
13特集　摂食受容体 MCHR1 におけるインターナリゼーション機構

1. G 蛋白質共役型受容体の活性化機構及びインターナリ

ゼーション機構

G 蛋白質共役型受容体（GPCR）は，哺乳類のゲノムにお

いて，最大の遺伝子ファミリーを形成している膜蛋白質であ

る．GPCR は 7 回の膜貫通 αへリックスで構成され，細胞外

にリガンド結合部位，細胞内に G 蛋白質結合部位を有する．

GPCR はヒトにおいて 791 種類存在し 1），光，匂い，神経伝

達物質，ホルモンなどの多様な生理活性物質がそれぞれ特異

的に結合する．GPCR にリガンドが結合すると GPCR の立

体構造が変化し，細胞内においてヘテロ 3 量体 G 蛋白質が

共役することで，G 蛋白質の αサブユニットにおいて GDP-

GTP 交換反応が促進される．GTP 結合型へ変換した αサブ

ユニットは 3 量体 G 蛋白質から分離し，効果器に作用する

ことで細胞内シグナル伝達を活性化する．遊離した βγ2 量体

サブユニットもイオンチャネルに作用する．G 蛋白質 αサブ

ユニットは Gs，Gi/o，Gq，G12/13 ファミリーに大きく分類され，

それぞれ下流の情報伝達系が異なる．今日，医療の現場で使

われている約 50％の薬物がこの GPCR に対するアゴニスト

（作用薬）やアンタゴニスト（拮抗薬）であり，これらは臨

床において有効な実績を持つことが示されている．

GPCR にリガンドが結合して細胞内シグナルを伝達した

後，この反応を収束する手段の 1 つとして受容体インターナ

リゼーションが挙げられる（図 1）．これは，細胞膜上から

細胞内へと受容体が移行し，脱感作を引き起こす現象であり，

GPCR 不活性化のメカニズムの鍵として注目されている．具

体的には，①細胞外において受容体にリガンドが結合すると，

②細胞内で 3 量体 G 蛋白質が共役する．③活性型 G 蛋白質

はセカンドメッセンジャーを介して，プロテインキナーゼ A

（PKA），プロテインキナーゼ C（PKC），G 蛋白質共役型受

容体キナーゼ（GRK）等の細胞内キナーゼを活性化し，こ

れにより受容体自身の Ser/Thr 残基がリン酸化される．④次

に，そのリン酸化部位を調節蛋白質 βアレスチンが認識・結

合することによって G 蛋白質との再会合を阻害し，細胞内

シグナルは減衰する．⑤ GPCR-βアレスチン複合体はアダプ

ター蛋白質 AP-2 を介して複数のクラスリンの重合から成る

格子構造のクラスリン被覆ピットと結合し，100–150 nm の

陥没構造を形成する．そして最終的に GTPase であるダイナ

ミンがネック部分にリクルートされることで膜が切断され，

GPCR は細胞内へ移行（インターナリゼーション）する．⑥

インターナライズした受容体はユビキチン化により分解，ま

たは脱リン酸化により再利用される．この①―⑥の過程は，

研究が進展しているいくつかの GPCR から導かれた典型例

である 2）．従って，すべての GPCR に対して適用できるとは

限らない．例えば，ある GPCR のインターナリゼーション

には βアレスチンやクラスリン以外の蛋白質が関与すること

が報告されている 3,4）．
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いる視床下部外側野ニューロンに高発現し，脳内の広範囲へ

