI/2)の リン酸化反応 をG, 。シグナルの指標 とし,こ れ に対す るRGS9-1,RgAPの 影響 を

検討 した。RGS9-1を 単独発現 させ た細胞で はUK14304刺 激 によ るERK1/2リ ン酸化 に変化 はみ られ な

か ったが,RGS9-1,及 びRgAPを 共発現 させた細胞では顕著なERK1/2リ ン酸化 の抑 制が引き起 こされた。

した がって,細 胞 レベル において もRgAPがRGS9-1のGAP活 性 を促進 し,G.。 シ グナル の活性 を抑 制

す るこ とが示唆 され た。

RgAPに よるGAP活 性促進作用 のメカニズム を検 討す るために脂質 ラフ トへの局在 に焦点 をあてて検

討を行った。脂質 ラフ トとは,コ レステ ロール,ス フィンゴ脂 質 に富む細胞膜 マイ クロ ドメイ ンであ り,

近年 様 々な シグナル分 子の集 結が報告 され てい るこ とか ら,シ グナル伝達 の場 として重要 である と考 え

られ てい る。 シ ョ糖密 度勾配遠心法 によ りCOS7細 胞 か ら脂質 ラフ ト画分 の単離 を行 い,そ の画分 に含

まれ るタ ンパ ク質 を解 析 した。R7-RGSの ター ゲ ッ トであるGαil。は脂質 ラフ トに局在 していた。 更に,

RGS9-1,及 びRgAPを 過剰発現 し脂 質 ラフ トへの局在 を検討 した ところ,RGS9-1は 単独 で脂質 ラフ ト

画分 に集積 しないが,RgAPと 共発現す る こ とによって脂 質 ラフ ト画分へ の集積 が観 察 され た。 この こ

とか ら,RGS9-1はRgAPを 介 して脂質 ラフ トに局在す るこ とが示唆 された。

RgAPに 対す るRGS9-1の 結 合部位 を検討 す るため,RGS9-1欠 損変 異体 の発 現ベ クター を作製 し,

RgAPと の共免 疫沈 降法 を行 った。従来,RGS9-1のRgAPと の結合 にはDEPド メイ ンが重要 である と

考 え られて きたが,こ の結合 にはDEPド メイ ンのみ ではな く,DEPド メイ ン,及 び介在 配列両方 の関

与が示 唆 され た。 一方,各R7-RGSの ア ミノ酸配 列の相 同性解 析 の結果,DEPド メイ ンか らRGSド メ

イ ンに至るまで全般的 に良 く保 存 されて い るが,こ の 中でRGS6お よびRGS7に は介在 配列 の部分 に さ

らに二十 数個の ア ミノ酸 が挿 入 され てい るこ とが明 らか になった。 この ことか ら,RGS9-1以 外 のR7-

RGSとRgAPと の結 合性 について も検 討す るこ とに よ り,RGS9-1とRgAPと の結 合領域 につい てよ り

詳細 な情報 を得 るこ とを試 みた。そ の結 果,RGS9-2,RGSIIはRgAPと 結 合 し,RGS6,RGS7は 結合

しなか った ことか ら,結 合に対す る介在 配列 の関与 が示唆 され た。RgAPは 網膜 のみな らず 中枢神経系

において も発 現 してい ることが報 告 され てい るこ とか ら,RGS9-2,RGSI1はRGS9-1同 様,RgAPに よ

ってGAP活 性 が制御 され ているこ とが考 え られ る。

本研究 によ り,RgAPはRGS9-1を 脂質 ラフ トに局在 させ る ことが示唆 され た。 これ に よ り,RGS9-1

はGαL,。と会合す る確立が高 ま りGAP活 性 が促進 され る と思われ る。また,RgAPとRGS9-1と の結 合には,

RGS9-1のDEPド メイ ンと介在配列 の両方が必要 であるこ と,さ らにRGS9-2とRGS11もRgAPと 結合

す るこ とが示唆 され た。

TXA三 受 容 体(TP>新 規 会 合 タ ンパ ク 質TPinteractinrotein(TPIP)の 機 能 解 析

トロンボキサ ンA2(TXA,)は 強力 な血 小板 凝集作用 お よび血管平 滑筋収縮作用 を示す ア ラキ ドン酸

代謝物で,血 栓形成 に伴 う末梢循環障害 の発症 に深 く関わってい る。TXA、 はGPCRの 一つで あるTXA、

受容体(TP)を 介 して作用 を発…現す る。TPは 主 に三量 体Gタ ンパ ク質 の中で もGty1、と連 関 してホスホ
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リパーゼCを 活性化 させ,細 胞 内Ca2+濃 度 の上昇や,プ ロテ イ ンキナ ーゼC(PKC)の 活性化 を引 き起