と投射している 10）．MCH の示す多彩な生理作用の中で特に

注目を集めたのは摂食との関係であり，その脳室内投与は急

性，慢性共に摂食増加作用を持つ 11）．更に MCH 欠損マウス

は摂食量が低下し，体重が減少する「ヤセ」形質を示した 12）．

この論文から1年後，MCHの受容体はGPCRに属する SLC-1

（= MCHR1）であることが報告された 13,14）．MCHR1 のサブ

タイプ MCHR2 もヒト脳から単離同定された 15）．MCHR2 は

魚類，両生類，霊長類では存在するが，げっ歯類では機能発

現していない．従って，げっ歯類における MCH の受容体は

MCHR1 のみである．MCHR1 mRNA は海馬，扁桃体，側坐核，

嗅球などの摂食行動及び嗅記憶行動に非常に関連の深い部域

で高発現している 16）．現在では，MCHR1 欠損マウスも「ヤセ」

の形質を示すなど，MCH-MCHR1 系は摂食調節に関与する

証拠が揃ってきた．他の遺伝子改変動物―MCH 欠損ラット，

MCH過剰発現マウス，MCH/アタキシン-3 過剰発現マウス― 

なども作製され，MCH-MCHR1 系はエネルギー代謝にも関

与することが判明している．現在では数多くの MCHR1 選択

性アンタゴニストが開発され，MCH による高脂肪食による

肥満を抑制するなど，MCH 系の摂食調節・エネルギー代謝

への関与について，より直接的な証拠が提出されている．

MCHR1 系はストレス応答に重要な視床下部―下垂体―副

腎系の制御にも関与することが知られている．実際，MCHR1

欠損マウスでは野生型に比べ，いくつかの行動評価系におい

て抗不安行動が観察された．さらに，MCHR1 アンタゴニス

ト SNAP-7941 は上述のように高脂肪食による肥満を防いだ

上，抗うつ不安作用も示した 17）．ここ数年は MCH システム

と睡眠に関する研究が活発化している．ヒトにおいて扁桃体

内 MCH レベルが睡眠開始時に最大値を示し 18），ラット・マ

ウスにおいても MCH ニューロンはレム睡眠時に最も活発化

することが報告された 19）．さらに，MCH ニューロンを光遺

伝学により短時間活性化するとレム睡眠時間が延長し 20），抑

制するとノンレム睡眠が短縮した．以上より，MCH-MCHR1

系は摂食以外にも情動，覚醒にも重要であり，うつ不安・睡

眠障害における治療の創薬ターゲットとして期待できる．

3. MCHR1 の活性調節―オンとオフ

哺乳類培養細胞へ MCHR1 発現プラスミドを遺伝子導入し

た場合，MCHR1 は Gi/o 及び Gq と共役し，細胞内 Ca2+ 濃

度の上昇，ERK1/2 のリン酸化，cAMP 産生の抑制を引き起

こす 13,14）．哺乳類 MCHR1 の構造活性相関（受容体の構造と

機能の相関関係）研究も進展し，種々の受容体活性（糖鎖付

加，細胞膜へのトラフィッキング，G 蛋白質共役，MCH 結合）

に関わる責任アミノ酸残基がそれぞれ明らかにされている．

GPCR シグナルの強度及び持続時間は細胞内シグナル発生と

終結のバランスに依存するため，我々は MCHR1 インターナ

リゼーション機構についても解析を進めている．

MCHR1 が一過性に高発現したヒト胎児由来腎臓細胞

（HEK293）において，ほとんどすべての受容体は細胞膜に

長い間，受容体インターナリゼーションは受容体の応答を

負に制御すると考えられていた．しかし，近年，分子薬理的

手法により，ある種の GPCR は細胞内エンドソーム近辺に

おいて，① βアレスチンによる足場上で細胞外シグナル制御

キナーゼ（ERK）を活性化する，②細胞膜に存在した状態

とは異なる「第 2 波のシグナル伝達」を誘発する，などのデー

タが提出されている 5,6）．最近では，ライブセルイメージン

グにより，β2 アドレナリン受容体は初期エンドソームに取

り込まれた状態でも Gs による活性化は持続的に起きている

ことが示された 7）．以上より，GPCR のインターナリゼーショ

ンは細胞内シグナル伝達の不活性化ばかりではなく，活性化

制御にも重要かつ複雑な役割を担っている可能性がある．

従って，GPCR を介した網羅的なシグナル伝達解析及び生理

作用解明のためには，細胞膜上の活性化機構だけでなく受容

体インターナリゼーション機構の詳細を調べる必要がある．

2. MCH-MCHR1 の生理作用

メラニン凝集ホルモン（MCH）は，サケ脳下垂体から抽出

された皮膚体色変化に関係する神経ペプチドである 8）．哺乳

類MCHはラットの脳からアミノ酸19残基の環状ペプチドと

して単離された 9）．ラット MCH は摂食中枢として知られて

図 1　GPCR の活性調節オフの基本的概念

①細胞外でGPCRにリガンドが結合すると，②G蛋白質が共役

し，効果器を経たシグナルを伝達する．③続いて活性化された

各種キナーゼにより GPCR がリン酸化され，④リン酸化部位を

βアレスチン（β-Arr）が認識し，結合することでシグナルは減

衰する．⑤ GPCR-βアレスチン複合体（AP-2，クラスリン，ダ

イナミン）はエンドソームへと内部移行する（インターナリゼー

ション）．最終的に⑥インターナリゼーションした受容体は分

解又は再利用される．GPCR の種類によってインターナリゼー

ションの時間経過と移行程度に大きな幅がある．例えば，細胞

膜に発現する M1 と M3 ムスカリン性アセチルコリン受容体を

比べた場合，前者はカルバコール添加後 60 分で受容体の約

60％が内在化するが，後者はほとんど細胞内には入らない 31）．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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を行った 21）．MCH を 30 分間添加すると，受容体膜発現が

約 45％低下し，60 分後もこの状態は継続した．また，PKC

の選択的シグナル阻害剤 Go6850 処理により受容体インター

ナリゼーションが部分的に抑制され，さらに，クラスリン格

子形成を妨げる酢酸処理，βアレスチン 2 及びダイナミンⅠ

の dominant-negative 遺伝子導入によりインターナリゼー

ションがそれぞれ顕著に阻害された．つまり，MCHR1 のイ

ンターナリゼーションはPKC，βアレスチン 2，ダイナミンⅠ，

クラスリン依存性である．βアレスチン関与ということは受

容体のリン酸化が起きているはずである．そこで，PKC を

含めた各種キナーゼによる予測リン酸化アミノ酸配列を基に

置換体を作製した．まず，MCHR1 の細胞内 C 末端領域内に

位置する予測リン酸化部位を Ala に同時置換（T317A/S325A/

T342A）したところ，受容体蛋白質の膜発現量及び Ca2+ 動員

能にはまったく影響を与えなかった．しかし，受容体インター

ナリゼーションは有意に抑制されたことから，これらの 3 つ

のアミノ酸のリン酸化は受容体インターナリゼーションに大

切な役割を担うことが示された．この研究では細胞内 C 末端

領域に焦点が当てられたが，他の GPCR（ドーパミン D2 受

容体や M1 ムスカリン性アセチルコリン受容体）では，細胞

内第 2，第 3 ループ領域が受容体インターナリゼーションに

関わることが報告されている 22,23）．実際，哺乳類 MCHR1 に

は細胞内第 2 ループ領域に 2 箇所，細胞内第 3 ループ領域に

4 箇所の予測リン酸化部位が存在する 24）．そこで，当研究室

では，細胞内 C 末端領域，細胞内第 2，第 3 ループ領域に存

在する予測リン酸化部位を様々に組み合わせた Ala 置換体を

数多く作製し，受容体インターナリゼーション能を解析中で

ある．今後は予測リン酸化部位が実際にリン酸化されている

かを確認するため，フォスタグを利用したゲルシフト電気泳

動法，[32P]orthophosphate を用いたオートラジオグラフィー，

リン酸化特異的なMCHR1抗体の作製が望まれる．この結果，

MCHR1 のリン酸化能とインターナリゼーションの直接的な

関係が明らかとなるだろう．

4. 今後の展望

これまで培養細胞発現系及びアミノ酸置換体を用いた

MCHR1 のインターナリゼーションについて解析を行ってき

たが，今後は本現象の基盤となる受容体リン酸化の空間的時

間的情報を把握することが重要である．例えば，ソマトスタ

チン受容体 sst2A は発現細胞によりインターナリゼーション

に関わるリン酸化アミノ酸残基が異なり 25），さらに，同じ細

胞でも添加するリガンドにより，リン酸化部位と受容体の内

部移行程度が変動する場合もある 26）．さらに，リン酸化特異

的抗体を用いて sst2A リン酸化の経時的変化を解析したとこ

ろ，部位ごとにリン酸化及び脱リン酸化されるタイミングが

異なることがわかった 27）．また，記憶に重要な役割を担う長

期増強及び長期抑圧において，GluRA1 のリン酸化及び脱リン

酸化が関与することは広く知られている．しかしごく最近，

海馬組織においてリン酸化状態の GluA1 は全体の 1％にも満

局在する（図 2a）．この細胞へ MCH を加えた場合，その数

分後までは MCHR1 は膜に局在し，共焦点顕微鏡により観察

する限り，特にダイナミックな変動は検出できない．しかし，

MCH 添加 10 分後には一部の受容体が細胞内へと移行し（イ

ンターナリゼーション），明瞭な顆粒状構造が確認できる

（図 2b）．MCH 添加 30 分後には細胞膜上の受容体発現が大