こす こ とが知 られ てい る。 さ らにTPは,Gn,G13,Gi,G,及 びG、 とも連 関 して,様 々なシグナル伝 達

を活性 化 させ る。近年GPCRのC末 端には様 』々な細胞 内タンパ ク質 が結合す るこ とが報告 されてい る。

これ らの 中には,GPCRの 局在 を決定す る作用や,シ グナル 分子 の足場 タンパ ク質 としての作用 を持つ

もの が存在 し,GPCR機 能 制御 を考 える上 で非常 に重 要で ある と考 え られてい る。 しか し,TPに 関 し

ては十分 に解析 が進 んでい ない。そ こでTPシ グナル伝達活性制 御 メカニズムを明 らかにす るた め,酵

母 ツーハ イブ リ ッ ド法 を用 いてTPの 細胞 内C末 端領 域 に結合す るタ ンパ ク質 を ヒ ト脳cDNAラ イブ

ラ リー の中か ら探索 した。その結果,TPに 結 合す る新規 タ ンパ ク質 としてKIAAIOO5を 見いだ し,TP

interactingprotein(TPIP)と 命名 した。 その構…造の特 徴 と して 中央 に二つのC2ド メイ ン とN末 端側 に5

つの コイル ドコイル ドメイ ンを保持 してい る(Fig.

2)。TPIPは2005年 に初 めて全長 が ク ロー ニ ング
1315residues　　 りむ　　　　　　　

謙 禦 齧 難 ∵ の野 蠶 腕ec。il。d-c。ild・m・in會C2d。m。in

結 合 タンパク質TPIPがTPの 機能 に与 える影響 をFig .2TPinteractingprotein{TPIP)の ドメイン構造

解 明す る ことを 目的 とし解析 を行 った。

TPIPとTPの 細胞内 にお ける結 合を確認す るため共免疫沈降 法を行 った ところ,TPIPはTPと 共 に共

沈 してきたこ とか ら,細 胞 内において も結合す るこ とが示 され た。 さ らにTPIPに 対す るTPの 結合部位

を検討す るため,GST標 識 したTPのC末 端部分変異体 を用いGST-pulidownassayを 行 った。その結果,

TPIPはTPα,TPβ のC末 端共通配列で ある313番 目か ら328番 目までのア ミノ酸に結合す る ことが示 さ

れた。生体 にお けるTPIPとTP発 現部位 を検討す るため,ヒ トの各組織 サ ンプル を用 いてRT-PCRを 行.

ったTPIPmRNAは 胸腺で比較 的強い発現 がみ られ た ものの,い ずれ の組織 に も普遍 的に発現 してい る

こ とが明 らかになった。一・方,TPmRNAはTPIPmRNAと 発現 が重 なる組織 も存在す る ものの,必 ず し

も相関 していな かった。

次 にTPを 介 したシグナル伝 達 にお けるTPIPの 生理 的意義 を検討 した。TPを 安定発現 させ たCHO細

胞 をTPア ゴニス トであるU46619で 刺激す るとERKI/2の リン酸化 が引き起 こされ る。 この反応 に対す

るTPIP過 剰発 現 の影響 を検討 した ところ,TPrP過 剰 発現 によ りERK1/2リ ン酸化 の抑制 がみ られ た。

また同様 の細胞 をU46619で 刺 激す る とホス ファチ ジルイ ノシ トール水 解反応の亢進 が引 き起 こ され る

が,TPIP過 剰発現 は この反応 に対 して も抑制作用 を示 した。一方,1321Nlヒ トアス トロサイ トー マ細

胞 は内因性 にTPを 発 現 してお り,U46619で 刺激す る とイ ンター一ロイ キン(IL)-6mRNA産 生 の亢進 が

引き起 こされ る。TPIPを 過剰発現 させ た1321Nlで はU46619刺 激に よ り惹起 され たIL-6mRNA産 生の

亢進 はTPIPの 発現量依存的に抑制 した。

TPIPに よるTPシ グナル抑制 メカ ニズム と して,細 胞表面TP発 現量,TPの リガ ン ドアフ ィニテ ィー

に対す るTPIP過 剰発現 の影 響 につ いて検討 を行った。TPを 安 定発現 させ たHEK293細 胞 にTPIPを ト

ランスフェクシ ョン後,TPア ンタゴニス トである 匚3H]SQ29548を 用いた細胞表面受容体結 合実験 を行い,
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細胞表面 におけるTP数 リガ ン ドアフ ィニテ ィー をScatchard解 析 に よ り算 出 した。そ の結果,解 離 定