きく低下し，細胞内により多くの顆粒状の構造物が認められ

る（図 2d）．このような MCHR1 が細胞内へと移行した状態

は，図 2e，f で示すように，MCH 添加 60–90 分経過におい

ても持続する．さらに，MCHR1 が安定高発現した HEK293

細胞を用いてフローサイトメトリーによる一連の定量的解析

図 2　MCH 添加による MCHR1 局在の時間的・空間的変化（イ

ンターナリゼーション）

ラット MCHR1 の N 末端に Flag 付加した発現プラスミドを構

築し，HEK293T 細胞に対して一過性導入を行った．この発現

細胞に 1 μM MCH を添加することにより，受容体の時間的・

空間的局在が変化する様子を観察した．細胞の固定（パラホ

ルムアルデヒド）―膜透過（TritonX-100）―抗 Flag 抗体 / 二
次抗体処理後，共焦点レーザー顕微鏡（FLUOVIEW FV1000, 
Olympus）を用いて MCHR1 発現部位を検出した．MCH 添加

前ではほとんどすべての MCHR1 は細胞膜上に発現しているが

（a），MCH 添加により受容体が細胞膜から細胞内へと徐々に移

行していく様子を捉えることができる（b–f）．Bar = 10 μm．
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たないという予想外の結果が報告された 28）．従って，MCHR1

を始めとした GPCR におけるリン酸化とそれに連動するイ

ンターナリゼーション機構を正確に解析するためには，過剰

発現した培養細胞系だけでなく，初代培養など受容体が内在

性に発現した細胞を用いることで理解が進むであろう．

ここ数年，MCHR1 研究は新たな展開を見せている．一般

的に，GPCR の大半は細胞膜上に局在すると考えられている．

しかし，マウス海馬及び視床下部神経細胞において，その 1

次繊毛膜にMCHR1が選択的に発現することが報告された 29）．

1 次繊毛とは，ほとんど全ての脊椎動物細胞が有する不動性

の微小管構造である．1 次繊毛の膜は通常の細胞膜とは異

なったリン脂質組成を持ち，限られた膜タンパク質のみが選

別されて輸送される．繊毛膜には特定のセンサー蛋白質や受

容体蛋白質が局在し，細胞外の情報を感知するするアンテナ

として重要な機能を持つことが推測されている．実際，1 次

繊毛の形成不全は腎不全，肥満，精神遅滞などの多様な症状

を引き起こすことが知られている．MCH による MCHR1 イ

ンターナリゼーションは通常の細胞膜上のみに限った現象で

はなく，1 次繊毛膜上に発現した MCHR1 に MCH を添加し

た場合においても，添加後の早い段階で受容体インターナリ

ゼーションを起こしていることを確認した 30）．現段階におい

て，vivo の 1 次繊毛に発現することが確実な非嗅覚型 GPCR

は限られている．そこで，1 次繊毛という特殊な膜環境にお

ける MCHR1 を介した細胞内シグナル及び受容体インターナ

リゼーションについて研究することで，新しい事実が明らか

となるかもしれない．

これまで述べてきたように，MCH-MCHR1 は中枢を中心

とした多様な生理的役割を担うシステムである．MCHR1 を

含めた GPCR のインターナリゼーションはシグナル調節に 2

次的 3 次的な影響を与える可能性を持つため，本研究は薬物

の持続時間や副作用といった面からも新薬開発において今後

ますます重要な研究課題となるだろう．
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