数KdはTPIP過 剰発 現 に よ り変 化 しなか った。一 方,細 胞 表面[3H]SQ29548結 合部位BmaxはTPIP

過剰発現 によ り減少す るこ とが明 らかになった。 これ らの結果 か らTPIP過 剰発 現はTPの リガ ン ドに対

す るアフィニテ ィー は変 化 させず,細 胞表 面のTP発 現量 を減少 させ るこ とでシ グナル伝達 を抑制す る

ことが示唆 され た。

以上 の様 に新規TP結 合 タンパ ク質 と してTPinteractingprotein(TPIP)を 同定 し,こ の タンパ ク質 が

TPシ グナル を抑制す るこ とを明 らかに した。 さ らにその抑 制 メカニズムの一つ として,細 胞膜 上 のTP

量 を減少 させ る作用 を見出 した。

本研究 ではRgAP及 びTPIPに よるGPCR活 性 の調節作用 を初めて明 らかに した。GPCRシ グナル調節

タンパ ク質の作用 機序 を詳細 に解析す る ことは,GPCR活 性調 節の新 しい標 的 タンパ ク質 を見出す こと

にもな る。今後,GPCR調 節 タンパ ク質 に関す る研究 のさらな る進展 が期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨

最近,Gタ ンパ ク質 共役型 受容体(GPCR)を 介す るシ グナル伝達 は必ず しもこれ まで考 え られて きた

単純 な経路で はな く,様 々な因子 に よって複雑な制御 を受 ける ことが明 らかに され てい る。その調節 因

子 に,regulatorofGproteinsignaling(RGS)やGPCR細 胞 内結合 タンパ ク質 が知 られ てい る。本研 究 は

GPCRの 調節機構 の うち,RGS9-lanchoringprote量n(RgAP>に よるRGS9-1活 性制御機 構,お よび新規

thromboxaneA、 受容体(TP)結 合 タンパ ク質TPinteractingprotein(TPIP)に よるTPシ グナル制御機構 を

検討 した。

は じめに,NG108-15細 胞 にRGS9-1とR.9APを 一過 性に発現せ,ア ドレナ リン α2受容体刺 激 によ り

生 じるextracel】ularsignal--regulatedkinasel/2(ERK1/2)の リン酸化反 応 に対す るRGS9-1,RgAPの 影響

を検討 した。RGS9-1を 単独発現 させた細胞 ではERK1/2リ ン酸化 に変化 はみ られ なか ったが,RGS9-1,

及 びRgAPを 共発 現 させ た細胞 で は顕著 なERK1/2リ ン酸 化 の抑制 が 引き起 こされ た。 次 に,脂 質 ラ

フ トへ の局在 に焦点 をあてて検 討 を行 った結 果,RGS9-1は 単独 で は脂質 ラフ ト画分 に集 積 しな いが,

RgAPと 共発現す る ことに よって脂質 ラフ ト画分への集積が観察 され た。以上 よ り,RgAPはRGS9・-1を

脂質 ラフ トに局在 させ るこ とによ り,RGS9-1はG偽 。と会合す る確立 が高 ま りGAP活 性 が促進 され る

と思われ る。

トロンボキサ ンA.(TXA,)はTPを 介 して作用 を発 現す る。近年GPCRのC末 端 には様 々な細胞 内タ

ンパ ク質 が結 合す るこ とが報告 され てい るこ とか ら,酵 母 ツーハイ ブ リッ ド法 を用 いてTPの 細 胞 内C

末端領 域に結合す るタンパ ク質 をヒ ト脳cDNAラ イブラ リー の中か ら探索 した結果,TPに 結合す る新規

タンパ ク質 と してKIAA1005(TPIP)を 見いだ した。共免 疫沈降 法に よ りTPIPとTPは 細 胞内にお いて

も結合す る とともに,TPIPに 対す るTPの 結合部位 はTPα,TPβ のC末 端共通配列で ある313番 目か ら

328番 目までのア ミノ酸で あった。TPIPは 胸腺で比較的強 く,い ずれ の組織 に も普遍 的 に発現 してい た。

TPア ゴニス トであ るU46619に よるERKI/2の リン酸化,ボ スフ ァチ ジルイ ノシ トール水 解反 応 の亢進

やイ ンター ロイ キ ン ー6mRNA産 生の亢進 はTPIPの 過剰 発現 によ り抑制 された。 また,細 胞表面TP発

現量 はTPIP過 剰発現 に よ り減 少 した。 したが って,TPIPは 細胞 表面 のTP発 現量 を減少 させ る こ とで

TPを 介す るシ グナル伝達 を抑制す るこ とが示唆 され た。

以上 の ように本研 究はRgAP及 びTPIPに よるGPCR活 性 の調 節作用 を初 めて 明 らか に した価 値の高

いものであ る。

したが って,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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